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ABREVIATURAS

AA-NAT: arylalkilamina N-acetil-transferasa
ABP: Actina binding protein

ADCC: Citotoxididad celular dependiente de anticuerpos
AFMK: N-acetil-N-formil-e-metoxikinuramina
AMPc: Adenosin monofosfatos ciclico

ARN: Acido ribonucleico

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

ATP: Adenosin trifosfato

Ca"" e: Calcio extracelular

Ca"" i: Calcio intracelular

CAT: Catalasa

DHA: Dehidroascorbico

DNA: Acido desoxirribonucléico

ETC: Cadena de transferencia de electrones
FAD: Flavin adenin dinucledtido

FSC: Factor estimulador de colonias

GCS: Ganglio cervical superior

GMPc: Guanosin monofosfatos ciclico

GPx: Glutation peroxidasa

GRd: Glutation reductasa

GO6PD: Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa
GSH: Glutation reducido

GSSG: Glutation oxidado

HIOMT: Hidroxindol-O-metil-transferasa
5-HT: 5-Hidroxitriptofano

IFN: Interferon

IL: Interleukina



Kd: Constante de disociacion

LPS: Lipopolisacarido

MAD: Malondialdehido

MIF: Factor inhibidor de los melanocitos
MIOS: Sistema opioide inducido por melatonina
MPO: Mieloperoxidasa

NA: Noradrenalina

NADPH: Nicotin adenin difosfato hidroxilasa
NAT: N-acetil-transferasa

NK: “Natural Killer”

NO: Oxido nitrico

NPV: Nucleo periventricular

NSQ: Nucleo supraquiasmatico

PHA: Fitohemoaglutinina

PMNs: Polimorfonucleares

RI: Radicales libres

RNS: Especies reactivas de nitrogeno
ROI: Oxigeno reactivo intermediario
ROS: Especies reactivas de oxigeno
SCG: Ganglio cervical superior

SNC: Sistema Nervioso Central

SNE: Sistema neuroendocrino

SOD: Superoxido dismutasa

SRBC: Sheep red blood cell

TF: Factor tisular

TNF: Factor de necrosis tumoral

TOPH: Triptofano hidrolasa
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1. INTRODUCCION



1.1. INTRODUCCION AL ESTUDIO DE LA GLANDULA PINEAL.

1.1.1. RESENA HISTORICA.

“Podemos entonces concebir aqui que el alma tiene su asiento principal en la
pequenia glandula que existe en medio del cerebro, desde donde irradia a todas las
partes del cuerpo por medio del espiritu animal, a través de nervios e incluso la sangre,
participando el espiritu en la funcion de poder llevar por las arterias a todos los

miembros...” (René Descartes en “De Homine”, 1640).

La glandula pineal o epifisis cerebral se conoce desde hace mas de 2000 afios. Los
escritos mas antiguos coinciden con la descripcion de Galeno (130-200 DC) quien tomé
referencias de Herolifus de Alejandria (325-280 AC). Herofilus aparentemente pensaba
que la pineal era una valvula que regulaba el flujo del espiritu desde el tercer al cuarto
ventriculo. Galeno, sin embargo consideraba que la pineal era una glandula que habia
que tener en consideracion como un oOrgano que llenaba vacios entre los vasos
sanguineos y los soportaba. Citas literarias clasicas de la India se refieren a la pineal
como un 6rgano de clarividencia y mediacién que también permite al hombre recordar
su vida pasada. Hay una abundancia de representaciones del tercer ojo en las imagenes

orientales (Figura 1).

FIGURA 1: Representacion de Buda. Se observa el tercer ojo correspondiente al octavo chakra

(3jnd). Este tercer ojo simboliza la vision total. (Tomada de Gonzalez y Valladolid, 1994).
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Los estudios de autores clasicos de la medicina Greco-Romana consideran que es una
estructura capaz de materializar y transportar el flujo de pensamiento desde el tercer al

cuarto ventriculo (Zrenner, 1985).

La primera buena descripcion de la pineal deriva originalmente del siglo XV,
pero no es hasta el siglo XVI donde se da una descripcion de su situacién anatdémica en
el trabajo de Vesalius titulado De Humanis Corporis Fabrica. Probablemente el texto
antiguo mas famoso sobre la pineal es el de René Descartes (1595-1656) quien
embellecio la existencia fisiologica y concepciones anatomicas en su libro De Homine
en el que afirmaba que la pineal es un centro donde el alma recibe la informacion desde

el cuerpo (Figura 2).

FIGURA 2: En “De Homine”, Descartes describe la luz como imdgenes trasmitidas a la retina

y que estimulan el espiritu animal el cual viaja a través de nervios y activa la glandula pineal.

Descartes (1662) consideraba que la pineal controlaba el flujo del espiritu animal por
los nervios motores y asi influenciaba los movimientos del cuerpo. El pensaba que los
estimulos de la funcion pineal venian desde la retina, una intuicidbn madas, que

efectivamente se ha visto que es verdad hoy dia. Usualmente Descartes, atribuyo el
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concepto de pineal como el asiento del alma, aunque esta idea deriva probablemente
desde Herofilus. Estas antiguas ideas persistieron por muchos siglos y algunas se
extendieron hasta el siglo XX.

Voltaire (1694-1778) describi6 la epifisis como el director del cerebro, guiando
la operacion de los hemisferios por medio de dos bandas de nervios. Ahlborn en 1884
fue el primero en notificar la remarcada semejanza entre pineal/0rgano parietal de
algunos poiquilotermos y la estructura de los ojos laterales. Esta fue ciertamente una
observacion crucial, tanto que lider6 el interés extensivo en la historia evolutiva de la
pineal en este siglo y en el siglo siguiente. Arendt en 1995 afirm6 que el o6rgano
fotosensorial de poiquilotermos llegd a ser la pineal secretora de mamiferos. Esto es
firmemente apoyado en la anatomia comparada moderna y se sabe de la influencia de la
luz sobre este drgano secretor, la cual puede ser directa o indirecta.
Las primeras observaciones de tumores en la glandula pineal fueron dadas por Heubner
y Marburg, junto con otros trabajos, encabezando la conclusiéon importante de la
influencia de la glandula pineal sobre la funcidon reproductiva (Heubner, 1898).
En la mitad del siglo XX, Holmgren observd las células pineales con una actividad
secretora, los pinealocitos, de naturaleza similar a las células fotorreceptoras de la retina
(Holmgren, 1959). En anfibios, lagartos y algunos peces, la glandula pineal es de
naturaleza parietal extracraneal, con estructuras fotoreceptivas parecidas a las lentes o la
retina que pueden actuar como un “tercer ojo”. Estas caracteristicas anatomicas y
fisiologicas enuncian a la pineal, incluida la de humanos, para ser el candidato como

vestigio de alglin 6rgano visual primitivo (Collin, 1972).

Nuestro primer conocimiento de los mecanismos de control de la glandula pineal
deriva de los estudios clasicos de Ariens Kappers sobre la via de inervacion de la pineal
desde el ganglio cervical superior del sistema nervioso simpdatico (Ariens Kappers,
1995). En toda la historia de la investigacion de la pineal no hay, sin embargo, ningin
descubrimiento mas extraordinario o importante que el de la estructura de su principal
hormona, la melatonina por Aaron Lerner y colaboradores en 1958. Ellos procesaron
cromatograficamente miles de glandulas pineales bovinas e identificaron el compuesto

bioactivo N-acetil-5-metoxitriptamina (Lerner y cols., 1958). Le dieron el nombre de
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melatonina por sus efectos sobre la pigmentacion de la piel de ranas y por su relacion
quimica con la serotonina (5-hidroxitriptamina) (Lerner y cols., 1960). Observaron que
la melatonina tenia efectos potentes sobre la pigmentacion de la piel de muchos
animales, aunque los mas importantes descubrimientos fueron los relativos a sus efectos
antigonadales sobre el sistema reproductivo de mamiferos (Lerner y Nordlund, 1975).
Sin embargo, a pesar de su nombre, hay que enfatizar que la melatonina no tiene efectos
directos sobre los melandforos en mamiferos. De forma indirecta, si ha de considerarse
que la melatonina tiene una accién estimulante sobre la liberacion de MIH (factor
inhibidor de los melanocitos) y consiguientemente presenta una accion inhibitoria sobre

la producciéon de melanina (Guyton y Hall, 1997).

1.1.2. ASPECTOS EVOLUTIVOS DEL COMPLEJO EPIFISIAL Y LA
MELATONINA.

Tanto el complejo epifisial como la melatonina tienen una antigiiedad
filogenética extraordinaria. Signos inequivocos han mostrado la existencia del foramen
parietal en craneos de fosiles de ciertos vertebrados del Devoénico y Silarico, ancestros
hoy dia de peces, anfibios y reptiles, sugiriendo que el 6rgano pineal ya existia entonces
(Roth y Roth, 1980). Sin embargo, a pesar de la pronta aparicion de la pineal en
vertebrados, la melatonina muestra una mayor antigiiedad y un grado de conservacion y

ubicacion muy fuerte.

La presencia de melatonina, con una estructura idéntica a la encontrada en todos
los vertebrados, ha sido descrita en : (a) organismos unicelulares , incluyendo la Monera
(Rodospirillum rubrum) (Poeggeler y cols., 1995), Protistas (Gonyaulax poluedra )
(Poeggeler y cols., 1991: Hardeland, 1999) y levaduras (Sacharomuces cerevisiae)
(Hardeland, 1999); (b) plantas (Dubbels y cols., 1995; Hattori y cols., 1995) y (¢) en
vertebrados (Vivien-Roels y Arent, 1983; Hardeland y Poeggeler, 2003) asi como en la
langosta migratoria (Locusta migratoria), el cangrejo (Carcinus maenas), la sepia

(Sepia officinalis), etc. En plantas, el papel bioloégico de la melatonina no ha sido aun
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clarificado. En otros organismos, sin embargo, su papel ha sido relacionado a la
transduccion de la informacion fotoperiodica estacional y circadiana (Haderland, 1993).
La mencionada ubicacion y conservacion de una molécula como la melatonina atrajo la
atencion de algunos investigadores que trataban de arrojar algo de luz sobre como sus
funciones podrian haber evolucionado en una escala evolutiva. Desde el punto de vista
quimico, la melatonina mostr6 una inestabilidad y sensibilidad extrema a la luz

(Haderland, 1993).

El hecho de que la melatonina actiie como un potente antioxidante, refleja una
propiedad de potencial importancia para comprender su papel como un mediador
quimico de la oscuridad. En el comienzo y por millones de afos, la melatonina habria
sido originariamente usada como parte del sistema protector antioxidante. En general
todas las indolaminas podrian ser usadas para este proposito. Si se compara con otros
antioxidantes a pH fisiologico, la melatonina podria ser el mas eficiente con respecto a
ellos. Sus concentraciones efectivas, sufren oscilaciones que coinciden con el ciclo luz-
oscuridad. Esta alternancia podria ser la razoén primaria por la cual la melatonina, fue
adoptada como un mediador de la informacion en la oscuridad. También la
concentracion de las especies reactivas de oxigeno y algunas células expuestas a la luz
se ha encontrado que estan sujetas a este fuerte ritmo. Esto podria haber sido usado por
los ancestros de organismos presentes hoy en dia cuyas células y mas especialmente su
retina y fotorreceptores pineales, habrian sido protegidos de radicales libres de oxigeno.
Ademas es posible que el papel de la melatonina en la evolucion filogenética sea la base
de las excepcionales propiedades y disponibilidad de la molécula. En el tultimo periodo
evolutivo, la sintesis de melatonina podria haberse acoplado a un oscilador circadiano,
una conexion que tendria la ventaja de que el ritmo de melatonina seria un indicador en
los niveles tanto de luz como de radicales libres de oxigeno (Hardeland, 1993;
Haderland y cols., 1995). Para los animales, la oscilacion de los niveles de melatonina
servirian para determinar con gran precision la hora del dia (el reloj de la melatonina) y
la estacion del afio (el calendario de la melatonina), permitiendo hacer cambios
fisiologicos y comportamentales necesarios para anticipar con ventaja las fluctuaciones

dramaticas ambientales (Reiter, 1993).
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1.1.3. PAPEL FISIOLOGICO DE LA GLANDULA PINEAL.

Existen pruebas convincentes de que la glandula pineal se encuentra involucrada
en la regulacién de los procesos reproductivos de ciertos mamiferos, posiblemente
incluso en humanos. Sin embargo, los mecanismos concretos por los cuales la pineal
afecta los procesos reproductivos no estan claros. Existe la creencia generalizada de que
la pineal segrega una hormona que tiene propiedades antigonadotrépicas, y una gran
cantidad de datos experimentales sefialan a la melatonina, una indolamina, como la
antigonadotropina pineal (Wurtman y Axelrod, 1968). Los niveles circulantes de
melatonina por la noche se elevan en casi todos los vertebrados, como resultado de un
incremento de su sintesis y liberacién por la glandula pineal. Este incremento
desempefia la funcion de “senalizacion hormonal de la noche” y es la base de la
coordinacion de los ritmos diarios y estacionales con el ciclo dia/noche (Figura 3). Por
tanto, la sefial de melatonina es esencial para la supervivencia de muchos animales con

reproduccion estacional (Klein y cols., 1992).

Melatonina
( N-acetil-5-metoxitriptamina)

Glandula
pineal

retinohipotalamico

Nucleo supraguiasmatico
(el "reloj biologico™)

v

Qo

Ganglio cervical
superior

FIGURA 3: Produccion y secrecion de melatonina a través del sistema neuronal activado por la

oscuridad y suprimido por la luz (Tomada de Brzezinski, 1997).
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La glandula pineal o epifisis cerebral fue conocida desde la mas remota
antigiiedad (1lamo la atencion del hombre desde el tiempo de los griegos), asigndndole a
esta glandula diferentes funciones todas de tipo espiritual. En el transcurso del siglo
XIX, las investigaciones microscopicas en los vertebrados estuvieron acompanadas de
observaciones clinicas y de estudios experimentales. A principios del siglo XX se
comprobd que el o6rgano fotosensorial de algunos vertebrados evolucion6 hasta llegar a

ser la glandula pineal secretora de mamiferos (Hadley, 1997).

El posible significado fisiologico de la glandula pineal fue reconocido por
primera vez a finales del siglo XIX. Kitay y Alteschule (1954) descubrieron algunas
correlaciones entre hechos clinicos y disfunciones pineales, con evidencias claras de la
existencia de relaciones entre la pineal y las funciones reproductivas en humanos
(Hadley, 1997). Aaron Lerner y colaboradores (1958) buscaban un factor que pudiese
ser responsable del vitiligio en humanos (manchas blancas en la piel). Siguiendo los
estudios realizados por McCord y Allen (1917) aislé y determiné la estructura de una
sustancia pineal, una indolamina a la que llam6 melatonina (del griego Melas =
oscuridad y tonein = supresion). Este descubrimiento marcé un punto de inflexion en la
historia de las investigaciones sobre la pineal. Se observo asi que la melatonina, N-
acetil-5-metoxitriptamina, tenia efectos muy potentes sobre la pigmentacion de la piel
de muchos animales, pero no en humanos, aunque los descubrimientos mas importantes
fueron realizados con sus efectos antigonadales en el sistema reproductor de los
mamiferos (Hadley, 1997). A lo largo de los tltimos afios, a pesar de que todavia se esta
lejos de entender el exacto papel fisiolégico de la melatonina y sus posibles cambios
durante la evolucidn, esta sustancia ha incrementado su interés publico como droga
contra la edad (Turek y cols., 2000; Reiter, 2000a, b), insomnio y jet lag (Caspi, 2004),
estrés (Reiter, 2003), disfunciones inmunes (Guerrero y Reiter, 2002) e incluso cancer

(Skwarlo-Sonta y cols., 2003).
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1.2. GLANDULA PINEAL Y MELATONINA: ASPECTOS GENERALES Y
PARTICULARIDADES EN AVES.

1.2.1. ANATOMIA DEL COMPLEJO EPIFISIAL EN AVES

El organo pineal de aves (en el 20% de las aves estudiadas), asi como el de
peces, anfibios y reptiles, tiene una estructura bipartida: un 6rgano pineal primario y
uno secundario, llamado también tejido pineal accesorio. Por esta razon, algunos autores
hablan de un sistema pineal para aves. El 6rgano pineal primario puede aparecer como
una estructura que se extiende desde la regioén intercomisural del techo del tercer

ventriculo en el cerebro (Figura 4).

v
—»‘ ei‘i' )

/ \
' landula Pineal |
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Glandula Pineal

Telencéfalo

FIGURA 4: El cerebro aviar. A) Vista dorsal. B) Seccion medio-sagital mostrando la posicion

de la glandula pineal entre las comisuras anterior y posterior (Tomada de Barriga y cols., 2004).
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El parénquima del 6rgano pineal aviar presenta varios tipos de células, pero los
mas claramente definidos son los pinealocitos, los cuales constituyen un grupo de

células similares a las células fotorreceptoras pineales de poiquilotermos (Figura 5).

FIGURA 5: Evolucion del complejo epifisial en varias clases de vertebrados (A) lampreas; (B)
teleosteos; (C) anuros; (D) lagartos; (E) aves; y (F) mamiferos, correlacionado con la evolucion
de cambios ultraestructurales en los receptores. Excepto en mamiferos, la pineal de los
diferentes grupos de vertebrados recibe la informacion de la luz a través de la piel y de los
huesos del craneo. El 6rgano pineal (PO) esta situado en el techo del diencéfalo, dorsalmente al
tercer ventriculo (IIIV) y entre la comisura habenular (HC) y la comisura posterior (PC). En
poiquilotermos esta asociado con otra estructura fotosensible. El organo parapineal en peces
(Pa0), el 6rgano frontal en anfibios (FO) y el ojo parietal de reptiles (PE). (Tomada de Barriga
y cols., 2004).
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La principal caracteristica de este tipo de células fotorreceptoras que las distingue de
otros tipos de células pineales es la presencia de un corto segmento externo con
laminaciones concéntricas. Estas estructuras fueron descritas por primera vez por
Gonzalez y Valladolid (1996) en la especia Gallus gallus. El microscopio de
transmision electronica mostré un equipo de estructuras rudimentarias en forma de
zonas concéntricas que se correspondian con los segmentos de las células
fotorreceptoras. Mas estudios en el microcopio electronico sobre Uronlancha domestica
mostraron diferente morfologia en estos segmentos externos, con forma bulbosa o
alongada. Sus zonas concéntricas podrian estar desordenadas en apariencia como

consecuencia de procesos degenerativos (Figura 6).

Figura 6: Representacion esquematica de una célula fotorreceptora de la pineal o tercer ojo e
aves. SE = segmento externo, SI = segmento interno, ZN = zona del nucleo, PB = prolongacion

basal, S = sinapsis (Tomada de Gonzalez y Valladolid, 1994).
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Hay aun algunas dudas sobre la existencia de conexiones de nervios aferentes, aunque
en Gallus gallus Collin y colaboradores (1976) y Gonzalez y Valladolid (1996)
describieron a un nivel ultraestructural la presencia de una inervacion aminérgica con
las vesiculas oscuras. La existencia y naturaleza de estas células fotorreceptoras en la
glandula pineal de pollos fue confirmada en los trabajos de Binkley y colaboradores

(1977) y Goto y colaboradores (1990).

La presencia de granulos de secrecion en los pinealocitos de tipo receptor de
pajaros seria un signo de que existe un proceso secretor en estas células. Estos granulos
de secrecion han sido descrito en los pinealocitos de Gallus gallus y Columba livia; se
forman en el aparato de Golgi y se acumulan en varios sitios: en las prolongaciones
basales y distales en el caso de Gallus gallus, Columbia livia y Passer domesticus o en
la perikaria en el caso de Melopsittacus undulatus y Anas platyrhynchos. La cantidad de
estos granulos de secrecion es bastante variable, aunque se han observado con
abundancia en Pica pica 'y Melopsittacus undulatus. Posiblemente estos granulos tengan

una funcion serotonérgica (Gonzalez y Valladolid, 1996).

1.2.1.1. Fototransduccion en el fotorreceptor modificado de aves.

El organo 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 drganos pineales de aves
aislados. Se ha descubierto mediante técnicas de patch-clamp un canal cationico
dependiente de GMPc en células aisladas de la pineal de pollo, sugiriendo que un
mecanismo de fototransduccion similar al descrito en la retina podria tener lugar en los
receptores modificados de aves (Dryer y Henderson, 1991; 1993; D’Souza y Dryer,
1995). Asi fueron descritas 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 y Vihg-Teichmann, 1981; Araki y

cols., 1992). También fue clonada una segunda molécula de fotopigmento, especifica de
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la glandula pineal de ave (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 (Anax=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
simpatica de la pineal contribuye a la inhibicion de la expresion de caracteres sensibles

(Araki y cols., 1992).

El cromoforo 11-cis-retinal fue descubierto en glandulas 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; 1993). Finalmente en la pineal de
aves hay 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).

1.2.2. SINTESIS Y METABOLISMO DE LA MELATONINA.

Aunque en la glandula pineal de diversas especies se han detectado sustancias
de naturaleza quimica muy variada, incluyendo diferentes neuropéptidos, las unicas
cuya produccion y secrecion por parte de las células pineales han sido
concluyentemente demostrada son indolaminas sintetizadas a partir del triptéfano
circulante, de las cuales la melatonina es el principal producto de secrecion (Alonso,
1999). Ademas de ser sintetizada en los pinealocitos, la melatonina también es
sintetizada en otras muchas células, tales como células enterocromafines del intestino
(Huether y cols., 1992), plaquetas sanguineas (Launay y cols.,, 1982), células
mononucleares de sangre periférica (Finocchiaro y cols., 1988; 1991; 1995), células de
medula 6sea (Tan y cols., 1999; Conti y cols., 2000), asi como en tejido ovarico de rata
(Itoh y cols., 1997) y humano (Itoh y cols., 1999). En un estudio reciente realizado por
Stefulj y colaboradores (2001) se ha demostrado que diversos tejidos como el fundus
del estobmago, intestino, testiculos, medula espinal, corteza cerebral, ntcleo del rafe y

nucleo estriado, cuentan con cantidades suficientes de ARNm de las enzimas N-
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acetiltransferasa (NAT) e hidroxindol-O-metiltransferasa (HIOMT), estando asi

equipados con las herramientas necesarias para la sintesis de melatonina.

La biosintesis pineal de indolaminas comienza con la captacion del triptéfano a
través de un mecanismo de transporte activo que esta bajo control adrenérgico (Alonso,
1999). Dentro de la célula el triptéfano se convierte en 5-hidroxitriptoéfano por la enzima
triptofano hidrolasa. La enzima 5-hidroxitriptofano descarboxilasa actua sobre el 5-
hidroxitriptéfano para formar 5-hidroxitriptamina (5-HT) o serotonina (Hadley, 1997).
La concentracion de serotonina en la pineal es muy elevada en todas las especies
(niveles elevados durante las horas de luz y reducidos durante las horas de oscuridad). A
partir de este momento, la via mas importante en el metabolismo pineal de la serotonina
implica su transformacion en N-acetilserotonina por accién de la NAT, enzima que
constituye el paso limitante en la sintesis de melatonina y presenta un marcado ritmo
circadiano en todas las especies estudiadas, con niveles maximos durante las horas de
oscuridad. Finalmente, la N-acetilserotonina es convertida mediante la O-metilacion por

medio de la HIOMT en melatonina (Wurman y Axelrod, 1968) (Figura 7).

Aunque el paso de la acetilacion a N-acetilserotonina es necesario en la
biosintesis de la melatonina, también puede producirse una desaminacion de la
serotonina por las monoaminooxidasas en la misma pineal. El producto desaminado
resultante puede continuar su oxidacion a acido 5-hidroxindolacético o puede reducirse
a 5-hidroxitriptofol. Estos ultimos productos son susceptibles de transformacion por la

HIOMT para dar 4cido 5-metoxindolacetico y 5-metoxitriptofol.

La melatonina circulante es transportada en el plasma en parte unida a albumina
(70%) y en parte en forma libre (30%). La mayor parte de la melatonina circulante es
inactivada mediante conservacion hepatica en 6-hidroximelatonina y es secretada en
orina en forma de sulfatos (75%) o glucurdnicos (5%). Otra fraccion es transformada en
el cerebro en compuestos derivados de la quinurenamina (15%) y una pequefia fraccion

es excretada en forma libre (0,5%) (Alonso, 1999).
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FIGURA 7: 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 hidrolasa. Indoles: N-Ac-serotonina, N-acetilserotonina;
5-HIAA, acido 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 debajo de la figura.

(Tomada de Barriga y cols., 2004).

1.2.2.1. Efecto de la luz sobre la biosintesis pineal de melatonina.

La sintesis y liberacion pineal de la melatonina a la circulacion estd bajo
influencia del ciclo luz/oscuridad (Liebmann y cols., 1997). La sintesis de melatonina
en la pineal de rata se ve muy afectada por las sefiales luminosas recibidas de los ojos.
Durante la noche se produce un incremento de la actividad de la N-acetiltransferasa que

presenta valores de 10 a 100 veces mayores que los que presenta durante el dia. Como
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consecuencia se incrementa la concentracion de N-acetilserotonina a valores de 10 a 30
veces mayores que los que existen durante el dia. La actividad de la HIOMT también se
incrementa y con ella los niveles pineales de melatonina. La luz deprime rapidamente la
actividad de los enzimas pineales. Las concentraciones intrapineales de serotonina
sufren cambios diurnos muy marcados, alcanzandose los niveles mas altos durante las
horas del dia, y los mas bajos durante la noche, probablemente porque la serotonina es
el sustrato de la N-acetiltransfersa, y es convertida a N-acetilserotonina durante el

periodo de méxima actividad del enzima (Klein y Weller, 1970).

Si se invierten las condiciones de luz exterior, se invierten de modo paralelo las
actividades enzimaticas y la biosintesis pineal de indolaminas. Por lo tanto, se da un
ritmo diario de actividad pineal que esta controlado por los cambios naturales diarios en
la duracién de la iluminacion. Este ritmo se pierde si se dan condiciones de iluminacion
continua, mientras que se mantiene, aunque disminuido, si los animales se mantienen en
la oscuridad. Algun lugar concreto del sistema nervioso central (SNC) puede ser el
responsable de la produccion de una sefial ciclica que a su vez mantenga el ritmo de la
actividad pineal. En el figura 8 se representa el ritmo de biosintesis de indolamina

pineal en el pollo (Binkley, 1979; Binkley, 1988).
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FIGURA 8: Medidas diarias de la actividad de la NAT y de la HIOMT asi como del contenido

de serotonina y de melatonina en la glandula pineal de pollo (Tomada de Hadley, 1997).

1.2.2.2. Metabolismo v farmacocinética de la melatonina.

La degradacion de la melatonina se produce en primer lugar en el higado y
secundariamente en el rifion. En el higado sufre una 6-hidroxilacion, siendo excretada
fundamentalmente en la orina en forma de compuestos sulfatados o glucuronados
(Kopin y cols., 1961). En humanos, no obstante, el 90% de la melatonina suele estar en
forma de 6-sulfatoximelatonina en plasma y/u orina. La ruta del metabolismo que
aparezca depende de la via de administracion. Pero la melatonina alternativamente
también es diacetilada a 5-metoxitriptamina, la cual es diaminada a 4cido 5-
metoxiindolacético y a 5-metoxitriptofol (Cahill y Besharse, 1989). Esto se produce
principalmente en la retina, aunque también en higado. En el cerebro y en la glandula
pineal, la melatonina es metabolizada por la indolamina 2,3-dioxigenasa, eliminando el
anillo indol (Fujiwara y cols., 1978). Estos metabolitos que se forman en el cerebro

pueden tener actividad fisioldgica y actuar como la melatonina en los ciclos circadianos,
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ademas de ser inhibidores de la sintesis de prostaglandinas. La melatonina exdgena es
desmetilada a N-acetilserotonina y mas tarde es hidroxilada y conjugada, pero aun no se
sabe con certeza si esta via es de importancia enddgena. La N-acetilserotonina puede
tener funciones por si misma ademas de ser el precursor de la melatonina (Arendt,

1995).

La vida media de la melatonina en circulacion es de aproximadamente 10
minutos (Ilinerova y cols., 1978; Yellon, 1996). La melatonina oral muestra picos en
humanos después de 60 minutos y fase de eliminacion de 3 a 45 minutos, sin embargo
se observan grandes variaciones individuales en la concentracién plasmatica de
melatonina que son atribuidas a las diferencias en la absorcion (Aldhous y cols., 1985).
Tras alcanzar un pico méaximo, la concentracion en plasma de melatonina permanece
por encima de los valores normales de 3 a 7 horas después de la administracion de dosis
orales en un rango de 2 a 5 mg. La infusion intravenosa en humanos, que evita el
problema de la variacion en absorcion de los individuos, ha confirmado que la

sulfatacion es la mayor via metabdlica en humanos (Arendt, 1995).

1.2.3. REGULACION DE LA SECRECION DE MELATONINA.

En vertebrados, la glandula pineal es un 6rgano neuroendocrino que convierte la
informacion externa (fotoperiodo) en un mensaje interno (hormonal) para la regulacion
de los sitios diana periféricos, a través del torrente sanguineo (Reiter, 1989).

La melatonina es la hormona producida por la glandula pineal y su sintesis se
caracteriza por incrementarse nocturnamente o durante la oscuridad. La magnitud y
duracién en el incremento nocturno en la sintesis de melatonina es dependiente de la
longitud de la fase de oscuridad del ciclo fotoperiddico, y actia como “reloj” y
“calendario” para la regulacion de otras actividades biologicas. Esto ocurre en todas las
especies de vertebrados, indiferente a su actividad locomotora nocturna o diurna, siendo

de este modo un mensaje de la oscuridad y no del descanso o periodo de suefio

(Illnerova y cols., 2000).
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En mamiferos, la sintesis pineal de melatonina es conducida por un oscilador
circadiano en el nucleo supraquiasmatico hipotalamico (SCN) a través de una via neural
multisinaptica que incluye terminales nerviosos simpaticas que se proyectan desde el
ganglio cervical superior a la glandula pineal. Las elevaciones nocturnas en la
estimulacion noradrenérgica (NA) via receptores B y a;-adrenérgicos sobre los
pinealocitos, incrementa la concentracion intracelular de adenosin monofosfato ciclico
(AMPc), el cual activa la arylalkilamina N-acetil-transferasa (AA-NAT) (Vacas y cols.,
1985), la pentltima y enzima llave en la sintesis de melatonina desde el triptéfano
(Takahashi y cols., 1989). Las concentraciones de melatonina en la pineal y en sangre
ademas reflejan el ritmo circadiano en la actividad pineal AA.-NAT (Figura 9), los
cuales estan también positivamente correlacionados con los niveles de AMPc en los

pinealocitos (Falcon y Begay, 1998).

Un ritmo circadiano similar al de mamiferos 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 op-adrenérgicos ademas de receptores f y a; y su activacion
ocurre en la fase de luz, causando un descenso en el contenido de AMPc, una inhibicion
de la actividad AA-NAT y una disminucién en la liberacion de melatonina (Zatz y

Mullen, 1988) (Figura 10).

29



HO — ’,|’CH — CH,—NH
d Serotonina /\\

H
N-Acetiltransferasa
HO — CH— CH, —  NH— C— CH;
| N-Acetilserotonina (|)| —
H Hidroxindol- /

O-metiltransferasa

CH2 — | CH— CH, — NH—C— CH;
| |
A ; ~
Melatonina

FIGURA 9: Via de biosintesis de melatonina. Los graficos a la derecha muestran la relacion

tipica entre las enzimas respectivas, condiciones de luz y niveles de melatonina en la glandula

pineal (De acuerdo con Reiter ,1993; Bernard y cols., 1999).
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FIGURA 10: Regulacion 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 unién de la NA a receptores B y al-adrenérgicos sobre los pinealocitos, estimula
la formaciéon de AMPc, la cual activa AA-NAT, incrementando los niveles de melatonina
(Vacas y cols., 1985). En p4jaros, la liberacion de NA ocurre en la luz. La uniéon de NA a
receptores o,-adrenérgicos sobre los pinealocitos inhibe la formacion de AMPc, bloqueando la
actividad AA-NAT y descendiendo los niveles de melatonina (Zatz y Mullen, 1988; Collin y
cols., 1989).
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1.2.3.1. Control intracelular de la biosintesis pineal de indolaminas en mamiferos.

En los mamiferos, la pineal ya no es directamente sensible a la luz, y la
informacion fotoperiddica es transmitida exclusivamente a través de la retina, el
oscilador extrapineal situado en el NSQ y mediante la liberacion de NA de las fibras
simpaticas. La NA liberada por las neuronas postganglionares del ganglio cervical
superior interacciona con los receptores B-adrenérgicos de los pinealocitos, lo que
produce un incremento en la produccion de AMPc (Hadley, 1997). Usando agonistas o
y P-adrenérgicos Sugden y colaboradores (1984) mostraron que agonistas o-
adrenérgicos incrementaban entre 10 y 20 veces la estimulacion del AMPc y de la NAT
inducida por B-adrenérgicos especificos. Estos receptores al parecer estan sobre los
pinealocitos mas que sobre las terminales presinapticas. Mientras que la induccion total
puede ocurrir con menos de la maxima activacion adrenérgica, existen evidencias que
indican que la potenciacion del sistema es importante in vivo, donde la estimulacién a-
adrenérgica incrementa la B-estimulacion de la NAT y la sintesis de melatonina, y un

bloqueo de los receptores a reduce la produccion de melatonina significativamente.

La elevacion de los niveles intracelulares de AMPc produce la conversion del
triptofano en serotonina y, posteriormente, de la serotonina en N-acetilserotonina. Esta
respuesta puede mimetizarse con (Bu)AMPc o con teofilina, inhibidores de las
fosfodiesterasas, que también producen elevaciones del AMPc pineal. Sin embargo, la
NA incrementa la captacion del triptofano por los pinealocitos, hecho que no puede ser
reproducido por el (Bu),AMPc. El neurotransmisor presenta entonces un doble efecto:
por un lado incrementa la concentracion intracelular del sustrato, el triptéfano, a la vez
que la del segundo mensajero, AMPc, cuya accion es estimular la utilizacion enzimatica

del primero para la biosintesis de melatonina (Hadley, 1997).
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1.2.3.2 Regulacion intracelular de la produccion de melatonina en el fotorreceptor

pineal no mamifero.

1.2.3.2.1. Nucleédtidos 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, observandose que el GMPc

intracelular no parece estar implicado en este proceso.

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 andlogos de AMPc, o de
agentes que incrementan los niveles intracelulares de AMPc (Takahashi y cols., 1989;
Falcon y cols., 1992). 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 fototransduccidon, la modulacion 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 analogos 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.

En la pineal de pollo, la noradrenalina por un lado y el péptido intestinal
vasoactivo por otro actiian en los receptores de 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 mediada por AMPc.
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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 (Falcon 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 al,
acoplados negativamente a la adenil ciclasa, asi como los estimuladores se ven a altas
concentraciones, debidos éstos a la activacion de receptores de adenosina o2,

positivamente unidos a la adenil-ciclasa.

1.2.3.2.2. Ién calcio (Ca %)

Una baja [Ca®]g (concentracién extracelular de calcio) disminuye la secrecion
de melatonina, mientras que una alta [Ca®’Jg incrementa la produccién de la misma
(Bégay y cols., 1994a; Meissl y cols., 1996). Agentes que incrementan las entradas de
Ca’" mediante canales sensibles a voltaje de Ca*" tipo L (como Bay K 8644 o alta [K o)
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*']o, mediante la activaciéon de
canales voltaje-dependientes tipo L. Una reduccion en la [Ca®']; (concentracion
intracelular de calcio) 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. Estudios en células de pineal de pollo y de trucha sugieren que la [Ca®']; actiia
mediante la modulacion de AMPc (Zatz, 1992; Bégay y cols., 1994b). De todos modos,
esta podria no ser la tnica 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., 1994).
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1.2.4. CONTROL DE LA BIOSINTESIS PINEAL DE INDOLAMINAS POR EL
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.

En los mamiferos, se conoce que la melatonina se sintetiza en respuesta a la
noradrenalina (NA) liberada por las terminales postganglionares procedentes del
ganglio cervical superior (GCS), por lo que se considera que la pineal es un trasductor
neuroendocrino, como el tejido adrenal cromafin, ya que la llegada de un estimulo
nervioso a uno de esos Organos se convierte en una repuesta endocrina (Wurtman y
Axelrod, 1968). La estimulacion postganglionar de los pinealocitos depende de la
ausencia de estimulacion luminosa en las retinas oculares. La informacion de las senales
de luz/oscuridad procedente de la retina es transmitida via ntcleo supraquiasmatico
(NSQ) y ntcleo periventricular (NPV) hasta la parte superior de la médula espinal
toracica, y de alli hasta el ganglio cervical superior (GCS) y via fibras simpaticas hasta
el pinealocito, donde modulan via receptores B-adrenérgicos la N-acetiltransferasa, que
como comentamos anteriormente es la enzima llave de la sintesis de melatonina (Figura
11). La glandula pineal es, esencialmente, el intermediario entre el fotoperiodo externo
y el medio interno, el lugar en el que la informacion acerca de la luz y la oscuridad se
traduce en un mensajero quimico (Reiter, 1991a; Reiter, 1991c; Reiter, 1999b).
Diversos datos experimentales sugieren que el NSQ puede ser el lugar del SNC
responsable de la generacion de la actividad nocturna de la sintesis de indolaminas en
mamiferos. La actividad oscilatoria circadiana de las células del NSQ puede estar ligado

al fotoperiodo (Hadley, 1997).
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FIGURA 11: Las senales de luz/oscuridad desde la retina son transmitidas via nucleo
supraquiasmatico (SCN) y nucleo periventricular (PVN) al ganglio cervical superior (SCG), y
via fibras simpaticas al pinealocito, donde modulan via receptores adrenérgicos la serotonina N-

acetiltransferasa, enzima llave en la sintesis de melatonina (Tomada de Liebmann y cols., 1997).

1.2.5. RECEPTORES DE MELATONINA.

Los efectos de la melatonina estdn mediados por receptores de alta afinidad que
se han identificado mediante técnicas de autorradiografia en membranas celulares tanto
de regiones neurales como no neurales. Estos receptores se han identificado y
caracterizado en diversos tejidos, posibles dianas sobre las que la melatonina ejerceria
alguna de sus acciones fisiologicas, aunque con una distribucion muy diferente
dependiendo de la especie de que se trate. En mamiferos, se ha visto una discreta

distribucion de estos receptores, mientras que en vertebrados no mamiferos, los
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receptores de melatonina son mucho mas abundantes (Rivkees y cols., 1989; Ekstrom y
Vanecek, 1992). Los receptores neuronales de alta afinidad, en la mayor parte de los
mamiferos, se localizan en el NSQ, hipotalamo mediobasal y area preoptica, capa
plexiforme externa de la retina, corteza cerebral y talamo. Los receptores no neuronales
de alta afinidad se localizan en la porcidn tuberal de la hipodfisis, en algunas arterias
cerebrales asi como en células del sistema inmune. En base a su analisis estructural, los
receptores de melatonina se han dividido en tres subtipos: Mel 1A, expresado en el
cerebro de mamiferos y aves, Mel 1B, expresado principalmente en la retina de
mamiferos (Reppert y Weaver, 1995) y Mel 1C, encontrado en melano6foros, cerebro y
retina de anfibios y en el cerebro de aves y peces (Reppert y cols., 1996). El receptor
1B, al encontrarse en la retina de mamiferos, se cree que media los efectos de la
melatonina sobre la sensibilidad fotorreceptora a la luz. Por otro lado, debido a que la
forma Mel 1A se encuentra en el cerebro de los mamiferos, incluyendo la pars tuberalis
y el NSQ, podria mediar los efectos estacionales y circadianos de la melatonina

(Vanecek, 1998).

Se ha visto una ritmicidad diaria en la densidad de los receptores de melatonina.
Asi, en la tarde-noche, antes de la desaparicion de la luz, la densidad de los sitios de
unioén fue de un 50-70% mayor que en la mafiana (Vanecek y cols., 1990; Gauer y cols.,
1994). Este descenso durante la mafiana puede ser debido a una “down-regulation”
inducida por la melatonina endogena sintetizada durante la noche. De acuerdo con esta
hipotesis, se ha comprobado que el descenso por la mafiana de la densidad de los
receptores es abolido en animales pinealectomizados (Gauer y cols., 1994). Este
descenso en la densidad del receptor puede ser también debido a un efecto inhibitorio de
la melatonina sobre la expresion de su propio receptor (Barrett y cols., 1996). Sin
embargo, en esta investigacion también se puso de manifiesto que la regulacion en la
densidad del receptor no era igual en todos los lugares. Pero en contraste con estas
observaciones, se descubrid en el NSQ de la rata una alta concentracion del receptor

durante la mafiana y una baja concentracion en la transicion luz-oscuridad (Laitinen y

cols., 1989).
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Los datos disponibles indican que el receptor de melatonina esta acoplado a
proteina G en la membrana (Morgan y cols., 1989; Laitinen y cols., 1990; Reppert,
1997). La constante de disociacion (Kd) de estos receptores para la 2-(I'*)
iodomelatonina esta en el rango de 20-200 pM. En los receptores no acoplados a
proteina G, la afinidad disminuye entre 1-10 veces sobre este valor (Dubocovich, 1991;
Sugden y Chong, 1991). Debido a que estos receptores estdn localizados en la
membrana plasmatica, la melatonina regula la funcién celular a través de segundos
mensajeros intracelulares. Por ejemplo, en muchos tejidos se ha encontrado que la
melatonina disminuye la concentracion intracelular de AMPc (Carlson y cols., 1989;
Rafii-El Idrissi y cols., 1995) y también se han observado efectos sobre otros segundos

. 2+ . . , . , . 1, .
mensajeros como (Ca”'), GMPc, diacilglicerol, proteina kinasa y acido araquidénico

(Vanecek y Vollrath, 1989, 1990; Vanecek y Klein, 1992; McArthur y cols., 1997).

Por otro lado, la melatonina, por ser una molécula pequefia y de naturaleza
lipofilica, también es capaz de atravesar la membrana celular y de unirse a sitios
intracelulares, citosolicos y nucleares, sin dejar de mencionar también su accidén sobre

tejidos, incluyendo el sistema inmune (Reiter y Maestroni, 1999).

1.2.6. GLANDULA PINEAL Y RITMOS CIRCADIANOS.

En todas las especies estudiadas, la pineal posee la capacidad para transformar
las oscilaciones de la duracion e intensidad de iluminacién ambiental en variaciones en
la tasa de sintesis y secrecion de determinadas moléculas. Como consecuencia de ello,
su actividad presenta un ritmo circadiano. En todas las especies, el incremento de
melatonina ocurre durante la noche, independientemente de si los animales son activos
durante el dia o durante la noche. Esto hace que la melatonina sea un marcador
endocrino de la noche. Asi pues, la sintesis y secrecion de la melatonina por los
pinealocitos estd influenciada por los ciclos luz/oscuridad. El patron distinto de
secrecion circadiana de la melatonina sugiere que una de las funciones de la glandula
pineal puede ser el reloj bioldégico aumentando la produccién de melatonina unas 10

veces por la noche (Liebmann y cols., 1997). Con la edad, el pico maximo es sélo la
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mitad que el de los adultos jovenes (Waldhauser y cols., 1988; Pierpaoli, 1991; Cavallo
y Ritschel, 1996). Ademas, el alargamiento de la noche debido a la estacion va
acompafiado de un alargamiento en la fase de secrecion de la melatonina (Illnerova y
cols., 1986), lo que en algunas especies, como roedores y rumiantes, constituye parte de

un mecanismo regulador de la reproduccion.

En humanos los estudios son insuficientes, pero también se ha descrito un ritmo
circanual en los niveles plasmaticos de melatonina, con valores mas elevados durante
los meses de otofio e invierno y mas reducidos durante primavera y verano (Arendt,
1995; Alonso, 1999). A lo largo de la vida, los niveles de melatonina van a sufrir
variaciones. Los niveles nocturnos de melatonina disminuyen para alcanzar valores
minimos en torno a la etapa prepubertad, estabilizdndose durante la vida adulta y
disminuyendo hasta casi la desaparicion del ritmo dia-noche durante la vejez. Se ha
especulado que las 2 fases de descenso estdn relacionadas con la pubertad y el

envejecimiento respectivamente (Cavallo y Ritschel, 1996; Alonso, 1999).

Se conocen otros factores que también influyen en la sintesis y secrecion de la
melatonina, como pueden ser los hormonales. Asi, son conocidas las relaciones
funcionales entre la pineal y la hipdfisis, el tiroides, el pancreas endocrino y la corteza
adrenal. Existen secreciones endocrinas, especialmente relacionadas con la funcion
reproductora, que afectan la sintesis y secrecion de la melatonina. En diferentes
mamiferos se han descrito efectos antiovulatorios de la melatonina en animales
experimentales. En humanos se ha sugerido que la reduccion en los niveles nocturnos
de melatonina antes de la aparicion de la pubertad constituye un elemento permisivo de
la misma, al disminuir una hipotética accioén inhibitoria sobre varios niveles del eje
reproductor. Otra opcidn es que la reduccion de la secrecion nocturna de melatonina
podria ser el resultado, y no la causa, de la elevacion en los niveles circulantes de
gonadotropinas y hormonas gonadales (Alonso y cols., 1993). Por otro lado, también se
ha observado una reduccion en los niveles circulantes de melatonina nocturna en
mujeres antes de la ovulacion (Reiter, 1973), como consecuencia de la elevacion de los

niveles plasmaticos de hormonas ovaricas.
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1.2.6.1. Glandula pineal v ritmo circadiano en aves.

En las aves, el comportamiento y las evidencias bioquimicas sugieren, que la
glandula pineal juega un papel importante en la organizacion temporal de los animales
(Cassone y Menaker, 1984). En péjaros paseriformes, la pinealectomia derrumba el
ritmo circadiano de la actividad locomotora en un buen niumero de especies (Ebihara y
cols., 1987). En el gorridn, Passer domesticus, la glandula pineal resulta esencial para el
mantenimiento de los ritmos circadianos locomotores en condiciones de oscuridad
constante. La oblacion 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 la aferencias
neuronales a la pineal ni por la interrupcion de sus eferencias. Resulta interesante
constatar que la ritmicidad de péjaros pinealectomizados puede restaurarse mediante la
implantacion de una pineal en la camara anterior del o0jo, 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 lugar de nerviosos (Binkley, 1988).

Aparte del papel de la pineal en el control del ritmo de comportamiento, también
la bioquimica de la glandula aviar es ritmica considerdndose que la biosintesis de
melatonina es fuertemente ritmica in vivo (Binkley y cols., 1973). Los niveles de
melatonina son bastante mayores durante la noche que durante el dia en aves (Binkley,
1988). Tanto la duracion como la amplitud del ritmo de melatonina depende del
fotoperiodo prevalente (Vivien-Roels y cols., 1997). Diversos laboratorios han
estudiado cultivos de pineal de pollo para determinar si los ritmos de NAT persisten in
vitro (Binkley y cols., 1978; Kasal y cols., 1979). Demostrar una oscilacion de la
actividad de la NAT en condiciones ciclicas de luz, fue mas dificil de medir que en
condiciones de iluminacion constantes (Takahashi y cols., 1980).

Deguchi (1979a) demostré que células aisladas de cultivos de glandula pineal de pollo

expresan ritmos circadianos de actividad NAT distintos para dos ciclos de oscuridad
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constante. El andlisis del ritmo circadiano en pineal de pollo ha sido estudiado a través
de la medida de la melatonina liberada por cada célula individual en largos periodos de
tiempo usando un sistema de flujo continuo (Robertson y Takahashi, 1988). También se
demostraron resultados similares cuando se usé un sistema de cultivo estatico. Se
determind el efecto de un cambio en el ciclo de luz / oscuridad sobre la oscilacion de
melatonina y se vio que el cambio de ciclo luz / oscuridad produce un avance
correspondiente en el ritmo de melatonina el cual persiste después de liberarse en
continua oscuridad. Estos resultados demostraron que la regulacion de las oscilaciones
circadianas del ritmo de melatonina en cultivos de células pineales dispersas pueden ser

entrenadas por ciclos de luz in vitro.

Investigaciones en el pollo (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, no
pudiendo 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, resultando una reduccion en la secrecion de
melatonina en el pollo (Binkley, 1988). La clonacion de la AA-NAT ha permitido un
rapido progreso en el entendimiento de la regulacién de esta enzima (Klein y cols.,
1997), observandose que la abundancia de transcritos varia en 24h de una manera
paralela a como lo hace la actividad enzimatica. La abundancia de ARNm de TOPH
(triptéfano hidrolasa) varia durante 24 horas en la pineal de pollo y otros animales
(Bégay y cols., 1998). La actividad de la HIOMT, la ultima enzima en la ruta de
biosintesis de la melatonina, presentd una baja amplitud de ritmo en vertebrados,
mostrando un aumento de un 10/ 20% durante el dia en el pollo (Axelrod y cols., 1965;

Binkley, 1983; Quay, 1995). (Figura 12).

Se ha sugerido que la pineal de las aves contiene un oscilador propio que
produce una liberaciéon hormonal ritmica. Se han detectado en la sangre de aves
fluctuaciones en los contenidos de melatonina (Fod y Menaker, 1988; Gwinner y cols.,
1997). Es mas, se cree que las fluctuaciones circadianas de la hormona se ajustan a un

oscilador amortiguador situado en alguna parte del cuerpo, que a su vez, dirige la
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actividad locomotora. En este modelo, cada oscilador tendria un acceso a las sefiales
luminosas ciclicas del ambiente. Tanto el comportamiento locomotor como los demas
comportamientos de las aves pinealectomizadas quedarian determinados
exclusivamente por el oscilador amortiguador, que seria incapaz de correr libremente,
en ausencia de sefales luminosas, por falta del oscilador propio. La produccion
hormonal ciclica de una pineal transplantada seria capaz de volver al oscilador

amortiguado a su estado inicial normal (Binkley, 1988).

Serotonina a

AA-NAT -

Melatonina 20 /\\
10 7| o,

24-horas luz/oscuridad ciclo
LD: 12:12

Figura 12: Ritmo circadiano de la actividad enzimatica de arilalkilamin-N-acetiltransferasa
(AA-NAT) e hidroxyindol-O-metiltransferasa (HIOMT), 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) (Modificada de Hadley (1997)).
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 de las aves. La pinealectomia elimina el ritmo circadiano normal de
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temperatura corporal si los animales se mantienen en oscuridad constante, y también
altera de modo significativo la amplitud de los ritmos de temperatura corporal acoplados
a los ciclos de iluminacion. En algunas aves, la actividad reproductora se encuentra
claramente ligada a eventos fotoperiodicos, pero ni la glandula pineal ni la melatonina
han sido totalmente implicadas como responsables en el control de dichas actividades

(Hadley, 1997).

1.2.6.2. Las células sintetizadoras de melatonina son relojes circadianos en aves.

Ya que los conos y las células que son fotorreceptores modificados contienen la
ruta de entrada al reloj (la unidad de fototransduccién) y producen la sefal de salida del
reloj (melatonina) se ha supuesto que estas células contengan la maquinaria para que
funcione el reloj. En otras palabras, cada una de estas células seria un sistema circadiano
(Collin y cols., 1986a; Collin y cols., 1986b; Collin y cols., 1989; Falcon y cols., 1989;
Takahashi y cols., 1989). En un estudio llevado a cabo usando células disociadas de
organo pineal de pollo (Deguchi, 1979b) se puso de manifiesto que la actividad de la
AA-NAT exhibia un ritmo circadiano similar al que tenia 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., 1989, en
el pollo; Bolliet y cols., 1994, en el lucio, Murakamy y cols., 1994 en la codorniz
japonesa, la paloma y el gorridn), estudios que han sido realizados usando preparaciones
de células completas conteniendo células 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) proporciono 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.

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; Pickard y Tang, 1993 y Pickard y Tang, 1994).
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1.2.7. MELATONINA Y ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO: PAPEL
ANTIOXIDANTE.

La molécula N-acetil-5-metoxitriptamina, cominmente conocida como
melatonina, es un producto sintetizado en la glandula pineal de todos los vertebrados,
tambien como en diferentes 6rganos. Esta indolamina fue inicialmente conocida por su
funciéon como un mediador de los ritmos reproductivos circanuales (Reiter, 1980) asi
como de ciclos circadianos (Kennaway y Wright, 2002). Seguidamente, se mostrd que
sin embargo, la melatonina tenia efectos oncostaticos (Blask y cols., 2002),
estimulaciéon del sistema inmune (Guerrero y Reiter, 2002) y funciones anti-
inflamatorias (Cuzzocrea y Reiter, 2002). Asi, mas recientemente la melatonina fue
identificada como un potente secuestrador de radicales libres (Tan y cols., 2002) y
antioxidante indirecto (Reiter y cols., 2000c; Rodriguez y cols., 2004). Ademas cabe
citar la alta eficacia de la melatonina como un protector contra especies reactivas de
oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrogeno (RNS).

Este campo de investigacion ha sido testigo de una expansion explosiva en las tltimas
décadas y mientras que todos los mecanismos de los efectos de la melatonina como un
secuestrador de radicales libres y productos afines no han sido identificados atin, no hay
duda sobre su habilidad para moderar el dafio molecular producido por el oxigeno
toxico y especies reactivas de nitrégeno (Acuna-Castroviejo y cols., 2002; Reiter y

cols., 2002b).

Las funciones de la melatonina como un antioxidante incluye: a) secuestrador
directo de radicales libres, b) estimulacion de enzimas antioxidante, ¢) incremento de la
eficiencia de la fosforilacion oxidativa mitocondrial y reduccién de los electrones y d)
aumento de la eficacia de otros antioxidantes. Ademds habria otras funciones de la
melatonina aun no descubiertas las cuales aumentarian su habilidad para proteger contra
el dafio molecular por especies reactivas de oxigeno y nitrogeno. Numerosos estudios in
vitro e in vivo han documentado la habilidad tanto de concentraciones fisiologicas como
farmacoldgicas de melatonina de proteger contra la destruccion de radicales libres

(Reiter y cols., 2003).
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Asi, se ha visto que la melatonina funciona a través de numerosas vias para
reducir el estrés oxidativo. Las evidencias experimentales apoyan sus acciones como
secuestrador directo de radicales libres (Hardeland y cols., 1993; 1995; Allegra y cols.,
2003), como un antioxidante indirecto cuando estimula las enzimas antioxidantes
(Reiter y cols., 2000c; Rodriguez y cols., 2004), su estimulacién de la sintesis de
glutation (un antioxidante intracelular esencial) (Urata y cols., 1999), su habilidad para
aumentar la actividad de otros antioxidantes (o viceversa) (Gitto y cols., 2001), su
proteccion de enzimas antioxidante del dafio oxidativo (Mayo y cols., 2002, 2003) y su
habilidad para incrementar la eficacia en la cadena de transporte de electrones

mitocondrial (Acufa-Castroviejo y cols., 2002; Okatani y cols., 2003a).

1.2.7.1. Acciones antioxidantes directas de la melatonina.

Hay bastante literatura documentada sobre la interaccion de la melatonina tanto
con ROS como RNS (Reiter y cols., 2001; Poeggeler y cols., 2002; Tan y cols., 2002;
Allegra y cols., 2003). Las evidencias iniciales ilustran la habilidad de la melatonina
para neutralizar la alta toxicidad del radical hidroxilo (OH") (Tan y cols., 1993). Desde
entonces numerosos articulos parecen confirmar esta accion de la melatonina (Poeggeler
y cols., 1994; Hardeland y cols., 1995; Matuszak y cols., 1997; Li y cols., 2002) e
identificar ademds un producto potencial de la interaccion entre la melatonina y el OH”,
la 3-hidroximelatonina ciclica (Tan y cols., 1998). Este subproducto es excretado en la
orina (humanos y ratas) y la cantidad de éste es proporcional a la cantidad de
melatonina administrada a un animal y el grado de estrés oxidativo que el animal ha

experimentado.

El peroxido de hidrogeno (H,O,) es generado in vivo por varios sistemas
enzimaticos y adicionalmente, es producido intracelularmente por la dismutacion del
radical anion superdxido (O;). La capacidad de la melatonina para secuestrar H,O, fue
demostrado inicialmente por Tan y cols., (2000a). Un trabajo reciente cuestiona ademas

la interaccion directa de la melatonina con H,O, (Fowler y cols., 2003).
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El O, es generado durante la respiracion mitocondrial y durante el estallido
respiratorio de las células fagociticas. Tanto OH™ como O, tienen baja toxicidad pero
éstos rapidamente se acoplan con el oxido nitrico (NO’) para producir el anidén
peroxinitrito (ONOQ); este producto es considerado por ser casi tan dafiino como el
‘OH. La eficacia de la melatonina en neutralizar el O, " estd pobremente definida.
Poeggeler y colaboradores (1996) fueron los primeros en mostrar que la melatonina
neutralizaba 'O,. Esta habilidad quelante de la melatonina fue confirmada por Zang y
colaboradores (1998) y por Roberts y colaboradores (2000). También ha sido
confirmado recientemente que el AFMK (N-acetil-N-formil-5-metoxikinuramina) es el

producto formado cuando la melatonina es oxidada por 'O, (De Almeida y cols., 2003).

1.2.7.2. Acciones antioxidantes indirectas de la melatonina.

1.2.7.2.1. Estimulacion de enzimas antioxidantes

Las enzimas antioxidantes proporcionan un gran mecanismo de defensa contra el
dafio de radicales libres por metabolizacion de las especies reactivas a biproductos no
toxicos. La importancia de las enzimas antioxidantes que han sido investigadas
relacionadas con la melatonina son la superoxido dismutasa (SOD), tanto Mn SOD
como CuZnSOD, catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa
(GRd) y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) (Reiter y cols., 2000c; Mayo y cols.,
2002; Rodriguez y cols., 2004).

Asi los estudios iniciales datan de hace casi 10 afios y muestran que el efecto
estimulador de la melatonina sobre GPx cuando se administraron dosis farmacoldgicas
de melatonina dadas a ratas (Barlow-Walden y cols., 1995) y pollos (Pablos y cols.,

1997) in vivo, resultaban en un marcado aumento en la actividad de esta enzima.
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1.2.7.2.2. Estimulacion de la sintesis de glutation.

El glutation (GSH) es un secuestrador de radicales libres y antioxidante, muy
abundante. Un tunico trabajo ha mostrado que la melatonina estimula la proporcion
limitante de la enzima y-glutamilcisteina sintasa, incrementando la concentracion de
GSH (Urata y cols., 1999). Esta accion de la melatonina, a diferencia de la funcion
directa de secuestrador de radicales libres, es medida por receptores especificos. La
estimulacion de la sintesis de GSH por la melatonina podria ser una de las mayores

acciones antioxidativas de la melatonina.

1.2.7.2.3. Accion sinérgica de la melatonina con otros antioxidantes.

De acuerdo con Gitto y colaboradores (2001) bajo condiciones in vitro y usando
los productos finales de la peroxidacion lipidica como un indice del dafio oxidativo
inducido por los radicales libres, la melatonina aumenta la accidon protectora de la
vitamina E, vitamina C y GSH contra la oxidacion de las grasas poliinsatiradas mediada
por radicales libres. La clara implicacion y la investigacion concluyente de estos
autores, que la combinacion de la melatonina con otros antioxidantes incrementa
claramente su eficacia. Cuando se comparan bajo condiciones de alto estrés oxidativo in
vivo, la melatonina resulta superior a las vitaminas C y E en la reduccion del dafio

oxidativo (Tan y cols., 2002).

1.2.7.2.4. Acciones de la melatonina a nivel de las mitocondrias.

Las mitocondrias son la mayor fuente de radicales libres y como consecuencia
estos organulos subcelulares estdn expuestos a un dafio oxidativo extensivo. La
membrana mitocondrial es el sitio donde reside la cadena de transferencia de electrones
(ETC), un sistema complejo proteinico oxido-reductor (complejos I, 11, III y 1V). En
células aerobicas la fosforilacion oxidativa mitocondrial es responsable de la
estimulacion del 95% del total del ATP generado por las células. Deficiencias en ETC

pueden liderar la pérdida con la edad de electrones los cuales después de formar
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radicales libres y otros reactivos toxicos, producen dafio molecular en las mitocondrias
(Acufia-Castroviejo y cols., 2002). El hecho de que la melatonina tenga importantes
acciones a nivel mitocondrial es sugerido por numerosas observaciones: a) la
melatonina, es un eficiente secuestrador de ROS/RNS los cuales se producen
abundantemente en las mitocondrias; b) aunque las mitocondrias son incapaces de
sintetizar GSH (lo toman desde el citosol) poseen GPx y GRd (glutation
peroxidasa/glutation reductasa), enzimas estimuladas ambas por la melatonina; y c) la
melatonina puede estar en mayor concentracion en la mitocondria que en otra parte del
la célula y ser mayor que la concentracion sérica (Acuia-Castroviejo y cols., 2002).

En largos periodos de administracion de melatonina se ha comprobado que se
incrementa el nimero de mitocondrias en las células (Deker y Quay, 1982) mientras que
experimentos con melatonina radioactiva sugiere la existencia de sitios de union para
esta indolamina en las mitocondrias (Poon y Pang, 1992). Adicionalmente, se ha visto
como la melatonina protege el cerebro fetal de ratas contra el dafio mitocondrial
mediado por oxidantes (Wakatsuki y cols., 2001) y estimula la respiraciéon mitocondrial
en el cerebro e higado de ratones con senescencia acelerada (Okatani y cols, 2002 a, b;

2003 a, b).

1.2.7.3. Antioxidantes clasicos v melatonina.

Los antioxidantes mas importantes in vivo son probablemente la vitamina C,
vitamina E y el glutation (GSH). Estos representan los antioxidantes clasicos. Sin
embargo la melatonina también representa un papel antioxidante aunque sus
mecanismos de accion son totalmente diferentes al de los otros antioxidantes
mencionados. Todos los antioxidantes cldsicos son donadores potenciales de electrones.
Asi ellos se encuentran tanto en forma reducida como oxidada. Cuando uno de ellos
dona un electrén (o 4&tomo de hidrégeno) para neutralizar un radical libre, se transforma
del estado reducido al estado oxidado. A menudo la forma oxidada es regenerada a la
reducida mediante una reaccion redox o de reciclaje. Tedricamente este reciclaje es
considerado beneficioso porque previene el agotamiento del antioxidante (Winkler y

cols., 1994). La melatonina, por su parte, muestra diferentes propiedades quimicas a los
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otros antioxidantes. Posee un anillo indol rico en electrones con un grupo metoxi en
posicion 5. Este grupo metoxi es importante para las propiedades fisioquimicas de la
melatonina como un secuestrador de radicales libres. Una ventaje de la melatonina con
respecto a los otros antioxidantes es su origen dual. Los organismos obtienen la
melatonina desde diferentes fuentes incluyendo su generacién enddgena y exdgena por
la via alimenticia. Esta estrategia, desarrollada durante la evolucién, mantiene los
niveles de melatonina lo cual permite a los organismos resistir la agresion oxidativa.
Inversamente, los vertebrados no tienen la habilidad de generar vitamina C o vitamina

E, éstos solo se obtienen exdgenamente.

En resumen, la melatonina y los antioxidantes clasicos muestran diferentes
mecanismos en términos de reaccion con los radicales libres. Los antioxidantes clasicos
donan electrones para neutralizar los radicales libres y la melatonina puede capturar
radicales libres a través de una reaccion aditiva (Tan y cols., 1998; Stasica y cols., 2000;
Marshall y cols., 1996) o en ciertas circunstancias puede donar o capturar electrones

para detoxificar radicales libres.

Finalmente, como ya se ha comentado, la melatonina aumenta la accioén
protectora de la vitamina E, C y glutatiéon contra la oxidaciéon mediada por radicales
libres o grasas polinsaturadas. Asi, la melatonina incrementa claramente la eficacia de
otros antioxidantes frente a la peroxidacion lipidica tanto in vivo como in vitro,
presentando ella por si misma un poder superior que el resto de los antioxidantes

clasicos, frente al estrés oxidativo (Gitto y cols., 2001; Tan y cols., 2002).
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1.3. INMUNIDAD INESPECIFICA EN AVES.

En el medio ambiente hay gran cantidad de agentes infecciosos con diversidad
de formas, composicion, tamafios, virulencia, etc., que afectan a la homeostasis de los
vertebrados, y frente a los que luchamos gracias al sistema inmune (Delves y Roitt,
2000a,b). Esta palabra deriva el latin “inmunitas”, que significa libre, exento, por lo que
seria un sistema por el que los organismos estan libres de contraer enfermedades. Tal
definicién 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 actiia sin necesidad de ser activado, como puede ser; 1) barreras
mecanicas (piel y mucosas); 2) factores quimicos (pH acido en distintas cavidades,
acidos grasos no saturados de la piel, lisozimas, espermitas, secreciones mucosas, etc.;
3) defensas fagociticas (monocitos o mononucleares, los macrofagos del sistema
reticulo endotelial, los polimorfonucleares o granulocitos, como los heterdfilos
(neutrofilos en humanos), eosindfilos y basofilos); 4) el proceso inflamatorio, con
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) las

factores solubles proteinicos como el complemento.

Por otro lado tenemos la inmunidad adquirida o especifica, que tiene que ser
desencadenada en presencia del antigeno y que estd mucho mas evolucionada que la
inespecifica. Las aves poseen ciertas particularidades que hacen su sistema inmune
unico, 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 globulos rojos.
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La forma mas simple de impedir la infeccion es evitar el paso del microorganismo al
interior del cuerpo. La principal barrera es la piel. 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.

1.3.1 GRANULOCITOS.

Los granulocitos son un tipo celular que se encuadra dentro del grupo de
leucocitos o globulos blancos. Hay tres tipos de leucocitos granulares aviares:
heterodfilos, eosindfilos y baséfilos. Los méas numerosos son los heterofilos. El término
heterodfilo indica el hecho de que, entre los vertebrados, células homdlogas de este linaje
contienen granulos con varias afinidades de tincion. A microscopia Optica (Olson,
1937), se observa que los heterofilos, en aves y conejos, se tifien con eosina y por esta
razén son algunas veces designados como granulocitos polimorfonucleares
pseudoeosinodfilos, pero por motivos de brevedad se designan normalmente como
heter6filos. Son probablemente equivalentes a los neutrofilos humanos que no
manifiestan granulos a microscopia Optica, ya que son granulos de tincion neutra. A
microscopia electronica, la mayoria de los investigadores han identificado los diferentes
tipos de granulocitos aviares mediante las caracteristicas principales de los granulocitos

de mamiferos.

-Heterofilos. En frotis de sangre tefiida, los heterofilos aparecen como células redondas,
con un diametro aproximado de 10-15 um. La principal caracteristica de estas células es
la presencia de algunos cuerpos cristalinos acidofilicos, los granulos, fusiformes o
espirilizados. Estos granulos se tifien de un rosa brillante, debido a su afinidad por la
eosina, frente al fondo incoloro del citoplasma. Normalmente no hay duda en la
identificacion de un heterdfilo; sin embargo, los granulos, algunas veces porque son
atipicos, otras porque han sido disueltos durante la fijacion o tincidon, o porque son
inmaduros, pueden ser confundidos con los granulos de eosindfilos, que tienen la misma
afinidad de tincidon pero que son esféricos. Los granulos de los heterdfilos inmaduros

son también esféricos y se tifien de un rojizo-purpura. A microscopia electrénica, el
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nucleo de los heterdfilos aparece polimorfico, consistiendo en varios 16bulos, de uno a
tres 0 mas, asociados mediante estrechos puentes. La cromatina estd organizada dentro
de unas masas tefiidas de oscuro asociada con la membrana nuclear. La lobulacion del
nucleo se incrementa con la edad de la célula.

Varios investigadores han distinguido diferentes tipos de granulos en los
heterdfilos (Maxwell, 1984a). El tipo de granulo més observado tiene una forma
alargada. Tiene aproximadamente 1,5 um de longitud y 0,5 um de ancho y el contenido
es homogéneo y densoelectronico. El segundo tipo de granulos posee un diametro mas
pequefio, 0,5 pm, y su contenido es transliicido al microscopio electrénico. El tercer tipo
es mucho mas pequefio, 0,1 pm de didmetro, y tiene el centro separado por una

envoltura membranosa mediante un area transparente al microscopio electronico.

Se ha investigado la presencia de enzimas lisosomales en estos granulos, y se ha
observado que la actividad fosfatasa acida estd presente solamente en los granulos
grandes del pollo (Daimon y Caxton-Martins, 1977), asi como la arilsulfatasa (Osculati,
1970). Por tanto, solo esos granulos podrian considerarse como lisosomas. Por otro
lado, Maxwell (1984b) detect6 la actividad de una fosfatasa acida con un sustrato
especifico, trimetafosfato, no solo en los granulos grandes con forma de espiral, sino
también en los granulos de tamafio medio, redondos. De acuerdo con este autor, los dos
tipos de granulos representan diferentes estados de maduracion del mismo orgéanulo.
Los heterofilos de pollo tienen una caracteristica excepcional que los sitla
separadamente de los de otras especies estudiadas, estan exentos de actividad
peroxidasa (Maxwell, 1984a) y no producen peroxido de hidrogeno durante Ia
fagocitosis, aunque tienen actividad destructiva contra una variedad de

microorganismos.

-Eosinoéfilos. Los granulocitos eosinofilicos tienen un diametro medio de 7,3 pum; sin
embargo, pueden variar ampliamente entre 4-11 pum. El citoplasma, tefiido de azul
palido, es dificilmente visible porque la célula esta llena de granulos eosinofilicos
redondos y grandes. Su color es de un rojo oscuro en comparacion al rojo brillante de

los heterdfilos. El ntcleo es a menudo bilobulado y es de un azul mas oscuro que el de
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los heterofilos. Se han diferenciado dos tipos de granulos a nivel ultraestructural en
algunas especies aviares (Maxwell, 1984a). Los granulos grandes homogéneos
esféricos, conocidos como granulos primarios, corresponden con un estadio primario de
maduracion, mientras que los granulos maduros contienen un cristal. Estos granulos que
contienen un cristal se denominan granulos especificos. Los granulos primarios se
supone que se transforman en especificos como producto de la maduracion. En especies
como la paloma, sus eosinofilos no tienen el cuerpo cristalino en sus granulos

especificos.

La eosinofilia de los granulos es debida a una alta concentracion del aminoacido
arginina, que porta un grupo guanidilo terminal fuertemente catidnico. En estos
granulos se encuentran presentes varias enzimas, una de las mas importantes es la
peroxidasa. La actividad enzimatica de los granulos se incrementa durante la
maduracion celular. La actividad de la fosfatasa acida estd limitada a los granulos
cuando éstos se convierten tan densos como los granulos maduros. La arilsulfatasa
presenta una actividad enzimatica muy débil, siendo positiva solamente en los polos de

los granulos eosinofilicos de células maduras.

-Basofilos. Son los menos estudiados de los granulocitos aviares. Presentan un didmetro
medio de 8,2 um son, por término medio, ligeramente mas pequefios que los heterofilos
y circulares. Su citoplasma es abundante e incoloro, donde aparecen granulos esféricos
de un morado intenso. El nucleo es débilmente basoéfilo y con una forma redonda u oval,
siendo normalmente unilobular. A microscopia electrénica se observa que los granulos
de los basoéfilos son variables en tamafo y fibrilares al natural, pudiéndose distinguir

tres tipos de granulos.

El mas comun es redondo y densoelectronico. El segundo tipo tiene una
estructura interna punteada. Finalmente, el tercer tipo fue descrito como poseedor de
una disposicion en “panal” reticulado. Daimon y Caxton-Martins (1977) soélo
encontraron la actividad fosfatasa 4cida y en pequefia proporcion, en los grandes

granulos punteados.
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Caracteristicas Heterofilos Eosinodfilos Basofilos
% en sangre * 26 2,25 2,8
Didametro medio * 8,7 um 7,4 um 8,2 um

Funcion

Granulos:

1.- Propiedades

de tincion.

2.- Forma de las

extensiones.

3.- Actividad

enzimatica.

(rango 4-11)

Bactericida Modulador de
la respuesta

inflamatoria en la

hipersensibilidad
de tipo IV
Eosinofilicos Fosinofilicos
Esféricos Esféricos
Alargados
Arilsulfatasa Peroxidasa

Fosfatasa acida

Liberacion de

histamina

Basofilicos

Esféricos

Fosfatasa

acida

* Datos obtenidos de la especie Gallus domesticus (Hodges, 1974).

1.3.2. FUNCIONES DE LOS GRANULOCITOS.

Los heterofilos aviares probablemente funcionan de una forma similar a sus

homoélogos de mamiferos. De varios estudios se desprende la participacion de los

heterofilos en reacciones inflamatorias (Maxwell, 1984b), y su capacidad fagocitica.

Los granulos de este tipo celular han sido aislados, encontrandose que poseen actividad
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bactericida, siendo las proteinas cationicas y la lisozima las responsables de esta
actividad.

Una caracteristica de los eosinofilos de mamiferos es su incremento en nimero y
eosinofilia durante reacciones alérgicas tales como anafilaxis e infecciones parasitarias.
Algunos autores afirman que la eosifilia es un proceso que se da en algunas aves
durante la inflamaciéon (Fox y Solomon, 1981), pero estos estudios no han realizado
observaciones sobre casos semejantes en respuestas a infecciones de helmintos o
protozoos. Maxwell (1984b) concluy6 que las eosinofilias aviares eran, a diferencia de
sus homodlogas en mamiferos, participes activas en las reacciones de hipersensibilidad

tipo IV (retardada).
Los basofilos aviares, como sus equivalentes en mamiferos, producen histamina.
Ademas pueden jugar un papel en la inflamacion aguda y en las reacciones de

hipersensibilidad del tipo I (inmediata) (Fox y Solomon, 1981).

1.3.2.1. Propiedades funcionales de los heterofilos: proceso fagocitico.

Los heterdfilos reciben junto a monocitos y macrofagos, la denominacion
general de “fagocitos”, precisamente por presentar una gran capacidad de ingerir. Son
células capaces de buscar, reconocer, ingerir y destruir intracelularmente particulas o
gérmenes extrafios por la accion de enzimas liberadas en el proceso de degranulacion.
Por tanto, para poder realizar su funcidon mas caracteristica, las células fagociticas
poseen la capacidad de adherirse al endotelio vascular o sustratos tisulares, la capacidad
de movimiento (tanto espontdneo como dirigido hacia el foco de infeccion por un
gradiente quimico y que se denomina, en este caso, quimiotaxis), la capacidad de unir

las células extrafias, asi como la de ingerirlas y destruirlas (Figura 13)

El proceso fagocitico se desencadena cuando un agente agresor sobrepasa las
barreras naturales del organismo tales como el tegumento, las mucosas y las
secreciones. Es un proceso de reconocimiento y englobamiento de microorganismos o

tejidos de deshecho que se acumulan durante la infeccion, inflamacion o reparacion de
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una herida (Brown, 1995). Para poder realizar la funcion de fagocitar al agente invasor,
el fagocito necesita salir del capilar sanguineo, mediante su capacidad de adherirse al
endotelio vascular, liberandose del vaso sanguineo por un proceso denominado

diapédesis.

Vaso sanguineo

v 9
L d

A - 7
Q Desgranulacion

Fagosoma
Ag » 9 \
» Y Y
A 9 9
ﬁ @
Union del Ag) 7
Ac “‘ “‘ Opsonizacién

N Y

Figura 13: Proceso Fagocitico (Tomada de Ortega, 1994).

Una vez fuera del capilar, se adhiere a sustratos tisulares migrando mediante
movimientos espontaneos o atraidos por sustancias quimiotacticas hacia el lugar de la
infeccion o dafio, proceso llamado quimiotaxis. La célula fagocitica se mueve por
pseudopodos que son prolongaciones citoplasmaticas transitorias que permiten el
movimiento orientado de la célula. Cuando llegan al lugar de la infeccion son capaces
de unir las particulas o células antigénicas a su membrana para posteriormente ingerirlas
y destruirlas intracelularmente. Esta ingestion es esencial para la defensa del huésped.
La ingestion aparece cuando un microorganismo invasor es reconocido por receptores
especificos sobre la superficie del fagocito y requiere multiples y sucesivas
interacciones entre el fagocito y el mismo. Cada una de estas interacciones da como

resultado una sefial de transduccion, que se confina a la membrana y citoesqueleto que
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se encuentra ligado al receptor, y el cual se requiere para el suceso de la fagocitosis

(Smith, 1994; Brown, 1988, 1997).

1.3.2.1.1 Fagocitosis y desgranulacion.

A. INGESTION DE LA PARTICULA

Una vez que la célula fagocitica, gracias a sus receptores de membrana, ha
establecido contacto con la membrana del germen que debe de ser fagocitado o con
moléculas de anticuerpos o de fragmentos de factor C3b del complemento que se
encuentran adheridos a ella, el fagocito emite unas prolongaciones citoplasmaticas a
modo de pseudopodos, en la zona de uniéon con el germen, que rodean al mismo.
Receptores de estos pseudopodos se unen a ligandos especificos de la particula a
fagocitar provocandose sefiales fagociticas que producen un mayor desarrollo de los
pseudopodos. Todo este proceso debe ser repetido muchas veces para que el neutrofilo
englobe totalmente la particula, dandose un fenémeno que se denomina “en cremallera”
(Murphy, 1990). El fagosoma o vacuola digestiva asi formado se separa entonces de la
membrana celular y se mueve centripetamente, dirigiéndose al interior de la célula. La
membrana celular del heterofilo esta en continuo proceso de renovacion, sintetizandose

permanentemente nuevas porciones que reemplazan a las que se han internalizado.

El mecanismo movil para el movimiento de los pseudoépodos viene dado por la
concentracion de microfilamentos y de su sistema de proteinas contractiles, actina y
miosina, asi como de las proteinas que unen actina (Root y Cohen, 1981). Stendahl y
colaboradores (1980) observaron a microscopio electronico filamentos de actina y
miosina en el citoplasma de células fagociticas que estaban en mayor concentracion en
los lugares implicados en la ingestion de particulas. Como cabria esperar, la citocalasina
B, inhibidor de la formacion de microfilamentos, provoca una inhibiciéon del proceso de

ingestion.

56



Stossel y Hartwing (1976) aislaron del citosol de células fagociticas actina y
miosina y una proteina que une actina (ABP). La ABP producia la gelificacion de la
actina, y la adicion de miosina, causaba la contraccion de este gel. La longitud de las
fibras de actina es controlada por una proteina dependiente de calcio, la gelsolina y por
otra independiente del mismo, la acumentina, que disminuye la longitud de los
filamentos de actina. Estos investigadores propusieron que la unioén de una particula a
moléculas apropiadas de la membrana plasmatica de la célula fagocitica hace que la
ABP abandone la membrana de ésta y se une a la actina en la region que rodea a la
particula, promoviéndose el ensamblaje de G-actina, dando F-actina y finalmente,
forméandose una red de filamentos que dan lugar a un gel a la vez que la miosina contrae
los filamentos. Debe existir por otra parte, un mecanismo que haga desaparecer el gel

formado para que los filamentos retornen a su estado de reposo.

Yin y Stossel (1979) aislaron otra proteina del citoplasma de células fagociticas.
Cuando las tres proteinas fueron incubadas juntas en presencia de cantidades
micromoleculares de Ca”" la gelsolina impide la gelificacion de la actina por la ABP.
Cuando el Ca®" esta ausente la gelsolina no tiene efecto sobre la interaccion de actina
con ABP. Estos investigadores establecieron posteriormente que las transformaciones
solucion-gel podrian ser reversibles alterando el contenido de Ca®’ en el medio de
incubacion y que la gelsolina podria causar las transformaciones gel-solucion en una
relacion de una molécula de gesolina a 166 moléculas de actina. Propusieron también,
que el estado fisico del conjunto de filamentos es regulado por la relacion del polimero
actina y del formador de la red bidimensional (ABP), rompiendo la gelsolina a la actina,
solo en determinados sitios de la red de filamentos. Asi, se produce un pequefio pero

significativo incremento en la relacion anterior, solubilizdndose el gel de esta manera.

El proceso de ingestion de particulas previamente opsonizadas o no opsonizadas
es diferente. Cuando existe opsonizacion previa los procesos de activacion celular son
mas rapidos que en ausencia de la misma (Murphy, 1990). Se ha encontrado, por otro

lado, que la velocidad media de ingestion de particulas simples es de 1 minuto
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aproximadamente y la difusion en la membrana del receptor Fc de 2 a 3x10” cm’/sg

(Michl y cols., 1983).

Las interacciones ligando-receptor no sélo determinan la union de las particulas
y generan la sefal de transmision, sino que también juegan un papel importante en el
proceso de ingestion. Es posible que la interaccion inicial ligando-receptor sea la
responsable de activar la maquinaria intracelular, a través de interacciones repetidas que
provocan sefales fagociticas, produciéndose de este modo la extension de los
pseudopodos. Estos, generados de forma continua, darian lugar a la ingestion de la
particula unida, mientras que en el resto de los ligandos situados sobre la particula
actuarian tan s6lo como sitios de union “pasivos” a los receptores de la membrana,
permitiendo asi el avance de los pseuddopodos que completa la ingestion (Silverstein y

cols., 1989).

La ingestion es un proceso dependiente de cationes divalentes como Ca*"y Mg*"
asi como de los nucleotidos ciclicos. Chakravarti (1988) ha encontrado que la ingestion
de eritrocitos de conejo por monocitos humanos puede hacerse de forma independiente
a la presencia de suero, no siendo inhibida por bloqueo de receptores CR1, CR3, Fc y
OKM1, entre otros, y que solo depende de una concentracion optima de magnesio. Al
igual que ocurria en la quimiotaxis, los factores que incrementan el guanosin
monofosfato ciclico (GMPc) intracelular estimulan la ingestion mientras que los

factores que aumentan el AMPc intracelular la inhiben (Amnon, 1997).

Es éste también un proceso que consume energia no pudiendo ademas ocurrir a
bajas temperaturas o en presencia de inhibidores de la glucolisis anaerobia (Karnousky
y cols., 1975). Mientras que en granulocitos y monocitos la energia es producida por la
glucolisis, en macrofagos alveolares parece ser obtenida a partir de la fosforilacion
oxidativa (Cline, 1965). A pesar de que la glucolisis proporciona toda o casi toda la
energia necesaria para la fagocitosis, no es la Unica ruta metabolica que aumenta durante
la misma; ya que se observa aumento en el consumo de oxigeno y del metabolismo del

mismo, asi como la ruta de las pentosas monofosfatos (Densen y Manden, 1978). Esta
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ultima, aunque no es requerida para la ingestion propiamente dicha, si serd necesaria

posteriormente para la digestion intracelular del germen ingerido.

Producida la ingestion e iniciada la fagocitosis, tiene lugar una serie de
acontecimientos morfoldgicos y bioquimicos. Asi una enzima presente en la membrana
del fagocito, una piridin-nucledtido  oxidorreductasa NADP(H) que en
polimorformonucleares (PMNs) parece ser una flavoproteina oxidorreductasa puesto
que requiere flavin adenin dinucleotido (FAD) para su actividad 6ptima, es activada y
arrastrada al interior de la vacuola fagocitica donde reduce el oxigeno, en parte o
totalmente, a ion superdxido (O*) para promover el proceso de destruccion del germen

(Babior, 1984).

B. DESGRANULACION

Tan pronto como se forma la vacuola fagocitica o fagosoma, los movimientos
dentro del citoplasma se activan y, como consecuencia de ello, los granulos azuréfilos y
los especificos se aproximan a la membrana comun y vierten su contenido enzimatico al
interior del fagosoma. Queda asi constituido el fagolisosoma donde se inician los
procesos encaminados a la destruccion y digestion del germen o particula fagocitada;
este proceso recibe el nombre de desgranulacion. EI movimiento de los granulos hacia

el fagosoma implica también la interaccion de microtubulos y microfilamentos

(Williams, 1982).

Para la desgranulacion es necesaria la presencia de Ca®’ intracelular (Styrt y
cols., 1988), el metabolismo de fosfolipidos y la proteina quinasa C (Tauber, 1987), asi
como el ATP generado a partir de la glucolisis, no existiendo desgranulacion en

presencia de inhibidores de la misma (Goldstein, 1985).

No todo proceso de fagocitosis va acompafiado de desgranulacion. Algunos

gérmenes como Toxoplasma gondii y las brucelas, por ejemplo, son fagocitadas pero
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por alguna razén todavia no establecida no inducen desgranulacion y pueden

permanecer vivos dentro del fagosoma.

Una vez llevada a cabo la desgranulacion interna, se van a producir una serie de
acontecimientos o procesos quimicos que van a provocar la muerte y digestion del

material ingerido.

1.3.3. DESTRUCCION DEL MATERIAL INGERIDO: MECANISMOS
MICROBICIDAS.

Una vez ingerido el microorganismo se disparan una serie de eventos en el
fagocito que conducen a la muerte y digestion del mismo. En primer lugar se produce la
fusion de la membrana fagocitica con la membrana del granulo lisosomal, formando un
fagolisosoma y liberandose el contenido de los granulos a la vacuola fagocitica
(Kaufmann, 1989).

Los procesos quimicos que constituyen el mecanismo microbicida y que
conllevan la destruccion del material ingerido pueden ser categorizados en dos grandes
grupos: sistema independiente de oxigeno y sistema dependiente de oxigeno. El primero
es un conjunto de compuestos que act@ian en ausencia de oxigeno, mientras que el
segundo esta constituido por una serie de reacciones de oxidorreduccion que conducen
al denominado “estallido respiratorio” que acompafia a la fagocitosis y en el que se

produce un gran consumo de oxigeno.

1.3.3.1. Procesos microbicidas independientes de oxigeno.

Son debidos a diversas sustancias procedentes de los heterofilos con actividad
antimicrobiana y tienen lugar en medio anaerobio y en fagocitos en los que es deficiente

o estd ausente la capacidad oxidativa (Weiss y cols., 1982), tales como:
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Cambio de pH.

El metabolismo anaerobio dentro del fagosoma lleva a la rapida produccion de
acido lactico y acido ascorbico, disminuyendo el pH hasta cifras que fluctuan entre 6 y
4. Este pH por si solo es suficiente para matar a una serie de microorganismos y/o

detener el crecimiento de otros.

Liberacion de lisozima.

Este enzima procedente de los granulos azurédfilos y especificos de los
neutrofilos, puede lisar bacterias rompiendo la unidn entre el acido muramico y la N-
acetil-glucosamina presentes en la membrana celular de muchas bacterias Gram-

positivas.

Lactoferrina.

Estd proteina procedente de los granulos secundarios o especificos de los

, . . . ;. + , . .
neutrofilos tiene la capacidad de ligar dvidamente Fe**. Asi, al privar a las bacterias de
este microelemento necesario para su normal metabolismo tiene un efecto

bacteriostatico sobre las mismas.

Proteinas cationicas.

Se denominan asi a un conjunto de 9 proteinas de bajo peso molecular y con
grupos acidicos que interfieren en el metabolismo de muchas bacterias, presentando de
este modo actividad bacteriostatica y/o bactericida. Entre ellas se encuentran la
fagocitica y la leucina, entre otras (Shafer y cols., 1984). El efecto de cada una de estas
proteinas puede ser diferente sobre distintos gérmenes y en consecuencia la carencia
genética de una o varias de ellas puede asociarse con procesos infecciosos cronicos

debidos a determinados microorganismos (Rojas, 1982).
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1.3.3.2. Procesos microbicidas dependientes de oxigeno.

Una importante fuente de radicales libres enddgenos estd constituida por el
metabolismo de los fagocitos. Para que puedan cumplir su mision destructiva estan
dotados de diversos enzimas liticos (proteasas, lipasas, nucleasas, mieloperoxidasa, etc),
y vias metabdlicas que generan diversas especies quimicamente agresivas, como son el
peréxido de hidrégeno, radicales superdxido e hidroxilo y, probablemente singlete de
oxigeno, que tienen como fin lesionar y destruir elementos extrafios. En condiciones
normales, estas especies reactivas de oxigeno son producidas y utilizadas en
compartimentos como los lisosomas que, aunque situados en el interior de los fagocitos,
no tienen porqué dafar a la célula, suponiendo que los mecanismos antioxidantes
funcionen bien. Como es logico suponer, los estados inflamatorios son causa de una
produccion aumentada de radicales libres que puede terminar desarbolando la defensa

antioxidante celular y afectar su funcién o incluso lesionarla de forma irreversible.

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 de
oxidacion-reduccion, se encargan de la destruccion y digestion de las particulas
fagocitadas. Tras la activacion, las células fagociticas aumentan el consumo de oxigeno,
proceso conocido como “estallido respiratorio”. Este acontece en las células fagociticas
tras su exposicion a un estimulo determinado que se lleva a cabo mediante la activacion
de una enzima, una oxidasa la NADPH que en algunas especies esta asociada a la
membrana (Cohen y cols., 1980) que constituye, realmente, una cadena de transporte
electronico en la que participan NADPH deshidrogenasa, Flavin adenin dinucle6tido
(FAD), ubiquinona y citocromo b; que formarian parte de granulos terciarios que se
unirian a la membrana celular durante la formacion del endosoma y serian necesarios

para la activacion de la oxidasa (Mollinedo y Schneider, 1987).
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Formacion de anion superoéxido.

La gran mayoria del oxigeno consumido durante la fagocitosis se transforma en
anion superoxido, intermediario para la formacion de agua oxigenada, con la

intervencion de una oxidasa, segun la reaccion:

20, + NAD(P)H >20,"+NAD(P)" + H"

El O, recibe un electron adicional. El anion superoxido tiene gran poder
bactericida cuando alcanza determinadas concentraciones (Prince y Gunson, 1987).
Debido a que este superdxido se presenta como altamente tdxico, es rapidamente
eliminado por la accién de la superdxido dismutasa (SOD) (Makino y cols., 1986),
dando lugar a la formacioén de agua oxigenada que posteriormente serd eliminada por

diversos mecanismos que a continuacion seran comentados.

Formacion de peroxido de hidrogeno.

La reaccion mediante la cual se forma el peroxido de hidrogeno o agua oxigena,
de potente actividad bactericida es:
SOD
20,7 +2H" >H,0, + O,

En esta reaccion el oxigeno acepta dos electrones y se puede realizar de manera

espontanea o bien por la enzima superéxido dismutasa.

Como este peroxido de hidrogeno difunde al citoplasma, donde puede ser toxico
para las células fagociticas, es degradado por el sistema glutation peroxidasa-glutation
reductasa. A través de ellos se produce H,O evitandose que el citoplasma de estas

células sufra algin dafio nocivo.
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Activacion de halégenos.

La actividad germicida del peréxido de hidrégeno puede ser incrementada
considerablemente en presencia de haldégenos y de una peroxidasa. Los distintos iones
haldégenos intracelulares como Br, CI, y I, especialmente los dos ultimos, son
activados por la presencia de agua oxigenada y de la mieloperoxidasa (MPO). La
enzima se une al agua oxigenada formando un complejo enzima-sustrato que oxida al
haluro transforméndolo en un haluro activado que representa en si un agente toxico y
que ademas puede convertirse en otros compuestos que también poseen gran actividad

destructiva. La reaccion es:

Mieloperoxidasa

H,0, + hal6geno + H > haldgeno + H" +H,0

Se ha encontrado iodacion, bromaciéon y cloracion de microorganismo con
pérdida de la integridad de la superficie bacteriana. En el caso del ion cloruro parece ser
que el principal producto formado por el sistema de la mieloperoxidasa es el ion

hipoclorito, caracterizado por una gran toxicidad.

Mieloperoxidasa

H,0, + Cl > HOCL + OH"

Descarboxilacion de aminoacidos.

La reaccion basica es:

R-CHNH,-COOH >R-CHO + CO, +NH;

Esta reaccion estd controlada en parte por la mieloperoxidasa. Se degradan
muchos de los aminoacidos de la membrana bacteriana, lo cual da lugar a la muerte del

germen.
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Formacion de radicales hidroxilos.

No estéa suficientemente claro como se forman estos radicales hidroxilos dentro
del proceso de la fagocitosis, pero se sabe que son muy inestables y que reaccionan
rdpidamente con cualquier material organico. En consecuencia cumplen un papel

bactericida importante (Cohen, 1980). La reaccidn en este caso es:

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

Formacion de singletes de oxigeno.

Como consecuencia del consumo de oxigeno durante la fagocitosis, ademas de
la produccion de radicales hidroxilicos también se forman los singletes de oxigeno
('0,). Se denomina asi una forma del oxigeno, electronicamente excitado, que al
formarse emite luz y es muy inestable, tratando constantemente de revertir a la forma de
triplete o estado normal del oxigeno atmosférico. La diferencia entre triplete y singlete
de oxigeno estd en la distribucion de los electrones alrededor de los dos nucleos de
oxigeno. La alteracion electronica en la molécula del singlete de oxigeno le confiere una
gran actividad quimica, especialmente sobre aquellos compuestos que tienen un doble
enlace. En consecuencia, tienen la capacidad de interferir y alterar muchos de los

sistemas bioldgicos (Klebanoff, 1980).

Las reacciones quimioluminiscentes son:

SOD
20, +2H" > 10, + H,0,
OH + H,0, > 10, +H + H,O
0O, + H,O, >10,+ OH + OH"
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Parece, por otro lado, que factores liberados por plaquetas asi como el
lipopolisacarido bacteriano amplifican la secrecion de enzimas digestivas y radicales de
oxigeno (Haslett y cols., 1989). Ademas, ha de existir el balance entre la produccion de
radicales libres de oxigeno, proteasas y antioxidantes que mantengan el equilibrio para

que no se produzca el dafio tisular (Haslett y cols., 1989).
Factores que afectan al “estallido respiratorio”.

La activacion de la respiracion y produccion de metabolitos toxicos del oxigeno,
“estallido respiratorio”, es una respuesta producida no so6lo por el proceso fagocitico,
sino también por la interacciéon de los fagocitos con un gran nimero de factores
estimulantes solubles. Estos son, por ejemplo, componentes del complemento, lectinas,
péptidos quimiotacticos, ionéforos de Ca", leucotrienos, factores de activacion de
plaquetas (Rossi y cols., 1982) y factor estimulador de colonias (FSC) producido por

macrofagos y granulocitos (Nathan, 1988).

Tras la estimulacion de receptores de fagocitos con anticuerpos frente al factor
C3, se ha encontrado un incremento dosis-dependiente de Ca®" libre intracelular no
dependiente de los niveles extracelulares de este i6n. En estudios posteriores Hartiala y
colaboradores (1987) observaron una relacidn entre movilizacion de Ca®" y estallido

respiratorio, aunque sugirieron que la movilizacion era insuficiente para estimularla.

Otro aspecto considerado, es la posible modulacion B-adrenérgica del estallido
respiratorio en fagocitos. Nielson (1987) observdé que bajas concentraciones de
prostaglandina 2 e isopropanolol inhibian el estallido respiratorio inducido por péptidos
formilados o ionéforos de Ca®" (A23187), posiblemente al aumentar los niveles de

AMPc.

La union de diferentes moléculas (anticuerpos monoclonales especificos) a los

receptores para la fraccion Fc de las inmunoglobulina G (IgG) en fagocitos, provocan
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no s6lo un aumento en la desgranulacion y liberacion de enzimas, sino que también va

acompafiada de un incremento en la produccion de superdxido (Willis y cols., 1988).

Mecanismo microbicida asociado al acido ascorbico.

Todos los tipos celulares sanguineos, excepto los eritrocitos, contienen mas
acido ascorbico (vitamina C) que el plasma (Moser y Weber, 1984). Esta vitamina
parece desempefiar un papel importante en la funcion de estas células inmunes
(Bendich, 1988), siendo reconocida como inmunoestimulador (Anderson, 1982).
Concretamente participa en la funcion fagocitica (Goldschmidt y cols., 1988), aunque el

mecanismo exacto de actuacion no esta ain muy claro.

En el plasma la vitamina C se encuentra en su forma reducida, 4cido ascorbico,
de donde es tomada por los fagocitos. Al parecer la captacion de este acido por los
neutrofilos se produce solo cuando éstos estan activados. Probablemente el acido
ascorbico podria actuar estimulando sistemas independientes de la mieloperoxidasa
(McCall y cols., 1971). El 4cido ascorbico, por si sélo, no afecta a la viabilidad
bacteriana (Mc Call y cols., 1971) pero potencia la actividad bactericida de neutrofilos,

posiblemente por un mecanismo de interaccion entre el acido ascérbico y la lisozima.

De Chatelet y colaboradores (1972) propusieron un conjunto de reacciones para

explicar el posible mecanismo por el que actuaria el 4cido ascorbico.

1.- ac. ascorbico + O, > DHA + H,0O,
2.- ac. ascorbico + HyOp + 2H " —mommemememee - > DHA + 2H,0
3.- DHA + 2GSH > ac. ascorbico + GSSG

glutation-reductasa
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4.- GSSG + NADPH + H" >2GSH + NADP

DHA = dehidroascorbico.
GSH = glutatién reducido.
GSSG = glutation oxidado.

De este modo se postularon unos mecanismos bactericidas que requieren H,O,
pero que son independientes de la mieloperoxidasa. E1 NADP producido en la cuarta
reaccion podria reaccionar con la glucosa-6P, explicandose asi el aumento de la ruta de
las hexosas monofosfato. En la estimulacion de esta via metabolica podrian intervenir el
DHA, 2GSH y NADPH, ya que la falta de algunos de ellos no permite la estimulacién
de la ruta de las hexosas monofosfato, hecho que sucede de forma posterior a la

produccion de H,O, y es dependiente de la misma.

Contrariamente, Stankova y colaboradores (1975), indicaron que el acido
ascorbico no producia ninguna variacion en la produccion de agua oxigenada, ni en la
actividad bactericida de las células fagociticas. Ello sugirié que el acido ascorbico no

interviene ni en la formacion de agua oxigenada ni en los mecanismos microbicidas.

Se ha observado que el 4cido ascorbico actiia preservando la integridad celular
por inactivacion de los radicales libres y oxidantes (O y H,0,) que disminuirian la
funcionalidad de los neutrofilos (Englard y Seifter, 1986). Quizas el acido ascoérbico sea
mas importante para proteger los daios oxidativos que como activador del proceso

microbicida (Levine, 1986).
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1.4. CONEXION BIDIRECCIONAL DE LA GLANDULA PINEAL Y EL
SISTEMA INMUNE: ESTUDIOS EN MAMIFEROS Y AVES.

Anatomicamente, evidencias tanto fisioldégicas como farmacoldgicas apoyan el
concepto de la interaccion de los sistemas nervioso y endocrino con el sistema inmune.
Hoy dia no hay ninguna duda sobre la interaccion entre los sistemas inmune, nervioso y
endocrino (Homo-Delarche y Dardenne, 1993; Fabris, 1994; Skwarlo-Sonta, 1996)
(Figura 14).
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FIGURA 14: La glandula pineal envuelta en la sefial de traduccion entre la influencia
medioambiental y los sistemas inmune, nervioso y endocrino (Tomada de Skwarlo-Sonta, 1996,

modificada).
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La respuesta inmune altera la funcion neuronal y endocrina, asi como, la
actividad neuronal y endocrina modifican la funciéon inmunoldgica (Blalock, 1984).
Esta relacion no ha sido solo identificada en neuroinmunologia, que es la ciencia que
estudia las reacciones inmunes que envuelven al sistema nervisoso central, sino que
también ha dado lugar a la formulacion de nuevas y diversas disciplinas. Asi, la
neuroinmunomodulaciéon se refiere a la influencia del sistema nervioso sobre la
respuesta inmune, la psiconeuroinmunologia es el estudio de las influencias
neuroendocrinas sobre la funcion de las células inmunocompetentes y la manera en la
cual estas células también influencian la funcidon neural y la actividad endocrina. En este
contexto, la melatonina como el mayor componente sintetizado en la glandula pineal, es
considerada como un nuevo miembro de la red neuroinmunoendocrina. (Guerrero y

Reiter, 2002; Skwarlo-Sonta, 2003).

Si la glandula pineal participa en la transmision de informacion entre el medio
externo e interno y juega un papel en la modulacion de la funcion del sistema inmune,
es esencial que el sistema inmune envie su propia informacion a la glandula y estas
sefales tengan que ser adecuadamente transformadas para mantener la homeostasis.
Diversas investigaciones indican que la glandula pineal es capaz de recibir esta clase de
informacion y parece ser que las citoquinas son los mejores mediadores para efectuar

esta importante funcion.

La interpretacion del mensaje de la melatonina dentro del cuerpo es esencial
para las funciones fisiolégicas de un animal para adaptarse a las necesidades y
condiciones ambientales, una adaptacion que incrementaria la probabilidad de
supervivencia. La actividad del sistema inmune es una de las capacidades fisiologicas
responsables de la supervivencia de un individuo animal y la funcién del sistema
reproductor garantiza la supervivencia de las especies. La eficiencia de la funcién
inmune contra microorganismos extrafios, moléculas extrafias o células tumorales,
requiere ser coordinado en periodos de 24 horas. Como ocurre con otras funciones del
cuerpo, la actividad del sistema inmune estd en sincronia reciproca con los cambios

circadianos lo cual es de gran importancia para la homeostasis. Las enfermedades sin
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embargo, pueden alterar estos ritmos y modificar su coordinacion temporal (Levi y

cols., 1992).

Durante los ultimos 30 anos, numerosos articulos han documentado la existencia
de una relacién entre melatonina/pineal y el sistema inmune en aves y mamiferos,
incluido humanos. Datos tanto in vivo como in vitro confirman esta relacion, basandose
en lo siguiente: a) la correlacion entre la produccion de melatonina y las variaciones
circadianas y estacionales en el sistema inmune, b) el efecto de la pinealectomia sobre el
sistema inmune, c) el efecto de la administracion in vivo de melatonina sobre el sistema
inmune, d) la regulacion in vitro de la actividad de las células inmunes por la
melatonina y e) la presencia de receptores de melatonina en el sistema inmune

(Guerrero y Reiter, 2002).

Los corticoides fueron los primeros factores humorales reconocidos como
reguladores del ritmo diario del sistema inmune (Skwarlo-Sonta, 1996). Existe una clara
evidencia, sin embargo, que ciertos parametros y algunas células inmunes fluctiian
diferencialmente bajo un periodo de 24 horas y exhiben diferentes fases relacionadas
con los niveles circulatorios de corticosteroides (Levi y cols., 1992). Hay uno o mas
factores involucrados en al regulacion del ritmo circadiano de la funcion inmune y uno
de los principales candidatos seria la glandula pineal y su secrecién de melatonina. Hay
tres razones que argumentan esta afirmacion: 1) la periodicidad estacional y circadiana
de la funcion de la glandula pineal; 2) la fuerte dependencia de la sintesis del ritmo
circadiano de melatonina con las condiciones de luz; y 3) la participacion de la
melatonina en el control de diferentes ritmos biologicos, incluyendo los asociados con
el envejecimiento y con desérdenes psicosomaticos, los cuales estan asociados con un
incremento en la incidencia de infecciones, desordenes autoinmunes y cancer (Skwarlo-

Sonta, 1996).

En mamiferos y péjaros, el desarrollo y los cambios relacionados con la edad en
la funcion de la pineal parecen estar menos relacionados con la eficiencia del sistema

inmune. Los mecanismos por los cuales la melatonina influencia la funcion del sistema
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inmune son complejos, pero son conocidos por su participacion de mediadores como
opioides endogenos, citoquinas, hormonas, etc. Como la melatonina es un compuesto
altamente lipofilico, podria penetrar facilmente en las células inmunes sin la mediacion
de receptores especificos, actuando dentro de la célula como un potente secuestrador de
radicales libres, como un factor anti-edad y oncostatico. El sistema inmune podria, via

la sintesis y secrecion de factores solubles, como por ejemplo citoquinas, influenciar la
funcion de la glandula pineal; de este modo almacenaria la informacién necesaria para

mantener la homeostasis de cara al ambiente perjudicial (Skwarlo-Sonta, 1996).

1.41 RITMOS CIRCADIANOS Y ESTACIONALES DE LA FUNCION
INMUNE: CORRELACION CON MELATONINA.

Muchas respuestas neuroendocrinas exhiben una ritmicidad circadiana y
circanual. Dada la estrecha relacion entre los sistemas neuroendocrino € inmune, no e€s
sorprendente que algunos parametros inmunes también muestren ambos tipos de
ritmicidad. Un ejemplo son los ritmos diurnos y estacionales de la proliferacion celular
en la médula espinal en mamiferos y el sistema linfoide (Haus y cols., 1983), linfocitos
(Paglieroni y cols., 1994), actividad de las células natural killer (Fernandez y cols.,
1979) y produccién de citoquinas (Petrovsky y Harris, 1977), Sin embargo, la primera
indicacion de una relacion entre el fotoperiodo y el sistema inmune fue publicado por
Vaughan y colaboradores (1987) cuando demostraron que los dias cortos incrementaban
el peso del timo en jovenes roedores (campafiol). Similares resultados fueron obtenidos
por Brainard y colaboradores en hamsteres (Brainard y cols., 1987). En 1988, Kuci y
colaboradores exploraron el papel inmunomodulador de la glandula pineal en ratones
C57BL/6JHAN y observaron que el pico nocturno de melatonina estaba estrechamente
sincronizado con el pico de proliferacion de células progenitoras para granulocitos y
macrofagos (CFU-GM). Desde entonces, varias investigaciones han confirmado la
correlacion entre dias cortos y/o picos en los niveles de melatonina por la noche, con el
nimero de linfocitos sanguineos; estos estudios fueron llevados a cabo en ratones
(Demas y Nelson, 1996, 1998a; Nelson y cols., 1998) y humanos (Depres-Brummer y

cols., 1997). Sin embargo, los resultados no fueron reproducidos en ratas, donde esta
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ausente una correlacion entre el ritmo circadiano de melatonina y el ritmo en la
circulacion de linfocitos, sugiriendo un oscilador auténomo inmunoldgico en esta

especie (Akbulut y cols., 1999).

Se ha evaluado también otro aspecto de la funcidon inmune para determinar su
correlacion con el ritmo de melatonina en la inmunidad no especifica, la accion de
fagocitar. La fagocitosis, ingestion y digestion del antigeno, es probablemente el
mecanismo de defensa mas extendido en el reino animal. En pajaros, los heteréfilos son
considerados por ser los fagocitos primarios, representando el mayor porcentaje de
leucocitos periféricos. Estudiando estas células, Rodriguez y colaboradores (1999a)
mostraron en la tértola collariza que los picos nocturnos séricos de melatonina se
correlacionaban con un incremento en la actividad fagocitica de los heterofilos; esto
sugirio una intima relacion entre la melatonina y la inmunidad no especifica. Mientras,
muchos estudios no demuestran inequivocamente, que la melatonina sea 100%
responsable de las variaciones circadianas y circanuales en la inmunidad especifica y
no especifica, empieza a estar claro que la melatonina de algin modo participa en la

regulacion de estas variaciones estacionales y circadianas (Nelson y cols., 1999).

1.4.2. PINEALECTOMIA, BURSECTOMIA Y SISTEMA INMUNE.

Se ha investigado con profundidad el papel de la glandula pineal en la regulacion
del sistema inmune en roedores y pajaros, pinealectomizados o tras ganglionectomia

cervical superior (SCGx), la cual funcionalmente denerva la pineal.

El embrion aviar ofrece un excelente modelo para el estudio de la
interdependencia reciproca entre la glandula pineal y el sistema inmune, especialmente
porque el timo y la pineal empiezan su desarrollo al mismo tiempo (Skwarlo-Sonta,
1996, 1999, 2002). En embriones de pollos pinealectomizados de 96 horas de
incubacidn, Jankovic y colaboradores (1994) observaron un retraso en el desarrollo de
los 6rganos linfoides primarios (timo y bolsa de Fabricio) y un descenso en la respuesta

inmune humoral y en las actividades de los diferentes tipos la inmunidad mediada por
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células. Estos resultados indican claramente la necesidad de una gldndula pineal intacta
para el normal desarrollo del sistema inmune y sugiere que la glandula pineal podria
influenciar los 6rganos linfoides directamente y/o indirectamente via otras secreciones
neuroendocrinas (Skwarlo-Sonta, 2002). No obstante, se puede no reflejar la posibilidad
de que la sintesis extrapineal de melatonina ejerza un efecto compensatorio a lo largo

del estado de desarrollo.

Una relacion estratégica entre el sistema inmune y la glandula pineal también se
demostrd en experimentos con la bolsa de Fabricio, una glandula linfoide primaria que
se encuentra exclusivamente en especies aviares y es responsable de la maduracion de
las células B. Se demostrd6 que la bursectomia embrionaria no solo disminuia la
respuesta inmune de pollos sino que también influenciaba el ritmo circadiano de la
funcién de la glandula pineal reduciendo los picos nocturnos de la actividad de la NAT
pineal y los niveles de melatonina séricos (Youbicier-Simo y cols., 1996). También, la
pinealectomia en pollos abolia el ritmo circadiano y los parametros de la inmunidad no
especifica, los cuales se restauraban con un tratamiento prolongado con dosis

fisiologicas de melatonina (Rosolowska-Huszcz y cols., 1991).

Con respecto a la inmunidad especifica, la pinealectomia en la tértola collariza
incremento el numero de células blancas y el nivel de proteinas totales y altero la
fagocitosis de los heteréfilos (Rodriguez y Lea, 1994), presentando estos heterofilos un
aumento en el metabolismo oxidativo. Este efecto fue relacionado a una reduccion en la

circulacion de melatonina (Rodriguez y cols., 1999a).

En p4jaros, la pinealectomia ademas dafia gran niimero de pardmetros inmunes.
Al igual que Jankovic y colaboradores (1994) quienes observaron que la pinealectomia
en embriones de pollo causaba una reduccion en la tasa de supervivencia, retardaba el
desarrollo del timo, bazo y bolsa de Fabricio, ademas de inducir una reduccion de los
linfocitos en el timo, bolsa y bazo, otros investigadores han observado que una
temprana pinealectomia diminuy6 la produccién de anticuerpo en el embrion en

desarrollo de pollo. La ausencia de pineal también afecta a la inmunidad no especifica
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de pollos (Rosolowska-Huszcz y cols., 1991), tortola (Rodriguez y Lea., 1994) y en
gallinas jovenes (Maxwell, 1981). En el caso de la tortola y el de gallinas jovenes, la
pinealectomia produjo un incremento significativo del niamero total de leucocitos, con
un descenso en el porcentaje de linfocitos y un incremento en el porcentaje de

heterdfilos (Maxwell, 1981; Rodriguez y Lea., 1994).

1.4.3. PAPEL INMUNOMODULADOR DE LA MELATONINA.

Observaciones generales sugieren que los efectos ejercidos por la melatonina
sobre aspectos de la funcion del sistema inmune no solo depende de la especie, edad y
sexo, sino que también depende del protocolo experimental (incluyendo la estacion del
ano), la dosis de melatonina utilizada y la ruta de administracion empleada (Maestroni y
cols., 1987; Skwarlo-Sonta, 2002). Una de las mas interesantes relaciones entre la
melatonina y el sistema inmune esta representada por los cambios dependientes de la
estacion observados en la inmunidad en animales de vida salvaje tanto en condiciones
naturales como bajo condiciones de laboratorio, donde los animales fueron mantenidos

bajo diferentes regimenes de iluminacion (Markowska y cols., 2000).

En aves, se ha visto que la melatonina podria ser moduladora de varias funciones
inmunes, como por ejemplo, produccion de anticuerpos, proliferaciéon de linfocitos,
actividad ADCC, citotosicidad de las células NK, sintesis y liberacion de citoquinas,
etc. (Skwarlo-Sonta, 1996). Se conoce que la melatonina intensifica la mitogénesis
inducida de los linfocitos T sanguineos y la proliferacion de células T y células B en
pollos machos (Kliger y cols., 2000). También se ha sugerido que la melatonina inhibe

la proliferacion in vitro de linfocitos de pollos PHA estimulados (Markowska y cols.,

2001). En el pollo, se encontré que el ritmo circadiano de diferentes parametros
dependian fuertemente de la presencia de una glandula pineal intacta (Rosolowska-
Huszcz y cols., 1991). En pollos de 7 semanas inmunizados a intervalos de 9 dias con
antigenos de cerdo T-dependientes (Youbicier-Simo y cols., 1996), se observé como la
concentracion de melatonina sérica diurna se incrementd después de la inmunizacion de

estos animales. Estos datos apoyan el papel de la melatonina como una hormona
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inmunomoduladora en aves y establece la glandula pineal como la primera fuente de

esta regulacion inmune mediada por la melatonina.

La supresion de la inmunidad y la atrofia del timo fueron efectos que
desencadeno la pinealectomia postnatal en roedores (Csaba y Barath, 1975; Maestroni y
cols., 1986). Del mismo modo en embriones de pollos pinealectomizados se observo
una reduccion en el nimero de células inmunes en el bazo y en la bolsa de Fabricio. En
contraste, se comprobd que la melatonina exdgena incrementaba el crecimiento de

tejidos inmunes y sus poblaciones de células (Haldar y cols., 2001).

1.4.3.1. Efecto de la administracion de la melatonina in vivo sobre el sistema

inmune.

La administracion de melatonina en mamiferos incluidos humanos y aves tiene
influencias sobre el sistema inmune. Usando estos datos experimentales, muchos
autores han demostrado las propiedades inmuno-intensificadoras de la melatonina en
términos de una variedad de pardmetros inmunes. Asi, la inyeccion diaria por la tarde de
melatonina indujo un incremento del peso del timo en el jerbo (mamifero roedor
norteafricano del tamafio de una rata) (Vaughan y cols., 1979) e hipertrofia del bazo en
el hamster sirio (Vaughan y cols., 1987). La administracion de melatonina también
incrementa la respuesta mitogénica de esplenocitos de raton (Sze y cols., 1993; Demas y
Nelson, 1998b) y la proliferacion de linfocitos en tumores de ratas Walker-256
(Liebman y cols., 1996). Sin embargo, el efecto de la melatonina sobre la inmunidad
humoral en animales no inmunodeprimidos estd menos clara. Un par de articulos
muestran, en ratones, que los extractos de pineal de bajo peso molecular, incrementan el
numero de anticuerpos generados en el bazo y nivel de hemaglutininas en respuesta a
SRBC (Belokrylov y cols., 1976; Anisimov y cols., 1982). Sin embargo otros autores
han informado que la melatonina no tiene efectos sobre la inmunidad humoral en

ratones (Demas y Nelson, 1998b) o hamster sirio (Champney y cols., 1998).
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Muchos son los parametros inmunes que se han medido en mamiferos, incluidos
humanos, demostrando el efecto inmunoestimulador de la melatonina. Diversos autores
(Lissoni y cols., 1986; Angeli y cols., 1987) demostraron que la administracion de
melatonina incrementaba la actividad de las células NK en mamiferos. En ratones
Balb/c la melatonina también indujo un incremento de ADCC (citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos), un mecanismo litico en el cual un anticuerpo especifico
actlia cooperativamente con células leucocitarias efectoras que inducen lisis celular
(Giordano y Palermo., 1991; Giordano y cols., 1993) e incrementa los niveles
plasmaticos de IL-2 (Mocchegiani y cols., 1993). En el hamster sirio, la melatonina
incrementa el gamma-interferon (IFN-y) pero solo cuando la melatonina es inyectada

por la tarde (Champney y cols., 1998).

Finalmente, un articulo de Pioli y colaboradores (1993) mostrd que en ratones
C57BL/10 la melatonina aumenta la presentacion de antigeno por macréfagos del bazo
a cé¢lulas T y sus efectos ocurren concretamente con un incremento en la expresion de
moléculas de la clase I MHC y la produccion de IL-1 y el factor de necrosis tumoral
(TNFa).

Una funcién adicional de la melatonina en el sistema inmune es su participacion en la
regulacion de la expresion génica de inmunomoduladores de citoquinas y otros
reguladores inmunes en el bazo, timo, nodulos linfaticos y medula 6sea. En ratones
C57, la melatonina regula el nivel de expresion génica de M-CSF, TNF o, TGF f, en
macrofagos peritoneales, y los niveles de IL-1b, IFNa, M-CSF, TNFa y SCF en
esplenocitos (Liu y cols., 2001). La melatonina también incrementa la produccion de

péptidos timicos asi como timosin al y timulina (Molinero y cols., 2000).

De forma interesante, la melatonina también participa en la regulacién de la
apoptosis de células B y T. La apoptosis extensiva normal ocurre en la medula espinal y
en el timo, los cuales estan provistos de un mecanismo de eliminacion de las células T y
B anormales en concordancia con la estimulacion proliferativa, lo cual ayuda al control
de los niveles de la produccion de nuevas células T y B. La activacion anti-apoptosica

mediante el tratamiento con melatonina es similar para las células B en la medula
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espinal y las células T precursoras en el timo (Yu y cols., 2000). Quizas la situacién en
la cual los efectos estimuladores de la melatonina sobre el sistema inmune estan mejor
demostrados, son aquellos en los cuales el sistema inmune esta deprimido. Hay muchos
modelos de inmunosupresion incluyendo la edad, estrés fisico, enfermedades
infecciosas y tratamiento con corticoides, drogas antitumorales y drogas adrenérgicas.
Aoyama y colaboradores (Mori y cols., 1984; Aoyama y cols., 1987), mostraron que la
administracion de melatonina a ratas en crecimiento, proporcionaba una proteccion
significativa contra los efectos perjudiciales (descenso del peso corporal, atrofia del
timo y adrenales) causados por la dexametasona. Resultados similares fueron obtenidos
por Maestroni y colaboradores (Maestroni y cols., 1986; Pierpaoli y Maestroni, 1987)
en ratones. Estos autores mostraron que el tratamiento de ratas con propanolol y
corticosterona resulta en una depresion significativa de la respuesta primaria de
anticuerpos. Dando inyecciones de melatonina por la noche, las ratas revierten
completamente la supresion de la respuesta humoral. Estos resultados concuerdan con
los obtenidos por Caroleo y colaboradores (Caroleo y cols. 1990; 1992) en ratones
viejos o ratones tratados con ciclofosfamida. La melatonina, cuando se inyecto
cronoldgicamente en ratones inmunodeprimidos por la edad o por ciclofosfamida,
aumento la respuesta de los anticuerpos a un antigeno T-dependiente. Este aumento
estuvo asociado con un incremento inductor de la actividad de las células T helper y la
produccion de IL-2. Todos estos efectos, concuerdan con los obtenidos por Maestroni y
colaboradores (Maestroni y cols., 1987) quienes indicaron que podian estar mediados
por una familia de péptidos opioides, como la naltrexona, un opioide antagonista

especifico, que previene las propiedades inmunoestimuladoras de la melatonina.

Las enfermedades infecciosas son también situaciones que cambian la respuesta
inmune. Maestroni y colaboradores (1988) demostraron que la administracion de
melatonina por la tarde prevenia la paralisis y muerte de ratones infectados con dosis
letales del virus de la encefalomiocarditis (EMCV) después de un acusado estrés. La
actividad antiestrés de la melatonina se presenta en ratones inyectados con antigeno T-
dependiente y fue abolida por naltrexona. Ben-Nathan y colaboradores (1995) también

examinaron el efecto de la melatonina con el virus letal Semliki Forest y la atenuada no-

78



invasiva del virus West Nile. En ambos casos, la melatonina redujo la viremia y
pospuso significativamente el comienzo de la enfermedad y muerte. En todos los
animales supervivientes, se encontraron anticuerpos 22 dias después de la inoculacion
del virus (Ben-Nathan y cols., 1995). Resultados similares fueron encontrados en
ratones infectados con el virus Venezuelan Equine (Bonilla y cols., 1997; 2001). La
melatonina también retras6 el comienzo de la enfermedad y redujo la mortalidad de un
100% a un 16%. Denuevo, se encontraron altas concentraciones de anticuerpos
especificos IgM, 7 semanas después de la inoculacion del virus. Finalmente, la
inmunodepresion siguid a un tramo hemorragico en ratones C3H/HeM. Los resultados
indican que la administracion de melatonina después del tramo hemorragico, restablece
significativamente el descenso que se produce en las funciones inmunes; como
evidencia estan el aumento de los monocitos, IL1 y/e IL6, tan bien como de la

produccion de esplenocitos.

1.4.3.2. Regulacion in vitro de la actividad de las células inmunes por melatonina.

La mayoria de los autores estan de acuerdo en que la pinealectomia y modelos in
vivo de administracion de melatonina muestran claramente las propiedades
inmunoestimuladoras de la indolamina. Muchos test de la funcion inmune dejan una
pequetia duda de que en medio de muchas otras funciones, la melatonina podria ser
considerada como un compuesto fisioldgico inmunomodulador. Sin embargo, cuando la
melatonina es usada in vitro, en otras palabras, afladiendo melatonina a diferentes

cultivos de células inmunes, los resultados se muestran contradictorios.

En linfocitos aislados de humanos, la melatonina en el rango de InM incrementa
la proporcion de células portadoras de receptores IL-2 en la presencia de
fitohemoaglutinina (PHA). A la misma concentracién, la melatonina marcadamente
incrementa la proporcion de células portadoras de receptores T citotoxicos. Finalmente,
Lopez-Gonzélez y colaboradores (1998) estudiaron el efecto de la melatonina sobre
linfocitos aislados de amigdalas de niflos con amigdalitis recurrente. Después del

cultivo, los linfocitos del tipo B sufrieron un descenso en su proliferacion, que fue
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restaurado por adicion de 1nM de melatonina. Los efectos fueron especificos para las

células B, mientras que no afectaron a las células T o células NK.

Muchos autores sin embargo han reivindicado que la melatonina no afecta a los
restantes linfocitos o linfocitos activados con PHA. Asi, la melatonina a baja o altas
concentraciones suspendi6 la actividad proliferativa de células linfoides en humanos
(Artz y cols., 1988; Persengiev y Kyurkchiev 1993; Wolfler y cols. 1998; Konakchieva
y cols., 1995) ratas (Palavani y Harris., 1997) o pollos (Markowska y cols., 2001). En
algunos casos, un efecto inhibidor de la melatonina sobre la proliferacion de linfocitos
fue descrita inhibiendo tanto la actividad NK como la produccion IFN y y TNF a (Di
Stefano y Paulesu, 1994). Estos resultados estan en desacuerdo con los obtenidos en los

modelos in vivo en los cuales la melatonina se comporta como un modulador positivo

de la proliferacion de linfocitos y produccion de citoquinas.

Las razones para las aparentes contradicciones no estan claras pero existen

varias posibilidades:

a) El efecto de la melatonina sobre las células inmunes estd mediado via
otros tejidos, células, hormonas y/o citoquinas que no estan presentes
en el medio de cultivo. Ademdas no hay duda de que la melatonina
afecta a muchos sistemas los cuales, modulan el sistema inmune en
presencia de receptores de melatonina en las células inmunes,
apoyando la hipdtesis de un efecto directo de la indolamina sobre
estas células (Calvo, 1995).

b) La eficacia de la melatonina en los cultivos ha sido testado
primariamente en células activadas con PHA. Bajo estas condiciones,
inmunomoduladoras, la inclusion de melatonina activa las células
inmunes.

c) La presencia de melatonina en el medio de cultivo liberada por las

células inmunes podria enmascarar el efecto de la melatonina
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exogena. Asi la melatonina generada endégenamente podria interferir

con la melatonina exdgena afiadida en los estudios in vitro.

Colombo y colaboradores (1992) mostraron que la melatonina incrementa la
produccion de IFNy por esplenocitos en raton, siendo esta estimulacion
significativamente mayor en células aisladas por la noche que en células aisladas por el
dia. Garcia-Maurifio y colaboradores (2002) han mostrado también que la melatonina

InM activa las células T humanas in vitro (tipo Thl) por incremento de la produccién

de IL-2 y IFNy. En este estudio se observo el efecto de la melatonina en células que no
fueron activadas o fueron levemente activadas con PHA; ademas, el efecto se obtuvo
solamente cuando las células fueron aisladas al comienzo de la tarde y lavadas un
numero de veces con solucion salina. Esta observacion indica que algo en las células,

posiblemente la melatonina endogena, altera los resultados de estos experimentos.

La respuesta de monocitos tanto en humanos como en ratones es modulada por
la melatonina. Monrrey y colaboradores (1994) mostraron que 0.1 nM de melatonina, en
combinacion con lipopolisacarido (LPS) induce citotoxicidad de monocitos humanos,
incrementa la produccion de IL-1 y la produccion de intermediarios del oxigeno
reactivo (ROI). Garcia-Maurifio y colaboradores (1999) también mostraron que 0.1 nM
de melatonina activaba la produccion de IL-6 y IL-12 en linfocitos humanos (Garcia-
Maurifio y cols., 1999; 1997). En humanos, el incremento en la produccién de IL-12 por
la melatonina podria en este sentido actuar sobre las células T humanas causando una
respuesta tipo Thl. Ademas, un efecto directo de la melatonina sobre las células T,
activa la produccion de IL-12 por transporte de la indolamina a las células T que se
diferencian al fenotipo Th (Garcia-Maurifio y cols., 1999). La melatonina también
incrementa la produccion TNF y desciende la liberacion del factor tisular (TF) (Fjaerli y
cols., 1999). Finalmente, la melatonina a concentraciones en un rango de 1 mM reduce
la produccion de oxido nitrico en macrofagos inmunoestimulados (Gilad y cols., 1998).
Esto es debido a una inhibicidén de la enzima 6xido nitrico sintetasa, asociado con la
inhibicion del factor de trascripcion nuclear, factor kappa 3. Los resultados sugieren que

la melatonina podria modular muchas funciones en el linaje monocito/macréfago. La
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figura 15 resume los efectos in vitro de la melatonina sobre las células T y los

monocitos.
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FIGURA 15: Esquema hipotético de la regulacion de la produccion de citoquinas por la
melatonina. La melatonina modula la actividad de los monocitos (células CD14+/CD4+) por
incremento en la produccion de IL-1, [L-6 y TNF. Independientemente, la melatonina activa las
células T-helper (CD3+/CD4+) e incrementa la produccion de IL-2. MEL: melatonina; M:
monocitos; TL: linfocitos T; Thl: células T-helper tipo 1; TF: factor tisular; NO: 6xido nitrico;
ROI: reactivos de oxigeno intermediarios; MIOS: sistema opioide inducido por melatonina.

(Tomada de Guerreo y Reiter, 2002).

El efecto in vitro de la melatonina no esta restringido a la circulacién de
linfocitos y monocitos. La melatonina también actua sobre las células de la médula
espinal. Maestroni y colaboradores (1994; 1996) demostraron que la melatonina podia
influenciar el sistema de formacion de sangre en ratones via la induccion o estimulacion

de las citoquinas T-helper, incluidas en el sistema MIOS. Estas citoquinas ejercen una
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actividad estimulante de colonias significativa. Este efecto hematopoyético de la
melatonina parece estar mediado por el receptores k-opioides tipo 1 sobre la médula

espinal, macrofagos y por IL-1 (Maestroni y cols., 1999).

Finalmente, y como se comentard en el siguiente apartado, también se ha

evaluado el efecto in vitro de la melatonina sobre células de la inmunidad no especifica.

Asi, en neutrofilos humanos, bajas dosis de melatonina (rango de 10nM) resultan en un
incremento del estallido respiratorio en respuesta a PMA (Pieri y cols., 1998). Sin
embargo 2mM de melatonina inhibe el estallido respiratorio. Aparentemente, la
melatonina modula esta funcién en una manera dosis-dependiente. La figura 16 resume

los efectos de la melatonina sobre el sistema inmune.
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ESQUEMA 16: Esquema hipotético de la regulacion del sistema inmune por la melatonina. La
melatonina modula la actividad de los monocitos (células CD14+/CD4+) y células T resultando
en un incremento de la actividad de las células NK, actividad ADCC e incrementa la produccion
de GM-CFU. Independientemente, reprime la expresion de la 5-lipoxigenasa por las células B y
regula la actividad de los neutrofilos. La melatonina también actua sobre el timo para
incrementar tanto la timosin al como la timulina por las células epiteliales timicas y/o

timocitos. (Tomada de Guerrero y Reiter, 2002).

1.4.4. MELATONINA COMO UN ANTIOXIDANTE EN LAS CELULAS
FAGOCITICAS.

La fagocitosis es un elemento importante de la respuesta inmune no especifica y
representa un mecanismo fundamental para la defensa contra agentes infecciosos. Las
células fagociticas ingieren su objetivo (antigeno) y entonces lo destruyen por la accion
de enzimas las cuales forman radicales libres derivados del oxigeno por medio de una
serie de reacciones de Oxido-reduccion las cuales se han dado en llamar “estallido
respiratorio”. En este proceso se forman varias especies quimicas agresivas, como el
anion superoxido, peroxido de hidrogeno, radicales hidroxilo o hipoclorito. Su funcién
es la de destruir los microorganismos invasivos. La presencia de radicales libres en los
fagocitos es beneficioso para el organismo, y gracias a su formacioén dentro de las
células, los microorganismos patogenos pueden ser destruidos. Es claramente una
defensa solida adoptada por el organismo en su hébitat natural. Esto seria realmente una
ventaja si los radicales una vez hecha su funcioén, fueran entonces secuestrados y/o
eliminados por los fagocitos, lo que tendria el efecto de garantizar la integridad de estas

células.

El efecto de la melatonina sobre la fagocitosis ha sido también estudiada en la

tortola collariza (Streptopelia risoria) usando heterdfilos aislados (Rodriguez y cols.,

2001). La melatonina, a concentraciones farmacoldgicas, aumenta tanto la capacidad
quimioatrayente de estas células como su capacidad para fagocitar particulas antigénicas
y reduce la intensidad del estallido respiratorio (Rodriguez y cols., 1997). Asi, en esta

misma especie, (Rodriguez y cols., 1998) se encontré que la incubacion con dosis
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farmacoldgicas de melatonina aumentaba la actividad de la superdxido dismutasa
(SOD), una metaloenzima la cual cataliza la dismutacién del aniéon superoxido en
oxigeno y peroxido de hidrégeno, al mismo tiempo que incrementaba la concentracion
de mioloperoxidasa, una enzima utilizada como indicador de la capacidad bactericida de
los heterofilos (Barriga y cols., 1998). Estos resultados fueron confirmados cuando se
encontrd una correlacion positiva entre los cambios en los niveles plasmaticos de
melatonina y la fagocitosis, y una correlacién negativa con el metabolismo oxidativo
(Rodriguez y cols., 1999a). También Moore y colaboradores (2002), mostraron que la
melatonina exodgena podia reconstituir una deficiencia celular y humoral en la respuesta

inmune de codornices japonesas pinealectomizadas.

En los tultimos afios, muchos trabajos han mostrado que la melatonina es un
antioxidante de ancho espectro debido a su habilidad para secuestrar radicales libres y
para estimular enzimas antioxidantes (Tan y cols., 2000b). También se ha mostrado que
la melatonina es un secuestrador efectivo in vitro tanto de radicales libres como de
especies reactivas de oxigeno y que tanto a concentraciones fisioldgicas como

farmacoldgicas, reduce el estrés oxidativo in vivo (Reiter y cols., 2000a).

La melatonina administrada a niveles fisioldgicos tiene importantes efectos
inmunoreconstitutivos sobre los fagocitos (Barriga y cols., 1998) y un descenso en la
produccion de malonaldehido (MAD), un indicador del dafio oxidativo inducido a las
membranas lipidicas (Rodriguez y cols., 1999b). Todos estos datos confirman la
existencia de una correlacion negativa entre los niveles de melatonina séricos en un
periodo de 24 horas y los niveles de anion superoxido en heterédfilos, con minimos y
maximos niveles que coinciden con las oscilaciones diurnas de melatonina (Rodriguez y

cols., 1999a).

En resumen, podria decirse que la melatonina es un potente antioxidante
endogeno en heterofilos de aves, a concentraciones fisioldgicas, y es un efectivo
secuestrador de radicales libres, protegiendo a las células del estrés oxidativo que

acompaiia a la fagocitosis.
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1.4.5. MECANISMOS DE ACCION DE LA MELATONINA EN CELULAS
INMUNES.

Se tiene conocimiento de que la melatonina actua sobre las células inmunes a
varios niveles, tanto por vias directas como indirectas. En la actualidad hay suficientes
evidencias acerca de los sitios de unidon especificos de la melatonina sobre las células
inmunes en vertebrados superiores, lo que permite asumir efectos directos de la

melatonina sobre el sistema inmune (Calvo y cols., 1995).

Ademas de actuar via receptores especificos, la melatonina puede influenciar la
actividad de proteinas intracelulares implicadas en la activacion de células inmunes. La
melatonina podria influenciar la actividad fosfodiesterasa intracelular dependiente de

calmodulina.

Considerando la influencia de los radicales libres sobre la transduccion de
sefales intracelulares en los linfocitos (Flescher y cols., 1994), otra posible via por la
que la melatonina puede afectar las funciones de las células inmunes es desde su
propiedad secuestradora de radicales libres (Reiter, 1995). Asi, en linfocitos que fueron
pretratados con melatonina, se produjo un significativo descenso, dependiendo de la
concentracion, en la frecuencia del dafio inducido por radiacién cuando se los compara
con células sin el pretratamiento con melatonina. Ademas de los efectos directos de la
melatonina sobre las células inmunes, existen efectos inmunomoduladores indirectos,
influenciando la sintesis y liberacion de otras hormonas como ya se ha indicado.
Algunos autores apoyan la idea de que la melatonina eleva los niveles en plasma de
prolactina (Kramer y Ben-David, 1978), siendo ademds esta hormona un conocido
estimulador de la inmunidad dependiente de células T (Goetzl y Sreedharan, 1992;
Gagnerault y cols., 1993). Otros estudios, sin embargo, han encontrado una disminuciéon

en los niveles de prolactina con la melatonina (Tamarkin y cols., 1981; Blask, 1993).

Finalmente, la capacidad de la melatonina para estimular la linfopoyesis de las

células B y la produccion de monocitos y células NK (Currier y cols., 2000), se puede

86



afiadir a sus efectos inmunoestimuladores como procedimiento preventivo para reforzar
la reactividad inmune. En vista de la variedad de posibles efectos directos como senal
intracelular, la existencia de diferentes tipos de receptores de melatonina y el hecho de
que los propios linfocitos produzcan melatonina en respuesta a ciertos estimulos (Conti
y cols., 2000), apunta hacia un papel fisioldgico de la melatonina, como un modulador

dentro del sistema inmune paracrino, autocrino o incluso intracelular.

1.4.5.1. Receptores de l1a melatonina en células inmunes.

En humanos, Lopez-Gonzdlez y colaboradores (1992) caracterizaron sitios de
union de alta afinidad para la melatonina en la membrana de linfocitos de sangre

1'*®) iodomelatonina a células T de sangre periférica, fue 10

periférica. La unién de 2-(
veces mayor que la encontrada en linfocitos B (Gonzéalez-Haba y cols., 1995). Los
valores de constante de disociacion (Kd) de estos receptores estan en el rango de 1nm,
lo cual es de 5-50 veces menor que los que se encuentran en las areas cerebrales de
humanos y raton (Laitinen y Saavedra, 1990). Partiendo de la elevada Kd, la relevancia
de estos receptores para unir melatonina circulante es cuestionable. De todas formas,
considerando la capacidad de los linfocitos humanos y de diversos tejidos neurales para
producir melatonina, se podria pensar en un microambiente linfocitario con valores de
melatonina mucho mayores que los referidos como fisioldgicos, donde la hormona
podria tener un papel autocrino o paracrino en la regulacion linfocitica (Liebmann y
cols., 1997; Stefulj y cols., 2001).

Maestroni y Conti (1990) indicaron que la melatonina se une a células linfoides
humanas modulando su respuesta proliferativa. Las células activadas parecen tener una
mayor respuesta a la melatonina, por lo que la activacion de las células T incrementa
significativamente la union de melatonina (Konakchieva y cols., 1995). Los monocitos
humanos expresan receptores de melatonina dependiendo de su estado de maduracion, y

parece que la diferenciacion de monocitos in vitro afecta negativamente la expresion del

receptor (Barjavel y cols., 1998).
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Como ya hemos comentado, debido a su naturaleza lipofilica, la melatonina es
capaz de atravesar la membrana celular y de unirse a lugares intracelulares. Se han
descrito receptores nucleares en células inmunocompetentes humanas y murinas. Parece
que son estos receptores nucleares los que estan principalmente implicados en el efecto
de la melatonina sobre la produccion de citoquinas en células mononucleares de sangre
periférica humana (Garcia-Maurifio y cols., 1998), aunque no se conoce si la accion de
la hormona es sobre la expresion de los genes de las citoquinas o es solo a nivel
postranscripcional (Maestroni y cols, 1999). Los RZR los encontramos en el cerebro
mientras que los RZRa se encuentran en tejidos periféricos, incluyendo los leucocitos
sanguineos. En linfocitos B, los cuales expresan el RZRa, la melatonina “down-
regulates” a través de estos receptores la expresion de la enzima 5-lipoxigenasa
implicada en la biosintesis de leucotrienos (Steinhilber y cols., 1995). Pero el valor de la
Kd para este receptor nuclear estd en el rango nanomolar, lo cual de nuevo puede
cuestionar la relevancia fisiologica de estos receptores para la melatonina, aunque a su
vez puede sugerir que la melatonina actia incluso como un modulador intracelular de
funciones linfocitarias. No obstante, aun no se conoce mucho acerca de los niveles

intracelulares de melatonina.

1.4.5.2. Receptores de melatonina en genes del sistema inmune.

Los receptores de melatonina de genes fueron clonados por primera vez en
lineas celulares inmortalizadas de melanoforos de Xenopus lavevis (Ebisawa y cols.,
1994), y desde entonces se han clonado numerosos receptores y fragmentos de
receptores (Kokkola y Latienen, 1998, rewiew). En vertebrados no mamiferos, los
receptores de melatonina se pueden dividir en 3 subtipos: Mel 1a, Mel 1b y Mel 1c
basandose en su DNA y secuencia de animoacidos. Las secuencias de RNAm de Mel 1a
y Mel 1b estan presentes en todos los vertebrados, mientras que el RNAm de Mel 1c

solo estan presentes en vertebrados no mamiferos (Kokkola y Laitinen, 1998).

Se han encontrado sitios de unidén de alta afinidad para la melatonina en timo,

bolsa de Fabricio y bazo de diversas aves y mamiferos (Poon y cols., 1994), asi como en
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células Th de medula 6sea (Maestroni, 1995). La expresion del RNAm del receptor de
membrana de melatonina se ha detectado en linfocitos de timo y de bazo de ratas, lo
cual hace pensar que el mismo receptor encontrado en zonas del cerebro es también el

responsable de la union especifica de la 2-(I'*°

) iodomelatonina en linfocitos (Pozo y
cols., 1997). Los sitios de union se encuentran principalmente en células Th (Guerrero y
cols., 1996; Garcia-Mauriio y cols., 1997). No estd aun claro si la melatonina actiua
sobre células Thl o Th2 o sobre ambas, aunque diversos estudios (Del Petre y cols.,

1994; Hiddinga y cols., 1994) apuntan a las células Th1 como las principales dianas.

1.4.5.3. Seiial de transduccion en las células inmunes.

Por otro lado se ha sugerido que los receptores de melatonina estan acoplados en
linfocitos a una proteina G como sistema para la liberacion de segundos mensajeros
(Guerrero y cols., 1994). Esta nocion ha sido corroborada por Rafii-El-Idrissi y
colaboradores (1995) quienes han observado un descenso en la produccion de AMPc
tras el tratamiento con melatonina de esplenocitos de rata, lo que apoya la idea de la
implicacion de una proteina G inhibidora en las sefales de transduccion de los
receptores de melatonina linfocitarios. No obstante Lopez-Gonzalez y colaboradores
(1992) indicaron que la melatonina sola no afecta la concentracion de AMPc
intracelular de linfocitos humanos. Aunque todavia queda mucho por saber sobre la
conexion entre la activacion de los sitios de unién de la melatonina en los linfocitos y
los efectos de la misma sobre funciones linfocitarias, parece ser que la via de
transduccion es mediante la misma proteina G acoplada a los receptores de membrana

de distintas regiones del cerebro (Reppert y Weaver, 1995).
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1.4.6. MODULACION DE LA FUNCION PINEAL POR FACTORES INMUNES.

La comunicacién entre la glandula pineal y el sistema inmune es bidireccional,
desde la circulacion de mensajeros de las células inmunes activadas (por ejemplo
citoquinas), mediadores inflamatorios (incluyendo histamina) y hormonas que actian
reciprocamente sobre la glandula pineal (Fabris, 1994). El efecto feedback de estos

mensajes sobre la glandula pineal esta sin embargo, pobremente entendido.

La funciéon de la glandula pineal (medida como actividad AA-NAT o
concentracion de melatonina) se ha comprobado que es modificada por opioides
(Govitrapong y cols, 1992), prostaglandinas (Voisin y cols., 1993), tratamiento con
citoquinas (Mucha y cols., 1994), histamina (Zawilska y cols., 1997), estimulacion
antigénica (Markowska y cols., 2000) e inflamacion (Skwarlo-Sonta, 2002). En
adiccion, bursin (el tnico tripéptido producido por la bolsa de Fabricio), restaura los
niveles nocturnos de melatonina en pollos en los cuales el ritmo de melatonina es

suprimido mediante bursectomia embrionaria (Youbicier-Simo y cols., 1996).

Aunque la glandula pineal es parte del cerebro, la circulacion de factores
inmunes (ej. citoquinas) producidas por las células inmunes tiene un facil acceso a ésta.
La expresion de receptores de citoquinas en los pinealocitos, sin embargo, tiene aun que
ser demostrada, pero su presencia puede ser deducida mediante estudios in vivo con
receptores ligandos de citoquina (Mucha y cols., 1994). La expresion constitutiva de
interleukina 1B (IL-1 B) en la gldndula pineal de rata ha sido también demostrada para
correlacionarla con el ritmo diurno de melatonina, desde el punto que el ARNm de IL-
1B es mayor durante el dia que durante la oscuridad (Tsai y McNulty, 1999). El numero
de células IL-1p positivas en la pineal se ve también incrementado por el interferon
(IFN) o lipopolisacaridos (LPS), sugiriendo un importante papel de IL-1B en el eje
sistema inmune-pineal. Ademas, la inflamacion sistematica inducida por una inyeccion
de LPS induce la expresion génica de IL-1P en la glandula pineal. En adiccion la accion
directa sobre los pinealocitos, las citoquinas y otros factores inmunes podrian regular la

funcioén pineal por acciones indirectas en las células gliales del SNC (Brzezinski, 1997).
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Ademas, en estudios recientes, Tsai y colaboradores (Tsai y McNulty, 1997, 1999; Tsai
y cols., 2001) han encontrado que la accion de algunas citoquinas (IFN-y e IL-1f) sobre
la funcionalidad pineal in vitro, son mediadas por la microglia, mientras que otros

mediadores inflamatorios ejercen sus efectos directamente sobre los pinelaocitos.

1.5. EDAD, MELATONINA Y SISTEMA INMUNE.

1.5.1. ENVEJECIMIENTO: CONCEPTO Y TEORIAS.

Se podria definir el proceso de envejecimiento como una acumulacion de
cambios y alteraciones producidas con el paso de los afios y que se asocia a un descenso
lineal y constante en la capacidad maxima de las funciones biologicas, produciéndose la
muerte una vez que la capacidad de mantener un equilibrio orgénico adecuado es
superada por la intensidad de los procesos y mecanismos desestabilizadores (Cutter,
1984).

Actualmente, el aumento de la esperanza de vida media en los paises desarrollados ha
despertado el interés por los temas gerontoldgicos, y es cada vez mayor el nimero de
cientificos que centran sus esfuerzos en investigar las causas y los efectos del
envejecimiento. En nuestra sociedad es aceptado que el envejecimiento forma parte de
una secuencia de acontecimientos que se dan en la vida de todo ser, como son nacer,

envejecer y morir.

No hay que olvidar la heterogeneidad poblacional existente, puesto que no todos
los individuos envejecen de igual forma. Por consiguiente, animales y personas que
presentan la misma edad cronologica pueden diferir en el grado de conservacion de sus
funciones biologicas. De esta forma, la edad cronoldgica no seria un parametro fiable,
introduciéndose asi el concepto de “edad bioldgica” como un criterio funcional mas
adecuado (Bourhere, 1970; Shock, 1979). La edad bioldgica dependeria de un extenso
numero de variables fisioldgicas, bioquimicas y psicologicas, condicionadas por la

herencia y el medio ambiente (McFarland, 1953).
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1.5.1.1. Teorias sobre el envejecimiento.

En el sistema tan complejo e integrado del que forman parte las células vivas, no
es tarea facil la diferencia entre causa y efecto del envejecimiento, por ello aun se
desconoce si el envejecimiento deriva de una unica causa o de varias (Miquel, 1990).
Cada descubrimiento importante en la biologia celular y molecular ha conducido a la
aparicion de nuevas teorias sobre el envejecimiento o nuevas versiones de las teorias
anteriores. De hecho, varias teorias pueden coexistir si no se contradicen entre si o
tratan de explicar de forma diferente e independiente el envejecimiento. Asi, Medvedev
(1990), describié mas de 300 teorias que intentaban explicar como se producia este
proceso. Dichas teorias se pueden agrupar bajo dos encabezamientos principales: teorias
de envejecimiento genéticamente programado en el desarrollo y teorias de

envejecimiento por acumulacion de dafio celular.

1.5.1.1.1. Envejecimiento genéticamente programado

Toda una serie de teorias se basan en la idea de que el envejecimiento se
encuentra programado genéticamente. Las diferencias que existen en el modo de
envejecer y morir de ciertas células y de alcanzar la “inmortalidad” de otras, ha hecho
que surgieran diversos comentarios como los de Weissman en 1891, en los que se
apunt6 la perdida de inmortalidad como consecuencia de la division del trabajo celular,
surgiendo asi el desgaste en las células somaticas y el poder regenerador en las células
sexuales, capaces de reproducir el organismo entero. En 1907, Minot enuncia una

estrecha relacion entre el envejecimiento y la diferenciacion celular.

Hayflick en 1980, propone que la pérdida de capacidad de division era idéntica
al envejecimiento celular. Asi se establece la existencia de una programacion celular,
basandose en la observacion de las divisiones que se producian en los fibroblastos en
cultivo, los cuales parecen poseer un nimero limitado de duplicaciones. Sin embargo,
Strehler en 1977 indic6d su desacuerdo con que el envejecimiento y la muerte celular

surgirian cuando la programacién llegara a su fin. Si el envejecimiento tiene origen en
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las alteraciones del genoma nuclear, éstas serian cuantitativas (agotamiento) y no
cualitativas (mutacion). Asi, la lesion iniciadora molecular del envejecimiento seria una
disminucién de las reservas del ADN redundante o metabolico que dificultaria el
proceso de replicacion de organelas y de las moléculas que integran los organismos

envejecidos (Medvedev, 1990).

En 1990 Harley y colaboradores, proponen una teoria basada en el acortamiento
de los telomeros, en la cual se postula la perdida de una determinada cantidad de ADN
telomérico segin surge cada division celular. Cutler en 1991, indica que el
envejecimiento es el resultado de la inestabilidad en la expresion génica en células

altamente diferenciadas.

1.5.1.1.2. Envejecimiento por acumulacion de dafio.

Las teorias englobadas bajo este encabezamiento asumen una acumulacion
progresiva de dafio debida a una menor eficacia en los sistemas de mantenimiento y
reparacion. El dafio puede establecerse en cualquier macromolécula que no cumpla su
funcién con eficacia maxima, asi como en cualquier nivel de organizacidon superior
(genes, células, organulos celulares, procesos fisiologicos). En este grupo de teorias se
incluye la propuesta por Orgel en 1963, asi, este autor sugiere que en el envejecimiento
se encuentran implicados errores debidos a la transcripcion del ARN y a su trasduccion
a proteinas, lo cual llevaria a una acumulacion de proteinas alteradas no funcionales.
Posteriormente, Rothstein (1981) y Fleming y colaboradores (1986), indican que los
cambios en las proteinas son efectos posteriores y no reflejan una perdida de actividad

en los mecanismos biosintéticos.

La glicosilacion de proteinas y acidos nucleicos tendria consecuencias nocivas
como alteraciones en las actividades enzimaticos, expresion génica, etc., y esto es lo
propuesto por Cerami en 1985 como base de muchos aspectos del envejecimiento. Por

otra parte, las uniones covalentes o por puentes de hidrogeno de dos o mas moléculas,
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también se propusieron como causantes de los cambios que acontecen con la edad

(Bjorkstein, 1974; Kohn, 1978).

Zs-Nagy en 1974 dio especial importancia al hecho de la desorganizacion de las
membranas celulares y subcelulares. Asi, la peroxidacion lipidica seria una de las causas
que dan lugar a esta desorganizacion y los consiguientes cambios en las propiedades y
funciéon de la membrana como son la permeabilidad, el transporte activo y la

homeostasis celular.

Una de las teorias actuales que recibe gran atencion por parte de muchos
gerontdlogos es la teoria del envejecimiento por la participacion de radicales libres. Ya
en 1954, Gerschaman y colaboradores, propusieron que la toxicidad del oxigeno en los
sistemas biologicos era debido a la generacion de radicales libres y que el
envejecimiento es una consecuencia de esa toxicidad. Poco después Harman (1956)
propuso la teoria de los radicales libres de oxigeno para explicar el envejecimiento
celular. Algunos de los hechos que apoyan esta teoria han sido propuestos
posteriormente:

e Relacion inversa entre longevidad y tasa metabolica.

e Acumulacion de lipofucsina (producto terminal de la peroxidacion
lipidica).

e Aparicion de enfermedades donde se encuentran implicados los
radicales libres (Alzheimer, Parkinson, ateroesclerosis).

¢ Beneficio de restriccion calorico sobre la longevidad.

Por tanto, puesto que las células poseen compuestos antioxidantes para controlar los
efectos nocivos de esos radicales, el envejecimiento podria ser debido a las

modificaciones en el balance entre prooxidantes y antioxidantes en las células.
Posteriormente, el papel central de las mitocondrias como generadores de

radicales libres, ha llevado a proponer la teoria mitocondrial del envejecimiento (Miquel

y cols., 1980; Fleming y cols., 1982) basada en el ataque que los radicales libres llevan
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a cabo sobre el genoma mitocondrial (Harman, 1956: Miquel y cols., 1980; Miquel y
Fleming, 1983). El envejecimiento derivaria de una alteracion y pérdida progresiva de
los organulos productores de energia (mitocondrias) de las células irreversiblemente
diferenciadas, con la consiguiente disminucidon en el rendimiento bioldgico (Miquel,

1990).

Entre otras alteraciones mitocondriales vistas en el envejecimiento, se han podido
observar: a) disminucién en el numero de mitocondrias, b) disminucion en la actividad
de distintos complejos enzimaticos, ¢) aumento de la produccion de radical superdxido

y peréxido de hidrogeno y d) acumulacion de compuestos tipo lipofucsina.

Otros autores centran las causas del envejecimiento en las lesiones acontecidas en el
ADN nuclear. Asi Confort en 1979, propuso la teoria de que el envejecimiento proviene
de una acumulacion de lesiones a nivel de DNA nuclear, después matizada por otros
autores, los cuales apuntaron a que las lesiones serian fundamentalmente a nivel
mitocondrial. Asi, se ha postulado una mayor susceptibilidad al dafio oxidativo en el
ADN mitocondrial respecto al nuclear, entre otras razones por carecer de la proteccion
de poliaminas o histonas y su capacidad de reparacion por debajo de la del ADN nuclear

(Yakes y Van Houten, 1997).

Por otra parte, dada la importancia que tienen los sistemas neuroendocrino e
inmunitario en la regulacion de todos los procesos fisioldgicos, no es sorprendente que
ambos sistemas sean uno de los focos de atencion en lo referente a formular conceptos
tedricos sobre el envejecimiento (Strehler, 2000). Las teorias neuroendocrinas (Everitt y
Burgess, 1976; Frolkis, 1982; Meites y cols., 1986) se basan principalmente en tres

suposiciones:

a) La gran mayoria de las funciones del organismo, estdn regulados por el

sistema neuroendocrino.
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b) Esta compleja red sufre un deterioro progresivo con el envejecimiento,
reflejado en las alteraciones sufridas en la sensibilidad de los tejidos a
factores neurohormonales y la incidencia incrementada de tumores.

¢) El deterioro intrinseco en este sistema y cualquier fallo del mismo es
perjudicial y critico para la longevidad, debido a la alta importancia del

sistema neuroendocrino respecto de otras funciones del organismo.

Existe también una teoria inmune (Walford, 1969; Burnet, 1970) que fue sugerida

en base a las siguientes afirmaciones:

a) El sistema inmunitario mantiene la integridad del organismo a través de su
control sobre las células transformadas.

b) Este sistema experimenta un deterioro progresivo, por su cuantitativamente
menor respuesta al avanzar la edad.

c) Este deterioro es un hecho primario como lo sugiere la involucion timica,

organo crucial del sistema inmunitario.

Asi, se propuso la disminucidon de respuesta en las células T, principalmente la
mostrada por subpoblaciones con marcadores de células memoria, como un modelo de
envejecimiento celular in vivo. La existencia de defectos en respuesta a la activacion de
estas células, que se acumulan con la edad, representaria un elemento determinante del

envejecimiento biologico (O Leary y Haligren, 1991).

También se ha propuesto en base a las interacciones existentes entre el sistema
nervioso, endocrino e inmunitario, las alteraciones de esta comunion con la edad como
responsables de la mayoria de disfunciones asociadas con el envejecimiento (Fabris,

1991).
El envejecimiento no puede ser explicado por una causa simple. Existen

numerosos factores que generan alteraciones, errores y mutaciones. Posiblemente,

ninguna teoria basada en un solo mecanismo pueda dar explicacion a nivel molecular,
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celular y fisiologico de la degeneracion de los organismos que tiene lugar con el paso
del tiempo. La complejidad del proceso de envejecimiento solo se puede entender con
teorias integradoras que armonicen los conceptos fisioldgicos y moleculares de los
sistemas. En este sentido las propuestas de Miquel, el cual mantiene que el
envejecimiento en humanos y animales deriva de una mutacién o inactivacion del
genoma mitocondrial de células diferenciadas (Miquel, 1990; 1991; 1992; 2001),

permiten un acercamiento légico de este proceso.

1.5.2. CAMBIOS EN LA SECRECION DE MELATONINA RELACIONADOS
CON LA EDAD. POSIBLES CAUSAS.

La concentracion de melatonina en la sangre, la cual en mamiferos es
consecuencia primaria de la secrecion por la glandula pineal, muestra un claro ritmo
circadiano con bajos valores durante el dia y se incrementa de 10-15 veces durante la
noche (Arendt, 1995; Karasek, 1999). Este ritmo se desarrolla alrededor del 6° mes de
vida y los mayores niveles se alcanzan entre los 4 y 7 afios de edad. En torno a la
madurez podria haber una caida en las concentraciones de melatonina y a partir de aqui
sus niveles disminuyen gradualmente (Karasek y cols., 2001). En muchos individuos de
mas de 65 afios, el ritmo dia-noche estd practicamente ausente (Figura 17) (Karasek,
1999; Karasek y cols., 2001). La amplitud de la secrecion de la melatonina nocturna se
cree que esta genéticamente determinada y muestra grandes diferencias entre los
individuos (Bergiannaki y cols., 1995). De este modo, algunos individuos producen
significativamente menos melatonina durante su vida que otros, lo cual puede tener

significacion en términos de envejecimiento. (Karasek y Reiter, 2002).
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Figura 17: Perfiles diurnos de las concentraciones séricas de melatonina a varias edades.

(Tomada de Karasek y Reiter, 2002).

Est4d bien establecido que en humanos y en otras especies, la melatonina es
secretada en un patron circadiano con bajos niveles durante el dia y altas
concentraciones por la noche. Sin embargo, la cantidad de melatonina secretada y
consecuentemente la amplitud de estos patrones circadianos, puede variar
considerablemente en adultos. Aproximadamente entre el 1-5% de la poblacion tiene
muy bajos niveles de melatonina, sin evidencias de liberacion circadiana (Waldhauser y
Dietzel 1985; Arent, 1988). El porqué de que algunos adultos no produzcan melatonina
no esta claro. La hipersecrecion de melatonina en adultos normales parece un hecho
poco comin y fue visto por Meyer y colaboradores (1990) aunque se requiere mayor
confirmacion. A pesar de estas diferencias individuales, la amplitud de la melatonina
exhibe un alto grado de consistencia de un dia a otro (Waldhauser y Dietzel 1985;
Arent, 1988). Sin embargo, no hay datos disponibles sobre la produccion intrauterina de
melatonina en la glandula pineal del feto (Yellow y Longo, 1988; McMillen y Nowac,
1989). Hay evidencias de que el transporte libre de melatonina entre el compartimento
materno y fetal probablemente exponga al feto a similares variaciones circadianas de

melatonina que su madre (Zemdegs y cols., 1988).
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Varios grupos han estudiado los niveles de melatonina en suero tanto nocturnos
como diurnos en nifios (Hartman y cols., 1982, Waldhauser y Waldhauser, 1988). De
estos datos parece que la melatonina diurna es baja y no tiene cambios apreciables en el
primer afio de vida. Similares niveles a los diurnos son apreciados por la noche, es
decir, estos son bajos e indetectables durante los dos o tres meses de edad. Los niveles
de melatonina se incrementan gradualmente durante los siguientes meses. Esto indica
una ausencia del ritmo circadiano de melatonina después del nacimiento; el comienzo
de los patrones de secrecion empieza aproximadamente a los 3 meses de edad y
subsecuentemente aumenta la amplitud de la melatonina. Estos estudios son
corroborados por estudios sobre la excrecidon de 6-hidroximelatonina, principal
metabolito de la melatonina (Hartmam y cols., 1982; Kennaway y cols., 1992).
Kennaway y colaboradores han demostrado muy baja y aritmica excrecion de la 6-
hidroxi-melatonina (6-OH-MLT) en nifios de 9 a 12 semanas de edad. Ademas el
comienzo del ritmo circadiano de melatonina corresponde al desarrollo de otras
variables circadianas asi como el ritmo suefio-vigilia, temperatura corporal, la secrecion

de cortisol y TSH.

En estudios sobre las muestras individuales de suero tanto nocturna como diurna
en sujetos normales (Waldhauser y cols.1984; Waldhauser y Waldhauser, 1988) se han
observado los mayores niveles de melatonina durante la noche en nifios de 1-3 afios de
edad. Los niveles medios de melatonina descienden progresivamente un 80% desde la
nifiez hasta la adolescencia. El descenso de melatonina durante la nifiez puede ser
explicado por alteraciones en el peso corporal durante el desarrollo. El incremento del
cuerpo humano en talla desde la nifiez a la adolescencia es de un 500 a 800 %, pero
datos sobre el tamafio de la pineal (Schmidt y cols., 1995), contenido de HIOMT en la
pineal (Wurtman y cols., 1964) y produccién de melatonina (Young y cols., 1988)
indican solamente pequefias alteraciones desde la infancia. Asi, el descenso de
melatonina durante la nifiez parece ser el resultado de un rango constante de la
produccion de la hormona contra el incremento del volumen de distribucion de la
hormona durante el desarrollo. Este concepto es también apoyado en diferentes modelos

animales (Waldhauser y cols., 1988).
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Las concentraciones séricas de melatonina nocturna también descienden
significativamente durante la edad adulta (grupos de edad 20-35 afios con respecto a
grupos de edad de 70-90 anos) (Waldhauser y cols.,1984; 1988). Sin embargo la
diferencia en los valores medios fue solamente del 10% con respecto a los valores
maximos medidos en muchos jovenes. La mayor parte de este descenso adicional ocurre
durante la senescencia (Figura 18). Esto podria explicar porque algunos autores, los
cuales examinaron adultos desde un estrecho rango de edad (Arendt y cols., 1982;
Claustrat y cols., 1984) no fueron capaces de detectar una dependencia entre la edad y
las concentraciones de melatonina, mientras que otros, los cuales compararon sujetos
jovenes con personas mayores (Iguchi y cols., 1982) encontraron los menores niveles de
melatonina en el ultimo grupo. Asi, el descenso dependiente de la edad en los niveles
séricos nocturnos de melatonina después de la infancia, va seguido de un escarpado
descenso desde temprano en la nifiez a la adolescencia y un moderado decremento en la

edad adulta (Turek y cols., 2000; Karasek y Reiter, 2002).
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FIGURA 18: Concentraciones séricas nocturnas de melatonina en 367 sujetos de edades

comprendidas entre los 3 dias y los 90 afios (Tomada de Waldhauser y cols., 1998).

Un pequeio descenso adicional en la melatonina en sujetos viejos puede ser el resultado
de la degeneracion del cuerpo pineal con la edad, una caracteristica frecuente
encontrada en otras glandulas endocrinas. Sin embargo, se han propuesto otras posibles
causas para las alteraciones dependientes de la edad en la melatonina sérica, incluyendo
la reduccién en la poblacion o metabolismo de los pinealocitos (Waldhauser y

Waldhauser, 1988).

1.5.3. CAMBIOS EN LA FUNCION INMUNITARIA CON LA EDAD
(INMUNOSENESCENCIA).

Definimos como inmunosenescencia, el conjunto de cambios inmunologicos
asociados a la edad y que conllevan un deterioro en la capacidad funcional del sistema

inmunologico.

El sistema inmunitario, a pesar de su trascendencia fisiologica, es uno mas de los
sistemas que experimentan los efectos del paso del tiempo. El sistema inmunitario
envejece y por tanto su efectividad también. Como consecuencia existe una mayor
incidencia de infecciones, enfermedades autoinmunes y cancer (Ginaldi y cols., 1999a).
Con el envejecimiento se pierden tejidos linfoides del timo, bazo, ganglios y médula
osea. El timo tiene un papel central en los cambios del sistema inmunitario, que ha
llegado incluso a clasificarse como el reloj biologico del envejecimiento. Los mayores
cambios se observan en las células T que requieren la actividad timica para su desarrollo
y diferenciacion. Los cambios en las células B son pequefios y generalmente
secundarios a los de las células T. Se han observado multiples modificaciones en las
células del sistema inmunitario de individuos envejecidos, tanto a nivel molecular como
de estructura y funcion celular. Asi, entre otras se puede destacar la involucion del timo,
la disminucién en el numero y funcion de los linfocitos T, el descenso de la actividad de

la interleuquina 2, el aumento de apoptosis, la disminucién en el cociente celular
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CD4/CD8, y la alteracion en la proporcion entre células virgenes y memoria (Miller,
1996). Dado que el estado funcional del sistema inmunitario es un protector no sélo de
salud, sino también de longevidad (Wayne, 1990), se ha propuesto la valoracion de
dicho estado como un excelente marcador de edad biologica. No obstante, conviene
indicar que considerar un Unico pardmetro de medida, no permite determinar una buena

o0 mala funcidén inmunitaria.

Linfocitos T. Son varios los estudios realizados hasta el momento cuyo objetivo ha sido
esclarecer la situacion se esta poblacion celular con el envejecimiento. Las células T
son, de todas las del sistema inmunitario, las que experimentan los mayores cambios
con el envejecimiento (Solana y Pawelec, 1998; Pawelec, 1999). El nimero absoluto de
linfocitos T (CD3+ CD2+) disminuye ligeramente (5-10%) (Rea y cols., 1996).
Ademas, la proporcion de las subpoblaciones de este tipo celular varia con la edad.

En relacion a la actividad funcional de los linfocitos T, su capacidad proliferativa en
respuesta a la estimulacion por mitogenes se muestra reducida al envejecer (Ginaldi y
cols., 1999b). En algunos estudios se ha demostrado en las células T de individuos
viejos, comparandose con las de jovenes, un aumento de apoptosis (McLeoc, 2000). Por
otra parte, la producciéon de ciertas citoquinas, como la IL-2, de considerable
importancia en la respuesta proliferativa de las células T, disminuye con el
envejecimiento, hecho observado tanto en humanos como en animales de

experimentacion (Wakikawa y cols., 1999).

Linfocitos B. Las células B tienen un importante papel en el desarrollo de
anormalidades a nivel humoral que aparecen con el envejecimiento, y en
manifestaciones tipicas de la edad como son la producciéon de anticuerpo, enfermedades
autoinmunes y alteraciones linfoproliferativas.

Los estudios realizados sobre los cambios funcionales de estos linfocitos con la edad
son mas limitados que los existentes para las células T. El hecho de que la funcionalidad
de los linfocitos B se encuentre regulada estrechamente por los T, y dados los cambios
sufridos por estos ultimos con el envejecimiento, hace que no resulte sorprendente el

que la inmunidad humoral se encuentre alterada al aumentar la edad del individuo. No
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obstante, mientras que, en general, la repuesta inmunitaria celular se encuentra
disminuida al envejecer, la autoinmunidad parece incrementarse (Zhao y cols., 1995).
Los cambios cualitativos y cuantitativos vistos en la produccion de anticuerpos, reflejan
una alteracion de las células B, generalmente asociado a una deficiente ayuda por parte

de las células T (Ginaldi y cols., 1999c¢).

Con el envejecimiento se observa, en general, un incremento en el nivel sérico
de inmunoglobulinas (Cossarizza y cols., 1997). Parece que uno de los cambios mas
notables vistos en sujetos ancianos, es la disminucidn en la habilidad de respuesta de los
anticuerpos en la inmunizacidén contra agentes infecciosos (Song y cols., 1997).
Ademas, parece que la sintesis y secrecion in vitro de inmunoglobulinas por las células
B de sujetos viejos esta retardada en comparacion con células de individuos jovenes, lo
que parece ser debido a una falta de niveles apropiados de citoquinas con la edad

(Richter y Jodauin, 1993).

Células accesorias fagociticas y presentadoras de antigeno. Las principales células
fagociticas son los macrdofagos tisulares, los monocitos y neutrofilos polimorfonucleares
circulantes en la sangre. Estos tipos celulares llevan a cabo una funcion de defensa no
especifica, que comienza desde la adherencia a tejido endotelial, o de otra clase, para
moverse hacia el foco infeccioso, hasta la destruccion del patégeno, llevando a cabo una
serie de funciones secuenciales, adherencia, quimiotaxis, ingestion y digestion del
material fagocitado, que constituyen lo que se conoce como proceso fagocitico. Tras el
procesamiento del material extrafo, los fagocitos pueden presentar los determinantes
antigénicos a los linfocitos, y ademas producir una gran cantidad de factores y
citoquinas que regulan el resto de la respuesta inmunitaria. Asi, estas células juegan un
papel importante, tanto en la iniciacion como en la afectividad de la respuesta
inmunitaria.

Dada la gran importancia de las células presentadoras de antigeno para regular la
respuesta de las células T, los cambios en la funcionalidad al envejecer resultan

relevantes para entender aquellas que acontecen en los linfocitos T.
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Algunos autores han indicado que la capacidad de ingesta y la produccion de radical
superoxido aumentan con la edad, asocidndose dichos resultados con un intento de
evitar los procesos infecciosos en situaciones de envejecimiento, donde la respuesta
especifica de los linfocitos se encuentra disminuida (Ortega y cols., 2000). Una elevada
funcién fagocitica también se ha observado en determinadas situaciones de estrés tanto
emocional como oxidativo, y de hecho, el envejecimiento se caracteriza por una
disminuida habilidad para adaptarse al estrés ambiental y por un aumento del estado

oxidativo (McArthur, 1998).

1.5.3.1. Relevancia clinica de la inmunosenescencia.

La incidencia y severidad de las enfermedades infecciosas se incrementan con la
edad. Asi los ancianos tienen mayor incidencia de infecciones tales como neumonias,
meningitis, sepsis, infecciones del tracto urinario, etc. (Sprenger y cols., 1993). Los
rangos de mortalidad de las enfermedades infecciosas en el anciano son el doble que en
el joven y en el caso de algunas infecciones del tracto urinario, ese rango aumenta en

diez veces (Yoshikawa, 1997).

Algunos estudios demuestran que la primera causa de muerte por encima de los
80 anos son las enfermedades infecciosas y de acuerdo con estos datos el mejor
parametro predictor de la mortalidad en el anciano seria la funcién pulmonar
(Ljungquist y cols., 1996). La inmunosenescencia a este nivel puede tener un importante
papel desde el punto de vista de la defensa contra patdogenos a nivel de esa puerta de
entrada. De acuerdo con ese concepto Meyer y colaboradores (1996) evidencian la
existencia de una desregulacion inmune en el pulmoén humano con la edad, con una
presencia de numerosos neutrofilos y mas IL8 en el anciano comparado con el joven,
sugiriendo que el grado de inflamacion es comun en muchos pulmones de ancianos

clinicamente normales (Meyer y cols., 1998).

El despistaje de estos hallazgos es discutible, y discutir de forma precisa la

relevancia de la células T en la inmunosenescencia es arduo. No obstante hay estudios
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que sugieren que el estado de las células NK de los sujetos puede ser tan o mas
importante que las mismas células T. Asi Ogata y colaboradores (1997) indican que no
es el nimero sino la actividad funcional de las células NK el unico parametro que se
correlaciona con la muerte, por infeccion, en un seguimiento de 44 ancianos. Quizas no
solo el numero de células T sino su funcionalidad haga que las células T no puedan ser
excluidas sobre todo después de estudios que correlacionan la ancianidad con una alta
actividad de células NK y una alta capacidad proliferativa de células T. Asi la inclusion
de parametros funcionales de células T muestra una prediccion de la mortalidad en un

estudio nuevo prospectivo (Ferguson y cols., 1995).

1.5.3.2. Modulacion de la respuesta inmune en la inmunosenescencia: vitaminas

antioxidantes.

Los parametros inmunogerontologicos se pueden ver afectados por muchas y
variadas influencias externas, mas que por la edad propiamente dicha, particularmente si
los individuos no han sido seleccionados por su perfecta salud usando estrictos criterios

clinicos.

Ultimamente por ejemplo se ha dado mucha importancia a los efectos del
ejercicio sobre la funcion inmune en la persona mayor. De hecho el ejercicio moderado
puede ser considerado como una funcion potenciadora del sistema inmune, teniendo una
funcion beneficiosa sobre la secrecion de citocinas, sobre la funcion de las células T o
sobre la actividad de las células NK (Shinkai y cols., 1998). Igualmente el estado
nutricional parece contribuir de manera significativa en el sistema inmune y puede
llegar a ser relativamente sensible a la correccion mediante suplementos dietéticos.

Si bien parece légico que la correccion de las alteraciones nutricionales deberia
conllevar un efecto beneficioso en al resistencia a las enfermedades infecciosas, lo que
ha sido demostrado en algunos estudios (Chandra, 1992), existen otros que no

corroboran esta hipotesis (Cahvance y cols., 1993).
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En este sentido existen numerosos datos que indican que el suplemento de
vitamina C aumenta las respuestas mitogénicas de los linfocitos en la poblaciéon anciana
y ademas se constata un descenso en el acortamiento del telomero asociado a la division

celular (Furomoto y cols., 1998).

Asimismo también existen datos que indican que el suplemento de vitamina E da
lugar a un aumento en la proliferacion de linfocitos y la produccion de IL2 in vitro
(Meydani y cols., 1990). Un estudio concluye que un suplemento de vitamina E durante
4 meses proporciona una mejora en los indices numéricos de relevancia clinica en las
células mediadoras de la inmunidad en el anciano centenario incluyendo respuestas de
anticuerpos contra la hepatitis B y vacuna del tétanos pero sin incremento en el titulo de

anticuerpos (Meydani y cols., 1997).

Un estado nutricional pobre de vitamina D se encuentra frecuentemente en los
ancianos (Ravaglia y cols., 1994), la significativa asociacion entre el nimero de células
NK, su actividad y el almacenaje de vitamina D es de gran importancia con las
observaciones in vitro que evidencian que los déficit de vitamina D en animales y
humanos se asocia con un descenso de la inmunidad innata. Otros suplementos se creen
igualmente relacionados con el incremento de la inmunidad como sucede con los beta

carotenos.

La importancia general de los antioxidantes viene dado por el hecho de que los
esplenocitos de ratas jovenes y ancianas no difieren en el contenido del importante
antioxidante glutation reducido, si bien el incremento de glutation reducido en la
proliferacion celular en animales viejos se encuentra disminuido. Esto se correlaciona
con un aumento en la disfuncion mitocondrial, con alteraciones en los procesos de
despolarizacién de membrana asi como con una disminucidon de la masa mitocondrial.
Estas alteraciones pueden ser evitadas mediante la adicion de glutation reducido al
medio (Pieri y cols., 1993). In vivo la relevancia de esos hallazgos esta apoyada en el
hecho de que los niveles de glutatiéon reducido estan descendidos en el plasma de

ancianos pero no en el de jovenes (Yang y cols., 1995). Igualmente el descenso en los
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procesos de reduccion se ve acompafiado de un descenso en el plasma de los niveles de
GSH en el individuo anciano (Samiec y cols.,, 1998). La determinacion de las
concentraciones de glutation en linfocitos de humanos da como resultado el hallazgo de
una disminucion con la edad, con niveles de GSH en los linfocitos significativamente
mas bajos que los grupos de 20 a 40 afios y de 40 a 60 anos (Van Lieshout y Peters,
1998).

1.54. RELACIONES NEUROINMUNOENDOCRINAS EN EL
ENVEJECIMIENTO.

La pineal, tiene una influencia sobre la funcion del sistema neuroendocrino y
sobre la habilidad del sistema inmune para reconocer y reaccionar contra cualquier
factor endogeno o exogeno (Pierpaoli y Lesnikov, 1997). Asi, se sugiere que el

envejecimiento es un resultado del deterioro de este papel central de la glandula pineal.

Uno de los requisitos esenciales para la supervivencia de los organismos es el
mantenimiento de la homeostasis corporal. Para conseguir este hecho, varios sistemas
coordinan entre si sus actividades, por lo que en respuesta a retos homeostaticos, se
producen cambios rapidos y apropiados. Los sistemas inmunitario, nervioso y
endocrino, interaccionan entre si para mantener un adecuado equilibrio en el medio
interno y en la relacion de éste con el externo. Estas interacciones juegan un papel
importante en estados fisiologicos y patofisioldgicos de los animales. Estos sistemas,
contienen y usan el mismo equipo de sefiales en forma de hormonas y citoquinas, entre
otras, para la regulacion y comunicacién tanto intersistema como intrasistema. De esta
forma, tales sistemas fisiologicos forman parte de una red intimamente unida y
comunicada a través de mecanismos bidireccionales. El hecho de que exista una
conexion estructural y funcional entre esos tres sistemas hace que algunas teorias de
envejecimiento se centren en la alteracion de la red neuroinmunoendocrina como punto

clave en el proceso de envejecimiento (Fabris, 1991).
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No son muchos los trabajos que se han realizado en este sentido, pero los
existentes apoyan una cierta alteracion en esta gran red de comunicacion entre los tres
sistemas reguladores. Con el envejecimiento disminuye la liberaciéon de distintos
factores hipotaldmicos que intervienen en la diferenciacion de células T (Esquivel y
cols., 1992). Asimismo, la pérdida del control neuroendocrino asociado al
mantenimiento de la funcién inmunitaria, dan lugar a una serie de patologias frecuentes
en la vejez. Existe también una fuerte relacion entre distintas enfermedades
neurologicas tipicas de la vejez (Alzheimer y demencia senil, entre otras) y la

inmunosenescencia.

Las alteraciones causadas en el sistema neuroendocrino (SNE) por la extirpacion
de organos linfoides relevantes, como es el timo, es otro de los ejemplos que
contribuyen a corroborar la importancia de una correcta comunicacion en esta red con el
envejecimiento, y que el SNE se ve afectado por distintos productos liberados por el
sistema inmunitario (Besedovsky y cols., 1985). Datos clinicos y experimentales apoyan
la relacion de la funcion neuroendocrina y la senescencia del sistema inmunitario; asi,
muchos farmacos que modulan el eje hipotdlamo-hipofisis-adrenal, logran mejorar la
funcién inmunitaria al envejecer. Centrandonos en la relacion entre el sistema nervioso
y el sistema inmunitario, se ha podido comprobar como el envejecimiento se muestra
asociado con cambios marcados en las uniones anatomicas entre el sistema nervioso
simpatico y el sistema inmunitario. Se ha visto una pérdida de las neuronas mientéricas
del intestino de ratas envejecidas, asi como una pérdida de la inervacion noradrenérgica
(Gabella, 1989). En el raton se ha analizado, histologicamente y neuroquimicamente, la
inervacion noradrenérgica del bazo y del timo (Madden y cols., 1997). No cabe duda de
que la inervacion noradrenérgica y peptidérgica de los organos linfoides primarios y
secundarios suministra una de las mayores rutas eferentes de comunicacion entre el
sistema nervioso y el sistema inmunitario. La inervacion noradrenérgica esta presente en
el desarrollo temprano y su llegada precede al desarrollo celular de los componentes del

sistema inmunitario (Bellinger y cols., 1992).
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La regulacion simpatica de la funcion inmunitaria en bazo y nodulos linfaticos
podria encontrarse disminuida al envejecer, contribuyendo asi a los cambios asociados a
la inmunosenescencia (Bellinger y cols., 1987). Por el contrario, en varios estudios
realizados en seres humanos se ha comprobado que la actividad simpatica y los niveles
plasmaticos de catecolaminas estdn aumentados con el envejecimiento (Rowe y Troen,
1980; Krall y cols., 1981; Iwase y cols., 1991). Parece que existe discordancia en los
datos existentes en cuanto a las concentraciones de neurohormonas simpaticas en los
tejidos linfoides y en la sangre de los individuos viejos. Tanto la cascada de
interacciones inmunitarias como neuroendocrinas, se ven afectadas con el paso del
tiempo. La existencia de interacciones entre ambos sistemas nos hace cuestionar si las
alteraciones vistas con la edad son intrinsecas a cada uno de los mismos o por el
contrario dependientes de las modificaciones que ocurren a nivel de otros sistemas con
los que se comunica. Las consecuencias inmunoldgicas de estos cambios fisioldgicos
relacionados con la edad no estdn del todo claras. La funciéon inmunitaria se encuentra
alterada con el envejecimiento y muestra una mayor vulnerabilidad a los efectos
inmunosupresores del estrés. Parece que los niveles circulantes de factores
inmunosupresores, como son los glucocorticoides, se encuentran aumentados en
individuos viejos (Vancauter y cols., 1996), mientras que los de factores
inmunoestimuladores, como la hormona de crecimiento o la melatonina estan

disminuidos (Bonello y cols., 1996; Ferrini y Barreto-Connor, 1998).

1.5.5. CONEXIONES POTENCIALES ENTRE LA MELATONINA Y EL
ENVEJECIMIENTO.

Numerosas teorias han propuesto que la melatonina modifica algunos procesos
del envejecimiento (Reiter, 1995a). Algunas de estas ideas se desarrollaron porque la
produccion de melatonina endoégena disminuye con el avance de la edad en todas las
especies estudiadas, incluido en humanos (Reiter, 1992). Aunque la degradacion de
funciones durante el envejecimiento se correlaciona con el descenso de la melatonina,
no hay pruebas de que ambos estén relacionados. Sin embargo hay datos que sugieren

que podria ser asi (Reiter y cols., 1996; Reiter, 1997) y hay varias razones que postulan
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un posible papel de la melatonina en este proceso: 1) la melatonina participa en muchos
procesos vitales y su secrecion disminuye gradualmente con la edad, 2) la disminucion
de la secreciéon de melatonina en edades avanzadas podria estar relacionado con el
deterioro de muchos ritmos circadianos, como una consecuencia de la reduccion de la
funcién del ntcleo supraquiasmatico y 3) de echo las atribuciones para una presunta
relacion entre la melatonina y la senescencia deriva, en parte, de la habilidad de la
neurohormona de actuar como antioxidante y secuestrador de radicales libres. Hay
ciertamente una variedad de enfermedades asociadas con la edad, particularmente
enfermedades del cerebro donde los radicales libres se cree que estan involucrados en
los procesos patologicos, por lo que los antioxidantes se consideran de potencial interés
en ciertas condiciones degenerativas. En este sentido, se ha examinado la melatonina
por su habilidad para contrarrestar algunos signos del envejecimiento en el cerebro
(Reiter, 1995b; Reiter, 1998). Asi, enfermedades de particular interés son la enfermedad
de Alzheimer o la enfermedad de Parkinson. En la mayor parte de los estudios donde se
ha probado la melatonina en modelos experimentales de estas enfermedades, su eficacia
en la reduccion de la degradacion neuronal ha sido atribuida a su habilidad para
funcionar como un secuestrador de radicales libres y antioxidante con multiples facetas.
Sin embargo no han sido totalmente concluyentes las pruebas de la habilidad de la
melatonina para alterar la longevidad (Reiter, 2000a). Asi Pierpaoli y Regelson (1991),
dieron melatonina en el agua de beber a ratones por la noche, prolongando la duracion
de la vida media. En cambio, cuando la melatonina fue dada por el dia ésta no fue
efectiva. Y finalmente, la melatonina actia como un agente enddgeno inductor del
suefio, y su reducida concentracion podria resultar en una disminucién de la eficacia del

suefio muchas veces asociado con la avanzada edad.

La pinealectomia, la cual priva al animal de su ritmo enddgeno de melatonina, se
ha visto que acelera el dafio oxidativo en una variedad de 6rganos, aunque en estos
estudios no hay evidencias de que la perdida de la glandula pineal acorte la vida media,
ya que los animales fueron sacrificados antes de su muerte (Reiter y cols., 1999). Lo que
el estudio mostr6 es que una pronta pinealectomia (a los 2 meses de edad) causa

acumulaciones substanciales de productos de peroxidacion lipidica, oxidacion DNA y
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dafo a las proteinas de muchos organos cuando los animales alcanzaron 25 meses de
edad, con respecto a aquellas ratas las cuales tenian la pineal intacta. Ademas los
animales que no tenian glandula pineal, tenian menos fluidez en la membrana celular
(usualmente asociado con un incremento de los productos de la peroxidacion lipidica)

que las ratas intactas.

Conocimientos concernientes a la habilidad de dosis fisioldgicas y especialmente
farmacologica de melatonina para prevenir y/o aplazar lo que se refiere al estrés
oxidativo, ha tenido un avance rapido en las ultimas décadas (Reiter, 1995b; Reiter y
cols., 1997; Reiter, 2000a,b,c). Se han definido muchos de los mecanismos por los
cuales la melatonina detoxifica el oxigeno y las bases reactivas de nitrogeno (Hardeland
y cols., 1993; Tan y cols., 2000a; Acufia-Castroviejo y cols., 2001; Reiter y cols., 2001).
Adicionalmente, se ha documentado la accidon protectora de la melatonina contra una
variedad extraordinaria de procesos y toxinas que generan agentes oxidantes (Reiter y
cols., 2000b; Reiter y cols., 2002a,b). Sin embargo hay muchas cuestiones sin contestar,
relacionadas con la relacion precisa entre el descenso de la melatonina con la vejez, lo
cual se cree que puede ser, en parte, un resultado del persistente ataque de las

macromoléculas por los radicales libres.

1.5.5.1. Melatonina, estrés oxidativo v edad: relacion con el sistema inmune.

Como ya hemos indicado, hay varias teorias sobre los acontecimientos que se
producen en el envejecimiento celular. Una de estas teorias estd relacionada con la
acumulacion de radicales libres a lo largo de la vida como causa de los procesos
degenerativos. Los radicales libres (RI) son d&tomos o moléculas que tienen un electron
desapareado (O;", HO™, H,0,) con una vida corta por ser altamente reactivos. Pueden
producir dafios a las células, capaces de provocar canceres y mutaciones. Hay muchos
sistemas (enzimaticos o no) en las células, que nos protegen de los efectos dafiinos de
los radicales libres. Estos sistemas de defensa consisten en la eliminacion o descenso en
la produccion de radicales libres, los cuales son utilizados normalmente en prevencion o

retraso del envejecimiento y de las enfermedades relacionadas con la edad (Harman,
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1992). Los mas conocidos secuestradores de radicales libres son el tocoferol (vitamina
E), ascorbato (vitamina C), glutatiéon y en los ultimos afios se ha propuesto el papel
antioxidante de la melatonina. La melatonina parece actuar como un potente
secuestrador de radicales hidroxilos con resultados semejantes a los inducidos por el

glutation o el manitol (Reiter, 2000 a,b).

Los radicales libres de oxigeno juegan un importante papel en la respuesta
inmune desarrollada por los fagocitos para la destruccion de bacterias toxicas o células
modificadas patologicamente. Se ha demostrado que la activacion de macrofagos
sintetiza otro tipo de radical libre, el 6xido nitrico, el cual, cuando termina la
destruccion de las bacterias, activa la generacion de nuevos radicales hidroxilos activos.
Los radicales libres son utilizados por las células inmunes para la destruccion de
gérmenes patogenos, pero desafortunadamente también atacan a los linfocitos y
fagocitos. El nivel de radicales libres depende de la presencia de agentes antioxidantes,
incluso de niveles intracelulares de zinc, observandose que la melatonina puede modular
el volumen de zinc (Rosen y cols., 1995). También se ha visto que la melatonina posee
una accion antioxidante directa en las células fagociticas (revisado en Barriga y cols.,

2004).

En particular, el dafio al 4cido desoxirribonucléico (DNA) puede ser altamente
significativo en organismos viejos (Rao y Loeb, 1992). Tan y colaboradores (1994)
mostraron claramente que la melatonina protegia potentemente al DNA del dafio
oxidativo. La hormona melatonina, cuya sintesis y secrecion disminuyen drasticamente
con la edad (Reiter, 1992), puede estar correlacionada con la neutralizacioén de radicales

libres (Reiter y cols., 1994a).

Ademas del envejecimiento, una variedad de enfermedades relacionadas con la
edad, han sido vinculadas con el dafio causado por los radicales libres (Harman, 1993;
Oberley y Oberley, 1993; Strong y cols., 1993). En particular el cancer, provocado en
sus inicios por un dafio en el DNA, podria ser reducido en parte si la melatonina se

mantuviera siempre a lo largo de la vida (Reiter y cols., 1994b). Desordenes
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neurodegenerativos estdn generalmente asociados al dafio producido por los radicales
libres, al menos en areas determinadas del cerebro (Strong y cols., 1993), por lo que el
beneficio potencial de la melatonina sobre los cambios neurodegenerativos parece obvio
(Reiter, 1994). La melatonina es tomada por el cerebro (Menéndez-Peléez y cols., 1993)
y rapidamente actiia estimulando la actividad neuronal glutationperoxidasa, una enzima

esencialmente importante en el sistema de defensa del sistema nervioso central.

Una de las mas importantes observaciones sobre la glandula pineal ha sido la
investigacion del descenso de la amplitud del ritmo de melatonina y la bajada de la
funcién inmune en la vejez (Karasek y Reiter, 2002: Turek y cols., 2000). Los defectos
en la sintesis de melatonina con la edad pueden existir a varios niveles. Asi, los sensores
medioambientales pierden agudeza a lo largo del proceso de envejecimiento cortando la
sefal de entrada. La pineal por si misma puede perder algo de actividad para sintetizar
la melatonina en la vejez, existiendo evidencias de que el primer defecto con la edad se
encuentra a nivel del sistema nervioso central, ya que transplantes del sistema nervioso
central de fetos a hdmsteres viejos restaura dicha capacidad (Arendt, 1995). Los efectos
de la melatonina sobre los opidceos enddgenos (B-endorfina, metionina-encefalina,
leucina-encefalina y dinorfina) provocan la estimulacion del sistema inmune (Skwarlo-

Sonta y cols., 2003).

Grad y Rozecwaig en 1993, propusieron la hipotesis de que el envejecimiento es
una consecuencia del fallo pineal. Asi, el envejecimiento seria un sindrome de la
deficiencia relativa de melatonina acompanada de una disminucion de la proporcion de
melatonina/SHT, lo que perjudicaria diferentes aspectos de la neurofisiologia del

individuo, y causaria el proceso de envejecimiento.

Armstrong y Redman (1991) observaron que la melatonina tenia propiedades
anti-edad. A medida que se envejece baja la produccion de melatonina y la existencia de
receptores de melatonina. La pinealectomia en ratones sugiere una aceleracion en el
proceso de envejecimiento ademas de estados de hipertension y diabetes, induccion del

movimiento rapido de ojos en el suefio, colesterol en sangre y actividad fosfatasa
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alcalina elevadas, y sintesis de prostaglandinas modificada. Algunos de estos hechos

pueden ser contrarrestados por la administracion de melatonina (Arendt, 1995).

Como se ha comentado, la melatonina puede ser un potente antioxidante
endogeno, y al ser un compuesto altamente lipofilico puede pasar facilmente a través de
las barreras morfo-fisiologicas y proteger todas las porciones de las células de los
radicales libres. A medida que se envejece se van acumulando radicales libres, al mismo
tiempo que disminuye el ritmo de produccién de melatonina provocando, ademas de
otros factores, la senescencia de la eficiencia del sistema inmune (Skwarlo-Sonta y

cols., 2003).

Trabajos de Amstrong y Redman en 1991, informaron que la pinealectomia
acorta la vida en ratas y que los extractos de pineal inhiben los procesos dependientes de
la edad. Investigaciones llevadas a cabo en ratones Swiss (Pierpaoli y Maestroni, 1987)
ponian de manifiesto una prolongacion de la vida del 20% en ratones a los que se les
administré6 de forma nocturna melatonina, apuntando la posibilidad de que dichos
resultados eran debidos a la estimulacion del sistema inmune y a la accion anti-estrés de
la melatonina. Ratones que percibieron melatonina en el agua de la bebida vivieron
notablemente mas, es decir, de una media de 752+80 dias en los animales no tratados
hasta una media de 931+80 dias en los que recibieron melatonina cada noche. Por otro
lado, los animales pinealectomizados, que presentaron una deficiencia notable de

melatonina, morian mucho antes que los animales con su pineal intacta.

Finalmente, de forma general se puede indicar que la glandula pineal, a través de
su hormona melatonina, puede directa o indirectamente, retrasar el envejecimiento o
inhibir algunas enfermedades relacionadas con la edad. Algunos estudios han
demostrado que la melatonina presenta efectos potencialmente beneficiosos sobre
ciertos desdrdenes neurodegenerativos como el Parkinson (Acuia-Castroviejo y cols.,
1997) o la enfermedad de Alzheimer (Papolla y cols., 1997). Como consecuencia de
estos resultados se ha considerado a la melatonina como una hormona

antienvejecimiento y como una hormona juvenilizante. Si estas predicciones, con su
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apoyo experimental, pudiesen ser verificadas con el tiempo, podria considerarse a la
glandula pineal como la auténtica “fuente de la juventud”. Los datos que se han venido
acumulando hasta la fecha, justifican la hipdtesis de que un tratamiento suplementario
de melatonina podria ser beneficioso durante el envejecimiento (Reiter y cols.,

2002a,b).
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
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La principal hormona de la gldndula pineal, la melatonina, participa en
importantes funciones fisiologicas, conociéndose en la actualidad la existencia de una
interrelacion funcional y bidireccional con el sistema inmune. En las aves, la melatonina
se considera intimamente asociada con los ritmos circadianos, siendo ademas la
glandula pineal un organo linfoide (Skwarlo-Sonta y cols., 2003). Por otro lado,
también en aves se observa que la administracion de melatonina exdgena (Currier y
cols, 2000) o la incubacion in vitro con diferentes dosis farmacoldgicas de la hormona,
puede influenciar la respuesta inmune especifica e inespecifica (Rodriguez y cols.,

1997).

La funcion inmune, que consiste en la defensa contra microorganismos dafiinos,
moléculas extrafias o células tumorales, tiene que ser coordinada en periodos de
duracion cercana a las 24 horas para conseguir la eficacia méxima y su sincronizacion
es de gran importancia para la homeostasis. Varios factores son los responsables de la
regulacion del ritmo circadiano de la funcioén del sistema inmune, siendo la melatonina
uno de ellos. Al ser una molécula altamente lipofilica, la melatonina puede penetrar en
las células inmunes sin necesidad de receptores especificos y actuar dentro como
secuestrador de radicales libres (Reiter y cols., 2003). Esto puede llevar a la melatonina
a actuar como factor inmunoestimulante en los estados de inmunodepresion asociados

con la edad (Karasek y Reiter, 2002).

La fagocitosis, ingestion y digestion de antigenos, es probablemente el
mecanismo de defensa mas extendido en todo el reino animal. Los granulocitos
sanguineos son células circulantes que participan en los mecanismos inespecificos de
defensa, migrando al lugar de la infeccion, fagocitando y destruyendo organismos
patdgenos (Schiffmann, 1982). En aves, los heterdfilos por su habilidad de ingerir y
destruir antigenos se consideran las células fagociticas por excelencia, representando el
mayor porcentaje de leucocitos periféricos (Sturkie, 1986). En estudios preliminares en
la tortola collariza (Streptopelia risoria), observamos que la pinealectomia inducia
diversos cambios tanto en el nimero como en la funcidén de las células fagociticas

(Rodriguez y Lea, 1994). Ademads, en ensayos in vitro encontramos que la incubacién
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de células fagociticas con concentraciones farmacoldgicas de melatonina provocaba un
incremento en el proceso de ingestion de particulas inertes, al mismo tiempo que
reducian los niveles de radicales libres de oxigeno tales como el anion superdxido
(Rodriguez y cols., 1997). Con posterioridad, se comprob¢ el efecto de la melatonina
sobre algunos de los procesos bioquimicos y la formacidon de especies reactivas de
oxigeno que acompafian al estallido respiratorio durante la fagocitosis (actividad
superoxido dismutasa, actividad mieloperoxidasa y peroxidacion lipidica) (Rodriguez y
cols., 1998; Rodriguez y cols., 1999a). A continuacién, se analizo el ritmo circadiano de
melatonina y se encontr6 una correlacion positiva fiable entre las fluctuaciones
circadianas de la hormona pineal y la fagocitosis, y una correlaciéon negativa con
respecto al metabolismo oxidativo de las células fagociticas (Rodriguez y cols., 1999b).
Considerando muy escasos los trabajos cientificos que abordaban el efecto de
concentraciones fisioldgicas de melatonina sobre la funcion inmune, se analizo el efecto
in vitro de concentraciones fisiolégicas de melatonina sobre la funcion fagocitica y
metabolismo oxidativo de heterofilos de Streptopelia risoria de animales jovenes-
maduros. Asi, se pudo comprobar que la melatonina, también a dosis fisioldgicas,
incrementaba la fagocitosis de particulas inertes (bolas de latex) siendo este aumento
dosis dependiente, al mismo tiempo que inducia un descenso de los niveles de anidon

superoxido (Rodriguez y cols., 2001).

Estd bien establecido, que la melatonina en todas las especies estudiadas,
incluido en humanos, es secretada en un patrén circadiano con bajos niveles durante el
dia y altas concentraciones por la noche (Karasek y Reiter, 2002), y que las
concentraciones séricas de esta neurohormona descienden significativamente durante la
edad adulta (Waldhauser, 1988). Es conocido que la pineal tiene una influencia sobre la
funcion del sistema neuroendocrino y sobre la habilidad del sistema inmune para
reconocer y reaccionar contra cualquier factor endégeno o exogeno (Pierpaoli y
Lesnikov, 1997; Skwarlo-Sonta y cols., 2003). Ademas, numerosas teorias han
propuesto que la melatonina modifica algunos procesos del envejecimiento (Guerrero y
Reiter, 2002). Asi, se sugiere que el envejecimiento es un resultado del deterioro del

papel central de la glandula pineal y de su hormona melatonina. Hay varias razones que

118



postulan el posible papel de la melatonina en este proceso, entre ellas estd la habilidad
de la neurohormona para actuar como antioxidante y secuestrador de radicales libres.
Hay ciertamente una variedad de enfermedades asociadas con la edad, particularmente
enfermedades del cerebro, donde se cree que los radicales libres estdn involucrados en
los procesos patologicos. En este sentido, se ha examinado la melatonina por su

habilidad para contrarrestar algunos signos del envejecimiento (Reiter y cols., 2003).

En vista a estos antecedentes, el proposito de la presente tesis ha sido evaluar la
conexion funcional entre la melatonina y la respuesta inmune inespecifica atendiendo a
la funcién fagocitica y al metabolismo oxidativo, tanto en heterdfilos de animales
jovenes como de viejos (Streptopelia risoria). Este objetivo general ha sido desglosado

a su vez en cuatro subobjetivos.

1.- En primer lugar, nos propusimos valorar los ritmos circadianos de melatonina en
animales de diferentes grupos de edad. Para ello, se cuantificaron los ritmos de
secrecion de esta hormona en un fotoperiodo natural en animales jovenes, maduros y

viejos.

2.- En segundo lugar, nos planteamos evaluar la accidon in vitro de concentraciones
fisiologicas de melatonina sobre la funcidon fagocitica y metabolismo oxidativo de
heterofilos de Streptopelia risoria, al mismo tiempo que se evalué su efecto
antioxidante para eliminar o secuestrar los radicales libres derivados de la destruccion
del material extrafio. Paralelamente, se establecid un estudio comparativo con dosis
farmacologicas de la hormona. Estos estudios se llevaron a cabo en heterofilos
procedentes de animales de diferentes grupos de edad. Se trataba de corroborar el
efecto antioxidante de la melatonina, paralelo a la ingestion y destruccion del antigeno,

a diferentes tiempos de incubacion.
2.1. Para este fin analizamos el efecto in vitro de las concentraciones fisioldgicas

encontradas en animales jovenes y maduros, sobre heterofilos procedentes de animales

viejos, evaluando la capacidad de ingestion y destruccion de Candida albicans
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(particula viva), y el metabolismo oxidativo asociado a la fagocitosis, mediante la

determinacion de los niveles de anion superoxido.

2.2. Se evaluo la ingestion y destruccion de Candida albicans por heterdfilos de
Streptopelia risoria procedentes de animales maduros, después de diferentes tiempos de
incubacion (30 y 60 minutos), con las concentraciones diurna y nocturna de melatonina
(50 pg/ml y 300 pg/ml respectivamente) asi como con la concentracion farmacoldgica
de 100uM (23x10° pg/ml). En paralelo, usando los mismos tiempos de incubacion,

evaluamos el metabolismo oxidativo.

2.3. Estudiar comparativamente la capacidad funcional de los heteréfilos de la
tortola collariza (Streptopelia risoria) en animales jovenes y viejos a diferentes horas
del dia (0:00, 10:00 y 16:00, horas a las que se observaron los niveles de melatonina
maximos, minimos y medios respectivamente, en animales jovenes). Para ello se evalud
la capacidad fagocitica de los heterofilos para ingerir tanto bolas de latex (particula
inerte) como Candida albicans (particula viva) y el metabolismo oxidativo que

acompaiia a la fagocitosis.

3.- En el tercer objetivo, nos propusimos analizar el efecto de la administracion oral de
melatonina (23pg/0.1ml/animal/dia) en animales viejos, sobre los niveles plasmaticos
de la hormona y el proceso fagocitico. Por ello se valoraron (antes, durante y después
del tratamiento) niveles plasmaticos diurnos y nocturnos de melatonina; el indice,
porcentaje, y la eficiencia de la fagocitosis, asi como los niveles de anién superdxido en
heterofilos incubados en presencia de particulas de latex. Se establecio la correlacion de

la melatonina con los diferentes pardmetros inmunes analizados.

4.- En el cuarto objetivo, se profundiz6 en el estudio de la posible actividad antioxidante
de la melatonina a través de la cuantificacion de productos resultantes del estrés
oxidativo como son los perdxidos lipidicos. Para ello se cuantificaron los niveles de

malonaldehido (MDA) en heteréfilos de animales de diferentes grupos de edad.
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4.1. Determinacion de los niveles de MDA en heterdfilos de animales maduros
de Streptopelia risoria incubados con concentraciones fisiologicas de la hormona
observados en animales jovenes (50 pg/ml y 300 pg/ml, concentraciones diurna y
nocturna respectivamente). El estudio se realizo a diferentes tiempos de incubacion (15

minutos y 60 minutos).

4.2. Evaluacién de los niveles de MDA (tanto en estado basal como inducido
con un antigeno) en animales jovenes y viejos (Streptopelia risoria) a diferentes horas
del dia y a dos tiempos de incubacion (15 y 60 minutos). La peroxidacién lipidica fue
también medida en heter6filos de animales viejos incubados con las concentraciones
fisioloégicas observadas en animales jovenes (50 y 300 pg/ml, diurna y nocturna,

respectivamente)
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3. MATERIAL Y METODOS, RESULTADOS Y
DISCUSION DE CADA UNO DE LOS OBJETIVOS (SE
PRESENTAN LOS ARTICULOS PUBLICADOS
CORRESPONDIENTES).
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PREAMBULO

Los resultados obtenidos durante el desarrollo experimental de esta tesis doctoral
se exponen a continuacion en el formato de las publicaciones a las que han dado lugar o,
en su caso, en la forma preliminar en la que se ha enviado dicho articulo a la revista
correspondiente para su publicacion. Con esta forma de exponer los resultados se
pretende ofrecer una mayor concision y fidelidad al trabajo experimental desarrollado.
Ademas de la discusion que contiene cada articulo, la cual favorece la interpretacion de
cada objetivo de investigacion planteado, hemos incluido una discusion final conjunta

que engloba el significado de nuestra investigacion.
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RESULTADOS I:

Melatonina y edad: efecto in_vitro de concentraciones
fisiologicas de melatonina de tortolas collarizas jovenes y
maduras sobre la funcion fagocitica de heterofilos animales

viejos.
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Abstract

We have studied the circadian rhythm of melatonin in the ring dove (Streptopelia risoria) for different age groups: young (1—
1.5 years), mature (3-4 years) and old animals (>8 years). Melatonin levels were determined by radioimmunoassay. Results
showed a significant decline in plasma melatonin levels in old animals when compared with the concentrations observed in the
other two age groups, in which maximum (nocturnal) concentrations were 300 pg/ml and minimum (diurnal) concentrations
were 50 pg/ml. We analyzed the in vitro effect of the physiological concentrations found in young and mature animals on the
heterophils obtained from old animals, evaluating the capacity for ingestion and destruction of Candida albicans, and the
oxidative metabolism associate to phagocytosis by determining the superoxide anion levels. Melatonin induced an increase in
both the phagocytosis index and the candidicide capacity. This effect was dose-dependent. In relation with the oxidative
metabolism, a decline in superoxide anion levels after incubation with both concentrations of the hormone was observed.
Thus our results corroborate in this avian species the decline in plasma melatonin levels with advanced age, as well as the
enhancing effect of physiological concentrations of melatonin on the phagocytic function. © 2002 Elsevier Science Inc. All
rights reserved.

Keywords: Melatonin; Aging; Heterophils; Phagocytosis; Oxidative metabolism

1. Introduction significant reduction of the nocturnal melatonin levels

(Schmid, 1993). It has been shown that the decreased

Melatonin, the main hormone of the pineal gland, is nocturnal levels of melatonin during aging affects the

. produced and secreted into the blood in a circadian
manner with maximal production occurring during the
" dark phase of the light/dark cycle. Whereas the 24 h
'~ thythm of melatonin production is very clear in young
_animals, including humans, this cycle deteriorates
with aging (Reiter, 1992). Thus, aging is associated
with a number of changes in the morphology, physiol-
ogy and biochemistry of the pineal gland resulting in a

* Corresponding author. Tel./fax: +349-24-289388.
E-mail address: pilarts@unex.es (M.P. Terron).

integrity of circadian time structures and is a precursor
of disease state (Reiter, 1995).

The fact that the reduction in melatonin levels with
age may contribute to aging and the onset of age-related
diseases is based on the recent observation that melato-
nin is the most potent scavenger of damaging free
radicals. Melatonin also promotes the activity of anti-
oxidative enzymes thereby further reducing oxidative
damage (Reiter, 1995; Reiter et al., 2000).

In addition, melatonin has been shown to have
immunomodulatory and  oncostatic  properties

0531-5565/02/$ - see front matter © 2002 Elsevier Science Inc. All rights reserved.
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(Anisimov et al., 2000). Hence, melatonin may have
both direct and indirect beneficial effects in delaying
aging processes or retarding the development of
processes (e.g. age-associated immunodeficiency or
tumour growth), which contribute to reduced life
span (Turek et al., 2000).

The aim of this work is to analyze the circadian

oscillations of melatonin over the course of the day, .
and the serum concentrations of this neurohormone =

over the course of the life in Streptopelia risoria,
together with the in vitro effect of the physiological
concentrations reached in young and mature animals
upon the phagocytic function of heterophils from old
animals.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Male and female ring dove (S. risoria) of different
groups of age were used in the study. The animals
were divided into young (age: 1-1.5 years), mature
(age: 3-4vyears) and old (age: >8 years). Birds
were housed isolated in cages measuring 40 X 40 X
45 cm3, and fed ad libitum in a room with an outside
window, natural lighting, and indirect ventilation. The
study was conducted during April/June when the daily
lighting pattern was approximately 14 hlight and 10 h
dark (dark period from 21:30h*30min to
07:30 h % 30 min). The temperature was maintained
at 22 = 2°C. Birds were chosen at random and a
sample of blood was taken from each bird.

2.2. Measurement of melatonin in serum

Melatonin levels were determined in the different
age groups by using a commercial radioimmunoassay
kit (DDV Diagnostika) that consisted of ®1_melato-
nin (0.54 wCi/ml), rabbit anti-melatonin antiserum,
melatonin standards, delipidizing agent, assay buffer,
precipitating agent, and controls (isophilized plasma
samples), according to the manufacturers instructions.
Results were expressed in pg/ml.

2.3. Candida albicans culture

+ C. albicans inocula were cultured on Sabourand
Maltose Agar in Petri dishes sowing a zig-zag using
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-2.4. Isolation of heterophil leukocytes 5

an inoculating loop, with incubation at room tempera-
ture for 24-48 h. Before each determination, the
candidae were resuspended in Hank’s medium and
the concentration adjusted, depending on the trial
protocol, in a Neubauer haemocytometer with a
phase-contrast microscope.

i

Heterophil leukocytes were obtained from 1 ml, of

blood drawn from the brachial vein. 0.5 ml of phos- +

phate buffered saline solution (PBS) and 0.5 ml of "
lithium heparin were added, followed by centrifuga-
tion at 600 X g for 15 min in a gradient using Histo-
paque (1 ml of 1119, 1 ml of 1077; Sigma, St Louis,
MO). The heterophils were then washed in PBS and
concentration adjusted depending on each trial.

2.5. Serum collection

No heparinized blood drawn from the brachial vein
was transferred to a pre-prepared tube containing
serum-separating- gel, and centrifuged at room
temperature for 15'min at 300 X g. The serum was
then divided into aliquots in Eppendorf vials, and
kept frozen at —30°C unil use.

2.6. Melatonin

N-Acetyl-5-methoxytryptamine  (Sigma)  was
prepared in PBS solution, starting from abase solution
of 1g/100 ml which was dissolved by heating and
stirring, and used at the physiological concentrations
that this hormone attains in the serum of young and
mature ring dove (S. risoria) at different times of day,
choosing 50 pg/ml as the minimum diurnal value and
300 pg/ml as the maximum nocturnal value. All
studies included a hormone-free control.

capacity

was used with minor modifications. This assay was
carried out by incubating 0.5 ml of heterophil suspen-
sion (106 cells/ml) with 0.5ml of C. albicans and
0.1 ml of the hormone prepared to the desired concen:
trations in the final assay volume. After 50 min of
incubation 3ml of 0.01% methylene blue was
added. The tubes were centrifuged for Smin at

—

The method described by Rodriguez et al. (1990) =,

+

¥

»

2.7. Phagocytosis of C. albicans and candidicidal
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Fig. 1. Plot of the circadian rhythm of melatonin in serum from animals, ring dove (S. risoria), of different age groups.

300X g, and 2/3 of the supernatant was withdrawn.
The rest was shaken, and a sample taken for counting
in the Neubauer haemocytometer with a phase-
confrast microscope using a 40-power objective
lens. The results of phagocytosis were expressed as
the total number of C. albicans phagocytized by 100
heterophils (Phagocytic Index) and the candidicidal
capacity as the number of C. albicans which were
not only phagocytosed but also. destroyed by 100
heterophils (Candidicidal capacity).

2.8, Quantitative nitroblue tretazolium (NBT) test.

The method described by Rodriguez et al, (1990)
was used with minor modifications. An aliquot of
0.25ml of heterophils suspension (10° cells/ml)

was incubated for 60 min with a similar volume
of NBT (Sigma, 1 mg/m] in PBS solution) in the
presence of the hormone and 0.025 mi of C. albi-
cans (5% 10° cells/ml). Aliquots of heterophils
suspension incubated in the absence of C. albicans
were used as non-stimulated samples. In all cases
the reaction was stopped after 60 min of incubation
with 2.5 ml of 0.5N hydrochloric acid. Tubes were
centrifuged for 30 min at 600X g and 4°C, the
supernatant was discarded and the reduced NBT
(blue formazan) extracted from the cell pellet
with 1 ml of dioxan. The tubes were then centri-
fuged for 30 min at 600 X g and the absorbance of
the supernatant was determined in a spectrophot-
ometer at 525nm using dioxan as the blank
control.

30607
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Mel. noctumal

Melatonin Concentrations

Fig. 2. In vitro effect of physiological concentrations of melatonin found in young and mature animals on the phagocytosis of C. albicans by
heterophils from old animals (S. risoria). Each value represents the mean * S.E of 8 determinations in duplicate. (*) p < 0.05 when compared
with control group. (V) p < 0.05 when compared with the minimal (diurnal) melatonin value.

127



424

M.P. Terron et al. / Experimental Gerontology 37 (2002) 421-426

2004

Camdidicide Power

A

N

%

\\\}\\\x;\\\\\\\\Q\\&\\\\X\\\\\\\\\\A\\\\&\\\I

R

3 Control
22 Mel. diumnal
Mel. noctumal

Melatonin Concentrations

Fig. 3. In vitro effect of physiological concentrations of melatonin found in young and mature animals on the candidicide capacity of
heterophils from old animals (S. risoria). Each value represents the mean * S.E of 8 determinations in duplicate. (*) p < 0.05 when compared
with control group. (V) p < 0.05 when compared with the minimal (diurnal) melatonin value.

2.9. Statistical analysis

All data are expressed as mean * standard error
(SE) of the number of determination carried out in
duplicate. The variables were tested for normality
and then the different groups were compared using
the Scheffe ANOVA parametric F-test, with p <
0.05 taken as the level of significance in differences
between groups.

3. Results

The circadian rhythms of melatonin in the different
groups of animals are shown in Fig. 1. In young and
mature animals there was a clear increase (p < 0.05)
of the hormone’s serum levels during the dark phase,
with the maximum levels reached at 04:00 h (mature
animals) or 02:00 h (young animals), During the first
hours of daylight melatonin levels fell in both groups.
The lowest levels (p < 0.05) were observed at 10:00
and 16:00 h for the young and mature animals, respec-
tively. The values subsequently rise steadily towards
their nocturnal maxima. On the contrary old animals
(>8 years old) presented constant serum melatonin
levels (50 = 10 pg/ml), so that there is an absence of
circadian thythm in this group.

The capacity of the heterophils from old animals to
ingest C. albicans quantified by the Phagocytosis
Index (number of candidae phagocytosed by 100
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heterophils) is shown in Fig. 2. There was a significant
increase (p < 0.05) in the Phagocytosis Index when
heterophils from old animals were incubated in the
presence of the physiological concentrations (noctur-
nal and diurnal) of melatonin found in young and
mature animals. The values obtained with the maxi-
mum (nocturnal) concentration were significantly
greater (p < 0.05) than the control values, and than
the values obtained with the minimum (diurnal)
concentration of melatonin (p < 0.05).

The effect of melatonin on the candidicide capa-
city of old animals is shown in Fig. 3. A significant
increase in the capacity of heterophils from old
animals to kill C. albicans was observed aftér incu-
bation with the maximum (nocturnal) concentration
of melatonin found in young and mature animals.
This increase was statistically significant when
compared with untreated control values (p < 0.05)
or with values obtained in the presence of the mini-
mum (diurnal) concentration of the neurchormone
(p < 0.05). &

The NBT reduction capacity (levels of superoxide ..,

-

anion) during phagocytosis by heterophils from old _
ring dove is shown in Fig. 4. There was a significant =

decline (p < 0.05) with respect to the control after -

incubation with the maximum (nocturnal) concentra-
tion of melatonin found in young and mature animals.
This decline is also significant (p < 0.05) with respect
to the values obtained in the presence of the minimum
(diurnal) concentration of the hormone.
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Fig. 4. In vitro effect of physiological concentrations of melatonin found in young and mature animals on the oxidative metabolism (% NBT
reduction) by heterophils from old animals (S, risoria). Each value represents the mean = $.E of 8 determinations in duplicate. (*) p < 0.05

4, Discussion

The results show a significant decline in plasma
melatonin levels in old the ring dove (>>8 years)
with respect to the concentrations observed in the
other two age groups (1-1.5 and 3-4 years), in
which maximal (nocturnal) concentrations were
300 pg/ml and minimal (diwrnal) concentrations
were 50 pg/ml. These results corroborate previous
reports demonstrating that melatonin is synthesized
and secreted during the dark period of the light/dark
cycle, as well as the decline in plasma concentrations
of this neurchormone over the course of the life in
several species (Turek et al., 2000).

We have also studied the in vitro effects of physio-
logical concentrations of melatonin found in young
and mature animals on the phagocytic function of
heterophils form old animals. The results indicate
that melatonin induces an increase in both the inges-
tion and digestion of C. albicans, the effect being dose
dependent. Thus, the greatest stimulation of C. albi-
cans phagocytosis by heterophils of old animals
occurred after incubation with the nocturnal concen-
trations of melatonin. In previous studies by our
group, we also found a positive correlation between
the circadian variations of melatonin and the capacity
of heterophils to phagocytose inert particles, with both
parameters presenting maximum values during the
night (Rodriguez et al., 1999a). Likewise, we have
observed an enhanced phagocytic function of avian
heterophils from middle-aged animals after incuba-
tion with both pharmacological concentrations
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when compared with control group. (V) p < 0.05 when compared with the minimal (diurnal) melatonin value.

(Rodriguez et al., 1998) and physiological concentra-
tions (diurnal and nocturnal) (Rodriguez et al., 2000)
of the neurohormone, with the effect always being
dose-dependent.

There was a decline in superoxide anion levels,

In relation with the analysis of the oxidative meta-
bolism in heterophils from old animals after incuba-
tion with the nocturnal and diurnal concentrations of
melatonin we found a decline in superoxide anion
levels. We have previously demonstrated a negative
correlation between the plasma levels of the hormone
and the superoxide anion production in phagocytes
from these animals (Rodriguez et al., 1999a). In a
similar way we have observed a decline in superoxide
anion levels in the heterophils after phagocytosis of
inert particles (Rodriguez et al., 1998), together with a
modulation of the superoxide dismutase activity after
incubation with pharmacological concentrations of
melatonin (Rodriguez et al., 1998), and a clear
decrease in lipid peroxidation (Rodriguez et al.,
1999b). Thus, melatonin enhances phagocytic func-
tion without a concomitant increase in superoxide
anion levels, but on the contrary, the production of
superoxide anion decreases. Hence, melatonin might
protect phagocytes from oxidative damage derived
from the ‘respiratory burst’ during the ingestion and
digestion of antigen.

Cardinali et al. (1998) found that in vivo treatment
with melatonin not only restores circadian immune
rhythms in aging but also that pharmacological levels
of the hormone can overstimulate the immune system
and cause exacerbation of autoimmune processes.
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Melatonin, in addition to its direct effect on immune
cells, augments the amplitude, and perphaps delays or
advances the phase of the underlying central oscilla-
tor, thus indirectly affecting the immune response
(Cardinali et al., 1999).

Tn summary, on incubating the heterophils from old
ring dove with the melatonin concentrations found in
young and mature animals (50 pg/ml diurnal, and
300 pg/ml nocturnal) there was an increase in phago-
cytosis and a protection of the heterophils against
oxidative stress. These results are of particular interest
in aging, a stage of life associated with a marked
increase in free radicals (Turek et al., 2000). These
findings are probably related with the ability of mela-
tonin to scavenge free radicals and its function as an
antioxidant and/or with the ability of the indole to
stabilize cellular membranes which could make their
intrinsic lipids more resistant to the peroxidative
processes (Reiter, 1995; Rodriguez et al., 1999b;
Reiter et al., 2000).
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Abstract

We observed in previous studies on avian heterophils that incubation with either physiological or
pharmacological concentrations of the neurohormone melatonin increased the phagocytosis of inert particles
(latex beads), and also provoked a decline in superoxide anion levels of those phagocytes. In the

present study, we wanted to corroborate whether melatonin acts on the oxidative metabolism that
accompanies the respiratory burst during phagocytosis by inducing a more effective phagocytic activity at
the same time as exerting an antioxidant effect to eliminate and/or scavenge the free radicals left over
after the destruction of the foreign material. To this end, we evaluated the ingestion and destruction of
Candida albicans (live particles) by ring dove (Streptopelia risoria) heterophils after different times of
incubation (30 and 60 min) with physiological concentrations of melatonin (50 pg/ml diurnal and 300 pg/m|
nocturnal), as well as with a pharmacological concentration 23 x 10 pg/ml (100 um) of the hormone.

In parallel, using the same times of incubation, we evaluated the oxidative metabolism by determining the
superoxide anion levels (O,7-). The results show that melatonin, at all the times and concentrations
studied, increases both the phagocytosis index (number of C. albicans phagocytosed by 100 heterophils) and
the candidicide power (percentage of C. albicans killed of those ingested by 100 heterophils). The

effect was dose-dependent. With respect to the oxidative metabolism accompanying the digestion and
destruction, there was a decline in superoxide anion levels after incubation with all of the concentrations of

the hormone studied. The effect was dose-dependent and most pronounced at 60 min. These results
thus corroborate the proposal that melatonin enhances the phagocytic function at the same time as

neutralizing the oxidative stress derived from this immune function.

Introduction

There is evidence that the pineal gland exerts an immunoregula-
tory effect via the circadian secretion of melatonin. Different
experiments suggest a functional connection between the pineal
gland and the immune system, in both mammals and birds (1-3).
Studies performed both in vivo and in vitro indicate that the
neurohormone melatonin might modulate certain immune func-
tions and attenuate oxidation reactions (4-9). In the ring dove
(Streptopelia risoria), our research group has found a positive
correlation between the circadian rhythm of melatonin and the
capacity of blood heterophils to phagocytose inert particles (latex
beads), as well as a negative correlation between the neurohor-
mone and superoxide anion levels during the respiratory burst (8).
We have also observed an increase in the capacity to ingest inert

particles on incubating avian heterophils with both pharmacolo-
gical concentrations (10) and physiological concentrations (11-
13) of melatonin, together with a decline in superoxide anion
levels, a modulation of the superoxide dismutase (SOD) activity
(5), and a clear decline in lipid peroxidation (14). Thus, the
phagocytic function is enhanced without a concomitant increase
in superoxide anion levels; indeed quite the contrary. Hence,
melatonin seems to protect these phagocytic cells from the
oxidative damage deriving from the respiratory burst during the
ingestion and digestion of the antigen. Our findings suggest that
the effect of melatonin on the immune system could be by a direct
action on phagocytosis and the accompanying biochemical pro-
cesses. To check whether melatonin stimulates the phagocytic
function as well as modulating the oxidative metabolism of the
phagocytes, we evaluated the in vitro effect of physiological

Correspondence to: Dr M* del Pilar Terr6n Sanchez, Department of Physiology, Faculty of Science, University of Extremadura, Avda Elvas s/n, 06071-Badajoz,

Spain (e-mail: pilarts@unex.es).

© 2003 Blackwell Publishing Ltd

132



1112 Melatonin, phagocytosis and oxidative metabolism

concentrations of melatonin (50 pg/ml and 300 pg/ml, the diurnal
and nocturnal concentrations, respectively) (8) and a pharmaco-
logical concentration (23 x 106pg/ml) on the ingestion and
destruction of Candida albicans. In parallel, we evaluated at
different incubation times the oxidative metabolism (via the
superoxide anion levels) during the ingestion and killing of the
candidae by the ring dove heterophils.

Reiter et al. (15) have shown that melatonin is a good free
radical scavenger and an excellent antioxidant at both physiolo-
gical and pharmacological concentrations, reducing oxidative
stress in vitro. We therefore set out to determine the in vitro effect
of physiological concentrations of the hormone relative to a
pharmacological concentration, evaluating the same parameters
as for the first objective, and finally to compare the effects of
melatonin at different incubation times to determine whether
phagocytosis might be enhanced at the same time as the free
radicals in the heterophils were neutralized.

Materials and methods

Animals

Fifteen male and female mature ring dove (S. risoria), aged 3-5 years, were used in
the study. Birds were housed isolated in cages measuring 40 x 40 x 45 cm, and fed
ad libitum in a room with an outside window, natural lighting, and indirect
ventilation. The study was conducted during April/June when the daily lighting
pattern was an approximately 14: 10 h light/dark cycle (dark period from 21.30h
+30 min to 07.30h £ 30 min). The temperature was maintained at 22+ 2 °C. Birds
were chosen at random and a sample of blood was taken from each bird. Each
sample point in the figures corresponds to a different bird. All extractions were
performed at 09.00h.

Culture of C. albicans

The C. albicans inocula were cultured on sabourand maltose agar in Petri dishes,
sowing in zig-zag using an inoculating loop, with incubation at room temperature
for 24-48 h. Before each determination, to form the desired cell suspension, the
candidae were resuspended in Hank’s medium and the concentration adjusted,
depending on the trial protocol, in a Neubauer haemocytometer under a phase-
contrast microscope.

Isolation of heterophil leucocytes

Heterophil leucocytes were obtained from 1 mi of blood drawn from the brachial
vein to which 0.5ml of phosphate buffered saline solution (PBS) and 0.5ml of
lithium heparin were added, followed by centrifugation at 600g for 15min in a
gradient using histopaque (1 ml of 1119, 1 ml of 1077; Sigma, St Louis, MO, USA).
The heterophils were then washed in PBS and adjusted according to each trial.

Melatonin

N-acetyl-5-methoxytryptamine (Sigma) was prepared in PBS solution, starting
from a base solution of 1 g per 100 m! which was dissolved by heating and stirring,
and used at the physiological concentrations that this hormone attains in the serum
of young and mature ring dove (S. risoria) at different times of day, choosing 50 pg/
ml as the minimum diurnal value and 300 pg/m! as the maximum nocturnal value.
All determinations were accompanied by a hormone-free control.

Phagocytosis of C. albicans and candidicidal power

The method described by Rodriguez et al. (16) was used with minor modifications.
The trials were carried out by incubation with shaking of 500 ul of heterophil
suspension (1 x 10° cells per ml) with 500yl of C. albicans and 100yl of the
hormone prepared to reach the desired concentrations in the final trial volume.
After 50 min of incubation, 3 ml of 0.01% methylene blue (vital colouring) was
added. The tubes were centrifuged for Smin at 300g, and two-thirds of the
supernatant was withdrawn. The rest was shaken, and a sample taken for counting
in the Neubauer haemocytometer under a phase-contrast microscope using a x40
power objective lens.

The results of phagocytosis were expressed as the total number of C. albicans
phagocytosed by 100 heterophils (phagocytic index) and the candidicidal power as
the number of C. albicans which were not only phagocytosed, but also destroyed by
100 heterophils (dead candidae were stained blue) (candidicidal power).

Quantitative nitroblue tetrazolil

The method described by Rodriguez er al. (16) was used with minor modifications.
An aliquot of 250 pl of heterophil suspension (1 x 10° cells per ml) was incubated
for 60 min with an equal volume of NBT (Sigma, 1 mg/ml in PBS solution) in the
presence of the hormone and 25 ul of C. albicans (5 x 10° cells per ml). Aliquots of
heterophil suspension incubated in the absence of C. albicans were used as
nonstimulated samples. In all cases after 60 min of incubation the reaction was
stopped with 2.5ml of 0.5N hydrochloric acid. The tubes were centrifuged for
30 min at 600g and 4 °C, the supernatant fluid was discarded and the reduced NBT
(blue formazan) extracted from the cell pellet with 1ml of dioxan. The tubes were
then centrifuged for 30 min at 600g and the absorbance of the supernatant was
determined in a spectrophotometer at 525 nm using dioxan as the blank control.

(NBT) test

Statistical analysis

All data are expressed as mean £ SE of the number of determinations carried out in
duplicate. Variables were tested for normality and then the different groups were
compared using the Scheffe ANOVA parametric F-test, where P < 0.05 was con-
sidered as statistically significance between groups.

Results

The capacity of ring dove heterophils to ingest C. albicans was
quantified by the phagocytosis index which represents the number
of candidae phagocytosed by 100 heterophils. The results are
expressed relative to the (hormone free) control.

As shown in Fig. 1, the statistical analysis of the results revealed
a clear increase in C. albicans phagocytosis when the heterophils
were incubated with the nocturnal concentration (300 pg/ml) and
pharmacological concentration (100pM) of melatonin. This
increase was significant (P < 0.05) with respect to the control
values, and there was also a significant (P < 0.05) rise in the
presence of the nocturnal concentration of melatonin relative to
the diurnal concentration after the 30-min incubation.

30-min incubation
60-min incubation

300 - ab* ab*
250
x
S
B 200
0 .
g 150 -
2
[4]
)
g 100 -
o
50

50 pg/ml 300 pg/m
Melatonin concentrations

0 pg/ml

FiG. 1. Invitro effect of the melatonin on the Candida albicans phagocytosis
index in ring dove heterophils, at incubation times of 30 and 60 min. Each
column represents the mean £ SEM of seven determinations performed in
duplicate. (a) P < 0.05 with respect to the control. (b) P < 0.05 with respect to
the values obtained in the presence of the diurnal melatonin concentration.
*P < 0.05 with respect to its corresponding value at 30 min.
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Fic. 2. Comparative study of the in vitro effect of melatonin on the phagocytic
percentage in ring dove heterophils, at different incubation times. Each column
represents the mean + SEM of seven determinations performed in duplicate.

When the heterophils were incubated for 60 min, there was a
significant (P <0.05) increase in C. albicans phagocytosis by
heterophils incubated with the nocturnal concentration and phar-
macological concentration of melatonin relative to the control and
diurnal concentration values.

In comparing the two incubation times, there was a significant
(P <0.05) rise in the phagocytosis index when the heterophils
were incubated for 60 min with melatonin at the nocturnal con-
centration or pharmacological concentration relative to the cor-
responding values after incubation of only 30 min.

Figure 2 illustrates the phagocytic percentage. When the incu-
bation was performed for 30 and 60 min, no significant variations
were observed between the different concentrations of melatonin,
whether relative to the control or to either of the incubation times.

Defined as the phagocytosis index/phagocytosis percentage, the
phagocytic efficiency represents the mean number of candidae
phagocytosed per neutrophil that has phagocytosed at least one
candida. The results are shown in Fig. 3. At 30-min incubation, a
significant (P < 0.05) increase with respect to the control in this
efficiency was only observed at the maximum (nocturnal) phy-
siological concentration. When the incubation was prolonged to
60 min, there was 4 significant (P < 0.05) increase in the phago-
cytic efficiency with the nocturnal physiological concentration
and the pharmacological concentration of melatonin with respect
to the control and to the diurnal concentration of the hormone. Ina
comparison of the two incubation times, for both the pharmacolo-
gical concentration and the nocturnal physiological concentration,
at 60-min incubation, there was a significant (P < 0.05) increase
with respect to the corresponding value at 30-min incubation.

Defined as the percentage of C. albicans killed amongst the
total phagocytosed, the candidicide power (Fig.4) rose signifi-
cantly (P < 0.05) when the heterophils were incubated for 30 min
in the presence of the nocturnal concentration or pharmacological
concentration of melatonin with respect to the control and the
diurnal concentration values.

At 60-min incubation, the candidicide power was higher in
heterophils that were incubated with the nocturnal concentration
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FiG. 3. Comparative study of the in vitro effect of melatonin on the phagocytic
efficiency in ring dove heterophils, at incubation times of 30 and 60 min. Each
column represents the mean + SEM of seven determinations performed in
duplicate. (a) P < 0.05 with respect to the control. (b) P < 0.05 with respect to
the values obtained in the presence of the diurnal melatonin concentration.
*P <0.05 with respect to its corresponding value at 30 min.

or the pharmacological concentration of melatonin (P < 0.05) with
respect to the control. Also, the values obtained with the nocturnal
concentration were significantly greater (P < 0.05) than those with
the diurnal concentration of the hormone.

In a comparison of the two incubation times, there was a
significant (P <0.05) increase at 60min with respect to the
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Fic. 4. Comparative study of the in vitro effect of melatonin on the candidicide
power in ring dove heterophils, at incubation times of 30 and 60min. Each
column represents the mean+ SEM of seven determinations performed in
duplicate. (a) P < 0.05 with respect to the control. (b) P < 0.05 with respect to
the values obtained in the presence of the diurnal melatonin concentration.
*P < 0.05 with respect to its corresponding value at 30 min.
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F16.5. Comparative study of the in vitro effect of melatonin on the oxidative
metabolism [% nitroblue tetrazolium (NBT) reduction] in ring dove hetero-
phils, at incubation times of 30 and 60 min. Each column represents the
mean + SEM of seven determinations performed in duplicate. (a) P <0.05
with respect to the control. (b) P < 0.05 with respect to the values obtained in
the presence of the diurnal melatonin concentration. *P < 0.05 with respect to
its corresponding value at 30 min.

corresponding value at 30 min in the presence of the nocturnal
concentration of the hormone.

The NBT reduction by blood heterophils of the ring dove was
taken as a measure of the oxidative metabolism accompanying the
phagocytic process, indicating the superoxide anion levels. These
determinations were carried out both in the presence of C.
albicans (stimulated samples) and in their absence (unstimulated
samples). The results are expressed as a percentage of NBT
reduction (i.e. the quotient E/NE x 100).

Figure 5 shows the results of the statistical analysis of the NBT
reduction. It can be seen that, at 30-min incubation, whichever
melatonin concentration was used, the NBT reduction was sig-
nificantly less (P < 0.05) than that observed in the control samples.

The results for the NBT reduction after 60-min incubation
showed a significant (P < 0.05) decrease using the nocturnal and
pharmacological concentrations of melatonin with respect to the
control. In the presence of the pharmacological concentration, the
NBT reduction decreased significantly (P < 0.05) with respect to
that obtained in the presence of the diurnal concentration.

With the pharmacological concentration of melatonin, there
was a significant (P <0.05) decline with respect to the values
found after incubating with the nocturnal concentration. There
were lower (P < 0.05) values in the superoxide anion levels with
the pharmacological concentration of melatonin at 60-min incu-
bation with respect to the corresponding value at 30 min. Finally,
the reduction of NBT with the diurnal concentration of the
hormone, and after 60-min incubation, was significantly
(P<0.05) greater than the corresponding value after 30-min
incubation.

Discussion

Our results point to a clear enhancement of the capacity heterophil
to ingest C. albicans (phagocytosis index) when the cells were

incubated with the maximum (nocturnal) and minimum (diurnal)
physiological concentrations of melatonin. This enhancement was
accompanied by an increase in candidicide power (i.e. the per-
centage of candidae killed amongst those that had been phago-
cytosed). However, that there were no differences in the results for
the phagocytic efficiency indicates that the increased phagocytic
activity of heterophils in the presence of melatonin was because
the hormone stimulated each heterophil’s efficiency in capturing
antigens rather than because of the number of phagocytes entering
into action. Indeed, the phagocytosis percentage study revealed no
change in the number of heterophils activated to ingest candidae
either at any of the melatonin concentrations tested or at the
different incubation times used.

Comparison of the phagocytosis indices at 30 and 60-min

incubation, and at the different concentrations tested, showed :

the effect of melatonin to be dose-dependent at physiological
concentrations. When the nocturnal physiological concentration
(maximum physiological) was used, the effect was also time-
dependent. Similarly, the effect of melatonin on the candidicide
power was also dose-dependent. At the concentration greater than
the maximum physiological concentration, there was no further
increase in the death of C. albicans.

After ingesting the antigen, the phagocytes destroy it. This
destruction is due to the action of enzymes which form oxygen-
derived free radicals by means of a series of oxidation—reduction
reactions which lead to what is known as the respiratory burst. One
of these free radicals is the superoxide anion (O, ), which plays
an important role in the microbicidal activity of phagocytosis.
However, these same free radicals may also cause tissue damage if
there is insufficient degradation and/or the antioxidant mechan-
isms fail to function properly. An advantage would be provided by
radicals being sequestered and/or removed from the phagocytes
once they had fulfilled their goal. The reduction of NBT to a
coloured formazan is the consequence of the increase in super-
oxide anion levels caused by the ingestion of the antigen during
phagocytosis (17). This test is therefore the most directly related to
the beginning of the respiratory burst stage in phagocytes, and
constitutes a straightforward way to measure the metabolic activ-
ity of these immune cells. The NBT reduction test was evaluated
in the avian blood heterophils after the ingestion of C. albicans at
different incubation times (30 and 60 min).

The results (i.e. the superoxide anion levels) showed a clear
decline on incubating the heterophils in the presence of the
maximum (nocturnal) physiological concentration and the phar-
macological concentration of melatonin after 30-min incubation
and in the presence of C. albicans. After 60-min incubation with
these two concentrations, there was also a significant decline in
superoxide anion levels with respect to the control and also with
respect to the diurnal concentration.

The effect of melatonin on the oxidative metabolism appears to
be both dose- and time- dependent at physiological concentra-
tions. However, at the far greater pharmacological concentrations,
melatonin had no effect, which would be explained by the trade-
off between the positive and negative effects of the oxidative burst.
The greater effect of the longer incubation times of melatonin
might be explained by the hormone probably acting almost
individually at short times when the other antioxidant mechanisms
of the phagocytes are only partially activated. At longer times,
melatonin acts to assist in the action of other enzymatic systems
and antioxidant cell components (catalase, superoxide dismutase,

© 2003 Blackwell Publishing Ltd, Journal of Neuroendocrinology, 15, 1111-1115
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vitamins C and E, glutathione, etc.) by, for example, providing
protection from the the harmful effect of the respiratory burst.
In view of the present results, we can conclude that melatonin,
at least in vitro, favours ring dove heterophil phagocytic activity.
At the same time, it is neutralizing oxidative stress when it acts at
the greatest physiological concentration studied (which is attained
during the hours of darkness) or at pharmacological concentra-
tions, with its effectiveness increasing with greater incubation time.
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Abstract A functional connection between the pineal
gland (via the hormone melatonin) and the immune
system has been suggested. In our previous results in the
ring dove, we observed diurnal oscillations in the levels
of this neurohormone in young animals and a decline in
its plasma levels with advancing age (which is accom-
panied by the absence of diurnal rhythm). We also noted
enhanced phagocytic activity of heterophils from old
animals after in vitro incubation with both physiological
and pharmacological doses of melatonin. Here, we
evaluate the functional capacity of ring dove (Streptop-
elia risoria) heterophils in young (2 years of age) and old
(8 years and more) animals at different times of day
(0:00, 10:00 and 16:00, the times when the maximum,
minimum, and mean values, respectively, of melatonin
levels are observed in young animals). The phagocytic
capacities for the ingestion of latex beads and Candida
albicans were evaluated, as well as the oxidative
metabolism which accompanies phagocytosis. At all
three times of day studied, the heterophil phagocytic
function with both latex and C. albicans was signifi-
cantly greater in the young than in the old animals, and
in the young animal cells it was significantly higher at
0:00. In addition, in the presence of latex beads, there
was a significant decline at 10:00 and 0:00 of superoxide
anion levels in the young animals relative to the old. In
the yourg animals, there was a decline at 0:00 in com-
parison with both 10:00 and 16:00, and in the old ani-
mals there was a decline at both 0:00 and 16:00
compared with 10:00. These results could be due, at least
in part, to the absence of a diurnal rhythm of melatonin
in old animals, and to an enhancing effect of that
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hormone on young animals’ heterophil phagocytic
function, which would also neutralize the oxidative
stress deriving from this immune function.

Keywords Melatonin - Heterophil - Phagocytic
process - Age - Bird

Abbreviations PBS: phosphate-buffered saline - MIF:
macrophage migration-inhibition factor - PI:
phagocytosis index - PP: phagocytosis percentage - PE:
phagocytosis efficiency

Introduction

The immune system has long been considered as func-
tioning autonomously, but good experimental evidence
now exists for two-way interactions with the nervous and
endocrine systems (Skwarlo-Sonta 1996). The immune
system’s mechanism of defending the organism against
harmful microorganisms and foreign molecules may be
coordinated with the environment’s 24-h period in order
to achieve optimal efficacy. It is therefore not surprising
that, as with other body functions, immune-system
activity undergoes circadian changes (Skwarlo-Sonta
1996). There is substantial evidence that particular
subtypes of immune cells, as well as other immune
parameters, fluctuate differentially over a 24-h period
and exhibit different phase relationships with circulating
corticosteroid levels (Skwarlo-Sonta 2002). This implies
the existence of some other factors responsible for the
regulation of the diurnal rhythm of immune-system
function, and the pineal gland, in particular its principal
hormone, melatonin, may be a prime candidate.

There are several reasons for this, but the most
important are as follows: (1) pineal gland function
shows a diurnal and seasonal periodicity in most species
and declines with age. (2) The diurnal rhythm of mela-
tonin synthesis strongly depends on lighting conditions.
Thus, one of the most interesting relationships between
melatonin and the immune system is the seasonally
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dependent variation in immunity observed in wild ani-
mals both in the natural state and under laboratory
conditions, when the animals are kept under different
lighting regimens (Markowska et al. 2000). (3) Melato-
nin participates in the control of several biological
rhythms, including those associated with aging and with
affective and psychosomatic diseases, which, in turn, are
related to an increased incidence of infections, autoim-
mune disorders, and cancer (Pierpaoli et al. 1987).

Experimental evidence for the role of melatonin as a
synchronizer of the diurnal rhythm of various immune
parameters has been provided in only a few studies: in
humans (Angeli et al. 1990), rats (McNulty et al. 1990),
chickens (Rosolowska et al. 1991; Swarlo-Sonta et al.
1991, 1992), and ring doves (Rodriguez et al. 1999a).
Several in vivo and in vitro studies have suggested that
melatonin modulates certain immune functions and
attenuates oxidative reactions (Skwarlo-Sonta 1996;
Skwarlo-Sonta et al. 1991; Rosolowska et al. 1991; Po-
eggeler et al. 1990; Tan et al. 1993; Reiter 1997).Thus, in
our previous work with the ring dove (Streptopelia ris-
oria), we determined that both extirpation of the pineal
gland, as well as in vitro incubation of ring dove heter-
ophils with pharmacological concentrations of melato-
nin, modified phagocytic activity and the oxidative
metabolism of the cells responsible for the non-specific
immune response (Rodriguez et al. 1997). In a similar
way, we observed a decline in superoxide anion levels in
heterophils after phagocytosis of inert particles (Rodri-
guez et al. 1998), together with a modulation of the
superoxide dismutase activity after incubation with
pharmacological concentrations of melatonin (Rodri-
guez et al. 1998) and a clear decrease in lipid peroxida-
tion (Rodriguez et al. 1999b).

Thus, melatonin enhances the phagocytic function at
the same time as neutralizing the oxidative stress derived
from this immune function (Terrén et al. 2003). In
addition, our research group found a positive correla-
tion in the ring dove between the diurnal rhythm of
melatonin and the capacity of blood heterophils to
phagocytose inert particles (latex beads), as well as a
negative correlation between the neurohormone and
superoxide anion levels during the respiratory burst
(Rodriguez et al. 1999a). Likewise, we observed an
increase in the capacity of incubated avian heterophils to
ingest inert particles as physiological concentrations of
melatonin are raised (Rodriguez et al. 2001).

In a recent publication, we noted a significant decline
in plasma melatonin levels in old ring doves compared
with the concentrations observed in both mature and
young animals (Terron et al. 2002). We have also
reported on an absence of diurnal rhythm, with more or
less constant concentrations during a 24-h period (Ter-
ron et al. 2002) and an enhancement of phagocyte
activity of heterophils from old animals after in vitro
incubation with physiological concentrations of
melatonin. These results corroborated previous reports
that melatonin is synthesized and secreted during the
dark period of the light/dark cycle, and that plasma
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concentrations of this neurohormone decline over the
course of life in several species (Turek et al. 2000).

The aim of this present work was to evaluate the
functional capacity of ring dove heterophils from young
and old animals at different times of day (0:00, 10:00,
16:00); we previously observed (Terron et al. 2002) sig-
nificant differences in the diurnal rhythm of melatonin in
young ring doves. These animals present maximum
values of melatonin at night, with minimum levels in the
morning and medium levels in the afternoon/early
evening. This study also tackles the possible relationship
between the levels of the hormone (observed at these

“times) and the phagocytic activity (ingestion capacity

and oxidative metabolism), and how they change with
age.

Materials and methods
Animals

Male and female ring doves at 2-3 years of age (young)
and 8-10 years of age (old) were used in the study. The
animals used in this investigation were bred in our
department, housed in separate cages measuring
40x40x45 cm (with an outside window, natural lighting,
and indirect ventilation), and fed ad libitum (food and
water). No substantial differences between young and old
animals were observed in the amount of food and water
ingested. The study was conducted during April/June
when the daily lighting pattern was approximately 14 h
light and 10 h dark (dark period from 21:30 + 30 min to
07:30+30 min). The temperature was maintained at
22 °C (£2 °C). The trials were conduced under dim red
light which is perceived as darkness.

This study was approved by the Ethical Committee of
the University of Extremadura (Badajoz, Spain) in
accordance with the National Institute of Health Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals.

Isolation of heterophil leukocytes

Heterophil leukocytes were obtained immediately after
the extraction of 1 ml of blood (at 0:00, 10:00 and 16:00)
drawn from the brachial vein to which 0.5 ml of phos-
phate-buffered saline solution (PBS) and 0.5 ml of lith-
ium heparin were added, followed by centrifugation at
600 g for 15 min in a gradient using Histopaque (1 ml of
1119, 1 ml of 1077; Sigma, St. Louis, MO, USA). The
heterophils were then washed in PBS and adjusted
according to each trial.

Levels of melatonin in plasma
Melatonin levels were determined in the different age

groups by using a commercial radioimmunoassay kit
(DDV Diasnogtika) that consisted of '**I-melatonin



(0.54 pCi/ml), rabbit anti-melatonin antiserum, melato-
nin standards, delipidizing agent, assay buffer, precipi-
tating agent, and controls (isophilized plasma samples),
according to the manufacturer’s instructions. Our find-
ings indicated that melatonin plasma levels in young and
old animals coincided with those previously obtained in
Terron et al. 2002 (results not shown).

Culture of Candida albicans

The Candida albicans inocula were cultured on Sabou-
raud Glucose Agar in Petri dishes, sown in zig-zag using
an inoculating loop, with incubation at room tempera-
ture for 24-48 h. Before each determination, to form the
desired cell suspension, the Candidae were resuspended
in Hank’s medium and the concentration adjusted,
- depending on the trial protocol, in a Neubauer haemo-
cytometer under a phase-contrast microscope.

Phagocytosis of Candida albicans and candidicide power

The method described by Rodriguez et al. (1990) was
used with minor modifications. The trials were carried
out by incubation with shaking of 500 ul of heterophil
suspension (1x10° cells/ml) with 500 pl of C. albicans
(3x10° cells/ml) and 100 ul of PBS, with an incubation
time of 60 min. After 50 min of incubation, 3 ml of
0.01% methylene blue (vital colouring) was added, then
leaving it to act for 10 min. The tubes were centrifuged
for 10 min at 300 g, and two thirds of the supernatant
was withdrawn. The rest was shaken, and a sample
taken for counting in the Neubauer haemocytometer
under a phase-contrast microscope using a 40-power
objective lens.

The results of phagocytosis were expressed as the
total number of C. albicans phagocytosed by 100 het-
erophils (candidicide index); candidicide power was ex-
pressed as the percentage of C. albicans which were not
only phagocytosed, but also destroyed, by 100 heter-
ophils (dead Candidae were stained blue).

Phagocytosis of latex beads

The trials of the phagocytosis of inert particles (latex
beads) were performed according to the technique de-
scribed in Rodriguez and Lea (1994). Aliquots of 200 pl
of the suspension of phagocytes were put into the wells
of plastic macrophage migration-inhibition factor (MIF)
type plates and, after 30 min of incubation at 37 °C in
an oven with 5% CO, atmosphere, the adhered mono-
layer was washed with PBS at 37 °C. Then 20 pl of latex
beads (1.09-mm diameter particle size, diluted to 1% in
PBS; Sigma, St. Louis, MO, USA) and 200 pl PBS were
added, followed by another 30-min incubation under the
same conditions as before. Finally, the samples were
fixed and stained with Diff-Quick containing methanol
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(5 min), eosin (five passes) and haematoxylin (five pas-
ses). The plates were washed with tap water and dried,
followed by counting under oil-immersion phase-con-
trast microscopy at a magnification of 100x. The num-
ber of particles ingested per 100 heterophils expressed
the latex-bead phagocytosis index (PI). The percentage
of cells that had phagocytosed at least one latex bead
expressed the phagocytosis percentage (PP). The ratio
PL:PP gave the phagocytosis efficiency (PE).

Quantitative nitroblue tetrazolium (NBT) test

The method used was that described by Terrén et al.
(2002) for C. albicans and by Rodriguez et al. (2001) for
latex beads. An aliquot of 250 pl of heterophil suspen-
sion (1x10° cells/ml) was incubated for 60 min with an
equal volume of NBT (Sigma, 1 mg/ml in PBS solution)
in the presence of 50 pl of C. albicans (5x10° cells/ml) or
50 pl of latex beads (1.09-mm diameter particle size,
diluted to 1% in PBS; Sigma, St. Louis, MO, USA)
(stimulated samples). Aliquots of heterophil suspension
incubated in the absence of C. albicans or latex beads
were used as non-stimulated samples. In all cases, after
shaken incubation (60 min) at 37 °C, the reaction was
stopped with 2.5 ml of 0.5 N hydrochloric acid.

The tubes were centrifuged for 30 min at 600 g and
4 °C, the supernatant was discarded, and the reduced
NBT (blue formazan) extracted from the cell pellet with
1 ml of dioxan. The tubes were then centrifuged for
30 min at 600 g, and the absorbance of the supernatant
was determined in a spectrophotometer at 525 nm using
dioxan as the blank control.

The percentage stimulation of the NBT reduction was
then determined, 100 being the value given to the
absorbance obtained in the tubes without latex beads or
C. albicans.

Statistical analysis

All data are expressed as mean (x) + standard error (SE)
of the number of determinations (n=38) carried out in
duplicate. The variables were tested for normality, and
then the different groups were compared using the
Scheffe  ANOVA (analysis of variance) parametric
F-test, with P <0.05 taken as the level of significance in
differences between groups. The different times of day
were compared within a given age group, and the two
age groups were compared for each time of day.

Results
Study of diurnal rhythms of melatonin
Experiments carried out on the diurnal rhythms in

young and old ring doves (Streptopelia risoria) (results
not shown), which corroborated the results previously
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obtained in Terron et al. (2002), showed a significant
decline in plasma melatonin levels in old animals when
compared with the concentrations observed in young
animals; maximum (nocturnal) concentrations in young
animals were around 300 pg/ml, and minimum (diurnal)
concentrations were around 50 pg/ml.

Study with latex beads

Figure 1A, shows the variations in phagocytic index in
young and old animals at the three times of day studied.
The results reveal an increment (P <0.05) in the capacity
of the young animals’ heterophils to ingest latex beads at
0:00 compared with their corresponding value at the
other times (10:00 and 16:00). An increase (P <0.05) was

observed in the phagocytic index of young animals at
" 10:00 compared with their corresponding value at 16:00.
The value was significantly greater (P <0.05) in young
animals at 0:00 and at 10:00 in comparison with the
corresponding values in the old animals. The phagocytic
percentage results are summarized in Fig. 1B. A signif-
icant increase (P<0.05) was observed in phagocytic
percentage in the young animals at 0:00 compared with
their corresponding values at 10:00 and 16:00, and the
phagocytic percentage values were higher in the young
animals at 10:00 and 0:00 in comparison with the cor-
responding values in the old animals. Figure 1C shows
the results of investigations into variations in phagocytic
efficiency. A significant increase (P<0.05) can be ob-
served in the young animals at 0:00 compared with their
value at 16:00. The values were higher in the young
animals at 10:00 and 0:00 compared with the corre-
sponding values in the old animals.

The percentage variations in NBT reduction (levels of
superoxide anion) are shown in Fig. 2. There was a clear
decline in NBT reduction in the young animals at 0:00
compared with their corresponding value at 10:00 and
16:00, and in the old animals at 0:00 and 16:00 compared
with their value at 10:00. The NBT reduction was lower
in the young at 10:00 and 0:00 than in the old animals at
the same times.

Study with C. albicans

The capacity of the heterophils to ingest C. albicans as
quantified by the candidicide index (number of Candidae
phagocytosed by 100 heterophils) is shown in Fig. 3A.
There was a significant increase (P <0.05) in the candi-
dicide index in the heterophils of both young and old
animals at 0:00 in comparison with their corresponding
values at 10:00 and 16:00. The candidicide power (per-
centage of dead C. albicans of those phagocytosed in 100
heterophils) is shown in Fig. 3B. There was a significant
increase in the capacity of heterophils to kill C. albicans
in the young animals at 0:00 compared with their cor-
responding values at 10:00 and 16:00. In addition, the
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Fig. 1 A Chart of the phagocytosis index (number of latex beads
phagocytosed per 100 heterophils) in young and old individuals of
Streptopelia risoria; B chart of the phagocytosis percentage
(percentage of cells that have phagocytosed at least one latex
bead) in young and old individuals of Streptopelia risoria; C chart
of the phagocytosis efficiency (phagocytosis index/phagocytosis
percentage) in young and old individuals of Streptopelia risoria.
Each value represents the x + SE of eight determinations performed
in duplicate. ¢ P<0.05 in comparison with their corresponding
value at 10:00 and 16:00; » P <0.05 in comparison with their value
at 16:00; d P<0.05 in comparison with the corresponding value at
the same time in old animals

values were higher in the young animals than in the old
animals (P <0.05) at 0:00.

No significant differences were observed in NBT
reduction after C. albicans ingestion between the two
ages or between times of day.
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Fig. 2 Chart of the percentage stimulation of the reduction of
nitroblue tetrazolium (NBT) in heterophils incubated in the
presence of latex beads in young and old individuals of Streptopelia

" risoria. S Stimulated samples, NS non-stimulated samples. Each
value represents the mean (¥)+SE of eight determinations
performed in duplicate. ¢ P<0.05 in comparison with their
corresponding value at 10:00 and 16:00; ¢ P<0.05 in comparison
with their corresponding value at 10:00; d P<0.05 compared with
the corresponding value at the same time in old animals

Discussion

Interpretation of melatonin’s message within the body is
essential to adapt an animal’s physiological functions to
environmental conditions, and such adaptation would
increase its probability of survival. Immune-system
activity is one of the physiological capabilities most
responsible for the survival of an animal (Skwarlo-Sonta
1996). Melatonin appears to act as a synchronizer of the
circadian clock, giving a time-related signal to a number
of body functions, one of which is the circadian orga-
nization of the organism’s defence (Cardinali et al.
1999).

Phagocytosis is an important element in non-specific
immunity and is fundamental for the host’s defence
against infection (Curnette et al. 1985; Gallin 1989). In
birds, heterophils, because of their ability to ingest and
kill different antigens, play a central role in host defence
mechanisms. These cells account for the greater part of
peripheral leukocytes and represent the first line of
defence against invading agents (Levi et al. 1992). Tt is
known that the avian pineal gland, a vertebrate model
system of the circadian oscillator, and its hormone
melatonin, also affect the immune system (Skwarlo-
Sonta 1996). The function of the immune system in its
defence against harmful microorganisms, foreign mole-
cules, or tumour cells must be coordinated into periods
of about 24h to achieve the maximum efficacy
(Hardeland et al. 1992).

Experimental findings in the past few years have
supported a functional connection between the pineal
gland and the immune system in both mammals and
birds (Swarlo-Sonta 2002). General observations suggest
that the effects of melatonin on different aspects of the
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Fig. 3 A Chart of the candidicide index (phagocytosis of Candida
albicans: number of Candidae ingested by 100 heterophils) in young
and old individuals of Streptopelia risoria; B chart of the
candidicide power (percentage of dead candidae of the total of
those phagocytosed) in young and old individuals of Streptopelia
risoria. Each value represents the mean () £ SE of eight determi-
nations performed in duplicate. @ P <0.05 in comparison with their
corresponding value at 10:00 and 16:00. d P<0.05 in comparison
with the corresponding value at the same time in old animals

immune function depend on the species being studied,
the age and gender of the individuals, the experimental
protocol, the season of the year, melatonin dose, and
administration route (Conti et al. 1994). The results
under discussion in the present work were obtained
during April/June, when the daily lighting pattern was
approximately 14 h light and 10 h dark (dark period
from 21:30 + 30 min to 07:30 £ 30 min) in young animals
(1-1.5 years) and old (> 8 years).

Developmental and age-related changes in pineal
function appear to be related, at least partially, to
immune-system efficiency (Cardinali et al. 1999). It is
known that aging is accompanied by alteration of the
circadian structure of the immune response. Thus,
senescence is characterized by a decrease in the ampli-
tude of diurnal rhythms, as well as by alterations in
entrainment to changes in the light-dark cycle of non-
photic stimuli and in the circadian organization of the
immune responses (Cardinali et al. 1998). In this sense,
we previously found in the ring dove a significant decline
in plasma melatonin levels in old animals compared with
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the concentrations observed in either mature (5-year-old
adult) or young animals. In addition, in old animals,
there was an absence of diurnal rhythm (with the plasma
levels remaining more or less constant over a 24-h per-
iod) and an enhancement of phagocytic activity of het-
erophils after incubation with physiological doses of
melatonin found in young animals (Terron et al. 2002).

The results of the present study indicate that the
heterophils of young animals have a greater capacity to
ingest latex beads and to ingest and destroy C. albicans
at all three times of day studied than do the heterophils
of old animals. The difference was most evident at 0:00,
the time at which the melatonin levels are at a maximum
in the young animals. The circulating melatonin levels
could well influence heterophil activity at both 0:00 and
16:00, when significant differences are observed in the
neurohormone’s plasma levels in young relative to old
animals (Terrén et al. 2002). Nonetheless, significant
differences were also observed at 10:00 in the phagocytic
capacity of young animals in comparison with old ani-
mals, with the melatonin levels being lower at this time
of day in the young animals. This might be due, more
than to the effect of melatonin alone, to other physio-
logical aspects in isolation or in combination with the
hormone and which are associated with day-night
rhythms and/or seasonal changes in photoperiod such as
growth hormone, corticosterone and gonadal steroids,
and which could contribute to the effects observed in the
phagocytosis in young animals.

In this way, as is suggested in Barriga et al. (2001), the
decline in circulating melatonin levels during the day in
young, mature animals might be because it is being used
in the neutralization of reactive oxygen species during
the day when they are at their highest levels, which
happens in parallel with an increase in corticosterone
levels. In this sense, we have observed the greatest level
of corticosterone in middle-aged animals at 10:00
(Rodriguez et al. 2001).

Considering our results with respect to the phagocytic
index (PI), phagocytic percentage (PP) and the phago-
cytic efficiency (PE) with latex beads, we can suggest that
the increment in the latex ingestion capacity of heter-
ophils is due to an increment in both number of acti-
vated cells (PP, percentage of cells that have
phagocytosed at least one latex bead) and PE (number
of latex beads ingested by each activated cell). In pre-
vious studies by our research group, we have found a
positive correlation between the diurnal variations of
melatonin and the capacity of heterophils to phagocy-
tose inert particles, with maximum values during the
night (Rodriguez et al. 1999a). Likewise, we have ob-
served a dose-dependent increase in the phagocytic
function of heterophils of mature birds (3-5 years old)
after incubation with both physiological (Rodriguez
et al. 2001) and pharmacological (Rodriguez et al. 1998)
concentrations of melatonin. These results together
confirm earlier findings that melatonin is synthesized
and secreted with a light/dark cycle (with maximum
levels at night), that its plasma concentrations decline

with age in various species (Turek et al. 2000), and that it
has an immunostimulatory effect (Terron et al. 2002).

Having ingested an antigen, phagocytic cells trigger a
metabolic burst, giving rise to the production of such
free radicals as superoxide anion (O; ). The reduction of
NBT to a coloured formazan may be the consequence of
an increase in superoxide anion produced by the inges-
tion of antigen, but it can also be a measure of cell
metabolism in the absence of phagocytic stimuli (Babior
1987; Basgara et al. 1988). The NBT reduction test is
also an indirect measure of enhanced intracellular hex-
ose-mono-phosphate shunt activity in heterophils (Park
et al. 1968). Here, the NBT reduction test was used to
evaluate the respiratory burst through the levels of O; in
blood heterophils after phagocytosis. In the latex study,
we found the lowest superoxide anion levels in young
animals at 0:00, which could be related to the maximum
nocturnal levels of melatonin observed, due to the
antioxidant action of the hormone (Terron et al. 2002).
The highest levels of superoxide were observed in the
group of old animals at 10:00. Indeed, there were greater
levels of O,” in the old animals than in the young, and in
the latter there was a decline in the levels of O; at night,
coinciding with the hours during which we had previ-
ously observed an increase in plasma melatonin levels
(Terron et al. 2002). In fact, we found a clear negative
correlation between the melatonin serum levels and
NBT reduction after latex bead phagocytosis (Rodriguez
et al. 1999a). In the NBT study with C. albicans (living
particle), although significant differences were not seen,
we observed a slight decrease in O, levels in heterophils
from young animals in relation to the old at 0:00 (the
time of day when we have previously observed greatest
differences in the concentration of melatonin between
both age groups). However, the fact that statistically
significant differences were not observed may be due to
an added effect of heterophil metabolism plus Candida
albicans metabolism.

It is known that longevity is determined by the
amount of accumulated free-radical damage that ani-
mals sustain throughout a lifetime, i.e. the more oxida-
tive damage the higher the incidence of age-associated,
free-radical-based diseases, and the shorter the lifespan.
This is consistent with recent observations that the
degree of oxidative damage which rats accumulate is
greater in advanced age when they have a relatively
melatonin-deficient state or in pinealectomized young
rats (Reiter et al. 2000). Our research over the past few
years indicates that in young-mature animals, melatonin
increases heterophil phagocytic activity at the same time
as neutralising superoxide anion levels (Terron et al.
2003). In summary, all these results, together with those
discussed in this paper, are of particular interest in
relation to aging. Senescence is associated with a marked
increase in free radicals (Turek et al. 2000) and a
decrease in plasma melatonin levels (Reiter 1995), which
appear to be intimately related to the immune system’s
decline as has been reported by other workers (Cardinali
et al. 1999).
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In conclusion, the results discussed in this paper
confirm a decline in immune function with aging, which
could be due, at least in part, to the absence of diurnal
rhythm of melatonin in those animals, and to an
enhancing effect of that hormone on the heterophil
phagocytic function of young animals; this would also
neutralize the oxidative stress deriving from this immune
function.
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RESULTADOSIV:

“Incremento de los niveles plasmaticos de melatonina y de la
actividad fagocitica de los heterofilos de tortolas collarizas
viejas (Streptopelia risoria) tras la administracion oral de

melatonina.” (En prensa)
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Oral Administration of Melatonin to Old Ring Doves
(Streptopelia risoria) Increases Plasma Levels of
Melatonin and Heterophil Phagocytic Activity
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We analyzed the effect of oral melatonin (23 pg/0.1 ml/animal/d; 1 h before dark on 12
consecutive days) in old birds, in natural photoperiods, on the hormone's plasma levels, and
phagocytosis. Blood collections were performed daily at 2:00 am and 4:00 pM until 5 days after
the treatment. From day 1, the melatonin levels were significantly higher than basal levels at both
times. Values at 2:00 AM were significantly higher than the 4:00 PM values. After treatment, the
melatonin levels declined, retmning from day 14 to basal values at both hours. At 2:00 M,
phagocytosis was significantly greater than that obtained at 4:00 pM and greater than basal values.
The 4:00 pu values were only significantly greater than basal on days 6 and 8, parallel to
a decline in superoxide anion levels, which were lowest at 2:00 aM. Melatonin administered to
old ring doves increases the differences between nocturnal and diumal plasma levels, and, in

URING the last three decades, in vivo and in vitro data

have confirmed the relationship between the pineal
glandandﬂ\einununesysteminbo!hbi:dsandmmnals
(including humans) (1,2). Developmental and age-related
chmgesinpinealﬁmctionapp@u,atl&stinpan,mbe
related to immune system efficiency (3). To close a regulatory
loop between the immune system and the pineal gland
function, it is necessary that the chemical message sent by the
activated immune system be understood by the pineal gland,
that is, it should influence pineal gland activity and hence
melatonin synthesis (4).

Perhaps the condition, in which the stimulatory effects of
melatonin on the immune system are best demonstrated occur
in those situations in which the immune system is depressed.
The many models of immunosuppression include aging,
physical stress, infectious diseases, and treatment with
corticoids and antitumoral or adrenergic drugs (2). There is
a growing literature to indicate that there are some important
links between the 24-hour rthythm of melatonin and age-
related changes in physiology and behavior. Because
melatonin acts by providing information to the organism
about its overall temporal organization, this indolamine
would seem to have the potential to be an important
pharmacological agent for attenuating age-related changes
in circadian organization, immune system, sleep, and other
disorders that accompany aging (5). Previously, we had
found a significant decline in both noctumal and diurnal
plasma melatonin levels in old ring doves (>8 years) with
fespect to the concentrations observed in mature (adult, aged
3-5 years) and young animals (aged 1-3 years); also, there is
an absence of a circadian melatonin rhythm (the levels
remaining more or less constant throughout the 24 hours) in

parallel, increases phagocytosis and reduces superoxide radical levels in heterophils.

these birds (6). Our results thus corroborated previous reports
that melatonin is synthesized and secreted during the dark
period of the light/dark cycle, and that plasma concentrations
decline in advanced age (7). We also reported previously
an enhancing dose-dependent effect of melatonin, at both
physiological and pharmacological concentrations, on
phagocytic function in the dove. Likewise, melatonin limits
oxidative stress, which results from the function of the .
immune system (6,8,9).

In the present experiments, we studied the effect in old ring
doves of oral administration of melatonin at the pharmaco-
logical dose of 23 pg/animal/day on the plasma levels of mela-
tonin during a 12-day treatment period and inthe 5 subsequent
days; furthermore, we examined the effect of this treatment on
the phagocytic function and oxidative metabolism of blood
heterophils. Plasma determinations were carried out at two
specific times (2:00 am and 4:00 pm), with the heterophil
phagocytic activity being evaluated at these times on alternate
days from the beginning until the end of the treatment.

METHODS

Animals

Male and female ring doves (Streptopelia risoria) aged
810 years (old for this species) were used in the study (n=8).
The birds were housed isolated in cages measuring 40 X
40 X 45 cm, and fed ad libitum in a room with an outside
window (natural lighting) and indirect ventilation. The study
was conducted from April to June, when the natural photo-
period was approximately 14 hours light and 10 hours dark
(dark period from 9:30 pM % 30 minutes to 7:30 AM * 30
minutes). The temperature was constant and maintained at
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22 + 2°C. Some birds were randomly chosen for a blood
sample. The study was approved by the Ethical Committee
of the University of Extremadura (Badajoz, Spain) in
accordance with the National Institutes of Health Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals.

Melatonin

N-acetyl-5-methoxytryptamine (melatonin; Sigma, St.
Louis, MO) was prepared in phosphate-buffered saline
(PBS) solution, starting from a base solution of 10 mg/ml,
which was dissolved by stirring, and used at the pharmaco-
logical concentration of 230 pg/ml (a dose 10 times higher
than that used in our in vitro experiments, considering the
volume of each animal’s blood to be approximately 10 ml).

Experimental Design

The birds received a single daily oral dose (23 pg/0.1 ml/
animal/d) of melatonin for 12 consecutive days, 1 hour
before dark (at about 8:30 pm). The administration of
melatonin was carried out using a plastic Pasteur pipette.
Control animals received 0.1 ml of PBS with the same
schedule as the melatonin-treated animals. Basal animals are
animals studied before treatment that have not been given
PBS or melatonin. Blood collections were performed at 2:00
AM under dim red light and again at 4:00 pm. The extractions
were continued for 5 days following the end of the treatment
(until day 17). The blood collection schedule was based on
the following: (i) 2:00 am is halfway through the acrophases
of both the young and mature animals; (i) 4:00 pM is the
mesor (midline estimating statistic of thythm) of the young
and mature animals; and (iii) in old animals, no significant
differences had been observed in the melatonin levels at
4:00 pm and 2:00 AM (6).

Plasma Collection

Blood drawn from the brachial vein was transferred
unheparinized to a preprepared tube containing EDTA, and
centrifuged at room temperature for 15 minutes at 300 X g.
The plasma was then divided into aliquots in Eppendorf
vials, and kept frozen at —30°C until use.

Measurement of Melatonin in Plasma

Melatonin levels were determined by means of a com-
mercial radioimmunoassay kit (IBL, Hamburg, Germany)
that consisted of '*I-melatonin (<140 kBq), assay buffer,
enzyme, enzyme buffer, melatonin standards, rabbit anti-
melatonin antiserum, precipitating agent, and controls
(lyophilized plasma samples), according to the manufac-
turers instructions. Results are expressed in pg/ml.

Studies of Phagocytosis and Oxidative Metabolism

The studies of phagocytosis and oxidative metabolism
(nitroblue tetrazolium test, NBT) were carried out on alter-
nate days from the beginning until the end of the treatment
(days 2, 4, 6, 8, 10, and 12).

Isolation of Heterophil Leukocytes

Heterophil leukocytes were obtained from 1 ml of blood
drawn from the brachial vein to which 0.5 ml of PBS
solution and 0.5 m] of lithium heparin were added; this was
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followed by centrifugation at 600 X g for 15 minutes
through a Histopaque gradient (1 ml of 1119, 1 ml of 1077,
Sigma, St. Louis, MO). The heterophils were then washed in
PBS and adjusted according to each trial (5 X 10° cells/ml
for phagocytosis and 1 X 10° cells/ml for NBT).

Phagocytosis of Latex Beads

The phagocytosis of inert particles (latex beads) was
performed according to the technique described in Rodriguez
and Lea (10). Aliquots of 200 pl of the phagocyte suspension
were put into the wells of plastic macrophage migration
inhibition factor (MIF)-type plaques, and, after 30 minutes
incubation at 37°C in an oven with a 5% CO, atmosphere, the
adhered monolayer was washed with PBS at 37°C. Then,
20 pl of latex beads (1.09 mm, diluted to 1% in PBS) and
200 i PBS were added, followed by another 30 minutes of
incubation under the same conditions as previously. Finally,
the samples were fixed and stained with Diff-Quick (Dade
Behring, Liederbach, Germany) containing methanol (5 min),
eosin (five passes), and hematoxylin (five passes). The
plaques were rinsed with tap water and dried, followed by
counting under oil-immersion phase-contrast microscopy at
100X. The number of particles ingested per 100 heterophils
was expressed as the latex-bead phagocytosis index (PI).
The percentage of cells that had phagocytosed at least 1
latex bead was expressed as the phagocytosis percentage
(PP). The ratio PLPP was calculated, giving the phagocy-
tosis efficiency (PE).

Quantitative NBT Test

The method described by Terrén and colleagues (6) was
used. An aliquot of 250 pl of heterophil suspension (1 X 10°
cells/ml) was incubated for 60 minutes with an equal
volume of NBT (Sigma, St. Louis, MO, 1 mg/ml in PBS
solution) in the presence of 50 pl of latex beads (S,
stimulated samples) (1.09 mm, diluted to 1% in PBS).
Aliquots of the heterophil suspension incubated in the
absence of latex beads were used as nonstimulated samples
(NS). In all cases, after shaking incubation at 37°C, the
reaction was stopped with 2.5 ml of 0.5 N hydrochloric acid.

The tubes were centrifuged for 30 minutes at 600 X g and
4°C, the supernatant was discarded, and the reduced NBT
(blue formazan) was extracted from the cell pellet with 1 ml
of dioxan. The tubes were then centrifuged for 30 minutes
at 600 X g, and the absorbance of the supermatant was
determined in a spectrophotometer at 525 nm using dioxin
as the blank control. The stimulation of NBT reduction was
then determined as a percentage relative to the absorbance
obtained in the tubes without latex beads.

Statistical Analysis

Data are expressed as mean (X) * standard error (SE) of
the number of determinations carried out in duplicate. The
variables were tested for normality, and the different groups
were compared using the Scheffe analysis of variance
(ANOVA) parametric F test, with p < .05 taken as the level
of significance between groups.

Correlations by multiple regression of the different
capacities with the melatonin values at both hours studied
were taken as significant if ”? > 0.5.
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Figure 1. Changes in plasma levels of melatonin in old birds during 12 days of
treatment with indolamine (23 pg/ml) and for the 5 subsequent days. Each value
represents the mean * SE (standard error) of eight determinations carried out in
duplicate. a=p < .05 with respect to the corresponding basal value at 2:00 AM;
b=p < .05 with respect to the corresponding basal value at 4:00 pm; *=p < .05
with respect to the value obtained at 4:00 pM on the same day. B =basal, animals
before treatment.

RESULTS

The results shown in Figure 1 indicate that, from the first
day of melatonin administration (23 pgfanimal/d), plasma
levels of the indolamine were generally higher than the
corresponding basal levels at both 2:00 aM and 4:00 pm. Also,
the values were significantly higher (p < .05) at 2:00 Am than
at 4:00 pm. In particular, at 2:00 am: (i) there was a significant
increase (p < .05) over the basal values on every day studied
during treatment as well as on day 13, the first day following
the last treatment, and (ii) at 4:00 pM there was a significant
increase (p < .05) over the basal values from days 3 to 9
(inclusive). At the end of treatment, the melatonin levels
began to decline steadily at both times of day, reaching levels
close to the basal values by day 14, 2 days following the
melatonin treatment. No significant changes were observed
in the control animals after the administration of PBS, the
vehicle used for melatonin administration (results not
shown).

Figure 2A shows the variations in the capacity of the
heterophils to ingest latex beads (phagocytosis index) over
the course of the experiment. During the treatment, the
values at 2:00 aM were significantly higher (p < .05) than
at 4:00 pM except on day 6, and always significantly higher
(p < .05) than the basal values. At 4:00 pM, however, the
differences with respect to the basal values were only
significant (p < .05) on days 6 and 8 (these were the days
when the highest melatonin levels were determined at that
hour). Figure 2B shows the results for the phagocytosis
percentage (percentage of activated heterophils). At 2:00
AM, this percentage was significantly greater than the basal
values (p < .05) on each day. At 4:00 M, however, there
were only significant differences (p < .05) with respect to
the basal values on days 6 and 8. Similar results to those of
the phagocytosis index and phagocytosis percentage were
observed in the number of latex beads ingested by each
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Figure 2. A: The phagocytosis index (number of latex beads phagocytosed
per 100 heterophils); B: phagocytosis percentage (% of 100 cells that have
phagocytosed at least 1 latex bead); and C: phagocytosis efficiency
(phagocytosis index/phagocytosis percentage) in old birds given melatonin
(23 pg/ml). Each value represents the mean * SE (standard error) of eight
determinations performed in duplicate. a = p < .05 with respect to the
comresponding basal value at 2:00 am; b = p < .05 with respect to the
corresponding basal value at 4:00 Pm; * = p < .05 with respect to the value
obtained at 4:00 pM on the same day; Basal, animals before treatment.

activated heterophil (phagocytosis efficiency, Figure 2C).
Figure 3 shows the comelation between the plasma
melatonin levels (pg/ml) and the phagocytosis index at
4:00 PM (A) and 2:00 AM (B) on the different days during the
treatment when this was measured (days 2, 4, 6, 8, 10, and
12). There was a clear positive correlation at both hours.
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Figure 3. Results of the correlation study between the plasma levels of
melatonin (pg/ml) and the values of the phagocytosis index at 4:00 P (A) and at
2:00 Am (B) in old birds treated with melatonin (23 pg/ml).

In order to check whether the difference in the melatonin
concentrations between 2:00 AM and 4:00 PM was correlated
with the difference between the values of the phagocytosis
indices at those hours, we calculated the relative increments
(RI = value at 2:00 AM minus value at 4:00 Py, divided by
the value at 4:00 M) for the two parameters, and then tested
for correlation between the RIs of the two parameters. The
values are listed in Table 1 for the different days during the
treatment. The plasma melatonin RIs were significantly
greater (p < .05) than the basal value and significantly
different from the remainder of the values (p < .05) on
every day studied. The phagocytosis index Rls were
significantly greater (p < .05) than the basal values on
days 2, 4, 10, and 12, and significantly less (p < .05) on
days 6 and 8, and also significantly different from the rest of
the values (p < .05) on every day. There was a positive
correlation between the plasma melatonin RI and the phago-
cytosis index RI (Figure 4). Figure 5 shows the variations
in NBT reduction over the course of the treatment. All the
2:00 AM values during the treatment were significantly lower
(p < .05) than the corresponding 4:00 PM values, and
significantly lower (p < .05) than the 2:00 AM basal values.
The only significant difference (p < .05) in the 4:00 Am
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value was on day 6 of treatment, when it was less than the
corresponding basal value.

Figure 6 shows the results of the correlation study between
the plasma melatonin levels (pg/ml) and the superoxide anion
levels (percentage NBT reduction) for all of the days when
these parameters were determined separately for the two
times of day of the measurements. At 4:00 pM, these two
parameters were not correlated (Figure 6A). At 2:00 AM
(Figure 6B), however, they were clearly negatively correlat-
ed. Finally, no correlation was observed between the plasma
melatonin RI and the relative decrement in NBT reduction
(RD = value at 4:00 PM minus value at 2:00 M, divided by
the value at 2:00 am) (Figure 7).

Discussion

Pineal melatonin is produced and secreted into the blood
in a circadian manner with maximal plasma Jevels occurring
during the dark phase of the light/dark cycle. Whereas the
24-hour rhythm of melatonin production is clear in young
animals (including humans), this cycle deteriorates with age
(11). Indeed, aging is associated with a number of changes
in the morphology, physiology, and biochemistry of the
pineal gland, resulting in a significant reduction of the
nocturnal melatonin levels (7,11,12). In previous studies on
the ring dove, we have observed diumal oscillations in the
levels of this hormone in young and mature animals, and
a decline in its plasma levels with advancing age
accompanied by the absence of a thythm (6). Thus, young
and mature animals present an increase of melatonin levels
during the dark phase, (maximum at 4:00 PM in mature and
at 2:00 AM in young animals), and a decrease during the day
(minimum at 10:00 am and at 4:00 pm for young and mature
animals, respectively) (6). The decreased nocturnal levels of
melatonin during aging affects the integrity of circadian
time structures and may contribute to a number of disease
states (13). Hence, melatonin may have both direct and
indirect beneficial effects in delaying aging or in retard-
ing the development of processes (e.g., age-associated
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immunodeficiency or tumor growth) that contribute to
reducing the life span (7).

Recently, we have confirmed that old ring doves exhibit
a decline in their innate immune function, which could be
due, at least in part, to the absence of the circadian rhythm of
melatonin (14). Here, the focus has been on the age-related
changes in melatonin levels and in the possible effect of
administering the indolamine on the phagocytic activity
(phagocytosis and oxidative metabolism) during aging. In
general, from the first day of administration, the plasma
levels were greater than the corresponding basal levels both
at night and in the late afternoon, with the nocturnal values
being greater than the daytime values. A progressive increase
in nocturnal melatonin levels was observed until day 5
of treatment, as a consequence of exogenous melatonin
administration. Similar results were obtained in diurnal
plasma levels. Besides, a sharp drop in diurnal plasma
melatonin levels was observed after 10 days of treatment
despite the exogenous treatment of melatonin. As a whole,
these results show that, in old ring doves after 10 days of
treatment, the homeostasis of melatonin gives rise to similar
diurnal and nocturnal values to those observed in young birds
(6). After treatment, melatonin declined steadily at both time-
points studied, reaching levels similar to the basal values by
day 14, two days after the last administration of melatonin.
It is interesting that, once melatonin administration was
finished, plasma levels of the hormone decreased back to
basal values, which indicates that treatment does not reduce
the endogenous secretion of melatonin by negative feedback;
this is greatly important in relation to the therapeutic use of
melatonin. In addition, the phagocytosis indices at 2:00 AM
were significantly higher than both the basal values and
the 4:00 pM values throughout the treatment period. The
noctumal increased phagocytosis seemed in general to be due
to both phagocytosis percentage (number of activated
heterophils) and the phagocytic efficiency (amount of anti-
gen ingested by each activated phagocyte). Phagocytosis at
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Figure 6. Results of the correlation study between the plasma levels of
melatonin (pg/mt) and the values of the nitroblue tetrazolium (NBT) reduction at
4:00 M (A) and at 2:00 am (B) in old birds treated with melatonin (23 pg/mi).

4:00 pM was only greater than the basal level on days 6 and 8
(days with highest melatonin levels both diumal and
nocturnal, and with the same number of activated heterophils
(phagocytic percentage).

Also, with the melatonin administration, there was a clear
positive correlation between the levels of this agent and the
phagocytosis index at both time points studied. This indicates
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that, as the plasma melatonin levels of old birds rise, there is
a concomitant increase in the capacity of their blood
heterophils to phagocytose latex beads. This coincides with
earlier findings of a positive melatonin—phagocytosis corre-
lation in young ring doves (15), and with the enhancement of
the phagocytic activity of heterophils from mature and old
animals after in vitro incubation with either physiological or
pharmacological concentrations of melatonin (6,9). Finally,
the correlation study between the relative increments of the
phagocytosis values and plasma melatonin levels (2:00 AM vs
4:00 pM) also showed that the greater the day-night dif-
ference in melatonin concentration, the greater the difference
observed in phagocytosis values.

The increase in both the plasma melatonin levels and
phagocytic activity of the heterophils in these old animals is
of particular interest because the melatonin deficiency of old
age is related to suppressed immunocompetence (16). In this
sense, Cardinali and colleagues (17) found that in vivo
treatment with melatonin not only restored circadian
immune thythms in the old animals, but also found that
pharmacological levels of indolamine could hyperstimulate
the immune system and exacerbate autoimmune processes.
It is known that in both mammals and birds, a phase-
response curve on the effect of melatonin on circadian
thythms is present (3,23). In this sense, the oral treatment
with melatonin could induce a phase shift in the circadian
system, which would affect the light-dark values of
phagocytosis. Melatonin, in addition to its direct effect on
immune cells, augments the amplitude, and perhaps delays
or advances the phase, of the underlying central oscillator,
thus indirectly affecting the immune response (18).

The claims for melatonin as an anti-aging agent are also
based on studies indicating that it can have immunomod-
ulatory and tumor-suppressive effects by acting as a potent
free-radical scavenger. Indeed, various in vivo and in vitro
studies have shown that melatonin exhibits immunoenhanc-
ing properties and might modulate certain immune functions
at the same time that it attenuates oxidation reactions
(3,6,8,9,19-21,23).

In contrast to phagocytosis, melatonin administration
caused a decrease in superoxide anion levels at 2:00 AMm,
which were also lower than at 4:00 pm. Indeed, the 4:00 PM
values were only lower than the basal values on day 6 (one of
the days in which the melatonin levels were the highest at that
hour). Also, as we observed previously in young animals
that have a clear circadian thythm of melatonin with high
nocturnal levels (15), in old animals there was a clear
negative correlation between the levels of superoxide anion
and plasma melatonin following its administration. This
indicates that increasing plasma levels of melatonin are
accompanied by a clear decline in superoxide anion levels
in the blood heterophils of Streptopelia risoria; this is
consistent with a large amount of data documenting the free-
radical scavenging and antioxidant activities of
melatonin (24,25).

The finding that reduction in melatonin levels with age
may coniribute to aging and the onset of age-related diseases
is supported by the recent observations that melatonin is
a potent scavenger of damaging free radicals (26). Indeed,
numerous in vitro and in vivo studies have documented
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the capacity of both physiological and pharmacological
melatonin concentrations to protect against free-radical muti-
lation of essential molecules (27). Melatonin also promotes
the activity of antioxidative enzymes, thereby further
reducing oxidative damage (25). In the ting dove, we have
shown that, in vitro, melatonin reduces superoxide anion
levels by modulating the activity of the antioxidant enzyme
superoxide dismutase (23), and that it suppresses both basal
and antigen-induced lipid peroxidation in heterophils at both
pharmacological (28) and physiological (29) concentrations.
Furthermore, clinical tests with melatonin have proven
highly successful; as a result, an increase in the use of
melatonin in disease states and processes where free-radical
damage is involved seems reasonable (27,30).

Considering all results obtained to date, our research has
confirmed in this bird species a dose-dependent enhancing
effect of melatonin on the phagocytic function, while at the
same time neutralizing the superoxide anion radical derived
from immune function. Recently, Terron and colleagues (14),
in a comparative study of heterophil phagocytic function
in young and old ring doves and of its relationship with
melatonin levels at different times of day, found in the young
animals an enhancing effect of melatonin on the heterophils
in combination with its free-radical scavenging action, but
they did not find this to be the casc in the old animals. As
aresult, it was concluded that the difference could be due, at
least in part, to the fact that old birds probably lacked
a circadian thythm of melatonin.

Summary

While aging is a multifactorial process, the age-related
decline in melatonin secretion seems to be a contributing
factor to the functional decline. Indeed, sleep inefficiency,
circadian thythm dysregulation, reduced antioxidant pro-
tection, depressed immune function, and so forth, may be
direct consequences of the loss of melatonin with age (16).
The possible therapeutic and physiopathological implica-
tions of the immunoenhancing properties of melatonin have
only been sparingly investigated. In general, further work is
required for there to be a consensus on the “‘replacement
therapy” use of melatonin to limit or ameliorate some of the
effects of age-associated changes.
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RESULTADOS V:

Melatonina: un antioxidante a concentraciones fisiologicas.
“Evaluacion de la peroxidacion lipidica en heterofilos de
animales jovenes-maduros incubados con las concentraciones
plasmaticas fisiologicas de melatonina encontradas en esos
animales.”
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Melatonin: an antioxidant at physiological

concentrations

To the Editor:

In recent years, numerous reports have shown that
melatonin is a broad-spectrum antioxidant due to
its ability to scavenge free radicals and to stimu-
late antioxidative enzymes [Tan et al., 2000]. In
heterophils of Streptopelia risoria we observed that
pharmacological concentrations of melatonin (100
pM) reduce superoxide anion levels by modulating
the activity of the enzyme superoxide dismutase, at
the same time inducing a marked decline in lipid
peroxidation. These results showed that pharma-
cological concentrations of melatonin influenced
oxidative metabolism of phagocytes, protecting
them from oxidative damage derived from the
respiratory burst during phagocytosis [Rodriguez
et al., 1999a,b]. On the basis of these findings, we
asked the following questions: What is the physio-
logical relevance of these observations? Would
melatonin have the same properties at physiologi-
cal concentrations? Recently, Reiter et al. [2000]
have shown that melatonin is a significant free
radical scavenger and antioxidant at both physio-

logical and pharmacological concentrations in the

reduction of oxidative stress in vivo.

~ The process of phagocytosis is accompanied by
a series of oxygen-dependent biochemical events,
leading ultimately to the production of highly re-
active oxidants which play a key role in the micro-
bicidal activity of phagocytes. Oxidative stress
generated during phagocytosis provides protection
against micro-organisms, but may cause tissue
damage if it occurs to an excessive degree and/or

the antioxidant mechanisms do not function prop-

erly. The major end-point of oxidative damage
measured in this in vitro study was lipid peroxida-
tion. Lipid peroxidation is 2 process that leads to
the destruction of membrane lipids and produc-
tion of lipid peroxides and ‘their by-products.
Hereing tested the ability of melatonin to protect
against latex-bead-induced toxicity in ring dove
heterophils. The concentration of malonaldehvde
{MDA) as an index of induced oxidative damage
10 lipid membranes was determined using a colori-
metric assay (LPO-586, Bioxyviech). A heterophil

Printed in Ireland—all rights resersed.
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suspension (5 x 10% cells/ml) was co-incubated
with and without inert particles (latex beads) as
material to be phagocytosed, both alone -and in

" combination with melatonin at physiological con-

centrations found in the serum of the ring dove (50
and 300 pg/ml, which correspond to the diurnal
minimal value and the maximal nocturnal peak,
respectively) [Rodriguez et al., 1999b]. Measure-
ments were made before (0 min) and at 15 and 60
min after treatment. Protein concentrations were
determined by a standardized method using
bovine serum albumin as standard.

The results (Table 1) show that, in ring dove
heterophils, lipid' peroxidation (production of
MDA) is significantly reduced by melatonin at
physiological concentrations. In addition, mela-
tonin-depressed the increased levels of MDA after
latex bead treatment. Thus, preventing the latex-
induced enbancement of MDA production in a
dose-dependent manner. In all experimental
groups, there were significant changes in the lipid
peroxidation with time. Maximal levels of peroxi-
dation were observed after 15 min of incubation
and the minima at 60 min in the control, latex and
melatonin <+ latex groups. However, in the samples
with melatonin alone the lowest levels of peroxida-
tion were observed at 15 min.

These results are in agreement with those previ-
ously observed by us using pharmacological con-
centrations of the indole [Rodriguez et al., 1999a]
and demonstrate that melatonin effectively pro-

tects against both basal and latex-bead-induced

toxicity even at physiological concentrations. They
are also consistent with the data previously re-
ported on the protective effect of melatonin
against both basal and stress-related lipid peroxi-
dation in “other in vitro models using bacterial
lipopolysaccharide to induce toxicity [Sewerynek

et al., 1995]. These findings probably relate to the

ability of melatonin to scavenge free radicals and
function as an antioxidant, andjor the ability of
the indole to stabilize cellular membranes which
could make their intrinsic lipids more resistant to
the peroxidative processes [Reiter et al., 2000].

g5



Table 1.
Concentration of MDA inmol/mg protein)

In vitro effect of diumal (50 pg/mil and nocturnal (300 pg/m!) melatonin levels upon Epid peroxidation in ring dove heterochis,

Before treatment (0 time)

Time of incubation

_6:22+0:01 100% 15 min % 60 min %
Control 8.94 +0.01 144° 7.16+ 0.05 115
Latex 11.02 + 0.03° 177 9.11 3 0.03° 147
Melatonin (50 pgjmi) - 6.00 + 0.01° 06" 6.45 + 0.05° 104
Melatonin (300 pg/mi) 5.36 + 0.01°¢ 86" 6.42 + 0.02° 103
Melatonin+ latex (50 pg/mi) 10.02 + 0029 161* 8.40 + 0.045%* 135
Melatonin-+ latex (300 pg/m) 9.84.+0.04°4 158 9.27 + 0.0254= 149

Values represent mean + sip. of six determinations performed in duphcate. P<0.05 with respect to: 20 time; 0 time and
control groups; 0 time, control and latex groups; %melatonin diumal value; ®melatonin noctumal value; ‘melatonin

dwmal+latex groups.

’P<005wm1r&epecttolheva!ueatﬁ()rrm(mer&smsareexpressedasa%ofthebasalvaﬂueatobme)

In summary, melatonin is a significant endoge-
nous antioxidant for heterophils as, at physiolog-
cal concentrations, it is an effective scavenger of
free radicals in these cells, yielding protection from
the oxidative stress of the respiratory burst that
accompanies phagocytosis.

M.P. Terron

J. Ma Marchena
F. Shadi

S. Harvey

R.W. Lea
A.B.Rodriguez
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RESULTADOS VI:

Melatonina, peroxidacion lipidica y edad en heterodfilos de la
tortola collariza (Streptopelia risoria).

“Valoracion de los niveles de peroxidacion lipidica en
animales jovenes y viejos.”

“Valoracion de los niveles de peroxidacion lipidica en
heterofilos de animales viejos incubados con las
concentraciones fisiologicas de melatonina observadas en

animales jovenes.”
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ABSTRACT

Numerous recent studies have shown the ability of physiological as well as all
pharmacological concentrations of melatonin to prevent oxidative stress. We have found
that incubating avian heterophils from young birds with a pharmacological
concentration of 100 uM (23x10° pg/ml) melatonin reduced superoxide anion levels by
modulating the activity of superoxide dismutase while also enhancing phagocytosis.
There was also a decline in lipid peroxidation levels with both physiological and
pharmacological concentrations of this indolamine.

In the present work, we evaluated malonaldehyde (MDA) levels as an indicator of lipid
peroxidation (both basal and antigen-induced) in young and old animals (ring doves) at
different times of day (16:00h and 00:00h) and with two incubation times (15 and 60
minutes). The lipid peroxidation was also measured in heterophils from old animals,
incubated with the physiological concentrations of melatonin measured in young
animals (50 and 300 pg/ml, diurnal and nocturnal, respectively). The results, expressed
as nmol MDA/mg protein, show that MDA levels were higher in heterophils of old
animals than in the young birds in all the experimental groups studied at both 16:00h
and 00:00h (00:00h is the time at which the lowest peroxidation levels were obtained).
Incubation with melatonin was found to reduce MDA levels, with the maximum
reduction being after the 60 minute incubation time and the nocturnal melatonin
concentration. At both concentrations (diurnal and nocturnal), melatonin also
counteracted the enhancement of MDA levels caused by latex beads, with the effect
being greater at the longer incubation time. In conclusion, the results are further
evidence of the antioxidant effect of melatonin even at physiological concentrations,

and suggest its utility as a therapeutic agent in aging.

Keywords: Melatonin, lipid peroxidation, heterophils, doves and age.
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INTRODUCTION

Melatonin has been identified as a powerful direct free radical scavenger [1] and
general antioxidant [2,3], reducing oxidative damage at both physiological and
pharmacological concentrations [4]. What seems particularly unusual is the high
efficacy of melatonin as a protector against reactive oxygen and reactive nitrogen

species [4].

Surgical removal of the pineal gland, a procedure which lowers endogenous
melatonin levels in the blood, exaggerates molecular damage due to free radicals during
an oxidative challenge. Likewise, providing supplemental melatonin during periods of
massive free radical production greatly lowers the resulting tissue damage and
dysfunction. These findings are relevant to neurodegenerative diseases, cancer,
ischaemia/reperfusion injury, and aging. Besides being a highly effective direct free
radical scavenger and indirect antioxidant, melatonin has several features that make it of
clinical interest [5]. Thus, melatonin’s efficacy has been confirmed in reducing
biomolecular damage under many experimental conditions where free radicals are
believed to be involved. Melatonin’s beneficial effects are likely related to its direct
detoxification of free radicals, its indirect antioxidant actions, its ability to preserve
efficient oxygen metabolism in mitochondria, and possibly other actions. These
processes are assisted by the ready absorbability of the indolamine, allowing it to cross
all morpho-physiological borders and to enter all compartments of all cells. What is
lacking are extensive clinical trials of its potential beneficial effects, studies that are

entirely feasible considering the low toxicity of this substance [5].

In 1991 Harman [6] summarized the evidence, and has since been a firm
advocate of what is referred to as the free radical theory of aging. This theory suggests
that longevity is determined by the amount of accumulated free radical damage that
animals sustain throughout their lifetime, i.e., the more oxidative damage the higher the
incidence of age-associated free radical-based diseases, and the shorter the lifespan. In

addition, a number of theories have proposed that melatonin modifies some processes of
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aging [7]. Some of these ideas arose because endogenous melatonin production
diminishes in advanced age in all species in which it has been investigated, including

humans [8].

Since melatonin production in mammals diminishes with age, interest has been
generated in the possibility that the functional and morphological deterioration that
accompanies aging is in part related to the loss of this antioxidant and free radical
scavenger [8]. This idea is supported by several observations that the degree of
oxidative damage which rats accumulate is greater in advanced age when they had to
live their life in a relatively melatonin-deficient state because they had been
pinealectomized [9], although some other changes induced by pinealectomy (e.g.
circadian rhythm disruption) may have accounted for the reduction in survival and the

augmented oxidative damage [10].

The process of phagocytosis is accompanied by a series of oxygen-dependent
biochemical events, leading ultimately to the production of highly reactive oxidants
which play a key role in the microbicidal activity of phagocytes. Oxidative stress
generated during phagocytosis provides protection against micro-organisms, but may
cause tissue damage if it occurs to an excessive degree and/or the antioxidant
mechanisms do not function properly [11]. The exposure of biological membranes to
oxidative stress results in a progressive degeneration of membrane structure and loss of
integrity. Lipid peroxidation is a process that leads to the destruction of membrane
lipids and production of lipid peroxides and their by-products, such as aldehydes [12,
13]. In the present work, we evaluated malonaldehyde (MDA) levels as an indicator of
lipid peroxidation (both basal and antigen-induced) in young and old animals (ring
doves), as well as in heterophils of old animals, incubated with physiological

concentrations of melatonin that had been observed in the blood of young animals.
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MATERIALS AND METHODS

Animals

Male and female ring dove at 2-3 years (young) or 8-10 years (old) of age were
used in the study. The birds were housed isolated in cages measuring 40x40x45 cm,
with an outside window, natural lighting and direct ventilation and fed ad libitum (food
and water). The study was conducted during April/June when the nocturnal photoperiod
was approximately 14h light and 10h dark (dark period from 21:30h = 30 min to 07:30
+ 30 min). The temperature was maintained at 22 + 2°C. The trials were conduted under
dim red light which is perceived as darkness.

The study was approved by the Ethical Committee of the University of
Extremadura (Badajoz, Spain) in accordance with the National Institute of Health Guide

for the Care and Use of Laboratory Animals.

Isolation of Heterophil Leukocytes

Heterophil leukocytes were obtained immediately after the extraction of 1 ml of
blood (at 00:00 and 16:00) from the brachial vein, to which 0.5 ml phosphate buffered
saline solution (PBS) and 0.5 ml of lithium heparin were added, followed by
centrifugation at 600xg for 15 min in a gradient using Histopaque (1ml of 1119, 1 ml of
1077; Sigma, St. Louis, MO). The heterophils were then washed in PBS and adjusted to

5x10° cells/ml of medium.
Melatonin

N-acetyl-5-methoxytryptamine (Sigma) was prepared in PBS solution, starting
from a base solution of 10 mg/ml which was dissolved by heating and stirring, followed

by dilution to the working solutions (50 and 300 pg/ml). The choice of these

concentrations was based on our previous studies [14], where we had found that these
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doses observed in young and mature ring doves affect some phagocytic biochemical

processes. All determinations were accompanied by a control sample free of melatonin.

Experimental Design

Experiment 1: Evaluation of lipid peroxidation, both basal and that induced by an inert
antigen (latex beads), in heterophils from young and old animals after different
incubation times (15 and 60 minutes) and at different times of day (16:00h and 00:00h).
16:00 was during the light period and 00:00h was hours after darkness meet.

Experiment 2: Evaluation of lipid peroxidation levels (basal at 0 minutes and induced
by incubation with latex for 15 or 60 minutes) in heterophils from old ring doves,
incubated with the physiological doses of melatonin that had been measured in young

and mature animals (50 and 300 pg/ml, diurnal and nocturnal levels, respectively) [14].

Measurement of Lipid Peroxidation

Lipid peroxidation (LPO) is a well-established mechanism of cell injury in both
plants and animals. The process leads to the destruction of membrane lipids and
production of lipid peroxides and their by-products, such as aldehydes. MDA and 4-
hydroxyalkenals, such as 4-hydroxy-2(e)-nonenal (4-HNE), are end products derived
from the breakdown of polyunsaturated fatty acids and related esters. Measurements of
such aldehydes provides a convenient indicator of lipid peroxidation (Esterbauer and
Cheeseman, 1990). In spite of the utility of MDA and 4-HNE as markers of lipid
peroxidation, no simple and reliable assay existed until a few years ago. The LPO-586
assay is based on the reaction of a chromogenic reagent, R1 (Bioxytech), with MDA
and 4-hydroxyalkenals at 45°C. Both MDA and the 4-hydroxyalkenals react with 2
molecules of the R1 reagent to yield a stable chromophore with maximal absorbance at
586 nm. The wavelength and low temperature of incubation (45°C) used in the

procedure avoid interference and undesirable artifacts.
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The cell precipitate (5x10° cells/ml) was separated into aliquots of 300 pl per
tube. In experiment n° 1, one tube contained only cells (negative control) and a second
tube contained cells with latex beads (1.091 pm diameter, at 1% in PBS, Sigma),
constituting the positive control. In experiment n° 2, one tube contained only cells
(negative control); a second contained cells with latex beads (1.091 um diameter, at 1%
in PBS, Sigma), constituting the positive control; a third and fourth contained cells with
melatonin at diurnal and nocturnal concentrations (50 and 300 pg/ml, respectively); and
the fifth and sixth contained cells with a combination of melatonin (50 or 300 pg/ml)
and latex beads. All the tubes (samples from young or old animals and at 16:00 or
00:00) were incubated in a thermal bath at 37°C for different durations of time (15 or 60
minutes). The samples were subjected to ultrasound (70W, three cycles of 30 sec) and
centrifuged at 15,000 x g (10 minutes, 0°C). All trials were accompanied by a basal
sample (t = 0 min) which contained 300 pl cell suspension plus PBS. Subsequently, 200
ul sample were taken from each supernatant (200 pl buffer for the negative control),
and 650 pl of diluted R1 (18 ml of R1 + 6 ml of Diluyent, Bioxytech) was added. Then
150 pl of HCI (37% by weight) was added to stop the reaction, followed by stirring to a
vortex for 3-4 sec and incubation in a thermal bath at 45°C (60 minutes). Each sample
was then transferred to a quartz cuvette, and the absorbance of the stable chromophore
produced as a function of the lipid peroxidation was measured at 586 nm. All trials were
carried out in triplicate for each sample and included a blank for each series of assays
([aldehyde]= 0) by replacing the sample with buffer. Blank absorbance was subtracted
from sample absorbance for the calculations. The LPO-derived aldehydes are covalently
trapped in the form of Schiff bases by the amino groups of proteins. Consequently, the
method principally measures the free MDA in biological samples. In addition,
melatonin, latex, and a combination of these substances were tested with the standard of
the Bioxytech kit to evaluate any potential interference between these chemicals and the

kit reagents.
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Total Protein Levels

The levels of cell lysate total protein were measured using the Bradford protein
assay (Bradford, 1976) (Sigma). To 100 pl of cellular lysate in PBS was added 5 ml of
Bradford reagent (Coomassie brilliant blue G-250 0.01%, ethanol 4.7%,
orthophosphoric acid 8.5%, diluted in distilled water). The contents of the tubes were
mixed on a rotary mixer. After 15 minutes, absorbances were read at 595 nm using a
tube containing PBS plus Bradford reagent as the blank (unknown samples were
assayed in duplicate). The concentration of total protein was calculated by means of a
standard curve with bovine albumin (0.05-0.8 mg/ml, 2 mg/ml; Sigma) and the results

expressed as mg of protein/ml.

Calculation of Concentrations

The following equation gives the concentration (M) of MDA in a sample:

[MDAJ= (A —Ao) x 5/¢

Where a is the absorbance in the presence of sample, A, is the absorbance in the
absence of the sample, 5 is the sample dilution factor in the cuvette (200 pl of sample in
a total volume of 1 ml), and ¢ is the apparent molar extinction coefficient obtained from
the standard curve using S2 (solution of 10 mM 1,1,3,3-tetramethoxypropane in 20 mM
tris-HCI buffer, pH 7.4, 0-20 uM; Bioxytech) diluted 100 times with PBS. Results are
expressed as nmol MDA/ mg prot.

Statistical Analysis
All data are expressed as means + standard error of the mean for the number of

samples assayed. This number (N) is indicated for each case. Results were analyzed by

using the non-parametric ANOVA-Scheffe F-test to compare differences between
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groups, followed by a Student’s t-test. Only values with p<0.05 were accepted as

significant.

RESULTS

Figure 1 shows the results of the comparative study of lipid peroxidation (nmol
MDA/mg prot.) in ring dove heterophils in different situations (with and without latex
beads), after different incubation times (15 or 60 minutes), at different times of the day
(16:00 and 00:00), and in different age groups (young and old). Only in the old animals
was there a significant increase (p<0.05) in the MDA concentration of the control group
with respect to the basal value after both incubation times and at both hours of the day.
When the heterophils were incubated with latex beads, there were significant increases
(p<0.05) in MDA concentrations in both young and old animals with respect to the
basal and the control values for both incubation times, and at both times of day (16:00
and 00:00). Also, the MDA levels in heterophils were significantly higher (p<0.05) in
the old animals than in the young, again for both incubation times and at both times of
day, in all the experimental groups. Lipid peroxidation was greater (p<0.05) following
60 minutes incubation with latex beads than the corresponding value for 15 minutes
incubation at both times of day and in both old and young animals. Finally, for both the
incubation times studied, the values obtained at 00:00 were less (p<0.05) than at 16:00
in the latex bead group (in young and old animals) and in the control group (in young
animals only). In the basal group, the values obtained at 00:00 were less (p<0.05) than

at 16:00 in young animals only.

Table 1 is a summary of the MDA levels found in the heterophils of old animals,
for different times of incubation (15 and 60 minutes) in the presence or the absence of
latex beads and of melatonin. There was an increase (p<0.05) in MDA concentrations
with respect to the basal and control values at both incubation times and in the presence
of latex beads, and after 60 minutes incubation time in the presence of latex beads plus
melatonin (both the diurnal and the nocturnal concentrations). Incubation with

melatonin alone (both the diurnal and the nocturnal concentrations) reduced (p<0.05)
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MDA levels, reaching the basal value after 15 minutes of incubation, and declining
markedly after 60 minutes of incubation. Also, incubation with melatonin (both the
diurnal and the nocturnal concentrations) alone or in combination with latex led to a
reduction (p<0.05) with respect to the values obtained in the presence of latex beads
alone for both incubation times. After 60 minutes of incubation, the values obtained
with melatonin plus latex beads were greater (p<0.05) than those with melatonin alone
(both the diurnal and the nocturnal concentrations). The lowest values of lipid
peroxidation were observed in the presence of the nocturnal concentration of melatonin

after the longer of the two incubation times.

Finally, Figure 2 shows the changes with incubation time (15 and 60 minutes) in
the lipid peroxidation of heterophils from old ring dove, incubated with the
physiological concentrations observed in young animals (50 and 300 pg/ml, diurnal and
nocturnal concentrations, respectively). In all groups except the controls, there were
significant (p<0.05) changes in lipid peroxidation with incubation time. Thus, in the
presence of latex (either alone or in combination with diurnal or nocturnal
concentrations of melatonin), the highest levels of peroxidation were observed after 60
minutes of incubation, and the values were significantly (p<0.05) less after 60 minutes
of incubation in the presence of melatonin alone (both the diurnal and the nocturnal

concentrations).

In summary: (i) the highest values of lipid peroxidation were obtained when the
heterophils were incubated in the presence of latex beads, and the lowest values after
incubation with the antioxidant melatonin; (ii) heterophils from old ring doves presented
higher concentrations of MDA (both basal and antigen-induced) than did those from
young animals; and (iii) in heterophils from old ring doves, incubation with the
physiological concentrations of melatonin found in young animals diminished the latex-
induced enhancement of MDA production, an effect being dependent on the dose and

on the time of incubation with melatonin.
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Discussion

In the roughty last five years, numerous in vitro and in vivo studies have
documented the ability of both physiological and pharmacological concentrations of
melatonin to protect against free radical damage [5]. Melatonin seems to function via a
number of means to reduce oxidative stress. Thus, as an antioxidant its functions
include: (a) direct free radical scavenging [15], (b) stimulation of antioxidative enzymes
[3], (c) protecting antioxidative enzymes from oxidative damage [16, 17], (d) increasing
the efficiency of mitochondrial oxidative phosphorylation and reducing electron leakage
(thereby lowering free radical generation) [18,19], and (e) augmenting the efficiency of
other antioxidants [4, 20, 21]. Melatonin’s protective action against a wide variety of
processes and toxins that generate oxidizing agents have been extensively documented.
A major unanswered question, however, relates to the precise relationship of melatonin
to senescent decline, a process widely believed to be, in part, a result of the persistent
bludgeoning of macromolecules by free radicals [8]. Indeed, the impetus for the
proposed relationship between melatonin and senescence derives, in part, from
melatonin’s ability to function as an antioxidant and free radical scavenger [8]. It is
known that melatonin provides benefits for increasing survival and/or reducing the
severity of debilitating diseases, and that the effect seems to be related to its ability to
reduce oxidative stress, to strengthen the immune system, to improve mitochondrial

function, and to synchronize circadian rhythms [22].

In previous studies on ring dove heterophils, we found that 100 uM melatonin
controls superoxide anion levels and modulates superoxide dismutase activity, in both
the presence and the absence of a particulate antigen, and that the effect is probably due
to the action of this molecule as a scavenger of superoxide anion [23]. Later, with the
same pharmacological concentration of the indolamine and in the same experimental
model, we observed a suppression of both basal and antigen-induced lipid peroxidation
[24], and an enhancement of the phagocytic function at the same time it neutralized
oxidative stress derived from this immune function [25]. Other workers have reported

similar findings concerning the protective effect of the antioxidant against both basal
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and stress-related lipid peroxidation in other in vitro models using bacterial
lipopolysaccharide or H,O, to induce toxicity [26, 27]. Also, we have found in
heterophils from young doves that physiological concentrations of melatonin also

reduce lipid peroxidation [11].

Our recent observations too [28, 29] also have shown that there is higher superoxide
anion levels in heterophils from old animals relative to young animals. Also, the oral
administration of melatonin to old ring dove increases plasma melatonin levels, and in
parallel enhances the phagocytosis of heterophils and reduces their superoxide anion
levels. In view of these results, we here approached the study of the levels of MDA as
an indicator of lipid peroxidation in heterophils from young and old ring doves, and in
heterophils from old ring dove following incubation with the physiological

concentrations of melatonin found in young animals.

The present results demonstrate that, in general, and independent of the age of the
animal, the values of lipid peroxidation are highest when the heterophils are incubated
in the presence of latex beads, and the lowest after incubation with melatonin.
Melatonin thus effectively protects against both basal and latex-bead-induced toxicity.
The heterophils from old ring dove presented higher MDA concentrations (both basal
and antigen-induced) than did those from young animals, and the incubation of
heterophils from old animals with the physiological concentrations of melatonin found
in young animals (50 and 300 pg/ml, diurnal and nocturnal, respectively) reduced MDA
levels after the longer of the two incubation times tested, with the greatest reduction
being in the presence of the nocturnal concentration of melatonin. In addition, melatonin
at both the diurnal and the nocturnal concentrations depressed the enhanced MDA levels
caused by latex beads. This effect was time and dose dependent. The protection
provided by melatonin against lipid peroxidation may be related to its capacity to act as
an antioxidant, and to stabilize cell membranes thereby making their intrinsic lipids

more resistant to peroxidation [24, 30, 31].
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Particularly worthy of note were the results of incubating heterophils from old animals
in the presence of melatonin. After the shorter of the two incubation times, the MDA
levels which had been raised by latex beads returned to the control values even in the
presence of the beads. After the longer of the incubation times, MDA levels in the
melatonin alone groups were lower than in the controls, and in the melatonin + latex
group were significantly lower than in the presence of latex alone. As we have indicated
in previous work [24], this could be because with prolonged incubation times there is an
additive effect of melatonin together with several enzyme systems and cell components
that protect against activated forms of oxygen following the respiratory burst, such as
superoxide dismutase, myeloperoxidase, catalase, glutathione peroxidase, vitamins C

and E, etc.

Most in vivo and in vitro studies [24, 32] have used pharmacological doses of melatonin
that exceed the low physiological concentrations that are normally found in plasma, and
are much higher than the peak nocturnal concentrations in the sera of mammals
(including humans) and birds [33, 34]. The present results therefore are of major
relevance in view of the augmented oxidative stress observed in the old animals (with
MDA levels significantly greater than in the young animals), and how melatonin, at the
physiological concentrations reached in the plasma of young animals, was able to
reduce the lipid peroxidation in heterophils from animals of advanced age. Furthermore,
a judgement related to melatonin’s efficacy (or lack thereof) as a physiological
antioxidant are also often based on the low levels (10-200 pg/ml) of melatonin in the
blood, and therefore the presumably low intracellular concentrations of the indolamine
[5].

Age-related decline in melatonin secretion may have various consequences,
including sleep inefficiency, circadian rhythm dysregulation, reduced antioxidant
protection, depressed immune function, and possibly others [35]. Besides aging, there
are many age-related diseases that have as their basis, at least in part, free radical
damage (Alzheimer’s and Parkinson’s diseases are examples). Thus, in agreement with
other workers [4], we suggest that melatonin’s use in disease states and processes where

free radical damage is involved should be increased.
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TABLA 1: Levels of lipid peroxidation in ring dove (Streptopelia risoria) heterophils incubated

with melatonin doses at physiological concentrations observed in young animals.

BASAL (t = 0) INCUBATION TIME
5.47+0.06 15 min 60 min

(nmol MDA/ mg prot.)
Control 6.07+0.05 ' 6.17+0.05 '
Litex 13.55+0.03 * 27.26+0.07 °
Melatonin (diurnal) 5.66+0.09 >° 4.18+0.16 ~°
Melatonin (nocturnal) 5.4740.03 > 3.88+0.03 *°F
Melatonin (diurnal) + Latex 7.1140.02 ° 11.89+0.02 ¢
Melatonin (nocturnal) + Latex  6.52+0.12° 10.25+0.13 >4

Each value represents the mean = SE of eight determinations performed in duplicate.
1) p<0.05 with respect to the basal.
2) p<0.05 with respect to their control.

a) p< 0.05 with respect to the basal and their control.

b) p< 0.05 with respect to latex.

¢) p< 0.05 with respect to diurnal melatonin (50 pg/ml).

d) p< 0.05 with respect to nocturnal melatonin (300 pg/ml).

e) p< 0.05 with respect to their corresponding value with diurnal melatonin.

) p< 0.05 with respect to the rest of the groups studied.
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Figure 1: Comparative study of the lipid peroxidation levels (both basal and latex
induced) in ring dove heterophils from young and old animals, alter different incubation
times. Each value represents the mean + SE of eight determinations performed in
duplicate. p<0.05 1, a, b, c, *: (1) with respect to their basal value; (a) with respect to
their basal and control after the same incubation time; (b) with respect to their values in
young animals at the same time of day; (c) with respect to their value at 15 minutes; (*)
with respect their value at 16:00.

Figure 2: Changes with incubation time in lipids peroxidation (nmol MDA/mg prot.) in
heterophils from old ring dove (Streptopelia risoria) incubated with the physiological
concentrations of melatonin found in young animals (50 and 300 pg/ml as diurnal and
nocturnal concentrations, respectively). Each value represents the mean + SE of eight
determinations performed in duplicate. The results are expressed as % with respect to
the basal value (0 minutes). * p<0.05 with respect to 15 minutes; MD: diurnal melatonin
(50 pg/ml); MN: nocturnal melatonin (300 pg/ml); L: latex.
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4. DISCUSION GENERAL
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De forma similar a otras funciones corporales, la actividad del sistema inmune
sufre cambios circadianos de gran importancia para la homeostasis. Esto implica la
existencia de uno o mas factores involucrados en la regulacion del ritmo circadiano del
sistema inmune, y la glandula pineal a través de la secrecion de su hormona melatonina,
podria ser uno de los candidatos principales (Guerrero y Reiter, 2002; Skwarlo-Sonta,
2003). Si la glandula pineal participa en la transferencia de informacion entre el medio
externo e interno y juega un papel importante en la modulacion de la funcién del
sistema inmune, es esencial que el sistema inmune envie su propia informacion a la
glandula pineal y que estas sefiales sean apropiadamente transferidas para mantener la
homeostasis. Asi, la pineal es capaz de recibir informacion de este tipo, y las citoquinas
parecen ser los mejores mediadores en esta importante funcion, estando también los
opioides endogenos envueltos en dicho efecto (Maestroni y cols., 1988; DiStefano y

Pauler, 1994).

La melatonina es producida y secretada en la sangre de manera circadiana con
una producciéon méxima que ocurre durante la fase de oscuridad en ciclos de
luz/oscuridad. Mientras que la produccion de melatonina en un ritmo de 24 horas es
muy clara en animales jovenes, incluidos humanos, este ciclo se deteriora con la edad
(Reiter y cols., 2003). De esta manera, el envejecimiento estd asociado con un nimero
de cambios en la morfologia, fisiologia y bioquimica de la gldndula pineal que resultan
en una reduccion significativa de los niveles nocturnos de melatonina (Turek y cols,
2000; Reiter y cols., 2003). En la tortola collariza (Streptopelia risoria) hemos
observado oscilaciones diarias de los niveles de esta hormona en animales jovenes y un
descenso en los niveles plasmaticos con el avance de la edad, lo cual esta acompaiiado
de una ausencia de ritmo diario, no encontrandose diferencias significativas entre los
valores nocturnos y diurnos en animales viejos (Objetivo I). Se ha mostrado que el
descenso de los niveles nocturnos de melatonina durante el envejecimiento, afecta a la
integridad de estructuras circadianas y es un precursor de estados de enfermedad. Por
eso, la melatonina podria tener efectos beneficiosos tanto directos como indirectos en

los procesos degenerativos del envejecimiento, o retardar el desarrollo de algunos
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procesos tales como inmunodeficiencias asociadas con la edad o crecimiento tumoral, lo

cual contribuye a reducir el tiempo de vida (Turek y cols, 2000).

En los estudios de esta tesis, hemos confirmado como las tortolas viejas,
presentan un descenso en la funcion de los heterdfilos, lo cual podria ser debido, al
menos en parte, a la ausencia de ritmo diario de melatonina (Objetivo 2.1, 2.3 y Objetivo
3). En este sentido enfocamos nuestra investigacion en base a los cambios relacionados
con la edad en los niveles de melatonina y en el posible papel de la administracion de la
hormona sobre cambios en la actividad fagocitica (fagocitosis y metabolismo oxidativo)
durante el envejecimiento. La melatonina administrada a tortolas viejas increment6 las
diferencias entre los niveles plasmaticos nocturnos y diurnos de la hormona, y en
paralelo increment6 la fagocitosis y redujo los niveles de radical superoxido en los
heterdfilos. Ademads, nuestros resultados muestran en animales viejos que con la
administracion de melatonina se establece una clara correlacion positiva entre los
niveles de la hormona y los valores del indice de fagocitosis observados a las dos horas
estudiadas (16:00 y 02:00). Esto es indicativo de que a medida que aumentan los niveles
de melatonina en el plasma de animales viejos, aumenta también la capacidad de los
heterofilos sanguineos de estos animales de fagocitar bolas de latex (Objetivo 3). Estos
hallazgos son coincidentes con resultados previos sobre correlacion positiva
melatonina-fagocitosis en tortolas jovenes (Rodriguez y cols.,1999a), asi como con el
aumento de la actividad fagocitica de los heteréfilos de animales maduros y viejos
después de la incubacion in vitro tanto con dosis fisiolégicas como farmacologicas de

melatonina (Objetivo 2.1y 2.2).

Por tanto, nuestra investigacion corrobora en esta especie aviar un efecto
estimulante dosis-dependiente de la melatonina sobre la funciéon fagocitica al mismo
tiempo que neutraliza el estrés oxidativo derivado de esta funcion inmune, hecho
revisado en esta tesis en heterofilos de animales jovenes y que no ocurre en animales
viejos, lo que podria ser debido, al menos en parte, a la ausencia de ritmo circadiano de
melatonina que presentan estos Ultimos (Objetivo 2.3). El incremento observado tanto

en los niveles plasmaticos de melatonina como en la actividad fagocitica en los
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heterofilos de animales viejos tratados oralmente con la hormona, resulta de especial
interés considerando que en la vejez la deficiencia de melatonina esté relacionada con la
supresion de la funcion inmune (Karasek y Reiter, 2002). En este sentido, Cardinali y
colaboradores (1998) encontraron que el tratamiento in vivo con melatonina no solo
restaura el ritmo circadiano inmune en el envejecimiento, sino que también niveles
farmacoldgicos de la hormona podrian sobre-estimular el sistema inmune y causar un

aumento de los procesos autoinmunes.

Por otro lado, la afirmaciéon de la melatonina como una hormona anti-
envejecimiento estd basado también en estudios que indican que puede tener efectos
inmunomoduladores y supresor de tumores, debido a los efectos de esta hormona como
potente secuestrador de radicales libres (Reiter, 2002a). Hay ciertamente una variedad
de enfermedades asociadas con la edad, particularmente del cerebro, donde los radicales
libres se cree que estan envueltos en los procesos patoldgicos. En estos casos los
antioxidantes serian de potencial beneficio para estas condiciones degenerativas.
Ciertamente, diversos estudios anteriormente han demostrado, al igual que nosotros en
esta tesis (Objetivo 2 y 3), tanto in vivo como in vitro, que la melatonina muestra
propiedades inmunoestimuladoras y podria modular ciertas funciones inmunes al mismo
tiempo que atenua las reacciones de oxidacién (Maestroni y cols., 1988; Turek y cols.,
2000; Rodriguez y cols., 2001 y Skwarlo-Sonta 2002, entre otros). Ademas, al igual que
habiamos observado previamente en animales jovenes, con un claro patrén circadiano
de melatonina y con altos niveles nocturnos de la misma (Rodriguez y cols.,1999a), en
esta tesis en los estudios in vivo tras la administracion de melatonina a animales viejos
se establece una clara correlacion negativa entre los niveles de anion superéxido y los

niveles plasmaticos de melatonina (Objetivo 3).

Continuando con el metabolismo oxidativo de los fagocitos, la melatonina
también promueve la actividad de enzimas antioxidantes reduciendo ademas el dafio
oxidativo. De hecho, en la tortola collariza, nosotros demostramos con anterioridad in
vitro que la melatonina controla los niveles de anidén superdxido a través de una

modulacion de la actividad de la enzima antioxidante superéxido dismutasa (Rodriguez
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y cols., 1998), a la vez que induce una supresion tanto de la peroxidacion lipidica
(niveles de MDA) basal como de la inducida por un antigeno, en los heterdfilos de la
tortola collariza a concentraciones farmacologicas (Rodriguez y cols., 1999b). En esta
tesis, los resultados han indicado que concentraciones fisiologicas de melatonina
también reducen los niveles de peroxidacion en heterdfilos de animales jovenes-
maduros (Objetivo 4.1). Asi mismo, resultados presentados también en esta memoria
demuestran que en general, e independientemente de la edad de los animales, los
valores mas bajos de MDA se obtienen tras la incubacion con melatonina y que los
heterdfilos de tortolas collarizas viejas presentan mayores concentraciones de MDA
(tanto en estado basal como inducido por antigeno) que los heterdfilos de animales
jovenes, en los que se observaron los valores mas bajos de peroxidacion a las 2:00h
(hora en la que se encuentran los mayores niveles plasmaticos de melatonina). Ademas,
la incubacioén de heterdfilos de animales viejos con las concentraciones fisiologicas
observadas en animales jovenes, reduce los niveles de MDA, siendo el efecto
dependiente de la concentracion de la hormona y del tiempo de incubacion (Objetivo

4.2).

En resumen, aunque el envejecimiento es un proceso multifactorial, el descenso
de la secrecion de melatonina relacionado con la edad, parece ser uno de los factores
mas relevantes, reconociéndose a esta hormona como una sustancia contra el
envejecimiento debido a que su accion podria ser potencialmente beneficiosa durante
dicho proceso. De esta manera, las consecuencias directas de su pérdida con la edad se
relacionan con problemas en la capacidad de conciliar el suefio, desregulaciones en el
ritmo circadiano, reduccion de la proteccion antioxidante, depresion de la funcion
inmune y otros transtornos (Karasek y Reiter, 2002). Hay una bibliografia cada vez mas
creciente que indica que existe una estrecha relacion entre el ritmo de melatonina de 24
horas y los cambios relacionados con la edad en la fisiologia y el comportamiento.
Considerando que la melatonina actia mandando informacién al organismo sobre su
organizacion temporal, esta hormona podria ser un importante agente farmacologico
para la atenuacion de los cambios relacionados con la edad en la organizacion

circadiana, sistema inmune, suefio y otros desordenes que acompaiian la vejez.
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Las posibles implicaciones terapéuticas y fisiopatoldgicas de las propiedades
inmunoestimuladoras de la melatonina no se han investigado suficientemente. En
general, se requieren futuras investigaciones para que la melatonina pueda ser propuesta
de forma consensuada como “terapéutica de reemplazo” para disminuir la incidencia y/o
subsanar algunos desordenes relacionados con la edad (Reiter y cols., 2003). Nosotros

nos unimos a este pensamiento.
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S. CONCLUSIONES
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De los resultados obtenidos en la presente tesis en la que pretendiamos evaluar la accién
de la melatonina sobre la funcidon fagocitica (fagocitosis y metabolismo oxidativo) de
heterdfilos de tortola collariza (Streptopelia risoria), y las variaciones de la hormona

con la edad, podemos concluir que:

1.- En esta especie aviar se observan cambios en el ritmo circadiano de melatonina en
distintas edades, encontrandose un claro descenso de los niveles plasmaticos de

melatonina con la edad.

2.- Al incubar los heterdfilos de animales viejos con las concentraciones fisiologicas
encontradas en animales jovenes y maduros, se observa un incremento dosis
dependiente de la fagocitosis (ingestion y destruccion de Cdandida albicans) y un

descenso en los niveles de anion superoxido en los heterofilos.

3.- La incubacion de los heteréfilos de animales maduros, a dos tiempos (30 y 60
minutos) y con diferentes concentraciones de melatonina (50 pg/ml, 300 pg/ml y 23x10°
pg/ml), produce un incremento tanto del indice de fagocitosis como del poder
candidicida con efecto dosis dependiente. Con respecto al metabolismo oxidativo hubo
un descenso en los niveles de aniéon superoxido después de la incubacion con todas las
concentraciones de la hormona estudiadas. El efecto fue dosis dependiente y mas

pronunciado a los 60 minutos de incubacion.

4.- La funcion fagocitica de heterofilos de animales viejos presenta un descenso
significativo respecto a animales jovenes a las 0:00 y 10:00. Por otro lado, a estas
mismas horas, los niveles de anion superoxido fueron mayores en animales viejos que
en jovenes. Estos resultados podrian ser debido, al menos en parte, a la ausencia del

ritmo diario de la melatonina en animales viejos.
5.- La administracion oral de melatonina (23pg/0.1ml/animal/dia, una hora antes del

periodo de oscuridad) a animales viejos, incrementa la diferencia entre los niveles

plasmaticos nocturnos (2:00h) y diurnos (16:00h) de la hormona, y en paralelo
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incrementa también la fagocitosis, a la vez que reduce los niveles de radical superdxido

en los heterdéfilos.

6.- En heterdfilos de animales jovenes-maduros, la peroxidacion lipidica se reduce
significativamente tras la incubacion con las concentraciones fisiologicas de melatonina
observadas en esos animales (50 pg/ml y 300 pg/ml, diurna y nocturna
respectivamente). Ademas, la melatonina reduce el incremento de los niveles de MDA
inducido tras la incubacion de los heterofilos con bolas de latex. La produccion de

MDA es dosis dependiente y sufre cambios con el tiempo de incubacion.

7.- En condiciones basales, los niveles de MDA fueron mayores en heterofilos de
animales viejos que en heterofilos de animales jovenes. Por otro lado, la incubacion de
heterdfilos de animales viejos con las concentraciones de melatonina encontradas en
animales jovenes (50 pg/ml y 300 pg/ml, diurna y nocturna respectivamente) reduce los
niveles de MDA, siendo este efecto significativamente mayor a los 60 minutos de
incubacion y con la concentracion nocturna de melatonina. Ademas la incubacidon con

melatonina contrarrest6 el aumento de MDA inducido por bolas de latex.

CONCLUSION GENERAL:

En heterofilos de Streptopelia risoria, tanto in vivo como in vitro, la hormona
melatonina actia como un inmunomodulador potenciando la funcién fagocitica y
neutralizando el estrés oxidativo derivado de esta funcion inmune. Ademas, en
heterdfilos de animales viejos la melatonina revierte los efectos inmunosupresores y

oxidativos que acompafian a la funcidn fagocitica a estas edades avanzadas.
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