Caracterizacion de receptores
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Los sistemas neuroendocrino e inmunolégico estan conec-
tados estructural y funcionalmente. La neurohomona melato-
nina juega un papel importante en la regulacién del sistema
inmunolégico, lo cual se basa en la existencia de sitios de
union en las células linfoides, sistema nervioso y 6rganos
periféricos. Las cabras son animales domésticos con baja
susceptibilidad a infecciones y cancer. El objetivo del pre-
sente trabajo fue caracterizar receptores de melatonina en
membranas de linfocitos de sangre periférica de caprinos, a
través de estudios de ligadura con iodomelatonina tritiada. La
union fue dependiente del tiempo, temperatura y concentra-
cion celular, ademas fue estable, reversible y saturable. Los
ensayos de saturacién demostraron un sitio de alta afinidad
(Kd= 3,61+0,21 nM) y baja capacidad (Bmax= 350,11+18,5
fmol/mg). Cuando los animales fueron mantenidos bajo luz
constante por 10 dias la capacidad aumenté significativa-
mente. Los resultados indican que los linfocitos de cabras
adultas poseen receptores de alta afinidad que cambian con
la exposicion prolongada a la luz, lo cual confirma interaccion
y comunicacion entre la glandula pineal y el sistema inmune.
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Neuroendocrine and immunological systems are structural
and functionally connected. The melatonin neurohormone
plays an important role in immune regulation, which is sup-
ported by the existence of melatonin specific binding sites
in lymphoid cells, central nervous system and peripheral or-
gans. Goats are domestic animals with reduced carcinoma
incidence and lower infection susceptibilities. The aim of this
work was to characterize the melatonin receptor in goat lym-
phocyte membranes obtained from peripheral blood using
binding studies with [*H]iodomelatonin. Melatonin binding
was time, temperature and cellular concentration depen-
dent, also stable, reversible and saturable. Saturation assays
demonstrated a high affinity binding site (Kd= 3,61+0,21
nM) and low capacity (Bmax=350,11+18,5 fmol/mg). When
the animals were submitted to continuous light for 10 days,
the capacity significantly increased. The results indicate that
adult goats have high affinity receptors for melatonin in lym-
phocytes which are altered after prolonged exposure to light,
confirming interaction and communication between the pineal
gland and the immune system.
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Introduccion

La melatonina o N-acetil-5-metoxi-triptamina (MT) es una
hormona producida principalmente por la glandula pineal en
los vertebrados. Entre sus funciones destacan la regulacion
del sueho, senalizacion antiapoptética, antioxidante, protec-
tor celular, modulacién del sistema inmunitario y oncostati-
ca'? La MT es sintetizada a partir del aminoacido triptéfano,
es liberada al torrente sanguineo y en su paso por el higado
(metabolismo de primer paso) es conjugada y posteriormen-
te eliminada principalmente por la orina en forma de 6-sul-
fomelatonina’.

La MT ejerce sus acciones a través de receptores de alta
y baja afinidad. Estos pertenecen a la superfamilia de los
receptores acoplados a proteinas G, que han sido identifi-
cados y caracterizados en una variedad de tejidos por au-
torradiografia y ensayos de ligadura con iodomelatonina
(iodoMT)3456, En mamiferos, los receptores de MT (MTr) se
encuentran en la pars tuberalis y distalis de la hipdfisis, en el
nucleo supraquiasmatico y el area preoptica del hipotalamo,
los nucleos paraventricular y anteroventral talamicos, el hi-
pocampo, la corteza cerebral y cerebelar, el area postrema



y la retina’. Ademas, se ha descrito sefalizacion intracelular,
tanto por via del AMPc como del GMPc, lo que sugiere que
el polimorfismo es una caracteristica general de la familia de
receptores melatoninérgicos®. Existen varios subtipos de re-
ceptores, MT, , que se expresa en el cerebro de mamiferos
y aves, MT,, en la retina de mamiferos y MT,_en los mela-
néforos, el cerebro y la retina de anfibios y en el cerebro de
peces y aves®'®!. Sin embargo, comunmente se reconocen
so6lo dos subtipos, MT, y MT,, cuyas diferencias farmacoldgi-
cas se basan en la potencia de inhibicion de los compuestos
segun la presencia o no de nucleo inddlico'?.

Los MTr se han descrito en algunas especies animales a tra-
vés de técnicas autoradiograficas'. En caprinos, esta técnica
demostro la presencia de sitios de unién para 2-iodoMT en la
pars tuberalis, el nucleo supraquiasmatico, el area pre-6ptica,
el septum lateromedial, el fornix, el hipocampo y la corteza
cerebral®. Hasta ahora no se han descrito MTr en células del
sistema inmunitario de caprinos ni tampoco se han caracte-
rizado bioquimica o farmacolégicamente los encontrados en
el cerebro. Aunque ya se han estudiado en los linfocitos de
ratas' y humanos®, asi como en macrofagos de ratones'®y
en el timo y el bazo de ratas'® .

Existe evidencia que demuestra inequivocamente una comu-
nicacion entre los sistemas inmunitario, endocrino y nervioso,
lo que ha modificado las concepciones fisiopatolégicas de
las enfermedades autoinmunes, infecciosas, alérgicas y los
desérdenes psiquiatricos'®'%2. La mayoria de estas interac-
ciones obedecen a la presencia de receptores en las células
inmunitarias. La inmunomodulacién ejercida por la MT podria
ser por via indirecta, estimulando la liberacion de endorfinas
y otras hormonas?' o directamente a través de los receptores
en las células inmunocompetentes?. Por lo tanto, es necesa-
rio demostrar la presencia de MTr en células inmunitarias y
caracterizarlos, razon por la cual el objetivo general de esta
investigacion fue caracterizar los receptores de MT en los
linfocitos de sangre periférica de caprinos, un modelo animal
poco estudiado pese a ser un animal fotoperidédico, resisten-
te a las enfermedades, incluso neoplasias, con gran capaci-
dad para adaptarse a situaciones diversas y a suministros
alimenticios variables, hasta en ambientes donde el ganado
vacuno y ovino no pueden sobrevivir®,

Materiales y métodos

Reactivos. MT[3H] 84Ci/mmol de Radiochemical batch
analysis (Amersham, UK). Heparina sédica (1000U/ml).
De Tocris Cookson Inc. (Ballwin, MO, USA): luzindol,
DH97, 4-P-PDOT, 8-M-PDOT, 2-iodoMT. De Sigma Chemi-
cals Company (St. Louis, MO, USA): azul de tripano, L-
triptéfano, 5-HT, MT, Histopaque 1083, coctel LSC acuo-
so, coctel LSC no acuoso.

Animales. Caprinos machos (Capra hircus) de un afo de
edad, segun cronologia dentaria, mantenidas en corrales
bajo condiciones controladas de luz y oscuridad (12:12), ali-
mentadas con pacas de heno, alimento concentrado para ru-
miantes y agua ad libitum, los cuales fueron divididos en dos
grupos de cinco animales cada uno: 1) animales controles
con ciclos de luz de 12 horas y 2) caprinos expuestos a diez
dias de luz continua (200 Watt, 17,6 Im/W, 3520 Iumen).

Aislamiento de linfocitos en sangre periférica de capri-
nos y preparacion de membranas. Se obtuvo sangre por
puncién de la vena yugular externa mediante el uso de una
inyectadora heparinizada, se coloco en tubos estériles y se
procedié de acuerdo con el método de Boyun* modificado
por Sempere y col.25. Se utilizé Histopaque 1.083 g/l, para
obtener el gradiente®?’, y para eliminar las células adhe-
rentes (monocitos) se utilizé la adherencia al plastico®. El
precipitado celular obtenido se resuspendié en solucion Tris-
HCI 50 mM pH 7,4 y se guardd a —70°C hasta realizar los
experimentos. Para preparar las membranas se tomaron las
células resuspendidas en solucion Tris-HCI, se homogeniza-
ron en un Tissumizer (Tekmar, OH) y se centrifugaron en una
centrifuga refrigerada a 38000 g por 15 minutos. Se lavaron
dos veces con 5 ml de solucion Tris-HCI, se resuspendieron
en 1 ml de solucion Tris-HCI 50 mM pH 7,4 y se procedi6 a
realizar los ensayos de ligadura'®2s.

Ensayos de ligadura con MT[3*H]. Ensayos de saturacion:
Estos ensayos permitieron determinar las caracteristicas ci-
néticas del receptor, la capacidad maxima o nimero de sitios
de union (Bmax) y la constante de afinidad (Kd), a través del
programa BINDBIG?. Se prepararon 8 concentraciones de
MT[3H], de 0,1 a 10 nM¥*. Para cada curva se prepararon 8
tubos de union total y 8 tubos de unién inespecifica (por du-
plicado), se agregaron 400 pl de solucién de incubacién, 50
pl de preparacion de membranas, de la cual se conservo una
alicuota para determinar proteinas por el método de Lowry
y col®" y por ultimo se anadieron 50 pl de la concentracion
correspondiente del ligando, para un volumen final de 500 pl.
Se incubaron a 25°C en un bafo de agua, en agitacidon cons-
tante por 30 minutos. Transcurrido ese tiempo se procedid a
detener la reaccion al colocar los tubos en un bafio de agua
helada. Inmediatamente se filtré el contenido de los tubos en
papel de filtro (Whatman GF/C). Se lavé dos veces con 5 ml
de solucién de incubacion fria®. Los filtros se colocaron en
viales de centelleo liquido y se secaron en estufa a 70°C. Una
vez secos se agregd 4 ml de liquido de centelleo, céctel LSC
no acuoso (Sigma, USA) a cada vial y se procedid a contar-
los en un contador de centelleo liquido (Packard, Tri-Carb®,
USA). Para definir la union especifica se colocaron 50 pl de
2-iodoMT frio 100 pM a los tubos de union inespecifica®.

Ensayos de inhibicion: Estos experimentos se realizaron
con la finalidad de determinar la concentracién de diferentes
drogas que inhiben el 50% (Clgq) de la unién de MT[®*H] a
membranas de linfocitos de sangre periférica de caprinos. La
selectividad de la interaccion se determiné por incubacion de
las membranas en presencia de 9 concentraciones (0,1 nM
a 1 mM) de las siguientes drogas: 2-iodoMT, MT y 8-M-PDOT
que son agonistas de los receptores melatoninérgicos; luzin-
dol, DH97 y 4-P-PDOQOT, antagonistas de los receptores de MT
y L-triptéfano y serotonina (5-HT) que son precursores en las
sintesis de MT. Cada curva constaba de 36 tubos, dos por
cada concentracion, 2 tubos de union total y 2 de unién ines-
pecifica. La unién especifica se definié con 2-iodoMT, con-
centracion final 100 uM. A cada tubo de la curva se afiadieron
350 pl de solucion de incubacion, 50 pl de la preparacion de
membranas, 50 pl de la correspondiente concentracion del
inhibidor y 50 pl del ligando, concentracion final 2 nM, para
un volumen final de 500 pl. Se incubaron por 30 minutos a
25°C, se detuvo la reaccién y se procedié como se describid




para los ensayos de saturacion. La selectividad de la unién
permitié confirmar si los sitios marcados se correspondian a
receptores de MT=.

Ensayos de regulacion: siguiendo el mismo protocolo descri-
to para los ensayos de saturacion se utilizaron membranas
de linfocitos de caprinos controles o mantenidos bajo luz con-
tinua por 10 dias, pinealectomia funcional (Pxf), al cabo de
los cuales se tomé la muestra de sangre®.

Analisis de los datos. Para el andlisis de la informacion
obtenida en los ensayos de ligadura se utilizé el programa
BINDBIG# y para el andlisis estadistico se uso el analisis de
varianza de una via y las pruebas de comparacion multiple de
Tukey-Kramer y “t” de Student3334. Los resultados se expresan
como la media + el error estandar de la media (E.E.M.).

Resultados

Concentracion de membranas. La ligadura de MT[*H] a las
membranas de linfocitos caprinos fue lineal hasta una con-
centracion de 700 pg/ml (Figura 1). En los ensayos de satu-
racion e inhibicion realizados se utilizd una concentracién de
proteinas de 500 pg/ml.
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Figura 1. Correlacién entre la concentraciéon de proteinas de las membranas de
linfocitos caprinos y la unién especifica de melatonina[3H]. Se incubaron seis
concentraciones de membranas en presencia de melatonina[3H], 2 nM, durante 30
minutos, a 25°C. La unién especifica se definié con 2-iodo-melatonina, 100 uM, n =
4, por duplicado.

Temperatura. La union de MT[®H] a las membranas de los
linfocitos de cabras fue dependiente de la temperatura y del
tiempo de incubacion. En la figura 2 se puede observar que
la ligadura a 37°C alcanz6 su maximo valor a los 15 minutos
de incubacion y descendié rapidamente, en cambio a 25°C
alcanzé el equilibrio aproximadamente a los 20 minutos y
se mantuvo estable mientras durd el experimento. A 10°C la
unién fue muy escasa. De esta forma se escogié realizar los
ensayos a 25°C incubando por 30 minutos.
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Figura 2. Efecto del tiempo de incubacion y la temperatura sobre la ligadura de
melatonina[®*H] en membranas de linfocitos caprinos. La unién especifica fue definida
con Luzindol, 100 pM. Cada punto representa el promedio de tres experimentos por
duplicado, n = 3, por duplicado.

Selectividad de la unién. En la Tabla | se presentan los re-
sultados obtenidos en los ensayos de inhibicion. La 2-iodo-
MT fue mas potente en inhibir la union de MT[3H] a las mem-
branas de linfocitos caprinos. MT y Luzindol inhibieron con
una potencia similar, seguidos por 8-M-PDOT, DH 97 y 4-
P-PDQT. El pseudo n, fue muy cercano a la unidad para las
mismas. La serotonina y el triptéfano no inhibieron la unién
(Cl,, > 100000 nM). La figura 3 muestra una curva de inhibi-
cion representativa en la cual el luzindol, un antagonista de
los receptores melatoninérgicos, desplazé la MT[*H] de los
sitios de union en un 94% aproximadamente.

Tabla 1. Inhibicion de la union de melatonina[*H] a membranas

de linfocitos caprinos

2-lodo-melatonina 9+0,1 -0,97 £ 0,16
Melatonina 53 +0,11 -0,96 + 0,13
Luzindol 55+ 3,12 -0,91 £ 0,11
8-M-PDOT 89 + 10,15 -0,93 £ 0,15
DH 97 92 + 21,87 -0,97 + 0,21
4-P-PDOT 143 £ 25,13 -0,91 £ 0,26
5-HT > 100000

D-Triptofano > 100000

Lapotenciade lainhibicién se determinéincubando las membranas con melatonina[®H]
2 nM en presencia de 9 concentraciones de la droga correspondiente (0,1 nm a 1
mM). La unién especifica se definié con 2-iodo melatonina 100uM, excepto para la
inhibicion con éste, que se definié con Luzindol 100 pM. Los resultados se expresan
como la media + E.E.M., n = 5, por duplicado.
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Log [Luzindol, nM]

Figura 3. Curva representativa de la inhibicion de la unién de melatonina[*H] por
luzindol (0,1 nM a 1 mM) a membranas de linfocitos caprinos. La unién especifica fue
definida con 2-iodo-melatonina, 100 pM. R? = 0,9786. n = 5, por duplicado.



Ensayos de saturacidn. La union especifica (unién total me-
nos unién inespecifica definida con 2-iodoMT, 100 pM) ver-
sus la concentracion del ligando (0,1 a 10 nM) desplegd una
curva en forma de hipérbola saturable (Figura 4). Para estas
curvas se encontro un n de 0,98 + 0,2. Mediante el analisis
de Scatchard se obtuvo una B, de 350,11 + 18,5 fmol/mgy
una K, de 3,61 + 0,21 nM (Figura 5).
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Figura 4. Curva de saturacion de la unién de melatonina[®*H] a membranas de lin-
focitos caprinos. La unién especifica se definié con 2-iodo-melatonina 100 pM. R? =
0,97.n =5, por duplicado.
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Figura 5. Gréafico de Scatchard correspondiente a una curva de saturacion repre-
sentativa de la unién de melatonina[*H] a membranas de linfocitos caprinos. Unién
especifica definida con 2-iodo-melatonina, 100 pM.

Efecto de la pinealectomia funcional sobre la ligadura de
MT[®H]. En la Tabla 2 se pueden observar los parametros
cinéticos obtenidos en las cabras sometidas a Pxf. Se puede
apreciar el incremento significativo de la capacidad de unién
en las membranas de linfocitos provenientes de los animales
que se mantuvieron bajo luz continua.

Tabla 2. Efecto de pinealectomia funcional sobre la afinidad y la

capacidad de los receptores de melatonina[3H] en cabras

3,61 +0,21
3,87 + 0,32

350,11 + 18,5
428,21 +17,3™

Control

Luz continua

Los resultados se expresan como la medias + E.E.M., n = 5 por grupo,
**p < 0,01 vs control.

Los resultados demuestran la existencia de receptores de
MT en los linfocitos de cabras adultas. La unién entre el ligan-
do, MT[*H] y dichos receptores fue dependiente de la tempe-
ratura, del tiempo y de la concentracidon de las membranas.
También fue reversible, saturable y de alta afinidad, ademas
de altamente especifico, lo cual llena los criterios para ser
considerados sitios de unién o receptores de MT.

De acuerdo con los ensayos de ligadura iniciales, se escogio
la concentracion dptima de proteinas de membrana para los
experimentos siguientes (Figura 1), asi como el tiempo y la
temperatura a la cual realizar los experimentos (Figura 2).
Aun cuando se han realizado experimentos de ligadura en
linfocitos de ratas™ y humanos*, asi como en macréfagos de
ratones'®, en el timo y el bazo de ratas'®'’, no existe en la li-
teratura ensayos de ligadura en linfocitos caprinos, por lo que
en el presente estudio se procedidé a la estandarizacion de
las condiciones experimentales como requisito previo.

En los ensayos de saturacién se utilizaron concentraciones
crecientes del ligando y como se observa en la figura 4, se
obtuvo saturacién a partir de 2 nM aproximadamente. La
interpretacion del analisis de Scatchard permitié la lineari-
zacion de las hipérbolas y la estimacion de la Kd y Bmax®.
La figura 5 muestra un grafico de Scatchard, en promedio la
Bmax correspondio a 350,11+18,5 fmol/mg y la Kd, la cual
es igual a la -1/pendiente de la recta®, fue de 3,61 + 0,21 nM,
valor este que corresponde a un receptor de alta afinidad.
Nuestros resultados son similares en rango a los reportados
en la literatura. En efecto, Garcia-Pergafieda y col.,'s, encon-
traron una Kd de 0,45 nM y una Bmax de 7,8 fmol/mg en
membranas de linfocitos humanos. Pelletier y col.,* reportan
valores de Bmax en la pars tuberalis de la hipdfisis de ovejas
de 43,2 + 4,4y 75,4 + 8,4 fmol/mg usando MT['?]]. Mediante
técnicas autoradiograficas Gauer y col.,* reportan valores de
Bmax de 46,9 + 2,8 y 5,12 + 0,30 fmol/mg en la pars tuberalis
y nucleo supraquiasmatico. En relacién a la Kd, también L6-
pez-Gonzalez y col.,'® la describieron en el rango nanomolar
bajo a la afinidad de los receptores de MT en membranas
del timo de la rata, sefalando la existencia de dos sitios de
unién, uno de alta (Kd = 1,72 + 0,25 nM) y otro de baja afi-
nidad (Kd = 1226 + 325 nM). Aunque nuestros resultados se
encuentran en el mismo rango al reportado hasta ahora, se
debe considerar que estos estudios fueron realizados utili-
zando MT marcada con 2%l y no con tritio, como en el estudio
actual, lo cual explicaria las diferencias.

Al evaluar la selectividad de la unién, se encontr6 2-iodo-MT
> MT > luzindol > 8-M-PDOT > DH97 > 4-P-PDOT. La 2-iodo-
MT fue mas potente en inhibir la union de MT[3H] al receptor,
seguido de su ligando enddgeno y luzindol que es un anta-
gonista de los receptores melatoninérgicos; después siguie-
ron 8-M-PDOT, agonista, y finalmente DH97 y 4-P-PDOT que
también son antagonistas. Para diferenciar el sistema marca-
do de otros receptores o trasportadores, se evaluaron otras
drogas en los ensayos de inhibicién. Sin embargo, los pre-
cursores en la sintesis de MT, la serotonina y el triptéfano, no
inhibieron la unién de MT[®H] a las membranas de los linfoci-
tos caprinos. El coeficiente de Hill obtenido fue muy cercano
a la unidad, lo cual confirma que las reacciones seguian el
principio de accion de masas en el equilibrio®.




En relacién al efecto que la pinealectomia funcional ejerce
sobre la union de la MT a sus receptores, se encontré que
al mantener las cabras bajo luz constante durante 10 dias
se produjo una Pxf como ha sido senalado®. Los recepto-
res encontrados en las membranas de los linfocitos de los
chivos con Pxf presentaron un aumento en la capacidad de
union, Bmax, como se evidencia en la Tabla Il. Los resulta-
dos sugieren que la exposicién a la luz induce cambios en el
numero de receptores para MT y no en la afinidad. Hallaz-
gos similares fueron encontrados por Raffi-El-Idrissi y col.,!”
cuando mantuvieron ratas Wistar expuestas a la luz por 5
dias y encontraron aumento de la Bmax. Por su parte, Tenn
y Niles* sefialan que la ligadura de iodo-MT en el nucleo
supraquiasmatico es mas elevada durante la fase de luz que
durante la oscuridad y ademas, de dia existe un sitio de alta
afinidad y de noche uno de alta y otro de baja afinidad. Tam-
bién Laitinen y col.,* describieron un incremento en la Bmax
en el nucleo supraquiasmatico de ratas durante el pico de luz
diurna. Estos hallazgos confirman la hipétesis formulada por
Reiter y col. en la década de los 80*, que indica que la sen-
sibilidad de los receptores de MT estar inversamente correla-
cionada con los niveles circulantes de la hormona, es decir,
en el dia y bajo luz en forma continua, aumenta la sensibili-
dad del receptor. Igualmente, los hallazgos permiten apoyar
el concepto de papel regulatorio que tiene la luz sobre los re-
ceptores de MT'7* en contraposicion a otros estudios*?. En
resumen, los hallazgos sugieren la existencia de receptores
de alta afinidad en las membranas de los linfocitos de cabras
macho adultas, los cuales modifican sus caracteristicas bajo
condiciones luminosas, demostrandose la existencia de inte-
raccidon y comunicacion entre la glandula pineal y el sistema
inmune en estos animales.
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