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I.INTRODUCCION




I.1 - LA GLANDULA PINEAL

I.1.1 Conceptos generales y aspectos morfolégicos

Si se acepta la ubicuidad de accidn come sinbdnimo de importan-
cia y se consideran como existentes las interacciones descriptas de
la glancula pineal con otros frganos y sistemas, la pineal es, sin
duda, una de las glandulas enddcrinas de mayor influencla fisiolégi-
ca. La primera descripcidn de este brgano se remonta al siglo III A.C.
y es adjudicada a Herb6filo de Alejandria. Este considerb a la glandu-
la como una valvula reguladora del flujo en los ventriculos cerebra-
les. En el siglo II de nuestra era, Galeno de Pérgamo la describib
detalladamente y la llamd Kornarium (del griego, pifia). Para Galeno
la glandula pineal constitufa el sostén de un grupo de venas cerebra-
les (las llamadas posteriormente "venas de Galenao").

En 1682, el anatomista inglés Thomas Gibson 1la denomind glan-
dula pineal (de "penis", por su situacidr sobre y entre los tubércu-
los cuadrigéminos inferiores o "testes"). Para Descartes (1596-1650,
en la glandula pineal tendria su expresibn principal el alma. Esta
idea influyd en la vinculacibdn alegada de la glandula pinesl con en-
fermecdades mentales, que ha persistido hasta nuestros dias.

En poco mas de una década (1954-1965) el desarrollo de la in-
vestigacion pineal transformb en axiomética su participacibn en la
requlacibn neuroendbécrina. Kitay y Altschule recopilaron en su li-
brn "The Pineal Gland" (1954) la informacidn en conjunto que sugeri:

el papel de la glandula en la regulacién de la funcibn gonadal, en



la respuesta de los pigmentos de la piel de anfibios a la luz y en
la conducta animal.

La hormona pineal melatonina (5-metoxi-N-acetiltriptamina)
fue aislada e identificads en extractos de gléndulas pineales bovi-
nas por Lerner y col. (1959), como consecuencia de la purificacibn
del factor pineal aclarador de la piel de los anfibios. La melatoni-
na es el prototipo de une familia de compuestos biologicamente acti-
vos, los metoxindoles, producidos por la gléndula pineal de todas
las especies de vertebrados conocidos, incluldo el hombre. Su descu-
brimiento y las investigaciones subsecuentes que generl proveyeraon
los primeros elementos bioquimicos para el andlisis experimentsl de
la funcidn pineal. La melatonina fue la primera sustancia que repro-
dujo los efectos biolbgicos de los extractos pineales y que revirtib
las secuelas endbcrinas de la pinealectomia.

Un afio después del descubrimiento de Lerner y col., Axelrod y
Weissbach (1960) describieron la via biosintética de la melatonina
y confirmaron que la pineal de mami{feros y vertebrados inferiores
contiene todos los componentes necesarios para dicha sintesis.

Estudios bioquimicos y anatbmicos llevados a cabo en varios
laboratorios, demostraron un vinculo entre las variaciones de ls
luz ambiental y la sintesis de melatonina. En 1965, Hoffman y Reiter
observaron que los fotoperiodos cortos inducian cambios gonadales
en el hamster, los que eran suprimidos por la pinealectomia. En es-
te mismo afio Wurtman y Axelrod (1965) introdujeron el término
"transductor neuroendécrina® para definir a la gléndula pineal (es
decir como a un drgano capaz de convertir una sefial neural en res-

puesta endbcrina). E1 cimulo de informacién obtenido durante la Gl



tima década indica que la glindula pineal es un "regulador de re-
guladores" a nivel jerfrquico superior de otros procesos de con-
trol neurcendbcrino (Reiter, 1980; Cardinali, 1981).
Embriolbgicamente, la gléndula pineal proviene de una evagi-
nacién del techo del diencéfalo y esté ubicada entre las comisuras
habenular y posterior; en el hombre tal evaginacibn se evidencia
ya en el 29 mes de vida intrauterina (Fig. l1). La gléndula pineal
se caracteriza por una gran variabilidad anatémica a través de la
escala zoolbégica (Ralph y col., 1979). En peces, anfibios y repti-
les lacértidos contiene células fotorreceptoras semejantes a las
retinianas; éstas se observan también en los brganos parapineales
presentes en algunos repfiles, anuros y lacértidos. Por el contra-
rio, la pinesl de los mamiferos ea tipicamente endbcrina y carece
de fotorreceptores desarrollados, observéndose rudimentos de és-
tos en serpientes y aves. Como brgano circunventricular la pineal
esti constituida por células con funciones neurosecretorias, los

pinealocitos que, si bien no pueden considerarse estrictamente qg

lulas nerviosas, derivan del neuroepitelio embrionario.

Los restantes representantes del grupo de brganos circuthg
triculares son: la eminencia media, la neurochipbfisis, el &rea
postrema y los brganos subfornical, subcomisural y vasculoso de la
13mina terminal.

Los pinealocitos representan el 85% de la masa pineal; el
resto estd constituido por células con funcibén de sostén (glia)

y por terminales nerviosos. Los pinealocitos emiten prolongacio-
nes que contactan en forma de pies terminales con los espacios

perivasculares o,en menor proporcién,con el receso pineal o su-



Fig. 1:

Corte sagital de ls regibn epitalémice en los mamiferos.
Relacionss snattmices de la glénduls pinesl. (modifice-

do de Quay, 1974).




prapineal (Wartenberg, 1968; Gregorek y col., 1977; Matsushima y
Reiter, 1977, 1978) (Fig. 2). A través de estos G(ltimos pueden
alcanzar la cavidad ventricular. No esté alin aclarado el comparti
miento, vascular o ventricular, hacia el cual la pineal secreta
sus productos.

El flujo sanguineo de la glindula pineal es uno de los més
elevados del organismo, lo que de por s{ niega la naturaleza ves-
tigisl que se le atribuyd durante afios. Esta idea tuvo origen en
la calcificacibn de la pinesl humana, observada desde el desarro-
1l1c intrauterino. Los depbsitos calcéareos no afectan, sin embargo,
la funcibn pinesl, existiendo produccibn normal de melatonina en
seres humanos que presentsan calcificacibn pineal avanzada (Wurt
man y Cardinali, 1974).

Uno de los principales problemas no resueltos por los anato-
mistas es la identificacibn del sitio intracelular de produccibn y
slmacenamiento de las harmonas pineslea (Pévet, 1979). Se acepta
en forma general que los pinealocitos contienen una sustancia pro
bablemente glucoproteica, sintetizads en el reticulo endoplésmico
granular y transportada y concentrada en los séculos del reticulo
de Golgi. La formacibn y liberacidn de estas vesiculas muestra un
ritmo circadiano y depende de la integridad del sistema simpético
(Pévet, 1979). 5i bien se ha propuesto que tales vesiculas son el
sitio de almacenamiento del o de los principios endbcrinos pinea-
les, no existe adln pruebs experimental al respecto. La posibilidad
de que la vesicula secretoria contenga tanto la sustancia proteica
como un derivade indblico (melatonina o serotonina) constituye la

extensibébn al pinealocito del concepto de célula APUD y psraneuraona
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Fig. 2: Relaciones celulsres en ls gléndula pineal de mamifaros.

NE: norepinefrina; 5-HT: serotonins; OC.P: raceptores sdre-

nérgicos ol y(b. (modificado de Quay, 1974).



(Fujita y Kogayashi, 1979). En efecto, existen evidencias autorra-
diogrificas que apoyan una localizacibn preferencial de la seroto-
nina en la matriz de las vesiculas secretorias de las células pa-
renquimatosas pineales (Pévet, 1979).

La inervacién pineal de los mamiferos sigue dos disposicio-
nes anatbmicas fundamentales. En la forma més simple, fibras sim-
paticas postganglionares originadas en el ganglio cervical superior
alcanzan a la glindula por dos vias. Un grupo (n@ 1 de la Fig. 3)
sigue la distribucibn de los vasos sanguineos y termina en el espa
cio perivascular, en las cercanias de los procesos de los pinealo-
citos; otro grupo penetra en la gléndula por el polo caudsl forman
do los nervios conarios (nQ 2 de la Fig. 3). Estos terminales tie-
nen una distribucién parenquimatosa y perivascular. Dicho tipo de
inervacibn, que se describiré en detalle en la seccién I.l.3 es ls
forma més comin en mamiferos y existe en los roedores.

La segunda disposicibn de la inervacibn es la encontrada en
los primates y lagomorfos (conejo). Consiste en una combinacibn
de la inervacibn simpatica anteriormente mencionada y una inerva-
cion parasimpética constitulda por fibras preganglionares que na-
cen en el nicleo salival superior y siguen el curso de los nervios
petrosos superiores y del nervio facial. Algunas de dichas fibras
hacen sinapeis en pequefios ganglios ubicados en los nervios, mien-
tras que otras terminan en neuronas ubicadas dentro de la gléndula
pineal. La distribucibn de las fibras postganglionares parasimpé-
ticas es semejante a las simp&ticas, terminando la mayoris en los
espacios pericapilares. Los estudios sobre el papel de la inerva-

cibn en la regulacién de la funcibn glandular discutidos en la sec
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cibn I.1.3, han sido realizados en forma casi exclusiva en especics
que, caomo la rata y el hamster, cuentan con el primer tipo e dis-

tribucibn.

1.1.2 Biosintesis y metabolismo de la melatonina

La biosintesis del derivado indblico melatonina comienzs en
los pinealocitos con la captacidon del triptofano de la circulacibn

(Cardinali y Wurtman, 1975; Minnemann y Wurtman, 1976; Wurtman y Mos

kowitz, 1977) (Fig. & y 5). E1 aumento diurno del triptofano pinasl

precede al aumento del aminofcido libre o total sérico, hechao que
sugiere que 1a gléndula lo capta activamente (Sugden, 1979). Una
vez en el pinealocito, parte del triptofeno es utilizado pars la
sintesis proteica, mientras una fraccibn mayor es metabolizada a
través de la via de los indoles. La ruta metabblica principal de
la serotonina es la oxidacidén del ciclo pirrdlico a guinurenamina
por la enzima 2,3-dioxigenasa (Fujiwara y col., 1978)(Fig. &).

El triptofano es convertido en 5-hidroxitriptofano por accibn
de la enzima triptofano hidroxilasa (Sitaram y Lees, 1978). En con
traste con otras regionzs del cerebro, la triptofano hidroxilasa
pineal estd saturada por su sustrato (Sugden, 1979).

La descarboxilacifén del 5-hidroxitriptofano a serotonina es
catalizada por una descarboxilasa de relativa especificidad, que
participa también en la blosintesis de catecolaminas. La serotoni
na es el indol presente en mayor concentracion en el tejido pine-
al y su contenido y velocidad de recambio ("turnover") es mayor
en la glandula que en otras &reas del sistema nervioso central

(SNC)(Quay, 1974). Uno de los factores que determinan estas altas
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™ l—'—b Sintesis de proteinas

Vis neuronsl y secuencis metsbblice de control de las ain-
tesis de melstonins por ls luz smbiental.

TP: triptofeno; HTP: S-hidroxitriptofeno; 5-HT: serotonina;
HIAA: &cido 5-hidroxindolacético; HTOH: S-hidroxitriptofol;
NAS: N-acetilserotonins; MTOH: S5-metoxitriptofol; MIAA: aci
do S-metoxindolascético; HIOMT: hidroxindol-O-metiltranafers

sa; MAO: monosminooxidasa.
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concentraciones de serotonina en la pineal es la gran actividad de
la triptofano hidroxilasa glandular (Sitaram y Lees, 1978). Alrede
dor del 30% del total de la serotonina almacenada en la pineal de
rata esté localizada en los terminales nerviosos simpéticos; sin
embargo, s8lo los pinealocitos son capaces de producir serotonina,
la gue luego es captada por los tefminales (Jaim-Etcheverry y
Zieher, 1968). La serotonina pineal es el precursor de compuestos
biolbgicamente activos como la melatonina y el S5-metoxitriptofol.
La serotonina liberada al espacio vascular puede, asimismo, tener
efectos propios (Quay, 1974).

La disminucidn del contenido de serotonina que se observe en
la fase de oscuridad es consecuenéia de cuatro vias metabblicas
independientes: 1) desaminacién oxidativa por la monoamino-oxidasa
(MAD), 2) N-metilacidn, 3) oxidacibn por 2,3-dioxigenasa, 4) libe-
racibn al espacio extracelular (Fig. 4). La disponibilidad de la
serotonina para cualquiera de estas rutas depende del equilibrio
"serotonina granular 32 serotonina libre". S6lo la segunda esté
sujeta a la metabolizacibn.

La MAO convierte a la serotonina en 5-hidroxindol acetalde-
hido, un intermediario inestable que es oxidado a &cido 5-hidroxin
dol acético, o reducido a S5-hidroxitriptofol por una alcohol deshi-
drogenasa (Fig. 4). Como se ver& mas adelante, se han descripto en
el SNC dos isoenzimas MAO, denominadas A y B por su especificidad
de sustrato. En la glandula pineal coexisten también ambas isoenzi
mas (Neff y Yang, 1974). La enzima tipo A es dependiente de la i-
nervacién simp3tica intacta, ya que su actividad desaparece des-

pués de la gangliectomia cervical superior, mientras que la MAO
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seccibn I.1.2; MIAA: acido S5-metoxindolacético.
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tipo O permanece inalterada (Neff y Yang, 1974; Vacas y Cardinali,
197%a).Est4 observacibn ha sido interpretads como localizacibn neu
ronal y extraneuronal de la MARU A y £ respectivamente.

La ccrnversldn de serotonina en melatonina invelucra dos pa-
sos enzimiticos (Fig. 4 y 5). E1 primero es la N-acetilacidn por
una N-acetiltransferasa (serotonina-N-acetiltransferasa, SNAT) re
lativamente inespecifica para dar N-acetilserotonina (Klein, 1978).
El grupo acetilo proviene del cofactor acetilcoenzima A (acetil-
CoA) cuya concentracién es controlada por una activa acetil-CoA-
hidroxilasa (Namboodiri y col., 1979). Luego un grupo metilo es
transferido de la S-adenosil-metionina (SAM) al grupo 5-hidroxi
de la N-acetilserotonina, obteniéndose asi melatonina; esta reac-
cidn es catalizada por la:hidruxindol-ﬂ-metiltransferasa (HIOMT)
(Axelrod y Weissbach, 1960). Los niveles elevados del cofactor S-
adenosil-metionina se deben a las altas concentraciones de la enr-
zima L-metionina-S-adenaosiltransferasa pineal, que cataliza, =
partir de ATP y L-metionina, la formacidn de S-adenosil-metionina
(Guchhait y Grau, 1978). Ademés de la N-acetil-serotonina, la
HIOMT puede metilar al acido 5-hidroxindulacético. S-hidroxitrip-
tofol y 5-hidroxitriptofano (Fig. 4). Uno de los productos forma-
dos, 5-metoxitriptofol,es considerado como una hormona pineal pre
sente en la circulacidn (Mullen y col., 1979).

La sintesis de la melatonina en los mamiferos no estd res-
tringida a la gléndula pineal. La descripcidn inicial de posibles
fuentes extrapineales de melatonina, basada en el alslamiento de
HIOMT en la retina y glindula harderiana de roedores (Cardinali y
Wurtman, 1972) y en la conversién in vitro de serotonina en mela-

tonina por retina (Cerdineli y Rosner, 1971) ha sido verificada
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inmunchistoquimicamente (Bubenik y col., 1978). Luego de la pinea-
lectomia se detectan niveles residuales de melatonina circulante en
rata (Ozakl y Lynch, 1976) y oveja (Kennaway y col., 1977). Al menos
en uno de los tejidos citados mds arriba, la retina, la melatonina
puede tener una funcicn regulatoria sobre la migracidn del pigmento
en las celulas pigmentaries retinianas (Cardinali, 1974; Pang y Yew,
1979). Las dos enzimas retinianas que catalizan ls conversidn de
serotonina en melatonina son sensibles a 1ls luz.

La melatonina parece ser secretada por ls gléﬁdula pineal median-
te simple difusidh y no se hs descripto un mecanismo activo de se-
crecidn. E1 consenso general es que la melatonina presente en la pi
neal es un reflejo directo de la sfntesis de la hormona (Minneman y
Wurtman, 1976; Wurtman y Moskowitz, 1977; Reiter, 1980). Durante los
ultimos 5 afios se han dedicado importantes esfuerzos al desarrollo
de un radioinmunoandlisis espec{fico para la determinacidn de melato
nina en tejidos y fluidos bioldgicos (Wurtman y Moskowitz, 1977; A-
rendt, 1978). La aplicacidn de esta técnica junto a le cromatngraffa
gaseosa asocisda a espectrometrfa de masa (Wilson, 1978) posibilitd
la descripcidn de un ritmo dierio en la secrecidn de melatonina en
todos los vertebrados estudiados haste el momento actual (unas 40
especies). Se establecid as{ que la concentracidn de melatonina en
plasma, lfquido cefslorraqufdeoc y orina es méxima durante el perfo-
do de oscuridad, sea la especie estudiada de activided diurna o
nocturna (0zaki y Lynch, 1976; Kennaway y col., 1977; Wurtman y
Moskowitz, 1977; Arendt, 1978; Rollag y col., 1978; Mullen y col.,

1979; Withyachumnarnkul y Knigge, 1980).

En el hombre, la concentracidn mdxima de melatonina plasmé;
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tica es prepuberal (Silman y col., 1979). £n los adultos existen
también ritmos circanuales de la melatonina circulante (Arendt,
1978).

Como ya se ha mencionado, estd en discuslén el compartimien
to primario (vascular o liguido cefalorraguideo) al cual la pi-
neal de mamiferos secreta la melatonina (Fig. 5). En la rata, du-
rante el periodo de oscuridad hay un incremento precoz de la con-
centracion ce melatonina circulante, mientras que los niveles de
la hormona en el liquido cefalorraquideo aumentan méas tarde
(Withyachumnarnkul y Knigge, 1980). Evidencias anatomicas en di-
ferentes especies tienden también a considerar como minoritaria
la posible via ce secrecifn hacia las cavicvades ventriculares ce-
rebrales (Gregorek y col., 1977).

Alrededor del 60-70% de la melatonina presente en el plasma
estéd ssociada a albimina (Cardimali y col., 1972). Por lo tanto,
solo el LO% correspondiente a la hormona libre es capaz de llegar
al 1iguido cefalorraguideo atravesando la barrera hematoenceféli-
ca. 5in embargo, datos recientes indican gue la melatonina asocla
da a lu albdmina puede también ser transportada hacia el cerebro
(Pardridge y Mietus, 1980). L1 primer paso en el transporte de la
hormona hacia el lfiquido cefatorraquideo seria su acumulacibn en
el plexo coroideo (Trentini y col., 1979; Smulders y Wwright, 1980).

La degradacidn metabdlica de la melatonina ha sido estudiada
luego de la administracidn sistémice o intracerebral de la hormo-
na radiactiva. La inyeocidn intravenosa resulté en una répida de-

saparicién de la melatonina radiactiva del torrente sanguineo
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(Kopin y col., 1961; Wurtman y col., 196L; keppert y col., 1979;
Cardinali, 1931).

E1 higado es el principal sitio de inactivacifn. E1 metoxin
dol se hidroxlla a un compuesto carente de actividad biolégica, la
6-hidroximelatonina, el que se conjuga luego con 4cido glucurbnico
0 sulfirico, forma excretada por orina y heces (Cardinali, 1974;
Kappers y Pévet, 1979)(Fig. 5). Alrededor de un 70-80% de la mela
tonina urinaria corresponde a sulfatos y el 5% a glucurbtnido. La
melatonina remanente permanece inalterada (£ 1%), como acido 5-me
toxindolacético (0.5%) o como un metabolito no inddlico (15%),1i-
dentificaco como N-acetil-5-metoxiquinurenamina (Hirata y col.,
1974), £1 Acido S5-metoxindnlacético es producido periféricamente
en el higado pur desacetilacién de la melatonina (Rogawski y col.,
1979).

Fue en la rata donde se realizaron por primera vez los estu
¢ios cinéticus del metabolismo cerebral de la melatonina (Cardina
1i y col., 1973 @.Después de una dnica inyeccidn intracisternal,
la melatonina desaparece rapidamente del cerebro, detecténdose qg
lo un 5% de la dosis administrada 5 min cespués. Este dato sugie-
re un ripido intercambio de la hormona del liquido cefalorraqui-
deo con la del compartimiento vascular.

La concentracifn de melatonina en el hipotédlamo es 4 a 5 ve
ces mayor que en el resto del cerebro, tanto después de la inyec-
cidn intraventricular como intracisternal del compuesto radiacti-
vo (Anton-Tay y Wurtman, 1969; Cardinali y col., 1973 dl El metabo
lismo de la melatonina en el cerebro es activo: 1 h después de la

inyeccibén intracisternal, sbdlo un 30-40% del compuesto original
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esté presente en el cerebro (Cardinali y col., 1973 Q.Estudius lle
vados a cabo tanto in vitro como in vivo indican que la melatonina
cerebral es oxidada a N-acetil-5-metoxiquinurenamina, forméndose
como metabolito intermedio N-formil-5-metoxiquinurenamina (Hirata

y col., 1974)(Fig. 5).

I.1.3 Control neural de la actividad pineal

Las vias neurales a través de las cuales el cerebro controla
la funcién pineal se estudiaron en relacién a los mecanismos que
median los efectos de la luz ambiental sobre la actividad de la
glandula (Cardinali y Wurtman, 1975; Minneman y Ulurtman, 1976;
Wurtman y Moskowitz, 1977; Relter, 1980; Cardinali, 1981). Si bien
en algunos reptiles y aves la gléndula pineal (y probablemente o-
tras zonas del SNC) responde directamente a la informacidn lumi-
nica que penetra a través de la calota craneana, en los mamiferos
la fotorrecepcidn ha quadado restringida exclusivamente a los ojos.
Ya que la actividad pineal en los memiferos estd aln bajo dependen
cia del fotoperiodo ambientsl, fue necesario que se desarrollara
una conexibdn humoral o neural entre la retina y la gléndule, res-
ponsable de la transmisibn de la informacién fbtica. LCe las dos po
sibilicades tebricas (humoral o neural), en los mamiferos se desa-
rrollf la segunda. Ya hemos analizado en la seccién I.l.l algunas
de las caracteristicas morfolbégicas de la neurona final de dicha
via. Comprende axones simpéticos periféricos originados en el gan
glio cervical superior que arriban a la plineal por la pared ge sus
arterias irrigantes y forman los nervios conarlios del polo caudal

de la misma (Kappers, 1960, 1965) (Fig. 3). Como hemaos visto, en
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la pineral las fibras terminan primariamente en los espacios peri-
vasculares (Wartemberg, 1968; Matsushima y Reiter, 1977) y en las
cercanias de los elementos del parénquima (Matsushima y Reiter,
1978) (Fig. 2).

A través de estrs terminales neurales, las luz inhibe la
produccibn de melatonina. Le exposicifn de los animales a la luz
disminuye la actividad neural en los terminales, mientras que lo
opuesto se observa durante la fase de oscuridad (Klein, 1978).
Cualquier maniobra experimental que cause una activaclln importan
te del sistema nervioso simpitico puede eliminar el efecto inhibi
torio de la luz y as{ estimular ls sintesis de melastonina, siempre
que tal esti{mulo se aplique en el momento spropiado del dia. El
ciclo diario de luz y oscuridad, al cusl la mayoria de los anima-
les estdn expuestos, genera un ritmo paralelo en las funciones me
tabbtlicas pineales relacionadas con la sintesis de melatonina. Eg
tas comprenden: el "turnover" de norepinefrina (NE) en las termi-
nales nerviosas (O8rownstein y Axelrod, 1974), receptores o« - (Va-
cas, 1980) vy /b -adrenérgicos (Romero y col., 1975), actividad e-
léctrica pineal (Semm y Vollrath, 1979), niveles de adenilciclase
y AMP_ (Oleshansky y Neff, 1978; Zatz, 1978), fosfodiesterssa (Ole-
shansky y Neff, 1978), triptofano hidroxilasa (Siteram y Lees,
1978), HIOMT (Wurtman y Moskowitz, 1977), SNAT (Klein, 1978), serg
tonina (Quay, 1974) y contenido de melatonina (Reiter, 1980), asi
también como la concentracifin de la hormona pineal en plasma y
1fquido cefalorraquideo (0zaki y Lynch, 1976; Arendt y col., 1977;

Wurtman y Moskowitz, 1977; Arendt, 1978; Rollaq y cgol., 1978;
Vaughan y col., 1978 8; Wilson, 1978; Mullen y col., 1979; Reppsrt
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y col, 1979; Withyschumnarnkul y Knigge, 1980).

Los globos oculares deben estar presentes para que la pineal
responda a la iluminacidn ambiental, lo que indica que el fotorre-
ceptor reside en el ojo. Sin embargo, los elementos fotorreceptores
cldsicos de la retins parecen tener poca importancias; por ejemplo,
la pireal de rata en la cual los bastones han sido destruldos por
exposicibn continua a la luz, es capaz de responder normalmente a
cambios en el fotoperindo (Reiter y Klein, 1971). 5i las retinas
son lesionades quirdrgicamente, pero el restu del ojo se mantiene
intacto, la funcibén pineal no se inhibe por la luz (Reiter y Jdohn
son, 1974).

La via neural que vincula la retina con la gléncula pineal
osté resumida en la Fig. 6. Los impulsos neurales que proceden de
la retina con destino a la gléndula pineal 1llegan al cersbro a
través de axones de las células ganglionzres retinianas que termi
nan en el nicleo supruquiasmitico del hipotdlamo (haz retino-hipo
talamicn)(n? 1 e la Fig. 6). Esta proyeccitn directa desce la re
tina hasta el ndcleo suprayuiasmitico parccs ser un componente ge
neral del sistema de 1o visidn de las memifiros (Moore, 1973; Rei
ter, 1980). Las vias neurales eferentes del nicleo supragulasma-
tico, que se proyectan a través del hipathlamo, han sido caracte-
rizadas topograficamente por estuillios de lesionzs eslereutéxicas.
Tales lesiones indican que los haces de fibros descencentes o as-
cendentes en el drea laterol del hipoatilamo son criticos paru la
funcién normal de la pineal (Foore y col., 1968; Reiter, 1972;
Reiter, 1980). La informacibn neﬁral es transferida desde el ni-

cleo supraguiasmitico hacia el segmento tordcico de la médula es
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pinal por una via gue se proyecta caudalmente & las &reas periven-
tricular y tuberal del hipotélamo (n@ 2 de la Fig. 6)(Szentagothail
y col., 1968; Swanson y Cowan, 1975). Los axones del &rea ventrotu
beral se proyectan sl hipotflamo lateral (nQ 3 de la Fig. 6) y fi-
nalmente neuronas de esta localizacitn proyectan sus axones a tra-
vés del tallo cerebral directamente sobre células del asta interme
diolateral de la médula espinal torfcice (neuronas simpéticas pre-
ganglionares)(n@ 4 de la Fig. 6)(8aper y col.,1976). Esta secuencia
de neuronas tiene comp Gltima estacibn neuronal al ganglio cervical
superior (nQ@ 5 de la Fig. 6)(Moore, 1978). Trabasjos recientes su-
gieren que la porcibn central de esta via neural es susceptible a
1a manipulacidn farmacolbgica ya que lalinfuaibn de drogas colinér
gicas en le zona del nicleo supraquiasmético o la inyeccibn de a-
gentes o -adrenérgicos en los ventriculos cerebrales modifican la
sintesis de melatonina en la pineal de rata (Alphs y col., 1980;
Zatz, 1980).

La gléndula pineal de rata constituye un excelente modelo pa
ra estudiar el control neural de las respuestas celulares. La esti
mulacién P-ﬁdrenérgica producida por la liberacibn de NE de los
terminales neurales pineales.desencadena una secuencia de fenbmenas
que conducen al incremento de la sintesis de hormonas pineales.

Tal cascada metabblica comprende: cambioa en el potencial de mem-
brana (Sakai y Marks, 1972), incremento en actividad de adenilci-
clasa (Davis, 1978; Weiss y Crayton, 1970) y niveles de N4Pc (De-
guchi, 1973), fosfoeilacibn de histonas (Zatz, 1978), aumento en
la sintesis de ARN (Cardinali y col., 1973bjZatz, 1978) y protei-

nas (Wurtman y col., 1969) y activacion de las enzimas gue sinteti
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zan melatonina, SNAT (Klein y Weller, 1970) y HIOMT (Cardinali

y col., 1973 Q.Estos cambios bloquimicos explican el aumento de
melatonina en li{quido cefalorraquideo y plasma que sigue a la ex
posicifin de los animales a la oscuridad (Hedlund y col., 1977).
En el presente trabajo de tesis se estudia la participacibn de
las prostaglandinas (PGs) en dicha secuencia metabblica. Como an
tecedente de dichos estudios debe citarse la comunicacitn preli-
minar de Szabo y Friedhoff (1976) en la que la inyeccidn de indo-
metacina, cominmente utilizada para inhibir la sintesis de PGs,
bloquea la estimulacibn de SNAT durante la oscuridad.

La induccibn de SNAT gue ocurre tempranamente durante la fa
se de oscuridad se puede reproducir en cultivos de pineal por el
agregado de dibutiril-AMPC o agonistas /5-adrenérgicoe. Durante
la transicion de la oscuridad a la luz, el "turnover" de NE dis-
minuye y hay una caida marcada de la actividad de SNAT. Aln no se
conocen los mecanismos involucrados en tal disminucibn. Las evi-
dencias disponibles demuestran que la reduccibn de la actividad
enzimatica después de una exposicifin fugaz a la luz o luego de la
administragiﬁn del antagonista ﬁ-adrenérgico propranolol es muy
répida (5 min). Por el contrario, la vida media de la SNAT, deter-
minada usando un inhibidor de la sintesis proteica, como la ciclo
heximida, es larga (alredecor de 60 min). Una posible explicacibn de

esta discrepancia fue dada en cultivos celulares de pinealacitos
donde se comprobd que la rapida reduccifin gque sigue a la exposi-
cibn a la luz depende de la disminucitn abrupta de los niveles de
AMPC (Klein, 1978). Por consiguiente, el AMPC regula los niveles

de SNAT no sblo actuando a nivel de la transcripcibn y transduc-
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cion sino en el mantenimiento de la actividad enzimitica durante
el periodo ce oscuridad.

Numerosas evidencias experimentales indican que la glandula
pineal puede ser super o subsensible a la estimulacién por NE
(Minneman- y Wurtman, 1976; Klein, 1978; Oleshansky y Neff, 1978;
Zatz, 1978). Tal respuesta esti determinada por el grado y dura-
cion de la exposicién previa al transmisor. La incubacibn de la
gldndula pineal con agonistas /Q-adrenérgicos resulta en una rd
pida pérdida de la capacidad pineal para responder a la estimula
cibn adrenérgica subsecuente con aumento de la actividad SNAT.
Cuanto mayor es la interaccitn del agonista con el receptor, ya

sea por exposicidn prolongada in vivo o in vitro, menos sensible

se torna el sistema a una posterior estimulacibn. Los mecanismos
responsables del control de estos cambios en sensibilidad involu
cran tanto al sistema de la adenilciclasa como a los pasos bioqqi
micos posteriores a la sintesis de AMPC. de tal manera gue la e-
fectividad del AMPC generado es relativamente mayor en gl&ndulas
supersensibles que subsensibles.(Minneman y Wurtman, 1976; Zatz,

1977; Klein, 1978; Oleshansky y Neff, 1978;.Zatz, 1978).

I.1.4 Efectos biolbgicos de la melatonina

La melatonina secretada por la glandula pineal participa en
numerosos mecanismos neurales y neuroendécrinos, entre ellos el
control de las funciones gonadal, adrenal y tiroidea, el suefio y
varios ritmos biolbgicos. La pineal constituye un componente esen
cial del sistema neurvendbcrino, reqgulador de ritmos circanuales
en la actividad endbcrina, especialmente el ce la reproduccibfin.

Si hamsters, de ambos sexos, son privados de luz ya sea por ex -
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tirpacibn ocular o exponiéndolos a fotoperiodos de menos de 12.5 h
de luz por dia, éstos presentan regresifn gonadal en 8-10 semanas
(Hoffman y Raiter, 1965; Berndtson y Desjardina, 1974; Temarkin vy
col., 1976 a, 1976 b; Reiter, 1980). En hamsters pinealectomizados
la regresifn gonadal asocliada al fotoperiodo no se observa, indi-
cando que los efectos de la oscuridad sobre el aparato neurocendb-
crino son mediados por la pineal (Hoffman y Reiter, 1965; Blask y
col., 1979; Turek, 1979; Reiter, 1980).

Ratas pinealectomizadas sometidas a 12-14 h de luz por dis
no presentan, salvo excepcibn, cambios endbcrinos permanentes. Egs
tas observaciones sugieren que, en }a rata, la ausencia de la
gléndula pineal es compensada por el desarrollo de un nuevo estado
de equilibrio entre las sefiales que mocdulan la funcibn hipotalémi
ca. Seqin R:iter (1977, 1978, 1979, 1980) la rata, un animal de
habitos nocturnos en su habitat natural estéd, en las condiclones
de luz del laboratorio (12-14 h de luz) sujeta a fotoperiodos que
determinan una depresibn artificial de la actividad pineal. En
ciertas condiciones experimentales, como la desnutricifn, anosmia
o el tratamiento neonatal con esteroides, el hipotélamo de la ra-
ta es mis sensible a la melatonina endbgena o a la administrada en
forma exbgena (Reiter, 1977, 1978, 1979, 1980; Cardinali, 1981).

En las Tablas 1 y 2 se resumen los efectos de la melatonina
sobre las distintas funciones fisiolbgicas en mamiferos (Cardinali,
1981). En el hamster, hurdn y, probablemente, la rata, la melatoni-
na es capaz de contrarrestar los efectos de la pinealectomia si es
inyectada en el momento apropiado del dia; por ejemplo el hamster

es insensible a la hormona exdOgena durante la primera etaps del
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periodo de luz (Tamarkin y col., 1976 a, 1976 b; Goldman y col.,
1979). Wurtman y col. (1963) llevaron a cabo los primeros estudios
sobre la participacidn de la melatonina en la fisiologia gonadal
de los mamiferos, demostrando que en ratas hembra inyectadas con
melatonina existe hipotrofia e hipofuncionalidad ovarica. A partir
de este hallazgo, numerosos estudios en diversas situsciones neurg
endbcrinas revelaron que el tratamiento con melatonina atrasa la
apertura vaginal.e inhibe (si es inyectada durante el proestrgo) la
liberacibén de LH y la ovulacifin. Este y otros efectos de la mela-
tonina sobre la actividad neuroendbecrina estédn enumerados en la
Tabla 1 (pag. 29).

AGn no han sido aclarados definitivamente el sitio o los
mecanismos celulares gue median la accibn neurcendbcrina de la me
latonina. Se acepta gque el cerebro constituye el principal sitio
de accibn, sin excluirse sitios periféricos como las gléndulas en
dbcrinas y tejidns efectores de la hormona. Una serie de funciones
metabblicas centrales son modificadas por el tratamiento con mela-
tonina (Tablas 1 y 2). Estas son: la sintesis de proteinas (Cardi-
nali y col., 197&31 contenido de serotonina y dcido gamma aminobu-
tirico (GABA) (Anton-Tay, 1971), la liberacibn y recaptacién si-
naptosomal de neurotransmisores, en especial de serotonina (Car-
dinali, 1975; Cardinali y col., 1975'q>la liberacibn y contenido
hipotaldmico de LHRH (Kao y Weisz, 1977; Leonardelli y col., 1978).
Tales observaciones bioguimicas se han acompafiado de estudios ul-
traestructurales que indican alteracidn por el tratamiento con me
latonina en la eminencia media y gléndula pincal (Cardinali vy

Freire, 1975; Freire y Carcinali, 1975; £l-Domeiril y Das Grupta,
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1976; Benson y Krasovich, 1977).

51 se inyecta melatunina-JH en la circulacibn general, la
hormona penetra en todos los tejidos, inclusive en el SNC (Wurtman
y col., 1964). Cuando el compuesto marcado se administra en el 1§
quido cefalorraquideo por inyeccidn intraventricular o intracister
nal la melatonina se concentra en el hipotilamo y mesencéfalo (Car
dinali y col., 1973ﬂ} Por cromatografia gaseosa asociads a espec-
troscopia de masa (Koslow y Green, 1973) e inmunohistoquimica (Bu-
benik y col., 1976) se ha identificado melatonina en el hipotélamo
de la rata.

La descripcibn de mecanismos de captacibn saturables para
melatonina en el cerebro de la rata (Cardinali y col., 19798) plan
ted la posible existencia de receptores neurales para la hormona.
Recientemente se han descripto tales sitios de unifn especificos
para melatonina en preparaciones de membrana de cerebro, particu-
larmente en el hipoté&lamo mediobasal (HMB8) (Cardinali y col.,
1978; Cardinali y col., 19798k E1 "binding" de melatonina resultd

dependiente del entorno idnico, ya gque el agregado de k* v Nat in

* la incrementb. Los en

hibi& dicha asociacibn mientras gue el Ca*
sayos con compuestos anflogos de la melatonina indicaron que el
grupo 5-metoxi es necesario para que la unibn sea significativa,
excepto en el caso de estar presente una amina primaria (Cardina-
1i y col., 1979aJ.La unibn de melatonina a diversas zonas del ce-
rebro es compatible con los efectos farmacolbgicos del indol pi-
neal sobre el SNC, resumidos en las Tzblas 1 y 2. Una de estas re

giones es la gléndula pineal donde también se detectan receptores

espec{ficos para la hormona (Vacas y Cardinali, 1980).
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Si bien para la descripcibn de un receptor las propiedades
de los sitios de unidn (especificidad, alta afinidad, baja capaci-

dad, etc.) son un requisito sine qua non, es importante ademis la

caracterizacidn de una actividad biolbgica asociada a los miemos
en la misma preparacibén celular. En el caso de la melatonina, la
consideracifn de los sitios de unibén como receptores se ha basado
en estudios correlativos con la respuesta neuroendbcrina a la hor
mona. Vacas y Cardinali (1979 b demostraron que el cerebro de hams
ter y rata la concentracidn de los sitios de unibn varia durante
el dia en forma concomitante con la sensibilidad neuroendbcrina a
la hormena. De acuerdo con los datos neurcendbcrinos (Tabla 1) que
indican que la melatonina es activa en horas de la tarde, el nime-
ro total de sitios de unibn de melatonina en cerebros de reta y
hemster fue, a las 2000 h, 34-56% mayor que a las 0700 h, sin que
l1a afinidad se modificase. Ya que se estimaron los sitios totsles,
ocupados y desocupados, estos resultados indican que hay una mayor
disponibilidad de sitios receptores para 1la melatonina durante el
periodo de sensibilidad neurcendbcrina a la hormona.

Un importante factor reguletorio de la concentracibn de los
sitios es probablemente la secrecifin endbgena de melatonina. La
exposicidn a altas concentraciones de melatonina durante la fase
de oscuridad determina le pérdida de sensibilidad del sistema neu
roendbcrino a la hormona endbgena por desensibilizacibn ("down
regulation") de los sitios receptores, mientras que durante el pe
riodo de luz el nimero de sitios aumenta (ya que los miveles de
la hormona son bajos) hasta restaurarse la sensibilidad hacia el

final de este periodo (Vacas y Cardinali, 1979t;Reiter, 1980 ).
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Estas diferencias en el nimero de receptores dessparscen ants
cualquier alteracidn en el ritmo diario de secrecidn de melatoni-
na, as{ cemo 1o hacen las respusstas neurocendocrinss (Vacas y Car-
dinali, 1979 b).

En el presente trabajo de tassis se estudis ls participscidn
de las PGa en el mecanismo de accion de la malatonina. Tal hipéq!
sis fue elsborade a partir de la observacicn que ls mselatonina (N-
acetil-S5-metoxitriptamins) y ls indometacins (N-p« [clorobnnzoil]--
2-metil-5-metoxindol-3-acetico) presentsn similitud sstructursl,
tiensn propiedades antigéhicol en comin (Levine y Riceberg, 1975)
y muestran destscsble coincidencia sn sua efectoa neuroenddcrinos
(Tabla I, Mc Cenn y col., 1976). Espac{ficamenta se tratb de sluci
dar si la melatonine sfecta la aintesis de PGe sn el HMB en lsa
concentraciones efectivss para satursr sus sitios receptores care-

brales.
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Tabla 1

Cambios endfcrinos producidos por la administracion de melato-

nina en mamiferos.

1. Funcibn Gonadal

Hamster

- Inyectada en la Gltima parte del perfodo de luz o de oscu-
ridad produce regresibn gonadal y disminucibn de la libera
cibén de LH, PRL y FSH en machos (Tamarkin y col., 1976 b;
Goldman y col., 1979). En hembras altera el ciclo e inhibe
las descargas de LH y FSH en la tarde cel proestro (Iamar-
kin y col., 1976 a; Andre y Parrish, 1979).

- Implantada s.c. previene la regresibn gonadal debide a ex-
posicibn a fotoperiodos cortos (Hoffman, 1979; Reiter,
1980).

- Pubertad retrasada en machos (Rissman, 1980).

Rata

- Apertura vaginal retardada (Collu y col., 1971). Inhibicibn
de la ovulaclén inducida por suero de yegua prefiada (PMS)
en ratas inmaduras (Longnecker y Gallo, 1971).

- Disminucibn del peso testicular (Mas y col., 1979), de la
espermatogénesis (Konig v Rega, 1978) y ce la testosterona
plasmatice (Kinson y Peat, 1971). Inhibicibn de la esterai
deogénesis testicular in vitro (Ellis, 1972) y ce los efec
tos androgénicos de la testosterona (Alonso y col., 1978).

- Disminucibn del peso ovaricoc y uterino (Wurtman y col.,
1963).

- Inhibe la respuesta hipofisaria de LH y FSH a LHRH in vi-
tro en ratas prepuberales (Martin y col., 1977). No afec
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ta la respuesta a LHRH en ratos adultos (Moguilevsky y

col., 1Y976; Martin y rol., 1977).

Inyectada al final de la fase de luz aumenta la regresidn
gonadal en ratas desnutridas o anbsmicas (Ulask y Nodelman,
1980; Blask y col., 1980; Reiter y col., 1980).

Inyectada simulténeamente con testosterona inhibe la andro
genizacidn de ratas hembra recién nacidas (Reiter y col.,
1975).

Una inyeccidn aguda o tratamientos cortos aumentan la se-
crecidn de PRL (Kamberi, 1973; Lu y Meites, 1973; Kramer vy
Ben-David, 1978; Vaughan y col., 1978 b; Cardinali y col.,
1979 b). La administracidn diaria en forma cronica a ratas
anosmicas inhibe la liberacion de PRL (Blask y Nodelman,
1980; Reiter y col., 1980).

Inhibe la liberacidn de LH y la ovulacidn en ratas con ci-
clos normales (Ying y Greep, 1973). Aumenta el contenido
hipotalédmico de LHRH (Leonardelli y col., 1978). Efecto
dependiente de la dosis sobre la liberzcibn de LH en ratas
hembra castradas inyectadas con esternides (Moguilevsky vy
col., 1979). Disminuye la FSH plasmatica en machos (Mas vy
col., 1979).

Revierte los efectos de la pinealectomia sobre la libera-
cidn de LH y PRL durante la lactancia tardfa. Acorta el
periodo de gestacidn (Nir y Hirschmann, 1979).

Induce la liberacion de LH en ratas con ciclos anovulato-

rios por expasicidn permanente a la luz (Mess y col., 1979).

Huron

Regresifn gonadal (Thorpe y Herbert, 1976).

Ntros mamiferos

Bloqueo del incremento postcastracibn ce LH plasmatico en
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la oveja (Roche y col., 1970); no modifica los niveles de
PRL (Driver y col., 1979).

Inhibicibn de la liberacién de PRL después de la inyeccifn
intrayugular en bovinos (Padmanabhan y col., 1979),.

No modifica la liberacidn de PRL por células hipofisarias
bovinas in vitro (Padmanabhan y col., 1979).

Inhibe la respuesta de LH a LHRH en perros (Yamashita vy
col., 1978).
Inhibe la estimulacion de la sintesis de esteroides en fo-

liculos ovéricos por hCG (coneja) (Young, 1979).

Disminuye (Nordlund y Lerner, 1977) o no modifica (Fideleff
y col., 1976; Weinberg y col., 1980) la liberacibn de LH en

el hombre.

Retrasa el comienzo o elimina la secrecibn luteal de proges

terona en monos (Fiske y Mc Donald, 1975).

Involucibn gonadal en meriones (Vaughan y col., 1976), ra-
tén (Lynch y Epstein, 1976), foca (Rust y Meyer, 1969) vy
liebre (Kiderling y col., 1979).

Dtras funciones hipotélamo-hipofisarias

Rata

Disminuye la sintesis de proteinas hipotalémicas (Cardina-
11 y col., 197A§L Revierte el incremento inducido por 1la

pinealectomia del contenido hipotalémico de tubulina. Pro
duce cambios ultraestructurales en eminencis media compa-

tibles con neurosecrecidn y transporte axonal (Cardinali
y Freire, 1975).
Aumenta el contenido hipotalamico de serotonina y GABA

(Anton-Tay y col., 1968; Anton-Tay, 1974). Restaura el rit

mo de la serotonina hipotalémica en hurones pinealectomiza
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dos (Yates y Herbert, 1979). Deprime la actividad de la
MAOC hipotalémica (Urry y Cllis, 1975). Deprime la capta-
cibn de serotonina, NE, dopamina y glutamato por sinaptoso
mas hipotalémicos (Cardinali, 1975; Cardinali y col., 1975
a). Aumenta la liberacibn de hormonas hipofisiotropas (Ho-
llander y col., 1977; Kao y Weisz, 1977) o no la afecta
(Brammer, 1979).

Revierte el efecto estimulatorio del 5-hidroxitriptofano
sobre la liberacibn cde hormona de crecimiento (Smythe y
Lazarus, 197#)

En el hombre, la premedicacifn con melatonina reduce la
respuesta de la hormona de crecimiento a L-triptofano
(Kkoulo y Lammintausta, 1979) o a la hipoglucemia insulinica
(Smythe y Lazarus, 1974).

Contrarresta los cambios inducidos por la pinealectomia en
la captacibn de estradiol (Cardinali y col., 197u4b; Pedroza
Garcia y col., 1974). Modifica (Frehn y col., 1974) o no
afecta (Mas y col., 1979) la 5e(-reductasa hipotalémica.
Aumenta la liberacidn de vasopresina por la neurchipbfisis
(Lemay y col., 1979).

Funcitn Tiroidea

Hamster

Deprime los niveles de tiroxina plasmatica y el {ndice de
tiroxina libre. No se modifica la triyodotironina (Vriend
y col., 1979).

Rata

La inyeccifn intraventricular de melatonina deprime la 1li-
beracidn de TSH (Relkin, 1978). En hip&fisis in vitro no
afecta la liberacibn de TSH (Brammer y col., 1979). Dismi-
nuye el contenido de AMF'c tiroideo y la liberacifn de ti-
roxina (Nir y col., 1978).
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5.

Funcidn Adrenal

Rata

Disminuye el peso adrenal (Reiter y col., 1975). Disminuye
1a corticosterona plasmatica (Motta y col., 1971). Inhibe
la produccibn de corticosterona in vitro (Ogle y Kitay,

1978); estimula la via de la 5 A-reductasa (Dgle y Kitay,
1978). Contrarresta la hipertensidn en ratas pinealectomi-

zadas (Holmes y Sudgen, 1975).
Pancreas

Rata

Bloquea la liberacidn de insulina in vitro (Bailey y col.,

1974). En el mono aumenta la glucemia (Burns, 1973).

Pineal

Contrarresta los cambios inducidos por la luz de los 1ipi-
dos de pineal (Ebels y Prop, 1965). Modifica los ritmos
diarios de serotonina pineal (Fiske y Huppert, 1968). Modi-
ficacion ultraestructural de los pinealocitoa (rata: Freire

y Cardinali, 1975; ratén: Benson y Krasovich, 1977; hamster:
El-Domeiri y Das Gupta, 1976l Aumenta el contenido pineal
de tubulina (Freire y Cardinali, 1975).

Aumenta 1la liberacidn de arginina vasotocina pineal (Pavel
y Godstein, 1979). Inhibe 1a captacifn de tiroxina por
slices de pineales bovinas in vitro (Cady y Dillman, 1971).
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Tabla 2

Otros efectos de la melatonina en mamiferos

Sedacitn, induccibn del suefo; cambios electroencefalugréﬁi
cos (rata, gato, mono, hombre) (Anton-Tay, 1974; Sampson,
1975; Brailowsky, 1976; Kiiderling y col., 1979). Deprime la
actividad motriz en ratas ciegas y anbsmicas (Sackman y Rei
ter, 1977). Abolicibn de las crisis epileptiformes inducidas
por estimulacifn sensorial en el gato (Farriello y Bubenik,
1976). La aplicacibn del anticuerpo anti-melatonina en la
superficie cerebral desencadena convulsiones (rata) (Farr;g
llo y col., 1977).

Aumento de la incidencia y duracibn de la hibernacibn en ar
dillas (Palmer y Riedsel, 1976). Respuesta homeostéatica au-
mentada ante cambios en la temperatura corporal (Hagelstein
y Folk, 1979), Cambios en tejido adiposo pardo en ratbn
(Lynch y Epstein, 1976) y rata (Hagelstein y Folk, 1979).
Aumenta la hipotermia inducida por D-anfetamina en rata (Ye
huda y Frommer, 1977). Deprime la sintesis de &cidos grasos
y oxidacidn de la glucosa en grasa perirrenal ce conejo

(Murthy y Modesto, 1975).

Deprime la actividad del misculo liso (duodeno de rata,

Quaste y Rahamimoff, 1965).

Inhibe la melanogénesis en foliculo piloso de hamster in

vitro (Logan y Weatherhead, 1980).

Deprime el contenido del factor de crecimiento nervioso en
glandula submaxilar de ratén (Pérez-Polo y col., 1978).

Prolonga el tiempo de sobrevida en ratas hembra pinealectg

mizadas portadoras de sarcoma de Yoshida (Lapin, 1979). Pos
terga la aparicidn del sarcoma inducido por metilcolantreno
en raton; deprime el crecimiento de tumores mamarios induci

dos por dimetil-bencil-antraceno en rata (Aubert y col.,
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1980). Deprime el crecimiento- tumoral en hamsters inyecta-
Jvos con células neoplisicas de melanoma (El-Domeiri y Das
Grupta, 1976). Actividad antimitdtica in vitro s0lo en al-
gunas pruebas para drogas antimitoticas (Banerjee y col.,
1972; Buaner jee y Margulis, 1973; Fitzgerald y Veal, 1976;
Poffenbarger y Fuller, 1976). No compite con la colchicina
por los sitios de unibn en la tubulina (Cardinali y Freirz,
1975; Poffenbarger y Fuller, 1976). Inhibigifn de procesos
dependientes de protefinas contréctiles como el transporte
axonal (Cardinali y Freire, 1975; Prevedello y col., 1979)
y el movimiento de grénulos pigmentarios (Malawista, 1973;
Pang y Yew, 1979).
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I.2 - PARTICIPACION DE LAS PROSTAGLANDINAS EN LOS MECANISMOS NEU-

RALES ADRENERGICOS CENTRALES Y PERIFERICOS.

I1.2.1 Biosintesis y metabolismo de las prostaglandinas

Las prostaglandinas (PGs) constituyen un grupo de compuestos
derivados de &cidos grasos de amplia distribucifn en gran ndmero
de tejidos. Fueron descriptas a principios de la década del 30 vy
son hoy una de las familias de compuestos biolbgicamente activos
més estudiadas. La actividad contractil del Otero humano inducida
por semen de la misma especie descripta por Kurzraob y Lieb en 1930
fue la primera demostracibn de un efecto bioldgico asociado a las
PGs. Afios méas tarde, Von Euler (1934, 1935) y Guldblatt (1933, 1935)
describieron con mas detalle tal accibn farmacolbgica del plasma
seminal humano sobre el misculo liso. Von Euler también describibd
los efectos producidos por el fluido seminal de mono, oveja y cabra
y por extractos de vesiculas seminales ovinas, adjudicAndolos a un
material liposoluble al que denomind "prostaglandina".

Recién en 1957 fue pousible aislar en forma cristalina dos
PGs, actualmente conocidas coumo F’GEl vy PGF1°< (Bergstrom y Sjﬁvgll,
1957). Por ultramicroanilisis y espectroscopia ce masa se determi-
naron sus formulas empiricas y la estructura completa se elucidb
por espectroscopia de masa asociada con cromitografia gaseosa
(Bergstrim y col., 1963).

Las PGs son sintetizadas a partir de &cidos grasos insatu-

rados (Sprecher, 1977). De acuerdo con el &cido grasoc precursor
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se biosintetizan 1las PGs mono, bi y trienoicas, segin los distin

tos grados de insaturacitn (Lands, 1979):

- la serie 1, con una dable ligadura en la cadena lateral, deriva
del Acido graso esencial dihomo-gamma-linolénico (4cido 8,11,14-
eicosatrienoico );

- la serie 2, con dos dobles ligaduras en la cadena lateral, deri
va del Acido graso esencial araquidbnico (acido 5,8,11,l4-eico-
satetraenoico);

- la serie 3, con tres daobles ligaduras, se forma a partir del é
cido graso no esencial 5,8,11,14,17-eicosapentenoico.

El Acido araquidénico, precursor de las PGs dienoicas, es
el mas ampliamente distribuido en los fosfolipidos de membrana y
en el SNC y proviene de la dieta y de la desaturacibn y elongacibn
de la cadena lateral del acido linoleico (Fig. 7).

La molécula de PGs estd formada por un ciclopentano y dos ca
denas laterales (Fig. 7). De acuerdo con los sustituyentes del ani
llo, las PGs se clasifican en seis grupos: A, 8, C, D, E y F, de
las cuales las mis estudiadas en sus efectos biolbgicos son la E
y F.

La biosintesis de PGs ha sido estudiada utilizando precursg
res radiactivos, identificéndose los metabolitos cromatogréaficamen
te. La produccidn endbgena ha sido evaluada por ensayo biolbgico,
cromatografia en fase gaseosa, espectrometria de masa y radioinmu-
noanalisis. Mediante estos métodos se determind que la mayoria de
los tejidos animales producen PGs, con una Unica excepcidn consti-
tuida por los glbfbulos rojos madures (Harris y Ramwell, 1979).

Las células de mamiferos liberan PGs en respuesta a estimu-
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Fig. 7: Vis matasbblics del Acido sraguidbnico
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los fisiolégicos, farmacolBgicos y patolbgicos y, dado que las PGs
no son almacenadas en las células, su biosintesis precede en forma
inmediata a su liberacifn. Por lo tanto, la determinacibén de pro-
ductos en el medio de incubacibn es un indicador sensible de su
biosintesis.

La forma no esterificads de los Acidos grasos poli-insatura-
dos constituye el sustrato para ls sintesis de PGs (Bergstritm y
col., 1964; Moncada y Vane, 1978). Los Acidos grasos se hasllan en
la membrana celular como ésteres del colesterol, mono, di y tri-
glicéridos y lipidos fosfatidicos (Ramwell y col., 1977) y deben
liberarse por accibn de la fosfolipase A2. Esta lipass hidroliza
za selectivamente el enlace del carbono 2 de los fosfoglicéridos.
Por ejemplo, en la corteza suprarrenal y gléndula tiroides el 6ql
do araquidbnico es liberado de fosfol{pidos por un mecanismo de-
pendiente de Ca'' estimulado por ACTH (lLaychack y col., 1977) y
tirotrofina (Haye y Jacquemin, 1977). Mas adelante se discutira la
liberaciftn ce PGs en respuesta a estimulacidn nerviosa en el SNC
y periféricos

Una vez liberadu el acido araquidbnico no esterificado es
metabolizado por dos tipos de enzimas: lipoxigenasa y complejo PG-
sintetasa (Bergstrtm y col., 196&; Dorp y col., 1954; Lands, 1979).
La lipoxigenasa cataliza la peroxidacifn del &cido aragquidbnico en
carbono 5 dando origen a hidroperbtxidos inestables (hidroxiperoxi-
eicosatetraenoica, HPETE), que se convierten en hidroxibcidos es-
tables (hidroxieicosatetraenoico, HETE). Esta via metabblica para-
lela a la formacidn de PGs tiene como productos a los recientemen-

te descriptos leucotrienos (Borgeat y Samuelsson, 1979). Yamamoto
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y col. (1977) demostraron que el sistema PG-sintetosa es de locali
zacibn microsomal y consta de dos fracciones: 1) cicloxigenasa,
que cataliza la conversifn de 4cido araquidénico en el endoperbxi
do PGG, y éste (ltimo en PGH,, (Fig. 7) y 2) endoperoxidasa, que
cataliza la conversifn de PGH2 en los productos estables PGEZ’

P PGDZ, un hidroxiicido de 17 carbonos (12-hidroxi-5,8,10-

GFZ« '
heptadecadienoico, HHT) y el &cido malondialdehido (MDA) (Fig. 7).

A pesar de ser PGG2 el primer producto formado a partir del
4cido araquidbnico y oxf{geno molecular, es su derivado 15-hidroxi
lado (PGHZ) el producto acumulado en mayor proporcibn por accibn
de la cicloxigenasa. Esta reduccibn es catalizada por una peroxi-
dasa., E1 endoperbxido PGHZ, sustrato de dos isomeraesas (ll-ceto y
endoperfxido sintetasa), una reductasa y dos sintetasas, da ori-
gen a las distintas PGs de la serie 2 (Fig. 7).

En 1971, Vane describib la accibn inhibitoria sobre la sin-
tesis de PGs de drogas antiinflamatorias no esteroides como sepl-
rina e indometacina. Actualmente, se considera que los efectos an
tipiréticos, analgésicos y antiinflamatorios de estas sustancias
estén mediados por la inhibicién de la sintesis de PGs a nivel de
la cicloxigenasa. Ademas de los conocidos efectos terapéuticos,
las drogas tipo aspirina tienen en el hombre y otras especies e-
fectos colaterales como el defic renal e inhibicibn de la segunda
fase de agregacibn plaquetaria (Moncedas y Vane, 1979). Estos efec
tos han sido adjudicedos a una inhibicién de la cicloxigenasa. Da
do que la indometacina previene la sintesis de todus las PGs cong
cidas, esta droga ha sido utilizeda ampliamentie para estudiar la

participacién de las PGs en fenbmenos fisiclbgicos y patolbgicos.
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Debe destacarse, sin embargo, que la droga tiene otros efectos so
bre distintas actividades enziméaticas tales como fosfolipasa, fos
fodiesterasa y quinzsas de proteinas dependiente de AMP _ (Flower,
1974; Kantor y Hampton, 1978), a los que es necesario considerar
en la interpretacifn de los resultados experimentales.

E1l endoperbxido ciclico PGH, es también sustrato de otra en
zima distinta de la cicloxigenaesa, que ha sido aislada de plaque-
tas humanas y equinas (Moncada y col., 1976), la tromboxano-sinte
tasa (Fig. 7). Los productos de esta reaccifin son compuestos hete
rociclicos que incluyen a uno de los 4tomos de oxigeno, mientras
que el segundo forme la unibn éter entre los carbonos 9 y 11. El
intermediario inestable es el TxA2 y el compuesto estable el Tsz.

Por accibn de otra enzimas, la prostaciclina-sintetasa, los
endoperbfxidos se convierten en PGI, o prostaciclina (Fig. 7). En
resumen, los endoperbxidos pueden seguir tres caminos: PGs esta-
bles, tromboxanos y prostaciclinas. En le.circulecibn general las
PBs son de vida media muy corta y plerden su actividad biolbgica
como consecuencia de una oxidacifn sequida por reduccidn o por una
hidrblisis espontédnea a nivel pulmonar. Tal degradacién es mucho
més lenta en los tejidos, particularmeante in vitro, representando
las PGs acumuladas en el medio de incubacibn un indicador confiable

de su sintesis y liberacién.
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1.2.2 Le_unibn neurcefectors adrenérgica

Tentoc en eetructuras periférices (sistess nasrvioso autbnomo
simphtico) como sn el SNC existen vias nesuronsles, definidas como
adrenérgicas, que emplaan como neurotrsnsaisores a las catacolsai
nas. Los neurotranssisoree catocolsainérgicos de localizecibn can
tral o periférica son sintetizados sogin la via reprecantada en
les Fig. 8. La sintesis ds las anzimas ocurre en el cuerpo neuro-
nel y por un proceso de transporte denominado oxoplassftico lae
snzimas migran & 10 largo del axbn hasts llegar a los terminaleo
neurales (Kopin y Silberstein, 1972; Ocha y Worth, 1978).

Ls tirosina es ceptada de la circulocibn por un macsniamo
de transporte activo y se congcntra sn el SNC. En lap nsuronss
adrenfrgicas es hidroxilade por la tirosina hidroxileaa pors for
war dihidroxifenilalsnina (DOPA) (Levitt y col., 1965; Mayor,
1980). Este anzima @s especifica pars las L-tirosins,se hallas be-
Jo control regulatorio inhibitorio por sl producto finol NE y ca
telizs el paso limitante tsnto en la sintasis central comoc peri-
férice de NE (Levitt y col., 1965; Costa y Neff, 1970; Mayer,
1980). E1 ssgundo passo biosintético, la deacarbaoxilacibn da L-DO
PA 8 dopamina es cetalize por la descarboxilass ds sminoécidos a-
rombticos con poce eapecificidad de sustratc y capaz de descar-
boxilar también a otros sminobcidos levbgiroa (Maysr, 1980). Por
G1timo, la dopsmina ss convierta sn NE dentro de lsa vsesiculas
de los terminales noradrenérgicos, por sccibn de la dopamina- P-
hidroxilasa o dopsmina- /A -bxidosa sseciads s dichaa vesiculea.

Su especificidad por el sustrato es baja y pueda oxidar cualquier

feniletilamina a su correspondiente feniletsnolamina (Coyle y
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Axelrod, 1972; Rosenberg y Lovenberg, 1980).

Una vez sintetizads, 1a NE se almacene en las vesiculas si-
nhptices donde forms un complejo estable con el ATP y proteinas
wepacificass, genéricsmsnte llsmedas cromograninas. Eatas vesicules
se hallan presentes sn gran numero en los terminales nerviosos y
prevignsn la difusibén de NE sl espacino ainéptico y su metsboliza-
cibn por ls enzims degradativs intraneuronal MAO (Fig. 9) (Anton-
Tey y Wurtmen, 1971; Euler, 1972; Trendelenburg, 1979).

Haate el presents no ha sido totalmente esclarecido el meca-
niemo por el cusl los impulsos neursles producen la liberacibn de
NE. Al despolsrizarse la membrsna por la llegsdes de potenéiul de
accibn propsgado s 1o largo del sxbn, sumenta la permsabilidsd del
terminal s los iones, entre ellos al Ce’*. E1 incremsnto del Ca**
intracelular es el primer pasoc en ls secuencia que lleva & ls 1li-
beracibn del neurotrensmisor (Mirpekar y Misu, 1967; Westfall,
1977; Zinder y Pbllard, 1980).

Aparantemente lsa cetecolaminss son liberadas de los tarmins
les simplticos periféricos y centrales por un proceso conocide co-
mo exocitoeis (Zinder y Pollerd, 1980). Este fenbmeno conaiste en
les fusibn de lea vesiculas con ls membrana celular y la descargs
de su contenido al espscioc extracelular.

Le NE liberads tiene 5 caminos posibles a seguir (Fig. 9):

1) intersctuar con sus receptores especificos postsinbpticoe

(Ahlquist, 1948; Minneman y col., 1979).

2) ser recaptsds por el terminal simphtico (receptacibn neu

ronel o uptske I) y almacensda en las vesicules (Iverasn,

1967; Trendelenburg, 1979).
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3) ser convertida en normetanefrina por accibn de la COMT an-
tes de pasar a la circulacidn (captacidon extraneuronal o
uptake II) (Iversen, 1967; Guldberg y Marsden, 1975).

4) sufrir desaminacibn oxidative por accidn de la MAOD, de lo-

calizacibn pre o postsinéptica.

5) en el caso de los terminales periféricos o en zonas fuera de

la barrera hematoencefélica pasar a la circulacibn como
NE libre. En el caso de zonas dentroc de la barrera hemato-
encefflica no hay difusibn a la circulacion.

En el cerebro de mamiferos se distinguen dos tipos de MAD con
diferente afinidad por sustratos y que son inhibidas selectivamente
por distintas drogas. La MAD tipo A utiliza como sustratos a la NE
y serotonina y es inhibida por la clorgilina. La MAO tipo B degrada
preferentemente a la feniletilamina y el deprenil es su inhibidor
selectivo ( Johnstone, 1968). Otras aminas como dopamina, triptamina,
histamina y tiramina son buenos sustratos para ambas isocenzimas.

Por su localizacidn en la cara externa de las mitocondrias, la MAO
parece reguler la concentracidn de catecolaminas libres en el cito-
plasma, tanto de las que acceden por captacidn como las sintetizadas
en el terminal y qwe no estan protegidas en las vesiculas de almacena-
miento. Como ya se ha mencionado en la seccién I.1.2, la desnervacior
pineel por gangliectomia cervical superior determina la reduccitn o
pérdida de la actividad de la MAO en los terminales ( MAO A) mientras
que la MAD B permanece inalterada ( Snyder y col., 1965; Goridis y

Neff, 1972; Vacas y Cardinali, 1979 a; Vacas, 1980).
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Fig. 9: Representacibn esquematica de la unibn neurcefectora

simpatica.

COMT:

catecol-0-metiltransferasa; DA: dopamina; DOPA:

dihidroxifenilalanina; MAO: monoamino-oxidasa; NE: nore-

pinefrina; PGs: prostaglandinas.
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I1.2.3 Funcibn de las Prostaglandinas en los Mecanismos Adrenérgicos

Como mecanismo adicional a la retroalimentacibn que los neuro
transmisores ejercen sobre su propia sintesis y liberacibtn, otras
sustancias liberadas por las neuronas adrenérgicss, o pontnin&ptiqg
mente por la accibn del neurotransmisor, actiian como moduledoras de
transmisibn naursl (wWestfall, 1977). Nuserosas evidencias apoysn la
participacibn de las PGs como reguladores locales en la unibn neuro
efectora adrenérgica (Fig. 9). Estas actuen de dos menarss: 1) modi
ficando la liberacibn del neurotransmisor (Bergstrde y col., 1973;
Westfall, 1977); 2) como mediadores de los efectos postsinbpticos
del neurotransmisor (Hoffer y col., 1969; Partington y col., 1580).
En el presente trabajo de tesis se estudis la influsncie de las
PGs pineales como moduladores locales sobre la unibn neuroefectore
sdrenérgica en los pinealocitos. Como antecedente de lea presentes
estudios nos referiremos en primer lugar al efecto qus las PGs tie
nen sobre la liberacibn de NE por los terminales simphticos en di-
versos tejidos periféricos.

En tejidos con inervacibn simpétice ha sido demostrade la
accibn inhibitoria presinéptica de las PGs, en particulsr las de
la seris €. La reduccibn del eflujo efectivo de NE de los tejidos
eatimulados eléctricsmente se interpreté en una primera instancias
como debida al efecto estimulatorio sobrs ls degradscibn metabbli-
ca de la cstecolamina. Sin embargo, estudios posteriores en cora-
z2bn de cobayn, no demostresron altersciones en las actividades de
MAD o COMT por tratemiento con PGE, (Hedqvist, 1976). Ss dedujo
entonces que 1 aumento del metabolismo de NE por PGE2 se debia

a une mayor disponibilidad de la catecolamina a las enzimas degra



L8

dantes, probablemente por inhibicién de la recaptacibén neuronal o
uptake I (Lands, 1979). Tal interpretacibn se vid avalada por los
datos experimentales derivados de varios sistemas (por ejemplo, ba
zo de gato), cuyos depbsitos enddgenos de NE fueron marcadas con
NE->H (Medgquist, 1976).

Como ya se ha analizado, la liberacibn de NE por impulsos ner
viosos es un proceso dependiente de Ca*+; incrementando la concen-
tracibn de este catién se revierte la inhiblicibn por PGE, de le 11
beracién de NE que sigue & la eatimulacibn nerviosa en bazo de ga-
to y conducto deferente de cobeyo (Hedgqvist, 1974). Por otro lado,
la liberacibn de NE por tiramina, proceso independiente del ce** Y
debido al desplazamiento de la NE de las vesiculas adrenérgicas
(Baldessarini y Fiacher, 1978), no es afectada por PGEZ en wmodelos
como el bazo de gato (Westfall y Brated, 1974) o el corezbn de co-
bayo (Hedgqwist, 1970 a). Estos resultados augieren que la PGE2 in-
hibe la liberacibn de NE modificando la disponibilided de Cs**,
probablemente ocluyendo los canales de la membrana axénica (Hedqvist,
1970 b) (Fig. 9).

€1 sitio de sintesis de las PGs endbgenas que participsn en
la regulaciébn local de la liberacibn del neurotransmisor adrenér-
gico no estéd bien establecido. Pueden ser liberadas directamante
por los nervios adrenérgicos como resultado de la liberscidn del
neurotransmisor; en ese ceso la NE actuaria sobre la presinapsis
libersndo a8 las PGs o tal liberacién seris simulténea con la de
NE. Otra alternative es que la NE actie sobre la célulea naurocefec
tora postsinaptics y produzca PGs como consecuencia de la interac

cibn del neurotransmisor con su receptor. Los resultadoa experimen
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tales obtenidos hasta el momento tienden a avalar este Ultimo meca-
nismo.

Una serie de evidencias indican que la postsinapeis es el sitio
de sintesis de las PGs: a) la liberaciébn de PGs pueden darse en res-
puesta a diversos estimulos que no sean nervicsos. Estos incluyen
neurohormonas, estimulaciébn mecénica asociasda a la contraccién y
aun hipoxia (Westfall, 1977), b) la administraciébn de epinefrina es
timula la liberacién de PGs en bazo desnervado (Gilmore y col., 1968).
Por otro lado, algunos datos sugieren que las PGa pueden sar liberadss
también presinapticamente por las neuronas adrenérgicaa: a) se sisla-
ron PGs de tejido nervioso puro como los troncos del vago y esplénico
(Hedqvist, 1976); b) propranolol y fenoxibenzamina en concentraciones
suficientes como para bloguear la respuests mechnica a la NE (respues
ts posteinaptica), no inhiben la liberacibn de PGs inducida por ls cs
tecolamina (westfall. 1977).

En relacibn al segundo de loa mecanismos posibles por los cusles
las PGs actian en 1la unibn neurcefectora, es decir, como mediadorea
postsinépticos del efecto de la NE, un ejemplo es ofrecido por los
brganos del aparato genital. El agregado simulténeo de PGs de lms e
ries € y F al medio de incubacibn con epinefrina o NE, determina una
potenciscibn del efecto de ambos agentes adrenérgicos sobre el Gtero
aisledo de rata (Clegg, 1966; Borda y col., 1981). En el caso concre
to de le sensibilidad a agonistas « -adrenérgicos, se obeervb que
no sblo son capaces de restaurar la respuesta

PG PGE, y PGE

Fow 2
a metoxamina en Oteros pretrestados con indometacina (o sea tejidos
que tienen blogqueada la sinteais de PGs), sino que también esth po-

tenciada la accién estimulatoria de egentea of -adrenérgicos respec



to a la observada en Gtero de animales ovariectomizados que no fue
ron pretratados con indometscina (Borda y col., 1981). Aparentemen
te y de acuerdo con los datos disponibles hasts el momento, tanto
las PGs como las catecolaminas ejercen su accibn sabre el Gtero a
través de un efecto primario a nivel de la adenilciclasa, con el
consecuente aumento del contenido tisular de AHPC (Vesin y Harbon,
1974).

Estos dos mecanismos por los cuales las PGs afectan la unibn
neuroefectora adrenérgica periférica (liberacidn del neurotranami-
sor o mediacibn de su efecto postsinéptico) estén muchoc menos eatu
diados a nivel del SNC. Tal hecho se debe s la marcada complejidad
estructural del SNC y a la imposibilidad de eliminar en forma efec
tive y Unica los componentes pre o postsinapticos. En los Gltimos
afios se demostrd la participacibn de les PGs en el control fisiolf
gico del SNC, pero permanecen osauros los mecanismos de accibn a
través de los cuales ejercen su efecto. Se detectaron PGs en diver-
sas Aress del cerebro de mamiferos, especialmente en homogenatoa
de zonss ricas en terminasles nerviosos (Kataocks y col., 1967) y su
liberacibn por corteza cerebral (Bradley y col., 1969); Ramwell y
Shaw, 1966), cerebelo (Coceeni y Wolfe, 1965) y médulas espinal (Co
ceani y col., 1971). Enzimas participantes en la sintesis de PGs
han sido también detectadas histogquimicamante:en las célules de
Purkinje del cerebelo (Westfall, 1977).

Avenzino ¥ col. (1966) fueron los primeros en observar la ac
cibn directa de las PGs sobre neurcnas centrales y, aflos més tarde,
Hoffer y col. (1969) demostraron que PGE, v PBE2 aplicedes directs

mente en células de Purkinje antagonizaban ls reduccifin de la velp
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ctided de descarga inducida por NE pero no por AMPC (Folco y col.,
1976). PGEI v PGEZ, pero no PGqu , estimulan la sintesis de AMPC,
usando como marcador isotbpico adenoaina-JH. en slices de corteza
cerebral, efecto potenciado por la teofilina, inhibidor de la fos-
fodiesterasa (Pesrtington y col., 1980). Estos sutores tembién demos
traron una disminucién en la acumulacibn de AMP_ sintetizado en res
puesta 8 la NE en'alice;‘de hipotalamo y corteza cerebral de rata
incubados en presencia del inhibidor de la sinteais de PGs, indome-
tacina.

En conjunto, los resultsdos discutidos augleren que a semejan-
za de lo que ocurre en la unibn neuroefectora autonbmica periféerica,
las PGs parecen ejercer una funcibn significativa en la regulscibn
de la transmisitén sinéptica en el SNC. Desde el punto de vists neu-
roendbcrino, esta relacibn es particularmente relevante en el hipo-
télamo donde las neuronas liberadoras de LHRH del HMB estén contro-
ladas por NE a través de la liberacibn de PGs de la serie E (0jeda
y col., 1979 b). En el presente estudic se analizan las interrela-
ciones entre la estimulacién por NE de la liberacibn de PGE2 en
HMB vy diversas concentraciones de melatonina en el medioc de incuba

cibn.



I.3 - DBJETIVOS

€l presente trabasjo de tesis exsmina diversos aspectos
de la relacibn existente entre las PGs y la funcidn pinssl.
Son dos los objetivos principales de los experimentos pre-
sentados a continuacibn:
1.- Estudiar la participacién de les PGs en la secuencia de
fenbmenos metabblicos gue vincula a la NE liberads de
loa terminales neurales pineales con la sintesia de l»

hormona pineal melatonina.

2.- Analizar le posible participacicon de lss PGs sn el maca-
nismo de accidn de la hormona pineal melatonines en diver
aos tejidos efectores, particularmente en el hipotélsmo

mediobasal (HMB).
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I.MATERIALES Y METODOS
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I1.1 - Animsles y tejidos

Ss utilizaron ratse Wistsr sdultss (180-250 g), mantenidse en
un régimen de luz diaria de 14 h (0700 » 2100 h) en smbiente clima-
tizedo (22 ¢ 2 C) y slimentadas con slimanto balanceado "Purins® y
sgus ad libitum. ’

Lse gléndulas pineslas y adrenales yina HM8 bovinoa ae obtuvie
ron en un matsdaro de ls zons dentro de los 20-30 min deepubs del
sacrificio del animal. Pars los axparimantos de "binding" se conge-
lsron an hielo saco hasts el momento da usarlos (norselments dantro
de las 24 h), Psra loe sxperimentoa de liberacibn ds PGs los teji-
dos se trensporteron sl laborstorio en buffer Krebe-Ringer-bicerbo
nsto (KRB), pH 7.6.

Le asngre husena fua obtenida de donantes que no habian ingeri
do aspirina durante la sesans anterior a ls venopunturs. El1 plaema

rico en plsquatas se obtuvo por centrifugecibn de le ssngrs durante

10 min e 200xg y esa sjusth 1s dilucibn a 250000 pllquatal/-J.

Genglisctomis cerwical superior biletersl

Ss realizé bsjo snestesis stares.ds la rata uns ssmans antas
del sacrificio (a fin de essegurarse ls deganerscibn de los tersina
les neursles uns vez qua han sido sepersdos del cuerpo qanq;ionar).
Se expusieron las gléndulss salivares madiants uns incisibn vantral
en el cuello y se las retrajo con el objeto de exteriorizer los
wmisculos suprshioideos. Cada ganglio carvical supsrior fua identi-
ficedo en ls bifurcacibn carotidse antre sus remas interna y axter
ns y smbos ganglios, darecho e izquisrdo, fusron totslmante resecs
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Ovariectomis bilsteral

Ls overisctomia bilatersl se practich 20 diss sntes dal sacri
ficio (castrecibn crénics) bejo anestesia etérsa. Se realizb una
incisibn longitudinal medio-lstsral, se ubicb el ovario y el extrs
mo uterino proximal a éste. Se 1igh con hilo ds cirugis s uncs 5 ==
de dicho extremo y se corté el cuerno, extrasysndo sai el overio y

oviducto y respetanda el Gtero sdyacente.
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I11.2 - Produccibn de prostaglandinas in vitro por glandula pinesl

y HMB bovino y HMB de rata

I1.2.1 - Gléndula pineal y HMB bovinas

La libsracibn de PGs por gléndula pineal y HMB bovinos fue s
tudiada in vitro. Los tejidos se incubaron durante 1 h an buffer
KRB, pH 7.4, en presencia de 0.1% de bcido ascbrbico y distintas
concentracionea de NE (1-1000 uM) o melatonina (0.01-1 mM). Las in
cubaciones se reslizaron a 37 C bajo atmbafera ds carbbgenoc (95% 0,-
5% CDZ) y se interrumpieron por ssparacibn y congelacidon inmediatas
del medio de incubacibn. Dicho medic fue scidificado a pH 3 con ClH
1 N y extraido dos veces con 1 volumen de acetato de etilo, el que
se evepord bajo vacio en un eveporedor rotatorio a 40 C. E1 residuo
se resuspendib en 10 ml de buffer fosfato de potesio pH 8, acidifi-
céndose la fase acuoss combinsda @ pH 3 con ClH 1 N. Los hcidos
graeos fueron luego sxtractados en 1 volumen de cloroformo, repi-
tiéndose la operacipn dos veces més. La fase clorofbrmics fue eva-
porada y el residuo se resuspendid en claroformo-metanol (k:l) y
fue splicado en el origen de una place 'de cromatografia recubierta
con silica gel G. La cromatografis se desarrollb en un sistema de
solventes cloroformo-metanol-acido acético-agua (90:9:1:0.65), co-
rriéndose parelelemente placas con P(‘iE2 y PGFZ“ como standerds.

La posibibn de laa PBs de referencia fue visualizade luego de ro-
ciar las placas secas con una solucibn de &cido foafomolibdico sl
15% en stasncl y sometiéndoles & 120 C durante 15 min; los Rf para
i‘-‘(i(i2 y PGde fueron 0.61 y 0.42 respectivamente. Laa zonaa de

las placas con extractos del medio de incubacibin correspondientes

a los Rf de los atandsrds fusron eluidas con cloroformo-setanol
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(6:1) y llavadss 8 sequedad bajo vacio. Ls sctividad PG de estas
fracciones fue estimadas por el procedimiento ds Vene (1964). Los
extractos se resuspendieron en 0.2 m1 de KRB y se ensayaron en ti
rea de estbmago y colon de rate superfundidos con KRB que contenis
una mezcla de antagonistas pare las siguientes sustancias activaa:
acetilcolina, serotonina, catecolaminas e histemina. Tembién se »-
gregd indometacina (1 ug/ml) s fin de prevenir la produccibn endb-
gena de PGs. Las concentracionss fueron medidas con un transductor
ieométrico y registradas en un poligrafo. La actividsd PG fue ex-
presada en equivalentes ds PGE2 o PGde’ como pgimg de tejido seco/
h de incubacibn. Les muestras exparimentalas y sus controleas fusron
analizados siemprs en la misms preperscibn. La recuperacibn luego
de la extraccibn y crometografis fue 4LO-50%, con un cosficiente de
veriecibn interenssyo de menos del 10%.

Este procedimiento biolbgico psra le determinacibn da PGs fue
utilizado en las etapas inicieles del prasente trabajo, antas de
contarse con el método radioimmunoclbgico. Amboa procedimisntos,
biolbgico y radioinmunolbgico, se usan sctuslmente pars el dossje

de PGs (Vsne, 196&4; Maclouf y col., 1975).

11.2.2 - HMB de rsta

Ss incubsron en forme individusl HMB de rsta (3.5 - 4.4 mg
peac himedo) en 500 ul de buffer KRB, pH 7.4, que contanis glucoas
(1 mg/ml) y 0.06 mM de &cido ascébrbico, a 37 C y bajo atmbafesra de
carbbgeno (Ojeds y col., 1979b)dios tejidos fueron preincubsdos du
rante 15 min, 8l cabo de los cuales se raemplazb el medio por uno
fresco que contenis wmalatoninas (10'“- lﬂ'ah). Despube de 30 min de
incubecibtn, se tomaron alicuotss (100 ul) del medic psrs eveslusr la

concentracibn de PGs mediante radioinmunosnélisis ( ver seccibn I11I.

6.2)
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11.3 - Estudic de sitios da unibn csgcclf!cos para proatsglsndinae
en gléndule pinssl bovins

Le presencis de sitios de unibn especificos pars PGs sn ls
glénduls pinesl bovins fus investigade sn el sobrenadente de 900 r
g aeg(n sl procedimiento desscripto por Kimball y Wyngarden (1975)
para el miometrio de hamster. Las pinesles congeladaes fueron seccip
nadas en trozoa pequefios y homogeneizados en buffer fosfeto 0.02 M,
pH 7.4, en presencis de sacarass 0.25 M, CaCl, 2 mM y 10 ug/ml de
indometacina (buffer B81). E1 homogsnasto sa centrifugb s 900 x g du
rante 15 min 8 0 C y alicuotse del sobrenadants fueron incubadas

en triplicado con PG marcada. Laa incubscionea ae llsvaron a cabo

3

en tubos de poliestirenc pars svitar ls sdeorcibn de lss PGe-"H al

vidrio. Se utilizsron los siguientss radioisbtopos: PGEZ-JH (A.E.

150 Ci/mmol) y PGF -3H (A.E. 120 Ci/wmol), cuys purezs redioqui-

2ol
mics fue verificada por cromatografis en capa delgads en el siata-

ma descripto en ls seccibn 11.2.1. Le reaccibn tipica de asociscibn
("binding®) se llavb a cabo en un volumen total de 210 ul contenien
do 200 ul de sobrenadsnte (3-9 mg de proteines), PGEZ-JH (0.2 uCH,

12 mol) disueltes

1.5 x 1022 mpl) o PGF, _ =M (0.2 uCi, 1.7 x 10°

29
en 5 ul de etsnol-BI (1:7, vol/vol), més PG no marceda (1 x 10
mol en 5 ul de etanol-81, 1:50 vol/vol) o S ul de BI. La concentrs
cibn proteice fue dsterminads por el mftodo de Lowry y col. (1951).
En cada experimento se incluyb une serie peralele de mezclea de re
accibn sin tejido. A menos ques se cnnslgﬁc lo contraric, el tiempo
de incubacibn fus de 1 hors s 37 C.

Le separacibn de las PGs libres y unidas se realizb por adsor

ciébn sn carbbén-galatina (Kimbsll y Wyngarden, 1975). A cada mues-



tre se agregd 0.5 ml de una suspensibn de carbbn (2.5% de carbbn
Norit A y 0.1% de gelstins en buffer BI) y luego de 10 minutos se
ccntrifugb‘a 3000 x g durante 15 min s 0 C, tras lo cusl se tresa-
vasb el scbrenadante a viales de csntelleo. El 3H fue cuantifica-
do por eapectrometris de centelleo liquido, previo agregado de LT
lucifin de centelleo tolueno-fbaforo (4 g ds 2,5-difsniloxszol y
50 mg de p-bis-2(5-feniloxszolil)-benceno por litro de tolueno)
con 30% (v/v) de Tritén X-100.

La correccibn de "quenching® fus reslizads sutométicemente
por medio de un standard externo; en estas condiciones la eficlen-
cle verid entre 50 y 60%. La diferancia entre la PG->H unida en au
sencis y en presencis de PG no marcada fus considersds uns estima-
cion de la PG unids especificemente. Ls union sspecifica constitu-
yb un 54-62% de la totsl.

En una asrie de experimentos preliminares ss establecieron
las condicionas 6ptimas de sdsorclén.

Le separacibn ds PG libre ds unids se reslizé, en otrs serie
ds experimentos, por filtrado répido en papel de fibrs de vidrio

Whatman GFB bajo vacio psrcisl (Bennet y Snyder, 1975). Luego de
lavados con un total de 10 ml de buffer BI & 4 C, la radiactivided
remanents en el filtro fue determinada por espectrometris de cente
lleo liquido. Los resultados obtenidos utilizendo como método de
separacibn le filtracibn répida en papel de fibra ds vidrio fueron
esencialmente igusles & los de sdsorcibn en carbbn-gelstina.

Las constantes de equilibrioc de ls unibn de alta afinidad de
PGs a componentes pinaslas fueron determinadas por incubacibn en

triplicesdo de sobrsnadantes de 900 x g con distintas concentra-
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ciones de PGEZ-BH o PGFZQ‘-BN. Luego de ls trensformscibn de los
datos (Scstchard, 1949) ls pendiente e interseccionea fueron cal-
culsdos por snhlisis de regresibn. En otro experisento se determi
naron lss sfinidsdes relativas de diversoa snalogos para los 8i-
tios de slts afinided de PGFZ“ o PGEZ. Por lo menoa & concentre-
ciones del analogo fueron utilizadss en cada ceso.

Los vslores de radiactividsd unids especificemente se grafi-
caron en pspel log-probitos y se calcularon las concentraciones
de los agentes que producen una inhibicibn del S50% de ls unibn de
PG-JH (CESU: concentraecibn efective 50). Lss pendientes e inter-
secciones se cslculsron por anglisis de regresibn. Lss constantes
de disociscion en el equilibrio de los ligendos competidores no
marcsdos se calcularon a psrtir de la fébrmula: Ky =CEgp/ 1
(3H-PG)/KU, donde "d ea 1ls constante de dimociacibn de lsa PG-3H
calculsdas s psrtir del grafico de Scetchard.

Ls nstureleza de ls rsdiactividad unide a proteinas se veri-
fich luego de ser extraides tres veces con 5 ml de acetato de eti-
lo scidificedo. Los extractos se llevaron & sequedad bajo “2 vy los
residuos se resuspendieron en cloroformo-metsnol (4:1, vol/vol) y
cromatografieron en cspa delgads de silics gel G, usendo como elu-
yente el sistems cloroformo:metanocl:acido acético:agua (90:9:1:
0.65). M&s del 98% de la radisctividad corrib parslels s los stan-
dards de PGs.

Con el objeto de estudiar les distribucibn intracelulsr de los
sitios de unibn pers PGas en la gléndula pineal, loa homogenatos
fueron procesados en una centrifuga refrigerads s fin de obtener

1as siguientes fracciones: 1) nuclesr cruds (900 x g, 10 wmin);



2) wmitocondrial cruds (27000 x g, 10 min); 3) microsomal crudas
(105000 x g, 60 min) y &) fraccibn oltosblica (105000 x g, sobre-
nadente). Alicuctas de las suspensiones de estas frscciones se in
cubaron con las PG-’H comp ys he sido descripto y se determinb le
concentracibn proteics por el método de Lowry y col. (1951), con

seroslbimina bovine como standard.
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IL.4 - Determinacibn de los sitios de unibn especificos para AMP

en ls glénduls pineel de rate

Las gléndulas pineales se preincubaron durante 10 min en buf-
fer KRB a 37 C, como ya ha sido descripto. Luego de este preincubs
cibn, laa glandulas fueron incubadas durante 15 min en el mismo
buffer en presencis de PGE, 50 nM. Le determinacion de la unibn
del nuclebtido ciclico a la quinssa de proteinas se realizb aegln
la técnica descripts por Dufsu y col. (1977).

Los estudios de unibn de AHPc se llevsron s cabo incubsndo a-
1icuotea de 100 ul (34-51 ug de proteinas) del acbrensdante de 900
x g de homogenatos de pinesles preparsdos en buffer foafato de po=-
tasio 80 wM, pH 6.8, conteniendo scetsto de magnesio 10 wM, 2-mer-
csptoetanol 1 mM y l-metil-3-isobutil-xantina 1 mM, en presencis
de AHPC-BH (R.E. 40 Ci/mmol) sn concentraciones que variaron qntre
0.1 nM y 0.1 uM. La incubacibn se efectub a 6 C, durante 2 horsa
pera determinar los sitios disponibles, o dursnte 16 horas psra
la evsluacibn de sitios toteles. Finalizadas la incubscién, se agre
gsron 2 ml del buffer Tris-ClH y se filtrb a través de papel What-
man GFB.

Le radiactividad remanente en los filtros se determinb por es
pectromaetris de centelleo liquido, previo agregado de 2.5 ml de e0
lucibn de centelleo. La unibn ineapecifica determinada pars cada

3H en presencia de S uM de

concentracibn del nuclebtido ciclico-
AHPc no marcado fue restada del vslor de unién total pars obtener
asf{ le unibn especifica que fue, en todos los casoca, msyor de un
80%. Los resultados fueron referidos s mg de proteinas gque se de-

terminaron segin el método de Lowry y col. (1951). Loa datos fue-

ron analizados seqin el método de Scatchard (1949).
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11.5 - Determinacibn de sctividedes enzimaticas

I1.5.1 Catecol-0O-metiltranaferasa

La castscol-0O-metiltransfersea (COMT), asi como la monoamino-
oxidess (MAO), eon las enzimss responsablea del metsbolismo de do-
pamina y NE (Fig. 8). Le COMT, enzims citosblica, cstalizs la trane
ferencia del grupo metilo de la S-adenosilwetionina (SAM), en pre-
sencia de cationes divalentes como cofactores, a uno de loa grupoa
fenblicos de las catecolsminas pars formar el derivado metoxifenol

y S-adenosilhomocisteins. Ls actividsd de COMT fue determinade me-

1

diante la estimacibn de la trensferencia de grupos metilo- “C de la

sAM-1%C a1 acido 3,4-dinidroxibenzotco (Jarrot, 1974).

Los tejidos (glénduls pineal e HMB de rata) se homogensizaron
en 250 ul de medio hipotbnico de fosfato de sodio 10 mM, pH 8.2.
Se incuberon slicuotss de 70 ul durante 1 h s 37 C con acido dihi-
droxibenzoico 1 mM, SAM-19C 2.7 x 107 (A.E. 47 Ci/mmol) en pre-
sencis de MgClz 5S wM y en un medio buffer de fosfato de potaaio
80 mM, pH 8.0. La reaccibn ae detuvo mediante el agregsdo de 50 ul
de Cl1H 2 N. E1 producto metilado ae extrajo con 500 ul de acetato
de etilo y se laevb con 100 ul de ClH 0.3 N. Finslmente se evelub
ls rsdiactivided en uns alicuota de 250 ul de fsse orgénica por es
pectromatria de centelleo liguido, previo sgregedo de solucibn de
centellso. Los resultados ss expreegeron en pmoles de producto/h

mg de proteina. Les proteinas se evalusron aegln el método de Low-

ry y col. (1951).

I11.5.2 Monoamino-oxidasa

Ls monoamino-oxidase (MAO) (Fig. 8), enzime mitocondrisl, deea
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mins un emplio espectro de sminss que possen el csrbono- « -matileno
vecino s le amine no sustituids, dando ssi el sldehido corrsspon-
diente. Eate compuesto se reduce rapidsmente a alcohol o ae oxids
s #cido. En experimentos in vitro, alrededor del 80% del producto
se hella como fcido, lo que sugisre que ese producto formado por ls
MAD es oxidsdo a &cido por ls sldehido deshidrogenasa. Dada la dis-
tribucibn mitocondrisl de este enzima, enfloga s ls de la MAD, se
augirib que ambas estarian scopladas.

Las gléndulaa pinesles o HMB isdividualea se homogensizaron en
180 ul de buffer foafato de sodio 10 w#t, pH 8.2; ee incuberon sli-
cuotas de 50 ul dursnte 30 min s 37 C en presencias de 0.15 mM de
bioxslsto de serotonina-l'C (0.1 C1/% ul) o 0.1 wM de feniletilemi-
na-lhc (0.05 Ci/5 ul), austrato de la MAD tipo A y MAD tipo B res-
pectivamente. Luego de detener ls rescccibn con 50 ul de ClH 2 N,
los productoa deseminsdos se extrsjeron con 500 ul de acetsto de
etilo y se leveron con 100 ul de ClH 0.3 N segin el método descrip
to por Jarrot (1974). Loa productos formados se evsluaron por .;&7
pectrometria de centelleo liquido en 250 ul de ls fsse orgémice,
previo agregado de 2.5 ml de ls aolucibn de centellec.

Los reaultsdos se expresaron como pmples de producto formsado/

h/mg de proteines,. Estas Gltimas se evsluaron ge-scuerdo.con el

meétodo descripto por Lowry y col. (1951).

I1.5.3 Serotonina-N-acetiltransferase

La serotonine-N-acetiltrsnafersss (SNAT), es una de las dos
enzimsa involucradas en la eintesis de melatoninas pinesl a partir
de serotonina (Fig. 6). Su sctivided se evaluas por le trensferen-

cis dsl grupo acctilo-I“C de ls scetil-CoR mercade (A.E. 4S Ci/
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®0l) 8 la triptemina pasra formar la N-acetil-triptalina-I“C. pro-
ducto extreido por particién de solventes segin el mftodo deacrip
to por Deguchi y Axelrod (1972). Laa pineales se homogeneizaron en
forma individual en 100 ul de buffer fosfatc de potasio 36 mM, pH
6.5, que contenia 0.1 umo] de triptamina. Luego de uns incubscibn
de 10 min a 37 C en presencia de 3.4 nmoles de acetil-CnA-l“C. le
reeccibn se detuvo por el sgregado de 500 ul de buffer borato 0.5 M
pH 10, y el producto formado por la transferencis enzimatice del
grupo lhc-acetilo a la triptamina ae extrejo con 6 ml de tolueno:
alcohol iscamilico (100:1; vol:vol). Se levb dos veces con 500 ul
de buffer borato y una alicuote de 5 ml de la fsse orgénica se cuen
tifich por espectrometria de centellec ligquido, luego del agregado
de 10 ml de solucibn de centelleo.

Los readltadoa se expressron como pmolss de producto formado/
h/mg de proteina o por glandula. En los experimentoa en que loas re

sultados se expreaasron por mg de proteina, &stas fueron evsluadaa

segin el wésodo descripto por Lowry y col. (1951).

ITI.%.4 Hidroxindol-O-metiltransferasa

Le hidroxindol-O-metiltransferasa (HIOMT), es la enzims rea-
ponsable de la trenaferencis del grupo metilo de la S-adenosilme-
tionine a la N-acetilserotonina, dando como producto la melatonina
(Fig. 6).

La actividad HIOMT fue determinade por el procedimiento des-
cripto por Axelrod y Weissbach (1960). Gléndulas pinesles indiwi-
duales ae homogeneizaron en buffer foafato de sodio 50 mM, pH 7.9

y slicuotas de 100 ul se incubaron en presencia de 1 mM de N-sce-
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tilserotonina y 30 uM de SAH-IBC. Luego de 30 min de incubacibn e
37 C, ls reaccibn se detuvo mediante el agregado de buffer borato
0.5 M, pH 10. La melatanlna-I“C formada, se extrajo con 8 ml de
cloroformo, el que se lavbh dos veces con 1 ml de buffer borato. Sa
tomsron 6 ml de la fase orgénica y se llevaron a sequedad en estu-
fa (80 C). E1 residuc se resauspendib en SO0 ul de etanol, agregén-
doae 10 ml de mezcle de centelleo y cuentificéndose el producto rs
diactivo formado por espectrometria de centelleo liquido, previo
agregado de 10 ml de solucibn de centelleo.

Los resultados se expresaron como pmoles de producto formado/

mg de proteina/h.
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11.6 - Determinacionea por analisis de 9aturec16n de melatonina,

EEEZ y AMP

II.6.1 - Melatonina

La concentracion de melatonina en la glandula pineal o en el
medioc de incubacion de pineales in vitro fue determinads por radio
inmunoanalisis, utilizando el antisuerc desarrcllado por inyecciﬁn
a conejos del inmunébeno indometacina-slbimina sérica humana (Levi-
ne y Riceberg, 1975) (donacicn del Dr. Levine, Brandeis University,
MA, EE UU).E1 tejido se homogeneizo en 1 ml de ClH 0.1 N y ae ex-
trajo con 6mf de cloroformo, el que fue lavado con 2 ml de NaH803
2%y 2 ml de agua tridestilada, llevandose a sequedad bajo vacfo.
En el ceso de los medios de incubacidn de gléhdulas pineales, alf-
cuotas de 0.5 ml fueron extrafdes con 6 ml de cloroformo, realizan-
dose los mismos lavados sucesivos que para los extractos pineales.
El residuo fue resuspendido en 0.5 ml de cloroformo y se lo sometio
e una perticldh cloroformo-n-heptano-sgua, luego de agregar 1 ml de
buffer Tris-ClH, pH 7.4 vy 5 ml de n-heptanc; en estas condiciones
la melatonina pase a le fase acuosa. Para el radioinmuncanalisis se
utilizaron alfcuctas de dicha fese acuosa que se incubaron con el
antisuero y de acuerdoc con el método desarrollado por Levine y Ri-
ceberg (1975). En un volumen final de 0.3 ml se incubaron durante
1 ha 37 C, volimenes iguales de melatonina frfa (en el ceso de la
curva standard que abarcd un rengoc de 300-10000 pg/ml) o muestra,
antiauero y melatonina-BH.

Luego de detener la reaccién colocando los tuboa a 0 C duran-

te 10 min, se seperd el complejo inmune formado mediante el agrega-
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do de 1 ml de (NH“)ZSO“ (8s), incubacicn de 8 h a 4 C y posterior
centrifugaciuﬁ a 2500 RPM, El precipitado obtenido se reauapendi&
en 0.2 ml de NaOH 0.1 N y la rediactividad se valord por espectro-
metrfa de centelleo 1{quido, previoc sgregado de solucionh de cente-

lleo.

La sensibilidad del enssyo fue de 30 pg/muestra; los coefi-
cientes de variacidn intra e inter enaayo para muestrss de 100 pg

fueron 3 y 5% respectivamente.

I1.6.2 Prostaglandine E,

E1 radioinmuncanalisis se llevo a'cabo con el entisuerc del
Instituto Paesteur de Per{s.

En un volumen final de 0.3 ml se incubaron durante 1 h a tem-
peretura ambiente y 20-24 h e 0 C, volumenes iguales de PGE (en
el caeo de la curva standard, cuyo rango abercd 30-1000 pg/ml),
muestra, antisuero y PGEZ-BH (aproximadamente 12 pg/tubo). Luego
de esta incubacidn se separa la P652 unida de la libre mediante el
agregsdo de una suspensidn de carbdn-dextrdn (250 mg de carbdn, 25
mg de Dextran en 100 ml de buffer fosfato di-manopotesico 0.1 M,pH
7.4, 0.1% de gelatina), incubacidh a &4 C por 10 min y posterior cen-
trifugacién (1500xg) a la miema temperatura, durante 10 min.

El sobrenadante se cuantifico por espectrometria de centelleo
lfquido, previo agregado de solucidn de centelleo.

La sensibilidad del ensayo es de 30 pg PGEz/tUboi los coefi-

cientes intre e interensayo para muestras de 100 pg fueron 3 y 7%

respectivamente.



11.6.3 AMP

Se incubaron en forma individual gléndulas pineales de reta
durente 10 min a 37 C en 200 ul de buffer MRB, pH 7.4, que conte-
nia 122 wM NaCl, &.9 wM KC1, 10.3 wM Ne,HPO,, 1.2 mM KHZPDB. 1.2 mM
HgSO“. 0.5 mM CuClz, 11.8 WM glucosa, 1.1 mM fcido sacbrbico,

0.13 wM EDTA y 0.01 mM de indometscina. Luego de esta preincubacibn
lsa glandulas fueron incubadas durante 15 min en el miamo medio que
contenie las diferentea PGs en concentrsciones que varieron entre

1 nMy ]l uM. Al finalizer ls incubacifin las pinealee se homogenei-
zeron en écido tricloroacético (TCA) 5%; el homogeneto se centrifu
96 a 1000 x g por 20 min s 0 C y el sobrensdante se lsvh & vecee
con 2 ml de dietiléter con el fin de eliminar el TCA. El AHPc fue
determinedo por triplicsdo en la fsse acuoss libre de TCA de scusr
do cen la técnica de Brown y col. (1971).

Ls quinssa de proteines fue aislada de gléndulss adrenales bo
vinss. Luego de ls sepsracién de la médula, las cortezss adrenales
fueron homogeneizadas en un homogeneizsdor tipo Polytron (Brickmsnn)
a 0C, con 1.5 volimenes de buffer Tris-ClH, SO mM, pH 7.4, conte-
niendo sscarosa 0.25 M; KC) 25 mM y HgCl2 S wM. Este homogenato se
centrifugbh s 2000 x g durente 5 min y el aobrenadants s 5000 x g
durante 15 min. E1 scbrsnadante de sata Gltima centrifugscibfn ae
fraccionb en alicuotss de 0.5 ml, que se almscensron a -20 C. Esta
preparacién fue descongelsds y diluida con el buffer de ensayo
(Tris-ClH 50 mM, pH 7.4, conteniendo tqofllina 8 M y 2-marcapto-
etanol 6 wM, en el momento de cade determinscibn. Este buffer ase

utilizb en todos los pesos posteriocres.
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Cads tubo contenis 50 ul de la dilucibn spropieds de la enzi-
we (1:8), 100 ul de uns centidad conocida de AP (entre 0.039 y
20 pmoles) o de homogenato de tejido y SO ul de AHPG-}H (eproxima-
damente 3000 cpm). La cantided de enzime ers tsl que unia aproxi-
madamente el LOX del AMP_ marcado.

Ls incubscibn se realizb s 4 C durante 90 minutoa. El AMP
libre se separb por el agregado de 200 ul de una suapensibn de
carbbn-B8SA (Sigme, Fraccibn V) (500 mg de carbbn:100 mg de BSA,
psrs 10 ml de buffer de ensayo). La rsdiactividad se determinb
por espectrometris de centelleo liquido, previoc agregado de solu

cibn de centelleo.
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II1.7 - Determinacién de le liberacién de NE-"H por gléndule pinesl

de rata in vitro.

Se utilizb el procedimiento descripto por Pelayo y col. (1977),
consistente en la incubacién de glandula pineal de rata in vitro con
NE-"H y la estimulacibn de su liberacién por 80 wM de K*. Se incuba--
ron cuatro pineslea por grupo en un cilindro de poliestireno cerra-
do en su parte inferior con una malla de acero inoxideble. E1 buffer
de incubacién consistib en una solucibn de Tyrode con la siguiente
composiciébn (mM): NaCI: 137; KCl: 2.68; CsCIZ: 1.78; MgClzz 1.06;

Na HPO, : 0O.42; NaHCUJ: 11.9; glucosa: 5.5; NazEDTA: 0.069; &cido ss-

2 L
cérbico: 0.061. Le temperatura se mantuvo a 37C,burbujeédndose le so-

lucién con carbogéno. Los depisitos intraneuronales de NE-’H gse mar-
caron por incubacidn de las gléndulas en presencia de 0.5 uM de % ne-
3H (5 Ci/mmol) durante 30 min.lLas pineales fueron incubadas dursnte
S0 min ma3s en nuevas fracciones de buffer sin el radioisétopo, vy
cuando el flujo espontaneo de NE-JH alcenzb el equilibrio, se estimu-
16 la liberacibn de NE por exposicién a 80 mM de k*. E1 intervalo en-
tre la primera estimulecién por k* (Sl) y ls segunda (82) fue de 35
min. Se agregéd PGE,, (10 - 100 M) o vehiculo al medio de incubacibn
20 min antes de Sz. Los resultados se expresaron como "liberacibn
fraccional®, o ses el % de le radiactividad tisular liberade luego
del eatlnulo(sl y SZL Raimismo se establecib le relacién 52/81 como

un indice de le inhibicibén de la liberacibtn producida pcr PGEZ.
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11.8 - Determinecibn de 1s actividsd contréctil del Gtero

Los estudios se reslizeron in vitro con cuernos uterinos de ra
tas virgenes ovariectomizadss, ya que en experimentos piloto éstes
resultsron mas sensiblea al trstamiento con melatonina que las mul-
tiparas. Cada cuerno disecado se sbribé longitudinslmente siguiendo
la lines del mesometrio. Finalmente se cortaron trozoa trsnsversa-
les de utero de sproximsdesente 3-4 mm de longitud. E1 tejido
se f1j6 s un aoporte tisular por el extremo inferior, y el extrsmo
superior se conectd a un tranaductor cepaz de tranaformar la activi
dad mecanica del tejido en une sefial sléctrics. La salida de este
trsnaductor se conectb a un smplificador acoplsdo a un insoriptor,
de modo de registrar en forma inmedists y continus le sctividad me
cénice del tejido.

Como medio de incubacibn se utilizh una solucibn buffer KRB,
pH 7.4, que contenia 11 mM ds glucosa como sustrato metabblico. U-
na vez montado el tejido se splich una tension bessl de S00 mg, lue
go de lo cual se registrb au actividad contréctil por un périodo de
60 min, considerandose loa 10 primeros como control interno de di-
cha actividad y los SO Gltimos como periodo experimsntal. La hars
de experimentacién fue snalizade en perfiodos de 10 min y lss verig
ciones obaervsdas se expresaron como ¥ de cambio respecto de los
10 primeros min control, que fueron considerados como el 100% de
actividad. En les seriss de experimentos en las que se estudif sl
efecto de la melatonina, el metoxindol estuvo presente en el se-

dio de incubacibn desde el comienzo de la hora de experimentacibn,

Para valorar la actividad contractil del itero de reta ovariec

tomizada de 20 dias se tuvo en cuenta la tension contractil isome-
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trica (TCI): medida desde el nivel de tension de reposc hsstes el
puntao de mayor tensicn desarrollada (tensidn plco); se considero

la TCI promedio de las contracciones registrsdas en 10 min.
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11..9 - Daterminacitn de la sgregscibn pleguetaris

Se preincubsron 40O ul de plasma rico en plaquetas durants 30
win en presencia de distintsa concentraciones de melatonina (50-
100-200 wM). La actividad de la hormons pineal sobre la agregacién -
plsqueterie se evelub en un agregbmetro y se utilizb como agente
sgregente ADP (concentracibén final 5 uM).

Ls sgregecibn inducida por 5 uM de ADP en eusencia de melato-

nins fue considereda como el méximo vslor de agregacibn (100% de

transmitancis).
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II.10 - REACTIVOS UTILIZADOS

Sigma Chemical Co.:

acetilsalicilico, acido

- N-acetilserotonina

- adenosina difosfato (ADP)

- adenosina 3',5'-monofosfato ciclico (AHPC)
- ascérbico, acido

- 2,5-68ifeniloxazol

- 3,4-dihidroxibenzoico, acido

- p-bise-2(5-feniloxazolil)-benceno
- indometeacina

- melatonina

- 3-metil-3-isobutil-xantina

- L-norepinefrina, bitartrato

- seroalbimina bovina (fraccion V)
- s8flica gel G

- $eofiline

Pharmacia Fine Chemicels Co.:
- Dextran T 70

Amend Drug and Chemicel Co.:
- Carbon Norit A, neutro.

Las prostaglandinas (PGEZ. PBEl, pGFZO& ’ 15-ceto-PGF2<* , PGIZ) fue-

ron cedidas por el Or. John Pikee, Upjohn Co., Kalamazoo, Michigen,

EEUU.
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El acido mefenamico fue cedido por el Or. Casareto, Parke Davis.

Las sales y solventes utilizados fueron de grado analitico (Carlo Er-

ba, Mallinckrodt, Merck).

New England Nucleser, Mass., EEUU:

acetil-coenzima A, (1-acet11-1“C)-, A.E.: 45 Ci/mmol
N-acetil-5-metoxitriptamina, (Z-aminoetil-jH)-, R.E.: 31.5 Ci/mmol
S-adenosil-L-metionina, (metil-lkc), A.E.: 47.0 Ci/mmol

adenosina 3',5' fosfeto ci{clico, sal de smonio [JH(Gi] , R.E.:
L2.5 Ci/mmol

P -feniletilamine, (1-etil-1“C), HC1, A.E.: 47 mCi/mmol
S5-hidroxitriptamina, (2-1“C), bioxalato, A.E.: 47.2 mCi/mmol
L-norepinefrina, 7-3H(N) , R.E.: 5 Ci/mmol

Prostaglandina E2 [§,6,8,11,12,1h,15-3H(N;] , A.E.: 150 Ci/mmol

Prostaglandina er‘(§,6,8,9,11,12,1h,15-3H(N5] , A.E.: 120 Ci/mmol
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I1..11 - ESTADISTICA

Para los anilisis estadisticos se utilizaron los tests ds
Student y de Dunnat en el caeo de dos musstrae y el test de Sche-

fré (1959) o teat de Tukey (1949) pers comparacionss miltiples.



MRESULTADOS
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I1I.1 - PARTICIPACION DE LAS PROSTAGLANDINAS EN EL CONTROL NORADRE -

NERGICO DE LA GLANDULA PINEAL

Como se ha analizado en la Introduccidn (Seccibn 1.2.2),
las PGs desempefian un paspel significativo en la modulacibn de
la liberacidn y efecto postsinédptico del neurotransmisor en
diversas uniones neurcefectoras adrenérgicas (Fig. 9). Consti
tuyendo la gléndula pineal un modelo por excelencia de tales
uniones neurcefectoras (Vacas, 1980), se decidif examinar el
papel de las PGs en ese sistema. Ya hemos mencionado como an-
tecedente del presente estudio la nota preliminar de 5zabo y
Friedhoff (1976) describiendo el efecto de la indometacina so

bre la induccifn de SNAT en ratas durante el perfodo de oscu-

ridad.
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IIT.1.1 - Produccibn de prostaglandinas por la ylandula pineal bo-

vina "in vitro"

El objetivo de la primera serie de experimentos fue determi-
nar si la glandula pineal in vitrn producis PGs y si esta produc-
cibn se modificaba por la exposicidn al neurotransmisor NE.

En la Fig. 10 se muestra la liberacibn de PGE y PGF por ex-
plantos de glandulas pineales bovinas. La liberacidn esponténea o
inducida por NE de PGF resultb aproximadamente el doble que la de
PGE. E1 agregado de 107 - 107® M de NE al medio de incubacifn pro
dujo un incremento significativo en la liberacibn de ambas PGs.

En los experimentos en los que se ircubaron las glandulas pi-
neales bovinas en presencia de melatonina (1 mM) se observdé una
disminucibn del 52% y 88% de ls liberacibn de PGF, ., vy PGE, res-
pectivamente (Tabla 3), resultados que evidencian el efecto inhi-

bitorio del metoxindol pineal sobre la produccifn de PGs.
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Fig. 10: Efecto de la NE sobre ls produccibn de PGE y PGF por glén

dula pineal bovina in vitro.

Glandulas pinesles bovinas fueron incubadss en presencias
0 ausencis de NE (10"

resultados sa expresssn en pg/mg da tejido seco, Media -

t Es (n).

b

- 10°°M) durante 1 h s 37 C. Loa

+

*p < 0.01 en relecibn al control (teast de Dunnet).



Table 3: Efecto de la melatonina sobre la produccibn y liberscién

de PGs por explantos de gléndula pinesl bovina in vitro*

PGF , ,/ PGE,,
Control 526.1 £ 15.6 (5) 268.6 ¥ 49.8 (5)
Melatonina 10 °M 250.6 ¥ 63.2 (5)°° 30.9 ¥ 19.2 (5)°*

*Glandulas pinseleas bovines fueron incubsdes dursnte 1 h a 37 C
en preaencis o ausencis de melastonina (10’300). Los resultados
aa expreaan en pg/mg tejido seco Media pd €S, n).

**n £ 0.05 en relacibn sl control (test de Student).
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I1I11.1.2 - Caracterizacibn de sitios de unibn especificos para pros-

taglandinas en la;gléndula‘gineal bovina.

El objetivo de la segunda serie de experimentos fue la evalua-
cibn de la posible existencia de sitios receptores para PGs en gl&g
dula pineal bovina. Se utilizaron para ello scbrenadantes de 900 x
g de homogenatos pineales en un buffer gque contenia indometacina
(a fin de inhibir la produccién endbgena de PGs, la que aumenta mar
cadamente como consecuencia del fraccionamiento subcelular) (Kimball
y Wyngarden, 1975).

En la Fig. 11 se resume el experimento de tiempo para la aso-
ciacibn especifica de PGF,y v PGE, a sus sitios de unifn en gléan-
dula pineal bovina. A 37 C el "plateau" fue alcanzado en 30 min pa-
ra ambas PGs. La unibn aumentb aproximadamente al doble luego de
incrementar la concentracién de Ca*t de O hasta 2 mM (Fig. 12).

Con el abjeto de obtener informacibn sobre la naturaleza de

los sitios de unibn se preincubaron las muestres con tripsina. La
3

enzima proteolitica afectd la unidn de PGEZ- Hy PGqu-BH, dismi-
nuyéndola a 16-17% respecto de los controles. Asimismo, el calenta
miento cde los sobrenadantes a ebullicidn, previo a la reaccibn,
destruyd los sitios de unidn para ambas PGs. En el caso de preparar
los sobrenacdantes con buffer que no contenia indometacina, el "bind
ing" de las PGg-H disminuyb hasta précticamente anularse (Tabla &).
La posible metabolizacibn de PGE2-3H y PGFZO(-3H luego de su
asociacién a los sitios receptores fue examinada por medio del sig
tema cromatbyrafico descripto en Materiales y Métodos (Seccibén I1I.

1). En todos los casos, mis del 98% de la radiactividac co-croma-

tografid con los compuestos puros de referencia, lo que indica
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que los sitios estuciados no corresponden a un sistema enzimitico
de degradacidn de las PGs.

En la T.ibla 5 se resumen lus resultados de los experimentos
de localizacibn subcelular de lps sitios pineales de alta afinidad
para PGs. La unidn fue maxima en la fraccibn cruda mitocondrial,
donde precipitan también vesiculas y restos de membranas.

La saturacifn de los sitios de unibn para PGE, y PGFy en glan
c¢ula pineal fue examinada en los experimentos resumidos en las Fi-
guras 13 y 14, E1 anAlis.s de Scatchard (1949) revelb una Unica
poblacibn de sitios de unién para PGE2-3H con una Hd = 1.2 MM y
una concentracibén de sitios de 1-2 fmoles/mg ce proteina (Fig. 13).
En forma semejante, los experimentos de saturacidon utilizando PGqu-
3H revelaron una Gnica poblacioén de sitios de unibn con Hd = 1.7 M
y concentracifn de sitios de 2 fmoles/mg de proteina (Fig. 1l4)-

Con el objeto de establecer la especificidad de la unibn ob-
servada, se incubaron cantidades constentes de PGE2-3H Vi pGqu -3H
con distintas concentraciones (como minimo 4) de PGEl, PGE2 Y

P no radiactivas. La concentracidn efectiva capaz de disminuir

GF2<X
al 50% la unibn (CEgy) de las PGs--H y la constante de disnciacién
para los distintos inhibidores (Hi) se calcularon de acuerdo con el
procedimiento ya descripto en Materiales y Métodos (Seccibn II.3).
PGE1 i PGE2 desplazaron en forma igualmente efectiva a PGEZ-BH de
sus sitios de unibn, pero fueron 2-3 brdenes de magnitud menos po-
tentes en sus efectos sobre la unibn de PGF2°<-3H a sus sitios res
pectivos. Por su parte, pGcmx fue unns 3 érdenes de magnitud me-

3

nas eficaz que las PGs de la serie E para desplazar a la PGEZ- H

de sus sitios de unitn (Tabla 6). Estns resultsedos indican que los

sitioa de unidn de PGE (PGE, y PGEé) son una entided diatinta e los

de PGFZ“-
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Asociacibn de PGF -“Hy PGEZ-JH sl aobrenadante de 900 x g

2«
de gléndulas pineslea bovinas en funcibn del tiempo de incu-

baci 6“ .

La unibn easpecifice de PG--BH se determinb como se describe
en Materislea y Métodos luego de incubar slicuotaa de 200 ul
del sobrenadante de 900 x g de pineal bovina en pressncis de
PGI-JH a 37 C durante los periodos de tiempo indicsdos en la

figura.

Cads punto es la Medis de & determinacionea.
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Fig. 12:

Efecto del ca** sobre la unibn eapecifica de PGo-’H a

preparaciones crudea de membranaas pinesles.

Alicucotas das las preparacionse de membranas se incubaron
como se describe en Msterislee y Métodos en susencia y
en presencis de 0.5 0 2 w4 de Ca*’. Los resultados se ex
presan como Media 2 ES (nh = 4 8n cads grupo). Loa datos
fueron analizedos por analisis da varianza asguido por
el test da Dunnet pars comparscionas miltiplea.

La variecibn interensayo fue menor que el 10%.

-
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RECEPTOR PARA PGE EN GLANDULA PINEAL BOVINA

PGE 2-3H UNIDA ESPECIFICA
(femtomoles)

= o 1 1 /] A

2 4 6 8
PGE 2 -3H UNIDA (x10°'2M)

o Il I Il

) 10 15
[PGE2-3H] (x107°M)

3
Fig. 13: Unibn de PGEZ- H a membranas de glandula pineal bovina

como funcidn de concentraciones crecientes de PGEz-JH

en el medio.
Cada punto es la Media de cuadruplicados de muestra. A

la derecha se muestra el grafico de Scatchard.
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RECEPTOR PARA PGF2 =« EN GLANDULA

2°F PINEAL BOVINA
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Fig. 1b: Unibn de PGFZqTBH s membranas de glandula pineal bovina.en

cowmo funcibn de concentraciones crecientes de PGqufjﬂ en

el medio.

Cada punto es la Media de cuadriplicados de muestra. A la

-

derecha se muestrs el grafico de Scatchard.
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Teblas 4: Efectos de la preincubacibn con tripsina, exposicién a

alta temperaturas o incubscion en ausencis de indometecie

3 y PGF -JH a sitios especi-

na sobre la unibn de PGEZ- 2w

ficos en glandula pinesl bovina®.

% DE TNHIBICION
PGE ,="H PGF 50 =M
Tripsins 83 %10 8t t 9
Calor (100 C, 10 min) 88 10 98 % 12
Sin indometacina 95 ¢ 9 100

°Las muestras fueron preincubadea a 100 C durante 10 wmin o con
10 mg de tripsina a 37 C durante 15 min. Los controles fueron pre

incubados & 37 C an ausancis de enzima protsolitica. Loa datea se

presentan como Media : ES (n = &4).
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Tabla 5 (continuacibn)

*Los homogenatos de glandule pineal bovine se fraccionaron por
centrifugacidn diferencial y, en las distintas frscciones, se
midid la unibn especifics de PGa-H segun ae describe en Mate-
riales y Métodos. Alicuotas de 200 ul de las distintes fraccio-
nes se incubaron durante 1 h a 37 C con 10°12M de PG->H en pre-
sencia o susencia de 1 nM de PGs no marcadas.

Los resultadoa se expresan como Media tes (n=4 en cada grupo)
Los datos se analizaron por analisis de varianzs seguido por
test de Tukey (1949) psra compsraciones miltiples.
**Diferencia significetiva con respecto sl precipitado de 900 x g
(p <0.05) y el precipitado de 27000 x g (p < 0.01).
s¢epiferencia aignificativa con respecto al precipitado de 900 x g

vy el precipitado de 105000 x g (p < 0.01).
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Tabla 6: CESD "] M1 de una veriedad de PGs en loa estudios de com-
petencia por los sitios de unibn pars PGEZ-BH (R) vy

PGFZ“-JH (B) en membranas de glandula pineal bovina®.

3

(R) PGE,-"H
PG CEgy (nM) Ky (M)
3 5 0.65
E, 2 0.26
Fou 1000 130

(8) PGF., , ="M

2

PG CESD (nM) Ky (nM)
3 125 22.5
E, 1000 180
F oo 1.2 0.22

(continia en la siguiente pégina).
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Tabla 6 (continuscién)

*Las preparsciones de membrana se incubaron durante 1 h a 37 C con
cantidades constantes de PGEZ-JH y PGFZ“-JH con distintas concen
traciones (como minimo &) de PGEI, PGE2 U} PGF2.< no wsarcsdas. Los
datos de unibn especifice obtenidos se graficaron en papel log-
probitoa para determinar ls concentracibn de ls PG que causa uns
inhibicibn del 50% de la unibn maxims de PG-JH (CESO)' Las pen-
dientes e intersecciones se cslcularon por asnalisis de regresibn.
Le "1' constante de disociscibn del agente inhibidor de la unibn
de PG-3H. fue cslculsda a partir de la fbrmuls: Ki = CE50/1 +

+ (PG-3H)/Kd), donde K, es le constante de diaociaciéon para ls

PG-JH respectiva.
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I11.1.3 - Efectos de lu indometaci~t sgbre la sintesis ¢ melatoni-

na y el metabnlismo moncamiriérgico de la glénduia pineal

de rata

El efecto estimulatorio de 1a NE sobre la liheracion de PGs
pineales descripto en l. Sececién IIi.l.. pluneed Lo posipilidad
que éstas actlen en la secuencia de fenbdmenos desencadenados por
la liberacibn del neurotransmisur de los terminales pineslies y
que conducen a la estimulacién pineal.

El objetivo de esta serie cde experimentos fu- ! faliel!
la inhibicidn de la sintesis de PGs in vivo afects distintos para
tros de la funcibn pineal. Como los efectos de 1as PGs tweden ser
pre o postsindpticos, se utilizaron come indicadores cliversas ac-
tividades enzimaticas, representativas de uno u otro sector, en a-
nimales inyectados con indometacina, un conocido inhibidor de la
sintesis de PGs (ver Seccibn 1.2.1).

En una primera serie de experimentos las animales fueron in-
yectados con indometacina (5 mg/kg) o vehicule s las 1800 h del
dia previo y a las 0900 h del dis del experimento y fueron sacri-
ficados 1 h més tarde.

El tratomiento con la droga resultd en un incremento del 55%
ce la actividad de MAC tipo A (presinéptica) y una disminucidén del
37% de la actividad de MAC tipo B (postsinaptica) (Tabla 7).

En la Tabla B8 se resumen los cambips en las actividades de
HIOMT y COMT después de la inyeccibén de indumetacina. La actividad
de COMT no se afectd mientras que la de HIOMT resultd disminuida
en un 79%. A titulo de comparacidn se resumen en la Tabla 9 los

cambios de dicinas enzimas en el HMB de los mismos unimales. G0lo
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la actividad de MAU tipo A result® rodificada por el tratu-ienio
con incdometacina, observandose un incremento cel 66% (p<3.01).
Las actividades de la MAC tipo B y de la COMT no se afectaron por
el tratamiento.

Con el fin de examinar el efecto de Ja indonsiscine sobre 1a
activacibn de 1a sintesis ce melatonina pineal durante la fase de
oscuridad del ciclo diario, los animales recibieron una Gnica do-
sis de la droga (5 mg/kc) o el vehiculo 1 h antes de finalizar el
perfodo de luz y fueron sacrificados en la cuarta hora de escuri-
dad (0100 h), momento en el cual la actividad SNAT y el contenido
de melatonina alcanzan los valores maximos (wilkinson y col., 1977).

La inyeccidn de incometacina produjo una disminucibén signifi-
cativa del 60% de la actividad de SNAT inducida por la oscuridad
y redujo en un 27% el contenido de melatonina pineal (p< 0.05)

(Fig. 15).
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Tabla 7: Efecto de la indometacins sobre las actividades de MAOD

tipo A y tipo B en gléndula pinesl de rate®.

MAO
tipo A tipo B
VENICULO 2450 % 281 (¢8) 12621 % 1800 (6)
INDOMETACINA 3791 2 364 (7)°* 7932 £ 1578 (7)**

*Grupos de ratas recibieron indometacina (5 mg/kg s.c.) s lss
1800 h del dias anterior y s laa 0900 h del die del sscrificio y
fueron sacrificades 1 h més tarde. Los resultedos se expresan Bn

pmolea/mg prot./h, Media t es (n).
*ep & 0.02 en relscibn al inyectsdo con vehiculo (test de Student)
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Tabls 8: Efectos de la indometacina sobre las sctividades de COMT

y HIOMT en gléndula pineal de rata®.

coMT HIOMT
VEHICULD 784 % 185 (6) 127 £ 87 (6)
INDOMETACINA 915 I 249 (&) 27 L 13 (5)%e

*Las ratsa fueron tratadas como en el experimento de la Tabla 7.
Los resultados se expresan en pmoles/mg prot./h, Media L s (n).

**p < 0.01 en relacibn sl inyectado con vehiculo (test de Student).
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Fig. 15: Efecto del trstamiento con indometacina sobre ls actividad

de SNAT y contenido de melstonina pineal durante el pario-

do de oscuridad.

Las ratss fueron inyectadas con indometacina (5 mg/kg) s
las 2000 h y sacrificadsa a las 0200 h del dia aiguiente.
Los resultados se expressn como Media = ES (n).

P < 0.05 en relscibn sl inyectado con vehiculo (test de

Student).
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III.1.4 - Efecto de las prostaglandinas sobre la actividad de

SNAT en la gléandula pineal de rata "in vitrao"

El objetivo de esta serie de experinentos fue la caracteri-

zacidn cel efecto de las PGs sobre la sintesis de melatonina in

vitro. Se utilizd para ello el paradmetro wis sensible, lz activi-

cdad SNAT, la que se inhibid por indometacina en un 80%, mientras
que el contenido de melatonina cambid sbGlc en un 27% (Fic. 15).
En la Fig. 16 se resumen los efectos de las distintas PGs spo
bre la actividac de SNAT. Sblo PGE? la incrementd o todas las con
centracinnes estudiadas, presentando una curva en campana con maxi
mo en 0.1 uM. PGE, sblo tuvo efecto a la mixima docis usada (1 uM).
Con el objeto de determinar si el efecto estimulatorio de
PGEZ sobre la actividac de SNAT requiere la integridac presinpti-
ca, se incubaron glandulas pineales de ratas sometidas a gangliec-
tom{a cervical superior 7 dias antes, en presencia de distintas
concentraciones de PGEZ. A todas las dosis estudiadas (0.01 - 1 uM)

el efecto estimulatorio de PGE2 fue significativamente mayor en las

pineales desnervadas que en las glandulas de animales controles

(Fig. 17).
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Efecto de las PGs sobre la actividad de SNAT de glén-

dules pineal de rata in vitro.

Les gléndulaa pineales se incubsron dursnte 6 h en me-
dio TC 199 en presencia de las diatintas PGs. La acti-
vidsd SNAT se determinb como se deacribe en Materiales
y Métodos. Los resultsdoa se expresan como Medis I ES

(n = 7 en cada grupo experimental).

*n £ 0.05 en relacibn al grupo control (C) (test de

Dunnet).



10U

g 2001 *
g T
E l
17
g 150f A
= /! \
E / \\\
2 ’/ \\\
% ~— Il \\
§ g 100+ :’I I \\\*
s ; \[
§§j§ '/ GCS
TN '
w2
o g S0+ Op Sim
g !
=) g
>
5 AT

0 ?/ J, 1 1 1 1

c ' -9 -8 -7 -6
[PROSTAGLANDINA Eg] LogM

Fig. 17:

Efecto de las PGs sobre la actividad de SNAT de glandula

pinesl de rata in vitro.

Laes glanculas pinesles, obtenidas de animales gangliecto-
mizedos o sometidos s operacibn aimulads 7 dias antes del
experimento, se incubaron durante 6 h en medio TC 199 en
presencis de PGE2 como se describe en Materisles y Méto-
dos . Los resultados se expresan como Media = ES (n = ?
en cada grupo experimental).

*p < 0.01 en relscion al grupo control (C) (test de Student
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I11.1.5 - Efecto de PGE, nobre la acumulacidn de AMP vy su union a

sitios receptores intracelulares en la gléndula pinesl

de rste "in vitro“.

Como yz Fue discutido en la Introduccibrn (Seccibn I.l.2) la
induccidn de la SNAT estd mediada por 1a activacion oe una adenil
ciclasa; en respuesta a la estimulacidn [5-3drenérgica ge produce
un incremento cel contenido ce RMPC pineal ((leshansky y leiF,
1978; Zatz, 1978). Ya que la PGE, procujo activacibn de la SNAT
y ante la posibilidad de que cicho fenfmeno fuese meui.io por AMPC
se estudid el efecto de lu misme sobre el cnnteniric glancular del
nucleftido ciclico y su asociacidn a la suhunidad rrguladora de la
quinasa de proteinas.

En 1la Fig. 15 se resumen los efectos de las distintas PGs so-
bre la acumulacibn de AMP_ glandular. Sélu PGE, incrementd signifi
cativamente el ccntenido del nuclebtiro ciclico en un renge de con
centraciones que varib entre 0.0l y 1 uM. PGE3 (0.1 uM) determind
una disminucidn significativa de los niveles (e HMPC.

La incubacibn de glandulas pineales con 11.05 ul4 de P3E, deter
mind una disminucidn del 37% en los sitios de unibn cdesocupados de
la quinasa de proteinas, sin modificar la afinidacd de esta unibdn
(Fig. 19). Las constantes de disociacibn (Htl = 34-58 nM) son del
orden de las descriptas para diversos tejidus (Sanborr y col.,
1973; Talmadge y col., 1975; Marcus y col., 1979).

Bajo condiciones de incubacifn similares, el ndmero total de
sitios cde unibn para AMPC no fue alteraca por la presencia de PGEZ.
Sin embargo, la concentracibn de sitios en ambLos grupos se redujo

a un tercio cespués de 16 h de incubacibn a 5 C (Fig. 20).
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Efecto de las PGes sobre la acumulacibn de AHPc pinesal

in vitro.

Las gléndulas pineales se incubaron durante 15 min en
presencis de las distintss PGs y la concentracibn de
AMPC se determinb por el procedimiento de unibn a la
quinass de proteinas descripto en Materisles y Métodos.
Los resultados se sxpressn como Media t €S (n = 7 pars
cada grupo experimental).

*p & 0.05 en relacibn al grupo control (analisis de va

risnza, teat de Ounnet).



105
5
§ (control)
o -
& ¢ z
‘E _e- 8
a3 - 2
-~ [-J

8 - &
Q (PGE2) ~
2 v
5, s .
{ E

s
(8]

-
g 1 3

0 1 0 L N\ N
25 S0 75 2 4 6
AMPc-3H (nM) AMF; -3+ UNIDO (p moles/mg prot)

Fig. 19:

Efecto de PGE2 sobre les esociacibn de ﬂBPc-3H 8 ls qui-

nasa de proteinas de glandule pinesl oe rata in vitra,

Las glandulas pineales se incubaron durante 15 min en

presencia de 0.05 uM de PGE2 y los sitios de unibn de-

fsocupados para AMPc s determinaron en el sobrenadan-

te de 900 x g segln se describe en Materiales y Métados.
En el penel de la izquierda se muestra la unibn de AHPC-

-3H a sitios oesocupados en funcion de concentracicnes

crecientes de AMPC-3R. En el panel de la derecha el gra
fico de Scatchard permite el chlculo de las Hd y las
concentraciones maximaa de sitios de unibn desocupados.

Cade punto represents la Hedia(nzg)

*p £ 0.01 segun el andlisis de covarianza (Snedecor y

Cochran, 1967).
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Fig. 20: Efecto de PGEZ sobre la asociacidn de AHPC-JH 8 la quina-

aa de proteinas de gléndula pinesl de rata in vitro.

Las glandulas pineales se incubaron dursnte 15 min en pre

sencia de 0.05 uM de PGE2 v los aitios de unibn totales
pera AHPc se determinaron en el scbrenadante de 900 x g
aegin se describe en Materiales y Métodoa. En el panel

de la izquierda se muestra la unibn de AHPC-3H a sitios
totales en funcibn de concentraciones crscientea de AHPc-
-3H. En el panel de la derecha al grafico de Scstchard
permite el célculo de las Kd y las concentraciones de si-

tios de unibn totalea . Cada punto represents la Medis

{r=3)
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111.1.6 - Efecto de la PGEZ, NE y blogueantes de la sintesis de

prostaglandinas sobre ls liberacibn de melatonina por

la glénduls pinesl de la rata in vitro.

Le siguiente serie de experimentos fue realizada con el aobjs
to de caracterizar: a) el efecto de la PGE2 sobre la liberacibn de
melatonina, producto final de la secuencis estudiades en lus seccio
nes III.1.3 a III.r.5; b) le interferencia, por tres agentes con
actividad inhibitoria de la sintesis de PGs, en el estimulo adre-
nérgico de la liberacibn de melatonina in vitra.

En ls Tabla 10 se resumen los resultados de la curva doals-
respuesta para distintas concentrasciones de PGEz. Dicha PG incre-:
mentd en forma significativa la concentracion de melatonina libe-
rada sl medio de incubacibn e partir de concentracionea 10-9H.

El agregado de NE (10" °M) al medio de incubacién de gléndu-
las pineales aumentd en aproximadamente 20 veces ls liberacién de
melstonina (Tabla 11). Este efecto fue inhibido en forma significes
tiva, aunque parcial, por 10'“H de indometacina, acido acatileali-
cilico o écido mefenémico. A estas concentraciones los 3 agentes

inhiben en forma total la sintesis de PGs (Flower, 1974).
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Table 10: Efecto de la PGEZ sobre ls liberacién de melatonina al

medioc de incubacion de glandulas pinealee de rate®.

pg de melatonina liberados/pi

neal/é h de incubacibén

CONTROL 2592 ¥ 7037 (6)**
-9 +
PGE, 107°M 7372 ¢ 923 (7)
10" 5859 ¥ 501 (10)
10" M 4969 * 312 (5)
10™6m w486 * 431 (7)

*Glandulas pineales de rata fueron incubacas durante 6

medio TC 199 en presencia de PGE2 (10"6 - 10-9M). Los

se expreasn como Media L ES (n).

hal7Cen

resultados

**p & 0.01, difiere en forme significative de los grupca con PGEZ,

snélisis de varianzs (test de Scheffé).
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Tabla 11: Efecto de la NE, en prese:cia o auvsencia de indometacine,

acido acetilsalicilico o acido mefenamico sobre la libe-

racién de melatonines el medio de incubacién de glandules

pineales de rata®.

pg ce melatonina liberados/

pinesl/6 h de incubacibn*

CONTROL 1229 ¢ 331
NE 107°M 25344 * 31680
NE 1079M, indometacina 10™'M 11136 * 9s5gess
NE 10™°M, acido scetilsslicilico 10™'M 8832 & 556%+e
NE 10™°M, acido mefenamico 107°M 13660 & 1290°°°

*Glandulas pineales de rata se incubaron durante 6 h a 37 C en

medio TC 199 en presencia de las distintes drogas. Los resulta-

dos se expresan como Media tes(n=5 pera cada grupo).

sepifiere en forma significativa de los demas grupos (analisis de

varianze, test de Scheffée, p < 0.01).

*sep < 0.01, difiere en forms significativa del grupo control, ang

lieis de varianza (test de Scheffe).
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I11.1.7 - Efecto de la FG., sobre le liberacibn de NE-JHApor nlan-

dula pineal de rata in vitrag

£l objetivo de esta serie de experimentos fue examinar el efec-
to de PGE2 en concentraciones fisioldgicas sobre la liberacion de
NE -H por la glandula p:real. Existe coacluyente vemustodcion que
0 de la incubacion in vitro corn el coumpues.c warcads .7a2layc y col.,
1977), el neurotransmisor es captado por los terminales acrenérgicos.
Ante un estimulo eléctrico o luego de la expusitibn 4= 'u glandula a
una solucion de ClK 80 mM (gue despolariza a los terminales), el neu
rotransmisor se libera por un procesc seme jante al fisiologico.

Los resultados de este experimento se resumen en la Tabla lZ2.
La PGE2 (lD-7M) resulté en inhibicidn de la liberacién de NE. La in-
owbacibn con cantidades menores oe PGE2 (lD-BM) nu alterd la libera-

cidn de neurotransmisor producida por 80 mM ce k* en e1 medio.
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Tabla 12: Efecto de la PGEZ sobre la liberacidn de NE-JH por glandu-

la pineal de rata in vitro®.

Liberacign fraccional (x 10—3)
5. S, .
1 , 52/5l
Control 20.9 I 2.4 13.3 % 2.2 0.64 ¥ 2.09
PGE, 10~8m 21.4 f 3.0 13.2 £ 3.0 0.61 - J.10
PGE, 10" m 20.9 % 2.9 6.9 % 1.3*s | 0.33 % 0.05%¢

*Los depodsitos de NE en los terminales simpaticos fueron marcados
por incubacion con 0.5 uM de NE-"H durante 30 min. Luego de pro-
ducirse el equilibrioc en el eflujo espontanec de radiactividad,
la liberacion de neurotransmisor se estimulo por expasiciaon duran
1 min a 80 mM de H*. 5l corresponde a la primera exposicién U} 52
a la sequnda, 35 min mds tarde. L& PGEZ o vehiculo se agr296 al
medio de incubacion durante los 20 min previos a 52. Los resulta-

gdos se expresan como Media I ES de € determinaciones.

**p & 0.05 en relacidn al control.
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2 - PARTICIPACION DE LAY PRUSTAGLARDINAS EN EL MECANISMO DE

ACCICON DE LA [URMINA PINCAL FELAT LT

Los experimentos a analizar a continuacifn se originaron
a partir de la hipbdtesis que la melatonina y la indometecinag
no sblo comparten similitudes estructurales e inmunogénicas
(Levine y Riceberg, 1975), sino también un mecanismo bioqui-
mico, ls inhibicidn de la sintesis de PGs. Tal mecanismo me-
diaria los efectos neuroendbcrinos de ambas sustancias de ng
table semejanza. Esta hipdtesis estf avalz2da por las observa
ciones resumidas en la Tabla 3.

€1 ayregado de la hormona pineal melatonina inhibié, co-
mn la indometacina, la sintesis de PlGs en la gléndula pinecal.
Dichos resultados sugieren la prescncia te una retro-alimen-
tacidn de la via biosintética deo la melatonina a través de la

sintesis de PGs.
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I111.2.1 - Inhibicion por melatonina de la produccidn de prostaglan-

dinas en HMB bovino y de rata "in vitro".

Con el fin de verificar la presunta participacion de las PGs
en el mecanismo de accidn de la melatonina se incubaron HMB bovino
y de rata en presencia de distintes ccncentracionese de la harmena
pineal.

Se llevaron a cabo tres series de experimentos. En la Tablae
13 se resumen los efectos del agregado de melatonina al buffer de
incubacion sobre la produccidn de PGE y PGF por el HMB8 bovino, eva
luada por ensayc bioldgico. Luego del agregado de 1mM de melatoni
na se detectd un marcado efecto inhibitoric del eflujo de ambos ti
pos de PGs. En presencia de 0.1 mM y 0.0l mM no se observd tal e-
fecto inhibitorio (Tabla 13).

La concentracidn a la cual la melatonina es activa en el HMB
bovino es varios drdenes de magnitud mayor que la Kd de los sitios
receptores detectados en la misma preparacidn (Cardinali y col.,
1979 a). Este hecho planted la cuestionabilidad del significado big
légico de tal hallazgo. Decidimos entonces utilizar una preparaciodn
experimental de HMB de rate, descripta por Ojeda y col. (1979 b),
como sensible para detectar cambios en el eflujo de PGE2 producido
en respuesta a distintas cetecolaminas. Asimismo, en esos experimen
tos se evaluo la concentracicn de PGE por un radioinmunocandlisis es

pec{fico.

En la Tabla 14 se resumen los efectos de concentraciones submi
cromolares de melatonina sobre la liberacidn esponténea de PGE2 por
HMB de rata. La melatonina (0.01 - 100 )JH) disminuyd un 47-64% dicha

liberacidn.
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En otre serie de experimentos se estudib el efecto de distin
tas concentraciones de meletonina sobre la liberacidn de PGE2 indu
cide por NE en HMB de rata (Fig. 21). Se utilizaron dos concentra-
ciones de NE (1 y 100 uM) y distintas concentraciones (0.1 - 1000 uM)
de melatonina. Como ya fuese demostrado por Ojede y col. (1979 a),
el agregado de 1 uM de NE no afectd la liberacion de PGE2 por el HMB;
sin embargo, en presencia de esa concentracidn de neurctransmisor, la
melatonina fue menos efectiva para disminuir 1la generacidh de PGE por
HMB (compérese con la Tabla 1l4).

Cuando las incubaciones se llevaron a cabo en presencia de 100 uM
de NE, la liberacidn de PGE,, aumentd &l doble y 1a melatonine revirtid
tal efecto estimulatorio. La dosis efectiva minime de melatanina fue

0.1 - 1 uM, seqln los experimentos.



de PGa por explantos de HMB bovino in vitro®.
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Tabla 13: Efecto de la melatonina sobre la produccibn y liberacién

PGF , PGE,,
CONTROL 917 ¥ 150 (6) 269 L 5 (5)
Melatonina 10°°M 268 ¥ 39 (6)** 69 £ 29 (g)=*e
Melstonine 10™“M 812 ¥ 96 (5) 287 £ 92 (6)
Melatonina 10 °M 915 * 132 (6) 313 * 79 (6)

*HMB bovinos fueron incubados durante 1 h s 37 C en presencia o

ausencia de melatonina (10'3 - 10'5M). Los resultados ae expre-

ssn en pg/mg de tejido seco (Media : £S5, n).

**n £ 0.01 en relacibn al control (test de Student).

se*p < 0.05 en relacidon al control (test de Student).
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Tabla 14: Efectos de concentraciones submicromoleres de melatonina

sobre la liberacifén espontanes de PGE2 por HMB de rata

in vitro®.

PGE, liberada (pg/mg HMB)
Buffer 19.9 T 2.3 (10)**
Melatonine 10~ oM 10.6 T 1.9 (9)
Melatonina 10° oM 7.6 2 1.6 ()
Melatonina 10™°M 9.2 * 1.4 (11)

*Los HMB se incubaron durante 30 min a 37 C en presencia de mela-
tonina, previa preincubacibn de 15 min en buffer KRB. La PGE2 11
berada se determinb por radioinmunosnalisie en 100 ul de medio
de incubacion. Los resultados se expresan como Media t es (n).

*sp ¢ 0.01, diferencis significativa respecto de los grupos con

melatonina (snélisis de varisnza, test de Scheffé).
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Fig. 21:

Efecto de la melatonine sobre la liberacidtn inducids por

NE de PGE por HMB de rata in vitro.

2
Se agregd melatoninea (10'3- 1U-BM) al medio de incubacibn

de los HMB de rata que contenia 10-6M de NE (Exp. 1) o

“M de NE (Exp. 2). Los resultados se expresan comg

10”7
Medie + EB (n = 5 en cada grupo experimental).

Exp. 1 (penel izquierdo): las diferencias entre el grupo
tratado con NE y aguellos incubados con NE més melatonina
son significativas. (p { 0.0%, enfAlisis de varianza, test
de Dunnet).

Exp. 2 (panel derecho): las diferencias entre el grupo tra-
tado con NE y los restantes fue significativa (p ¢ 0.01, a-

nélisis de varianza, test de Dunnet).
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I11.2.2 - Inhibicion por la melatonina de efectos vinculados a la

liberacion de prostaglandinas en dtero de rate y plague-

tas humanas.

Con el objeto de evaluar la hipdtesis gue le melatonina inhibe
la sintesis de PGs en varios tejidoa, se ullilizaron airas dos preps
raciones, Jtero de rata y plaguetas humanas, en las cuales cliertos
efectos bioldgicos esten mediados por las PGs. La vinculacidn de la
motilidad uterina oon la sfntesis de PGs ha sido fehacientemente es
tablecida en los Gltimos 10 afos. E1 Utero de diversas especies ain
tetiza y contiene PGs de distintos tipos (Pickles y col., 1965; Ka-
rim y Devlin, 1967; Caspo y col., 1973; Goldberg y Ramwell, 1975).
E1l aumento de la liberacion de PGs es paralelo al desarrollo de la
motilided esponténea del Gtero (Vane y Williams, 1973; Harney y col.,
1974) y sugliere la participacidn de las PGs enddgenas en los mecanis
mos que desencadenan tal motilided (Williams y col., 1974).

Asimismo los inhibidores de lea sintesis de PGs bloguean slmulté
neamente la liberacioh y la motilidad uterina, fendmenos que son re-
vertidos por el agregado de PGE2 (Gimeno y col., 1979).

De acuerdo con estos conceptos, el Gtero constituye un excelen-
te sistema para examinar cambios bioldgicos vinculados a le libera-
cidn de PGs en presencia de melatonina.

Concentraciones de melatonina superiores a 10'7M deprimieron
le tensidn isométrica desarrollada por el uUtero de ratas cestradas
en funcidn del tiempo de expoeicidn al metoxindol (Fig. 22).

Otro sistema utilizado pera examinar el efecto de la melatoni-

na sobre mecanismos bioldgicos mediados por PGs fue el de las pla-
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quetas. En 1973, Smith y col., demostraron que el acico araquiddhi
co induc{a la agregacion plaguetaria y gque tal efecto era reverti-
do por aspirina o indometecina (Silver y col., 1973). Estos efectos
de los inhibidores de la sintesis de PGs sugieren la participacién
de algun intermediario de la caescada de) scidgo aracuicdnica en el
proceso de agregacidn plagquetaria. De los compuestos cuyas formulas
se muestran en la Fig. 7, los que inducen agregacion plaguetarie
son: PGG, y PGHZ (Hemberg y col., 1974), PGE, y PGF, (Salzman y
col., 1976), tromboxano Az (Smith y col., 1977).

En 1977, Salzman y col. estudiaron el mecanismo de agregacidn
en plasma humano rico en plaquetas y comprobaron que tal proceso
era inducido en ese sistema por PGGZ.

De acuerdo con estos datos, el plasma humanc rico en plaguetas
constituye otro modelo dptimo para el estudioc de los efectos de la
melatonina sobre mecanismos dependientes de la s{ntesis de PGs.

En la Tabla 15 se resume el efecto de la melatonina sobre la
agregacicn de plaguetas humanas inducida por ADP. La hormona pine-
al produjo una inhibicion significativa de tal agregacidn en concen
traciones de 10'“M, sugiriendo que el metoxindol inhibe la sintesie

de PGs y compuestos relacionados en esta preparacidh.
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Los resultados ee expresan como Media ! ES de los % de
cambio respecto de los valores iniciales de TCI.

*p & 0.05, diferencia significstiva respecto del control
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Tebla 15: Inhibiciagn por melatonine de la agregacién de plaquetas

humanas inducida por ADP*.

Concentracion de melatonina % de Transmitancia
———— 100
0.05 mM 100
0.1 wM 73.5 2 4.9ee
0.2 =M 49.2 ¢ B.9*e

*E£l plesma rico en plaquetas obtenidao segin se deascribe en Materia-
les y Métodos, se preincubd durante 30 min con melstonina antes
del sgregado de 5 uM de ADP. Los resultados se expresan como Me-
dia = €S (n = 4).

**p ¢ 0.05, diferencia significetiva respecto del control (test de

Student).
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En la glandule pineal, como en toda estructurs inervada por el
sistems simpatico, lss PGs pueden participsr en ls secuencis de fe-
nomenos metabdlicos desencasdenada por el neurotransmisor. Como se hs
analizedo en 18 Introduccién (seccibn 1.2.2), existe abundante evi-
dencia experimental que indica que lss PGs son liberadss en la vecin
dad de la unidn neuroefectora autonémica tanto en forma eepontanea
como en respuesta a estimulos diversos y que estos compuestos afectan
presinfpticamente la liberacién del neurotransmisor y postsinaptica-
mente sus efectos biol6gics (Westfall, 1977). Los experimentos des-
eriptos en la seccién 1II.1l.1 fueron disefiados para responder a las
siguientes prequntas:

- iSe liberan PGs Yuego de la incubacibn de glandulas pineales con
NE?.

- iExisten sitlos especificos de unibn para las PGs en la glandula
pineal?.

- éModifica la inhibicion de la sintesis de PGs indicadores pre- y
postsinapticos de la actividad pineal?.

- i¢Tienen las PGs efectos directos sobre los pineslocitos in vitro?

- ¢Afectan los inhibidores de la sln;esls de PGs el efecto estimu-
latorio de la NE sobre la produccidon de melatonina in vitro?

- (Modifica ls PGE, la liberacibn de NE por los terminales adrenér-

2
gicos pineales?.
Los resultados obtenidos demuestran que la NE libers PGs de
las series E y F de la glandula pineal en forma parcialmente depen-

diente de la dosis y en concentraciones consideradas como fisiolb-
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gicas. La liberacién de PGs por NE deecripta por primera vez en es-
te trebajo, ha aido previamente observada en otres regiones inerva-
das simpéticamente, por ej., rifibn y bazo perfundidos de gato (Gil-
more y col., 1968; Dunhem y Zimmerman, 1970; Ferreira y col., 1973);
coraaon perfundido de conejo (Junstad y Wennmalm, 1973) y prepare-
cibn de nervio frénico-diafragma (Ramwell y col., 1965) y de grssa

epididimaria de rate (Shaw y Ramwell, 1968).

SM en adelante) son las

Las concentraciones de NE utilizadas (10~
mismas que sumentan la sintesis de melatonines in vitro (Klein, 1978)
y por lo tanto sugieren que el efecto observado es fisiolbgico.

Estos resultedos satisfacen, por lo tanto, un primer criterio
importante para le demostracidn de la participacibn de las PGs en
ls secuencia de efectos metabGlicos desencadenads por la interac-
cion de la NE con receptores {b-adrenérgicos de los pinealocitos.

La siguiente serie de experimentos tuvo como objetivo determi-
nar la presencia de sitios de unibn especificoe pars PGs en la
glanduls pineal bovina. En 1972, Muehl y Humes ofrecieron ls prime-
ra evidencia experimental sobre un receptor para PGs en tejidos de
wam{feros, demostrando la unién especifica de PGEI-BH en una fraccidn
particulada obtenida de homogenatos de hepstocitos de rete. Poste-
riormente se observd ls existencla de receptores para PGs en los
siguientes tejidos: Utero de hamster (Wakeling y col., 1973), mem-
branas de higado de rate (Smigel y Fleisbher, 1974), cuerpos lG-
teos bovinos (Reo, 1973; Powell y col., 1975), ovinos (Powell y
col., 1974 a) y humenos (Powell y col., 1974 b), gléndule tiroides

bovina (Moore y Wolfe, 1974) y oviducto de conejo (Wakeling y
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Spilman, 1973).

En la glandula pineel bovina la concentracidn de sitios recep-
tores fue maxims en la fraccidn precipitada e 27000 x g, correspan-
diente @ membranas y mitocondrias y eumentt mediante el agregado de
Ca** (1o que también apoya la naturaleza membhranoss de los sitios
de unidn). Talea componentes capaces de unir s las PGs con alta afi-
nidad y especificidad fueron senaibles a le preincubacién con trip-
sine, indicando que ensu constitucion participa una importsnte frac-
cidn proteica.

Los resultados obtenidos en ausencia del agregado de indometa-
cina al buffer de incubscion indica que las PGs endbgenas liberadas
durante la homogeneizecibn ocupan en forma efectiva laos sitioas de
unibn disponibles en membresnas de glandula pineal. Esto resulta en
uns depresibn del "binding" de le PG-’H correapondiente.

El anadlisis de saturscidn de los sitios pineales indiché une
poblacion homogénea de sitios de unién para PGFZQ‘ y PGE2 con Kd se
me jante.(1-2 nM) y dentro del orden de los detectados en otros te-
jidos. Estos sitios receptores fueron especificos para lss series
E y F, por lo que, aparentemente, constituyen entidades separadas.
El "binding" de PGEZ-JH fue dependiente de la presencia de un gru-
po cetfnico en carbono-9 y no se madificd en ausencia de la doble
ligadura 5,6-cis; es decir, debe hablerse estrictamente de un re-
ceptor pera PGE. Sin embargo, existe en el SNC suficiente inforwma-
cibdn como para sostener que son las PGs dienoicas, producidas a
partir del &cido araquidbnico, las que se sintetizan en formas ceai

exclusiva (Westfall, 1977); por lao tanto, el presunto ligando nnqg
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geno de los sitios especificos pineales detectados es probablemente
la PGEz. En el caso del "binding" de PBFZd‘-BH en glandula pinesl,
éste requirib un hidroxilo en la posicién & del carbono 9 y por lo
tanto la actividad de las PGE1 Y PGE2 fue desprecieble.

Analizados en conjunto, los resultados de la seccidn III.1.2
indicen que existen receptores celulsres para las PGs en los pinea-
locitos y constituyen le primera demostracibn de sitios especificos
de unién para las PGs en regibn slguna del SNC.

Como se analizd en la Introduccibn (seccion 1.2.2), las PGs
ejercen efectos pre y postaindpticos sobre la unidn neurcefectora
autonbmica. Estos efectos son en general inhibitorios sobre la presi
napais y estimulatorios sobre la postsinspasis. La siguiente serie de
experimentos $uvo como objetivo obtener informacibén aobre tales fe-
nomenos en ls glandula pineal.

En los experimentos in vivo se recurrid a las inyeccién de un
inhibidor de la sintesis de PGas, la indometacina, dado que los e-
fectos de las PGs inyectades por via sistémice son efimeros (unas
pocos minutos) (Blackwell y col., 1975 a; Blackwell y col., 1975 b)
vy, por lo tanto, pasibles de no deteccién en situaciones fiaiolbgi-
ces que requieren de la persistencis de la PG asociada 8 su sitio
receptor.

Desde el descubrimiento, en 1971, que ls indometacina inhibe
1s sintesis de PGe (Ferreira y col., 1971), se ha acumulado abun-
dante informacion experimental sobre le inhibicibn de la PG-sinte-
tasa por drogas antiinflamatorias no esteroides (por ej., indome-

tacina, acido mefenémico). E1 protobtipo de este grupo es la indo-
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metacina y ha sido empliemente usica para elucidar el papes)l de las
PGs en diversos procesos fisiologicos y patolégicos (Flower, 1974;
Vane, 1978). En los presentes experimentos in vivo se administro
indometacina a ratas en dosis gque producen una inhibicion completa
de la sintesis de PGs (Vane, 1976; Flower, 1978). Tal tratamiento
fue realizado en dos situacionees experimentasles: a) durante el dis,
para evaluar los cambios en enzimas vinculedas a la degradacibn de
la NE, como la MAO y COMT; b) previamente al comienzo del perf{odo
de oscuridad, momento en que se desencadenan los fen&menos metabé-
licos que conducen a un aumento de 20 a 30 veces en la biosintesis
de melatonina pineal.

Luego de la inyeccidn de indometacina se observaron cambios
en parametros pineales presinépticos (aumento en la activided de
MAD tipo A) y postsinapticos (como la depresibn de las sctividades
de SNAT, HIOMT y MAO tipo B y la concentracibn de melatonina glan-
dular). Estos efectos pueden depender de una accidn pinesl de la
droga o de su actividad sobre cualquiera de las etapas de la via
neuronal descripta en las Fig. 4 y 6. Asimismo, la indometacina po
dria, teébricamente, sfectar la liberacibn de ciertas hormonas, aien
do estas Ultimas las responsables de los cambios observados.

Suponiendo que el sitio primario de eccitn de la indometacina
sea pinesl, el efecto observedo podria resultar de una accibn sobre
la pre o postsinapsis, o sobre ambos sectores. Por ejemplo, ls in-
hibicibn por indometacina de le sintesis de melatonina en el pines
locito puede ser consecuencie exclusiva de una liberacibn disminui
da de NE por asumento de la MAD tipo A intraneuronsl o alternativs-

mente el resultado de la supresidon de una sefal modulatoris trans-
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sinéptica (por ej. PGs) originads en la postsinapsis como consecuen
cia de la interaccibn de ls NE con su receptor.

Varios son los mecanismos biogquimicos que explicarfan los efec
toa de la indometacina sobre la glandulas pineal. En primer luger,
8l se considera que los e’esctos de esta drogs estan limitsdos a le
inhibicibn de la sintesis de les PGs, los resultsdos descriptos en
la seccion III.1.3 sugieren que la pre y/o postsinapsis aon posi_
bles sitios de accibn de las PGa liberades en la gléandula pineal
por accion del neurotranamisor. Sin embargo, y como se ha aefislado
en la Introduccibn (pég 41), ls indometacins an concantraciones
submicromoleres modifica diversas enzimas, tales como fosfolipesa,
fosfodiesterasa y quinasa de proteinas dependiente de AMP (Flower,
1974; Kantor y Hampton, 1978). Por lo tanto, un sagundo mecanismo
de sccibén posible de ls indometacina consiste en efectos de la mis
ms sobre sistemas enziméticos no vinculados a lss PGs.

Une tercers posibilidad es que la indometacins, como conse-
cuencia de su similitud estructural con la melatonina (Fig. 23),
interfiera en la unién de la misma a sus sitios receptores especi-
ficos en la glanduls pineal y modifique =1 mecanismo de retroali-
mentacién sugerido por los resultsdos de este trabsjo y los resu-
midos en ls Tabla I (Freire y Cerdinali, 1975).

Resultados previos (Vescea y Cardinali, datos no publicados),
no apoyan tsl posibilided, ya que la indometacins nao fue un compe-
tidor efectivo de la asociscibn de melatonina a sitios de unibn en
mambranaa pingsles.

Un hecho que merece ser destacado es gue a pesar de habarse

usado una dosis de indometacins que inhibs completamente a ls PG-



126

0
Il

CH30 N—CCHjy
Ty
‘N7 MELATONINA
H

INDOMETACINA

Fig. 23:

Fdrmulas estructurales de la melatonina y la indometacina




127

aintetasa (Vsne, 1976; Flower, 1978), la sintesis de melatonins
sblo resultb parcislmente sfecteds. Esta observacién sugiere que
otros mecanismos alternativos, en los que no perticipan las PGs,
medien ls activacion inducids por NE de la sintesis de melstonins
pinesl, hecho corroborada en experimentos nasteriores de esta Te-
sis (seccidn III.1.6) en los que concentraciones supresméximas de
indometacina, acido acetilsalicilico o Acido mefenamico sélo inhi-
ben parcialmente el efecto estimulatorio de NE sobre ls Hberacibn
de melatonines,

La demostracion definitiva del efecto de las PGs en la glan-

dule pinesl implica necesarismente el examen de teles fenémenos in

vitro y en las concentraciones efectivas para la saturacibn de los

8itios receptores prevismente deacriptos. Tael fue el objetivo de
los experimentos cuyos resultados se resumen en la seccion III.1l.&,
Se utilizd como preparacién experimental sl cultivo organotipico
de glanduls pineal de rsta, el que ha sido empleado en éste y o-
tros Laborstorios con objetivos tan diversos como la elucidacibn
de la sintesie de melatonina (Klein, 1978), el estudio de ls poten
cialided fotorreceptora glendular (Cardinall y col., 1973 a) o la re
gulacion de la translocecién de receptores estrofilicos del compar
timiento citoplasmatico al nuclesr (Cardinsli, 1977). En los pre-
sentes experimentos 1la incubacibn con PGE, aumentt la sctividad de
SNAT de ls glénduls pinesl de rate in vitro a partir de concentra-
ciones 1 nM. Tal efecto presentd una curva en campana con rsngo e-
fectivo entre 1070 y 10°°M y méaximo en 10”’M (Fig. 16). Este obeer
vacion sobre la activided enzimatics ese vid corroborada por experi

mentos adicionales en los que el producto final melatonina fue de-
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terminado en el medio de incubacibn (Tabla 10). También en este ca-

so PGE (llfl.g - lO—GM) modificd el parametro estudiado; sln embar-

2
go, no se observb el efecto en campana detectable en la actividad

SNAT .

Por lo tanto, nuestros resultados demuestran =n conjunto un
efecto de PGE2 sobre la sintesis de melatonina pineal en la concen-
tracion del Kd de los receptores, compatible con laos resultados ob-
tenidos luego de inyectar indometacina in vivo o de agregar indome-
tacina, acido acetilsalicilico o acido mefenadmico in vitro.

Un hecho dg interés en el presente trabsjo es la carencia re-
lative de efectos de la PGE1 sobre la SNAT en relacibn a la PGEZ.
Como lo indican los resultados de la seccibn I11.1.2 , ambas PGs
se asocian a un sitio de unibn comin con igual afinidad apsrente.

Sin embargo, desde el punto de vista del efecto biolbgico, la pre
sencla de la doble ligadura 5,6-cis otorga una actividad 103 veces
mayor a la PGEZ. Esta diferencia puede depender de distintas facto-
res, entre ellos una distinta velocidad de inactivacion por las en-
zimas degradantes in vivo.

Como ya se ha sefialado, el efecto de PGE2 sobre la actividad de
SNAT fue significativemente mayor en glandulas pineales desnervadas
por gangliectomia cervical superior. Esta observecion indica que el e
fecto estimulatorio de las PGs sobre la unién neurocefectora pineal no
requiere un componente presinaptico y es por lo tanto predominantemen
te postsinéptica. La potenciacibn del efecto de la PGE2 por la gan-
gliectomia cervical superior a todss las dosis estudiadas demuestra

que el desarrollo de supersensibilidad que sigue & la deeneevacibn

no estd restringido exclusivamente a los mecanismoa mediados por re
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ceptores [3-adrenérgicos.

Nuestros resultados estan en concordancies con experimentos pre
vios en que se utilizb toxina colerice para activar e la adenilci-
clasa mediante un mecanismoc independiente del receptor /b-adrenﬁg
gico (Zatz, 1927). En dichos experimentos la toxina colérice produ
Jo un incremento mayor de ls actividad de SNAT en gléndulas pinea«
les en las cuales se habias deearrcllaco supersensibilidad.

Es ssimismo de interés comparar la supersensibilidad a PGEZ
observada en nuestros experimentos con la descripta para el recep-
tor {b.-adrenérgico por Deguchi y Axelrad (1973). Estos autores ob
servaron que gléndulas pineales intactas cultivadas en presencis de
NE presentaron el incremento méximo en sctividad de SNAT a uns con
centracion ce 10 uM, mientras que en las glandulas pinesales deener
vedes tal maximo se detectdc s una concentracibn unaa 200 veces in-
ferior (20 nM). A diferencis de lo observado en la Fig. 17 , o de
lo descripto psra la toxina colérica (Zatz, 1977), la maxima acti-
vidad SNAT inducida por NE en pinesles intactas o desnervadas fue
ls misma. Teles obeservaciones indican ls singularidad de la via me
tebblics de sctivacion de la SNAT en que participan las PGs, en
comparacién a la mediada por el sistems receptor (5-aUrenérgicofg
denilciclesa. Una prueba sdicional de que ambas vias puasden ser
independientes lo constituye la inhibicién parcisl del efecto de
NE sobre la liberscién de melastonins en presencia de concentracio-
nes suprasmaximas (pars inhibir la sintesis de PGs) de indometacins,
écido scetilsalicilico o Gcido mefenémico.(Tabla 11).

Si bien, como los resultados en animales gangliectomizecos lo

demuestran, el efecto estimulatorio de la PGE2 sobre la sintesis de
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melatonina pineal es ejercido a nivel postsinaptico, la PGE2 actia
también a nivel presinaptico. Tal efecto, inhibitorioc de la libera
cién de NE, estd demostrado par los experimentos de la Tabla 12,

donde 100 nM de PGE, deprimib6 en un 49% la liberacidn de NE induci-

2
da por un estimulo despolarizante de k*. De prevominar este efecto
presinaptico, el resultado final serfa una inhibicién de la sinte-
sis de melatonina, ya que tal sintesis es estimulada por el neuro-
tranamisor. Sin embargo, IU'BH de PGEZ. una concentracibn que ya
ejerce el efecto estimulatorio de la produccidn de melatonina, ca-
rese de actividad sobre la liberaciédn de NE por los terminales a-
drenérgicos. Esta observacién esta en concordancia con los resulta
doa obtenidos in viva luego de inyectar indometacina y avala la con
clusibn que de los dos efectos contrapuestos de las PGs en la unibn
neuroefectora pineal (inhibicibn presinaptica de la liberacibn de
NE; mediacidon postsinaptica del efecto estimulatorio del neurotrans
misor) éste Gltimo es el que predomina.

Como fue analizado en la Introduccién (seccibn 1.2.2) ain no
se han aclarado los mecanismos moleculares s través de los cusles
las PGs actian en el SNC. Tales agentes participan aparentemente
en la requlacién del sistema adenilciclaaa—AMPc, ya ses directamen
te a través de un receptor vinculado a la activacién de la enzima
(Wolfe y Coceani, 1979) o indirectamente modificendo la liberscién
del neurotransmisor (Westfall, 1977).

En nuestre preparacibdbn de gléndule pinesl de rats in vitro la

PGE.,, determind un incremento del contenido pineal de AHPC 8 partir

2
de una concentracién de 10 nM. Ya gue existe un vinculo demostrado
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entre el sistema adenilciclaaa-AMPC y la induccion de SNAT (Mlein
y Weller, 1970; Weisa y Crayton, 1970; Deguchi, 1973; Devis, 1978)
es posible gue los resultados obtenidos luego del agregado de PGE2
al medio (aumento de la acumulacion de AMP .y de actividad SNAT de
gléndula pineel in vitro) estén causalmente relscionados. Como en
el caso de la actividao SNAT, también en el efecto sobre el AMPc
se observd une disociacibn entre la actividad de la PGE2 y de ls
PGEI.

En 1968, Walsh y col. demostraron que el mecaniemoc a traveés
del cual el AMP_ regula el metabolismo glucolftico en el misculo
liso incluye la ectivacion de quinasas de proteinas dependientes
de AMPC.En 1970,Kuo y Greengard demostraron la presencis de diches
quinasas en précticamente todos los tejidos de memiferoa. E1 AMPC,
una vez sintetizado, puede ser hidrolizado por una fosfodiesterasa
a adenosina-5'-monofosfato o bien activar a la quinasa que fosfori
la protefinas o enzimas afectadas 8 diversas funciones celulsares.
Estas quinasas que han sido aisladas de distintos tejidos, son te-
trameros constituidos por dos subunidades regulatories y dos subu-
nidades catal{ticas (Rubin y Rosen, 1975; Krebs y Beavo, 1979). En
una célula no estimulade ambas subunidades forman un complejo inac
tivo. A través de un proceso de autofosforilacibn (Greengard, 1978),
la subunidad cetalitica fosforila a la requlatorisa mediante una ra-
accibn intramolecular. Al aumenter los niveles de AMPc intracelular
éste se une a la subunidad regulatoria, lo que disocia al complejo
subunidad catelitica-subunidad regulstoria y la subunided cataliti-

ca, ahora libre, es capaz de catalizar la fosforilacibn de protei-
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nas. Con estos antecedentes se decidid explorar la unibn del AMP
a sus sitios receptores intracelulares (subunidad reguladora de le
quinase de proteinas) lueqo de la incubacidn con PGEZ. Hesta el mo-
mento no existian datos sobre las caracteristicas cinétices de la
asociaciodon de AMP_ 8 sitios intracelulares en la gléndula pinesl.

El analisis de la unidn del AMP_ a fraccidn sobrenadente de
900 x g en glandula pineal de rata revelb la existencia de une 6q£
ca poblacién de sitios con una constante de afinided (Kd = 34-58 nM)
del orden de la descripta para diversos tejidos (Sanborn y col.,
1973; Talmadge y col., 1975; Marcus y col., 1979). Es de destacar
que publicaciones recientes indican gque la guinasa de proteinas pre
senta dos poblaciones distintas de sitios de unibn pere AHPC, siendo
detectable sblo una de ellqs por el ensayo de filtrecibn utilizedo
en el presente trabajo (Pgreid y Ddskeland, 1980). Luego de ls in-
cubacibn con 0.05 uM de PGEZ, el nimero de sitios libres disminuyb
en un 37% sin modificarse el namero de sitios totales. Es decir,
el AMP_ sintetizado por accibn de la PGE, in vitro se une a continua
ci6n a sus sitios receptores intracelulares para desencadenar los
efectos fisiologicos que culminan con el aumento de la sintesis de
melatonina. A pesar de la estimulacibn cercana al maximo de la sin-
tesis de AMPC producida por 0.05 uM de PGEZ. persistib una freccibn
residual elevada de sitios libres en la subunidad regulatoria de la
quinasa de proteinas. Una explicacibn posible para este hallszgo es
que una fraccion importante de }tos sitios de unibn pare AHPC perma-
necid en compartimientos celulares no sccesibles al AMP, recién for

mado. Otra posibilidad es que sdlo una fraccién de les célules pines
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les sea sensible a les PGs. Por Gltimo, tal "bimding" residuel po-
dria también deberse al intercembio del AMP endbgeno unido con
ANPC-BH durante el periodo de incubacidn. Una observacibn semejan-

te a la del presente trabajo fue publicada por Marcus y col. (1979),
quienes detectaron 20-50% de aitios libres para RMP_ en células b6-
seas en cultivo luego de estimulacibn supraméxima de la adenilciclasa
por PGE1 u hormona paratirolidea.

En conjunto los resultados discutidos hasta aqui y presentados
en la seccibn I11.1,indican que las PGs participan en la-secumncis
de fenbmenos desencadenados por le interaccidn de la NE con recep-
tores ﬁ-adrenérgicos en la glandula pineel. Le NE libera PGE y PGF
de la gléndula pineal, las gque se unen a receptores celulsres espe-
cificos ubicados en los pinealocitos y probablemente en loe termine-
les neurales. La PGE2 estimula, en las concentraciones efectivas pa-
ra saturar sus sitios de unibn, la sintesis de AMPc, la ectividad de
SNAT y la liberaciféin de melatonina observandose conaomibtantemente un
aumento en la ocupacibén de sitios receptores para AHPC en ls subuni-
dad reguladora de la guinasa de proteinas. A una concentrscibén 100
veces mayor que el umbral de la estimulacién de la sintesis de mela-
tonina,la FGE2 ejerce un efecto inhibitorio sobre la liberecibn de
NE; quizés ests actividad inhibitoria constituya uns sefial negative
de control que frena el sistema de produccibén de PGE2 inducido por

NE, una vez alcanzade cierta concentracion limite de PGEZen la bre-

cha sinféptica.

El papel estimulatorio de las PGs en la sintesis de melatoni-
na pineal se ve avalado in vivo por la inhibicibén que sigue a la

administrac 6n de indometacine, un blogqueante de la sintesis de PGs,
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e in vitro por la inhibicidn del efecto estimulatorio de 1l NE so-
bre la liberacidon de melatonina luego de la incubacifn en presencia
de indometacina, acido acetilsalicilico o acido mefenamico.

La Fig. 24 es una reelaboracién de la Fig. &4 y resume los meca~
nismos celulares que participan en la sintesis de melatonina a la

luz de los hallazqos del presente trabajo de tesis.
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En la segunda parte de este trabajo de tesis se evaelub otro
sapecto del vinculo entre PGs y funcion pineal: su participacibn
en el mecanismo de accibn de la hormona pineal melstonina.

Como se ha analizado en la Introduccibén (seccion I.l.4), des-
conocemos ain el mecanismo intimo de accibn de la melatonina. Dichs
hormona sctia s nivel de sitios receptores del SNC (Cardinali y
col., 1978, 1979a ) en psrticular en el hipotédlamo y desencadena una
serie de fenfbmenos que conducen a la modificacibn funcionsl del eje
hipotalamo-hipofisario (Tabla 1).

En la Fig. 23 puede aprecliarse la similitud estructursl entre
la melatonina y el inhibidor de la sintesis de PGs, indometacins.
Como ya se ha expresado, tal similitud se manifiests en 1la sctivi-
dad inmunogénice cruzada cuando estes moléculas se acoplsn s le sl
bimine. Asi, por ejemplo, el antisuero utilizedo psre el redioinmu
noanélisis de melatonina en el presente trabsajo ha sido dessrro-
llado mediante la inyeccidn del complejo indometacina-albimina (Le
vine y Riceberg, 1975).

Otra indicecibn de la posible similitud en mecanismos de sc-
cion de le melatonina e indometecina le constituye le sorprendente
geme Janza que presentan sus efectos neuroendbcrinas. Ambes drogss
inhiben la liberacibn de LH inducida por estrbgenos (Temerkin y
col., 1976 a; Mc Cann y col., 1976; André y Parrish, 1979), la 1i
berscién postcastracién de LH (Roche y col., 1970; Mc Csnn y col.,
1976) y el ritmo pulsétil de liberacibn de LH en ratss csstrsdas

(M¢ Cenn y col., 1576; Moguilevsky y col., 1979).

Dos son las posibles interpretaciones que pusden ofrecerse pa



137

ra eate seme jenza en los efectos neurocendocrinos de smbes susten-

ciae:

a) la melatonins y la indometacina inhiben en forma aemejante ls
sintesis de PGs & nivel del eje hipotélamo-hipofisario;

b) la indometacina es un agonista efectivo de la melatonine a ni-
vel de los sitios receptores psra la hormona en el HMB. Esta ul

tima posibilidad fue descartade por resultados previoce de este La-

boratorio ye que le competencia de indometacina por el "binding®

de melatonina a sus eitios receptores cerebralea fue despreciable

(Csrdinali y col., 1979 a),

Decidimos entonces gometer a verificecibn la primera de les
hipbtesis, determinando en distintes preparacionss de HMB y tejidos
periféricos el efecto de la melatonina sobre ls produccibn y fenbwe
nos vinculados a las PGs.

En ls glandula pinesl y en el HMB bovinos, la melatonins inhi-
be 1s liberacibn de PGe E y F. En el HMB de rata, tal efecto se ob-
servo a concentraciones submicromolares de la hormaona, en el orden

del Kd de los sitios receptores para melatonina. Tel efecto en
el HMB de rata fue observado tanto para la liberecibn espontfines de
PGE2 como para la inducide por NE.

En el HMB el papel de las PGs en loa mecanismos que requlan la
liberacién de gonadotrafinas has sido amplismente documentado (Labrie
y col., 1976; Mc Cann y col., 1976; Ojeda y col., 1979 8).Las obssr-
vaciones iniciales fueron realizades por Armstrong y Grinwich
(1972); Orczyk y Behrman (1972) y Tsafriri y col. (1972) quienes

demostraron que el bloqueo de la ovulacion por ls duministrscibn
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de indometacina, era revertido por el tratsmiento con LH o PGs. Asi
mismo, Behrman y col. (1972) demostraron que el LHRH también rever-
tie el bloqueo de la ovulacibn por la administracifn de indometeci-
ne en el dia del proestro. La observacibn que la inyeccibn intraven
tricular (pero no intrahipofisaria) de PGE2 determina un aumento en
los niveles circulentes de LM en ratas ovariectomizedss, sugirib
que el ppincipal sitio de accion de las PGs para estimuler las libe-
racibn de LH era el SNC (Harms y col., 1974). Esta hipbtesis se com
probb en animales en diversas situacianes hormonales (ratas intsc-
tas castradas de smbos sexos, rates hembra prepluberes y ratas ces-
trades tratadas con estrogenos) en los gque también se demostrd 1i-
beracibn de LH luego de la inyeccién intraventricular de PGE, (0Oje
da y col., 19798).

En experimentos in vitro Ojeds y col. (1979b)canprnbaron que
dopamina y NE estimulen la liberacion de LHRH por HMB. Tal efecto
noc se observd en el caso de agregar indometacina al medio de incu-
bacibn, mientrss gue el agregado de PGE2 produjo la liberacibn de
LHRH, Este efecto estimulatorio de PGE2 scbre la liberacibn de LHRH
es aparentemente e jercido sobre las neurones productorss de LHRH
y no sobre las aferenciss catecolaminérgicas,ya que distintos blo-
queantes adrenérgicos no modificaron la liberecifin de LH inducida
por la inyeccibn intraventriculer de PGs (Mc Cann y col., 1976;
Ojeda y Mc Cann, 1978). Como en nuestros experimentos la melatonina
inhibib en bajss concentraciones ls liberacién de PGE2 producida

por NE en explantos de HMB, y en vista de los rasultadas discutidas

precedentemente sobre el papel de PGE2 coma intermediario en el me-
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canismo por el cual NE libera LHRH en el HMB, se propone como hipb-
tesis que el conocido efecto antigonadal central de la melatonina
(Tablas 1) depende de una inhibicidn de la sintesis de PGs a nivel
hipotaléamico. Datos previos de este Laboratorio (Cardinali y col.,
1975 a) indican que la melatonina aumenta la liberacibn de varios
neurotransmisores, entre ellos NE, en terminales simpéticos sisla-
dos de hipotadlamo de rata. £ste efecto puede depender también de u
na inhibicion de la sintesis de PGEZ. va que como se ha anslizado
en detalle en la Introduccién (seccidn 1.2.3), y se demuestra en los
experimentos de la Tebla 12), las PGs de la serie £ constituyen una
seflal transinaptica negativa para la liberacibn de NE a nivel de di
versas sinapsis adrenérgicas. Por lo tanta, las consecuenciss de la
inhibicion de la sintesie de PGE2 a nivel del HMB8 producids por la
melatonina son complejas e implicarian tanto un aumento en la libe-
racibn de NE como el bloqueo del efecto de este transmisor e nivel
de la neurona productora de LHRN (Fig. 9 y 25).

Otra zona del SNC donde se evalub el posible efecto de la mels
tonina sobre la sintesis de PGs fue la glandula pineal. Una caracte
ristica peculiar de la glandula pineal es su sensibilidad a la admi
nistracion exogena de melatonina. La inyeccibn de esta hormona afec
ta ls concentrecion de 1{pidos pineales (Ebels y Prop, 1965), modi-
fice los niveles de serotonina pineal (Fiske y Huppert, 1968) y pro
duce csmbios ultraestructurales en la glandula pineal de varies es-
pecies (Freire y Cardinali, 1975; €l-Domeiri y Das Gupta, 1976; 8en
son y Krasovich, 1977).

Recientemente se ha descripto en este Laboratorio la existen-

cie de sitios receptores para la melatonina en la gléandula pineal
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bovina (Vacas y Cardineli, 1980). Los resultados de la seccion III.
1.1 indican que la melatonina afecta, en altas concentraciones
(1 mM), la sf{ntesis de PGs en pineales bovinas. Si bien estas con-
centraciones son farmacoldgicas, debe destacarse que es de esperar
en el sitio de produccibén una concentracién de hormana mucho mayor
que en los tejidos efectores centrales y periféricos. En conjunto
los resultados previos y las presentes observaciones suglieren que
la melatonina puede controlar a través de un mecanismo de retroali-
mentacién su propia sintesis en la gléndula pineal. A semejanza de
lo que ocurre en el aparato neuroendbocrino, ls melatonina inhibid
también dos efectos vinculados a la sintesis de PGs en tejidos pe-
riféricos, como la motilidad uterina y la agregacién plaguetaris.
En conjunto, los resultsdos de la seccion I11.2 avelan la hi-
potesis que la inhibicién de ls sintesis de PGs es el mecanismo co
min que media los efectos de la indometacina y melatonine en diver
sas preparaciones celulares. Esta observacidn es particularmente re
levante en el SNC, sitio primario de accibén de la melatonina para
modificar diversos fendmenos neurales y neuroendocrinos (Tablas 1 y
2). En concentraciones compatibles con el Kd de los sitios recepto-
res especificos para melatonina descriptos en el SNC (Cerdinsli y
col., 1978, 1979 a; Vacas y Cardinali, 1979), la ‘melatonina inhibe
la sintesis de PGEZ. A través de los efectos pre y poatsinipticos
de esta inhibicién pueden explicarse varias de las secuelas neurocen

dbocranes que siguen a la inyeccidn de la hormone pineal (Fig. 25).
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Fig. 25:

Posibles sitios de accidn de la melatonina en neuronas

del SNC

La melatonina puede afectar la sintesis y transporte de

sustancias a lo largo del axtn (1), el almacenamiento (2)
y liberacion exocitbtica del transmisor (3), su metabolis
mo presinaptico (&), su recaptacién neuronsl (5), la in-
teraccibn con el receptor (6), el metabolismo postsinfip-
tico del transmisor (7) y, por Gltimo, los fenémenos in-

tracelulares desencadenados par el neuratransmisor en la

postsinapsis (8).



V.CONCLUSIONES
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l. Las PGs participan en la secuencia de fenomenos metabblicos que

vincula a la NE liberada de los terminales neurales con la sin-

tesis de la hormane pineal melatonina porque:

NE libera PGE y PGF de explantos pineales bovinos.

existen sitios receptores pera PGE y PGFZQ‘ en fracciones li-
bres de nicleos de homogenatos pineasles bovinos.

el bloqueo de la sintesis de PGs in vivo por ingeccibn de in-
dometacina inhibe la activacidn de la sintesis de melatonines
durante la fase de oscuridad del ciclo diarioc en la rste.

el bloqueo de la sintesis de PGs in vitro por incubaciones

con cancentraciones supramaximas de indometacina, écido acetil
salic{lico o acido mefenamico inhibe la estimulacidn por NE de
la liberacidn de melatonina pineal.

el agregado de PGE2 al medio de incubacibn y en concentraciones
fisiolbgicas aumenta la sintesis de AMP ., la ocupacibn de la
subunidad requladora de la quinasa de proteinas dependiente de
AMP_, la actividad de SNAT y la liberacién de melatonina por la
gléndula pinesl.

el agregado de F‘GE2 en concentracibn 100 veces mayor que el um-
bral para estimular la sintesis de melatonina produce inhibi-

cion de la liberacidn de NE de los terminales adrenérgicos pi-

neales.

2. Las PGs participen en el mecanismo de accibn de la hormona pineal

melatonina pn tsjidos efectores porque:
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la melatonina, en concentraciones farmacolbgicas, inhibe la
liberacién espontanea de PGE y PGF en HMB y gléandula pinesl
bovinas,

la melatonina inhibe, en concentraciones fisiolbgicas, la
liberacibn espontanea de PGE2 en H#MB de rata.

la melatonina inhibe, en concentraciones fisiolbgicas, la
liberacion de PGE2 inducida por NE en el HMB de rata.

la melatonina inhibe los efectos fisiolbgicos atribuidos e
las PGs en dos prepsraciones utilizedass para evaluar la sin-

tesis de PGs (motilidad uterinea y agregacion plaquetaria).

ot o
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