Javier Cubero Juanez

TRIPTOFANO, MELATONINA Y RITMOS DE ACTIVIDAD/
INACTIVIDAD EN ANIMALES DIURNOS Y NINOS LACTANTES.
FAGOCITOSIS Y METABOLISMO OXIDATIVO




Javier Cubero Juanez

1. INTRODUCCION pag. 11

1.1 _INTRODUCCION A LA CRONOBIOLOGIA.......ccccevueiirriieerireerrineeernnnne pag. 12

1.1.1  ESTRUCTURA Y FISIOLOGIA DE LOS RITMOS CIRCADIANOS.........pag. 14

1.1.2  DESARROLLO DE LOS RITMOS CIRCADIANOS.........ccvvvveeeeeeeeeennn. pag. 19
1.2 LA GLANDULA PINEAL .....ccccvvvtuunuieeeeeeeeerrrennnnneeeeeeeeessssssnnnnneeeeens pag. 20
1.2.1  ANTECEDENTES HISTORICOS.......cccevvvtrueeeeeeeeererenrrnnneeeeeeesnnenns pag. 20
1.2.2  ANATOMIA GLANDULA PINEAL.....cceevtutueeeereenneeeerrenneeeeeesenneeeen pag. 21

1.2.2.1 Anatomia microscopica de la pineal en mamiferos

1.2.2.2 Anatomia microscopica de la pineal en aves

123 BIOQUIMICA GLANDULA PINEAL.....c..coovviieeeennrenneeeeesesneesnnnene pag. 27

1.2.3.1 Fototransduccion en la retina de vertebrados

1.2.3.2 Fototransduccion v fotorreceptor modificado en aves

1.2.3.3 El metabolismo de los indoles en células fotorreceptores

y derivadas
1.2.3.4 Biosintesis ritmica de melatonina

1.2.3.5 Variaciones diarias _en la expresion y actividades de la enzima del

metabolismo de los indoles

1.2.3.6 Fluctuaciones de melatonina en sangre

1.2.3.7Control fotoperiodico v circadiano de la produccion de melatonina in vivo

1.2.3.8 Regulacion intracelular de la produccion de la melatonina en el fotorreceptor

pineal de no mamiferos

1.2.4 RECEPTORES DE MELATONINA......ccctitiitiiiitiiiitiiirieiiteinraciecnencnn pag. 41



Javier Cubero Juanez

1.2.5 GLANDULA PINEAL Y RITMOS CIRCADIANOS.....c.cccovtieeieiirnrnnnncnnn pag. 42

1.2.5.1 Un reloj fuera de la pineal controla el ritmo en mamiferos

1.2.5.2 Un reloj dentro de la pineal controla el ritmo en mamiferos

1.2.5.3 Relojes intra vy extra-pineales controlan el ritmo en aves

1.2.5.4 Las células sintetizadoras de melatonina son relojes circadianos

1.2.5.5 Libre curso v amortiguacion

1.2.5.6 Efectos de la temperatura

1.3 MELATONINA Y RITMOS DE ACTIVIDAD /INACTIVIDAD.......c.cccouuen. pag. 47

1.3.1 MELATONINA RITMOS DE ACTIVIDAD / REPOSO EN AVES........... pag. 48

1.3.2 MELATONINA RITMOS DE ACTIVIDAD / REPOSO EN LACTANTES..pag.50

14 MELATONINA Y SISTEMA INMUNE pag. 51

1.4.1 ASPECTOS GENERALES DE LA INMUNIDAD.....ccccctttiitiiiirieieieenenanns pag. 51

1.4.1.1 Lainmunidad innata o inespecifica

1.4.1.1.1 La inmunidad inespecifica en aves
A. Granulocitos
B. Heterofilos
C. Eosinéfilos
D. Baséfilos
1.4.1.1.2 Fagocitosis y desgranulacion
A. Ingestion de particulas
B. Desgranulacion
C. Destruccion del material ingerido: mecanismos microbicidas
C.1. Procesos microbicidad 6xigeno-indipendiente

C.2. Procesos microbicidad 6xigeno-dependiente



Javier Cubero Juanez

1.42 CONEXION FUNCIONAL ENTRE LA MELATONINA Y EL SISTEMA
INMUNE: ASPECTOS GENERALES Y PARTICULARES EN AVES.................pag. 69

1.4.2.1 Pinealectomia vy sistema inmune

1.4.2.2 Accion inmunomoduladora de la melatonina en aves

1.4.2.3 Melatonina como antioxidante en células fagociticas

1.4.2.4 Accion directa de la melatonina sobre el sistema inmune: receptores de

melatonina en células inmunes

1.4.2.5 Influencia del sistema inmune sobre la funcién de la gladula pineal en aves

1.4.3 MELATONINA Y EL SISTEMA INMUNE EN LACTANTES........ccceccuuue. pag. 80

1.4.3.1 Melatonina v estrés oxidativo en lactantes

1.4.3.1.1 Estrés oxidativo en lactantes
1.4.3.1.2 Oxidacion de proteinas en el pulm6n neonatal
1.4.3.1.3 Fibrosis quistica del pancreas

1.4.3.1.4 Enfermedad inflamatoria intestinal

1.5 LA IMPORTANCIA FISIOLOGICA DEL TRIPTOFANO.......cccceeeeeennnne. pag. 88
1.5.1 TRIPTOFANO COMO AMINOACIDO ESENCIAL......cccccvvtieererreeeeeeenen pag. 88
1.5.2 ALIMENTOS RICOS EN TRIPTOFANO.......ccccevtvttreereereeeereereeeeeeseeeees pag. 91
1.5.3 METABOLISMO DEL TRIPTOFANO........ccccuuvuueuerrereenneeenennnnnsneeeanannns pag. 92
1.5.4 ACCION DEL TRIPTOFANO SOBRE EL SISTEMA INMUNE............... .pag. 96
1.5.5 ACCION TERAPEUTICA DEL TRIPTOFANO......ccccvvuiirireernnneernnnnnnnne pag. 98



Javier Cubero Juanez

2. 0BJETIVOS....oiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieiecncntassnsessssssnnes pag. 102

1. Evaluacion de la funciéon fagocitica, metabolismo oxidativo de heterofilos
sanguineos y niveles de melatonina circulante.

2. Efectos, en animales experimentales, de la ingesta de triptéfano sobre los
ritmos de actividad-inactividad.

3. Analisis del contenido en triptéfano de la leche materna y sus oscilaciones

circadianas frente a 6-sulfatoximelatonina en orina materna y del lactante.

3. MATERIALES Y METODOS.......ccoouviteiuieeeenrreeeinreeeeenseeesseeesnsseosens pag. 105
3.1 MATERIALES pag. 106
3.1.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION.........cceeeeeieiieieeeeneeeeeenesennnnnnns pag. 106
3.1.2 MADRES Y NINOS LACTANTES.......ceetttttitrttiiiieeeeeeererensennnnseessennn pag. 106
3.1.3 SOLUCIONES Y MEDIOS.......cccttttuuueeeeeeeeeerrennnnnnaeeseeeeeesssnssnnnnmeens pag. 106
304 REACTIVOS....iiiiiiiitiiiiiiieeeeeeeeettnssnnnteeeeeeessssssnnnessessessssssssssnnnnnns pag. 108
3.1.5 MATERIAL DE LABORATORIO........ccccvttuuuiieeeiereeeerennnieeeeeseeeeesssnn pag. 109
3.1.6 APARATOS. .o iiitiiitiiiniiieieneiieetieressssssssssssssssssssssssssssssosssosnsossssnssrnne pag. 110
3.2 METODOS pag. 110
3.21 METODOS DE LOS ENSAYOS EN ANIMALES......cccceeeeeereerreraeennnn pag. 110

3.2.1.1 Diseiio experimental

3.2.1.2 Administracion de triptofano

3.2.1.3 Métodos para la determinacion de actividad en animales

3.2.1.4 Esterilizaciones

3.2.1.5 Obtencion de muestras biologicas.

3.2.1.6 Funcionalidad de las células fagociticas




Javier Cubero Juanez

3.2.1.7 Obtencion de parametros fisiologicos

3.2.1.8 Determinacion de los niveles de melatonina en plasma sanguineo

3.22 METODOS DE LOS ENSAYOS CON HUMANOS.........ccuvveuveennnnnnnne pag. 127

3.2.2.1 Dispositivos empleados para la deteccion de actividad en nifios lactantes

3.2.2.2 Analisis del sueiio de ninos lactantes

3.2.2.3 Determinacion de 6-sulfatoximelatonina en orina

3.2.2.4 Determinacion de triptofano en leche materna

3.2.3 METODOS PARA LA DETERMINACION DE LA FUNCION

SENOIDAL ...ouvneeeeeeeeererrennneeeeeeeeennenes pag.140
3.24 METODOS DE CALCULO ESTADISTICO......ccccueevvvueeerineerrrnnennnenne pag. 140
4. RESULTADOS . ...ciiiitiiiiiiiiiiiiiiiiieieinttntetnsetsssssasssnsesesasssossssssssnsnsnns pag. 142

BLOQUE 1: RESULTADOS EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION

1.1 PARAMETRO FISIOLOGICOS TRAS LA ADMINISTRACION DE L-
TRIPTOFANO A Streptopelia FOSC0ZriSea........uuueevneereneeeernesrieeeerseerssneesnnn pag. 144

1.2 VARIACIONES CIRCADIANAS DE MELATONINA EN ANIMALES DE
EXPERIMENTACION BAJO CONDICIONES BASALES.......cccccuuuteeeeeeeennnn. pag. 145

1.3 FUNCION FAGOCITICA DE HETEROFILOS........cccvvuiieeernneerrnneernnnen pag. 147

1.3.1 Funcidn fagocitica de heterofilos tras la administracién oral de L-triptéfano a
las 19:00 h.

1.3.1.1 indice de fagocitosis
1.3.1.2 Porcentaje de fagocitosis

1.3.1.3 Eficiencia de fagocitosis



Javier Cubero Juanez

1.3.2 Funcion fagocitica de heterofilos tras la administracion oral de L-triptofano a

las 09:00 h.

1.3.2.1 indice de fagocitosis
1.3.2.2 Porcentaje de fagocitosis

1.3.2.3 Eficiencia de fagocitosis

1.4 TEST DE REDUCCION DE NITROAZUL DE TETRAZOLIO................... pag. 155

1.4.1 Test de reduccion de Nitroazul de tetrazolio tras la administracion oral de L-

triptofano a las 19:00 h.

1.4.2 Test de reduccion de Nitroazul de tetrazolio tras la administracion oral de L-

triptofano a las 09:00 h.

BLOQUE 2: RESULTADOS EN HUMANOS

2.1 RITMOS EN ORINA DE LOS NIVELES DE 6-SULFATOXIMELATONINA EN
NINOS LACTANTES Y SUS PROGENITORAS JUNTO CON TRIPTOFANO EN
LECHE MATERNA....ccutittiiiiiiiiiiiiiiriiitietietiitcietatsetacesasasmmassesssassses pag. 172

2.2 ANALISIS DE PARAMETROS DE SUENO EN NINOS CON LACTANCIA

MATERNA . .....cuvtiieeteeeeerreeeesreeeeeseeeessseseesssseeeessssesesssssesssssessssssssseens pag. 175
S.DISCUSION.....coiiitiiieeeieetteeeeeeeeeesesssssssteeeeessminsssssssesessssssssssesssns pag. 177
6. CONCLUSIONES. ....uuutttittiiieeieeeeeeeeeeeiinneeeeeeeeeeeesssssssssmessesssssssnnnns pag. 192
7. BIBLIOGRAFIA.....cuinitiiitiiiiteiiiteeieeeeeneeetetaesesnesessesnsssmmesnsnssnmennns pag. 195



Actina binding protein: ABP

Acetil Coenzima-A: Ac-CoA

Acido dehidroabscérbico: DHA

Acido 5-metoxindol acético: 5 MIAA

Acido ribonucleico mensajero: ARNm

Acido y aminobutirico: GABA

Adenosin monofosfato: AMPc¢

Adenosin trifosfato: ATP

Aminoacil-N-acetiltransferasa: AA-NAT

Antagonista del receptor: RA

Atrapamiento de radicales libres: TRAP

Calcio extracelular: Ca™e

Calcio intracelular: Ca™ i

Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo: CCDA

Deacetilasa: DeAc

Descarboxilasa de aminoacido aromatico: AAAD

Electroencefalograma: EEG

Especies reactivas de oxigeno: ROS

Javier Cubero Juanez



Factor estimulante de colonias: FSC

Factor de Necrosis Tumoral: TNF

Flavin adenin dinucleotidos: FAD

Fibrosis quistica: FQ

Ganglio cervical superior: GCS

Guanosin monofosfofato ciclico: GMPc¢

Guanosin difosfato : GDP

Glutation deshidrogenasa: GSH

Guanosin trifosfato: GTP

Hormona adrenocorticotropa: ACTH

Hidroxindol-O-metiltransferasa: HIOMT

4-Hidroximaloldialdehido: 4 - HDA

5-Hidroxitriptéfol: 5-HTL

Indolamina 2-3 dioxigenasa: IDO

Interleuquina: IL

Lipopolisacarido: LPS

Lipoproteina de baja densidad: LDL

Luz: LL

Javier Cubero Juanez



Javier Cubero Juanez

Maloldialdehido: MDA

Mieloperoxidasa: MPO

Monoaminoxidasa: MAO

Natural Killer: NK

Nicotin adenin difosfato Hidroxilasa: NADPH

Noradrenalina: NA

Nucleo paraventricular: NPV

Nucleo supraquiasmatico: NSQ

Oscuridad (Dark): DD

Péptido intestinal vasoactivo: VIP

Proteina de union de actina: ABP

Polimorfonucleares: PMNs

Sistema nervioso central: SNC

Sep red blood cell: SRBC

Superoxidodismutasa: SOD

Triptéfano 2-3 dioxigenasa : TDO

Triptéfano hidroxilasa : TOPH

Recomendaciones diarias de administracion: RDA

10



Javier Cubero Juanez
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1.1 INTRODUCCION A LA CRONOBIOLOGIA.

Es probable que el concepto de tiempo y periodicidad de los fenomenos naturales
y ambientales date ya de la época primitiva. El calendario egipcio se inventd hacia el
4200 a. C. y el tiempo y la variacion periodica de los fendmenos bioldgicos en la salud
y la enfermedad ocupaban un lugar muy importante en las doctrinas de los naturalistas

griegos y romanos.

LA TVENTF = PE——— R

Figura 1. Grabado mitoldgico de “Cronos™, (Saturno en la cultura romana).
Simbolo del Tiempo.
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Asi, por ejemplo, Aristoteles y mas tarde Galeno escriben sobre la periodicidad
del suefio y la vigilia, centrandola en el corazén el primero y en el cerebro la segunda.
Diversas situaciones nos recuerdan periddicamente la importancia de nuestros relojes
bioldgicos internos, siendo los cambios de horario que tienen lugar en otofio y

primavera una muestra de ello.

No obstante, a lo largo de la historia la aproximacion cientifica a la naturaleza de
los ritmos biologicos ha dependido de la disponibilidad de instrumentos de medicién
como el reloj, el termometro, el electroencefalograma, etc... Desde que ya hace 40 afios
el Profesor Halberg estableciera las bases de la Cronobiologia en su laboratorio de
Minnesota, los imprevisibles cambios de muchas variables bioldgicas, a lo largo del dia
u otros periodos de tiempo, han pasado de ser un obstaculo para su estudio a ser el
mejor aliado para la compresion de los mecanismos que la controlan. En efecto, una vez
puesto al descubierto los “ritmos de la vida”, la aplicacién de técnicas relativamente
sencillas permiten la cuantificacion de los patrones subyacentes y los cambios se hacen
predecibles y se incorporan a la normalidad. Se desarrollan entonces campos como la

cronofarmacologia, la cronoterapia, etc...

Los Ritmos Bioldgicos estudiados bajo la disciplina de la Cronobiologia, no
constituyen un fendmeno casual ni un seguimiento pasivo de las condiciones
ambientales, sino que forman parte de una adaptacion al entorno que es fundamental
para la supervivencia de las especies. Debe diferenciarse el concepto de ritmo del de
ciclo. Este ultimo consiste en la sucesion de acontecimientos que tienen lugar de forma
repetitiva siempre en el mismo orden sin tener en cuenta el tiempo en que tienen lugar.
Cuando un ciclo ocurre en un intervalo de tiempo constante y previsible se habla de
ritmo. La frecuencia nos indica el numero de ciclos que tiene lugar por unidad de
tiempo, y el periodo es el tiempo que tarda en repetirse un ciclo. El ritmo puede ser
enddgeno o exogeno segin es generado por el propio organismo o no, aunque hay

autores que solo lo consideran ritmo si es enddgeno.
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Ritmos circadianos: son aquellos que tienen una frecuencia proxima a la diaria,
es decir entre 20 y 28 horas. En este grupo se encuentra la mayoria de los ritmos que se
estudian en Cronobiologia. Los ritmos ultradianos son aquellos que tienen una
frecuencia superior a la diaria, es decir, un periodo inferior a las 20 horas. Como
ejemplos de ritmo ultradiano cabe citar el latido cardiaco y la ventilacion pulmonar. Los
ritmos infradianos son aquellos cuya frecuencia es inferior a la diaria, es decir con un
periodo superior a las 28 horas, como es el caso del ciclo menstrual de la mujer. No es
infrecuente que una misma variable bioldgica presente de forma simultanea ritmos de
frecuencia diferente. Este es el caso de la secreciéon pulsatil ultradiana de algunas
hormonas, como el cortisol, o la melatonina, que ademas siguen un ritmo circadiano de

24 horas.

La persistencia de ritmos bioldgicos en condiciones ambientales constantes, esto
es de ritmos endogenos, indica la presencia de un reloj enddégeno interno o marcapasos

que controla la periodicidad de ciertas variables.

1.1.1 ESTRUCTURA Y FISIOLOGIA DE LOS RITMOS CIRCADIANOS.

El sistema circadiano es el conjunto de estructuras cuya mision consiste en
organizar los ritmos de determinados procesos fisioldgicos. Este sistema consta de las
siguientes estructuras: 1) el nicleo supraquiasmatico (NSQ), 2) las vias aferentes, que
conducen la informacion de sefiales externas al organismo u otras zonas del sistema
nervioso al NSQ y 3) las vias eferentes, que acoplan el marcapasos con los sistemas

efectores que producen los ritmos.

En la rata y otros muchos mamiferos, el principal marcapasos endogeno se halla en el
NSQ. En el hombre, el NSQ se encuentra en las paredes del tercer ventriculo, por
debajo del hipotdlamo y detrds del quiasma Optico (Figura II). Las vias aferentes
consisten en el tracto retinohipotalamico, el tracto geniculohipotalamico, vias
procedentes de los nucleos del rafe y de las neuronas tuberomamilares de la hipofisis
posterior. Las vias eferentes se pueden clasificar segin la zona del sistema nervioso

central (SNC) a la que se proyectan.
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Tercer ventriculo

NPV

Glandula Pineal
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Oio Glandula

Pituitaria

AN

Médula
Espinal

Figura II. Representacion esquematica de Nucleo supraquiasmatico (NSQ) y sus vias
aferentes y eferentes en humano, NPV (Nucleo paraventricular) y GCS (Ganglio

cervical superior).

Entre las vias eferente que se dirigen al hipotalamo destacan las eferentes al NPV,
presumiblemente involucrado en el control de los ritmos de funciones hormonales y
autonomicas, eferentes al area predptica, involucrada en la regulacion de la temperatura,
balance de fluidos y la conducta sexual y finalmente las eferentes al area
retroquiasmatica, desde la cual se envian senales a los hemisferios cerebrales
(regulacion de la conducta), tronco encefélico (regulacion autondmica) y a la médula
espinal (control sensorial y motor). Por otro lado, las vias eferentes que se dirigen a

partes fuera del hipotdlamo incluyen las que se proyectan al tdlamo (locomocion),
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sistema limbico (memoria y tono afectivo) y al nucleo geniculado lateral. Este sistema
utiliza una serie de neurotransmisores, siendo el Acido gamma aminobutirico (GABA)
el méas abundante en el NSQ y en las vias eferentes. El NSQ también sintetiza
neuropéptidos como el péptido intestinal vasoactivo (VIP), la vasopresina y la

somatostatina.

Que el NSQ es el principal marcapasos enddgeno viene apoyado por experimentos
que demuestran que la manipulacién o destruccion del NSQ comporta la alteracion de
practicamente todos los ritmos circadianos, sobre todo los correspondientes a la
actividad motora, ingestion de alimentos, temperatura central, conducta sexual, ciclo
suefo-vigilia y a diversas hormonas, como la hormona adrenocorticotropa (ACTH).
Esto se produce por la disrrupcion tanto de comunicaciones nerviosas como de vias
paracrinas o endocrinas. Cuando se inyecta tejido fetal de la zona del NSQ en la parte
inferior del tercer ventriculo en animales a los que previamente se habia lesionado el
NSQ, éstos recuperan el ritmo circadiano de la mayor parte de sus variables, sobre todo
de las que no dependen de la creacion de nuevas sinapsis (mecanismo humoral).
Ademas, células del NSQ en cultivo mantienen ritmos circadianos metabodlicos y de
actividad eléctrica. No obstante, es probable que el NSQ no sea el unico marcapasos
endogeno existente, ya que es frecuente observar la presencia simultanea de varios
ritmos con periodos diferentes. Asi, se ha demostrado, al menos funcionalmente (que no
anatdmicamente), la existencia de otros osciladores que determinan ritmos que no
desaparecen con la destruccion del NSQ. Ademas, mediante experimentos con lesiones
selectivas, se han podido identificar diferentes areas del NSQ que controlan ritmos
diferentes. Asi, la estructura funcional del NSQ es la de un sistema oscilador multiple,
donde cada célula puede actuar como un oscilador independiente, mostrando su propio

ritmo circadiano en su actividad eléctrica.

El NSQ presenta un maximo de actividad de descargas durante el dia subjetivo,
tanto en animales diurnos como en los nocturnos. Este ritmo se observa tanto in vivo
como in vitro, y tanto en células en cultivo como en cortes de tejido. Aunque la
existencia del NSQ se ha constatado anatomicamente, no existe consenso sobre los
limites precisos de este nucleo. El NSQ tiene unas caracteristicas propias que estan

presentes en la mayoria de especies estudiadas, se compone de neuronas de tamafio
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relativamente pequefio, de axones cortos y campos dendriticos pequefios que presentan
una frecuencia espontanea de descarga muy baja. Su actividad no se modifica con los
cambios de temperatura. La mayoria de las neuronas del NSQ varian su actividad
espontanea en respuesta a la entrada de luz por la retina, generalmente aumentan su
frecuencia de descarga de forma proporcional a la intensidad de la luz que llega a la

retina.

Por ultimo afiadir el ultimo estudio publicado el presente afio, en Current
Biology por Antonio Diez-Noguera y sus colaboradores (2004), explicando que el reloj
bioldgico o NSQ no funciona siempre como una unidad, como hasta ahora se pensaba,

sino que actia de forma disociada en dos partes diferentes.

Es muy importante diferenciar los conceptos de marcapasos y oscilador. Un
oscilador es cualquier sistema capaz de generar cambios ciclicos. Un marcapasos puede
estar constituido por uno o mas osciladores. Un oscilador puede no constituir un
marcapasos, como ocurre en muchas regiones del sistema nervioso central, mientras que

un marcapasos debe ser oscilador.

Cuando un organismo se encuentra aislado de cualquier referencia temporal
externa, es decir, bajo condiciones ambientales constantes, decimos que se encuentra en
curso libre. El periodo del ritmo que se manifiesta en curso libre se conoce como
periodo endogeno y se designa con la letra griega tau (7). Si las condiciones ambientales
se mantienen constantes, el valor de tau es muy estable, de forma que es una de las
caracteristicas mas estables del ritmo de un organismo. El ritmo tau es una caracteristica
propia de cada especie que se transmite de forma mendeliana y que por tanto es
probable que se encuentre determinada genéticamente. Como la duracion de los ciclos
circadianos en curso libre no siempre es de 24 horas, debemos referirnos a ellos como
dias subjetivos que, esto si, se dividen en 24 horas subjetivas u horas circadianas (1 hora

circadiana = tau/24). En este caso nos referiremos a tiempo circadiano.
En cuanto al perfil de los ritmos circadianos, se denominan en base al numero

de picos que presentan. El patron mas frecuente es el bimodal, como es el caso del ritmo

de cortisol plasmatico.
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Es importante destacar que aunque el valor de tau es relativamente constante y
determinado genéticamente, existen factores exogenos que pueden afectar este valor.
Entre ellos el mas importante, al menos el mas estudiado, es la luz ambiental. Cuando
un animal se encuentra bajo condiciones ambientales periddicas manifiesta un ritmo
circadiano con el mismo periodo que el entorno. En este caso se dice que el ritmo esta
encarrilado o sincronizado por el entorno ambiental. Este encarrilamiento significa que
el ritmo exdgeno no genera ningun ritmo en el organismo, sino que encarrila ritmos
enddgenos ya existentes. El encarrilamiento surge como necesidad de adaptarse al
entorno para un mayor aprovechamiento energético y de recursos y al hecho de que la
mayoria de los organismos presentan una tau diferente de 24 horas. La existencia de un
mecanismo especifico de encarrilamiento es necesario ya que los ciclos de luz varian en
su duracion a lo largo del afio. Los elementos externos que utiliza el organismo como
referencias temporales para poder encarrilar sus ritmos se conocen con el término
aleman zeitgebers (marcadores de tiempo). El zeitgeber mas conocido y universal es, sin
duda, la alternancia entre luz y oscuridad. Esta informacion accede al NSQ a través de
la retina y a través del tracto retinohipotaldmico. Existen otros elementos que pueden
actuar como zeitgebers en determinadas circunstancias y especies animales, como por
ejemplo, el contacto social con seres de la misma especie, la disponibilidad de alimento
y la actividad motora. Este Gltimo tiene gran importancia y deriva de la observacion de
que la realizacion de actividad fisica a determinadas horas es capaz de encarrilar el
ritmo de animales sujetos a condiciones ambientales constantes. Para situar un
fenomeno en el tiempo, se hace referencia al zeitgeber time, que consiste en contar
horas de 60 minutos a partir del momento en que se aplica el zeitgeber. Para considerar
que un agente concreto puede funcionar como zeitgeber, debe ser capaz de encarrilar un
ritmo controlando su periodo, con una relacion de fases estable, de manera que el
cambio de fase maximo que produzca sea igual a la diferencia entre el periodo del ciclo
externo y la tau del ritmo endogeno. Por ello hay que diferenciarlo de la coordinacion
relativa, que se produce cuando un elemento ambiental ciclico es capaz de producir
cambio de fase en el marcapasos endogeno pero no de forma suficiente como para

producir encarrilamiento.
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1.1.2 DESARROLLO DE LOS RITMOS CIRCADIANOS.

El sistema circadiano no esta presente en el momento del nacimiento sino que se
desarrolla durante el periodo postnatal. En el momento del nacimiento, la mayoria de
animales presentan ritmos ultradianos en la mayor parte de sus variables. La
maduracion de los ritmos comporta un cambio de ritmicidad ultradiana a circadiana.
Posteriormente, el ritmo circadiano aumenta su amplitud hasta llegar a la que es propia
de la edad madura, aunque la maduracion también puede comportar modificaciones en
la tau, la forma, el patron del ritmo circadiano, asi como la sincronizacién con ciclos
externos. El proceso de obtencion de dicho ritmo circadiano es cambiante de unos

individuos a otros.

Respecto a los patrones de suefio nocturno en lactantes a partir de la segunda y
cuarta semana se observa un periodo de duracién de entre cuarto y cinco horas (Anders,

1985) esto significa que el ritmo es ultradiano.

La adquisicion del ritmo circadiano se inicia entre la cuarta y undécima semana de
vida (Meier-Koll, 1978) aunque ciertos autores la describen entre la séptima y la
duodécima semana después del nacimiento (Fukuda, 1997). Recientemente Nishihara
(2002) indica la existencia de ritmos semi-circadiano y circadianos ya a la tercera
semana de vida, y a partir de entre la sexta y la duodécima se inicia el aumento gradual

de la amplitud del ritmo hacia la instauracion del ritmo circadiano.

Es conocido que el ritmo circadiano de la temperatura corporal en bebés es
instaurado de forma maés temprana que el ritmo de actividad / reposo. Guilleminault y
colaboradores (1996) indica que no existe evidencia de ritmos térmicos hasta la tercera
semana y hasta la décima semana no se produce la instauracion del ritmo circadiano en
la temperatura rectal. Sin embargo, Mc Graw (1999) detect6 el ritmo circadiano de
temperatura timpanica en el primer mes de vida. Por lo tanto el intervalo semanal donde
se produce el inicio del cambio de los ritmos ultradianos a circadianos se encuentra
entre la cuarta y séptima semana y la consolidacion del mismo es alcanzada entre la

undécima y duodécima semana de vida.
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En la maduracion de los ritmos existen una serie de influencias de la madre que ya
empiezan en la etapa fetal, y del ambiente, como son la luz y el acceso a la comida. Las
caracteristicas de los ritmos circadianos se mantienen a lo largo de la vida adulta. No
obstante, en la vejez, se producen una serie de cambios como son un acortamiento de la
tau, una disminucién de la amplitud del ritmo circadiano, la apariciéon de un ritmo

ultradiano y una desincronizacion interna (Nishihara y cols., 2002).

1.2 LA GLANDULA PINEAL.

1.2.1 ANTECEDENTES HISTORICOS.

El 6rgano o glandula pineal es una estructura de la parte superior del cerebro que
desempefia un papel esencial en el control de los ritmos circadianos de los procesos
biologicos. Directa o indirectamente sensible a la luz, suministra al organismo una
informacion temporal, al liberar diversas cantidades de productos al torrente sanguineo,
en funcion de la hora del dia. Libera por la noche una molécula clave, la melatonina,
que controla los ritmos diarios, como el cambio de la coloracion cutanea y estacional, y

el ritmo de la actividad sexual.

La glandula pineal, o epifisis cerebral se conocia desde tiempos antiguos,
asignandole funciones todas ellas de tipo espiritual. Un ejemplo seria Descartes, que
indicd que controlaba el flujo del “espiritu animal” por unos fluidos que emanaban de

ella. El propio Descartes considerod esta glandula como la “sede del alma humana”.

Durante todo el siglo XIX los estudios avanzaron también en este campo.
Ahlborn (1884) correlaciond la glandula pineal con el 6rgano parietal (tercer ojo) de
algunos pequetios vertebrados y con las estructuras de los ojos laterales. Gutzeit (1896)
asocia por primera vez la existencia de un tumor pineal a un sindrome de desarrollo
sexual precoz. Otto Heubner (1898), publico el caso clinico de un nifio que presentaba
pubertad precoz, acompafiada de la existencia de un tumor pineal. En los cincuenta afios
siguientes, fueron observados otros casos similares de nifios con tumor de la pineal y

desarrollo sexual precoz.
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En 1905, Studnicka comprobd que el 6érgano fotosensorial de algunos pequefios
vertebrados evolucioné hasta llegar a ser la glandula pineal secretora de mamiferos
(Hadley, 1997). Holgrem apunt6 que las células de la pineal de un elasmobranquio eran
de naturaleza sensorial, puesto que los pinealocitos se asemejaban a las células
sensoriales de la retina (Hadley, 1997). Como algunos reptiles presentan un “tercer 0jo”
muy prominente, la pineal de los mamiferos fue considerada como un vestigio de este

organo visual primitivo.

La pineal humana puede calcificarse a edades tempranas, por lo que se pensd
que era un o6rgano vestigial, y por ello sin importancia a nivel fisioldgico. Sin embargo,
otros estudios y los ya comentados de Gutzeit y Heubner, mostraron las posibles
conexiones entre la pineal y las funciones reproductoras y describieron algunas

correlaciones entre hechos clinicos y disfunciones pineales (Arendt, 1995).

La melatonina fue aislada originalmente por Lerner y colaboradores (1958), que
buscaban un factor que pudiese ser responsable del vitiligo de humanos. De esta forma
aislaron y determinaron la estructura de una sustancia de la pineal, una indolamina a la
que llamé melatonina, cuya naturaleza quimica era N-acetil-5-metoxitriptamina. Se
denomind asi debido a su accion blanqueadora cuando se aplicaba a vertebrados
inferiores en las que es responsable del empalidecimiento que se observa en algunas
especies nocturnas. En aves y mamiferos no se han observado cambios diarios en el
color, sin embargo, se ha relacionado a la pineal y la melatonina con los cambios
estacionales en el mismo, aunque los descubrimientos mas importantes fueron los
relacionados con sus efectos antigonadales en el sistema reproductor de los mamiferos

(Hadley, 1997).

1.2.2 ANATOMIA DE LA GLANDULA PINEAL.

La glandula pineal se desarrolla a expensas de una evaginacion del techo del
ventriculo medio (III ventriculo) y pierde la conexion con el cerebro (concretamente con
el diencéfalo) a excepcion de un tallo muy delgado en animales de sangre fria (Collin,
1971; Vollrath, 1981; McNulty, 1984). El lumen esté4 abierto al tercer ventriculo y esta
lleno de liquido cefalorraquideo (Omura y Oguri, 1969; McNulty, 1984; Falcon y cols.,
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1992a). La pineal se vuelve foliculada en lagartijas y aves y glandular en ofidios y
mamiferos (Collin, 1971; Vollrath, 1981). Estos cambios morfoldgicos, como los
observados en el curso de la evolucion, pueden ser vistos también en algunos teledsteos
(Omura y Oguri, 1969). Se ha visto también que durante el desarrollo el 6rgano pineal
del pollo ensancha gradualmente su aspecto folicular y acaba compuesto de estructuras
parenquimaticas, similar a las observadas en la pineal de mamiferos (Boya y Calvo,
1978; Vollrath, 1981). La evolucion morfologica llevada a cabo por la pineal corre
pareja con la evolucion de sus tipos de células. A esta glandula se la denomina también

epifisis o excrecencia superior en contraposicion a la hipofisis o excrecencia inferior.

1.2.2.1 Anatomia microscopica de la pineal en mamiferos.

La pineal adulta esta inervada por fibras postganglionares que se originan en el
ganglio cervical superior (GCS), por lo que se le puede considerar un érgano efector del

sistema nervioso autonomo (Wurtman y cols., 1968).

El tipo celular mas caracteristico de la glandula pineal de mamiferos es el
pinealocito, célula epifisaria o célula principal (Wallace y cols., 1969). Los pinealocitos
derivan del foro ependimario del epitdlamo y pueden distinguirse tanto células claras
como c¢lulas oscuras. Las células oscuras contienen granulos de un pigmento de
naturaleza desconocida, asi como depdsitos de glucogeno cuyo significado fisioldgico
tampoco estd aclarado (Hadley, 1997). Esta distincion se basa Unicamente en la
diferencia de densidad electronica del citoplasma, lo que permite clasificarlos en

cromofilos y croméfobos (Quay, 1965).

El resto de la masa glandular estd compuesta por elementos gliales y por
fibroblastos. La calcificacion de la pineal humana se inicia durante la segunda década de
vida y, hacia los 60 afios de edad el 70% de todas las glandulas pineales pueden estar, al
menos, parcialmente calcificadas (Hadley, 1997). Sin embargo, se ha sefialado que
incluso en estados de calcificacion avanzados la glandula pineal puede seguir

produciendo melatonina.
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1.2.2.2 Anatomia microscopica de la pineal en aves.

El 6rgano pineal de las aves, a diferencia del de los peces, anfibios y reptiles,
aparece en ocasiones como una estructura bipartita: un 6rgano pineal primario y un 20%
de los animales investigados, un tejido pineal secundario o accesorio. Por esta razén

algunos autores hablan del sistema pineal en aves.

El organo pineal primario puede aparecer como una estructura bien
conformada o atrofiada, que se extiende desde la region intercomisural hasta el techo de
la boveda craneal (Figura III). Se han citado especies con pineales atrofiadas en dos
ordenes diferentes de aves, Procelariformes y Strigiformes. Al parecer, estas especies

podrian haber evolucionado a partir de antecesores de habitos nocturnos.

Glandula Pineal

Hipofisis

Figura III. Disposicién anatomica de la glandula pineal en aves. (Tomado de Barriga y

cols., 2004).

Segun ciertos investigadores, el parénquima del 6rgano pineal de aves presenta
diferentes tipos celulares. No existe unanimidad a este respecto y los trabajos realizados
hasta ahora sobre este 6rgano no han estudiado en detalle los tipos celulares, por lo que

no se puede emitir ninguna conclusion.
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Los tipos celulares mas caracteristicos son los pinealocitos de tipo receptor, la
principal caracteristica de este tipo de célula fotorreceptora, que la distingue de otros
tipos celulares de la pineal, reside en la presencia de segmentos externos cortos que
contienen una serie de laminas concéntricas. Estas estructuras fueron descritas por
primera vez por Gonzalez y Garcia (1966) en Gallus gallus; al microscopio electrénico
de transmision se observan una serie de estructuras rudimentarias, con aspecto de
formaciones laminares concéntricas, que se corresponden con los segmentos externos de

células fotorreceptoras.

Estudios realizados con microscopio electronico de barrido en Urolancha
domestica muestran las diferentes morfologias que adoptan estos segmentos externos:
con aspecto de bulbo, de copa, elongado. La estructura interna de estos segmentos y su
relacion con los segmentos internos no estdn claramente dilucidadas. Las laminas
concéntricas que constituyen estos segmentos externos pueden presentar una imagen
caotica o bien pueden sufrir un proceso degenerativo. La prolongacion basal de estas
células y su pericarion poseen las mismas caracteristicas de otros fotorreceptores
pineales de vertebrados, incluida la presencia de laminas sinapticas; se duda un poco de
la existencia de conexiones nerviosas aferentes, aunque en Gallus gallus se puede
sefalar, a nivel ultraestructural, la presencia de una inervacion aminérgica por medio de
vesiculas oscuras (Gonzédlez y Garcia, 1966), inervacion que ha sido citada
posteriormente por Fujie (1968), Bischoff (1969), y Collin y colaboradores, (1976) entre
otros.

La existencia y naturaleza de estas cé¢lulas fotorreceptoras en pineales de pollo
ha sido confirmada por los trabajos de Binkley y colaboradores, (1977) y Goto y
colaboradores, (1990) respectivamente. Los cuales constituyen un conjunto celular
similar al de las células fotorreceptoras pineales de vertebrados inferiores. Este tipo de
pinealocito parece estar restringido a organos pineales de tipo folicular o sacular,

distribuyéndose en el borde del lumen (Figura IV).
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Figura IV. Imagen a microscopia optica de cortes de tejido de glandula pineal de aves.
Ay B células con 3 dias de vida. C y D células con 79 dias. L: lumen. (Tomado de

Semple-Rowland. Molecular vision 1999).

La presencia de granulos de secrecion en los pinealocitos de tipo receptor del
organo pineal de aves parece senalar que en estas células existe efectivamente un
proceso secretor. Se ha sefialado la existencia de estos granulos en pinealocitos de
ciertas aves: algunos autores no especifican el tipo celular, mientras que otros indican
que estos granulos se localizan preferentemente en células de tipo receptor. Por ejemplo
en el pollo, Gallus gallus (Gonzalez y Garcia, 1966); en la paloma bravia, Columba
livia, estos granulos miden aproximadamente de 80-120 nm. Finalmente, ciertos autores

mencionan la existencia de dos tipos de células: receptoras y secretoras.

El pinealocito de tipo receptor y de naturaleza secretora, que carece de laminas
concéntricas y aparece tanto en el drgano pineal de tipo folicular como en el sacular, ha
sido denominado fotorreceptor rudimentario de tipo secretor por Collin (1969) y
pinealocito rudimentario de tipo receptor por Oksche y colaboradores (1972). Estas

células tienen mucho en comun con las células fotorreceptoras tipicas: su segmento
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externo, que carece de laminas concéntricas, consiste en una serie de protusiones
citoplasmicas unidas al segmento interno por un cilio (9+0). Muchas de estas células no
presentan cilios en este segmento, pero si un fuerte acumulo de mitocondrias, que

corresponderian a un segmento interno.

El término pinealocito de secrecion implica la presencia de granulos de
secrecion, los cuales miden aproximadamente de 50 a 350 nm de didmetro. Los
granulos se originan en el complejo de Golgi y se acumulan en sitios diversos. Unas
veces se alojan en las prolongaciones basal y distal, por ejemplo en el pollo (Gallus
gallus), en la paloma bravia (Columba livia) y en el gorrion comun (Passer domesticus).
Otras se acumulan en el pericarion y el proceso basal, por ejemplo en el periquito

(Melopsittacus undulatus) y en el anade real (Anas Platyrhynchos).

Junto a las modificaciones llevadas a cabo por las células de la linea receptora,
la inervacion pinealofugal ha sido modificada también. Sato y Wake (1983)
investigaron la organizacion de las neuronas de segundo orden en el 6rgano pineal de 26
especies de aves. Algunas especies exhibieron una densa red de neuronas y fibras; los
cuerpos celulares tendian a agregarse en el tronco pineal. En otras especies no se
observaron neuronas de segundo orden (codorniz y pollo). Las pineales desprovistas de
cuerpos neuronales tenian un aspecto mas glandular que las que tenian inervacion

pineofugal (Sato y Wake, 1983).

No se observan fotorreceptores modificados o en forma de cono en los 6rganos
pineales de serpientes y mamiferos, habiendo sido sustituidos por los pinealocitos sensu
stricto que estan formados s6lo por un cuerpo celular (segmentos externos e internos
han desaparecido) (Collin, 1971; Vollrath, 1981; Collin y cols., 1986a; Collin y cols.
1989). En modelos neonatales de ratas y hamsters, los pinealocitos primero desarrollan
caracteres de fotorreceptores que desaparecen unos dias después de nacer (Clabough,
1973, Zimmerman y Tso, 1975). En mamiferos, el pinealocito es el componente
mayoritario del 6rgano pineal porque en el mismo no se observan neuronas y las células

gliales representan una pequefia proporcion de las células totales.
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En cuanto a la presencia de laminas sinapticas en este tipo celular, se observa
que ¢éstas no deben desempenar una funcién importante en la actividad de la transmisioén
nerviosa, ya que hasta el momento no se ha sefialado la existencia de una inervacion
aferente en las mismas. Estas ldminas son frecuentes en la avefria, Vanellus vanellus, la
codorniz Coturnix coturnix japonica, en Gallus gallus (Gonzalez y Garcia, 1966) y

parece estar ausente en Pica pica.

Se ha demostrado que la pineal puede actuar como un tejido linfoide periférico
en el pollo (Gallus gallus) ( Cogburn y Glick, 1983). Se ha especulado, por tanto, que la
pineal, ademds de jugar un papel en la periodicidad circadiana, puede proporcionar
células inmunocompetentes importantes para la supervivencia del sistema nervioso

central (Glick, 1986).

1.2.3 BIOQUIMICA DE LA GLANDULA PINEAL.

1.2.3.1 Fototransduccion en la retina de vertebrados.

Los mecanismos de fototransduccion han sido estudiados més a fondo en los
conos y bastones de la retina, observando que estas células fotorreceptoras muestran una
diferente sensibilidad a la luz y respuesta cinética, pero el proceso de fototransduccion
es similar en ambas células. El receptor del foton es la rodopsina, que se situa en el
segmento externo de la membrana plasmatica. EI GMP ciclico (GMPc) es el segundo
mensajero de la fototransduccion. La rodopsina consiste en una proteina

transmembrana, opsina, unida al 11-cis-retinal.

La rodopsina fotoexcitada activa la transducina, una proteina G heterotrimérica.
En su estado inactivo, la subunidad a de la transducina une (guanosis difosfato) GDP.
En la activacion de la rodopsina, este GDP se cambia por un (guanosis trifosfato) GTP,
lo que induce una disociacion de la subunidad a del complejo de subunidades B y. En
estado activo la subunidad o unida a GTP activa una fosfodiesterasa de GMPc unida a la
membrana, que cataliza la hidrolisis de GMPc, dando lugar a una bajada de los niveles
intracelulares de GMPc. En la oscuridad, el GMPc induce la apertura de canales

cationicos y la entrada de Na" y Ca " Debido a esta hidrélisis de GMPc el canal
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cationico se cierra, lo que induce la inhibicion de la liberacién de neurotransmisores a
los espacios sinapticos que hay entre el baston o cono y neuronas de segundo orden. La
subunidad a de la transducina tiene una actividad GTPasa intrinseca y se reasocia con el
complejo de subunidades B y y. Un nuevo ciclo puede empezar; permitiendo la
amplificacion de la respuesta. La inactivacion del sistema implica fosforilacion de la
rodopsina por una rodopsina quinasa seguido de la uniéon de arrestina a la rodopsina

fosforilada.

Los iones de calcio y proteinas que unen calcio juegan un papel importante en el
proceso de fototransduccion. En la oscuridad el Ca®" intracelular [Ca>']; es alto, y se
une a: 1) una proteina activadora de guanil ciclasa que resulta en la reduccion de la

actividad ciclasa y 2) recoverina para inhibir la rodopsina quinasa.

En la luz [Ca]; es baja. Esto activa la guanil ciclasa, incrementa la sensibilidad
de los canales a GMPc, y favorece la activacion de la rodopsina por la rodopsina
quinasa. Favoreciendo la entrada de cationes en oscuridad simulando el periodo

nocturno, el GMPc permite la despolarizacion de la célula.

A la inversa, el cierre de los canales cationicos debido a iluminacion
hiperpolariza la célula. Esto da lugar a la inhibicion de la liberacion de un
neurotransmisor excitador, como el glutamato o aspartato (Jojich y Pourcho, 1996;
Schimtz y Witkovsky, 1997; Vigh y cols., 1997). Investigaciones inmunocitoquimicas
han indicado que ambos neurotransmisores se co-localizan en las terminales
presinapticas de fotorreceptores en varias especies de animales no mamiferos (Vigh y

cols., 1995).
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1.2.3.2 Fototransduccion v el fotorreceptor modificado de aves.

El 6rgano pineal de aves tiene una serie de caracteristicas particulares. Asi y
mediante electrofisiologia no se ha detectado que la pineal en aves sea directamente
fotosensible (Morita, 1966; Ralph y Dawson , 1968). Ademas, el fotoperiodo es capaz
de sincronizar la produccion de un ritmo de melatonina en organos pineales de aves
aislados. Se ha descubierto mediante técnicas de patch-clamp un canal catidnico
dependiente de GMPc en células aisladas de la pineal de pollo, sugiriendo que podria
tener lugar en los receptores modificados de aves un mecanismo de fototransduccion
similar al descrito en la retina (Dryer y Henderson, 1991; Dryer y Henderson, 1993;
D’Souza y Dryer, 1995). Se han descrito moléculas de fotopigmentos en los
fotorreceptores modificados, asi como un componente similar a la opsina en la pineal de
varias especies (codorniz, paloma, periquito, pollo y canario) (Vigh-Teichmann, 1981;
Araki y cols., 1992). Una segunda molécula de fotopigmento, especifica de la glandula
pinecal de aves ha sido clonada (Okano y cols., 1994; Max y cols.,, 1995).
Denominandose a esta molécula pinopsina la cual en presencia de 11-cis-retinal
muestra sensibilidad al color azul (4,x=470 nm) (Okano y cols., 1994). Un dato
interesante es que el tratamiento in Vivo con noradrenalina inhibe el proceso de
expresion de la rodopsina en células pineales en estados embrionarios tempranos. Se ha
propuesto que la inervacion simpdtica de la pineal contribuye a la inhibicion de la

expresion de caracteres sensibles (Araki y cols., 1992).

El cromoforo 11-cis-retinal ha sido descubierto en glandulas pineales de pollo
(Sun y cols., 1993), presentando altos niveles durante la noche y bajos durante el dia,
induciendo isomerizacion a todo-trans-retinal (Sun y cols., 1991; Sun y cols., 1993).
Finalmente en la pineal de aves otros componentes de la fototransduccion, como la
subunidad o de la transducina (Okano y cols., 1997), el antigeno S y la recoverina

(Mirshahi y cols., 1984; Korf y cols., 1992; Bastianelli y Pochet, 1994).
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1.2.3.3 El metabolismo de los indoles ocurre en células fotorreceptoras v derivadas.

Quay (1965) propuso que la pineal era capaz de sintetizar 5-metoxi-indoles. El
primer paso en la biosintesis de melatonina (Figura V) es la conversion de triptofano a
5-hidroxitriptéfano, por la enzima triptéfano hidroxilasa. Posteriormente el 5-
hidroxitriptéfano es descarboxilado por la aminoacido aromatico descarboxilasa para
producir serotonina. La melatonina se sintetiza a partir de la serotonina por dos enzimas;
la primera arilalquilamina N-acetiltransferasa (AA-NAT), que convierte la serotonina en
N-acetilserotonina. La segunda, hidroxi-indol-O-metiltransferasa (HIOMT), metila la
N-acetilserotonina para producir melatonina. Otros indoles (5-hidroxi-indol &cido
acético y S-hidroxitriptofol) son también sintetizados tras la desaminacion oxidativa de
la serotonina, catalizado por la monoamino oxidasa (MAQO). La metilaciéon de estos
compuestos por HIOMT lleva a la formacion de, respectivamente, 5-metoxi-indol acido
acético y S-metoxitriptofol. La serotonina puede ser también metilada directamente por

la HIOMT para dar 5-metoxitriptamina.

Durante varios anos se consideraba que el metabolismo de los indoles tiene
lugar en las células fotorreceptoras de la pineal. Estudios previos in vivo e in vitro han
mostrado que indoles tritiados (triptofano, 5-hidroxitriptéfano, serotonina y melatonina)
son selectivamente tomados y metabolizados por estas células (Collin y cols., 1986a;
Collin y cols, 1989; Falcon y cols., 1992a). Técnicas histoquimicas e
inmunocitoquimicas han proporcionado pruebas contundentes que el hidroxitriptofano y
la serotonina, asi como la N-acetilserotonina y la melatonina estdn localizadas en las
células receptoras (Collin y cols., 1986a; Ekstrom y Meissl, 1990; Falcon y cols., 1981
y 1984; Van Veen y cols., 1984: Guerlotte y cols., 1986; Tamotsu y cols., 1990;
Ohshima y Matsuo, 1991; Wang y cols., 1996). Las pruebas mas directas de que los
fotorreceptores y derivados sintetizan metoxi-indoles se debe a la demostracion de que
las células contienen y expresan enzimas de las rutas metabdlicas de los indoles (Collin

y Juillard, 1979, Falcon y cols., 1980).
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Figura V. Vias del metabolismo de los indoles en las células fotosensibles pineales.
Enzimas: AAAD, descarboxilasa de aminoacidos aromaticos; AA-NAT, arilalquilamina
N-acetiltransferasa; DeAc, deacetilasa. HIOMT, hidroxindol-O-metiltransferasa; MAO,
monoamino oxidasa; TOPH, triptéfano hidroxilasa; Indoles: N-Ac-serotonina, N-
acetilserotonina; 5-HIAA, 4cido 5-hidroxindol acético; 5-HTL, 5-hidroxitriptofol; 5-
MIAA, acido 5-metoxiindol acético. La estructura quimica de la melatonina se muestra

en la parte de abajo de la figura.
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1.2.3.4 Biosintesis ritmica de melatonina.

Los componentes indélicos muestran variaciones indolicas en la pineal (Quay,
1974). Asi los niveles de serotonina y derivados desaminados son normalmente altos
durante el dia y bajos durante la noche en aves (Quay, 1966; Grady y cols., 1984;
Binkley, 1986; Binkley, 1988; Ohshima y Matsuo, 1991;), hecho que también ha sido

observado en vertebrados de sangre fria y mamiferos.

La existencia de variaciones luz/oscuridad en el contenido de melatonina en la
pineal estd bien documentada en todas las clases de vertebrados. Los niveles de
melatonina son bastante mayores durante la noche que durante el dia en aves (Ralph,
1975; Binkley, 1983; Underwood y cols., 1984; Cockrem y Follet, 1985; Binkley, 1988)
y también en mamiferos (Figura VI). Las concentraciones de melatonina en la pineal y
en sangre ademas reflejan el ritmo circadiano en la actividad pineal de AA-NAT, los
cuales estan correlacionados con los niveles de AMPc en los pinealocitos (Falcon y
Begay, 1998). Un ritmo circadiano similar en la produccion de melatonina esta también
presente en aves, aunque los pinealocitos aviares tienen una fotosensibilidad directa
(Collin y cols. 1989; Cassone y Natesan, 1997). Los pinealocitos aviares, ademas tienen
receptores 02-adrenérgicas ademas de receptores 3 y a1 y su activacion ocurre en la
fase de luz, causando un descenso en ¢l contenido de AMPc, una inhibicion de la
actividad AA-NAT y una disminucién en la liberacién de melatonina (Zatz y Mullen,

1988).

Tanto la duracion como la amplitud del ritmo de melatonina depende del
fotoperiodo prevalente (Miguez y cols., 1996; Vivien-Roels y cols., 1997).
Normalmente, la sefal corresponde a la duracién de la noche, y la amplitud del ritmo

incrementa cuando lo hace el fotoperiodo.
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1.2.3.5 Variaciones diarias en la expresion v actividades de las enzimas del

metabolismo de los indoles.

Investigaciones en el pollo (Binkley y cols., 1977; Binkley y cols., 1978)
demostraron que el ritmo en la sintesis de melatonina es debido a un ritmo en la
actividad de la enzima AA-NAT (Figura VI), no pudiéndo ser detectado ritmo de AA-
NAT en las especies carentes de ritmo de melatonina pineal (Serino y cols., 1993). La
exposicion de animales a la luz en mitad de la noche decrece rapidamente la AA-NAT
rapidamente, resultando una reduccidon en la secrecion de melatonina, en el pollo
(Binkley y cols., 1981; Binkley, 1988), ademas de en otros animales, como en la rata,
rana, lucio, etc. La reciente clonacion de la AA-NAT ha permitido un rapido progreso
en el entendimiento de la regulacion de esta enzima (Borjigin y cols., 1995; Coon y
cols., 1995; Klein y cols., 1997), observandose que la abundancia de transcritos varia en

24 h de una manera paralela a como lo hace la actividad enzimatica.

Otras enzimas del metabolismo inddlico que también sufren variaciones

luz/oscuridad son:

1.-En el lucio, la actividad de la monoamino oxidasa pineal es mayor al final que
al principio del dia (Falcon y cols., 1980).

2.-La actividad de TOPH (Triptéfano hidroxilasa) es dos vece mayor por la
noche que durante el dia en la rata (Sugden, 1989). La abundancia de ARNms de TOPH
varia durante 24 h en la pineal de pollo y otros animales (Green y cols., 1996; Bégay y

cols., 1998).

La actividad de HIOMT, la ultima enzima en la ruta de biosintesis de
melatonina, se mantiene bastante constante a lo largo del ciclo luz/oscuridad de 24 h
en los peces (Falcon y cols., 1987; Morton y Forbes, 1988). Se ha medido una baja
amplitud de ritmo en vertebrados superiores mostrando un aumento de un 10/20% por la
noche (rata) o durante el dia (pollo) (Axelrod y cols., 1965; Quay, 1965; Binkley, 1983).

Finalmente sefialar que también en la retina tienen lugar mecanismos similares.
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Figura VI. Ritmo circadiano de la actividad enzimatica de arilalkilamina-N-
acetiltransferasa (AA-NAT) e hidroxyindol-O-metiltransferasa (HIOMT) y serotonina
y melatonina , en la glandula pineal de pollo. Las medidas fueron expresadas como:
serotonina y melatonina (ng/ml); AA-NAT y HIOMT (actividad/ng/glandula/h).
Modificado del Hadley (1997).
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1.2.3.6 Fluctuaciones de melatonina en la sangre.

Ademas de las fluctuaciones encontradas en mamiferos (Yu y cols., 1981) en
los contenidos de melatonina, dichos cambios también fueron detectados en la sangre
de aves (Pelham 1975, Pang y cols., 1983; Underwood y cols., 1984; Foa y Menaker,
1988; Van't Hof y Gwinner, 1996 y Gwinner y cols., 1997), asi como en la sangre de
otros animales, como lagartijas, tortugas, serpientes y mamiferos. Los niveles de
melatonina en el plasma, asi como en la glandula pineal, son normalmente mas altos por
la noche que por el dia, observandose también que la melatonina de la pineal puede ser
liberada en el liquido cerebroespinal. Finalmente sefialar que hay suficientes razones
para creer que la principal fuente de melatonina circulante es de origen pineal en

vertebrados de sangre fria (Reiter, 1981).

Sin embargo, hay que sefialar que algunos estudios dan cuenta de que tanto los
ojos como la pineal contribuyen a los niveles de melatonina en plasma de aves y
mamiferos [Foa y Menaker (1988) en la paloma; Underwood y cols., (1984) en la
codorniz japonesa; Yu y cols., (1981) en la rata]. Sin embargo, hay que sefialar que en la
codorniz y en la paloma los niveles de la hormona no desaparecen totalmente en
animales pinealectomizados y cegados (Underwood y cols., 1984; Foa y Menaker,
1988). Otros estudios sefialan que la pinealectomia anula totalmente la melatonina
plasmatica (Lewy y cols., 1980, en la rata, Cogburn y cols., 1987, en el pollo). De todos
modos, este efecto de pinealectomia puede ser so6lo transitorio, y los niveles de
melatonina circulante durante un corto espacio puede también resultar como
consecuencia en un aumento del contenido de melatonina en la retina (Yu y cols., 1981,
en la rata, Osol y cols., 1985, en el pollo; Vakkuri y cols., 1985 paloma), sugiriendo que

la retina puede operar como un 6rgano compensatorio en la ausencia de pineal.
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1.2.3.7 Control fotoperidodico v circadiano de la produccion de melatonina in vivo.

La informacion fotoperiddica es un poderoso sincronizador de la produccion
ritmica de melatonina (Binkley, 1979; Klein y cols., 1981; Binkley, 1983). Aunque la
respuesta a la alternacia de luz y oscuridad es algo mas que pasivo porque: a) los efectos
de la luz dependen de la hora de aplicacion por la noche; y b) oscuridad inesperada en

medio de la luz no necesariamente induce una elevacion en la actividad de la AA-NAT.

Se ha observado, ademas que la actividad de AA-NAT vy los ritmos de
melatonina persisten en la pineal de animales mantenidos bajo oscuridad constante
(Barret y Underwood, 1992) en la codorniz; Binkley y Séller (1975) en el pollo; Falcon
y colaboradores, (1987) en el lucio; Klein y Weller (1970) en la rata; Ralph y
colaboradores, (1975) en la rata y el pollo. Ademas se ha visto que los ARNms
correspondientes a las enzimas de la ruta de biosintesis de melatonina oscilan bajo

condiciones constantes.

Diversas observaciones (ritmo de libre curso bajo condiciones de DD (oscuridad
total) y/o LL (luz total), sincronizacion por fotoperiodos de diferente duracion y efectos
de pulsos de luz en cambios de fase) pusieron de manifiesto que el ritmo de melatonina
pineal es llevado por un marcapasos circadiano en la mayor parte de las especies hasta

ahora investigadas.

1.2.3.8 Regulacion intracelular de la produccion de melatonina en el fotorreceptor

pineal no mamifero.

1.2.3.8.1 Nucleotidos ciclicos.

Diversas pruebas in vitro han demostrado que una alta concentracion de
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) conlleva un aumento en la actividad de la AA-
NAT y esto una mayor produccion de melatonina, observando que el GMPc intracelular

no parece estar implicado en este proceso.
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La inhibicién inducida por la luz de la actividad de la AA-NAT y de la secrecion
de melatonina es parcialmente impedida en la presencia de analogos de AMPc, o de
agentes que incrementan los niveles intracelulares de AMPc (Takahashi y cols., 1989;
Falcon y cols., 1992b). Un pulso de luz en medio de la noche induce una reduccion del
40% en el contenido de AMPc en fotorreceptores aislados. Tal reduccion también se
observa con forskolin (activador de la adenil ciclasa) o con isobutil-metilxantina
(inhibidor de la fosfodiesterasa). Esto sugiere que la luz podria inhibir la adenil ciclasa,
y estimular la fosfodiesterasa de AMPc. Asi, se supone que hay una fuerte interaccion
entre la fototransduccion, la modulaciéon de la adenil ciclasa y la actividad de la
fosfodiesterasa de AMPc, donde parece estar implicado el Ca*". La luz también reduce
los niveles de GMPc, por lo que la observacion de que anédlogos estables de AMPc
nunca reducen completamente los efectos inhibidores de la luz, sugiere que el AMPc no
es el Unico mensajero intracelular implicado en el control de la produccion de

melatonina (Figura VII).

En la pineal de pollo, la noradrenalina por un lado y el péptido intestinal
vasoactivo por otro actian en los receptores de la superficie celular para,
respectivamente, inhibir o estimular la biosintesis de melatonina (Voisin y Collin, 1986;
Pratt y Takahashi, 1989; Zatz y cols., 1990), estando estas respuestas mediadas por
AMPc.

La adenosina también modula la actividad de AA-NAT y/o la produccion de
melatonina en el pollo, la trucha y en el 6rgano pineal del lucio (Falcén y cols., 1988;
Falcon y cols., 1991; Falcon y cols., 1995). Los efectos inhibidores son observados a
bajas concentraciones, mediados por la activacion de receptores de adenosina Aj,
acoplados negativamente a la adenil ciclasa, asi como los estimuladores se ven a altas
concentraciones, debidos éstos a la activacion de receptores de adenosina A,

positivamente unidos a la adenil-ciclasa.
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Figura VII. Regulacién adrenérgica de la sintesis de melatonina en pinealocitos de
mamiferos y aviares. En mamiferos, la NA liberada desde los nervios terminales
simpaticos ocurre en la oscuridad. La union de la NA a receptores 3 y o 1-adrenérgicos
sobre los pinealocitos, estimula la formacion de AMPc, la cual activa AA-NAT,
incrementando los niveles de melatonina (Vacas y cols., 1995). En los pajaros, la
liberacion de NA ocurre en la luz. La unién de NA a receptores O 2-adrenérgicos sobre
los pinealocitos inhibe la formaciéon de AMPc, bloqueando la actividad AA-NAT y
descendiendo los niveles de melatonina (Zatz y Mullen, 1988; Collin y cols., 1989).

1.2.3.8.2 I6n calcio (Ca™).

Una baja [Ca®'Jg (concentracion extracelular de Ca®") disminuye la secrecion de
melatonina, mientras que una alta [Ca’']g incrementa la produccion de la misma (Bégay
y cols., 1994b; Meissl y cols., 1996). Agentes que incrementan las entradas de Ca’",
mediante canales sensibles a voltaje de Ca>™ tipo L, también incrementa la produccion
de melatonina, mientras que antagonistas de estos canales (verapimil, nifedipina)
contrarrestan estos efectos. El estado despolarizado, observado en la oscuridad,
favorece la entrada de [Ca’'], mediante la activacion de canales voltaje-dependientes
tipo L. Una reduccion en la [Ca*']; (concentracion intracelular de Ca>") podria participar
en la reduccion de la secrecion de melatonina inducida por la luz como consecuencia de
hiperpolarizacion de la célula y cierre de los canales (Figura VIII) . Estudios en células
de pineal de pollo y de trucha sugieren que la [Ca®']; actua mediante la modulacién de

AMPc (Van y cols., 1991; Zatz, 1992a; Bégay y cols., 1994a) . De todos modos, esta
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7 ;. . . , 2+
podria no ser la unica ruta. De hecho, inhibidores de proteinas que unen Ca”™ son
capaces de reducir los niveles de AMPc a concentraciones mayores que las necesarias

para reducir la secrecion de melatonina (Bégay y cols., 1994a).

1.2.3.8.3 Relacion entre segundos mensajeros y la activacion de AA-NAT y otras

enzimas.

Cambios en el metabolismo de AMPc estan ampliamente asociados con
modificaciones en la actividad de la AA-NAT. Sin embargo, los mecanismos que
relacionan la modulaciéon de la actividad de la AA-NAT todavia no se conocen muy

bien, aunque podemos sefialar como definitivos que:

a) La acumulacion de AMPc inducida por forskolin tiene poca influencia en los
transcritos de AA-NAT, mientras que aumenta alrededor de un 50% la expresion de los

transcritos de TOPH (Figura VIII).

b) Los tratamientos con inhibidores de la sintesis de proteinas aumentan la
abundancia de ARNm de AA-NAT, ademéas de suprimir completamente la actividad
enzimatica. Esto sugiere que el AMPc actia primeramente en los mecanismos post-

transcripcionales en la pineal de pollo (Bernard y cols., 1997b; Green y cols., 1996).
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Figura VIII. Regulacion de la sintesis de melatonina en la glandula pineal. La unién
de noradrenalina (NA) a los receptores adrenérgicos provoca la activacion de la
adenilato ciclasa (AC). La activacion de la AC produce la hidrélisis de la adenosina
trifosfato convirtendolo en adenosin monofosfato ciclico (AMPc). EI AMPc, con la
intervencion de la protein quinasa A (PKA) fosforila el factor de transcripcion CREB
en pCREB, el cual provoca una expresion masiva del gen que codifica la
arilalkilamina N-acetiltranferasa (gen AA-NAT) que transforma la serotonina en N-
acetilserotonina , la cual metilada por la hidroxindol-O-metiltranferasa (HIOMT) lo
tranforma en melatonina. La union de receptor -1 asociado a la proteina G que
activa la fosfolipasa C (PLC). La enzima hidroliza el fosfatidilinositol (PI) en
inositolfosfato (IP) y diacilglicerol (DG). Este componente, via proteina quinasa C
(PKC) y un aumento intracelular de calcio, aumenta la activacion de NAT inducido
por la estimulacion de los receptores adrenérgicos. La estimulacion de los receptores
alfa 1 incrementa la entrada de calcio extracelular en los canales dependientes de

voltaje. (Redibujado de Enderby y cols., 2003).
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1.2.4 RECEPTORES DE MELATONINA.

La melatonina, cuyo precursor volvemos a recordar es el aminoacido triptofano,
y su metabolito cerebral N-acetil-5-metoxikynurenina tienen afinidad por el receptor
central de benzodiacepinas, presente en el complejo receptor GABAa. Recientes
progresos han demostrado a través de la clonacion la presencia de una familia de
receptores para la melatonina acoplados a la proteina G. Los receptores de melatonina
han sido identificados en el area preoOptica, corteza cerebral y tdlamo, de algunos
mamiferos, los cuales pueden mediar los efectos hipnoticos de la hormona. Los
receptores cerebrales de melatonina poseen una distribucion especie especifica. En la
mayoria de los mamiferos los receptores de alta afinidad se encuentran en el nucleo
supraquiasmatico, es decir en el reloj biologico, estos receptores probablemente regulan
el ritmo circadiano de suefio-vigilia de la melatonina. Los receptores en la capa
flexiforme interna de la retina podrian mediar los efectos de la melatonina sobre la

retina.

Existen receptores de melatonina en sitios no neuronales como en la part
tuberalis de la hip6fisis, que es un sitio involucrado en la regulacion fotoperiodica de la
liberacion de prolactina. Los receptores en arterias caudales y cerebrales estarian

involucrados en la regulacion cardiovascular y de la temperatura.

Los receptores de melatonina pueden pueden clasificarse en ML 1 Y ML 2. Los
receptores ML 1 son de alta afinidad y estan acoplados a proteina G, los ML 2 son de

baja afinidad y no poseén distribucion cerebral especifica.

Los receptores ML 1 pueden dividirse en los mamiferos en dos subtipos: Mel 1
a'y Mel 1 b ambos subtipos en interacion con la proteina Gi, inhiben la adenilciclasa y
la produccion de AMPc. Pareceria que el receptor Mel 1 a al ser activado por la

melatonina ejerceria las acciones reproductivas y el ritmo circadiano en mamiferos.
Los receptores Mel 1 b al ser activado mediaria las acciones de la melatonina en

la retina. Se ha clonado un tercer subtipo de receptor Mel 1 ¢ pero su existencia en

humanos no esté descrita (Valsecia y Malgor 1998).
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1.2.5 GLANDULA PINEAL Y RITMOS CIRCADIANOS.

1.2.5.1 Un reloj fuera de la pineal controla el ritmo en mamiferos.

Los ojos y el NSQ son esenciales para mantener una produccion ritmica de
melatonina. La informacion fotica capturada por el ojo es retransmitida por el tracto
retinohipotaldmico al NSQ (Klein y Moore, 1979), actuando éste como un oscilador
auto-mantenido (Moore, 1995 y Moore, 1997). A partir de aqui, la informacion se lleva
a la pineal sucesivamente a través del (NPV) del hipotdlamo, la columna celular
intermediolateral de la espina dorsal y el ganglio cervical superior (Klein, 1985). Fibras
simpaticas, concretamente catecolaminérgicas, del GCS inervan el 6rgano pineal. La
liberacion nocturna de noradrenalina a partir de las terminaciones nerviosas en el
parénquima pineal desencadena la subida de actividad de la AA-NAT y secrecion de
melatonina a través de una accion sinergistica en receptores adrenérgicos f; y o (Klein
y cols., 1981; Klein, 1985; Sudgen, 1989 Klein y cols., 1997). El 6rgano pineal de
mamiferos es incapaz de sintetizar melatonina in Vitro a no ser que se afiada
noradrenalina o algun andlogo al medio de cultivo (Klein y cols., 1981 ; Klein, 1985;

Sudgen, 1989; Klein y cols., 1997;).

1.2.5.2 Un reloj dentro de la pineal controla el ritmo en vertebrados no mamiferos.

De modo diferente al 6rgano pineal de mamiferos, la pineal de peces, lagartijas y
aves es capaz de transducir informacién sobre la luz. Esta propiedad permite un control
directo de la luz en la producciéon ritmica de melatonina. En cultivo, los drganos
pineales aislados de estas especies mantienen un ritmo en la liberaciéon de melatonina,

sincronizado al impuesto del ciclo luz/oscuridad de 24 h.

Bajo condiciones experimentales (fotoperiodos manipulados) el ritmo de
melatonina sigue los ciclos impuestos luz/oscuridad, aunque esto puede afectar al perfil
de las subsecuentes subidas nocturnas en la secreciéon de melatonina (Bolliet y cols.,
1995; Gern y Greenhouse, 1998; Molina-Borja y cols., 1996; Wainwright y
Wainwright, 1980).
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En general parece que en todas las especies no mamiferos investigadas la
informacion fotoperiddica ejerce un control directo sobre el ritmo de secrecion de
melatonina por la pineal. En la mayor parte de estas especies el ritmo aparece conducido
por un reloj intra-pineal, observandose que las pineales de algunas especies no exhiben
ritmicidad bajo condiciones constantes. Usualmente, la actividad de la AA-NAT vy los
niveles de melatonina permanecen altos en la oscuridad y bajos en la luz,
independientemente de la duracion de las fases de luz y oscuridad (Gern y Greenhouse,

1988; Thibault y cols., 1993a).

1.2.5.3 Relojes intra vy extra-pineales controlan el ritmo en aves.

La glandula pineal de aves estd extensamente inervada por fibras
catecolaminérgicas. Hay evidencias anatomicas y funcionales indicando que la pineal de
pollo recibe informacion de los 0jos, en una manera similar a la descrita en mamiferos.
De hecho, la extirpacion del GCS no tiene efectos en el contenido de melatonina en la
sangre en pollos bajo condiciones luz/oscuridad. De todos modos, bajo condiciones de
oscuridad constante el ritmo autdbnomo estd considerablemente amortiguado, cuando se
compara con el ritmo en animales intactos (Cassone y Menaker, 1983). Ademas, la
administracion de noradrenalina a animales con el GCS extirpado inhibe la produccion
de melatonina (Cassone y Menaker, 1983). Estudios in vitro han mostrado que la
noradrenalina inhibe la actividad de la AA-NAT y/o la produccion de melatonina en el
pollo (Deguchi, 1979; Takahashi, 1995) a través de un mecanismo mediado por el
receptor a, (Voisin y Collin, 1986; Pratt y Takahashi, 1987; Pratt y Takahashi, 1989).
Como ya se ha indicado, a diferencia de la situacion en mamiferos, la cantidad de
noradrenalina es mayor durante el dia que durante la noche y contribuye a la inhibicién
diurna de la produccién de melatonina (Voisin y Collin, 1986; Cassone y cols., 1990).
Una estructura en el hipotalamo, llamada el nucleo supraquiasmatico visual (NSQv)
regula la entrada circadiana noradrenérgica en la glandula pineal de pollo (Cassone y
cols., 1990), considerando esta estructura como una entrada para el tracto retino-
hipotaldmico, y su ablacion suprime el volumen de noradrenalina pineal (Cassone y
cols., 1990). Hay evidencias convincentes que indican que el NSQv del pollo es

homologo al NSQ de mamiferos.
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1.2.5.4 Las células sintetizadoras de melatonina son relojes circadianos.

Ya que los conos y las células que son fotorreceptores modificados contienen la
ruta de entrada al reloj (la unidad de fototransduccion) y producen la sefial de salida del
reloj (melatonina) se ha supuesto que estas células contengan la maquinaria para que
funcione el mismo reloj. En otras palabras, cada una de estas células seria un sistema
circadiano (Collin y cols., 1986a; Collin y cols., 1986b y Collin y cols., 1989; Falcon y
Collin, 1989; Takahashi y cols., 1989). En un estudio llevado a cambio usando células
disociadas de drgano pineal de pollo (Deguchi, 1979) se puso de manifiesto que la
actividad de la AA-NAT exhibe un ritmo circadiano similar al que tiene el 6rgano en
cultivo. Esta fue la primera indicacion fuerte de que el ritmo es generado a nivel celular.
Numerosos estudios han confirmado y ampliado estas investigaciones (Takahashi y
cols., 1980, y Takahashi y cols., 1989, en el pollo Falcon y cols., 1991, en el lucio;
Bolliet y cols., 1994; Murakami y cols, 1994 en la codorniz japonesa, la paloma y el
gorrion), estudios que han sido realizados usando preparaciones de células completas
conteniendo cé€lulas productoras de melatonina asi como otros tipos celulares (células
intersticiales, neuronas, etc). El uso de una placa de ensayo hemolitica reversa, (Pickard
y Tang, 1994) proporcioné la primera evidencia inequivoca de que las células
fotorreceptoras individuales de la pineal exhibian tanto un ritmo diario como circadiano
en la secrecion de melatonina. Con un enfoque similar, Bolliet y colaboradores (1997)
controlaron la producciéon de melatonina por las células fotorreceptoras de la pineal de
lucio, aisladas de otras células por un gradiente Percoll. Bajo condiciones luz oscuridad,
asi como bajo oscuridad constante, su numero era mayor durante la fase oscura que
durante la fase de luz, y esto resultd en una secrecion circadiana de melatonina (Bolliet
y cols., 1997). Conclusiones similares han sido obtenidas por Nakahara y colaboradores
(1997) los cuales indicaron células pineales que actuaban individualmente bajo
condiciones de luz/oscuridad, oscuridad/luz, u oscuridad total. Por todo lo expuesto, se
puede indicar que las células que son fotorreceptores sencillos contienen un reloj
circadiano, una capacidad fotorreceptiva y la capacidad de secretar melatonina (Bolliet

y cols., 1997; Nakahara y cols., 1997; Pickard y Tang, 1993 y Pickard y Tang, 1994).
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1.2.5.5 Libre curso v amortiguacion.

El periodo del ritmo de libre curso asi como su fuerza (capacidad de mantener
sostenidas las oscilaciones de altas amplitudes en la liberacion de melatonina) son
especificas de cada especie. En la mayor parte de especies investigadas hasta ahora, el
ritmo tiende a amortiguarse bajo oscuridad constante, ocurriendo de forma mas o menos
rapida (Menaker y Wisner, 1983; Robertson y Takahashi, 1988; Bolliet y cols., 1994;
Murakami y cols., 1994), observando que ésta amortiguacion, al menos en las especies

investigadas, depende de una funcion de la densidad de células en las placas.

Observaciones de microscopio electrénico han indicado que la comunicacion
célula-célula se reduce a densidades bajas como consecuencia de la dispersion de
células en las placas de cultivo, lo que podria resultar en una rapida des-sincronizacion
entre la poblacion de relojes. Incrementando la densidad de células aumenta la amplitud
del ritmo sin afectar el periodo, llegando a estar el ritmo bien sostenido. Mejor dicho,
podria ser que la expresion del ritmo endogeno estuviera afectada por la accion de uno o
mas componentes endogenos que se acumulan como resultado de una alta densidad de
células. La melatonina es el candidato mas probable, puesto que podria actuar como
sistema de acoplamiento entre la poblacion de fotorreceptores. Esto concordaria con las
observaciones de que la melatonina: a) reajusta la fase del reloj en el nucleo
supraquiasmatico de mamiferos; b) actia como un sistema de acoplamiento entre los
osciladores circadianos en aves y en lagartijas; y ¢) modula la conductancia de la
membrana en bastones de la retina (Mc Arthur y cols., 1991; Foa y cols., 1992; Cosci y

cols., 1997).

Indicar que las células gliales son de gran importancia para mantener una
amplitud alta y un bien sostenido ritmo de melatonina (Bolliet y cols., 1997). Esto es
aparentemente similar a la situacion en el NSQ de mamiferos, donde las células gliales
juegan un importante papel en la sincronizacion entre relojes circadianos celulares; pero

sus modos de accion son desconocidos (Prosser y cols., 1994; Shinohara y cols., 1995).
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1.2.5.6 Efectos de la temperatura.

Se ha observado un efecto de la temperatura en el 6rgano pineal de pollo
(Barrett y Takahashi, 1995; Zatz y cols., 1994), de la lagartija A. carolinensis (Menaker
y Wisner, 1983), el lucio (Bolliett y cols., 1994). Normalmente, el ritmo de melatonina
no se detecta a muy bajas temperaturas (< 15 °C en el salmoén, < 31°C en el pollo). La
razon para este fendmeno se desconoce, pero ejemplos de otros sistemas sugieren que el

reloj se para a una temperatura baja critica (Barrett y Takahashi, 1995).

Los organismos se exponen a ciclos de temperatura asi como a ciclos
fotoperiddicos. La pregunta es si la temperatura es capaz de sincronizar el ritmo de
produccion de melatonina y de ajustar los relojes. Los estudios que se hicieron en
poiquilotermos sugirieron que el foto y termoperiodo interacttian para determinar la
amplitud y duracion del ritmo de melatonina (Falcon y cols., 1994b; Moyer y cols.,
1997; Zachmann y cols., 1992¢). Bajo condiciones de oscuridad constante los ciclos de
temperatura por si mismos son capaces de sincronizar los relojes que llevan el ritmo de
la produccién de melatonina. De todas maneras, los experimentos en el lucio sugieren
que: a) los ciclos de temperatura son incapaces de ajustar los relojes circadianos y b)
pulsos de temperatura bajo condiciones DD son incapaces de cambiar la fase de los

relojes (Falcon y cols., 1994b).

Los efectos de los ciclos de temperatura son complejos, poco claros y varian de
unas especies a otras. Las diferencias observadas pueden resultar de las variaciones
metabolicas propias de cada especie. Ademas, dichos ciclos sincronizan también los
relojes en la pineal de pollo: bajo un ciclo de 37° C(18 h)/42° C(6h) los picos de
melatonina coinciden con la baja temperatura (Barrett y Takahashi, 1995). Aparte de
esto, una temperatura constantemente alta (42° C) reduce la amplitud del ritmo
circadiano y alarga su periodo. En la pineal de pollo los ciclos de temperatura son
capaces de ajustar el ritmo de melatonina, y los pulsos de temperatura inducen cambios
de fase (Zatz y cols., 1994; Barrett y Takahashi, 1995). De acuerdo con Barrett y
Takahashi (1995), pueden estar implicados en la compensacion de temperatura o en la
transduccion de los cambios de temperatura, elementos del sistema de proteinas de

choque térmico.
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1.3. MELATONINA Y RITMOS DE ACTIVIDAD/ INACTIVIDAD.

Las pruebas de la actividad a nivel del SNC derivan de que la pinealectomia
incrementa la actividad motora y EEG, mientras que la administracion de melatonina
reduce la actividad motora. Dicha administracion de la hormona reduce la actividad
motora espontanea, promueve el suefio con actividad EEG baja y prolonga la duracién
del sueno inducido por barbittricos. La melatonina puede modificar la funcion de los
neurotransmisores del SNC, ya que se ha demostrado que los niveles de serotonina y
acido gamma aminobutirico (GABA) se incrementan en el cerebro tras la

administracion de la misma.

De todas las funciones de la melatonina, nos centraremos en las dos que mayor
relevancia tienen desde el punto de vista de estudio del “reposo”: una es la de inductor
de suefio, es decir la hipnoética, y otra segunda es la de sincronizador de ritmos
circadianos (Valsecia y cols. 1998) Ambas funciones estan mediadas por distintos
receptores siendo los de melatonina de alta afinidad ML 1 donde se regula la funcién de
sincronizador circadiano, y en los receptores de benzodiazepinas donde se ejecuta la

funcién hipnotica (presente en el receptor GABAA).

Se ha estudiado, durante los ultimos 20 afios los efectos de la administracion
exdgena de melatonina, para determinar las acciones, si las tiene, que esta indolamina
realiza sobre funciones corporales, con la esperanza de describir si las aplicaciones
terapéuticas eran capaces de corregir anormalidades en los ritmos circadianos. Asi, se ha
visto que la administracion oral de melatonina puede adelantar el momento de
autoevaluacion de la “fatiga”, o dicho de otra forma, del inicio del suefio. También se ha
visto que la hormona puede inducir un adelanto en su ritmo enddgeno de secrecion. En
base a esta observaciones se ha administrado la hormona como un remedio capaz de
paliar los efectos del desfase horario (“jet-lag”) que se produce como consecuencia de
los vuelos transmeridianos, y se ha afirmado que los resultados apoyan el concepto de
que la secreccion de melatonina actia como sincronizador interno, evitando la pérdida
de sincronia entre los distintos ritmos corporales (Petrie y cols., 1989; Claustrat y cols.,

1990).
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Aunque el efecto de cambio de fase de la melatonina ha mejorado el suefio en
individuos con ritmos circadianos desincronizados, esta accion debe considerarse de
modo separado de los efectos hipnodticos mas inmediatos que también han sido descritos
para la hormona, ya que estd puede producir dicha accidon a corto plazo sin afectar al
sistema circadiano. Asi, no es probable que los efectos hipndticos de la hormona a corto
plazo estén ligados a cambios inmediatos en los ritmos del individuo. Los resultados
mas recientes indican que la administracion de melatonina aumenta la probabilidad de
suefio cuando la tendencia a dormir es baja, pero no cuando esta ultima es alta. Esto
puede interpretarse como que los efectos hipnéticos de la hormona son suaves, o0 como
que funciona como un modulador de la propension al suefio (Dawson y cols., 1993).
Aunque puede demostrarse que la melatonina mejora las pautas de suefio/vigilia en los
individuos ciegos, no esta claro si este efecto estd mediado por mecanismos hipndticos
o circadianos (Sack y col., 1991). Existe evidencia de que cuando la melatonina es
administrada al final de la tarde a dosis que permitan ser eliminadas antes del periodo de
suefo, pueden producir adelantos significativos de fase en los individuos tratados. Esto
sugiere que la mejora en el suefio observada tras la aplicacion en la noche puede reflejar
los efectos hipnoticos, mientras que los efectos de su administracion a media tarde

estarian relacionados con su actividad en el sistema circadiano.

1.3.1 MELATONINA Y LOS RITMOS DE ACTIVIDAD/ REPOSO EN AVES.

En aves, como en mamiferos, la actividad de los enzimas responsables de la
sintesis de melatonina (NAT y HIOMT) asi como la cantidad de melatonina en la
glandula pineal se encuentran incrementados por la noche y disminuidos por el dia en
aves. Los niveles séricos de melatonina son mayores durante los periodos de oscuridad,
e incluso en animales ciegos se producen cambios en la biosintesis pineal de
indolaminas como respuesta a las variaciones en la iluminacion ambiental. Este hecho
podria deberse a que el craneo de las aves, que es muy fino, podria permitir que la luz
llegase directamente hasta la pineal. Se ha visto, ademés que se produce un ritmo
circadiano de sintesis de melatonina en glandulas pineales aisladas mantenidas en
cultivo y en ausencia de luz, aunque estas pineales aisladas son sensibles a la luz

directa.
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En el gorrion, Passer domesticus, la glandula pineal resulta esencial para el
mantenimiento de los ritmos circadianos locomotores en condiciones de oscuridad
constante. La ablacion de la pineal provoca una actividad locomotora arritmica, aunque
los gorriones pinealectomizados todavia se ajustan a ciclos de luz/oscuridad y presentan
otros signos parcialmente indicativos del mantenimiento de un sistema circadiano. El
ritmo libre de actividad locomotora no queda abolido por la alteracion de las aferencias
neuronales a la pineal ni por la disrupcion de sus aferencias. Resulta interesante
constatar que la ritmicidad de péjaros pinealectomizados puede restaurarse mediante la
implantacion de una pineal en la cdmara anterior del ojo, y que la pineal transplantada
transfiere la fase del ritmo del pajaro donante al pajaro receptor. Parece, por tanto, que
la pineal de las aves se encuentra acoplada a los otros componentes del sistema

circadiano mediante mecanismos endocrinos en vez de nervioso.

Se ha sugerido que la pineal de las aves contiene un oscilador propio que produce
una salida hormonal ritmica. Es maés, se cree que las fluctuaciones circadianas de las
hormonas ajustan a un oscilador amortiguador situado en alguna parte del cuerpo, que a

su vez dirige la actividad locomotora.

La administracion continua de melatonina reduce la cantidad total de actividad de
saltos en la percha de los gorriones, un efecto que vuelve a la normalidad cuando se
interrumpe el tratamiento. Esto sugiere que la pineal, mediante su hormona, puede
desempefiar un papel sobre la cantidad y temporalidad de la actividad que se expresa a
lo largo de los ciclos de descanso/actividad en aves. La pinealectomia elimina el ritmo
circadiano normal de temperatura corporal si los animales se mantienen en oscuridad

constante (Binkley y cols., 1979, 1988).
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1.3.2 MELATONINA Y RITMOS DE ACTIVIDAD/ REPOSO EN LACTANTES.

Los recién nacidos durante el periodo neonatal (28 primeros dids de vida) no
sintetizan melatonina ya que, empiezan a producir escasos niveles de la misma a partir
de 12 semanas de vida (Kennawey y cols., 1992) inicidndose su sintesis a partir del
desarrollo de su propia epifisis, estableciéndose un ritmo circadiano de dicha hormona
(Ardura J. y cols., 2003). Los niveles melatonina van incrementandose desde los nueve

o diez meses hasta la pubertad, momentos en el cual empiezan a decrecer.

El ritmo suefio/ vigilia es muy dificil de consolidar durante el periodo neonatal.
Desordenes cronicos en el suefio de los bebés pueden afectar adversamente el desarrollo
de los mismos, ya que el suefio ejerce un importante papel en la temprana maduracion

del cerebro.

Los estudios de melatonina realizados en lactantes con alteraciones en el suefio
son abundante, pero todavia no existe un contrastado protocolo terapéutico, ya que la
pauta  en la dosis de administracion con la hormona sintética no estd todavia
totalmente dilucidada, aunque en los ensayos pertinentes se utilizan 2,5 mg pasando en
nifos de mayor edad a 5 mg (Jan y cols., 1996). Hasta el momento se ha observado en
nifos que los niveles plasmaticos se elevan transcurridos una hora y muestra un patron
bifasico de eliminacion con una vida media de entre tres a cuarenta y cinco minutos
(Penev 1997). Hay que resaltar que la mayoria de los estudios llevados a cabo en nifos
a los que se les administraba melatonina se realizaron frente a problemas acarreados por
patologias como el insomnio y no se centraban en el estudio de la hormona en si. En
los trabajos llevados a cabo por Espezel y colaboradores (1996) que trataron a nifios
con melatonina (2,5-10 mg) porque sufrian un desorden cronico del suefio debido a
alteraciones en la vision, fueron altamente revelador, ya que se observé un adelanto en
el momento de la acrofase de la hormona y una mejoria en el estado animico y como
consiguiente un desarrollo mas beneficioso. Palm y colaboradores (1997) usando la
terapia oral de la melatonina sintética en nifios con cegera funcional, los cuales tenian
severas alteraciones en el ciclo suefio-vigilia y signos de desincronizacion, observaron
que en estos niflos se apreciaba una mejoria significativa, reduciendo el insomnio

nocturno y el estado de somnolencia con el tratamiento terapéutico durante el dia. Estos
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autores llegaron a la conclusion de que la causa de dicha alteracion, es que estos nifios
no perciben los cambios de luz/oscuridad y no tienen sincronizado el dia cronoldégico

con el dia fisiologico.

No podemos olvidar los beneficios de la melatonina sobre nifios epilépticos; Asi
Molina y Carballo (1997) ponen de manifiesto el beneficioso uso terapéutico de la
melatonina  debido a la potenciacion de los receptores GABA-Benzodiazepina
produciendo la inhibicion de neuronas en el SNC, involucradas en la generacion de
mioclonias. Para finalizar sefialaremos los resultados de los estudios de Miyamoto
(1999) sugiriendo que la administracion de melatonina sintética puede ser efectiva en
nifos de mayor edad, con sindrome de autismo y retraso severo de aprendizaje

mostrado en algunos instantes un incremento en la duracion y calidad del suefio.

1.4 MELATONINA Y SISTEMA INMUNE.

1.4.1 ASPECTOS GENERALES DE DE LA INMUNIDAD.

En el medio ambiente hay gran cantidad de agentes infecciosos con diversidad de
formas, composicion, tamafios, virulencias, etc, que afectan a la homeostasis de los
vertebrados, y frente a los que luchamos gracias al sistema inmune (Roitt, 2000). Esta
palabra deriva del latin “inmunitas”, que significa libre, exento, por lo que seria un
sistema por el que los organismos estdn “libres” de contraer enfermedades. Tal
definicion se ha completado para abarcar al conjunto de reacciones encaminadas a la
eliminacion de los agentes infecciosos, células extrafias al organismo, células

carcinogénicas, etc, las cuales son llevadas a cabo por factores humorales y celulares.

Se considera que hay dos tipos de inmunidad: una innata o inespecifica, y
constitutiva, que actia sin necesidad de ser activada, como pueden ser: 1) barreras
mecanicas (piel y mucosas); 2) factores quimicos (pH acido en distintas cavidades,
acidos grasos no saturados de la piel, lisozimas, esperminas, secreciones mucosas, etc;
3) defensas fagociticas (monocitos o mononucleares, los macréfagos del sistema
reticulo endotelial, los polimorfonucleares o granulocitos, como los heterofilos

[neutrofilos en humanos], eosinofilos y basofilos); 4) el proceso inflamatorio, con
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aumento de la permeabilidad capilar y dilatacion de los vasos sanguineos, facilitando
por tanto la llegada de fagocitos y otros recursos para combatir la infeccion; 5) el
antagonismo de la flora bacteriana corporal; 6) las células NK (natural killer) y 7) los

factores solubles proteinicos como el complemento.

Por otro lado tenemos la inmunidad adquirida o especifica, que tiene que ser
desencadenada en presencia del antigeno. Estd mucho mas evolucionada que la
inespecifica, y solo se encuentra en la escala evolutiva en los vertebrados. Las aves
poseen ciertas particularidades que hacen su sistema inmune nico, pues poseen la bolsa
de Fabricio, que es un organo especifico para la diferenciacion de los linfocitos B y

posee ademas antigenos de histocompatibilidad en la superficie de los glébulos rojos.

Ademas, el estudio de las diferentes etapas del sistema inmune en estos
animales, los cuales se constituyen durante el desarrollo embrionario, resulta
relativamente facil, siendo por ello las aves unos sujetos de estudio perfectos desde el

punto de vista inmunologico.

1.4.1.1 La inmunidad innata o inespecifica.

La forma mas simple de impedir la infeccion es evitar el paso del microorganismo
al interior del cuerpo. La principal barrera es la piel, que si estd intacta, es impermeable
a la mayoria de los agentes infecciosos. Ante pérdida de su integridad (v.gr. una herida),
se produce una infeccion, que serd mas grave cuanto mayor sea la cantidad de piel que
se pierde. De todos modos, la mayoria de las bacterias no pueden sobrevivir en la piel
mucho tiempo, por los efectos inhibidores del acido lactico y de los é4cidos grasos,

responsables ambos del bajo pH de la piel.

El moco que recubre las superficies internas del cuerpo bloquea la adherencia de
microorganismos a las células epiteliales. Ademas, los atrapa y facilita su expulsion por
mecanismos fisicos como el movimiento ciliar, estornudo o tos. Otros mecanismos que
luchan contra los patégenos pueden ser: orina, saliva y lagrimas, pues sus componentes

liquidos le permiten realizar una importante funcién de lavado.
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También nos encontramos sustancias bactericidas como el HCI del jugo gastrico,
espermina y el zinc en el semen, lactoperoxidasa de la leche y lisozimas en las lagrimas,

secreciones nasales y saliva.

La flora bacteriana normal del cuerpo lleva asociado un mecanismo de defensa, el
antagonismo bacteriano, para suprimir el crecimiento de muchas bacterias
potencialmente patdgenas y hongos en las zonas superficiales. Esto se lleva a cabo por
la competencia por nutrientes esenciales o por la produccién de sustancias inhibidoras

como las colicinas o el acido lactico.

Si se produce una ruptura de la piel, los organismos penetran en el cuerpo,
entrando en juego los factores quimicos solubles, como el sistema del complemento, o
el mecanismo de la fagocitosis.

1.4.1.1.1 Inmunidad inespecifica en aves.

A. Granulocitos.

Son estos un tipo celular que se encuadra dentro del grupo de leucocitos o
globulos blancos. Hay tres tipos de leucocitos granulares aviares: heterdfilos,
eosinofilos y basofilos, siendo aquellos los mas abundantes. El nombre de heterofilo se
debe a que, entre los vertebrados, células homologas de este linaje contienen granulos
que se tinen de modo diferente. A microscopia optica (Olson, 1973), se observa que en
aves y conejos se tifien con eosina, por lo que a veces se denominan granulocitos
polimorfonucleares pseudoeosinéfilos, pero por brevedad se los llama heterdfilos. Son
equivalentes a los neutrofilos humanos (aunque estos tienen granulos de tincidon neutra,
esto es, no se tifien. A microscopia electronica, los diferentes tipos de granulocitos
aviares se han identificado mediante las caracteristicas principales de los granulocitos

de mamiferos, como puede verse en la tabla 1.
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B. Heterdfilos.

Aparecen como células redondas en frotis de sangre tefiida, con diametro
aproximado de 10-15 pm. Tienen granulos acidofilicos, fusiformes o espirilizados. Se
tifien con eosina (rosa brillante) . Por eso se pueden confundir con eosinéfilos, aunque
los de estos son esféricos. Los granulos de heter6filos inmaduros son esféricos también,
pero se tifien de rojizo-purpura. A microscopia electronica tienen un nacleo polimérfico,
con tres o mas lobulos, asociados mediante estrechos puentes, y son mas lobulados cuyo
tienen mas edad. La cromatina se asocia con la membrana nuclear, y aparece como

masas tefiiddas de oscuro.

Hay distintos tipos de granulos en los heterofilos (Maxwell y Trejo, 1970;
Osculati, 1970; Daimon y Caxton-Martins, 1977; Mac-Rae y Powell, 1979; Maxwell,
1984a). Suelen tener forma alargada, espiralada, un contenido homogéneo y
densoelectrénico, y 1,5 pm de longitud por 0,5 um de ancho. Hay otro tipo de granulos
(Daimon y Caxton-Martins, 1977) con un didmetro mas pequeio, 0,5 pm, y un
contenido translucido al microscopio electronico. También hay un tercer tipo, mas
pequefio (0,1 um de diametro) y con el centro separado por una envoltura membranosa

mediante un 4rea transparente al microscopio electronico.

Respecto a las enzimas lisosomales, las actividades fosfatasa acida (Osculati,
1970; Daimon y Caxton-Martins, 1977) y arilsulfatasa (Osculati, 1970) so6lo se
encuentran en los granulos grandes de pollo, pudiendo considerarse solo a estos como
lisosomas. Aunque segun Maxwell (1984b) también hay actividad fosfatasa acida
(detectada con trimetafosfato) en los granulos redondos, de tamafo medio. Por eso,
segun este autor los dos tipos de granulos serian el mismo tipo, pero con diferente
estado de maduracion. Los heterdfilos de pollo carecen de actividad peroxidasa, lo que
los hace excepcionales (Brune y Spiztnagel, 1973; Maxwell, 1984a), pues no producen
peroxido de hidrégeno durante la fagocitosis (Pennial y Spiztnagel, 1975), aunque si

pueden destruir una gran variedad de microorganismos.
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C. Eosinéfilos.

Estos tienen un diametro medio de 7,3 um, aunque puede variar de 4 a 11 um. Su
citoplasma se tifie de azul palido, pero no se distingue bien, pues esta lleno de granulos
eosinofilos grandes y redondos, que se tifien de rojo oscuro, en comparacion con el rojo
brillante de los heterofilos. Tienen un nucleo bilobulado, y de una azul més oscuro que
el de heterofilos. A nivel ultraestructural se distinguen dos tipos de granulos en algunas
especies aviares (Maxwell, 1984a). Algunos se conocen como primarios, son grandes,
homogéneos, esféricos y corresponden con un estadio primario de maduracion, y como
producto de ésta se obtienen granulos maduros, también llamados especificos, que

contienen un cristal.

Tienen una alta concentracién de arginina, que porta un grupo guanidil terminal
fuertemente cationico, de ahi su eosinofilia. También tienen presentes varias enzimas,
siendo la peroxidasa la mas abundante (Maxwell, 1978). Durante la maduracion la
actividad enzimatica de los granulos se incrementa. La actividad fosfatasa alcalina se
limita a los granulos cuyo se hacen tan densos como los maduros. La actividad
arilsulfatasa es débil, sélo es positiva en los polos de los granulos eosinofilicos de

células maduras.

D. Basoéfilos.

Son los menos estudiados. Son circulares y su didmetro medio es de 8,2 um, por
lo que por término medio son mas pequeios que los heteréfilos. Tienen un citoplasma
abundante e incoloro, con granulos esféricos de un morado intenso, asi como un nticleo
débilmente basofilo y redondo u oval, generalmente unilobular. Tales granulos son
variables en tamafo y fibrilares (Dhingra y cols., 1969), distinguiéndose tres tipos de

granulos.

El mas comun es redondo y densoelectronico. El segundo tiene una estructura
interna punteada. El tercero tiene una disposicion en “panal reticulado” (Maxwell,
1973). Daimon y Caxton-Martins (1977) encontraron la actividad fosfatasa 4cida so6lo

en los grandes granulos punteados, y ademés en pequeia proporcion.
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Tabla 1: Tipos y Caracteristicas de los granulocitos.

Caracteristicas Heterofilos Eosinofilos Basofilos
% en sangre * 26 2,25 2,8
7,4 Um
Diametro medio* 8,7 pm 8,2 um
(rango 4-11)
Modulador de la
respuesta . '
. . . Liberacion de
Funcion Bactericida inflamatoria en la| ‘
‘ o histamina

hipersensibilidad

tipo IV
Propiedades de
tincion de | Eosinofilicos Eosinofilicos Basofilicos
granulos
Forma de los )

Esféricos
extensiones de los Esféricos Esféricos
Alargados

granulos
Actividad Arilsulfatasa ' _

Peroxidasa Fosfatasa acida
enzimatica Fosfatasa acida

* Datos obtenidos de la especie Gallus domesticus.

1.4.1.1.2 Fagocitosis y desgranulacion.

Se supone que los heterofilos funcionan de forma muy similar a sus homoélogos,
los neutréfilos, de mamiferos. Se destaca su participacion en las reacciones
inflamatorias (Carlson y Allen, 1969; Fox y Solomon., 1981; Awadhiya y cols, 1982;
Maxwell, 1984b), y su capacidad fagocitica (Carlson y Allen, 1969). Se han aislado los
granulos de este tipo celular, viéndose que poseen actividad bactericida y siendo las
proteinas cationicas y la lisozima las responsables de esta actividad (Brune y Spiztnagel,

1973).
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Los eosinofilos de mamiferos sufren incremento en niimero y eosinofilia durante
reacciones alérgicas, como casos de anafilaxis o infecciones parasitarias. Hay estudios
que sefialan la eosinofilia como un proceso que se da durante la inflamacion (Fox y
Solomon, 1981), aunque no se han realizado observaciones sobre casos semejantes en
respuestas a infecciones de helmintos o protozoos. Maxwell (1984b) concluy6 que, a
diferencia de en mamiferos, las eosinofilias aviares eran participes activas en las

reacciones de hipersensibilidad tipo IV (retardada).
Los basofilos aviares también producen histamina, como en mamiferos (Chand y
Eyre, 1978). Pueden jugar ademas un papel en la inflamacion aguda y en las reacciones

de hipersensibilidad tipo I (inmediata) (Carlson y Allen, 1969; Fox y Solomon, 1981).

A. Ingestidn de la particula.

Una vez la célula fagocitica establece contacto por sus receptores de membrana
con la membrana del germen que va a ser fagocitado, o con moléculas de anticuerpos o
de fragmentos del factor C3b del complemento que se encuentran adheridos a ella, el
fagocito emite prolongaciones citoplasmaticas, tipo pseuddpodos, en la zona de union
del germen que rodean a éste. Ligandos especificos de la particula a fagocitar se unen a
receptores de los pseuddpodos, provocando esto senales fagociticas que producen un
mayor desarrollo de los pseudopodos. Todo este proceso se va repitiendo hasta el
engoblamiento total de la particula por parte de la célula fagocitica, dando un proceso

que se conoce como “en cremallera” (Murphy, 1990).

Se forma asi un fagosoma o vacuola digestiva, que se separa de la membrana
celular y realiza un movimiento hacia el interior de la célula (centripeto). Respecto a la
membrana celular no hay problema por la parte que forma el fagosoma, pues estd en

continua renovacion, sintetizdndose nuevas porciones.
El movimiento de los pseudopodos tiene lugar por una concentracion de

microfilamentos y su sistema de proteinas contractiles (actina y miosina), asi como de

las proteinas que unen actina [actina binding protein (ABP)] (David y cols., 1971;
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Malawista y cols., 1971; Stossel, 1974; Hartwig y Stossel, 1975; Root y Cohen, 1981).
Stendahl y colaboradores (1980) observaron al microscopio electronico una mayor
concentracion de filamentos de actina y miosina en los lugares donde se estaban
ingiriendo particulas. La citocalasina B, al ser inhibidor de la formacion de filamentos

también inhibe el proceso de digestion.

Stossel y Hartwing (1976) aislaron del citosol de células fagociticas actina y
miosina y una proteina que une actina (ABP), que producia gelificacion de la actina, y
al afiadir miosina el gel se contraia. La gelsolina, que es Ca’’-dependiente o la
acumentina (independiente del mismo) se encargan de controlar la longitud de los
filamentos de actina. La acumentina, los acorta. Estos investigadores proponen que la
union de una particula a moléculas apropiadas de la membrana plasmatica de la célula
fagocitica hace que la ABP abandone la membrana y se une a la actina en la region que
rodea la particula, promoviéndose el ensamblaje de G-actina (mondmeros globulares),
dando F-actina (filamentosa, globular) y finalmente se forma una red de filamentos que
da lugar a un gel, mientras que la miosina contrae los filamentos. También debe haber
un mecanismo que haga desaparecer el gel formado y que los filamentos vuelvan a su

estado de reposo.

Hartwig y Stossel (1979) aislaron otra proteina del citoplasma de células
fagociticas. Se vio que al incubar las tres proteinas junto con cantidades micromolares
de Ca”" la gelificacion de la actina estaba impedida por la gelsolina mediante la ABP. Si
no hay Ca®" en el medio la gelsolina no tiene efecto sobre la interaccion de actina con

ABP.

Luego se dilucidé que las transformaciones sol-gel podian ser reversibles
variando la concentracion de Ca®” en el medio de incubacion, y que la gelsolina podria
cambiar las transformaciones gel-solucion en wuna relacion una molécula de
gelsolina/166 de actina. También propusieron que la relacion del polimero actina con el
formador de la red bidimensional (ABP) regulaba el estado fisico del conjunto de
filamentos, rompiendo la gelsolina a la actina, s6lo en determinados sitios de la red de
filamentos. Se produce asi un pequefio, aunque significativo incremento en la relacion

anterior, solubilizandose el gel.

58



Javier Cubero Juanez

La ingestion de particulas es diferente cuando han sido previamente opsonizadas
y cuando no lo han sido. En el caso de previa opsonizacion los procesos de activacion
celular son mas rapidos (Murphy, 1990). También se ha visto que la velocidad media de
ingestion de particulas es aproximadamente de 1 minuto, y la difusién en la membrana

del receptor Fc de 2 a 3x10” cm?*/seg (Michl y cols., 1983).

Las interacciones ligando-receptor determinan la unioén de las particulas, generan
la sefial de transmision y también juegan un papel importante en la digestion. Se supone
que es ademads la responsable de activar la maquinaria intracelular, mediante repetidas
interacciones que provocan sefiales fagociticas, produciéndose la extension de los
pseudopodos, que daran lugar a la ingestion de la particula unida, y el resto de los
ligandos situados sobre la particula actuan sélo como sitios de unién “pasivos” a los
receptores, esto es, permitiendo el avance de los pseudopodos que completa la ingestion

(Silverstein y cols., 1989).

Participan en este proceso cationes divalentes (como Ca*" o Mg®"), asi como
nucleotidos ciclicos (Stossell, 1974). Chakravarti (1988) encontr6é que se puede hacer la
ingestion de eritrocitos de conejo por monocitos humanos de forma independiente a la
presencia de suero, y aunque se bloqueasen los receptores CR1, CR3, Fc y OKMI1, entre
otros, ésta no se inhibia, y s6lo dependia de una concentracion Optima de magnesio.
Como en la quimiotaxis, los factores que incrementan el GMPc intracelular estimulan la

ingestion, y los que aumentan el AMPc intracelular la inhiben (Ammon, 1997).

También se consume energia en este proceso, y no puede ocurrir ni a bajas
temperaturas ni en presencia de inhibidores de la glucdlisis anaerobia (Sbarra y
Karnousky, 1959; Karnousky y cols., 1975). En granulocitos y monocitos la energia es
producida por la glucolisis y en macréfagos alveolares por fosforilacion oxidativa
(Karnousky, 1962; Cline, 1965). Aunque la glucélisis proporciona toda o casi toda la
energia necesaria para la fagocitosis, no es ésta la unica ruta metabolica que se activa
durante este proceso, puesto que se observa un aumento en el consumo de oxigeno y del

metabolismo del mismo, ademas de en la ruta de las pentosas monofosfatos (Karnousky
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y cols., 1970; Densen y cols., 1978). Aunque ésta no es requerida para la ingestion

como tal, si es necesaria para la digestion intracelular del germen.

Una vez producida la ingestion e iniciada la fagocitosis, tienen lugar una serie de
acontecimientos morfolégicos y bioquimicos. Se activa una enzima presente en la
membrana del fagocito, una nicotin-adenin-difosfo-oxidorreductasa NADP(H), que en
polimorfonucleares (PMNs) parece ser una flavoproteina oxidorreductasa, pues requiere
Flavin adenin dinucle6tido (FAD) para su actividad 6ptima (Babior y Kipnes, 1977), y
después se lleva al interior de la vacuola fagocitica donde reduce el oxigeno parcial o

totalmente a ion superdxido (O2 ) para la destruccion del germen (Babior, 1984).

B. Desgranulacion.

Tras la formacion de la vacuola fagocitica o fagosoma, se activan los
movimientos en el citoplasma y por ello los granulos azuréfilos y los especificos se
aproximan a la membrana comun y vierten los enzimas al interior del fagosoma. Asi se
forma el fagolisosoma donde se inician los procesos encaminados a la destruccion y
digestion del germen o particula fagocitada; este proceso se conoce como
desgranulacion (Spiztnagel, 1977). El movimiento de granulos hacia el fagosoma

también implica la interaccion de microtabulos (Williams, 1982).

Es necesaria la presencia de Ca”" intracelular (Dougherty y Niedel, 1986; Styrt y
cols., 1988), el metabolismo de fosfolipidos y la proteina quinasa C (Tauber, 1987),
ademas del ATP generado a partir de la glucdlisis, no habiendo desgranulacion cuyo

afadimos inhibidores de la misma (Henson y Oades, 1975; Goldstein, 1985).
De todos modos, no todo proceso de fagocitosis conlleva desgranulacion, pues
gérmenes como Toxoplasma gondii y las brucelas, por ejemplo, son fagocitadas, aunque

no inducen desgranulacion y pueden permanecer vivos dentro del fagosoma.

Una vez se produce la desgranulacion interna, se desarrollan unos acontecimientos

quimicos que conllevan la muerte y digestion del material digerido.
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C. Destruccion del material ingerido: mecanismos microbicidas.

Tras la digestion del microorganismo tienen lugar unos eventos en el fagocito que
conducen a la muerte y digestion de éste (Spiztnagel, 1977). Primero se produce la
fusion de la membrana fagocitica con la membrana del granulo lisosomal, se forma un
fagolisosoma y se libera el contenido de los granulos a la vacuola fagocitica (Haslett y

cols., 1989; Kaufmann, 1989).

Se pueden considerar dos tipos de procesos quimicos como mecanismo
microbicida y que conllevan la destruccion del material ingerido: sistema dependiente
de oxigeno y sistema independiente de oxigeno; como indica el nombre, en el primer
caso tienen lugar una serie de reacciones redox que dan lugar al “estallido respiratorio”,
donde se consume mucho oxigeno y acompaifia a la fagocitosis, y el segundo es un

conjunto de compuestos que actiian en ausencia de oxigeno.

C.1 Procesos microbicidas oxigeno-independientes.

Se deben a diversas sustancias procedentes de los heterdfilos con actividad
microbiana y se producen en medio anaerobio y en fagocitos donde es deficiente o

ausente la capacidad oxidativa (Weiss y cols., 1982), como:

-Cambio de pH.

Debido al metabolismo anaerobio dentro del fagosoma se produce rapidamente
acido lactico y acido ascorbico, lo que conlleva una disminucion del pH hasta 6 y 4.
Esto ya funciona como bactericida o bacteriostatico.

-Liberacion de lisozima.

Procedente de los granulos azuréfilos y especificos de los neutrofilos, actia

rompiendo la union entre el dcido N-acetil-muramico y la N-acetil-glucosamina de la

pared celular de las Gram positivas.
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-Lactoferrina.

Esta proteina procede de los granulos secundarios o especificos de neutrofilos y

. . + , . .
funciona como un eficiente quelante de Fe®". Asi, priva a las bacterias de este
microelemento necesario para el metabolismo, teniendo un efecto bacteriostatico sobre

ellas.

-Proteinas cationicas.

Estas son un grupo de proteinas de bajo peso molecular y con grupos acidicos que
interfieren en el metabolismo de muchas bacterias, actuando de modo bactericida y/o
bacteriostatico. Encontramos aqui la fagocitina y la leucina, entre otras (Shafer y cols.,
1984). El efecto de éstas es diferente sobre los distintos gérmenes, y por ello, la carencia
genética de una o varias puede provocar procesos infecciosos cronicos segun el

microorganismo (Rojas, 1982).

C. 2 Procesos microbicidas oxigeno-dependientes.

El metabolismo de los fagocitos es una importante fuente de radicales libres
endogenos. Estan dotados de diversos enzimas liticos (proteasas, lipasas, nucleasas,
mieloperoxidasas, etc) y tienen varias vias metabolicas que generan especies quimicas
agresivas, tales como el peroxido de hidrogeno, radicales superdxido o hidroxilo y,
probablemente singlete de oxigeno, que lesiona y destruye elementos extrafios. Estas
especies reactivas se producen y se utilizan en compartimentos como los lisosomas que
estan en el interior de los fagocitos, aunque si los mecanismos antioxidantes funcionan
bien no tienen porqué dafiar a la célula. Los estados inflamatorios son realmente causa
de una produccidon aumentada de radicales libres que puede terminar dafiando la defensa

antioxidante celular (incluso de modo irreversible) y afectar a su funcion.

Los procesos microbicidas constan de mieloperoxidasas y cofactores (halidas,
tiocianato, tiroxina, triyodotiroxina), peroxido de hidroégeno, aniones superdxidos,
radicales hidroxilos y singletes de oxigeno. Estos sistemas, mediante reacciones rédox,

llevan a cabo la destruccion y digestion de las particulas fagocitadas. Tras la activacion,
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las células fagociticas aumentan el consumo de oxigeno, lo que se conoce como
“estallido respiratorio”. Esto ocurre en las células fagociticas tras estar expuestas a un
estimulo determinado, lo que se produce mediante la activaciéon de una enzima, la
NADPH-oxidasa que en algunas especies estd asociada a la membrana, que realmente
constituye una cadena de transporte electronico, donde participan NADPH
deshidrogenasa, FAD, ubiquinona y citocromo B; formarian parte de granulos terciarios
que se unirian a la membrana celular durante la formacién del endosoma y serian
necesarios para la activacion de la oxidasa (Bellavite y cols., 1987; Mollinedo y

Schneider, 1987).

-Formacion de anion superdxido.

La mayoria del oxigeno consumido en la fagocitosis se transforma en superdxido,

intermediario para la formacion de agua oxigenada, segun la reaccion:

20, + NAD(P)H ——» 2 0," + NAD(P) + H"

El O, recibe un electron adicional. El anion superdxido tiene gran poder
bactericida al alcanzar determinadas concentraciones (Prince y Gunson, 1987). Puesto
que es muy toxico, se elimina rapidamente mediante la superoxido dismutasa (SOD)
(Makino y cols., 1986), dando lugar a la formacion de agua oxigenada, que sera
posteriormente eliminada por diversos mecanismos que seran comentados

posteriormente.

-Formacion de peroxido de hidrogeno.

La reaccion mediante la cual se forma el peroxido de hidrégeno o agua oxigenada,

de gran actividad bactericida es:

SOD
20, +2H" » H,0, + O,
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Aqui el oxigeno capta dos electrones y se puede realizar de modo espontdneo o

bien por la superdxido dismutasa.

Como este peroxido de hidrégeno difunde al citoplasma y puede ser toxico para
los fagocitos, se degrada por el sistema glutation peroxidasa-glutation reductasa. A
través de esto se produce H,O evitandose que el citoplasma de estas células sufra algin

dano.

-Activacion de halégenos.

En presencia de haldégenos puede incrementar notablemente la actividad
germicida del peroxido de hidrogeno y de una peroxidasa. Los distintos haldgenos
intracelulares como Br’, CI" y especialmente I" son activados por la presencia de agua
oxigenada y de mieloperoxidasa (MPO). La enzima se une al agua oxigenada, formando
asi un complejo enzima-sustrato que oxida al haluro y lo transforma en un haluro
activado que representa en si un agente toxico pudiendo convertirse ademas en otros

compuestos con también gran capacidad destructiva. La reaccion es:

MPO
H,0, + halogeno + H » halogeno” + H +H,0

Se ha encontrado asi yodacion , bromacion y cloracion de microorganismo con
pérdida de la integridad de la superficie bacteriana. En el caso del cloruro parece ser que
el principal producto que se forma por el sistema de la mieloperoxidasa es el

hipoclorito, que se caracteriza por una gran toxicidad.

MPO
H,0,+ CI’ > HCIO + OH"
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-Descarboxilacion de aminoacidos.

La reaccion basica es:

R-CHNH,-COOH » R-CHO + CO, + NH3

Esta reaccion esta controlada en parte por la mieloperoxidasa. Muchos de los
aminodcidos de la membrana bacteriana se degradan, dando lugar a la muerte del

germen.

-Formacion de radicales hidroxilos.

La formacion de estos radicales hidroxilos dentro del proceso de fagocitosis no
esta muy claro, pero se sabe que son inestables y reaccionan rdpidamente con cualquier
material orgéanico, por lo que cumplen un papel bactericida importante (Cohen y cols.,

1980). Aqui la reaccion seria:

0O, + H,O, > OH + OH + O,

-Formacion de singletes de oxigeno.

A consecuencia del consumo de oxigeno durante la fagocitosis, ademas de
producirse radicales hidroxilo también se forman los singletes de oxigeno (‘O,). Asi se
denomina una forma del oxigeno, electronicamente excitado, que al formarse emite luz
y es muy inestable, y trata constantemente de revertir a la forma normal o triplete del
oxigeno atmosférico. La diferencia entre triplete y singlete de oxigeno radica en la
distribucion de los electrones alrededor de los nucleos de oxigeno. La alteracion
electronica en la molécula del singlete de oxigeno le confiere gran actividad quimica,
sobre todo en aquellos compuestos con doble enlace. Debido a esto tienen la capacidad

de dafiar y alterar muchos de los sistemas biologicos (Klebanoff, 1980).
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Las reacciones quimioluminiscentes son:

SOD

20,7 +2H" » '0, + H,0,

OH + H,0, » 10, + H + H,0
0O, + H,O, > 102 +OH + OH"

También parece que los factores liberados por plaquetas, ademas del
lipopolisacarido bacteriano (LPS) amplifican la secrecion de enzimas digestivas y
radicales de oxigeno (Haslett y cols., 1989). Ademas, ha de existir balance entre
produccion de radicales libres de oxigeno, proteasas y antioxidantes que mantengan el

equilibrio para que no se produzca ningun daiio tisular (Haslett y cols., 1989).

-Factores que afectan al “estallido respiratorio”.

La activacion de la respiracion y produccion de metabolitos toxicos de oxigeno,
que se conoce como “estallido respiratorio” es una respuesta no solo producida por el
proceso fagocitico, también por la interaccion de los fagocitos con un gran numero de
factores estimulantes solubles, como pueden ser componentes del complemento,
lectinas, péptidos quimiotacticos, iondforos de Ca®", leucotrienos, factores de activacion
de plaquetas (Rossi y cols., 1982) y factor estimulante de colonias (FSC) producido por

macrofagos y granulocitos (Nathan, 1988).

Tras la estimulacion de receptores de neutrofilos con anticuerpos frente al factor
C3, se ha encontrado un incremento dosis-dependiente de Ca’" libre intracelular
independiente de los niveles extracelulares de este ion. Posteriormente Hartiala y
colaboradores (1987) encontraron que habia relacion entre movilizacion de Ca*" y

estallido respiratorio, aunque la movilizacion parecia insuficiente para estimularla.
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También se considera la posible modulacion [-adrenérgica del estallido
respiratorio en los fagocitos. Nielson (1987) observo que a bajas concentraciones de
prostaglyina 2 e isopropanolol se inhibia el estallido respiratorio inducido por péptidos
formilados o iono6foros de Ca2+, como el A23187, quizd al aumentar los niveles de

AMPec.

La unién de diferentes moléculas (anticuerpos monoclonales especificos) a los
receptores de la fraccion Fe de las inmunoglobulinas G (Ig G) en neutrofilos, provocan
un aumento en la desgranulacion y liberacion de enzimas, ademas de ir acompanada de

una subida en la produccion de superoxido (Godfrey y cols., 1987; Willis y cols., 1988).

-Mecanismo microbicida asociado al acido ascéorbico.

A excepcion de los eritrocitos todos los tipos celulares sanguineos contienen mas
acido ascorbico (vitamina C) que el plasma (Moser y Weber, 1984). Tal vitamina
desempefia un papel importante en la funcién de estas células inmunes (Bendich, 1988),
por ello reconocida como inmunoestimulador (Yerson, 1982). Participa concretamente
en la funcion fagocitica (Oberriter y cols., 1986; Goldschmidt y cols., 1988), aunque el

mecanismo de actuacidon todavia no esta claro.

La vitamina C se encuentra en el plasma en su forma reducida (4cido ascorbico),
y asi es tomada por los neutrofilos. La captacion de este acido por los granulocitos solo
se produce cuando éstos estan activados. Probablemente el acido ascorbico podria
actuar estimulando sistemas independientes de la mieloperoxidasa. El &cido ascorbico
por si s6lo no afecta a la viabilidad bacteriana, aunque potencia la actividad bactericida
de los granulocitos, quiza por un mecanismo de interaccion entre el acido ascorbico y la

lisozima.
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Las reacciones para explicar el mecanismo por el que actuaria el 4dcido ascorbico

serian:

1.- 4cido ascorbico + O, > DHA + H,0,
2.- 4cido ascorbico + H,O, + 2H" » DHA + 2H,0
3.- DHA + 2GSH » acido ascorbico + GSSG

glutation reductasa

4.- GSSG + NADPH + H" » 2)GSH + NADP

DHA = 4cido dehidroascorbico.
GSH= glutation reducido.
GSSG= glutation oxidado.

Asi se postularon unos mecanismos bactericidas que requieren H,O, aunque son
independientes de la mieloperoxidasa. El NADP que se produce en la cuarta reaccion
podria reaccionar con la glucosa-6P, explicandose asi el aumento de la ruta de las
hexosas monofosfato (glucoélisis). En la estimulacion de dicha via podrian intervenir el
DHA, 2GSH y NADPH, puesto que la falta de algunos de ellos produce la inhibicion de
la glucolisis, produciéndose esto de forma posterior a la produccion de H,O;, y es

dependiente de la misma.

De todos modos no se producia ninguna variacion en la producciéon de agua
oxigenada, ni en la actividad bactericida de las células fagociticas cuando actuaba el
acido ascorbico, lo que sugiere que el acido ascorbico no interviene ni en la produccion

de agua oxigenada ni en los mecanismos microbicidas.
Aunque se ha visto que el acido ascorbico act@ia preservando la integridad

celular por inactivacion de los radicales libres y oxidantes (O, " y H,0;) que mermarian

la funcionalidad de los neutrofilos (Englard y Seifter, 1986). A tenor de esto, parece que

68



Javier Cubero Juanez

el acido ascorbico es més importante para proteger los dafos oxidativos que como

activador del proceso microbicida (Yerson y cols.; 1980; Levine, 1986).

1.42 CONEXION FUNCIONAL ENTRE LA MELATONINA Y EL SISTEMA
INMUNE: ASPECTOS GENERALES Y PARTICULARES EN AVES.

La respuesta inmune altera la funcién neuronal y endocrina, asi como, la
actividad neuronal y endocrina modifica la funcidon inmunologica (Blalock, 1994). En
esta triple conexion, la melatonina como mayor componente sintetizado en la glandula
pineal, es considerada como un nuevo miembro de la red neuroinmunoendocrina

(Guerrero y Reiter, 2002; Skwarlo-Sonta, 2003).

Una hormona cuya secrecion muestra profundas relaciones con el suefio y el
estado inmunoldgico y que ademads es uno de los principales reguladores de los ciclos
circadianos es la melatonina, producida en la glandula pineal exclusivamente durante la
fase oscura y que posee poderosas acciones antioxidantes e inmunorreguladora (Barriga
y cols., 2004). En 1987, Kuci y colaboradores al analizar el papel inmunomodulador de
la glandula pineal en ratones C57BL/6JHAN, observando que el pico nocturno de la
melatonina circulante se encontraba estrechamente sincronizado con el maximo valor en
la curva de las variaciones circadianas que presentaban la proliferacion de las células
progenitoras de granulocitos y macrofagos. Una correlacion entre los valores maximo
nocturno de melatonina circulante y los valores maximos de linfocitos circulantes han
sido observados en ratones (Blom y cols., 1994; Demas y cols., 1996b; Nelson y cols.,
1998), ardillas tropicales (Haldar y cols., 2001) y humanos (Depres-Brummer y cols.,
1997). Otro aspecto de la funcion inmune que ha sido evaluado en orden a determinar si
existe una correlacion con el ritmo circadiano de melatonina ha sido en la respuesta
inmune inespecifica debida a la accion de los fagocitos. La fagocitosis, ingestion y
digestion de antigenos, es probablemenete el mas extendido mecanismo de defensa en
todos los animales del reino. En las aves, los heter6filos son considerados las células
fagociticas por excelencia y representan el mayor porcentaje de leucocitos circulantes.
Estudiando estas células, Rodriguez y colaboradores (1999), han mostrado que en la
tortola collariza los picos nocturnos de melatonina en suero se correlacionan con un
incremento en la actividad fagocitica de los heterofilos, sugiriendo por tanto una clara

relacion entre la melatonina y la respuesta inespecifica inmune. Sin embargo no existe
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una correlacion inequivoca del 100 % entre de que la melatonina sea la unica
responsable de los cambios cicadianos y circanuales en la respuesta inmune tanto
especifica como inespecifica, por lo que podemos suguerir que la melatonina participa
en estos procesos pero no es el unico factor responsable de su regulacion estacional o
circadiana. Finalmente afadir que en situaciones de estrés, aunque el pico de secrecion
nocturna de melatonina permanezca, se provoca alteraciones y pérdidas en los ritmos
inmunes circadianos. Asi, en ratones sometidos a estrés se observa una péridida y
elevacion en la actividad fagocitica de los macrofagos peritoneales asi como una
desaparicion del ritmo circadiano de corticosterona, principal glucocorticoide en esta
especie (Barriga y cols., 2001; 2003). Estos resultados podrian explicar en parte las
alteraciones circadianas de la respuesta inmune durante la perdida o alteracion delsuefio,

teniendo en cuenta el estrés que para el organismo representa la alteracion del suefio.

Partiendo de la interconexion sistema inmune, sistema nervioso y endocrino, y
que dicha interconexion esta influida globalmente por el medio ambiente, podemos
indicar que la funcion del sistema inmune, la cual consiste en la defensa frente
microorganismos, moléculas extrafias o células tumorales, debe ser coordinado en
periodos de 24 horas para que su efectividad sea maxima. Similar a otras funciones
corporales, la actividad del sistema inmune experimenta cambios circadianos, y esta
sincronizacidn reciproca es primordial para la homeostasis. De otro modo, los estados
de enfermedad pueden alterar temporalmente la coordinacion (Levi y cols., 1992). Los
corticoides fueron considerados como reguladores de los ritmos diarios del sistema
inmune (Skwarlo-Sonta, 1996). Sin embargo, existen claras evidencias de que
determinados parametros y algunas células inmunes fluctiien en periodos de 24 horas y
exhiben diferentes fases a la de los niveles corticoides circulantes (Levi, 1992). Todo
esto implica la existencia de algin otro u otros factores implicados en la regulacion de
la ritmicidad circadiana de la funcion inmune y la glandula pineal, siendo la secrecion
de melatonina, uno de los principales candidatos para llevar a cabo dicha regulacion.
Existen varias razones para esta aseveracion: a) la funcion de la glandula pineal muestra
una ritmicidad circadiana y estacional en la mayoria de las especies; b) la sintesis
ritmica de melatonina es fuertemente dependiente de las condiciones de luz, y c) la
melatonina participa en el control de diferentes ritmos biologicos, incluidos los

asociados con la edad, por lo tanto esta relacionada con un incremento en la incidencia
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de las infecciones, desordenes autoinmunes y cancer (Skwarlo-Sonta, 1996). En los
ultimos afios, diferentes experimentos apoyan una conexion funcional entre la pineal y
el sistema inmune en mamiferos y aves y que en dicha conexién influye, entre otros

parametros, el desarrollo y la edad de los animales.

Diferentes mecanismos del sistema inmune actuan sobre la glandula pineal y
viceversa complementandose ambos mecanismos entre si. Esta interconexion incluye la
participacion por parte de la glandula pineal de su principal producto secretor, la
melatonina altamente lipofilica, pudiendo por tanto penetrar en las células inmunes
incluso sin actuar sobre receptores especificos. El sistema inmune, por su parte, puede
sintetizar y secretar factores solubles y citoquinas, influenciando en la funcién de la
glandula pineal y todo ello como unico fin de mantener la homeostasis del organismo

(Skwarlo-Sonta, 1996).

1.4.2.1 Pinealectomia v sistema inmune.

El embrion aviar  ofrece un excelente modelo para el estudio de las
interconexiones entre la glandula pineal y el sistema inmune, puesto que en estos
animales el timo y la glandula pineal empiezan a desarrollarse al mismo tiempo
(Skuarlo-Sonta 1996,1999, 2002). Asi, en embriones de pollos pinealectomizados a las
96 h de incubacion, Jankovic y colabodores (1994) observan un retraso en el desarrollo
de los organos linfoides primarios (timo y bolsa de Fabricio) al mismo tiempo que un
descenso en la respuesta inmune humoral, hechos que van acompanados por una
disminucion de numerosas actividades celulares, observandose también cambios
significativos en los niveles de serotonina, dopamina y noradrenalina en higado, cerebro
e hipotdlamo. Estos resultados claramente indican la necesidad de una glandula pineal
intacta para el desarrollo del sistema inmune, sugiriendo la influencia directa de la
glandula pineal sobre el desarrollo del tejido linfoide, y de forma indirecta mediante la
via neuroendocrina (Skuarlo-Sonta, 2002). Sin embargo, no se excluye la posibilidad de
la compensacion de la sintesis de melatonina en lugares extrapineales en estadios tardios

de la vida postnatal.
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Una relacion estratégica entre el sistema inmune y la glandula pineal fue
demostrada en experimentos centrados en la bolsa de Fabricio, la primera glandula
linfoide existente exclusivamente en la especie aviar y responsable de la maduracion de
células B. Asi, al estirpar la bolsa de Fabricio en embriones, se observo no so6lo una
disminucion de la respuesta inmune en pollos, sino que también que dicha extirpacion
influenciaba sobre el ritmo circadiano de la glandula pineal, ya que aparecia un
descenso en los picos nocturno de la actividad de NAT pineal y de los niveles de
melatonina en suero (Youbicier-Simo y cols., 1996). Por otra parte, Moore y
colabodores (2002) observaron que tras la pinealectomia, se produce la abolicion del
ritmo circadiano del sistema inmune no especifico, ritmo que puede ser de nuevo
restaurado mediante un tratamiento prolongado con dosis fisioldgicas de melatonina

(Rosolowska y cols., 1991).

En 1994, Rodriguez y Lea estudiaron el efecto de la pinealectomia sobre la
respuesta inmune inespecifica (proceso fagocitico), asi como ciertos parametros
hematoldgicos y niveles plasmaticos de diversas hormonas. Los resultados indicaron
que los animales pinealectomizados poseian un incremento en el numero de globulos
blancos y proteinas totales y ciertas alteraciones en el proceso fagocitico de los
heterofilos sanguineos en comparacion con los animales no pinealectomizados.
Ademas, el metabolismo oxidativo de los heterofilos (niveles de anion superoxido),
medido a través de la reduccion de nitroazul de tetrazolio, mostrdé un descenso en los
animales con la glandula pineal intacta en comparaciéon a los pinealectomizados
(Rodriguez y cols., 1999b). Teniendo en cuenta que dichos autores llevaron el estudio
tanto en condiciones basales como tras la inmunizacidn con suero de carnero, se
observa que la administracion del antigeno no provoca diferencias entre ambos grupos

de animales en ninguno de los pardmetros analizados.

1.4.2.2 Acciéon inmunomoduladora de la melatonina en aves.

De forma general podemos sugerir que los efectos ejercidos por la melatonina
sobre aspectos de la funcion del sistema inmune dependen de la especie, edad y sexo de
los animales, asi como del protocolo experimental, incluidas las estaciones, las dosis de

melatonina y la via de administracion (Maestroni y cols., 1987; Conti y Maestroni
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1994). Una de las mas interesantes relaciones entre melatonina y sistema inmune son las
variaciones estacionales observados en animales salvajes en la naturaleza y condiciones
de laboratorio, cuando los animales son conservados en diferentes periodos de luz

artificial (Markowska y cols., 2000).

En aves, la melatonina ha sido mostrada como un modulador de numerosas
funciones inmunes, produccion de anticuerpos, proliferacion linfocitaria, actividad
CCDA (citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo), actividad citotéxica NK
(natural killer), sintesis de de citoquinas y liberacion. (Skuarlo-Sonta, 1996). Estas
acciones son debidas a que la melatonina aumenta la proliferacion celular tanto de los
linfocitos T sanguineos como de linfocitos T y B procedentes del higado frente a
mitégenos (Kliger y cols., 2000). En los pollos, el ritmo circadiano de diferentes
parametros estaban estrechamente relacionados con la presencia de una glandula pineal
intacta (Rosolowka-Huszcz y cols., 1991). En pollos de siete dias de vida, inmunizados
con antigeno porcino tres veces en el intervalos de 9 dias Youbicier-Simo y
colaboradores (1996) observaron un incremento de la melatonina diurna circulante a
partir de la segunda inmunizacion. Finalmente, Moore y colaboradoes (2002) apuntan la
posibilidad de que la melatonina exdgena podria reconstituir la respuesta deficiente

tanto celular como humoral en la codorniz japonesa.

Cuando la melatonina, en un amplio rango de concentraciones, es afiadida a
cultivos de linfocitos, se observa que no se producen cambios en la captacion de
timidina tritiada, medida directa de la proliferacion celular. Sin embargo, si la
melatonina es afiadida junto a un mitégeno, se aprecia una disminucién en la
proliferacion celular, siendo mayor el efecto cuando los cultivos de linfocitos proceden
de pollos muy jovenes (5 dias de edad). Si la melatonina es afiadida dos horas antes del
mitdgeno, no aparecen cambios en la proliferacion celular pero cuando la misma es
administrada 2 horas después del mitdégeno, se aprecia una disminuciéon en la
proliferacion linfocitica, debido seguramente a una accién bloqueante por parte de la
melatonina. Ademas, cuando los esplenocitos son pretratados con mitégenos durante 2
horas y posteriormente son expuestos a la presencia de melatonina, se bloquea la

proliferacion de los mismos (Skuarlo-Sonta, 1999).
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En la tortola turca (Streptopelia roseogrisea), se han llevado a cabo diferente
estudios en relacion con el efecto in vitro de melatonina sobre la respuesta inmune
inespecifica (fagocitosis), mecanismo fundamental en la defensa frente a las
infecciones. En dichos estudios se emplearon heteréfilos aislados de sangre periférica,
utilizando estas células por su capacidad de ingerir y destruir diferentes antigenos. Asi,
Rodriguez y colaboradores (1997) evaluaron los diferentes pasos del proceso fagocitico
en estas células, consistentes en: adherencia, movilidad, capacidad de ingestion y
digestion, asi como el metabolismo oxidativo que acompafia a la destruccion del
antigeno ingerido. Estos autores observan que cuando los heterdfilos son incubados en
presencia de dosis farmacologicas de melatonina (5, 25, 50, 75 o 100 pM) presentan un
aumento de ingestion de particulas de latex (antigeno suministrado) a todas las dosis
estudiadas. Ademas, la concentracion de 100uM de melatonina poseé¢ un importante
papel como quimioatrayente para los heterofilos (movilidad inducida necesaria para
atraer al fagocito hasta el lugar de infeccion). En adicion, el metabolismo oxidativo
producido durante el estallido respiratorio, aparece disminuido tras la incubacién con
100 uhM de melatonina. Posteriormente estos mismos autores comprobaron que la
melatonina controla los niveles de anidn superdxido (primer radical libre que se produce
en el estallido respiratorio que acompana a la digestion del antigeno) a través de la
modulacion de la actividad de la superdxido dismutasa (enzima encargada de eliminar el
anion superoxido) en los heterofilos de tortola collariza, observandose también que la
melatonina incrementa la concentracion de mieloperoxidasa en las células fagociticas de

aves (Barriga y cols., 1998).

En los heterofilos de la tortola collariza, existe una correlacion entre los ritmos
circadianos de melatonina, fagocitosis, y niveles de anion superéxido, observandose una
correlacion positiva entre las fluctuaciones circadianas de melatonina y la capacidad
fagocitica, con valores maximos en ambos ritmos por la noche (los méximos indices de
fagocitosis se obtienen a las 4:00 am coincidiendo con el pico mas alto de los niveles
séricos de melatonina). Sin embargo, se encontré una correlaciéon negativa entre los
niveles séricos de melatonina y el metabolismo oxidativo en estas células (Rodriquez y
cols., 1999a). Ademas, en estudios in vitro llevados a cabo por Rodriguez y
colaboradores (2001) se ha observado en la tortola turca que a la concentracion

fisiologica de melatonina se provoca un aumento en la fagocitosis por los heterofilos,
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presentando la melatonina propiedades inmunomodulativas, con efecto sinérgico con
de la corticosterona in vitro en la modulacion del proceso fagocitico. Basandose en
todos los datos expuestos anteriormente, Terron y colaboradores (2002) estudiaron in
vitro el efecto de las concentraciones fisiologicas de melatonina encontradas en tortolas
jovenes y viejas (300 pg/ml como concentracion fisioldgica mas alta y 50 pg/ml como
concentracion fisiologica mdas baja) en heterofilos procedentes de animales viejos,
evaluando en los mismos la capacidad de ingestion y destruccion de C. Albicans, asi
como el estallido respiratoio tras la fagocitosis a través de la determinacion de los
niveles de anion superdxido. Los resultados obtenido por estos autores indicaron que la
melatonina produce un incremento tanto en la fagocitosis como en el poder candidicida,
siendo ambos efectos dosis dependientes. En relacion con el metabolismo oxidativo, se
observa un descenso de los niveles de anidon superoxido después de la incubacioén con

ambas concentraciones de la hormona.

Kirby y Froman (1991) estudiaron en aves maduras, el efecto de periodos
constantes de oscuridad comparados con periodos alternos de luz y oscuridad sobre la
inmunidad celular y la respuesta secundaria en la produccion de anticuerpos. Asi, y
junto con los trabajos llevados a cabo por Moore y Siopes (2000) se puso de manifiesto
que la inmunodepresion producida tras someter a los animales a una luz continua, podia
ser contrarestada mediante la administraciéon exogena de melatonina en estas aves

maduras

Finalmente, sefialar que la melatonina pineal y no la producida en la retina, es
suficiente para mantener una normal respuesta humoral y celular en la codorniz
japonesa adulta (Moore y cols., 2002). Todos los datos expuestos apoyan el hecho de
que la melatonina es una hormona inmunorreguladora y establece a la glandula pineal, a

través de la melatonina, como la primera fuente de regulacion del sistema en aves.

1.4.2.3 Melatonina como antioxidante en las células fagociticas.

La fagocitosis representa un mecanismo fundamental en la defensa frente a las
infecciones, formando parte del sistema immune no especifico en el organismo. Las

células fagociticas tras ingerir el antigeno, lo destruyen por la accién de enzimas que
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forman radicales libres, en medio de una serie de reacciones de oxido-reduccion las
cuales son denominadas estallido respiratorio. En este proceso se forman diferentes
compuestos quimicas, como anion superdxido, peroxido de hidrogeno, o radicales
hidroxilos, compuestos que tienen como funcién la destruccion de microorganismos.
Por tanto, en estas células la presencia de radicales libres representan una ventaja ya que

gracias a estas moléculas los microorganismos son destruidos en su interior.

Evidentemente una neutralizacién o una bajada de estos oxidantes una vez que
han realizado su cometido de destruir a los antigenos, representarian una ventaja para
las células fagociticas, ya que podrian mantener durante mds tiempo su integridad.
Recientemente, muchos articulos han mostrado que la melatonina tiene un amplio
espectro como antioxidante, debido a que esta molécula tiene la capacidad de secuestrar
radicales libres, estimulando la actividad de diferentes enzimas antioxidantes (Tan y
cols., 2000), mostrandose que esta hormona es capaz de realizar estas funciones in vivo

tanto a concentraciones fisioldgicas como farmacoldgicas (Reiter y cols., 2000).

Rodriguez y colaboradores (1997) tras la incubacién in vitro con dosis
farmacologicas (desde 5 a 100 M) de melatonina, observaron una disminucion en los
niveles de anion superoxido (O,), primer radical libre liberado durante el estallido
respiratorio en heterdfilos de Streptopelia roseogrisea. Ademas, y en la misma especie
animal y células fagocitica, estos mismos autores encontraron que la incubacion con
dosis farmacologicas de 100 pM (23 X 10° pg/ml) de melatonina induce una
modulacion de la actividad de la superoxido dismutasa, metaloenzima que cataliza el
paso de anioén superoxido a oxigeno y agua oxigenada (Rodriguez y cols., 1998).
Posteriormente, este mismo grupo de investigacion, observd que esta misma dosis
farmacologica de melatonina producia un aumento en la concentracion de
mieloperoxidasa, la cual se almacena en los granulos azurofilos de heterofilos
constituyendo el mayor componente de armamento bactericida de los fagocitos, al ser
capaz de catalizar la produccion de acido hipoclorito (HCL), un potente oxidante
procedente del ion clururo (CI') y del peroxido de hidrogeno (H,O,). Finalmente se
determiné si la melatonina podria actuar sobre el dafio oxidativo que se genera tras la
fagocitosis en las membranas lipidicas de estas células, medida que se llevd a cabo a

través de la concentracion de malonaldehido (MDA). Para ello se incubaron a los
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heteréfilos con dosis farmacologicas de melatonina (23x10° pg/ml), observando que la
melatonina protege de forma efectiva frente a la lipoperoxidacion tanto en condiciones
basales como inducidas por antigeno (Terron y cols., 2001), encontrandose incluso que
concentracion fisioldégica de melatonina (300 pg/ml), reduce la produccion de MDA
(Terrén y cols., 2001). Todos estos datos corroboran la existencia de una correlacion
negativa entre los niveles séricos de melatonina, a lo largo de un periodo de 24 horas y
los niveles séricos de anidon superoxido en estas células fagociticas, con minimos
valores de estos radicales de oxigeno por la noche y mayores por el dia (el minimo valor
coincidi6é con el pico maximo nocturno de la hormona) (Rodriguez y cols., 1999a). Este
hecho probablemente este relacionado con la capacidad de la melatonina de secuestrar
radicales libres como antioxidante debido al grupo indol de su molécula, hecho que
debe ser utilizado por las células fagociticas para estabilizar y dar resistencia a la
estructura de sus membranas al hacer més resistentes a las bicapas lipidicas de los

ataques oxidativos.

En resumen, la hormona melatonina actia como un antioxidante exdgeno en
heterofilos de aves, observando su efecto incluso a concentraciones fisioldgicas, siendo
ademas un secuestrador efectivo de radicales libres en estas células, protegiéndolas por
tanto del dafio oxidativo que se produce tras el estallido respiratorio que acompana a la
fagocitosis. A la vista de los presentes resultados, nosotros podemos concluir que la
melatonina, al menos in vitro, favorece la actividad fagocitica en heterofilos de la
tortola turca, a la vez que neutraliza el estrés oxidativo cuando actia tanto a
concentraciones fisiologicas altas (coincidiendo con las horas de oscuridad) como a

concentraciones farmacologicas.

1.4.2.4 La accion directa de 1a melatonina en el sistema inmune.

Ademas de las evidencias existentes sobre las interconexiones de la melatonina y
el sistema inmune o las consecuencias de la pinealectomia y la enfermedad, las
investigaciones en este campo también estan centradas en los receptores para la
melatonina que se encuentran presente en la respuesta inmune (Nelson y Demas, 1996).
Mencionar a este respecto los trabajos llevados a cabo por Yu y colaboradores (1991)

los cuales demostraron la presencia de receptores para la melatonina en las células
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inmunes, observando que presentaban mas densidad de los mismos las aves (pato y
pollo) que los ratones, sugiriendo posteriormente Dubocovich (1998) que estos

receptores eran de la clase ML 1.

Una unién con alta afinidad entre la melatonina y sus receptores ha sido
encontrada en preparaciones de membranas linfociticas de pollos, en el timo de pato, y
en la bolsa de Fabricio (Liu y Pang, 1992). Otros investigadores (Skwarlo-Sonta y cols.,
1994) han demostrado la presencia de receptores para la melatonina en cerebro, tejidos
linfoides y gonadas en gallos de cuatro semanas, aunque en estos dos ultimos tejidos
los receptores se presentaban con menor densidad. De los tejidos linfoides examinados,
una unidon laxa para la indolmelatonina se encontré en preparaciones de membrana
aislada de Bolsa de Fabricio, menos union fue observada en el bazo y solo un pequeno
rastro de la misma apareci6 en el timo (Liu y Pang, 1992). En aves, los receptores de
melatonina estan presentes no solo en diferentes estructuras del sistema nervioso central
y periférico (Cassone y cols., 1995) sino que ademds se encuentra presente en otros
organos periféricos como pulmon (Pang y cols., 1993), higado (Yu y cols., 1991) y
tracto gastrointestinal (Lee y Pang 1992). La extensa distribucion de receptores para la
melatonina, refleja una extensa sensibilidad de los diferentes procesos fisioldgicos a los
cambios circadianos, todo ello sefializado por los diferentes niveles de melatonina a lo
largo del dia. Se observa que dicha distribucidon es mdés extensa en aves que en
mamiferos, apuntandose por tanto la posibilidad de que la melatonina en las aves juegue
un papel mas primordial. En la mayoria de los casos estudiados el valor de la Kd para
estos receptores es de 10-100 pm rango que se presenta similar tanto en los encontrados
en aves como en Hamster y rata (Calvo y cols., 1995). Los valores bajos de Kd indican
que los lugares de unién especificos para la melatonina dentro del del sistema inmune

son de alta afinidad.

La melatonina ejerce un efecto directo en los tejidos del sistema inmune, tanto en
mamiferos como en aves, que intervienen e la respuesta especifica. En el momento
actual quedan muchas incognitas sobre el significado adaptativo de los receptores de
melatonina en los tejidos periférico, siendo una posible explicacion que estos receptores
ejerzan una ventaja adaptativa para mantener y potenciar un rapido incremento de la

funcion inmune cuando las condiciones ambientales son complicadas (malnutricion,
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migracion). Finalmente mencionar que los lugares de union de la melatonina en 6rganos
linfaticos primarios de pollos (bolsa de Fabricio) y secundarios (bazo) parecen contener

subtipos de receptores diferente de la proteina G (Poon y Pang, 1996).

1.4.2.5 Influencia del sistema inmune sobre la funcion de la glandula pineal

€n aves.

Si la glandula pineal participa en la transmision de la informacion entre el medio
externo y el interno, y juega un papel en la modulacion de la funcion del sistema
inmune, es esencial que el sistema inmune envié¢ su propia informacion a la glandula
pineal y que estas sefiales sean adecuadamente transformadas para mantener la
homeostasis. Investigaciones recientes indican que la glandula pineal es capaz de recibir
esta clase de informacion y parece ser que la citoquinas son los mejores mediadores
para efectuar esta importante funcion, efecto que parece estar mediado por opidceos

endogenos (Diestefano y Paules, 1994).

Para cerrar el ciclo de regulacion entre el sistema inmune y la glandula pineal es
absolutamente necesario que el mensajero enviado tras la activaciéon del sistema
inmune transmita informacion precisa a la glandula pineal influenciando en su
actividad y en la consiguiente sintesis de melatonina. Dicho estudios que evidencien
dicha integracion son escasos tanto en mamiferos como en aves (Skwarlo-Sonta, 2002).
Se encontrd en pollos de 2 a 8 semanas de edad, que su glandula pineal contiene
linfocitos infiltrados formando una acumulacion periférica bien organizada similar a la
que ocupan los organos linfoides (Olah, 1995). Usando anticuerpos mononucleares se
apreciaron que las células linfoides intrapineales podian ser células T, asi como células
plasmaticas productoras de inmunoglobulinas, formando un verdadero tejido lifopineal.
La funcién fisioldgica que se desencadena por infiltracion de linfocitos en la glandula
pineal hasta el momento se desconoce, pero pone de manifiesto una vez mas las
interacciones inmunoendocrinas. Embriones de pollos a los que se habia producido la
extirpacion de la bolsa de Fabricio presentaban tanto la respuesta inmune y los niveles
de melatonina disminuidos y tras la inyeccion de bajas dosis de Bursin en los embriones
ambos efectos fueron revertidos (Youbicier y cols., 1996). La inmunizacion con SRBC

caus6 un cambio, dosis y tiempo dependiente en la actividad nocturna de NAT en
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pollos, logrando con ello observar que la glandula pineal no solo capte las variaciones

fotoperiodicas sino también las variaciones inmunologicas (Markowska y cols., 2000).

1.4.3 MELATONINA Y EL SISTEMA INMUNE EN LACTANTES.

Los estudios centrados en el efecto de la melatonina y el sistema inmune en
lactantes son muy escasos. Los trabajos aparecidos hasta el momento se centran en los
casos de amigdalitis infantil, donde los niveles de la hormona pineal se presentan,
respecto a nifos controles, significativamente bajos en dichas patologias. Se observa un
aumento de linfocitos B en suspensiones mononucleares de amigdala, cuantificados por
citometria de flujo laminar, tras su incubacion en presencia de melatonina, apuntandose
la posibilidad de que la melatonina junto con los linfocitos de las amigdalas se unan en
la defensas autoinmune para luchar de forma mas efectiva frente al ataque de
microorganismos, polen o sustancias inertes que penetren en el cuerpo (Lopez-Gonzalez
1998). Ademas, la inmunoterapia especifica en nifos alérgicos al olivo y gramineas, es
capaz de modificar la secrecion por la pineal de melatonina, disminuyendo los niveles
circulantes de melatonina tras una pauta hiposensibilizante especifica, asi como en las
relaciones inicialmente existentes entre melatonina y beta-endorfinas una vez
completada la pauta de inmunoterapia, datos que por otra parte abren nuevas
expectativas en la investigacion clinica relativa al tema de las alergias infantiles y su
eventual tratamiento con pautas hiposensibilizantes. Finalmente, para valorar la
funcional de la glandula pineal, Moreno y colaboradores (1999) administraron en
diferentes periodos del dia y de forma oral, L-triptéfano 20 mg/kg de peso a nifios
sanos, observando un aumento significativo en la produccion de melatonina durante la
noche, debido a una mayor actividad de la NAT, apareciendo en la orina de los lactantes
diferentes compuestos provenientes de la degradacion de la melatonina durante el
periodo de oscuridad, mientras que durante el dia la degradacion del triptofano se

producia principalmente por la via de la quinurenina.

1.4.3.1 Melatonina vy estrés oxidativo en lactantes.

Tras exponer los mecanismos de accion de la melatonina, modulando la respuesta

inmune y actuando como antioxidante en modelos de experimentacion animal, pasamos

80



Javier Cubero Juanez

a centrarnos en el posible papel de antioxidante de esta hormona actuando en
afecciones pedidtricas mediadas por alta concentracion de radicales libres en diferentes
periodos de la etapa del lactante. Durante el periodo neonatal, justo durante el periodo
de transicion de la leche materna a la féormula de inicio (hacia el cuarto mes de vida), la
produccion de estrés oxidativo y la formacion de radicales libres que se generan,
pueden intervenir en procesos tan distintos como en diferentes patologias pulmonares
ligadas a dafios producidos por oxigeno, lesiones del sistema nervioso central, fibrosis
quistica, enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedades autoinmunes y afectaciones
en el curso de infecciones y enfermedades cronicas diversas. Por este motivo, Gitto y
colaboradores en el afio 2001 realizaron estudios pioneros en este campo, administrando
melatonina a lactantes que presentaban enfermedades infecciosas. Para ello, los bebes
fueron tratados con 20 mg de melatonina administrada en dos dosis y con un intervalo
de una hora. Los niveles de lipoperoxidacion obtenidos en los lactantes antes del
suministro de melatonina fueron comparados con los que presentaban lactantes sanos,
observandose valores en suero de MDA y 4-hidroximaloldialdehido (4-HDA)
significativamente elevados en los primeros. Sin embargo, transcurrido de 24 a 48 horas
de la administracion de melatonina, los niveles en suero de los parametros de
lipoperoxidacion revertian a los valores normales encontrados en bebés sanos. La tasa

de mortalidad con este tratamiento fue nula.

1.4.3.1.1 Estrés oxidativo en lactantes.

El balance de elementos antioxidantes en el recién nacido realizadas las
mediciones en suero difiere del de adultos, en el sentido de que los primeros presentan
un bajo poder antioxidante. Este hecho puede dar lugar a la aparicion de ciertas
situaciones de estrés oxidativo al intentar recién nacido adaptarse al nuevo medio. El
hecho mismo del parto supone un cierto grado de estrés que conduce a una induccién de

la actividad de los sistemas enzimaticos antioxidantes (Metsvaht y cols., 1999).

El grado de inmadurez del recién nacido es el factor determinate en la velocidad
de produccion de radicales libres en los mismos, observandose que es en los prematuros
es donde se produce un elevado grado de radicales libres durante la primera semana de

la vida con respecto a los recién nacidos a termino (Varsila y cols., 1994).
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Las observaciones llevadas a cabo por De Lubec y colaboradores, 1997,
demostrando un aumento de la excrecion urinaria de o-tirosina debida a la o-
hidroxilacion de la fenilalanina, facilitan una evidencia directa del ataque por parte de

los radicales libres a los recien nacidos que reciben oxigeno.

Tanto la exposicion de los recién nacidos al oxigeno, como si los mismos
presentan infeccion, provocan un aumento por parte de las células fagociticas de anion
superoxido y agua oxigenada, elementos que son particularmente dafiinos al actuar en
las reacciones redox del hierro presente en el plasma (Moison y cols., 1993). En la
sangre del cordon umbilical se ha comprobado concentraciones significativas mas alta
de uratos, bilirrubina y grupos sulthidricos que en la sangre materna, elementos que
pueden contribuir al aumento de la resistencia por parte del plasma del cordon umbilical

a la induccion de lipoperoxidacion por iones Cu®" (Kiely y cols., 1999).

En cuidados intensivos, donde los recién nacidos reciben alimentacion parenteral
y por tanto con un aporte alto de grasas por via intravenosa, se observa un aumento en la
produccion de radicales libres valorados a través de un incremento en la
lipoperoxidacion, provocandose un incremento de pentano el cual se ha asociado con
alta mortalidad en los nifios de bajo peso, hemorragia ventricular o retinopatia del

prematuro (Nycyk y cols 1998).

1.4.3.1.2 Oxidacion de proteinas en el pulmon neonatal.

En el liquido tensoactivo que recubre el tracto broncoalveolar se encuentran
productos como mucina, acido urico, GSH reducido, enzimas antioxidantes, acido
ascorbico y grupos proteina—SH, que constituyen los elementos antioxidantes. Alguno
de estos compuestos, como la mucina y el GSH, poseen un alto poder antioxidante y
otros, como el acido ascorbico, se presentan en el liquido tensoactivo a una

concentracion mayor que en el plasma.

Ante una situacion de hipoxia como es corriente cuando aparece una dificultad
respiratoria, aparece una liberacion de hierro libre intraeritrocitario que puede dar lugar

a problemas de oxidacion. Ademas, y durante la hipoxia, hay una deplecion de ATP,
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acumulandose hipoxantina, la cual y mediante la xantina dehidrogenasa lentamente es
convertida en xantina oxidasa. Cuando posteriormente se suministra oxigeno a estos
nifos, la oxidacion de la hipoxantina a uratos es catalizada por xantina oxidasa y en
presencia de radicales libres de oxigeno inducidos por el hierro se genera anion
superoxido y agua oxigenada. Finalmente, el Ca ™" entra en las neuronas y activa la
sintasa del 6xido nitrico, aumentando la producciéon de oxido nitrico. Este ultimo
compuesto reacciona con el superdxido, formandose finalmente radicales peroxinitrilos

toxicos que pueden iniciar el dafio tisular.

En resumen, podemos indicar que las circunstancias que favorecen la patologia

por radicales libres en el recién nacido y prematuro son:

1. Aumento tension del O, en los tejidos.

2. Hiperoxigenacion.

3. Baja actividad de los antioxidantes celulares.

4. Baja actividad de las sustancias que eliminan radicales libres.
5. Déficit de carnitina tisular.

6. Exceso de oferta lipidica por la grasa durante la nutricion parenteral.

La oxidacion de proteinas en el ambito pulmonar va acompafiada de la
introduccion de grupos carbonilos en las cadenas laterales de las proteinas. Por tanto, la
cuantificacion de los grupos carbonilos es un método para poder determinar la extension
del dafio oxidativo y el estudio del aspirado traqueal del nifio pretérmino, seria un

indicador valido de la cuantificacion del dafio oxidativo de las proteinas.

La concentracion de carbonilos se expresa por Umol/mg de proteina. Los
inmaduros que desarrollan displasia bronco-pulmonar muestran durante los primeros
dias de vida un alto grado de carbonilacion de las proteinas a nivel pulmonar. Esta
carbonilacion de proteinas, identificable en el aspirado traqueal, representa una reaccion
oxidativa que afecta al tejido pulmonar. Sin embargo, los productos de peroxidacion
obtenidos del aire espirado representan una manifestacion de lipoperoxidacion del

organismo conjunto.
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Los nifios pretérmino parecen mostrar una respuesta antioxidante en el liquido
aspirado traqueo-broquial tras un estrés oxidativo, pudiendo el acido urico jugar un
papel importante como antioxidante del tracto respiratorio durante los primeros dias de

vida.

En conjunto la capacidad antioxidativa plasmatica es mas elevada a los dos dias
de vida en los recién nacidos a término que en los pretérmino con o sin problemas
respiratorios, y los factores que favorecen la oxidacioén con la consiguiente produccion

de radicales libres son:

1. Grado de inmadurez.

2. Exceso de administracion de oxigeno.

3. Aumento del estrés oxidativo por inmadurez de la actividad enzimatica.
4. Respuesta inflamatoria asociada por posible infeccion.

5. Episodios de isquemia-reperfusion.

La produccion de surfactante y la funcion del mismo pueden estar alterados por
la hiperoxia y las especies oxigeno-reactivas, haciendo que los pulmones sean mas

vulnerables y respondan de un modo deficiente a suplementacion con antioxidantes.

Todo lo expuesto resume el estrés oxidativo, procedente del exceso de radicales
libres, en que queda encerrado un lactante, por el solo el hecho de respirar al intentar
adaptarse a un nuevo medio aerobio. Tras analizar en recien nacidos, con problemas
respiratorios, los niveles de MDA vy nitrito/nitrato en sangre, se observdo como era de
esperar valores elevados de los mismos respecto a nifios sanos utilizados como control.
Pero tras el tratamiento con 80 mg de melatonina (8 dosis de 10 mg separados por
intervalos de dos horas) y analizando los niveles sanguineos de MDA y nitrato/nitrito,
transcurridas 12 y 24 horas, se observd que ambos pardmetros se redujeron
significativamente a las dos horas analizadas, reduciéndose la tasa de mortalidad a cero.
La acciéon protectora de la melatonina en este estudio esta relacionada con las
propiedades antioxidante de su grupo indol, el cual tiene la capacidad de incrementar la

eficiencia del transporte mitocondrial de electrones (Fulia y cols., 2001).
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1.4.3.1.3 Fibrosis quistica del pancreas.

La inflamacion pulmonar debido a infecciones, asi como la fibrosis quistica del
pancreas (FQ), van asociadas a una activacion de los neutrofilos y proteinas, con la
correspondiente generacion de especies reactivas de oOxigeno y la consiguientes
reacciones inmuno-inflamatorias. La participacion de estas especies en la FQ se apoya
en el hecho de aparecer un aumento en la actividad de radicales libres los cuales

provocan un incremento en la peroxidacion lipidica.

Una de las infecciones mdas frecuentes se deben a pseudomonas, las cuales
liberan piocianina causantes del dafio oxidativo en presencia de hierro produciendo
especies reactivas del oxigeno (ROS). Ello es debido a que los sideroforos, junto a
proteinas ligantes de hierro como transferrina y lactoferrina presenten en las secreciones
del tracto respiratorio, son degradadas por proteasa y ROS que liberan hierro libre y
hacen posible la produccidn de reacciones con nueva generacion de ROS. Asimismo, se
observa en esta patologia causada por pseudomonas un aumento de la actividad
prooxidante de citocinas y una disminucion de glutation en la capa liquida que cubre el

epitelio del tracto respiratorio.

Por tanto podemos decir que los neutrofilos activados y los macrofagos alveolares
son fuentes principales de las especies enddgenas oxigeno-reactivas. Una variedad de
estimulos tales como bacterias, inmunocomplejos o el factor de necrosis tumoral O
(TNFa), aumentan la explosion de neutréfilos y su degranulacion provocando
seguidamente la produccién de anidon superdxido y perdxido de hidrogeno lo que
contribuye al consumo y disminucion de la capacidad antioxidante, unido ademas la
hecho de presentarse una disminucion en la concentracion tisular de vitamina C y a-
tocoferol, ya que la vitamina C se considera que juega un papel principal en el sistema
de defensa extracelular del pulmén y puede actuar como un potente barredor de los

radicales hidroxilos.
El estudio llevado a cabo por Winklhofer-Roob y colaboradores (1997), pone de

manifiesto que una disminucion de los valores plasmaticos de vitamina C va

acompanada de un aumento del nivel plasmatico de MDA y de la concentracion de
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TNFa en casos de FQ, lo que supone que la administracion de vitamina C pudiera ser
util en estos procesos. Diversos autores han sefialado que en FQ se aprecian valores
bajos de [B-carotenos e incluso con disminucion de otros carotenos como criptoxantina,

luteina y licopene.

Se han observando sindromes neurologicos de tipo degenerativo
espinocerebelosa en pacientes con FQ y niveles de vitamina E indectables, observando
en estos pacientes alteraciones en la conduccidn nerviosa en el sentido de observar un
aumento del periodo de latencia y una disminucion del potencial de amplitud del nervio

peroneo comparado con nifios controles sin deficiencia en vitamina E.

Ademads, y también en la FQ, se observan que los valores de vitaminas E (potente
antioxidante) dependen en parte del grado de malabsorcion existente, de la
suplementacion o no que se este efectuando y de las etapas de la enfermedad,
especialmente de las exarcebaciones en relacion a infeccion y del grado de malnutricion
existente. La deficiencia en vitamina E en el curso de la FQ esta ampliamente aceptada,
considerandose obligada su administracion conjuntamente con un alto contenido en en
grasas para favorecer una Optima absorcion. Como el estrés oxidativo puede jugar un
papel importante en la patogenia de FQ es conveniente que los tejidos alcancen una
concentracion suficiente de vitamina E actuando como antioxidante a nivel de

membranas.

Teniendo en cuenta que una de las situaciones que conducen a la aparicion de FQ
es el dafio oxidativo, la administracion de melatonina en estos nifios seria
tremendamente interesante. Sin embargo, no solo desconocemos trabajos relacionados
con este tema, sino que ademas en ningun estudio, se han medido niveles plasmaticos de

melatonina durante estas patologias.

1.4.3.1.4 Enfermedad inflamatoria intestinal.

En la fase activa de la enfermedad de Crohn se han observado una disminucion de

la capacidad potencial de atrapamiento de radicales libres (TRAP), comprobandose una

reduccion plasmatica de o y B carotenos y de criptoxantina en relacion a nifios sanos
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Ademas, los valores de ubiquinona plasmatica en los nifios con esta enfermedad
presentan un aumento de hasta un 35% las mismas en comparacion con nifos controles.
Por tanto se podria apuntar la idea de que bajo el efecto de una situacion de estrés
oxidativo se estimula la produccién de ubiquinona efectiva en el atrapamiento de los

peroxininitros.

En 24 nifios con enfermedad de Crohn y en 12 nifios con colitis ulcerosa se
hallaron valores bajos en la concentracion de vitamina C asi como aumento de los
valores de glutation peroxidasa y d-tocoferol en relacion a nifios sanos, indicandose en
este estudio (Hoffenberg y cols., 1997) que en las enfermedades inflamatorias
intestinales se producen alteraciones de las defensas antioxidantes. Tanto las lesiones
tisulares como la disfuncién que se produce en la enfermedad inflamatoria intestinal
podrian desarrollarse por los mediadores solubles liberados por los fagocitos que se
acumulan en los intersticios del intestino y del coléon durante la fase activa de la

enfermedad.

A través de exdmenes por quimioluminiscencia de las zonas inflamadas del
colon obtenidas tanto en el curso de intervencidon quirdrgica en nifios como en colitis
experimental llevadas a cabo en animales, se han observado que se producen grandes
cantidades de especies de oxigeno reactivas (Keshavarzian y cols., 1992) y (Simmonds
N.J. y cols., 1992). En biopsias de colon de nifios enfermos con gran actividad de esta
zona se han encontrado un aumento de la peroxidacién lipidica (Grisham M. y cols.,
1990). Ademas, en 96 casos de enfermedad inflamatoria intestinal estudiados en el
Hospital de Nifios de Boston, se han encontrado bajos niveles de vitamina A y E en la
fase activa de la enfermedad en la infancia, la carencia en vitamina E es frecuente y
existe una correlacion positiva entre los valores de vitamina A y de vitamina E, siendo

rara la hipovitaminosis E en ausencia de hipovitaminosis A (Bousvaros y cols., 1998).

La situacion de desequilibrio creado en estos casos por la sobreproduccion de
especies reactivas de oxigeno dentro del tejido intestinal y del colén inflamado sugieren
que una suplementacién con antioxidantes puede ser util en tratamiento. Por este
motivo, Kazez y colaboradores (2000) ensayaron el efecto en ratas Wistar jévenes con

el intestino dafiado por isquemia el efecto de la melatonina, observandose que tras el
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tratamiento con dicha hormona, los niveles eclevados de MDA, indicativos de
lipoperoxidacion, que aparecian en las ratas descendian significativamente, observando
también , mediante estudios histopatologicos, que todos los trastornos encontrados en el

intestino de las ratas eran consecuentes de la lipoperoxidacion del tejido.

1.5 LA IMPORTANCIA FISIOLOGICA DEL TRIPTOFANO.

1.5.1. TRIPTOFANO COMO AMINOACIDO ESENCIAL.

Los aminoacidos son sustancias compuestas por carbono, oxigeno, hidrogeno y
nitrogeno, caracterizados por contener un grupo acido débil, llamado carboxilo
(-COOH) y un grupo basico débil llamado amina (-NH,). Dependiendo de que
presenten algiin grupo acido o basico demads, se les clasifica como aminoacidos acidos,
basicos o neutros, existiendo también aminoacidos aromaticos o de cadena lineal segun

presenten estructura ciclica o lineal (Gémez y Llorca 2000).

Dichos aminoécidos constituyen las proteinas en el organismo uniéndose
mediante enlaces peptidicos formados entre el grupo carboxilo de un aminoécido y el
grupo amina del otro liberdndose una molécula de agua, formando asi secuencias de
aminodcidos que dardn lugar a la gran diversidad de proteinas existentes (Guyton y
Hall, 1997). Son necesarios 20 aminoacidos para construir los diversos tipos de
proteinas implicadas en la reparacion, mantenimiento, y crecimiento de los tejidos
corporales. De todos los aminoacidos, 10 de ellos (tiroxina, glutamina, asparagina, acido
glutdmico, acido aspartico, cisteina, serina, alanina, glicina y prolina) pueden ser
sintetizados por nuestro propio organismo, considerandose por ello “no esenciales”. El
resto de los aminoacidos que el organismo no es capaz de sintetizar (treonina, lisina,
metionina, arginina, valina, fenilalanina, leucina, triptéfano, isoleucina e histidina) se
denominan “esenciales” y tiene que ser ingeridos en la dieta. Actualmente se ha
propuesto una tercera categoria en la que se incluirian aquellos aminoéacidos que son
condicionalmente esenciales y que seria indispensable suministrarlos en la dieta en
ciertos estados clinicos, como es el caso de la cisteina, tirosina y taurina que son

requeridos en prematuros, posiblemente por una deficiencia de las enzimas
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sintetizadoras de los mismos. Finalmente sefialar a la arginina fundamental en procesos
de desnutricion, infecciones, recuperacion de lesiones y cirugia. Si falta uno sélo de los
aminoacidos denominados esenciales no sera posible sintetizar ninguna de las proteinas
en las que sea requerido dicho aminoacido, dando lugar a diferentes tipos de

desnutricion, segun cual sea el aminodcido limitante.

Las necesidades diarias de aminodcidos son maximas en lactantes para ir
disminuyendo progresivamente hasta la edad adulta, donde se estabiliza dependiendo
del peso corporal del sujeto, a la vez que de la composicion y digestibilidad de los
ingredientes que la componen (Jansman, 2000). Por lo general las proteinas animales
contienen todos los aminoacidos esenciales, mientras que las proteinas vegetales suelen
tener déficit de alguno de estos aminoacidos, recomendandose una ingesta de ambos
tipos de proteinas para lograr asi una dieta equilibrada que contenga todos los

aminodacidos esenciales.

La concentracion normal de aminoacidos en sangre esta entre los 35 y 65 mg/dl,
esta concentracion aumenta inmediatamente después de una comida, pero pocos
minutos después estos aminodcidos son absorbidos por los enterocitos de las
membranas celulares, y trasportados activamente hacia el higado, donde formaran las
proteinas que posteriormente se distribuiran por todos los 6rganos. Ademas de formar
proteinas, estos aminoacidos son transformados en piruvato, oxalacetato y O-
cetoglutarato, actuando como intermediarios metabolicos, se utilizan también en la
sintesis de nucledtidos y acidos nucleicos, sintesis de neurotransmisores, de hormonas
no polipeptidicas y peptidicas y como proteinas trasportadoras, el exceso de
aminoacidos es eliminado por la orina (Linder, 1988). De forma contraria, puede ocurrir
que la concentracion plasmatica de aminoacidos disminuya por debajo de sus valores
normales, saliendo estos, mediante descomposicion de las proteinas, de las células
donde permanecian almacenados hasta reponer sus niveles en el plasma, manteniendo
de esta forma, la concentracion plasmatica de cada tipo de aminoacido un valor

relativamente constante.

Dentro de los aminoacidos anteriormente clasificados como “esenciales” se

encuentra el que ahora nos ocupa, el triptéfano (Figura IX). Este aminodcido,
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clasificado también como no polar e hidrofobo, es imprescindible en la sintesis de
proteinas, participando como promedio en un 1,1% de la composicion de las proteinas.
Ademas, es el principal precursor de algunos metabolitos tales como melatonina,
serotonina, niacina y quimureina, que influyen sobre el comportamiento del organismo,
percepcion del dolor, estrés, periodo de suefio y estado de &nimo, asi como en el
consumo de comida, interviniendo también en la reduccion del estrés oxidativo, y
produccion de radicales libres (Henry y Seve, 1999; Rodriguez y cols., 1999; 2001). El
triptofano es utilizado como suplemento enriquecedor de leches infantiles (15 g Prot. /
litro) en aquellos bebés que no toman leche materna, ya que se ha observado que la
concentracion de triptéfano es muy alta en la circulacion fetal, y ademas esta
concentracion es mayor en los primeros dias de alimentacion en la leche materna
(Steinberg y cols., 1992), realizando en estas fases un importante papel en la regulacion
de los ciclos de suefio, en la maduracion y desarrollo del cerebro. En los primeros
momentos de la vida el triptéfano va a ser fundamental ya que es en este periodo cuando
el sistema nervioso central presenta su maxima sensibilidad (Heine, 1999),

interviniendo ademas en el correcto funcionamiento del sistema inmune.

aAO— O

OH

HN—/—

Figura IX. Estructura molecular del aminoacido L-Triptofano.
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1.5.2. ALIMENTOS RICOS EN TRIPTOFANO.

Debido a que el triptofano debe ser ingerido en la dieta, se presenta a
continuacion una lista de alimentos ricos en este aminoacido esencial segun Krausse y
Mahan (1998):

- Lécteos (leche, queso, yogurt, requeson).

- Huevos.

- Cereales (arroz, soja, trigo, cebada).

- Pescado (bacalao, gambas).

- Carnes (vacuno, pollo, porcino).

- Legumbres y hortalizas (judias, lentejas, garbanzos, lechuga, tomates).
- Frutos secos (almendras, nueces, cacahuetes, datiles).

- Platanos.

A pesar de que el triptofano es un aminoacido que solamente se adquiere a
través de la dieta y que ademas aporta numerosos beneficios, no podemos olvidar el
dicho popular que dice: que todo en exceso es perjudicial, por lo tanto tenemos que
tener en cuenta que las recomendaciones de administracion diaria son 17 mg/kg de peso
en nifos lactantes y 3 mg/kg de peso en adultos. Se estima que se deberian ingerir del
orden de 25g de este aminoacido diariamente, considerando como la cantidad mas
optima la de 50g diarios. Cantidades superiores a esta pueden resultar perjudiciales para
el organismo, pudiendo producir peroxidacion lipidica (Aviram y cols., 1991), dafios en
algunos tejidos, disminucion de proteinas antioxidantes y aumento de acidos grasos

poliinsaturados con la consiguiente acumulacion de colesterol (Mokaky y cols., 1990).

Una vez que el triptéfano es ingerido en la dieta, este es absorbido de las paredes
del intestino pasando a las membranas celulares, quedando una pequefia cantidad del
mismo en forma libre y el resto (80-90%) sera transportado unido a la albiimina a través
de la sangre hacia el cerebro, transporte que puede verse alterado por la competencia
que puede existir con otros aminodcidos libres neutros de alto peso molecular y
aminoacidos ramificados (valina, leucina e isoleucina) asi como la fenilalanina y la

tiroxina (Steinberg, 1992; Jansman, 2000), que se unen a las mismas cé€lulas
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transportadoras, la bajada en la absorcion de triptdéfano tras competencia en su
transporte con otros aminodcidos puede producirse por la ingestion de una dieta rica en
proteinas que dara lugar posteriormente a estos aminoacidos libres. Para que esto no se
produzca seria recomendable ingerir alimentos que sean mas ricos en carbohidratos que
en proteinas, lo cual producira la liberacion de insulina, que ayudaria ademés a que el
triptofano pase de la sangre al cerebro y utilizarse para la posterior sintesis de sus

metabolitos (Stiteler, 1984; Peris-Gisbert y cols., 1998).

Un exceso de triptofano produce un aumento en la concentracién de este
aminoacido en el sistema nervioso central, lo que a su vez eleva los niveles de
serotonina cerebrales. Las necesidades de triptéfano dependen de la cantidad en BCAA
de la dieta, ya que su efecto sobre el consumo puede reducirse cuando el nivel de
BCAA sea alto. Esto podria estar relacionado con el hecho de que un déficit de
triptofano en el cerebro, ligado a un exceso de BCAA en la dieta, resulta en una menor
concentracion de serotonina en el cerebro y un mayor consumo de alimento (Henry y

Seve, 1993; Jansman, 2000).

1.5.3. METABOLISMO DEL TRIPTOFANO.

El metabolismo del Triptofano es totalmente distinto al de cualquier otro
metabolito. El precursor principal de este compuesto es el acido antanilico o antranilato,
y después de una serie de reacciones quimicas, el paso final se caracteriza por la
actuacion de la enzima triptofano sintetasa sobre la union de indol-3-glicerofosfato mas
serina para dar lugar al gliceraldehido-3-fosfato y triptéfano. Esta reaccion se lleva a
cabo en dos pasos, con el indol como intermediario unido al sitio activo de la enzima

(Goémez y Llorca., 2000).

Indol-3-glicerofosfato - -- indol + gliceraldehido-3-fosfato

Indol + serina -------=-==--==mmmmmmmm o Triptofano + agua
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Como se representa en la figura X después de su sintesis este aminoacido es
transportado al higado, donde se llevara a cabo su degradacion mediante la enzima
triptofano-2,3-dioxigenasa (TDO) o enzimas extrahepaticas, indolamina-2,3-
dioxigenasa (IDO), y la consiguiente formaciéon de quimureina, dcido nicotinico y otros
subproductos que quedan almacenados (Cooper y cols., 1991). La reaccioén inicial es
una oxigenacion que provoca la apertura del anillo de cinco atomos del nucleo indolico
para formar formilquinurenina por medio de la acciéon de la enzima triptofano
oxigenasa. Posteriormente la hidroxiquinurenina es hidrolizada por la quinunerina
formamidasa que actia sobre varias formamidas aromaticas y aparece la quinurenina,

que es un punto de ramificacion.

Por un lado, se transforma en 3-hidroxiquinurenina que, a su vez, se ramifica,
primero por medio de la accidon de quinurenasa produce 3-hidroxiantranilato, que
después de sucesivas reacciones sirve de base para algunos productos importantes como
el qiunonilato, picolinato, y glutarato. Por transaminacion se origina el &acido

xanturénico en segundo lugar.

Por otro lado, a través de la accion de una oxigenasa, al separarse la mayor parte
de la cadena lateral se forma la alanina. En la Gltima ramificacion, por transaminacion
se elimina el grupo a-amino apareciendo el qiunurenato, un compuesto aromatico

estable.

La contribucion del triptéfano al metabolismo energético es doble, por una parte
es cetogénico, puesto que forma acetil coenzima A (Acetil CoA); y por otra parte es

glucogénico ya que produce alanina (Gomez y Llorca, 2000).

El metabolismo del triptéfano es complejo y tiene muchos procesos, requiriendo
de una cantidad adecuada de biopterina, vitamina B6 y magnesio. La vitamina B6 esta
involucrada en la conversion de este aminoacido en serotonina y en el metabolismo de

otros metabolitos, por ejemplo la quinurenina.
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Recientemente se ha observado que la degradacion pirrolitica del triptofano ha
dado origen a la formaciéon de compuestos mutagénicos potentes, tales como 3-amino-
1,4-dimetil-5H-pirido(4,3b)-indol y 3-amino-1-metil-SH-pirido(4,3b)-indol
(Shibamoto,1982), ademas de acido quinolinico y 3-OH-quimureina peden causar dafio
celular, apoptosis y muerte neural (Okuda y cols., 1998; Morani, 1999). Asi mismo
dietas con exceso de triptéfano producen anormalidades en su metabolismo, asociadas
con procesos de fibrosis e inflamacidn, sindrome carciniode, y sindrome de esclerosis

(Bruce y cols., 1990; Gross y cols., 1999).
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5-Hidroxitriptofano Triptéfano  L-Triptéfano » Triptamina
hidrolasa (TH)

5-HTP \ Monoamino
descarboxilasa Triptéfano oxidasa

oxigenasa Acido
(TDO) indolpiravico
5-Hidroxitriptamina (Serotonina) v \
rilalquilamina N-acetiltransferasa Acido indolacético
(AA-NAT) Formilquinurenina
N-acetilserotonina (NAS) Formilasa (higado)
Hidroxiindol-O-metiltransferasa Quinunerina
(HIOMT) formamidasa

Acido formico + quinurenina———————— Acido antranilico*+ Alanina
+ Piridoxal-POy,
Melatonina
TPNH + O,
6-Hidroxilasa (higado)
3-Hidroxiquinunerina —>Acido xanturénico

6- Hidroximelatonina Quinunerina
lln(higado) formamidasa” + Piridoxal-PO,
6-Sulfatoximelatonina

Acido 3-hidroxi-antranilico

3-HAA oxigenasa
Acido quindlinico
Intermediario aldehidico

de anillo abierto

Acido antranilico® » Acido nicotinico » Nicotinamida

CH;COOH

|

CO,

Figura X. Metabolismo endogeno del triptdéfano.

95



Javier Cubero Juanez

1.5.4 ACCION DEL TRIPTOFANO SOBRE EL SISTEMA INMUNE.

Aunque no son prolificos los estudios que hasta la fecha relacionan directamente
la accion del aminodacido triptofano sobre el sistema inmune, existen algunas evidencias
que asi lo confirman. Principalmente esta interaccion se ha estudiado en dos casos

concretos, embarazo y depresion.

El triptéfano es un compuesto imprescindible para la supervivencia de los
linfocitos T, componentes del sistema inmune. Estos linfocitos T pueden atacar al feto
durante el embarazo y producir la interrupcion de este fendmeno, este hecho se produce
porque el sistema inmune de la madre reconoce al feto como extrafio y la ataca a través
de estos linfocitos y demds componente del sistema inmune. A principios del afio 1998,
Munn y colaboradores descubrieron un mecanismo para la supresion de esta respuesta
inmune y permitir con ello la viabilidad del feto, observando que las células de la
placenta producian una proteina, la enzima indolamina-2,3-dioxigenasa (IDO),
encargada de degradar el aminoacido triptofano, imprescindible para los linfocitos y
transformarlo en quinurenina. La activaciéon de la enzima IDO por el INF-y en
macrofagos inhibe el grado de sensibilidad o respuesta de los linfocitos T hacia
antigenos, asi su activacion en tropoblastos es crucial para establecer un buen grado de
tolerancia para el feto durante el embarazo, ya que cuando se bloquea la actividad de la
enzima IDO en ratas de laboratorio prefadas, se produce rechazo al feto, no siendo
capaces de continuar con el estado de prefiez (Munn, 1998; Mellor, 2001). Por tanto, la
presencia de esta enzima en concentraciones optimas, asi como los niveles de la relacion
quinurenina/triptéfano, son imprescindibles para el correcto desarrollo del embarazo y

la adecuada inmunotolerancia del feto (Schrocksnadel y cols., 2002).

Debido a que el triptofano es metabolizado hacia quinurenina por la accion de
esta enzima, se ha observado que durante el embarazo aparece una disminucién en los
niveles de este aminoacido y un aumento tanto en los niveles de quinurenina como en
los de quinurenina/triptéfano, incrementdndose a su vez, la actividad inmune de
neopterinas y del receptor del a-FNT, existiendo por lo tanto una correlacion positiva
entre los niveles de dichos parametros de actividad inmune y la relacion

quinurenina/triptofano. Tras el parto los niveles de neopterinas y receptor de a-FNT
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vuelven a sus valores basales, momento en el que aumenta la concentracion de
triptofano, permaneciendo elevados los niveles de quinurenina y quinurenina/triptéfano

(Widner y cols., 2000).

Se ha observado que en cultivos de monocitos derivados de macrofagos, donde
se encuentran las enzimas que transforman el triptéfano en quinurenina (Heyes y cols.,
1992), se produce un incremento en algunos componentes del sistema inmune tales
como INF-y, FNT-a, lipopolisacéaridos (LPS) y citocinas pro-inflamatorias, a la vez que
va disminuyendo la concentracion de triptéfano en plasma y aumentando la de
quinurenina, proponiéndose que son estos factores los que actian sobre la enzima IDO
activandola y produciendo la degradacion de triptéfano hacia quinurenina (Chiaurugi y
cols., 2001). El mecanismo por el cual el INF-y, LPS y citocinas inducen la modulacion
sobre el metabolismo del triptéfano en monocitos, es todavia desconocido, sugiriendo
que este metabolismo, no s6lo es regulado por los parametros anteriormente citados,
sino que también es regulado por la IL-4 e IL-10, que inhiben la transformacion de
triptofano en quinurenina, haciendo esto pensar que los metabolitos de la quinurenina
juegan un papel significativo en la funcion de los macrofagos (Heyes y cols., 1992), ya
que del metabolismo de dicha sustancia se liberan cantidades importantes de acido
quinolinico y 3-OH-quinurenina, que pueden producir dafos celulares, apoptosis,
muerte neural y radicales libres (Okuda y cols., 1998). Esta dafo puede ser reducido o
reparado usando un antagonista del receptor NMDA y PARP (Wetkins y cols., 1990;
Stuto y cols., 1993).

Numerosos estudios demuestran que la concentracion del aminoacido triptéfano
disminuye en pacientes deprimidos con respecto a personas normales (Yathan y cols.,
2000), produciéndose una disminucién de los niveles de serotonina, neurotransmisor
sintetizado a partir de este aminoacido y que también esta directamente implicado en la
depresion (Maes y cols., 1997). Cuando se produce un trastorno depresivo, este va
acompanado de una respuesta del sistema inmune inflamatorio (citocinas, interleucinas,
etc.) observandose una relacidon inversamente proporcional entre estos indicadores del
sistema inmune y la concentracion de triptéfano en plasma (Cai Song y cols., 1998).
Durante el tiempo que persiste este proceso, se observa un incremento en diversos

componentes del sistema inmune, como son, IL-6, IL-8, y un antagonista del receptor
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de la IL-1(IL-1RA), existiendo de esta manera una correlacion negativa entre la
concentracion de triptéfano y la relacion triptéfano/BCAA y los niveles de IL-8, IL-6 y
IL-1RA, nimero de leucocitos y numero de la relacion células CD4'/CD8" (Maes y

cols., 1993; 1996; 1997).

Recientemente, se ha observado que las personas que presentan alteraciones del
suefio, al igual que ocurria en pacientes depresivos, existe una disminucion de los
niveles de triptéfano en plasma respecto a personas normales, ademas de existir también
un aumento de IL-6 e IL-8 (Maes y cols., 1997; Cai Song y cols., 1998), asi como una
disminucién en la IL-2 (Uthgenannt y cols., 1995). Si se produce una interrupcion del
suefio de 5 horas durante el periodo nocturno, se elevan los niveles de IL-1 e IL-2,
cuando existe ya un exceso de somnolencia, se incrementan también la IL-6 y a-FNT
(Vgontzas y cols., 1997), aumentando con ello el nimero de monocitos, leucocitos y

neutrofilos (Dinges y cols., 1994).

1.5.5 ACCION TERAPEUTICA DEL TRIPTOFANO.

El aminoacido que ahora nos ocupa ha ido adquiriendo gran interés a lo largo de
los afios debido a su implicacion en la mejora de numerosas enfermedades, pero al igual
que es beneficioso para diversas patologias, alteraciones en su metabolismo pueden
generan también algunos trastornos en el organismo, debidos sobre todo a un déficit de
niacina. A continuacién exponemos brevemente su papel en el tratamiento de diversos

trastornos del organismo:

- Triptéfano y estados depresivos. Este es sin duda el mayor y mas conocido empleo
del triptéfano en el tratamiento de esta enfermedad. Son muchas las investigaciones que
corroboran su efecto beneficioso frente a esta patologia, ya que se ha visto que pacientes
con depresion tienen menores niveles de este aminoacido en plasma que personas
normales. La administracion intravenosa de triptofano se ha usado durante décadas para
analizar la funcion de la serotonina en pacientes deprimidos, antes y durante el
tratamiento antidepresivo (Price y cols., 1990; Yathan y Steiner, 1993). Cuando a
pacientes con depresion se les disminuia la cantidad de triptéfano, se producia una

recaida de sus sintomas, produciéndose déficit en la actividad serotoninérgica y una
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disminucién en su recaptacion (Delgado y cols., 1990), pero no se producian efectos
inmediatos sobre el humor (Delgado y cols., 1994). Sin embargo, cuando se les
administraba de forma intravenosa este aminoacido, se producia una disminucion de los
sintomas depresivos y una mayor respuesta del cortisol, disminuyendo con ello el

nerviosismo y la irritabilidad.

Los niveles bajos de triptéfano circulante también se han relacionado con el
suicidio, ya que varios estudios han demostrado niveles bajos de serotonina en el liquido

cefalorraquideo en pacientes suicidas.

- Triptéfano y dolor. Se ha iniciado un nuevo uso de este aminoacido en la reduccién
de ciertas variedades de dolor tales como, dolor de cabeza, dolor dental, y dolor
asociado con el céancer, incluso podria mejorar el rendimiento y aumentar la tolerancia
al dolor durante una actividad fisica intensa (Segura y Ventura, 1989). La base organica
para este efecto del triptofano sobre el dolor yace en el area del cerebro llamada nucleus
raphus magnus, un centro primario inhibidor del dolor. Este ntcleo es la estructura
serotoninérgica principal del cerebro, de esta manera depende de la serotonina y de su

precursor el triptéfano para su Optimo funcionamiento (Gémez, 2000)

- Triptofano e insomnio. Desde hace muchos afios se descubrié que el tiempo para
conciliar el suefio se puede reducir en forma importante administrando en forma oral
triptofano. La reduccion en la latencia para dormir es un hecho importante a dosis de un
gramo de triptéfano. Segin estudios realizados por Dinges y colaboradores en 1994,
incluso pacientes con insomnio se quedan dormidos mas facilmente, después de una

sola dosis de triptofano.

- Triptéfano, hormona del crecimiento y prolactina. La deficiencia de vitamina B y
de triptéfano pueden llevarnos a una deficiencia de hormona del crecimiento y
posiblemente a una deficiencia de prolactina. Los complementos de triptdéfano son utiles
como tratamiento en ambas deficiencias. El efecto de la liberacion de prolactina por el
triptofano también puede explicar algunas de sus propiedades antipsicoticas (Gomez,

2000).
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- Triptofano y lesiones gastricas. El triptofano, a concentraciones de entre 25-200
mg/Kg de peso, y la hormona melatonina sintetizada a partir de este, ayudan a prevenir
las lesiones gastricas causadas por el estrés e isquemia (Brzozoswsky y cols., 1997).
Este efecto protector conlleva una disminucion de la presion sanguinea e hipertension,
lo cual influye en el flujo de sangre y provoca un aumento en la produccion de gastrina,
reduciendo asi las lesiones géstricas y protegiendo con ello la mucosa, ejerciendo a su
vez, tanto la melatonina como el triptéfano, un papel como secuestrador de los

radicales libres producidos por el estrés (Heine, 1999; Reiter y cols., 1999).

- Triptéfano y reduccion del apetito. La administracion de triptoéfano se ha asociado
con una disminucion del apetito, ya que los complementos de triptéfano pueden inhibir
la gluconeogénesis, elevar el aztcar sanguineo, aumentar el aporte de glucosa al cerebro
y disminuir el apetito. Por ello el triptéfano puede ser utilizado, solo o junto a la
vitamina B, en enfermos bulimicos, ya que disminuye la apetencia por los alimentos en
general y por los hidratos de carbono en particular, reduciendo de manera significativa
la ingestion convulsiva de alimentos en estos pacientes (Heine, 1999; Reiter y cols.,

1999).

1.5.5.1 Patologias asociadas a la nutricion del triptéfano.

Existen enfermedades relacionadas con alteraciones nutricionales del triptofano,
ya sea por falta de este o por exceso. La ataxia cerebelosa, sindrome carcinoide, pelagra,
y anorexia son enfermedades que se deben a una disminucién de los niveles de
triptofano a la vez que de niacina, sintetizada a partir de este aminoacido. Mientras que
un exceso de triptofano contribuye al desarrollo de enfermedades tales como cirrosis,
coma hepatico y encefalopatia hepatica. Ademas dosis elevadas de triptofano son
perjudiciales en personas alérgicas, personas con desordenes autoinmunes, y mujeres
embarazadas, ya que provoca una sobreestimulaciéon del sistema inmune. Se ha
observado igualmente que el exceso de triptéfano produce oxidacion lipidica y aumento
de la esterificacion del colesterol por macrdéfagos, peroxidacion asociada a LDL y
disminucién de proteinas antioxidantes o acidos grasos poliinsaturados (Aviran, Cogan,

y Mokady; 1991).
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Aunque normalmente el triptéfano es utilizado como farmaco frente algunas
patologias, su uso no adecuado, asi como alteraciones en su metabolismo pueden causar
el efecto contrario, es decir, enfermedad. Quizés de todas ellas la mas conocida y que
mayor controversia ha tenido sea el “Sindrome de Mialgia Eosinofilica”. Esta
enfermedad aparecié en Estados Unidos en 1989, cuando una compaiia japonesa que
producia este aminodcido de manera natural, usando para ello cultivos de la bacteria
Bacillus amyloliquefaciens, decidié manipular esta bacteria genéticamente para producir
asi dicho aminodcido en grandes cantidades, eliminando a su vez varios procesos de
filtracion durante su procesamiento (Duffi, 1992). El triptéfano era consumido como
suplemento alimenticio por atletas para aumentar la masa muscular, poco tiempo
después de su venta empezaron a aparecer diferentes patologias en estos atletas,
llegando a causar un total de 37 muertos y 1500 personas discapacitadas, estos
problemas surgieron porque la bacteria modificada genéticamente, ademas de producir
al aminoacido triptéfano deseado producia una potente toxina (Sidrasnsky y cols.,
1994), que no fue detectada al eliminar los procesos de filtracion, y que fue la
responsable de este fendmeno afectando al sistema inmune y neuroldgico, causando
defectos cognitivos, problemas emocionales, paralisis, problemas cardiacos, reumatismo

y artritis (Nayeno y cols., 1994; Nordlee y cols., 1996).

101



Javier Cubero Juanez

2. OBJETIVOS.

102



Javier Cubero Juanez

Para el estudio del efecto del triptéfano y la melatonina sobre los ritmos
de actividad / inactividad en lactantes y en animales de experimentacion, asi como la
fagocitosis y metabolismo oxidativo en células fagociticas hemos abordado los

siguientes objetivos:

1.-  Evaluaciéon de la funcion fagocitica y metabolismo oxidativo de heterofilos

sanguineos (indicadores de respuesta inmune inespecifica y estrés oxidativo dentro de
los mecanismos bactericidas oxigeno-dependiente). Teniendo en cuenta la intima
conexion del suefio-melatonina-sistema inmune, en este primer objetivo se valorara si
la administracion de triptofano, precursor de dicha hormona pineal, produce
variaciones en la respuesta inmune. El estudio se llevara en Streptopelia roseogrisea
de menos de un afo de edad (animales de actividad diurna y ritmos de actividad afines
a la especie humana). Se utilizaran como células fagociticas heterdfilos sanguineos,
valorandose la funcién fagocitica (a través del indice de fagocitosis, el Porcentaje
fagocitico y la Eficiencia Fagocitica) y el metabolismo oxidativo (a través de los

niveles de anion superoxido).

2.- Efectos, en animales experimentales, de la administracion de triptdfano sobre

los ritmos de actividad-inactividad.

El aminodcido triptofano determina cambios rapidos en el Sistema Nervioso
Central. De hecho, a las dos horas después de su ingesta, ya se observa incremento en
los niveles de 5-hidroxitriptamina cerebral que afecta al comportamiento. Teniendo en
cuenta que este aminoacido es precursor de la hormona melatonina y conociendo la
intima conexion de la misma con los ritmos de suefo/vigilia, en este primer objetivo
se analizard si a través de la ingesta de triptofano en animales diurnos, se puede influir
sobre los ritmos de actividad / inactividad, asi como sobre la temperatura y peso

corporal, parametros ambos correlacionados directamente con los ritmos suefio/vigilia.
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3.- Andlisis del contenido en triptéfano de la leche materna v sus oscilaciones

circadianas frente a 6-sulfatoximelatonina en orina materna v del lactante.

Aunque es sabido que la leche humana presenta mayor concentracion de
triptofano que las formulas adaptadas para la lactancia artificial, y a pesar que de que
el triptofano es precursor de la melatonina (hormona reguladora de los ritmos
circadianos), no hemos encontrado referencias a la presencia o ausencia de
oscilaciones circadianas en su concentracion en este fluido. En consecuencia, el tercer
objetivo serda medir en las madres los pardmetros cronobiologicos del triptofano en la
leche; y en la orina de las madres y de sus bebés las concentraciones circadianas de 6-

sulfatoximelatonina, metabolito de excrecion de la melatonina.
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3. MATERIALES Y METODOS.
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3.1 MATERIALES.

3.1.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Los experimentos fueron realizados en tortolas de menos de un afio, “tortola
turca” Streptopelia roseogrisea. Este animal posee un ritmo de actividad /inactividad
similar al de los humanos, manifestandose su mayor actividad por el dia y el descanso

durante la noche.

Los estudios fueron aprobados por el Comité Etico de la Universidad de
Extremadura (Badajoz, Espafia) en concordancia con la Guia del Instituto Nacional de

Salud para el uso y cuidado de animales de laboratorio.

3.1.2 MADRES Y NINOS LACTANTES.

A través de los Servicios de Pediatria de la comunidad autéonoma de
Extremadura y diferentes Clinicas privadas, se seleccionaron catorce nifios sanos
entre tres y seis meses de edad, que mantenian exclusivamente lactancia materna. A si
mismo los andlisis eran completados con el estudio de las madres de los nifios
lactantes. Debemos indicar que los padres o tutores fueron totalmente informados del

proyecto, dando su consentimiento por escrito para nuestro estudio cientifico.
Todas las determinaciones que se llevaron a cabo en los nifos lactantes fueron

aprobadas por el Comité Etico de la Universidad Extremadura (Badajoz, Espafia).

3.1.3 SOLUCIONES Y MEDIOS.

-Agua.

El agua utilizada era destilada y esterilizada en autoclave a 120°C y 1,5

atmosferas de presion durante 30 minutos.
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-Solucion Salina Tamponada con Fosfato (PBS).

La solucion salina fisioldgica utilizada tiene la siguiente composicion por litro:

Cloruro sédico 7,20 g
Fosfato monopotasico 0,44 ¢
Fosfato disodico 1,54 g

Una vez disueltas las sales, la solucion se envasd en frascos de 100 ml
previamente esterilizados para su conservacion en nevera a una temperatura de 4°C
hasta su posterior utilizacion.

-Medio Hank's.

Se prepar6 disolviendo en un litro de agua destilada:

Glucosa lg.
Cloruro calcico 0,14 g.
Cloruro magnésico 0,1g.
Cloruro potasico 0,4 g.
Cloruro sodico 8g.
Fosfato disodico 0,35 g.
Fosfato magnésico 0,1g.
Fosfato monopotésico 0,06 g.
Rojo fenol 0,02 g.

-Medios separadores (Histopaque).
Para el aislamiento de los heteréfilos de sangre periférica se utilizaron dos

medios de distinta densidad: Histopaque de 1.077 y de 1.119 (Sigma), envasados y

conservados a 4°C en un lugar oscuro hasta su utilizacion.
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-Nitroazul de Tetrazolio (NBT).

Se presenta como un compuesto liofilizado en viales protegidos de la luz,
conservandose a la temperatura de 4°C (Sigma). En el momento de su uso se

reconstituye con PBS a concentracion de 1 mg/ml.

-Particulas de Latex.

Las particulas de latex utilizadas para el estudio de la fagocitosis y el NBT
fueron de un tamafio de 1,07 + 0,0082 pm de didmetro (Sigma) diluidas al 1% en PBS

estéril. Fueron conservadas en la nevera a 4°C hasta el momento de su utilizacion.

-Material de Tincion.

Para la observacion y contaje de las células sanguineas y las determinaciones de
las formulas leucocitarias, se procedi6 a su tincion mediante Wright modificado (Diff-

Quick de Dade) previa fijacion en alcohol metilico durante 5 minutos.

3.1.4 REACTIVOS.

Acido bérico (Panreac).

Acido clorhidrico (Panreac).

Acido ortofosforico (Panreac).

Agua destilada.

Alcohol etilico (Panreac).

Azul de metileno (Panreac).

Cloruro calcico (Panreac).

Cloruro magnésico (Panreac).

Cloruro potésico (Panreac).

Cloruro sodico (Panreac).

Detergente neutro multiusos (Lupeba).
Dietil éter estabilizado con etanol (Panreac).

Dic-Quick (DADE).
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Dioxan (Panreac).

Eosina (QCA).

Fosfato disodico (Panreac).
Fosfato magnésico (Panreac).
Fosfato monopotasico (Panreac).
Glucosa (Panreac).
Hematoxilina (QCA).

Heparina de litio (Analema).

3.1.5 MATERIAL DE LABORATORIO.

Agujas.

Algodon.

Diverso material de vidrio y plastico (tubos, placas, pipetas, portas, cubre,
matraces, etc,) perfectamente limpio y esterilizado.
Tubos Eppendorf.

Filtros Millex 0,22 pum (Millipore).

Gradillas.

Guantes de latex.

Hemocitometro de Neubauer.

Jeringas estériles de un solo uso.

Parafilm.

Pipetas automaticas de 50, 200, 1000 pl (Biohit).
Pipetas Pasteur.

Placas MIF (Sterilin creiner labortechnic).

Placas Petri (TLC).

Tubo con gel separador de suero (Tapval).
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3.1.6 APARATOS.

Agitador de balanceo (Selecta).

Agitador de tubos (Heidolph tipo reax 1).

Autoclave (P-Selecta Autoester mod. 437-P).

Analizador Automatico de Inmunodiagndstico Labotech. (Biodata).
Balanza de precision (Pacisa mod. 1602).

Bafio con agitacion (P-Selecta mod. S-549).

Cabina de flujo laminar con ultravioleta (Cruma).
Centrifuga (P-Selecta mod. S-240).

Centrifuga (P-Selecta mod. S-549).

Centrifuga refrigerada (Kubota mod. 5800).

Congelador hasta —30°C (Fagor).

Espectofotometro (UV-120-01, Shimadzu).

Estufa de cultivo (P-Selecta incubador CO,).
Microscopio de contraste de fases (Iroscope mod. U-BH).
Refrigerador (Corbero).

Termoémetro clinico.

Ordenador Intel Pentium III

Ordenador Intel Inside Pentium IV.

3.2 METODOS.

3.2.1 METODOS EN LOS ENSAYOS CON ANIMALES.

3.2.1.1 Diseiio experimental.

Las aves se mantuvieron con comida y agua ““ad libitum”a una temperatura de
21 +2 °C, en una habitacion de 4 metros de largo, 2 metros de ancho y 2 metros de alto,
ventilada de forma indirecta, estando expuestas a periodos de 12 horas de luz y 12 de
oscuridad (de 08:00 h a 20:00 h y de 20:00 h a 08:00 h respectivamente) mediante luz
artificial de 3000 lux. Cada una de la aves se encontraba en jaulas individuales

fabricadas de metacrilato transparente (25 x 25 cm?), las cuales llevaban adaptados un
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actimetro que consiste en dos emisores y dos receptores de infra-rojos situados de forma
perpendicular (Figura XI). Todos los ensayos in vitro fueron realizados por duplicado

introduciendo un control con metil-celulosa, libre del aminoacido.

3.2.1.2 Administracion del triptofano.

El aminoacido precursor de la hormona melatonina, triptéfano fue administrado
de forma oral mediante capsulas en dosis 125 y 300 mg L-triptéfano (Sigma)/kg de
peso, (Huether G. y cols., 1992, Bakalian M.J. y cols., 1992). Se sigui6 dos protocolos
diferentes, uno antes de iniciarse el fotoperiodo de oscuridad ( 19:00 h) y otro después
de iniciarse el fotoperiodo de luz (09:00h). Los animales controles recibieron cépsulas

que contenian unicamente el excipiente: metilcelulosa (Sigma).

3.2.1.3 Método para la determinacion de actividad en animales.

3.2.1.3.1 Dispositivos empleados para la deteccion de la actividad en animales de

laboratorio.

Para cuantificar los ritmos de actividad-reposo, se instalaron, en las jaulas
transparentes de las aves, un sistema de deteccion de actividad consistente en dos
emisores de haces infrarrojos (leds TSUS3400) perpendiculares entre si y enfrentados a
dos receptores (BPW14C) que estan sintonizados para responder unicamente a la
frecuencia de los emisores (4866 Hz), evitando, de esta forma, posibles interferencias de

otras fuentes de radiacion (Figura XI).
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Recapiores |

Emisores

Figura XI. Los emisores dirigen sus haces, perpendiculares entre si, hacia los
receptores con los que estan enfrentados. De esta forma se asegura cubrir todo el campo

en el que se mueve el animal.

Los haces se activan, a través del receptor, una sefial TTL de 5V, conmutando a
0V si uno o ambos haces son interrumpidos dependiendo de la posicioén del jumper J1

que configura el circuito (Figura XII).
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Figura XII. Los emisores son los encargados de activar, a través de los receptores, una
sefial TTL medida a la salida del circuito. Cuando los receptores reciben el haz de
radiacion infrarroja, la salida registra una sefial de 5V. Si no es asi, es decir, si el haz es

interrumpido, la salida sera OV.
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De esta forma, se pueden utilizar tres protocolos de deteccion, que se
corresponden con las puertas logicas XOR (configuracion empleada en la que se
produce un cambio de estado cuando se interrumpe un solo haz), OR (se produce un
cambio de estado cuando se interrumpe al menos un haz) y AND (se produce un cambio

de estado cuando se interrumpen los dos haces. Figura XIII).

WOR 00
oR o0

o0
MAKD D

Figura XIII. Para configurar el modo de deteccion tan solo se ha de situar el jumper en

el lugar deseado, fijando, de esta forma, una de las tres puertas logicas.

Considerando que la toértola se mueve dentro de la jaula interrumpiendo los haces
de infrarrojos, la actividad de la misma fue medida contabilizando el nimero de veces
que se generaba un pulso cuando el estado, o sefal de voltaje a la salida, conmutaba de

0 a5V (Figura XIV).
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Figura XIV. Se construyeron jaulas especiales de metracrilato que descansaban sobre
un soporte en el que se incorpora el sistema de sensores para la deteccion de la
actividad, es decir, el movimiento de la tortola. Los emisores y sus correspondientes
receptores estan situados de forma que aseguraban cubrir todo el campo de movilidad

del animal (Diez-Noguera y cols., 2004).

En total se disponen de 10 jaulas cuyos actimetros funcionan con la misma fuente
de alimentacion, de 12V, unidos a una placa que esta conectada a su vez, mediante una
cinta de 26 vias, a un convertidor analogico digital. Asi, la sefal de salida es adquirida
con la tarjeta SmartLab 8255/8253 instalada en un PC con procesador Pentium IV y
sistema operativo Windows 98. Ademas se han conectado al sistema un fotdmetro y un
termoémetro para validar las condiciones en las que se desarrollan los experimentos

(Figura XV).
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Figura XV. Los 10 actimetros de las jaulas se conectan a una placa para ser alimentada
con una tension de 12 V. Ademas, se conectan a la misma placa una termorresistencia y
una fotorresistencia que permiten tener también un registro de las condiciones térmicas
y luminicas en las que se desarrollan los experimentos. Para adquirir estos datos, la
placa se conecta con una cinta de 25 vias a una tarjeta SmartLab 8255/8253 instalada en

un PC Pentium IV con Windows 98.

El programa informatico “Das 16” (Diez-Noguera y cols., Current Biology. 2004)
permite salvaguardar, la informacion detectada por los actimetros en archivos ASCII

que posteriormente son analizados con la hoja de célculo Excel (Office 2000, USA).

3.2.1.3.2 Programa “Das 16” empleado para la adquisicion de la actividad.

Este programa estd disefiado especificamente para la medida de actividad
simultanea de 22 animales, temperatura e intensidad luminica. Y esté escrito para tarjeta
de adquisicion SMARTLAB. En la pantalla se observa el cambio de actividad por canal
en tiempo real, registrindose mediante valores numéricos. Ademas en la misma pantalla
se representa mediante barras de color dicha actividad en funcion del valor numérico.

Este muestreo se realiza en intervalos seleccionados por el usuario y el caso de nuestro
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ensayo es de 40 milisegundos. Y el intervalo de grabacion es de quince o cinco minutos.
Puesto que el tiempo de ensayo que se realiza ocupa diferentes dias seleccionando el dia
de inicio asi como la hora, terminado la adquisicion cuando damos por concluido el
final del experimento, cerrando el registro. Los registros se almacenan en un fichero
escrito en formato texto que puede ser abierto con cualquier editor e importado desde

una hoja de célculo.

3.2.1.33 Analisis de datos adquiridos.

Una vez generados y archivados los pulsos de actividad, que fueron adquiridos
por el programa “Das 16” cada 5 minutos, estos son importados a la hoja de calculo, en
donde apareceran tabulados y separados por canales. Cada canal, en total diez,
corresponderd a un animal, mas los correspondientes a los controles de temperatura e

iluminacion.

El primer paso es separar, para canal, los datos agrupados por ciclos de 24 horas.
Esto se realiza observando el control de iluminacién que sefiala los periodos de luz y
oscuridad. En segundo lugar se hace la media de los canales agrupados por dias,
evitando de esta forma valores dispersos que pudieran deberse a comportamientos
irregulares de algin animal. Por Gltimo se representa graficamente el nimero de pulsos

frente al tiempo (Figura XVI).
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Figura XVI. Representacion del nimero de pulsos de actividad acumulados cada cinco

minutos. Para simplificar la descripcion del método se presentan tnicamente los datos

correspondientes a un canal.

Como podemos apreciar en la figura XVII cuando se presentan de forma

conjunta todos los datos y se comparar con el control, la visualizacion grafica resulta

compleja.

== CONTROL

40 — |~ Triptéfano dia 1
= Triptéfano dia 2
= Triptéfano dia 3
= Triptéfano dia 4
— Triptéfano dia 5
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Figura XVII. Cuando se representa en un mismo grafico el nimero de pulsos de

actividad correspondientes a diferentes dias en los que dur6 el experimento, resulta

confusa su descripcion

117



Javier Cubero Juanez

Por ese motivo, y con el fin de facilitar la exposicion grafica de los datos, se
representa para cada instante a lo largo de los periodos diarios, la actividad acumulada.

De esta forma, el final del dia se corresponde con el niimero de pulsos total en dicho
periodo (Figura XVIII).

3000

2000 —

Actividad

1000 —

50 Noche 100 150 200 Dia 250

Figura XVIII. Representacion del sumatorio de la actividad, ejercida durante 24 horas,

en 10 animales de experimentacion, de manera que cada valor representado, indica la

actividad acumulada media para cada instante.

== CONTROL
= Tript6fano dia 1
Triptéfano dia 2
3000 - [=— Triptéfano dia 3
= Triptéfano dia 4
= Triptéfano dia 5
= Triptéfano dia 6
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1000

0 50 100 150 200 250
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Figura XIX. Representacion del sumatorio de la actividad ejercida durante 24 horas

tanto en animales controles (linea roja) como en animales de experimentacién (cada

experimento corresponde con una linea de color).
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3.2.1.4 Esterilizaciones.

Se utilizaron dos tipos de esterilizaciones:

1.- Esterilizaciéon en autoclave: este modelo se eligié para esterilizar material de
vidrio asi como el agua. El proceso se efectué a 120°C y a 1,5 atmosferas de presion

durante 30 minutos.
2.- Esterilizacion por rayos ultravioleta: se utilizo para materiales de plastico no
resistentes al autoclave. El tiempo medio de exposicion a estas radiaciones fue de 40

minutos.

3.2.1.5 Obtencion de muestras bioldgicas.

3.2.1.5.1 Sangre.

La sangre se obtuvo de la vena braquial del ala mediante jeringa hipodérmica (de
1 ml), previamente heparinizada. Posteriormente fue transferida a un tubo de ensayo
esterilizado, al cual se le habian dispensado 0,5 ml de heparina de litio por mililitro de

sangre, para evitar la coagulacion sanguinea, y finalmente diluido con 0,5 ml de PBS.

3.2.1.5.2 Plasma.

La sangre obtenida a partir de la vena braquial por medio de una jeringa sin
heparinizar, fue transferida a un tubo preparado con EDTA y posteriormente fue
centrifugada a temperatura ambiente (20°C) durante 15 minutos a 240 x g.
Posteriormente, el plasma fue alicuotado en tubos Eppendorf, y congelado a —24°C

hasta su utilizacion.
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3.2.1.5.3 Aislamiento de leucocitos heterofilos.

Partimos de 1 ml de sangre (preparada y diluida como se ha mencionado
anteriormente), que se deposita en tubos que contienen dos gradientes de densidad
(medios separadores). Los medios separadores utilizados fueron Histopaque 1.077 y
1.119. Se depositd en el fondo del tubo 1 ml de 1.119 y, después, suavemente para que
no llegen a mezclarse, 1ml de 1.077. A continuacidn se deposita la sangre, lentamente,
dejandola caer por las paredes del tubo sin que llegue a mezclarse con los gradientes de
densidad. La preparacion se centrifuga a 600 x g durante 15 minutos. Transcurrido este
tiempo se recoge el anillo de heterofilos, y se lava con PBS (480xg durante 10 minutos)
dos veces. Seguidamente se elimina el sobrenadante, golpedndose el precipitado para
separar los heterofilos de las paredes y el fondo del tubo. Finalmente, se realizo el
recuento celular en Hemocitoémetro de Neubauer y microscopio de contraste de fases,
ajustandose la suspension celular a 5 x 10° cels/ml tanto para los estudios de la

fagocitosis como para la reduccion del NBT.

3.2.1.6 Funcionalidad de las células fagociticas.

Las células fagociticas se caracterizan por una serie de propiedades, de las cuales
su capacidad de fagocitar el material extraio es la mas conocida. Esta propiedad
fagocitica lleva consigo una serie de propiedades que son necesarias para la realizacion
de las mismas como: la adherencia a endotelio vascular y/o superficies tisulares, la
unién del material que va a ser fagocitado, la ingesta del mismo y la destruccion de

dicho material ingerido.

A continuacion pasaremos a describir la metodologia utilizada en la evaluacion
de la capacidad fagocitica en los heterofilos procedentes de la tortola turca (Figura XX),
que ha sido adaptada de otros estudios anteriores realizados en nuestro laboratorio para

mamiferos y peces.
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Figura XX. Imagen de microscopica optica (x 1000 aumentos), de heterdfilos de

Streptopelia roseogrisea con particulas de latex fagocitadas.

3.2.1.6.1 Capacidad de ingestion.

Esta propiedad, también conocida con el nombre genérico de fagocitosis, es la
mas tipica y representativa de las células que estamos considerando, y por la cual
reciben el nombre de células fagociticas. Debido a esta funcion los fagocitos pueden
ingerir materiales de diferente naturaleza orgéanica: como células enteras o partes de
ellas, grandes moléculas organicas e inorganicas, como seria el caso de particulas de

carbon o latex.

Para realizar este estudio se siguid el método descrito por Rodriguez y
colaboradores (1994). Alicuotas de 200 pl de la suspension de células fagociticas fueron
puestas en pocillos de placas de pléstico tipo MIF (Factor Inhibidor de la Migracion de
Macrofagos) y tras 30 minutos de incubacion a 37°C en estufa con atmosfera al 5% de
CO,, la monocapa adherida fue lavada con PBS a 37°C. Se afiadieron a continuacioén 20
pl de bolas de latex (SIGMA, 1.09 pm, diluido al 1% en PBS) y 200 pl de PBS
dejandose incubar en estufa durante 30 minutos en las mismas condiciones anteriores.
Se procedi6 finalmente a la fijacion y tincion con Diff-Quick que contiene metanol (5
minutos), eosina (5 pases) y hematoxilina (5 pases). Por ultimo las placas son lavadas

con agua y secadas procediéndose al recuento en el microscopio de contraste de fases x
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100 con aceite de inmersion. Los resultados se expresaron como numero de bolas de
latex ingeridas por 100 heterofilos (Indice de fagocitosis), como porcentaje de los
heterofilos que han fagocitado al menos una bola de latex (Porcentaje de fagocitosis o
Porcentaje fagocitico), y como el nimero medio de bolas de latex fagocitadas por cada
heter6filo que ha fagocitado al menos una bola de latex (indice de fagocitosis /

Porcentaje fagocitico = Eficiencia de fagocitosis o Eficiencia fagocitica).

3.2.1.6.2 Test de reduccion del nitroazul de Tetrazolio (NBT).

Se utilizd el método descrito por Rodriguez y Lea (1994), con pequenas

modificaciones. Dicho método esta basado en la reaccion siguiente:

NBT + O," > Formazan + O,

Se utilizaron alicuotas de 250 pl de la suspension celular (5x10° cels/ml) en PBS
a las que se anaden igual volumen de NBT (1 mg/ml). Se tienen dos grupos diferentes
de muestras, unas muestras estimuladas a las que se le afaden 50 pl de latex preparado
al 1% en PBS y otras las no estimuladas que llevan 50 ul de PBS. Una vez los tubos
estan preparados se incuban durante 30 minutos a 37°C en bafio maria con agitacion

constante.

En todos los casos después de la incubacion la reaccion fue parada con 2,5 ml de
acido clorhidrico 0,5 N. Las muestras fueron centrifugadas a 3000 rpm 30 minutos a
4°C, despreciandose el sobrenadante y golpeando los tubos a continuacién de modo
repetido para despegar el fondo, tras lo cual se realizo la extraccion del NBT reducido
(formazéan azul) del boton celular con la adicion de 1 ml de dioxan para romper las
membranas celulares (centrifugar a 3000 rpm 30 minutos a 4°C). Tras esto, se
determino la absorbancia del sobrenadante en un espectofotometro a 525 nm usando
como blanco una muestra que solo contenia dioxan. El porcentaje de estimulacion de la
reduccion del NBT fue entonces determinado, siendo el valor dado a la absorbancia

obtenido en las muestras no estimuladas (sin bolas de latex).
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x 100

Muestras no estimuladas (NE)

3.2.1.7 Obtencion de parametros fisiologicos.

Se procedid a la toma del peso corporal mediante balanza de precision. La

temperatura fue tomada de la region de la cloaca de las aves y se llevd a cabo mediante

termometro clinico, tanto la medicion del peso como la temperatura de los animales se

realizaron a las 10:00 h.

3.2.1.8 Determinacion de los niveles de melatonina en plasma sanguineo.

Los niveles de melatonina de los animales objeto de estudio se determinaron

utilizando un “kit” comercial de radioinmunoensayo (IBL) que consiste en:

Componentes Cantidad N° de viales Especificaciones
Soluciéon tampon 5 ml 1
Lista para usar

Enzima - 2 Liofilizada
Tampoén enzimatico |6 ml 1 Lista para usar
Estandares A — F

- 6 Liofilizados
para plasma
Controles 1 + 2 - 2 Liofilizados
Trazador >’ - 1 Liofilizado
Antisuero - 2 Liofilizados
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Se reconstituyd cada uno de los componentes siguiendo el protocolo

suministrado por la casa comercial y se procedié segun la siguiente tabla:

Solucion
Tubo Estandar / Control | Problema

enzimatica
NSB 200 (Estandar A) - 50
By 200 (Estandar A) - 50
Estandar B 200 (Estandar B) - 50
Estandar C 200 (Estandar C) - 50
Estandar D 200 (Estandar D) - 50
Estandar E 200 (Estandar E) - 50
Estandar F 200 (Estandar F) - 50
Control 1 200 (Control 1) - 50
Control 2 200 (Control 2) - 50
Problema - 200 50

Todos los volimenes estan expresados en ul y todas las determinaciones
se realizaron por duplicado. NSB = unién no especifica; BO = estdndar 0 (fijacion del
100%); estandar A = 0 pg / ml; estandar B = 2,0 pg / ml; estdndar C = 8,5 pg / ml;
estandar D = 30 pg / ml; estandar E = 100 pg / ml; estandar F =300 pg / ml.

Tras las correspondientes adiciones, se centrifugaron todos los tubos durante un

minuto a 1700 rpm y se dejaron incubar durante tres horas a temperatura ambiente, tras

lo cual, se procedi6é como sigue:
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Tubo Solucién tampon | " I (<140 Solucién
kBq) enzimatica

NSB 50 50 -

B >0 50 50
Estandar B 50 50 <0
Estandar C 50 50 <0
Estandar D 50 50 <0
Estandar E 50 50 <0
Estandar F 50 50 <0
Control 1 50 50 50
Control 2 50 50 50
Problema 50 50 <0

Todos los volumenes estan expresados en pl. Los tubos se centrifugaron durante
un minuto a 500 rpm., preparandose a parte dos tubos con 50 pl de trazador cada uno,
para la medicion de la actividad total (TC). Todos los tubos se cubrieron con papel de
aluminio y se dejaron incubar a temperatura ambiente durante 36 a 48 horas. Pasado
dicho periodo, se afadieron 0,5 ml de antisuero precipitante (que contenia antisuero
anti-melatonina procedente de conejo) a todos los tubos excepto a los TC. Se agitaron e
incubaron durante quince minutos, pasados los cuales, se centrifugaron durante 15
minutos a 2500 rpm. a temperatura ambiente. Se aspir6d cuidadosamente el contenido de
todos los tubos, excepto el de los TC, midiéndose la actividad del precipitado en un

contador gamma ().
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Los resultados fueron calculados a partir de la siguiente expresion:

nt la muestr
%B/B, = cuentas de la muestra %100

cuentas del estandar cero

Finalmente, los valores obtenidos en la relacion % B / By en cada estandar se
representaron frente al logaritmo de la concentracion de melatonina de cada muestra
estandar (expresadas en pg / ml) obteniéndose una recta patron (Figura XXI), a partir de

cuya ecuacion pudo calcularse la concentraciéon de melatonina de las muestras

problema.

v =-2002x+98 13; R =(19898

“ B/ Bo
S 1R EREEER R

] % ] 1.5 4 %

log Jestimcbwes de el stonin|

Figura XXI. Recta de regresion obtenida al representar %B / BO frente al logaritmo de

las concentraciones de los estandares de melatonina.
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3.2.2 METODOS EN LOS ENSAYOS CON HUMANOS.

3.2.2.1 Dispositivos empleados para la deteccion de actividad en ninos lactantes.

El registro de actividad es muy util ya que proporciona medios a los clinicos e
investigadores para obtener datos diagnosticos, con los que se pueden valorar diferentes
problemas médicos, y puede proporcionar respuestas a muchas preguntas. Los niveles
de actividad se relacionan con los patrones de suefio / vigilia, el nivel del dolor, el

humor, gastos energéticos y otros parametros cuantificables.

El Actiwatch es un piezoacelerometro muy ligero (+4,7g) que se acopla en la mufieca
o tobillo, mide y registra los movimientos fisicos, no resultando en ninglin momento un
método invasivo. Los datos pueden ser transferidos a un ordenador y analizados por el
software de Cambrige Neurotechnology. El sistema monitorizado de registro d actividad

Actiwatch posee tres partes:

= Actiwatch
= Reader/ lector conectado a un PC

» El software: Cambridge Nuerotechnology Ltd

La actividad se mide mediante un acelerometro que registra la intensidad, la
cantidad y duracion del movimiento en todas las direcciones. El correspondiente voltaje
que se produce es convertido y almacenado como medida de actividad en la unidad de
memoria del actiwatch. La frecuencia maxima que se puede registrar es de unos 32 Hz.
El Actiwatch registra todos los movimientos sobre los 0.05 g. Tras finalizar el
experimento se vuelca sobre el ordenador personal, la actividad adquirida por el

Actiwatch y se analiza con el correspondiente software.
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Funcionamiento del programa.

En primer lugar el actimetro se conecta con el ordenador, para recibir ciertos
paramétros del sujeto experimental al que se le va a realizar el registro. La informacion

recogida serd leida por el programa para su posterior analisis.

En activimetria es necesario contemplar toda una serie de pardmetros: nombre, sexo,
edad, fecha, intervalo de registro, acerca de las caracteristicas intrinsecas de cada

individuo, siendo éste el modo de que toda la informacién quede recogida en el archivo.

En esta primera pantalla se pueden leer otros datos que pueden ser considerados o no,
como el numero de serie o la memoria libre del Actiwatch. En cualquier momento se

puede volver a esta pantalla inicial y modificar cualquiera de estos parametros.

Se llevara a cabo el registro de la actividad del sujeto experimental durante el tiempo

que se estime conveniente para el estudio.

3.2.2.2 Analisis del sueio.

Este andlisis permite el calculo de los parametros suefio-vigilia de los datos
registrados por el Actiwatch. En la pantalla se debe seleccionar Sleep andlisis y aparece

una pantalla similar a la siguiente (Figura XXII).
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SLEEP WATCH
Daily Sleep printout
User identification NINO 1
Statdate  28-feb-2002 Stattime 1200
Subjectage es Subjectsex M Epoch length 0,25 (Mins)
Day number 1
Actogram Scale 1148 Sensitivity : AUTO
jue 28-1eb-2002 vie 01-mar-2002

i 1 lj bkl ll Gk JILA”‘“ A dald s "‘

(LTI O T T

Analysis end
Bedtime 2131 Getuptime 0930 Timeinbed - 11:59
Sleep start 2200 Sleep end 09:30 Assumed sieep 11:30

Sleep efficiency  90,0% Sleep latency  00:29 mins

Figura XXII. Pantalla del analisis del suefio (Cambridge Neurotechnology Ltd).
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Esta pantalla ofrece muchas opciones y tiene multiples pantallas asociadas:

= Barra menu: Contiene diversas funciones y controles.

= Informacion de archivo: muestra los detalles de los datos.

= Activity data plot: muestra los valores de actividad durante un periodo de dos
dias. La zona azul es la ventana de andlisis (de forma automatica de 23 a 8
horas)

= Expanded anélisis window: permite obtener detalles sobre la visualizacion de los
datos.

= Sleep-wake Parametres: permite obtener detalles estadisticos del anélisis del

sueno.

Analisis del sueno.

Los datos adquisicion de actividad/inactividad pueden ser almacenados en
intervalos de 15 segundos (0.25 minutos), 30 segundos (0.5 minutos), 1 6 2 minutos,

aunque se recomienda emplear intervalos de 1 minuto como minimo.

Finalizando el periodo de tomas de datos, los resultados se descargan
seleccionando la fecha para el andlisis usando la barra deslizadora de dia. El valor
maximo de la grafica se puede ajustar empleando el control Scale (el minimo valor es
50, el maximo sera el maximo valor de los datos registrados). En la parte superior se
puede observar la actividad de los dos dias resaltada sobre los datos a analizar. La
grafica inferior muestra una vision expandida del analisis y también se pueden marcar

los sucesos con lineas azules.

La ventana de analisis posee dos barras debajo del grafico, la primera muestra
los tiempos de suefio y de vigilia (lineas azules), asi como la hora de irse a dormir y de
levantarse (lineas rosas). La segunda barra representa los periodos de suefio en color

blanco y la de vigilia en rojo.
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Ventana de analisis.

Una vez seleccionado el tiempo de inicio de analisis y de finalizacién, la ventana
de andlisis puede trabajar en intervalos de 1 a 24 horas. Aunque esta debe tener la

suficiente duracion como para incluir cualquier tipo de periodo de suefo.

Tiempo de dormir y de despertar.

Estos tiempos se debe seleccionar con el operador y se indican mediante una
linea azul oscura en el analisis expandido. Estos tiempos se pueden cambiar usando el
botén izquierdo del ratdn, o bien las barras deslizadoras para obtener un ajuste mas fino.

El tiempo correspondiente al de la cama aparece en un pequefio recuadro a la derecha.

Inicio y final del suefio.

Estos tiempos deben ser seleccionados y quedan marcadas con unas lineas de
color rosa bajo el andlisis expandido, sefiales que pueden modificarse usando el boton
derecho o las barras deslizadoras para un ajuste mas fino. Como alternativa, los tiempos
de inicio y final del suefio pueden ser marcados de forma automatica con la accion auto

que permite de forma algoritmica realizar un célculo exacto.

Ejecucion del analisis de suefio.

Se procede a la ejecucion de los datos mediante la activacion del programa el
cual ofrece una serie de algoritmos que proporcionan datos sobre el movimiento, el
suefio y vigilia para el periodo comprendido entre el comienzo y el final del suefio. Los
resultados apareceran en la parte baja de la pantalla. Los resultados apareceran
expresados en términos de 24 horas y por debajo de los mismos, en términos de horas,

minutos y segundos.
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Resultados del analisis.

En la siguiente lista se muestra una descripciéon de los parametros a evaluar en el

analisis del suefio:
= Hora de irse a la cama.
= Hora en la que se levanta el sujeto experimental.

= Tiempo de permanencia en la cama: es la diferencia entre las dos horas

anteriores.
= Inicio del suefio: Debe ser seleccionado por el operador.
= Final del suefio.

= Tiempo asumido como suefio: la diferencia entre el final y el principio del

sueno.

= Tiempo real del suefio: determinado por algoritmos y es equivalente al tiempo de

suefio asumido menos el tiempo de vigilia.
= Tiempo de vigilia: determinado por algoritmos.
= Porcentajes de tiempo de suefio y de vigilia.

= Eficiencia de suefio. Porcentaje de tiempo de suefio mientras el sujeto permanece

en la cama.
= Latencia de suefio: Tiempo que transcurren antes del inicio del suefio.
= Numero de periodos de suefio: Muestra el niimero de episodios de suefio.
= Numero de periodos de vigilia: Muestra el niimero de episodios de vigilia.

= Tiempo de inmovilidad: Numero total de minutos en los que el sujeto tiene una
movilidad cero, que se asume como tiempo de suefio.

= Tiempo de movilidad: Nimero total de minutos en los que el sujeto tiene
movilidad durante los periodos presumiblemente de suefio.

= Porcentaje de tiempo de movilidad/inmovilidad: Tiempo con o sin movimiento
en el periodo asumido como suefio.

= Numero de fases de inmovilidad: Nimero de periodos con cero movimientos

registrados de una forma consecutiva.

= Numero de fases de inmovilidad de 1 minuto: Ntmero de fases de inmovilidad

de duracion un minuto.
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= Porcentaje de fases de movilidad de 1 minuto: Porcentaje de fases de
inmovilidad de 1 minuto como proporcién del numero total de fases de
inmovilidad.

= Indices de movimiento y fragmentacion: Es el resultado de sumar el tiempo de
movilidad y el porcentaje e fases de inmovilidad de 1 minuto. Es un indicador de
la calidad del descanso.

= Actividad total: Niimero total de actividad durante 1 suefio.

= Media de la activad: Valor promedio de la actividad en cada uno de los
intervalos de suefio.

= Promedio de los movimientos en vigilia: Promedio de la actividad registrada

antes de iniciarse el suefio.

Una vez calculados todos estos pardmetros para una noche, el procedimiento debe
repetirse para cada dia registrado, siendo siempre util el realizar un diario de suefio

para facilitar la comprension de los resultados.

Sensibilidad.

La sensibilidad (alta, media, baja, auto) esta directamente relacionada con los
valores predeterminados del programa que permiten realizare algoritmos para
diferenciar suefo y vigilia. Seleccionando baja sensibilidad el programa doblard el
contaje de movimientos para considerar un periodo de tiempo como vigilia. La alta
sensibilidad, por el contrario reduce a la mitad los contajes de actividad necesarios para

considerar que el sujeto de experimentacion esta despierto.

La sensibilidad auto relaciona directamente los niveles de actividad de los sujetos

con el limite necesario para considerar que el sujeto estd en estado de vigilia.
Algoritmos para sueiio- vigilia.
La determinacion del suefio vigilia por este software requiere del uso de algoritmos

que usan los datos registrados por el activimetro de mufieca para realizar una serie de

calculos seriados. Estos algoritmos revisa cada punto registrado y de cada intervalo y
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realiza los céalculos necesarios. Por ejemplo, los registros de actividad de 1 minuto se
reducen por un factor de 5 en comparaciéon con el periodo registrado y este valor se
suma al valor inicial, mientras que un registro de actividad de 2 minutos son reducidos

por un factor de 25.

Usando una sensibilidad media para un intervalo de 1 minuto un total de 40
movimientos es suficiente para designar el periodo como vigilia. Para la determinacion
automatica del inicio del suefio el algoritmo detecta los periodos de 10 minutos de
inmovilidad consecutiva con no mas de 1 periodo de movimiento. El tiempo de latencia
se determina por la diferencia existente entre el tiempo de irse a la cama y el inicio de
la fase de suefio, para el final del suefio el algoritmo detecta periodos de 10 minutos

consecutivos de inactividad alrededor de la hora de levantarse.

3.2.2.3 Determinacion de 6-sulfatoximelatonina en orinas de lactante v de su

progenitora.

Para la determinacion de dicho metabolito de excrecidon en orina se utilizd un
Analizador Automatico de Inmunodiagnéstico (LABOTECH) y la técnica desarrollada
fue la de inmunoandlisis de ELISA mediante el “Kit” comercial: BULLMANN 6-SMT
siendo un ELISA competitivo, usando la técnica de anticuerpo captador. Con anticuerpo
especifico policlonal para anticuerpo de conejo, se ha revestido los pocillos de la placa
de titulacion incluida en el kit. Durante las tres primeras horas de incubacion, la 6-SMT
presente en los ejemplos prediluidos de orina, Controles, y los Standards
respectivamente, compiten con 6-SMT BIOTIN para unirse al anticuerpo anti-6-SMT, a
su vez el complejo 6-SMT BIOTIN-ANTICUERPO es capturado por el segundo
anticuerpo adherido inicialmente a los pocillos. Después del lavado de la placa de
titulacion y la adicion en la misma de una enzima peroxidasa y tras 30 minutos de
incubacion y un segundo lavado, sélo nos queda el complejo 6-SMT-Biotin-anticuerpo
unido a la correspondiente enzima, afiadimos el sustrato enzimatico TMB e incubamos
15 minutos, el color que se forma es propocionalmente inverso al de 6-SMT existente
inicialmente en los muestras. Dicho color vira de azul a amarillo después de la adicion

de una Solucién de parada pudiendo ser medido a 450 nm.
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Los niveles de 6-Sulfatoximelatonina en las muestras de orina objeto de estudio
se determinaron utilizando un “kit” comercial de ELISA (BUHLMANN) que contenia

los siguientes componentes:

Componente Cantidad Envases Especificaciones

Placa de]l1de12x8 1

. ., : Lavar 2 veces antes
microtitulacion ~ de]pocillos

. . de usar
98 pocillos revestido
con anticuerpo de
carnero anti-conejo
Buffer de lavado 100 ml 1 Diluir en 900 ml

de agua destilada

M6S-Biotin 5,5 ml 1 Listo para usar
Estandares A — F 0,5 ml 5 Listo para usar
Controles 1 +2 0,5 ml 2 Listo para usar
Anticuerpo de]5,5 ml 1 Listo para usar

conejo anti-6SMT

Enzima 11 ml 1 Listo para usar
(peroxida)

Solucion paraj11 ml 1 Listo para usar
sustrato

Solucién Stop 11 ml 1 Listo para usar

Se reconstituyd cada uno de los componentes siguiendo el protocolo

suministrado por la casa comercial y se procedié segun la siguiente tabla:
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Tubo Estandar / Control |M6S-Biotin | Anticuerpo | Enzima
NSB 100 (Estandar A) - - 100
By 50 (Estandar A) - 50 100
Estandar B 50 (Estandar B) - 50 100
Estandar C 50 (Estandar C) - 50 100
Estandar D 50 (Estandar D) - 50 100
Estandar E 50 (Estandar E) - 50 100
Estandar F 50 (Estandar F) - 50 100
Control 1 50 (Control 1) - 50 100
Control 2 50 (Control 2) - 50 100

Orina diluida |50 50 50 100

Todos los volumenes estan expresados en pl y todas las determinaciones

se realizaron por duplicado. NSB = unién no especifica; BO = estandar 0 (fijacion del

100%); estandar A = 0 pg / ml; estandar B = 0,8 pg / ml; estandar C = 2 pg / ml;

estandar D =5 pg / ml; estandar E = 12,5 pg / ml; estandar F =40 pg / ml.

Tras la adicion del antisuero (anticuerpo de conejo) e incubar 3 horas a 2-

8 °C y lavar cuatro veces, se anadié 100 pl de enzima, se volvié a incubar 30 minutos a

18-28 °C y al finalizar se afnadio el sustrato TMB incubandose por tercera vez durante

quince minutos entre 18-28 °C, trascurrido ese tiempo se afiadiéo 100 [ 1de Solucion de

parado. Los resultados se alcanzaron tras medir en espectrofotometro la absorbancia a la

longitud de onda de 450 nm.

136



Javier Cubero Juanez

Los resultados fueron calculados a partir de la siguiente expresion:

cuentas de la muestra
%B/B, =

= . X100
cuentas del estandar cero

3.2.2.4 Determinacion de triptofano en leche materna.

El método de analisis usado fue cromatografia de intercambio i6nico, utilizando
para ello el analizador de alta resolucion de aminoacidos Sistema Beckman 6300/7300
(Beckman. Palo Alto. California. USA). Los fundamentos técnicos-analiticos se basan
en la reaccion de la amina primaria (-NH2) con ninhydrina, la cual es detectable a una
longitud de onda (M) de 570. Dicho sistema consiste en una columna cromatografica de
litio de 10 cm de longitud, en la cual se utilizan tres soluciones tampdn de litio. Los
datos son adquiridos y analizados con los parametros operativos de analisis de datos del
Modelo Beckman 7000 e integrados por el Modelo Hewlett-Packard 3390 A y 3392 A
(Agilant Technologies California. USA). A través de los standares (STD) de
aminoacidos suministrado por Beckman se determiné los tiempos de retencion y se

establecid los factores de calibracion utilizandose una concentracion de 2,5 pmoles / ml.

Condiciones analiticas.

La presion requerida en la bomba de flujo debe ser de 20 ml/h psig, y la t* de 60

°C. La técnica analitica fue optimizada usando 28 muestras hidrolizada de la leche en

estudio.
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Hidrolisis y Analisis.

Las muestras a analizar fueron recogidas durante 24 horas y almacenadas en

tubos de poliestireno.

Se tomd como referencia la técnica de Alegria y colaboradores (1996 y 1999), la
cual fue modificada de forma proporcional al volumen menor que existian en nuestras
muestras. Se us6 un mililitro de cada muestra de leche, primeramente eliminando la
porcidn grasa que existe en los mismo, para ello se afadi6é un mililitro de eter etilico y
posteriormente centrifugado durante 5 minutos a 1.700 rpm, se elimina la grasa que se
encuentra como sobrenadante. El resto de la muestra sigue el siguiente protocolo de
hidrdlisis: se afiaden 0,75 g de Hidroxido de Bario pentahidratado y 1,5 ml de agua a
100 °C, la mezcla se agita en agitador de balanceo, posteriormente se burbujea en gas de
N2 con el objetivo de eliminar el O2. Se hidroliza durante 8 horas a 120 °C, pasadas los
cuales el hidrolizado resultante se ajusta al pH: 3, se centrifuga a 3000 rpm durante 20
minutos y el sobrenadante es filtrado mediante filtro Millex (Millipore) de 0,22 um y el
filtrado resultante fue congelado a -20 °C en tubos Eppendorf (Deltalab) hasta su

posterior analisis.

El contenido de aminoacidos de cada muestra fue determinado en el
analizador cromatografico descrito anteriormente, usando un volumen para el inyectado
de 50 pl de muestra junto 50 pl de medio tampodn, los valores determinados por la

cromatografia fueron multiplicados por el factor de dilucion 2,8 (Figura XXIII).
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Figura XXIII. Cromatograma de analisis de aminoacidos en “Sistema

Beckman™: el primer pico por la derecha corresponde al aminoacido triptéfano.
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3.2.3 METODOS PARA LA DETERMINACION DE LA FUNCION SENOIDAL.

Para la determinacién de la funcion senoidal (1) de los resultados obtenidos,
necesaria en el estudio de cronobiologia de las variables analiticas: hormona melatonina
en animales en condiciones basales, triptofano en leche materna, 6-sulfatoximelatonina

en orina de nifios lactantes y en sus progenitoras.

(Hy@®)=m+Asen(wt+D)

(m =y0; A = amplitud; w = frecuencia; D = desfase)

Se utiliz6 el software: IGOR PRO Version 4.0. 1988-2000. WaveMetrics, Inc
Late Oswego, Oregon, USA.

3.2.4 METODOS DE CALCULO ESTADISTICO.

Para la resolucion estadistica de los datos obtenidos se utilizod el software: SPSS

11.5 para entorno Windows.

En relacion con la metodologia estadistica se llevaron a cabo dos tipos de

estudios:

1.- Descriptivo, calculando como valores representativos, la media aritmética
(X) + desviacion estandar (D.S.) segun las formulas habituales para el nimero de datos
manejados. Todos los datos se expresaron como la media + desviacion estandar del

numero de ensayos. Grupo triptéfano (trp) n=10 y grupo control n=10.
2.- Test de hipdtesis, fiable para comprobar la normalidad de las variables de

estudio, dado el tamafio muestral disponible, resultando una poblacion no normal por el

test de Kolmogorov-Smirnov.
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Para decidir si los valores obtenidos pueden ser considerados o no una misma
poblacion, hemos hecho uso de diferentes técnicas estadisticas segun las caracteristicas
de los datos y el estudio que sobre ellos pretendiamos realizar. Los resultados se
analizaron utilizando el test de Kruskal-Wallis, (“U de Mann-Whitney” aplicando la
Correccion de Bonferrony), para las comparaciones multiples. Se consideré que no
habia significacion cuando el valor de la probabilidad de la significacion (p) fue mayor
que 0,016. Se dio el valor de “significativo” a p < 0,016. Para los andlisis de resultados
por parejas se utilizd el test de “U de Mann-Whitney”. Se considerd que no habia
significacion cuando el valor de la probabilidad de la significacion (p) fue mayor que

0,05. Se dio el valor de “significativo” a p < 0,05.
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4. RESULTADOS
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A continuacidén exponemos los resultados obtenidos agrupados en dos bloques

segun sea su pertenencia al estudio realizado en animales o en humanos.

BLOQUE 1: RESULTADOS EN_ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

1.1 Parametros fisioldgicos tras la administracion oral de L-triptdfano.

1.2 Variaciones circadianas de melatonina en animales de experimentacion bajo

condiciones basales.

1.3 Funcién fagocitica de heterodfilos:
1.3.1 Tras la administraciéon oral de L-triptéfano a las 19:00 h.

1.3.2 Tras la administracion oral de L-triptofano a las 09:00 h.
1.4 Tést de reduccion del nitroazul de tetrazolio de heterofilos (NBT):
1.4.1 Tras la administracion oral de L-triptéfano a las 19:00 h.

1.4.2 Tras la administracion oral de L-triptéfano a las 09:00 h.

1.5 Variaciones nocturnas de melatonina plasmatica en animales controles y en

animales bajo tratamiento oral de L-triptéfano.

1.6 Determinacion del ritmo de actividad / inactividad en Streptopelia

roseogrisea tras la administracion oral de L-triptofano.
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1.1 PARAMETROS FISIOLOGICOS TRAS LA ADMINISTRACION DE L-
TRIPTOFANO A Streptopelia roseogrisea.

Antes de disponernos a realizar los estudios pertinentes nos dispusimos a
cerciorar que la administracion de L-triptéfano a las dos concentraciones ensayadas
(125 y 300 mg de L-triptofano/kg de peso) no suponia ningun riesgo para los animales
en cuestion. Para ello se les realizo a las 10:00 h, un seguimiento de peso y temperatura
tras el tratamiento, comparado con un grupo control (animales que recibieron el
excipiente, metilcelulosa). Los resultados, no mostraron variacion significativa,

pudiendose observar en las Figura 1, 2, 3, 4.

trp 300 —

trp 125 |

control - [N

135 140 145 150 155 160 165
Peso (g)

Figura 1. Peso de Streptopelia roseogrisea, tras administracion a
las 19:00 h de 125 y 300 mg L- triptofano/ kg de peso, durante
siete dias, comparado con grupo control, n=10.

trp 300 |

trp 125 ; |

control - | —
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Figura 2. Peso de Streptopelia roseogrisea, tras la administracién a
las 09:00 h de 125 y 300 mg L- triptofano/ kg de peso durante siete
dias, comparado con grupo control, n=10.
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trp 300 | !
trp 125 | —
control _—<
42 42,2 42,4 42,6 42,8

Temperatura (°C)
Figura 3. Temperatura corporal en Streptopelia roseogrisea tras

la administracién a las 19:00 h de 125y 300 mg de
L-triptéfano/kg peso durante siete dias, comparado con grupo
control, n=10.
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Figura 4. Temperatura corporal en Streptopelia roseogrisea tras la
administracion a las 09:00 h de 125 y 300 mg de L-triptéfano/kg
peso durante siete dias, comparado con grupo control, n=10.

1.2 VARIACIONES CIRCADIANAS DE MELATONINA EN ANIMALES DE
EXPERIMENTACION BAJO CONDICIONES BASALES.

Tras adaptar a Streptopelia roseogrisea al fotoperiodo constante de 12 horas de
luz/12 horas de oscuridad y comprobar que se encontraban encarrilados en ritmos de
actividad / reposo con periodos de 24 horas (1440 min), nos dispusimos a medir las
concentraciones en plasma de la hormona pineal bajo las condiciones fotoperiddicas
mencionadas anteriormente. Las variaciones circadianas de melatonina se estudiaron en
intervalos de dos horas en periodos comprendidos entre 21:00 h y 04:00 h y de tres
horas entre las 04:00 h y las 21:00 h.
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Se representa la ecuacion general de una funcidn senoidal (1) y la ecuacion de la
funcién senoidal para el ritmo circadiano de melatonina (2). (m = y0; A = amplitud;

w = frecuencia; D = desfase).
(1) y@®)=m+Asen(wt+D)
(2) y (t) =46,75 + 62,91 sen (0,312t - 0,10)

Tal como se indica con la figura 5, se observd que la mayor concentracion en
plasma, es decir la acrofase, se encuentra entorno a las 02:00 h con una concentracion
de 137,8 pg/ml y el nadir, momento de ritmo en que la concentracién es minima, es
entorno, a las 16:00 h con una concentracién de 3,38 pg/ml. El mesor (valor medio del

pardmetro fisioldgico estudiado en el ritmo) fue de 46,75 pg/ml.

180
€ 160
B’ 140 - i Acrofase
o _
po 120
< 100
S 80 Mesor ¢ ¢
g 6071 \
o 40 -
= 20 -
0 ‘ ‘ ‘ 02:00 T
[ ]
08:00 20:00 08:00

y(t) =m + A sen(wt+D)

Figura 5. Representacion grafica de la funcion senoidal de secrecion de melatonina
plasmatica en Streptopelia roseogrisea, bajo un fotoperiodo constante de doce horas

alternado con doce horas de oscuridad, n=10.
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1.3 FUNCION FAGOCITICA DE HETEROFILOS.
Los valores que se muestran a continuaciéon son relativos (%) resultando de
considerar para todos los factores estudiados que la media del control es 100. Con esto

se normaliza los datos y se eliminan las diferencias interindividuales.

Dicho estudio sobre la funcion fagocitica se realizé durante la administracion oral

de L-triptofano a las 19:00 h y las 09:00 h.

1.3.1 Funcion fagocitica de heterofilos tras la admisnistracion oral de L-triptofano

a las 19:00 h.

1.3.1.1 indice de fagocitosis.

La capacidad de los heterofilos de Streptopelia roseogrisea de ingerir bolas de
latex se cuantifico a través del Indice de fagocitosis que representa el n° de bolas de
latex fagocitadas por 100 heteréfilos. Los resultados se expresaron en relacion al control

(animales sin tratamiento de triptéfano, s6lo recibian el excipiente metil -celulosa).

En la figura 6, se muestra el Indice de fagocitosis de heterofilos extraidos a las
21:00 h tanto a la mitad (tercer dia) como al final (séptimo dia) del tratamiento
procedente de animales que se encontraban bajo la administracion de 125 y 300 mg de
L-triptofano/ kg de peso a las 19:00 h. Tras el andlisis estadistico se encontr6 un
incremento significativo (p<0,016) de la fagocitosis cuando los heterdfilos provenian de
animales que habian sido tratados a las 19:00 h con 300 mg de L-triptéfano/kg de peso
tanto a la mitad como al final de tratamiento con respecto al control. Tras la
administracion de 125 mg de L-triptofano’kg de peso se observd aumentos
significativos (p<0,016) respecto al control y a 300 mg de L-triptéfano/kg de peso al
final del tratamiento, ademas con 125 mg de L-triptéfano/kg de peso también se observa
al final del tratamiento aumento significativo (p<0,05) respecto a los heterofilos de
animales tratados con esta misma concentracion pero extraidos al tercer dia del

tratamiento y con los extraidos a las 02:00 h (Figura 7).
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Figura 6. Indice de fagocitdsis en heterdfilos, extraidos a las 21:00 horas de
Streptopelia roseogrisea, al 3° dia y al 7° dia de la administracion oral de 125y
300 mg de L-triptéfano/kg de peso a las 19:00 horas durante siete dias. a
p<0,016 respecto al control. b p<0,016 respecto a 300 mg de L-triptéfano/kg de
peso al final del tratamiento. ¢ p< 0,05 respecto al 3° dia a la misma
concentracion. d p< 0,05 respecto a las 02:00 horas y a la misma concentracion
(Figura 7); n=10.

En la figura 7 se representa graficamente el indice de fagocitosis de los heterédfilos
extraidos a las 02:00 h tanto a la mitad como al final del tratamiento con 125 y 300 mg
de L-triptofano/kg de peso a las 19:00 h. Se aprecia un aumento significativo (p<0,016)
a mitad de tratamiento con 125 mg de L-triptofano/ kg de peso respecto a su control y
un aumento significativo (p<0,05) respecto a los resultados obtenidos en esa misma
concentracion pero de heterdfilos extraidos a la 21:00 h (figura 6). Al final del
tratamiento se observa un aumento significativo (p<0,016) tras la administracion de 300
mg de L-triptofano/ kg de peso frente a su correspondiente control y respecto a la
concentracion de 125 mg de L-triptéfano junto a un aumento significativo (p<0,05)

respecto a los resultados obtenidos con esa misma concentracion a la mitad del

tratamiento.
. g 300 abc
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02:00 3°dia Final
Figura 7. Indice de fagocitdsis en heterdfilos, extraidos a las 02:00 horas
de Streptopelia roseogrisea, al 3°y 7° dia de la administracién oral de 125
y 300 mg de L-triptéfano/kg de peso a las 19:00 horas durante siete dias.
a p<0,016 respecto al control. b p<0,016 respecto a 125 mg de L-
triptéfano/kg de peso al 7° dia de tratamiento. ¢ p< 0,05 respecto a la
misma concentracién y diferente duracion de tratamiento; n=10.
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1.3.1.2 Porcentaje de fagocitosis.

El Porcentaje de fagocitosis representa el % de heter6filos que han fagocitado al menos
una bola de latex. Las figuras 8 y 9 representan los resultados obtenidos a las 21:00 h y
02.00 h respectivamente al tercer y séptimo dia de tratamiento con 125 y 300 mg de L-
triptofano/kg de peso administrado a las 19:00 h. En la grafica 8 se observan las
variaciones significativas (p<0,016) en los heterofilos extraidos a las 21:00 h a mitad
del tratamiento con 300 mg de L-triptéfano/kg de peso respecto a 125 mg de L-
triptofano/kg de peso. Al final del tratamiento se observa una aumento significativo
(p<0,016) del grupo de 125 mg de L-triptéfano respecto a su correspondiente grupo
control y al grupo de animales tratados con 300 mg L-triptofano / kg de peso. Ademas
de un aumento significativo (p<0,05) respecto a los de la mitad del tratamiento con esta
misma concentracion de 125 mg de L-triptéfano/kg de peso y un aumento significativo

(p<0,05) respecto a los extraidos a las 02:00 h (Figura 9).
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Figura 8. Porcentaje de fagocitésis en heteréfilos extraidos a las 21:00 horas
de Streptopelia roseogrisea, al 3°y 7°dia de la administracion oral de 125y
300 mg de L-triptéfano/kg de peso alas 19:00 horas durante siete dias.
a p<0,016 respecto al control. b p<0,016 respecto a 300 mg de L-triptéfano/kg
de peso al final del tratamiento. ¢ p< 0,05 respecto al 3°dia a la misma
concentracion. d p< 0,05 respecto a las 02:00 horas ala misma
concentracion (Figura 9); n=10.

En la figura 9 se representa graficamente el Porcentaje de fagocitosis de los
heterofilos extraidos a las 02:00 h, a mitad y final de la administracion de diferentes
concentraciones de L-triptofano. A la mitad de tratamiento, se ha observé un aumento
significativo (p<0,05) con la concentracion de 125 mg L-triptofano/kg de peso, con

respecto a los heterofilos extraidos, a mitad de tratamiento y a las 21:00 h (figura 8).
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Al final del tratamiento se observa con la concentraciéon de 300 L-triptéfano/ kg
de peso, un aumento significativo (p<0,05) frente a todas las variaciones de pauta

ensayadas asi como respecto al control y 125 mg de L-triptofano (p<0,016).
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Figura 9. Porcentaje de fagocitésis en heteroéfilos, extraido a las 02:00
horas de Streptopelia roseogrisea, al 3° y 7°dia de la administracion
oral de 125 y300 mg de L-tripté6fano/kg de peso a las 19:00 horas
durante siete dias. a p<0,016 respecto al control. b p<0,016 respecto a
125 mg de L-triptéfano/kg de peso al final del tratamiento. ¢ p< 0,05
respecto a la misma concentracién y diferente duracion de tratamiento. d
p<0,05 respecto a las 21:00 horas a la misma concentracion (Figura 8);

n=10.

Porcentaje de Fagocitosis
=
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1.3.1.3 Eficiencia de fagocitosis.

La Eficiencia de la fagocitosis, representa el cociente entre el Indice de
fagocitosis y el Porcentaje de fagocitosis. En las figuras 10 y 11 se representa cuando
las extracciones de los heterofilos fueron realizadas a las 21:00 h y 02:00 h
respectivamente. En la figura 10 se observa que los heteréfilos extraidos a las 21:00 h al
final del tratamiento de 125 mg de L-triptofano/kg de peso, presentan un aumento
significativo (p<0,016) respecto a la otra concentracion ensayada y respecto a su grupo
control. Ademas con 125 mg de L-triptéfano/kg de peso al final del tratamiento se
aprecia un aumento significativo (p<0,05) respecto a los extraidos a las 02:00 h con la

misma concentracion y duracion del tratamiento (Figura 10).
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Figura 10. Eficiencia de fagocitosis en heterofilos, extraido a las
21:00 horas de Streptopelia roseogrisea, al 3° y 7° dia de la
administracion oral de 125 y 300 mg de L-triptéfano/kg de peso a
las 19:00 horas durante siete dias. a p<0,016 respecto al control. b
p<0,016 respecto a 300 mg de L-triptéfano/kg de peso al final del
tratamiento. d p<0,05 respecto a las 02:00 horas a la misma
concentracion (Figura 11), n=10.

En la figura 11 se representa graficamente la Eficiencia de fagocitosis de los
heterofilos extraidos a las 02:00 h, a mitad y final de la administracion de diferentes
concentraciones de L-triptéfano. A la mitad de tratamiento no se observa variacion

significativa con ninguna de las concentraciones ensayadas de L-triptdfano.

Sin embargo, al final del tratamiento se observa con la administracion de 300 mg
de L-triptofano un ascenso significativo (p<0,05) respecto a la mitad del tratamiento asi
como respecto a su correspondiente grupo de las 21:00 h bajo administracion de 300 mg
(Figura 10). Ademas, se aprecia un aumento significativo (p<0,016) con 300 mg

respecto a su control.
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Figura 11. Eficiencia de fagocitdsis en heterdfilos, extraidos a las 02:00
horas de Streptopelia roseogrisea, a mitad y final de la administracion oral
de 125y 300 mg de L-triptéfano/kg de peso a las 19:00 horas durante siete
dias. a p<0,016 respecto al control. c p< 0,05 respecto al 3°dia a la
misma concentracion. d p<0,05 respecto a las 21:00 horas a la misma
concentracion (Figura 10), n=10.

1.3.2 Funcion fagocitica tras la administracion oral de L-triptofano a las 09:00 h.

Los valores que se muestran son relativos (%) resultando de considerar para todos
los factores estudiados que la media del control es 100. Con esto se normaliza los datos

y se eliminan las diferencias interindividuales.

1.3.2.1 indice de fagocitosis.

La figura 12 representa el Indice de fagocitosis tras la administracion a las
09:00 h de 125 y 300 mg L-triptéfano / kg de peso, a mitad y final del tratamiento. El
analisis estadistico de los datos revela a mitad de tratamiento un claro aumento
significativo (p<0,016) en los hetertfilos de los animales que recibieron 300 mg de L-

triptofano/kg de peso respecto al grupo control.

Con respecto al final del tratamiento se observa un aumento significativo
(p<0,016) tras la administraciéon de 300 mg respecto a su correspondiente control asi

como respecto a la concentracion de 125 mg (p< 0,016).
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Ademas se observa un aumento significativo (p<0,05) con la administracion de
300 mg del aminoacido/kg de peso, cuando se compara con su correspondiente grupo a

mitad de tratamiento.
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Figura 12. Indice de fagocitosis en heterdfilos, extraidos a las 02:00
horas de Streptopelia roseogrisea, a mitad y final de la
administracion oral de 125 y 300 mg de L-triptéfano/kg de peso a las
09:00 horas durante siete dias. a p<0,016 respecto al control. b
p<0,016 respecto a 125 mg de L-triptéfano/kg de peso al /°dia de
tratamiento ¢ p< 0,05 respecto al 3° dia a la misma concentracion;
n=10.
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1.3.2.2 Porcentaje de fagocitosis.

Tras la administracion a las 09:00 h de 125 y 300 mg de L-triptéfano/kg de peso
a mitad y final del tratamiento, en la Figura 13 podemos observar al final del
tratamiento de 300 mg de L-triptofano/ kg de peso un aumento significativo (p< 0,016)
respecto a su correspondiente control y respecto a la otra concentracion administrada, al

final del tratamiento.
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Figura 13. Porcentaje de fagocitésis en heterdfilos, extraidos a las
02:00 horas de Streptopelia roseogrisea, a mitady final de la
administracién oral de 125 y300 mg de L-triptéfano/kg de peso a las
09:00 horas durante siete dias. a p<0,016 respecto al control. b
p<0,016 respecto a 125 mg de L-triptéfano/kg de peso al /° dia de
tratamiento;n=10.
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1.3.2.3 Eficiencia fagocitica.

Definida como el cociente de Indice de fagocitosis/ Porcentaje de fagocitosis.

Los resultados de la eficiencia fagocitica se representa en la figura 14 tanto a la mitad

como al final de tratamiento las dos concentraciones ensayadas en heterofilos de

Streptopelia

roseogrisea. No

se observa ninguna variacion estadisticamente

significativa.
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Figura 14. Eficiencia de fagocitdsis en heterofilos, extraidos a las
02:00 horas de Streptopelia roseogrisea, a mitad y final de la
administracion oral de 125 y 300 mg de L-triptéfano/kg de peso a las
09:00 horas durante siete dias;n=10.
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1.4 TEST DE REDUCCION DE NITROAZUL DE TETRAZOLIO.

Para el estudio de los niveles de anion superoxido (primer radical libre formado
durante el estallido respiratorio que acompafia a la fagocitosis) se analizd el Tést de

reduccion del NBT, durante la administracion de L-triptéfano a las 19:00 h y 09:00 h.

1.4.1 Test de reduccion de nitroazul de tetrazolio tras la administracion oral de

L-triptofano a las 19:00 h.

Como muestra la figura 15 los niveles de anidén superdxido en heterofilos
extraidos a las 21:00 h a animales a mitad y final de la administracion oral de 125 y
300 mg de L-triptofano/kg de peso a las 19:00 h, no se observd ninguna variacion

significativa con ninguna concentracion, ni a lo largo del tratamiento.
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Figura 15. % Reduccién de NBT en heterdfilos, extraido a las 21:00 horas de
Streptopelia roseogrisea, a mitad y final de la administracién oral de 125y 300
mg de L-triptéfano/kg de peso a las 19:00 horas durante siete dias; n=10.

A su vez, en la figura 16 se representan los niveles de anion superdxido en
heterofilos extraidos a las 02:00 h en animales que recibieron de forma oral ambas
concentraciones. Se observo al final del tratamiento, un aumento significativo
(p<0,016) con la concentracion de 300 mg de L-triptéfano / kg de peso respecto a 125
mg de L-triptofano / kg de peso. Ademas también, se observa en los heterdfilos
extraidos al final del tratamiento de 125 mg de L-triptéfano/kg de peso un descenso
significativo (p<0,05) respecto a los heterofilos extraidos a las 21:00 h, recogidos en la

figura anterior (figura 15) a animales con la misma administracion.
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Figura 16. % Reduccién de NBT en heterdfilos, extraido a las 02:00 horas
de Streptopelia roseogrisea, a mitad y final de la administracion oral de
125 y 300 mg de L-triptéfano/kg de peso, a las 19:00 horas durante siete
dias. b p<0,05 respecto a 125 mg de L-triptéfano/kg de peso al final del
tratamiento. d p<0,05 respecto a las 21:00 horas a la misma
concentracion (figura 15); n=10.

1.4.2 Test de reduccion de nitroazul de tetrazolio tras la admisnistracion oral de L-

triptofano a las 09:00 h.

Para finalizar los resultados de NBT en la figura 17 se representan los niveles de
anion superoxido en heterdfilos extraidos a las 02:00 h a la mitad y al final de la
administracion oral a las 09:00 h de las dos dosis de L-triptofano. Se observo al final
del tratamiento con 300 mg de L-triptéfano/ kg de peso un aumento significativo
(p<0,016) respecto a los heterdfilos extraidos a los animales que se habia administrado

125 mg de L-triptofano/ kg de peso.
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Figura 17. % Reduccién de NBT en heterdfilos, extraido a las 02:00 horas
de Streptopelia roseogrisea, a mitad y final de la administracion oral de
125 y 300 mg de L-triptéfano/kg de peso a las 09:00 horas durante siete

dias. b p<0,016 respecto a 125 mg de L-triptéfano/kg de peso al final del
tratamiento; n=10.
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1.5 VARIACIONES NOCTURNAS DE MELATONINA PLASMATICA EN
ANIMALES CONTROLES Y EN ANIMALES BAJO TRATAMIENTO DE
TRIPTOFANO.

Las variaciones nocturnas de los niveles plasmaticos de melatonina se estudiaron
tras la administracion durante siete dias de 125 y 300 mg de L-triptéfano/ kg de peso
administradas a las 19:00 h, una hora antes de interrumpirse el periodo de luz. La
extraccion del plasma se realiz6 al tercer dia y al séptimo dia de tratamiento, a las 21:00
h (una hora tras la interrupcion de la luz) y a las 02:00 h coincidiendo con la acrofase
de melatonina en los niveles plasmaticos de Streptopelia roseogrisea en condiciones
basales. La figura 18 representa los diferentes valores de melatonina tras el tratamiento
con las dos concentraciones ensayadas al tercer dia del mismo. Se puede observar como
los valores se mantienen uniformes desde el punto de vista estadistico, sin observar

variaciones significativas, entre las condiciones basales y las del tratamiento.
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Figura 18. Niveles de melatonina en plasma, extraido a las 21:00 horas y 02:00
horas a Streptopelia roseogrisea, a la mitad de la administracién oral de 125 y 300
mg de L-triptéfano/kg peso alas 19:00 horas, durante siete dias; n=10.

En la figura 19 se representa las concentraciones en plasma de melatonina en
animales controles y en los tratados con las dos concentraciones de melatonina de L-
triptofano, pero extrayéndose dicho plasma al séptimo dia, es decir al final del
tratamiento. En el grupo de animales bajo la administracion de 125 mg de L-
triptofano/kg de peso, a los cuales se les extrajo el plasma a las 21:00 h, se observo un
aumento significativo (p<0,016) respecto a su control. A su vez, en los animales

sometidos al tratamiento de 300 mg de L-triptéfano/kg de peso y extraidos a las 02:00 h
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se observd un aumento significativo (p<0,016) respecto al grupo donde la
administracion de triptofano fue de 125 mg/kg de peso, observandose también con
dicha dosis de 300 mg de L-triptofano/kg de peso, un aumento significativo (p<0,05)
respecto a los valores extraidos a las 21:00 h con el mismo tratamiento. Respecto a los
niveles de melatonina de animales bajo administracion de 125 mg de L-triptéfano/kg de
peso, podemos observar un descenso significativo (p<0,016) respecto al grupo control y

respecto a los niveles extraidos a las 21:00 h con el mismo tratamiento (p<0,05).
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Figura 19. Niveles de melatonina en plasma, extraido a las 21:00 y 02:00 horas de
Streptopelia roseogrisea, al final de la administracién oral de 125 y 300 mg de L-
triptéfano/kg peso a las 19:00 horas durante siete dias. a p<0,016 respecto a su
correspondiente control. b p<0,016 respecto a la concentracion de 125 mg de L-
triptéfano/kg peso. d p<0,05 respecto a la misma concentracion a las 21:00 h; n=10.

En la figura 20 se representan las variaciones nocturnas de la hormona pineal
tras la administracion a las 09:00 h (una hora después de iniciarse el periodo de luz) de
125 y 300 mg de L-triptéfano/kg de peso, realizandose la extraccion del plasma al 3° dia
y 7° dia de tratamiento, a las 02:00 h (es decir en la acrofase en condiciones basales). Se
observa que los valores de melatonina no presentan cambios significativos en los
animales con administracion de L-triptofano tanto con 125 como con 300 mg de

aminoacido / kg de peso respecto al control.
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Figura 20. Niveles de melatonina en plasma, extraido a las 02:00 horas a
Streptopelia roseogrisea, a la mitad y al final de la administracién oral de 125y
300 mg de L-triptéfano/kg peso a las 09:00 horas, durante siete dias; n =10.

1.6 DETERMINACION DEL RITMO DE ACTIVIDAD-INACTIVIDAD EN

Streptopelia roseogrisea.

Tras el ajuste y las correcciones pertinentes en el método en condiciones basales,
nos dispusimos a estudiar el efecto del aminoacido triptéfano en los ritmos de actividad
/ reposo en dicho modelo animal. Para ello tras consultar la correspondiente bibliografia
y resultados previamente obtenidos en nuestro laboratorio, se decidi6 comenzar con la
administracion del aminodcido al final del periodo luminoso (19:00 h). La
concentracion utilizada inicialmente fue de 125 mg de L-triptofano / kg de peso en

Streptopelia roseogrisea, y el tiempo del estudio se establecio en siete dias.

En la figura 21 representamos la actividad acumulada durante 24 horas (20:00 h
- 20:00 h), tras la administracion oral a las 19:00 h de 125 mg de L-triptéfano / kg de
peso durante siete dias comparado con un grupo control al cual se le administrd

metilcelulosa.
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Actividad 24 horas, 125 mg L-triptéfano/kg peso
(Administracién alas 19:00 h)
e control
5000 —
4500 2
4000 - 3
3
S 3500 1 —_—2
>
§ 3000 i —5
©
§ 2000 -7
S 1500
o
1000 -
500 -
0
20:00 h 08:00 h 20:00 h

Figura 21. Representacion de la actividad acumulada durante 24 horas, tras la
administracion oral a las 19:00 h de 125 mg de L-triptéfano/kg de peso en Streptopelia

roseogrisea durante 7 dias comparado con grupo control, n=10.

Para hacer mas inteligible los resultados, analizamos de forma porcentual, la
actividad acumulada de cada dia de tratamiento y la media total de la actividad
acumulada de los siete dias, representando de forma separada el periodo de oscuridad

(20:00 h -08:00 h) del periodo de luminosidad (08:00 h - 20:00 h).

Los valores que se muestran a continuacion son relativos (%) resultando de
considerar para todos los factores estudiados que la media del control es 100. Con esto

se normaliza los datos y se eliminan las diferencias interindividuales.

En la figura 22, se representa el porcentaje de actividad acumulada en el
periodo de oscuridad, apareciendo un descenso significativo (p<0,05) en el primer,
segundo, cuarto dia de administracion y un aumento significativo de actividad (p< 0,05)
en el sexto dia respecto al control, tras la administracion oral a las 19:00 h de 125 mg de
L-triptofano / kg de peso durante siete dias. La actividad media total de los siete dias,

en el periodo nocturno no indicd ninguna variacion significativa respecto al control.
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Actividad periodo nocturno, 125 mg L-triptéfano/kg peso
(Administracion a las 19:00 h)

140 *
120 - * -
100 - i

Porcentaje de actividad

Figura 22. Representacion del porcentaje de actividad acumulada, durante el periodo de
oscuridad tras siete dias de administracion oral de 125 mg de L-triptofano/kg de peso a
las 19:00 h en Streptopelia roseogrisea comparado con grupo control.

* p<0,05 respecto su control, n=10.
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En la figura 23 se representa la actividad acumulada del periodo diurno (08:00 h -
20:00 h) tras la administraciéon de 125 mg de L-triptéfano /kg de peso a las 19:00 h,
observando un ascenso de actividad significativa (p<0,05) en el primer dia de
tratamiento respecto al control y un descenso significativo (p<0,05) en el segundo,
tercero, sexto y séptimo dia respecto al control. A su vez la actividad media total de los
siete dias de tratamiento, en el periodo diurno indica un descenso significativo (p<0,05)

respecto al control.

Actividad periodo diurno, 125 mg L-tript6fano/kg peso
(Administracién alas 19:00 h)
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Figura 23. Representacion del porcentaje de actividad acumulada, durante el periodo de
luz tras siete dias de administracion oral de 125 mg de L-triptofano/kg de peso a las
19:00 h en Streptopelia roseogrisea comparado con grupo control.

* p<0,05 respecto su control.
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En la figura 24 representamos la actividad acumulada durante 24 horas (20:00 h
- 20:00 h), tras la administracion oral a las 19:00 h de 300 mg de L-triptéfano / kg de
peso durante siete dias comparado con un grupo control al cual se le administré metil-

celulosa.

Actividad 24 horas, 300 mg L-triptéfano/kg peso
(Administracion alas 19:00 h)
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Figura 24. Representacion del actividad acumulada durante 24 horas, tras la
administracion oral a las 19:00 h de 300 mg de L-triptéfano/kg de peso en Streptopelia

roseogrisea durante 7 dias, comparado con grupo control, n=10.

Para hacer mas inteligible los resultados, analizamos de forma porcentual, la
actividad acumulada de cada dia de tratamiento y la media total de la actividad
acumulada de los siete dias, representando de forma separada el periodo de oscuridad

(20:00 h - 08:00 h) del periodo de luminosidad (08:00 h - 20:00 h).
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Los valores que se muestran a continuacion son relativos (%) resultando de
considerar para todos los factores estudiados que la media del control es 100. Con esto

se normaliza los datos y se eliminan las diferencias interindividuales.

Tras administrar la concentracion de triptofano, los resultados obtenidos durante
el periodo nocturno se recogen en la figura 25. Se aprecia un descenso significativo
(p<0,05) en el primer, tercer, quinto y sexto dia de administracion y un aumento
significativo de actividad (p< 0,05) en el séptimo dia respecto al control en ese periodo
de oscuridad, tras la administracion oral a las 19:00 h de 300 mg de L-triptéfano / kg de
peso durante siete dias. La actividad media total de los siete dias, en el periodo

nocturno no indic6 ninguna variacidn significativa respecto al control.

Actividad periodo nocturno, 300 mg L-tript6fano/kg peso
(Administracién alas 19:00 h)
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Figura 25. Representacion del porcentaje de actividad acumulada, durante el periodo de
oscuridad tras siete dias de administracion oral de 300 mg de L-triptofano/kg de peso a
las 19:00 h en Streptopelia roseogrisea comparado con grupo control.

*p<0,05 respecto su control, n=10.
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En la figura 26 se representa la actividad del periodo diurno (08:00 h - 20:00 h)
tras la administracion de 300 mg de L-triptofano / kg de peso a las 19:00 h, observando
un descenso significativo (p<0,05) en todos dias del tratamiento respecto al control a
excepcion del sexto. A su vez la actividad media total de los siete dias de tratamiento

en el periodo diurno indica un descenso significativo (p<0,05) respecto al control.

Actividad periodo diurno, 300 mg L-triptéfano/kg
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Figura 26. Representacion del porcentaje de actividad acumulada, durante el periodo de
luz tras siete dias de administracion oral de 300 mg de L-triptofano / kg de peso a las

19:00 h en Streptopelia roseogrisea. * p<0,05 respecto su control, n=10.
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Finalmente, nos centramos en este estudio en evaluar los cambios de actividad /
inactividad cuando la administracion de L-triptéfano se realizé a las 09:00 h, (una hora

después del inicio del periodo de luz).

En la figura 27 representamos la actividad acumulada durante 24 horas (08:00 h
- 08:00 h), tras la administracion oral a las 09:00 h de 125 mg de L-triptéfano / kg de

peso durante siete dias, comparado con un grupo control al cual se le administrd

metilcelulosa.
Actividad 24 horas, 125 mg L-triptéfano/kg peso
(Administracion a las 09:00 h)
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Figura 27. Representacion de la actividad acumulada durante 24 horas, tras la
administracion oral a las 09:00 h de 125 mg de L-triptofano/kg de peso en Streptopelia

roseogrisea durante 7 dias comparado con grupo control, n=10.
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Para hacer mas inteligible los resultados, analizamos de forma porcentual, la
actividad acumulada de cada dia de tratamiento y la media total de la actividad
acumulada de los siete dias, representando de forma separada el periodo de luminosidad

(08:00 h - 20:00 h) y el periodo de oscuridad (20:00 h -08:00 h).

Los valores que se muestran a continuacion son relativos (%) resultando de
considerar para todos los factores estudiados que la media del control es 100. Con esto

se normaliza los datos y se eliminan las diferencias interindividuales.

Observando la actividad adquirida s6lo en el periodo diurno (08:00 h — 20:00 h),
en la figura 28 apreciamos un ascenso significativo (p<0,05) en el tercer dia de
administracion respecto al control y un descenso significativo (p<0,05) en el sexto y
septimo dia, tras la administracion oral a las 09:00 h de 125 mg de L-triptéfano / kg de
peso durante siete dias. La actividad media total de los siete dias, en el periodo

nocturno no indic6 ninguna variacidn significativa respecto al control.

Actividad periodo diurno, 125 mg L-tript6fano/kg peso
(Administracién alas 09:00 h)

140 -~
120 - - - -
100 -
80 -
60 -
40 -

*
*

Porcentaje de actividad

Figura 28. Representacion del porcentaje de actividad acumulada, durante el periodo de
luz, tras siete dias de administracion oral de 125 mg de L-triptéfano/kg de peso a las
09:00 h horas en Streptopelia roseogrisea comparado con grupo control.

*p<0,05 respecto su control, n=10.
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En la figura 29 se representa la actividad del periodo nocturno (20:00 h - 08:00
h) tras la administracion de 125 mg de L-triptofano /kg de peso a las 09:00 h
observandose un ascenso de actividad significativa (p<0,05) en el cuarto dia de
tratamiento respecto al control y un descenso significativo (p<0,05) en el segundo,
tercero, quinto, sexto y séptimo dia respecto a la actividad del control. La actividad
media total de los siete dias, en el periodo nocturno no indic6 ninguna variacién

significativa respecto al control.

Actividad periodo nocturno, 125 mg L-triptéfano/kg peso
(Administracién alas 09:00 h)
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Figura 29. Representacion del porcentaje de actividad acumulada, durante el periodo de
oscuridad tras siete dias de administracion oral de 125 mg de L-triptofano/kg de peso a

las 09:00 h horas en Streptopelia roseogrisea. * p<0,05 respecto su control, n=10.
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En la figura 30 representamos la actividad acumulada durante 24 horas (08:00 h
— 08:00 h), tras la administracion oral a las 09:00 h de 300 mg de L-triptéfano / kg de
peso durante siete dias comparado con un grupo control al cual se le administré metil-

celulosa.

Actividad 24 horas, 300 mg L-tripté6fano/kg peso
(Administracién alas 09:00 h)
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Figura 30. Representacion de la actividad acumulada durante 24 horas, tras la
administracion oral a las 09:00 h de 300 mg de L-triptéfano/kg de peso en Streptopelia

roseogrisea durante 7 dias comparado con grupo control, n=10.

Igual que en los resultados anteriores, para distinguir los datos analizados de la
actividad acumulada de cada dia de tratamiento y la media total de actividad acumulada
de los siete dias, representamos de forma separada el periodo de luminosidad (08:00 h -

20:00 h) del periodo de oscuridad (20:00 h -08:00 h).
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Los valores que se muestran a continuacion son relativos (%) resultando de
considerar para todos los factores estudiados que la media del control es 100. Con esto

se normaliza los datos y se eliminan las diferencias interindividuales.

En la figura 31 se representa la actividad del periodo diurno (08:00 h -20:00 h)
tras la administracion de 300 mg de L-triptfano / kg de peso a las 09:00 h observando
de forma unica un ascenso de actividad significativa (p<0,05) en el ultimo dia es decir
en el séptimo de tratamiento, respecto al control. La actividad media total de los siete

dias, en el periodo diurno no indic6 ninguna variacion significativa respecto al control.

Actividad periodo diurno, 300 mg L-triptofano/kg peso
(Administracion alas 09:00 h)

Porcentaje de actividad

Figura 31. Representacion del porcentaje de actividad acumulada, durante el periodo de
luz tras siete dias de administracion oral de 300 mg de L-triptéfano/kg de peso a las

09:00 h en Streptopelia roseogrisea.* p<0,05 respecto su control, n=10.
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En la figura 32 se representa la actividad del periodo nocturno (20:00 h - 08:00
h) tras la administracion de 300 mg de L-triptofano /kg de peso a las 09:00 h
observando un descenso significativo (p<0,05) en el segundo, quinto, sexto y séptimo
dia, tras la administracion oral a las 09:00 h de 300 mg de L-triptéfano / kg de peso
durante siete dias. A su vez, la actividad media total en el periodo nocturno de los siete

dias de tratamiento indica un descenso significativo (p<0,05) respecto al control.
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Figura 32. Representacion del porcentaje de actividad acumulada, durante el periodo de
oscuridad, tras siete dias de administracion oral de 300 mg de L-triptofano/kg de peso
alas 09:00 h en Streptopelia roseogrisea comparado con grupo control.

* p<0,05 respecto su control, n=10.
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BLOQUE 2: RESULTADOS EN HUMANOS.

2.1 Ritmos en orina de los niveles de 6-sulfatoximelatonina en nifios lactantes y

de sus progenitoras junto con el ritmo de triptéfano en leche materna.

2.2 Analisis de parametros de suefio en nifios con lactancia materna.

2.1 RITMOS EN ORINA DE LOS NIVELES DE 6-SULFATOXIMELATONINA
EN NINOS LACTANTES Y SUS PROGENITORAS, JUNTO CON
TRIPTOFANO EN LECHE MATERNA.

Se realiza el estudio del ritmo a través de la representacion de la funcion
senoidal (1) con un periodo de 24 horas, de la excreccion del metabolito 6-
sulfatoximelatonina procedente del catabolismo hepatico de la hormona melatonina y
recogido en orina durante el periodo de 24 horas, (m = y0; A = amplitud; w =

frecuencia; D = desfase):
(1) y (t)=yo + A sen (wt + D)

Observando en nuestro estudio que los nifios alimentados exclusivamente con
leche materna, tienen un ritmo circadiano con funcion senoidal (3) representado en la
figura 33, a su vez se representa la funcion senoidal de los niveles del mismo metabolito
en orina de sus progenitoras recogidas igualmente durante el periodo de 24 horas (4).

(3) y(t) = 11,44 + 8,97 sen (0,26t + 6,27)
(4) y(t) =9,72 + 16,44 sen (0,26t + 4,84)

Solapando a las funciones seniodales de 6-sulfatoximelatonina de orina, se

representa la funcion senoidal de los niveles de triptéfano en leche materna también

recogidos durante el periodo de 24 horas (5).

(5) y(t) = 67,95 + 13,12 sen (0,26t + 0,78)
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Figura 33. Ritmo de los niveles de 6-sulfatoximelatonina (ng/ml) en orina procedentes
de lactantes y de sus madre, junto con los niveles de triptéfano (pmol/l) en leche

materna; n=10.

A partir de grafica 33 podemos observar que las acrofases de 6-
sulfatoximelatonina en orina del lactante y la de triptéfano en leche materna se
encuentran entorno a las 05:00 h, pudiendo indicar en lactantes a través de su ritmo de
6 sulfatoximelatonina su dependencia circadiana, del precursor de la hormona
melatonina, es decir el aminodcido triptéfano que se encuentra en la leche. Por ultimo
podemos resefiar que el ritmo de 6-sulfatoximelatonina en las madres se encuentra
desfasado, acrofase entorno a las 12:00 h, respecto al ritmo de 6-sulfatoximelatonina
de bebe y a triptéfano en leche materna. Los parametros cronobioldgicos quedan

recogidos en la tabla I.
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Tabla 1. Pardmetros cronobioldgicos de 6-sulfatoximelatonina en orina de bebe y de su

progenitora junto con los de triptéfano en leche materna; n=10.

Parametros Mesor Acrofase Nadir
6-Sulfatoximelatonina 11,45 ng/ml 06:00 h 18:00 h
(Bebé) ng/ml

6-Sulfatoximelatonina 9,72 ng/ml 12:00 h 20:00 h
(Madre) ng/ml

Triptofano 67,95 pmol/l 03:00 h 15:00 h
(leche materna) pmol/l

En la figura 34 podemos observar los niveles de triptéfano en leche materna
(Mmol/l) y de 6-sulfatoximelatonina (ng/ml) agrupados en intervalos de 6 horas.
Observando un aumento significativo (p<0,05) en los valores de triptéfano dentro del
intervalo entre 07:00 h - 13:00 h horas respecto al intervalo entre 13:00 h - 19:00 h,
ademas en el intervalo entre las 19:00 h - 01:00 h, se repetia también un aumento

significativo (p<0,05) respecto al intervalo entre las 13:00 h - 19:00 h.
Respecto a la 6-Sulfatoximelatonina en orina de bebé, se podia apreciar en el

intervalo entre las 07:00 h - 13:00 h un aumento significativo (p<0,05) respecto a los

otros dos intervalos estudiados, el de las 13:00 h - 19:00 h y el de las 19:00 h - 01:00 h.
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Figura 34. Representacion de los niveles de triptéfano (Trp) en leche materna (umol/l) y
de 6-sulfatoximelatonina (6-SOM) en bebé (ng/ml) agrupados en intervalos de 6 horas.
a. p<0,05 respecto al intervalo (13-19 h). b.p<0,05 respecto al intervalo (19-01 h) n=10.

2.2 ANALISIS DE PARAMETROS DE SUENO EN NINOS CON LACTANCIA
MATERNA.

Tras adquirir la actividad durante una semana mediante Actiwatch se dispuso a

estudiar los siguientes parametros de suefio:

-Suefio asumido: Periodo de tiempo que transcurre desde que se inicia el suefio, primera

disminucién radical de actividad, hasta detectar un nuevo incremento de la misma
coincidiendo con el despertar.

-Tiempo de suefio real: Periodo de suefio en que la actividad esta por debajo de un

umbral denominado sensibilidad, descrito para cada individuo.

-Eficiencia de suefo: Porcentaje de tiempo que permanece dormido, entre el periodo de

tiempo que permanece en la cuna.

-Latencia de sueno: El tiempo que transcurre desde que se introduce el bebé en la cuna

para dormir hasta que este alcanza el suefio.
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Los resultados de los analisis de suefio de los catorce nifios analizados se

recogen en la tabla II.

Tabla II. Parametros de suefio de nifios con lactancia natural (n=14).

PARAMETROS DEL SUENO XxD.S.
Suefio asumido 9 h 36 min * 43 min
Sueiio real 8 h30 min £1 h 1,5 min
Periodo nocturno en la cuna 10 h 30 min * 49 min
Eficiencia de sueiio 81,4 5,68 %
Sueiio real/tiempo en cuna

Latencia de sueiio 30 min * 17,39 min
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5. DISCUSION.
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Las funciones vitales en la especie humana se encuentran fuertemente
controladas por periodicidad circadiana. De hecho, todas las funciones fisiologicas se
encuentran en mayor o menor medida bajo control circadiano pero se pueden sefialar
dos especialmente importantes. La primera es el ritmo de suefio-vigilia; la segunda el
ritmo en las funciones del sistema inmunoldgico. Es sabido que ambas funciones estan
profundamente relacionadas (Moldofsky, 1997). El desarrollo de la ritmicidad en
humanos ya se puede apreciar en el feto durante el embarazo en: el ritmo dia / noche, el
ritmo respiratorio o en la génesis de esteroides en la adrenal, aunque estos ritmos son
dirigidos por la madre. Sin embargo en los recién nacidos los ritmos de actividad /
reposo no son apreciados, empezandose a considerarse entre el primer y tercer mes de
vida. Asi, a las 6 semanas de vida los bebés aumentan la actividad durante el periodo de
luz y disminuye respecto al periodo de oscuridad y a las 12 semanas la duracion del
suefio diurno se encuentra disminuido en comparacion con la duracion del suefio
nocturno. Pero la consolidacién no aparece hasta haber transcurrido de 1 a 2 meses de
vida (Scott, 2003). Todo ello estd intimamente sincronizado con la consolidacion de la
secrecion hormonal, en especial la de la hormona melatonina la cual como indica
Ardura y colaboradores (2003) aparece al final del periodo neonatal, con el consiguiente
patron de secrecion de altos valores por la noche y bajos valores durante el dia,
apareciendo el patron ritmico de melatonina a partir de la semana decimosegunda de

vida (Kennawey y cols., 1992).

1.Experimentacion en modelo aviar con hdbitos  diurnos (““Tortola turca”,

Streptopelia roseogrisea).

La funcionalidad del sistema inmune y los ritmos actividad / reposo, al igual
que otras funciones corporales, experimentan cambios circadianos y su sincronizacioén

reciproca es primordial para la homeostasis.

El sistema inmune se ha estudiado en muchos modelos animales, siendo el
modelo aviar excelente para el estudio de la relacién entre la gldndula pineal y el
sistema inmune, ya que se encuentra muy superficial en el encéfalo ocupando un
espacio abierto en el crdneo motivo por el cual la pinealectomia es mas facil de realizar

(Skwarlo-Sonta, 1996, 1999, 2002). En 1994, Rodriguez y Lea estudiaron el efecto en
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aves (Streptopelia roseogrisea) de la pinealectomia sobre la respuesta inmune
inespecifica (proceso fagocitico) y niveles plasmaticos de diversas hormonas. Los
resultados indicaron que los animales pinealectomizados poseian ciertas alteraciones en
el proceso fagocitico de los heterdfilos sanguineos en comparacion con los animales no
pinealectomizados. Ademas, el metabolismo oxidativo de los heterofilos (niveles de
anion superoxido), medido a través de la reduccion de NBT, mostré un abscenso en las
aves pinealectomizadas en comparacion con los animales con glandula pineal intacta

(Rodriguez y cols., 1999).

En nuestro estudio en esta especie aviar, nos hemos centrado en el efecto de la
pineal sobre el sistema inmune, ademas de la repercusion de la hormona pineal sobre los
ritmos de actividad / inactividad teniendo en cuenta la posibilidad de comprender mejor
los ritmos suefio / vigilia en humanos. Por ello nuestro modelo de experimentacion
animal debe de poseer, al igual que en nosotros, habitos diurnos. Como se ha indicado
anteriormente en la epifisis se sintetiza la melatonina, siguiendo un ritmo circadiano a
partir de su precursor el aminoacido triptofano. Se han realizado diferentes estudios
sobre la relacion entre el sistema inmune y la melatonina en ratas de laboratorio, pero
debido a que este animal tiene héabitos nocturnos, pensamos que no es el modelo mas
adecuado en el estudio de los ritmos de actividad / reposo, y por ello elegimos el

modelo aviar de habitos similar a humanos con el ciclo de reposo durante la noche.

Centrando nuestra atencion en las investigaciones realizadas hasta el momento
sobre la conexion: melatonina-sistema inmune, resefiar los trabajos realizados por Reiter
y colaboradores (2000), los cuales muestran que la melatonina es un buen secuestrador
de radicales libres y un excelente antioxidante enddgeno, ademas de modulador de

ritmos circadianos.

Repecto al segundo objetivo planteado al inicio, sobre los ritmo de
actividad/inactividad en animales de experimentaciéon queda comprobado en
investigaciones anteriores que tras la administracion del triptéfano precursor de la
hormona melatonina, se aumentaban los niveles de esta hormona en el organismo,
interviniendo en el ciclo actividad / reposo y en la consolidacion de los ritmos

circadianos. Estos resultados han sido observados por diversos autores: con 150 o 300
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mg de L-triptéfano/kg de peso en pollos y ratas (Huether y cols., 1992; Herichova I. y
cols., 1998) o de 50, 100 o 250 mg de L-triptéfano/kg de peso en ratas (Jaworek, 2003)
o en los abundantes ensayos en humanos (Demisch K. y cols., 1987; Hajak y cols.,

1991; Brzozowski y cols., 1997) con dosis de administracion entre 1 y 5 g de triptéfano.

Basandonos en estos antecedentes, nos planteamos las siguientes cuestiones a
realizar en Streptopelia roseogrisea, en etapas iniciales de desarrollo:
- (Seria capaz el aminoacido triptéfano de incrementar la actividad fagocitica en
heterdfilos bien directamente o a través de la hormona melatonina circulante?
- (Cémo afecta la administracion oral de aa triptéfano sobre los radicales libres
producidos en el “estallido respiratorio” tras la fagocitosis en estas células inmunes?
- (Como afecta este aminoacido, en las etapas iniciales del desarrollo de estas aves, a
los niveles fisioldgicos de la hormona melatonina circulante?
- Y finalmente ;se podria a través de la ingesta de triptéfano influir en el ritmo de

actividad / reposo en nuestro modelo animal?

1.1 Funcion fagocitica, metabolismo oxidativo y niveles de melatonina

circulante.

Por tanto y para desarrollar la primera cuestion que nos planteamos en este
estudio, nos propusimos conocer el efecto in vivo de las concentraciones farmacologicas
de 125 y 300 mg de L-triptofano/kg de peso en Streptopelia roseogrisea sobre la
respuesta inmune inespecifica centrandonos en la principal célula fagocitica sanguinea,
que en las aves son los granulocitos heterofilos. Asi mismo quisimos valorar los efectos
que se alcanzarian tras la administracion de triptéfano en el estrés oxidativo colateral

generado por dichas células fagociticas en la defensa ante particulas extrafias.

Las concentraciones ensayadas del aminodcido triptéfano en este estudio (125 y
300 mg/kg de peso) han sido elegidas en base a las previamente ensayadas por Huether
y colaboradores (1992) y Herichova y colaboradores (1998) en pollos: En los trabajos
desarrollados por estos investigadores se han observado, ademas, que dependiendo de la
hora de administracion del triptéfano, el efecto que ejerce este aminoacido sobre su

producto final, la melatonina, es diferente si la elevacion de los niveles de esta hormona
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se producen antes de iniciarse el periodo de luz, con la consiguiente actuacion de la
funcidn “sincronizadora” sobre el ritmo circadiano, como si la elevacion de la misma se
produce dentro del periodo nocturno, momento en que se pone de manifiesto la funcion
“hipnotica” de la melatonina, resultados estos ultimos estar también en concordancia
con los obtenidos por Valsecia y Magor (1998). En nuestro estudio las horas elegidas
para la administracion de L-triptofano fueron las 09:00 h (una hora después de iniciar el

foto periodo de luz) y las 19:00 h (una hora antes de iniciarse el periodo de oscuridad).

Tras observar que no se aparecian cambios significativos en la temperatura
corporal en los animales de experimentacion tras la administracion de triptéfano con
ninguna de las concentraciones ensayadas, pasamos a valorar las posibles cambios de
peso de los animales. No fue detectando ningin cambio dréstico, aunque si fue
observado una ligera tendencia al descenso de peso, tras finalizar los siete dias de
administracion con cualquiera de las dos concentraciones ensayadas de triptdfano.
Finalmente valoramos las posibles variaciones que el aminoacido pudiera tener sobre la
funcion inmune inespecifica, es decir la que realizan las células fagociticas (heterofilos
en nuestro caso) valorando para ello la capacidad que presentan las mismas en ingerir y

destruir antigenos.

- Administracion de 125 mg de L-triptofano / kg de peso, durante 7 dias, a las
19:00 h.

Los resultados obtenidos en este estudio indican un claro incremento en la
capacidad de ingerir bolas de latex (Indice de fagocitosis) cuando las células eran
extraidas a las 21:00 h en el grupo de animales que fue administrado con la dosis de 125
mg de L-triptéfano/kg de peso a las 19:00 h durante 7 dias con respecto a animales
libres de tratamiento. Con la misma pauta y dosis de administracién y a esa hora de
obtencion de heterofilos, se observa también tanto un incremento en el numero de
heterofilos activos como en presentar una mayor capacidad en ingerir antigenos, datos
que son obtenidos a través del porcentaje y eficiencia fagocitica respectivamente. Sin
embargo, cuando se analizan los resultados obtenidos con la misma concentracion e
igual tiempo de tratamiento en la producciéon de anion superoxido (primera especie

reactiva de oxigeno que aparece en el estallido metabolico en estas células tras la
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ingestion del antigeno) no se observan variaciones. Es decir, que la administracion oral
del triptofano siguiendo esta pauta ha sido capaz de provocar una inmunoestimulacion

sin aumentar los niveles de radicales libres en estas células fagociticas.

A la vista de todo lo expuesto podriamos suponer que la no subida de anion
superoxido (medido a través de la reduccion de NBT) se podria deber a la accion
“scanvenger” de la hormona melatonina. Es decir la ingesta de triptofano a las 19:00 h
al se capaz de elevar los niveles circulantes de melatonina, seria la cuasa de la
inmunoestimulacion y de que no aumentaran los niveles de radicales libres gracias a la
propiedad antioxidante que presenta esta hormona (Terron y cols., 2004). Ademads los
valores observados de hormona melatonina en plasma, tras el tratamiento, son mas
elevados a las 21:00 h que a las 02:00 h (acrofase en condiciones basales) cabria pensar
que el triptéfano administrado durante siete dias es capaz de cambiar el ritmo circadiano
de la hormona melatonina, adelantando la acrofase en los niveles nocturnos. Estos
resultados estarian en concordancia con los obtenidos en ratas por (Sanchez y cols.,
2004), ya que en estos animales se ha observado que tras 21 dia de administracion de
triptofano se producen cambios en el ritmo diario de melatonina. Es decir, que
independientemente de si el animal posee hébitos diurnos o nocturnos, a través del a
aminoacido triptofano en su dieta se puede alterar el ritmo circadiano de la hormona

melatonina.

Cuando se obtuvieron datos a mitad del tratamiento con esta misma
concentracion de aa (es decir al tercer dia de su administracién a las tértolas), los
resultados mas patentes, indican un incremento del Indice fagocitico, cuando el
triptofano fue suministrado a los animales a las 19:00 h y los heterofilos aislados a las
02:00 h aunque los valores de melatonina circulante a esta misma hora no se encuentran
aumentados. Es decir y al igual que se ha comentado anteriormente, el triptéfano ha
provocado un cambio en el ritmo de produccion de melatonina al igual que sugiere
(Huether y cols., 1992). Y como sugiere Barriga y colaboradores (2002) la hormona
solo realizara su funcion cuando coincida con el nimero idoneo de receptores para ello
en las células inmunes. Esto podria ser la causa de que solo en un determinado espacio

de tiempo encontremos un ainmunoestimulacion.
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Para concluir, indicar que el analisis de hormona melatonina plasmatica, se
pone de manifiesto que tras la elevacion de los niveles hormonales a las 21:00 h los
niveles quedan descompensados mas tarde es decir a las 02:00 h, cambiando el ritmo de
hormona circulante en cuanto a su acrofase y manteniendo su nivel sanguineo a modo

de “vasos comunicantes” sin alterar la homeostasis endocrina.

-Administracion de 125 mg L-triptofano / kg de peso, durante 7 dias, a las
09:00 h.

Cuando se profundiza en los resultados obtenidos a esta misma concentracion de
triptofano (125 mg/kg de peso) durante siete dias de tratamiento pero a distinta hora de
administracion del aa, es decir a las 09:00 h, se observa que no aparecen cambios ni en
la capacidad de ingerir antigenos, ni en la produccion de anidon superodxido asi como la
concentracion de melatonina circulante con respecto a los animales libres de tratamiento
cuando la administracién coincide con el inicio del periodo luminoso. Es decir, es
probable que el momento de la administracién del aminoacido durante un periodo de
tiempo prolongado sea fundamental no sdlo para actuar sobre la respuesta inmune sino

también para influir en los pinealocitos en la produccion de melatonina.

-Administracion de 300 mg de L-triptofano/kg de peso, durante 7 dias, a las
19:00 h y 09:00 h.

Cuando nos centramos en los resultados obtenidos en la capacidad fagocitica de
los heterofilos que han sido aislados de animales a los que se les ha administrado tanto a
09:00 h como a las 19:00 h, 300 mg de L-triptéfano / kg de peso durante siete dias de
tratamiento, se observa una estimulacion en el indice de fagocitosis de estas células a
todas las hora del dia en que se llevaron a cabo las extracciones, aunque hay que sefalar
que la maxima estimulacion se aprecio en los heterofilos aislados a las 02:00 h en los
que se observan como “handicap” un aumento de los niveles de anidon superdxido tras la
fagocitosis (% de reduccion del NBT), acarreando el posible estrés oxidativo en tejidos

adyacentes.
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Es decir, la melatonina a las 02:00 ha conseguido estimular a los fagocitos, pero
no consigue una accion defensiva de secuestro sobre el exceso de radicales libres. Por

tanto quedaria descoordinada la accion antioxidante frente la inmunestimulante.

A mitad del tratamiento a la concentracion de 300 mg/kg de peso, se observan
en los heterdfilos obtenido a las 21:00 h, mayor capacidad fagocitica que los que
presentan los fagotitos del grupo control, aunque en menor proporcion que los del final
del tratamiento con esta dosis, observandose ademas que no aparecen cambios ni en los
niveles circulantes de melatonina, ni en la producciéon de anién superdxido tras la

ingesta cuando se comparan con los animales libres de tratamiento.

A la vista de todo lo expuesto podemos indicar que la mayor concentracion
estudiada de L-triptéfano (300 mg / kg de peso), provoca un mayor incremento en la
fagocitosis llevada a cabo por los heterofilos procedentes de Streptopelia roseogrisea,
cuando la administracion es al menos durante siete dias pudiendo insinuar que este
hecho podria deberse a un efecto dosis-dependiente, siendo el efecto mas patente
cuando depende de la varible tiempo. Ademds en concordancia con esta conclusion se
encuentran los resultados obtenidos in vitro por Terrén y colaboradores (2002) en
heterofilos incubados con melatonina a la concentracion fisiologica de 300 pg / ml y 50
pg / ml asi como la farmacolégica de 23x10° pg / ml, ya que dichos investigadores
observaron una estimulacion de la capacidad fagocitica, la cual iba aumentando su

efectividad al incrementarse el tiempo de incubacion.

Por tanto de forma general, como ya habian indicando con anterioridad otros
autores (Maestroni y cols., 1987. Conti y Maestroni 1994) se podria indicar que los
efectos ejercidos por el aa triptofano, sobre diferentes aspectos inmunes, depende del
protocolo experimental, de la dosis, del momento y via de administracion, sin olvidar el

modelo animal en el cual se realiza el estudio.
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1.2 Ritmos de sueiio/vigilia.

Tras dilucidar en Streptopelia roseogrisea el efecto que ejerce L-triptofano sobre
la actividad de las células fagociticas, la produccion de radicales libres asociado al
metabolismo oxidativo de los fagocitos y los niveles hormonales de melatonina en
plasma, pasamos a discutir los resultados mas determinantes sobre el efecto que la
administracion oral de este aminodcido ejerce sobre el ritmo suefio / vigilia en estas
aves. Se observa que cuando el aminoacido fue suministrado a las 19:00 h, tanto a la
concentracion de 125 como de 300 mg / kg de peso, se produce en algunos de los siete
dias de tratamiento el descenso de actividad durante el periodo de reposo nocturno. Pero
lo mas importante de resefiar es que los animales de experimentacion mostraron un
descenso mas patente de actividad trancurrido dicho periodo nocturno, es decir
durante el periodo luminoso que continuaba al periodo de oscuridad finalizado tras la
administracion, tendencia que queda recogida en el descenso significativo de la
actividad media total de estos siete periodos de luminosidad durante el tratamiento. Por
ello, podemos indicar que en este modelo animal de habitos diurnos, el triptéfano,
administrado oralmente momentos antes de iniciarse el periodo de oscuridad durante
siete dias, provoca un efecto sobre el ritmo de suefio/vigilia, que se manifiesta
transcurrido este periodo de oscuridad es decir, durante el periodo de luminosidad
siguiente. Todo ello podria explicarse en base a que las dosis de administracién
utilizadas son farmacoldgicas ( Huether y cols., 1994.; Herichova y col., 1998), y por
tanto, muy superiores a los niveles de recomendacion diaria de administracion,
(recordemos que en nifios lactantes la R.D.A. es de 17 mg / kg peso y dia de este
aminoacido), anadido a la desincronizacion existente en el metabolismo de los indoles,
como queda comprobado al adelantarse la acrofase de la hormona melatonina cinco
horas tras el tratamiento con la dosis de 125 mg/kg de peso, quedarian por lo tanto los
niveles de dichas indolaminas desencarrilados y con ello el ritmo de actividad /reposo.
Por lo tanto dichas dosis del aminodcido triptéfano antes del inicio del ciclo de
inactividad durante un periodo prolongado no son aptos para el descenso de actividad en

el periodo nocturno de Streptopelia roseogrisea, menor de un afo.
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Nuestros resultados estan en concordancia con los obtenidos en humanos por
Arnulf y colaboradores (2002) los cuales observan una disminucién sobre la fase REM
en el suefio nocturno, tras la administracion oral de infusiones proteicas ausente de L-
triptofano a media mafiana, es decir el estudio inverso al disefiado en esta
investigacion. Podemos afirmar que el efecto que ejerce la ausencia de este a
aminodcido y de su metabolismo durante el periodo de actividad es totalmente
determinante para alterar las fases del suefio durante el periodo nocturno. Debido al
cambio de acrofase en las indolaminas como es el caso de la melatonina, tras el

tratamiento con triptofano, anteriormente resefiado.

A la vista de estos resultados sobre el ciclo de actividad/inactividad, se modifico
el momento de administracion de L-triptofano, cambiandose la pauta a las 09:00 h, es
decir al inicio del periodo de luz, y volviendo a ensayar las dos concentraciones
anteriormente mencionadas. Los resultados revelan que con la administracion oral de la
dosis menor estudiada (125 mg de L-triptofano/kg de peso) se aprecia descenso en la
actividad nocturna a lo largo de los siete dias de tratamiento, pero ademas con la dosis
mayor (300 mg de L-triptofano/kg de peso) aparece un descenso mas patente de la
actividad en el reposo durante el periodo nocturno, sin alterar ademéas la actividad
diurna a lo largo de siete dias de tratamiento. Cuando se observa los niveles de
melatonina circulante, apreciamos que la acrofase de esta hormona no se encuentra
modifica. Estos resultados satisfactorios sobre la potenciacion del descanso nocturno, se
podrian deber a niveles elevados de triptofano durante el periodo de luz, y su
metabolismo hacia indolaminas, como es el caso del neurotransmisor serotonina,
asegurando un nivel Optimo de este neurotransmisor durante este ciclo de actividad.
Este neurotransmisor  descenderia  sus niveles, durante el periodo nocturno,
coincidiendo con el cese de la actividad motora, permitiendo asi el reposo vy el
perfecto descanso (Lechin y cols., 2004), regulando dichos ritmos la hormona

melatonina.

En resumen podemos indicar que el triptéfano, administrado a la concentracion
de 300 mg/kg de peso de forma oral en nuestro modelo animal (Streptopelia
roseogrisea) de menos de un afio de edad, puede actuar sobre los ritmos circadianos,

consolidando el reposo nocturno cuando dicha administracion se realizada al inicio del
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periodo de luz, al igual que nos encontramos al analizar el efecto del triptéfano sobre la
funcién inmune innata. Indicar finalmente el efecto desincronizador en el ritmo de
actividad /reposo de las dosis administradas antes de iniciar el periodo de oscuridad, al
producir cambios en la acrofase de la melatonina. Es decir es necesario tener altos
niveles de serotonina durante el dia y altos de melatonina durante la noche sin modificar
en absoluto la acrofase de esta hormona, para que la misma se pueda unir a los
receptores en el momento idéneo, permitiendo una perfecta sincronizacion del ritmo

suefio / vigilia.

Se demuestra asi en esta especie aviar diurna lo que se habia puesto de
manifiesto en mamiferos que el aminoacido triptéfano puede actuar como un modulador

del ciclo de actividad y reposo nocturno.

2. Experimentacion en humanos.

Es ampliamente reconocido que la lactancia natural ofrece numerosas ventajas
frente a la artificial, debidas, entre otras propiedades, a sutiles diferencias en su
composicién e incluso en componentes relativamente simples como por ejemplo, el
contenido de triptéfano de la leche materna, que es mas abundante en ella que en las

leches comerciales para lactantes.

2.1 Triptéfano y lactancia.

Los fabricantes de alimentos infantiles se han preocupado de conseguir formulas
que alcancen la mayor similitud posible con leche materna. Sin embargo, la igualdad
completa es imposible, debido, entre otras causas, a que simplemente las proteinas o los
elementos celulares de la leche de cada especie animal son esencialmente diferentes.
Pero ademds, se han documentado diferencias en los componentes relativamente
simples: ejemplos significativos son el alto contenido en uridina o en triptéfano en la
leche materna, que hasta ahora no se han reflejado en las formulas comerciales de leche

artificial.
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Pero por otra parte, existen acusadas variaciones circadianas en la composicion
de la leche humana y cabe suponer que estos cambios también deben tener una
importancia funcional no desdefiable. Y sin embargo, hasta el momento no se han
desarrollado en absoluto formulas para alimentos infantiles que tengan en cuenta estos
aspectos, pese a que la informaciéon sobre la variabilidad circadiana de la leche esté
disponible ya desde hace bastante tiempo. Por ejemplo, existen numerosas referencias
que demuestran valores de acrofase y nadir diferente segun el componente en cuestion.
Asi, existen valores maximos al atardecer para el péptido inductor del suefio (Graf y
cols., 1984), el cortisol, sodio y potasio (Keenan y cols., 1983), folatos y lipidos
(Hurgoiu y cols., 1985, Stafford y cols., 1994); en cambio, el maximo de organelos
citoplasmaticos dispersos en la leche ocurre después de anochecer, mientras que hay
concentraciones maximas matutinas de cobre, zinc y hierro (Picciano y Githrie, 1976,
Feeley y cols., 1983, Karra y Kirksey, 1988) y lactosa, estando esta ultima
correlacionada de forma inversa con otro oligosacéridos (Viverge y cols. 1986). Por su
parte, los aminoacidos aspartico, alanina, glutamina, treonina y glutamato alanzan el

maximo al principio de la tarde (Shubat y cols., 1989).

Por todo lo expuesto y una vez finalizadas las primeros cuestiones que nos
planteamos en nuestros animales de experimentacion en los primeros meses de vida en
los que hemos observado que la administracion de triptéfano modifica tanto la respuesta
inmune innata como los ciclos de actividad/reposo, seguimos nuestras investigaciones
en humanos y en concreto en nifos lactantes en los que nos planteamos la siguiente
cuestion: ;La leche humana presenta o carece de oscilaciones circadianas en la
concentracion de triptofano? y continuando en esta linea, nos planteamos también
analizar como seria el ritmo circadiano del ritmo suefio / vigilia en los nifios

alimentados con lactancia materna.

2.2 Sueiio/vigilia en lactantes.

A la hora de comprender el probable efecto de las modificaciones en la leche
materna descritas en el parrafo anterior, es conveniente atender a las funciones que en la

especie humana se encuentra fuertemente controladas por periodicidad circadiana. En

mayor medida bajo control circadiano se puede sefalar el ritmo de suefio-vigilia y el
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sistema inmunologico. Como sabido que ambas funciones estin profundamente

relacionadas (Moldofsky, 1997).

Las perturbaciones del suefio estan recibiendo una atencion creciente por parte
de los profesionales de la salud, dada la importancia que presentan en relacion con
estado general de la salud, y sobre todo por las repercusiones del buen o mal dormir en
vigilia. De hecho, es conocido que cerca de un 50% de la poblacién presenta algiin

trastorno del suefo que en la mayoria de los casos se traduce en somnolencia diurna.

Uno de los colectivos que presenta dichas perturbaciones es la de las personas
con nifios de corta edad. Es sabido que los ciclos de suefio/actividad en el recién nacido
no se acomodan al ritmo normal de 24 horas determinado por luz/oscuridad y ello causa
trastornos similares en las personas encargadas de su cuidado. Las estadisticas de la
incidencia de los trastornos en los ciclos de los padres de lactantes y nifios de corta edad
han sido poco estudiadas, pero es indudable que existe un mercado potencial
importante, que indudablemente responderia de forma muy positiva a la presentacion
comercial de una dieta que ayudase a consolidar los ciclos en el recién nacido y en

lactantes.

En la direccion apuntada en los parrafos anteriores, es sabido que la
administracion exogena de triptéfano incrementa los niveles de serotonina en el cerebro
y siendo su precursor, también debe suponer que influye sobre la sintesis de melatonina.
Ambas sustancias, serotonina y melatonina ejercen importantes acciones sobre le suefio,
ya que la serotonina potencia la cantidad de suefio de onda lenta y la melatonina marca

el ritmo suefio / vigilia (Lavie y Luboshitszky, 1997).

Con estos antecedentes se ha intentado mejorar la cantidad del suefio
administrando suplementos dietario de triptéfano, siendo hoy su uso seguro y con
menos efectos secundarios que otros muchos farmacos usados en el tratamiento de

depresion y alteraciones del suefio (Riemann y Vorderholzer, 1998).
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En la misma direccion, es sabido que la leche materna presenta una cantidad de
triptéfano superior a la de la leche de otros animales y se ha sugerido suplementar con
dicho aminoacido las leches artificiales hasta alcanzar los niveles iguales a los referidos
en la leche humana (Yogman y Zeisel, 1983, Sarwar y Botting, 1999). Por otras parte
hay datos en los recién nacidos alimentados con biber6én presentan mayor inquietud e
intervalos de actividad-inactividad mas irregulares (Lucas y St James-Robert, 1998),
cabe imaginar que la relacion entre ambos factores puede ser de importancia. En
resumen, se podria pensar que afiadir pequenas cantidades de triptofano (hasta igualar
los valores conocidos en la leche humana) a los alimentos infantiles puede mejorar en
muchos aspectos la adaptacion de los ritmos del lactante al ciclo luz-oscuridad de 24
horas, que tiene que traducirse en una mejoria en los patrones de suefio y en general en

el estado de salud del nifio.

Para llegar a este fin, es necesario en primer lugar conocer los valores de
triptofano en la leche materna, asi como conocer sus variables cronobioldgicas. Tras
analizar nuestros resultados del contenido de triptéfano en la leche materna durante un
periodo de 24 horas. Los valores durante ese periodo no fueron constantes, presentando
un ritmo circadiano. Los mayores valores definidos por la acrofase se encuentran

entorno a las 03:00 h y el mesor (su valor medio) es de 67,95 pmol/l.

El analisis de 6-sulfatoximelatonina, metabolito catabdlico de la hormona
melatonina  excretado por via urinaria, indica tanto en lactantes como en sus
progenitoras, valores diferentes a lo largo del periodo diario. Ambos presentan un ritmo
circadiano pero con parametros de cronobiologia diferentes, corroborando nuestros
resultados los obtenidos en nifios de Ardura y colaboradores (2003) que indican la

aparicion del ritmo circadiano de melatonina al final de periodo neonatal.

La acrofase del ritmo en las madres se encuentra a las 12:00 h con un mesor de
9,72 ng/ml. En cambio los bebés del estudio con tres meses de vida y alimentados
exclusivamente con lactancia materna, al presentar en su ritmo una amplitud diferente a
la de las madres, la acrofase se encuentra a las 06:00 h y su mesor es de 11,45 ng/ml. A

su vez estos nifios, recordemos alimentados exclusivamente con leche materna,
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presentan ya un ritmo de actividad / reposo totalmente instaurado con un suefio real,

durante la noche, de 8 horas y 30 minutos + lhora y 1,5 minutos

Tras estos resultados se puede exponer que el ritmo de 6-sulfatoximelatonina en
lactantes bajo las caracteristicas anteriormente mencionadas de tiempo de vida y de
alimentacion, se encuentra encarrilado, ademas dicho ritmo del lactante se encuentra
atrasado con un desfase de 3 horas y 12 minutos con respecto al ritmo de triptéfano en

la leche materna.

Este retraso estaria causado por los siguientes procesos metabolicos:

a) La formacioén de melatonina a partir del triptéfano ingerido, con un tiempo

estimado de 60 minutos (Hajak y cols., 1991; Penev y cols., 1997).

b) Mas el catabolismo de la hormona melatonina hacia 6-sulfatoximelatonina y
posteriormente su excreccion; con una vida media de eliminacion de entre 30 y 50

minutos (Penev y cols., 1997; Valsecia y cols., 1998).

Descubriendo que en las etapas iniciales de la vida, el ritmo de dicho
aminoacido repercute intimamente en el anabolismo de la hormona melatonina y en la

consolidacion del reposo durante el ciclo nocturno.
Por todo lo expuesto y junto con nuestros resultados, se apoya la idea de la

aparicion de alimentos infantiles, regulados de forma ritmica, con el aminoacido

triptofano, para consolidar el ciclo suefio / vigilia en lactantes.
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6. CONCLUSIONES.
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De los resultados obtenidos en el estudio “Triptéfano, melatonina y ritmos de
actividad/ inactividad en animales diurnos y nifos lactantes. Fagocitosis y metabolismo

oxidativo” podemos concluir:

1. -El aminoécido L-triptéfano administrado a la concentracion de 125 mg / Kg de peso
al final del periodo luminosos (19:00 h) a Streptopelia roseogrisea, menor de un afo,
de forma oral, incrementa la capacidad fagocitica en heter6filos sanguineos extraidos a

las 21:00 h, coincidiendo a esta hora con un aumento de melatonina circulante.

2. -Cuando la administracion se realiza en Streptopelia roseogrisea, menor de un afo, al
inicio del periodo luminoso (09:00 h) o al final del periodo luminosos (19:00 h), con la
concentracion de 300 mg / Kg de peso, el mayor incremento en la capacidad fagocitica
se provoca en los heter6filos extraidos a las 02:00 h, efecto que se observa al aumentar

el tiempo de administracion.

3. -La acrofase de los niveles circulantes de melatonina se adelanta a las 21:00 h con la
administracion antes de iniciarse el periodo de oscuridad (a las 19:00 h) de 125 mg de
L-triptéfano/kg de peso en Streptopelia roseogrisea, menor deun afio, efecto que se

aprecia al aumentar el tiempo de administracion.

4. -Cuando la administracion oral de L-triptofano en Streptopelia roseogrisea, menor de
un afio, a la concentracion de 125 y 300 mg / kg de peso, se realiza antes de iniciarse el

periodo de oscuridad, se observa un descenso en la actividad diurna de estos animales.

5. -La administraciéon oral de L-triptéfano al inicio del periodo de luminosidad a la
concentracion de 300 mg / kg de peso, en Streptopelia roseogrisea, menor de un afio,
provoca una disminucion de la actividad y por tanto efecto somnogénico en el periodo

nocturno.

6. -El triptofano posé un ritmo circadiano en las leches maternas con una acrofase que

corresponde a las 03:00 h y un nadir a las 15:00 h.
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7. -La orina de las madres presenta el ritmo circadiano de excrecion de 6-
sulfatoximelatonina, metabolito de excrecion de la hormona melatonina, con la acrofase

alas 12:00 h, el nadir a las 20:00 h y un mesor de 9,72 ng/ ml.

8. -En la orina de los nifios con tres meses de vida y alimentados exclusivamente con
leche materna, se encuentra instaurado un ritmo circadiano de 6-sulfatoximelatonina; su
acrofase se presenta a la 06:00 h, el nadir a las 17:00 h y posé¢ un mesor de 11,45 ng /

ml.

9. -En los ritmos circadianos de triptofano en leche materna y 6-sulfatoximelatonina en
orina del lactante, sus acrofases se encuentran proximas, percibiendo en ello influencia
temporal del ritmo de triptéfano en leche materna sobre el ritmo circadiano de

melatonina.
10. -Los nifios alimentados exclusivamente con leche materna, presentan claramente un

ritmos circadiano suefio / vigilia, con un periodo de suefio real durante el descanso

nocturno de 8 horas y 30 minutos.
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