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1. DESCRIPCIÓN MORFOflINCIONAL DE LA RETINAS

1.1. Anatomía del ojo de anuros.

El ojo de los vertebradosperteneceal tipo deojo en cámara,las imágenesseforman

de forma invertida en el interior de dicha cámara(u globo ocular), la cual se encuentra

tapizadapor un tejido fotosensible(Latid y Femald, 1992).

El ojo de los anurostiene la peculiaridaddepoderretraersedentrode lasórbitas.La

mayoría de las especiesposeenpárpadosque cubren exteriormenteal globo ocular, el

párpadosuperior es un plieguedel tegumentocon una movilidad limitada, en cambio, el

párpadoinferior es mucho más móvil, cuyapartesuperiores transparenteo translúcida,

denominándosemembrananictitante. A lo largo del bordedel párpadoinferior existeun

tendónque cuandoel globo ocular se retraedentro de la órbita, distiendela membrana

nictitantequepasaa cubrir el globo ocularporcompleto (Duelímany Trueb, 1986).

El globoocularseencuentralubrificado porglándulaslacrimalesmodificadasquese

denominanglándulasde Harder, situadasen la parteanteriorde la órbita.

El globo ocular está formado por una serie de capas que se envuelven

concéntricamenteal humor vítreo. La capa más externa es de tejido conjuntivo

denominándoseesclerótica.La parteposteriorde la mismaesde naturalezacartilaginosay

su funciónesprincipalmentede sostén(Tsukamoto,1987).Laparteanteriorde la esclerótica

se denomina córnea, es totalmente transparentepermitiendo así el paso de la luz.

Recubriendola comea y en contacto con el exterior se encuentrauna capa epitelial

denominadaconjuntiva(Duelímany Trueb, 1986).

Tapizandola carainternade la esclerótica,a excepciónde la zona de la cornea,se

encuentrala coroides,capaprofusamentevascularizaday fuertementepigmentada.

En contactoíntimocon la coroidesseencuentrala retina.Dicho tejidotapizael fondo

del globo ocular, siendola única partefotosensibledel ojo. El limite anterior de la retina

(ora serrato) se unea la escleróticamediantela estructuradenominadacuerpociliar.

Pordebajodela comea,sedisponeel cristalino,estructuratotalmentetransparenteque

funciona como una lente convergente,encargándosedel enfoquede las imágenesen la

superficiede la retina. El cristalino se mantienesuspendidodel cuerpo ciliar mediantelas

fibras de la zonula (véase Ilustr. 1). La posición del cristalino dentro del ojo se puede
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Wérvio óptico

EsCL.rótlCa

Dustr. 1 Diagrama semiesquemáticode un corte sagital del ojo de Ranapipíens(Dudilman
y Trueb, 1986).

modificar por acción del músculo protractor ¡tasis, estos movimientossirven para la

acomodaciónocular, esdecir, permitenel enfoque de objetos situados a distancias variables

respecto al animal (Dudilman y Trueb, 1986).

Cubriendo la parte anterior del cristalino se encuentra una estructura circular muy

pigmentada denominada fis. El iris está constituido por dos capas epiteliales, entre lascuales

se localizan dos conjuntos de fibras musculares con accionesantagónicas, el músculo
dilatador de la pupila, con fibras muscularesde orientación radial cuya contracción produce

la dilatación de la apertura central o pupila, y un conjunto de fibras circulares denominadas

esfínter de la pupila que se encargan de su contracción. El tamaño de la pupila regula la

cantidad de luz que pasa al interior del ojo, esdecir, el iris funciona de forma análogaal

diafragma de una cámara fotográfica.
El humor vítreo, es un gel transparente que llena la cavidad interna del globo ocular.

Tiene una función fundamentalmente estructural, manteniendo la forma esférica del globo

ocular (Duellman y Trueb, 1986).

cuerpo
ciLiar
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1.2. Neuroanatomíade la retina.

La retina puededividirse en dos capasprincipales.La situadaexteriormentees un

epitelio uniestratificadode origen neuroepitelial que se denomina epitelio retinal o

pigmentado debido a la gran cantidad de gránulos de melanina que se encuentran en el

citoplasmade estas células. Interiormentea dicho epitelio se sitúa la denominadaretina

neural,formadaenteramentepor tejido nervioso(Rodieck, 1973).

La reúna neural de los vertebradosestá invertida, las células fotorreceptorasse

encuentranen la partemásalejadade la fuentede luz, que debeatravesarel resto de las

neuronasque la componenantesde alcanzar los fotorreceptores(Latid y Femald, 1992).

Mediantemicroscopiaóptica la retinaneural puededividirse en unaseriede estratosquea

continuaciónsedescribenbrevemente,comenzandodesdela capamásexternahaciala más

interna (véaseIlustr. 2):

- Capade los segmentosexternos (CSE). En contactocon el epitelio pigmentado,está

formadapor los segmentosexternosde los fotorreceptores,es la única región que posee

pigmentosfotosensibles.

- Capade los segmentosinternos(CSI). Partedel cuerpocelular de los fotorreceptoresen

íntimo contactocon el segmentoexterno,cuyafunciónprincipal essatisfacerlasnecesidades

metabólicasde la fotorrecepción.

- Capanuclearexterna(CNIE). Formadapor los núcleosde las célulasfotorreceptoras.

- Capaplexifornieexterna(CPE).En estacapatienenlugar los contactossinápticosentrelos

siguientestipos de células: fotorreceptores,célulasbipolaresy célulashorizontales.

- Capanuclear interna (CM). En esta capa se encuentranlos núcleos de tres tipos de

neuronas(horizontalesen la partemás externa,bipolaresen el centro, y en la partemás

interna los núcleosde las célulasamacrinas.En estacapatambiénse localizanlos núcleos

de las principalescélulasglialesde la reúna, lascélulas de Millíer.

- Capaplexiformeinterna (CPI). En estacapaselocalizanlos contactossinápticosentrelas

células bipolares,amacrinasy ganglionares.

- Capade las célulasganglionares(CCG). Formadapor los núcleosde dichas células.

- Capa de las fibras ópticas. Constituida por los haces de los axones de las células

ganglionares.Una vez queabandonanel ojo forman el nervio óptico, queconstituyela vía

de transmisiónde la informaciónvisual al sistemanerviosocentral.
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Coro 1 des

EP

CSE

CS y

t41E

A, Cél. epitelial con el pigmento
CflE extendido;B. cél. epitelial conel
CPE

pigmento retraído; a, bastón
CM verde; b, bastónrojo; c, bastón

verde oblicuo; d, cono; e, cél.
bipolar desplazada;f, filamento
de Landolt; g, cél. bipolar

CPI grande; h, cél. bipolar pequeña
con filamentode Landolt; i, cél.
horizontal; k, m, n, r, s, t, cél
amacrinas; o, p, cél.

M~ ganglionares; q, cél amacrina
desplazada.

Ilustr. 2 Sección vertical de la reúnade Rana escidenta
mostrando los distintos tipos celulares (Rodieck, 1973).

En algunasespeciesde anuros (Rana, Xenopus)se han descritofibras retinopetales en

el nervio óptico, contienenen su mayoría substanciaP, y correspondena cuerpos neuronales

dispuestos en la lwnína ¡ermínalis en el área septopreóptica (hipotálamo), aunque su

importancia funcional se desconoceen la actualidad (Uchiyamaa aL, 1988).

1.2.1 TIPOS DE CÉLULAS EN LA RETINA

.

Es un epitelio de célulaspoligonales,queseencuentran umdasentre sipor compicios

de unión, que incluyen una zonula adherens(formada por desmosomas),unionestipo GAP,

y en la parte más apical la zona ocludeas.A esta última zona los microscopistasópticos le

dieron el nombre de Membrana de Verhoeff (Rodieck, 1973).

El epitelio posee una marcada asimetríaentre las dos superficies del mismo, La

membranabasalmuestra una seriede invaginacionesno muy profundas peroque incrementan

su superficieen unas 30 veces.En el espacioextracelular en contactocon la membranabasal

CCG

Hu.~r vi treo
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seencuentrala membranade Bruch, matriz extracelularformadapor la lamina basaldel

epitelio pigmentadojunto con la correspondientedel endoteliovascularcoroidal (Hewitt,

1986). La membranaapical posee una serie de interdigitacionesde gran tamaño que

envuelven totalmentelos segmentosexternosde las células fotorreceptoras.El espacio

extracelularquedaocupadopor la matriz interfotorreceptora,no existiendocontactoentrelas

membranasdel epitelio y la de los fotorreceptores.En el citoplasmade las célulasepiteliales

sehan descritouna seriede inclusiones:

- Gránulos de pigmento. (melanina), quepuedendesplazarsede forma activa dentrodel

citoplasma.

- Fagosomas. Relacionados con la renovaciónde los segmentosexternosde las células

fotorreceptoras.

- Gotas lipídicas. Dondese almacenanvitamina A y otros retinoidesen forma de ésteres

con ácidosgrasos(Clark, 1986).

El epitelio pigmentadosirve de sostén estructuralpara los segmentosexternos,

manteniendola cohesiónde la matriz interfotorreceptora,y por tanto la unión entreeste

epitelio y la reúnaneural (Ostwaldy Steinberg,1980).

b) Célulasde Millier

.

Son las principalescélulasgliales de la retinaneural,y sus citoplasmasseextienden

ocupandoel ancho total de la reúnaneural. En la caraexternaforman complejosde unión

con los segmentosinternosde los fotorreceptoresformandola membranalimitante externa

(MLE). El la caravitreal (o interna) los extremosde estascélulas se unenentresí mediante

complejosde unióncon zonulaadherens,formandola membranalimitante interna(MLI,

véasellustr. 2). En su citoplasmaabundanlos gránulosde glucógeno(Rodieck,1973).

c) Fotorreceotores

.

La célula fotorreceptorade los vertebradospuededividirse en una serie de regiones

morfológicay funcionalmenteespecializadas(Ilustr. 3):

1. Segmentoexterno.Orgánulomembranosoderivadode la membranaplasmáticaquetiene

estructuralamelar formadapor discos apiladosdispuestosperpendicularmenteal eje dci

fotorreceptor.Incluidasen las membranasde los discosseencuentranlos pigmentosvisuales

(rodopsina) formadaspor retinoides unidos covalentementea una proteína integral de
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membranaque llegan a representarel 90 % del total protéico del segmento externo

(Besharse,1986).

2. Segmentointerno. Es la partedel fotorreceptorquese encuentraentre los segmentos

externosy el núcleocelular,dicharegiónquedafueradela MLE. Contienevariasestructuras

que a continuaciónsedescriben:

- Cilio. Semejantealos cilios decélulassensoriales(sin microtúbuloscentrales),seencuentra

en contactocon los segmentosexternos. Tiene una función estructuralmanteniendo la

diferenciaciónentrelas membranasdel segmentoexternoe interno (Besharse,1986).

- Gota lipídica. Dependiendodel tipo de fotorreceptor,puedeestar presenteo no. Está

compuestapor lípidos insaturadoscoloreadospor carotenoides.Su funciónseríaactuarcomo

un filtro decolor, o funcionarcomouna lente convergenteenfocandola luz incidentesobre

los segmentosexternos.

- Elipsoide. Estáformadopor una agregaciónde mitocondriasencargadasde la producción

de energíanecesariapara la función visual.

- Paraboloide.Gránulosde glucógenoque podrían ser un almacén de reservapara la

actividadmetabólicadel segmentointerno.

- Mioide. Es la región del segmentointerno que contieneel retículo endoplasmático

rugoso y el aparato de Golgi, en esta zona tiene lugar la síntesis de proteínas del

fotorreceptor,incluyendolos propios pigmentosvisuales(Bird a al., 1988). El mioide es

capaz de modificar su longitud mediantecambiosen su citoesqueletocomo respuestaa

estímulosluminosos(movimientosretinomotores).

3. Pencano.Regiónque contieneel núcleocelular.

4. Cuerposináptico.Terminaciónespecializadadondeseproducenlos contactossinápticos

con las neuronasde segundoorden, las célulasbipolaresy horizontales.

Atendiendoa la morfologíade los segmentosexternoslos fotorreceptoressepueden

dividir en dos tipos:

- Bastones. Fotorreceptoresmuy alargadoscon los segmentosexternoscilíndricosde gran

longitud abarcandoel ancho total de la CSE (Zhang y Straznicky, 1991). Los discos

membranososseencuentrantotalmenteaisladosde la membranaplasmáticasiendopor tanto,

orgánulosintracelulares.Los núcleossesitúanen la mitadexteriordela CNE. En los anuros

se han descrito dos subtipos distintos atendiendoa su morfología y a la naturalezadel

pigmentovisual. Bastonesrojos con unaabsorciónmáximaa 502 nm, y bastonesverdesmás

pequeñosy con el máximode absorcióna 432 nm (Zhangy Straznicky, 1991).
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o 5 ~

~ ha, o-,.
e ‘1a~ ~

~

~ Segmento
1~ externow

Elipsoide
Segmento

interno
Segmento Miolde
interno

Núcleo

Cuerpo
sináptico

flustr. 3. Tipos de fotorreceptoresy regionesespecializadasde los mismosde la retinade
anfibiosanuros(Duelimany Trueb, 1986).

- Cono.. Los segmentosexternostienenforma cónica y sonde menor longitud que la de los

bastones,todos los discosmembranosastienen una continuidad con la membranaplasmática,

esdecir, la membranafotosensibleesen realidadunamismaestructuraformadapormúltiples

pliegueapilados.Los núcleoscelularesse sitúan en la mitad interior de la CM (Zhangy

Straznicky, 1991).

En los anuros se han descrito dos tipos de conos principales: conos simples que se

caracterizan por la posesiónde una gota lipídica en el segmentointerno, y un máximo de

absorción a 580 nm, y conos dobles, dos conos adosados mediante uniones en sus

membranas,el elementoprincipal de la parejaes idénticoa un cono simple mientras que el

conoaccesorioposeeel mismo pigmento que losbastonesrojos, sus segmentosexternos son

máslargosy finos y su segmentointerno acumula glucógeno(paraboloide) (Róhlich e: al.

1~
CONO BASTaN BASTON

SIMPLE DOBLE VERDE ROJO

ACCESORIO~i—PRINCIpfl
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1989). Recientemente,en Xenopusse ha descrito un tipo minoritario de cono enano, que

probablementecontengaun pigmentovisual conel máximodeabsorciónen el azul (Róhlich

aol., 1989).

Lasproporcionesrelativasde los distintostipos de fotorreceptoressehan determinado

en Rano pipiens, siendolas siguientes:bastonesrojos 50 %, bastonesverdes8%, conos

simples18% y conos dobles24 % (Liebman y Entire, 1968).

Las cuerpossinápticosde fotorreceptoressedisponenen la CPEa distintasalturas.En

la zona másexternase encuentranlos terminalesde los bastonesrojos, mientrasque en la

más interna están los de los bastonesverdes, entre estas dos zonas se encuentranlas

terminacionessinápticasde los conos.

Aunque poseen varios pigmentos visuales con longitudes de onda diferentes, la

capacidadde visión del color por partede los anfibiosanuros,no seconocecon seguridad.

Sesabequeel comportamientodel animal dependede la iluminación, en intensidadesaltas

el individuo muestrafototaxis negativa,respondiendoespecíficamenteal rojo y al violeta. En

iluminaciónbaja, tienecomportamientofototácticopositivo, respondiendofundamentalmente

al azul. En cambio,en iluminacionesintermedias,semuestranindiferentesal color (Hailman

y Jaeger,1976). Recientemente,se ha propuestoque los anurospodríantenerunavisión

dicromáticaguiadapor los bastonesverdesy los conos.(Burggreny Just, 1992).

d) Células horizontales

.

Las células horizontalessecaracterizanpor tenersusnúcleosen la CM y todassus

terminacionessinápticasdentrode la CPE. En anuros,se puedendividir en dos subtipos

atendiendoa la posicióndel núcleo(Rodieck,1973):

- Célulashorizontalesexternas. Poseenun axón largo sin arborizaciónterminal. Sinaptan

tanto con conoscomocon bastonesrojos (Witkovsky et al., 1988a), y son análogasa las

denominadascélulasHl en otrasclasesde vertebrados.

- Células horizontales internas. De gran tamaño, no poseen axón, y tienen contactos

sinápticos con bastonesverdes y con conos (Ogden e: al., 1985). Posiblementeestén

implicadasen la respuestacromática(Stonee: al., 1990).

e) Células blipolares

.

Comosunombreindica, estasneuronascuyo núcleoseencuentraen la CM, tienenuna

morfologíabipolar, el árboldendríticoseencuentrandirigido haciala CPEdondeseramifica
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- Grandessubtipo1. Árbol dendríticotipo H, grande,simétrico y biestratificado.(Clase

3 de Pomeranz,1972).

- GrandessubtiposII y III. Árbol dendrítico tipo T, muy amplio, monoestratificadoy’

asimétricoque se ramifica en la partemásinternade la CPI (Tóth y Straznicky, 1989b). E].

axón seencuentramuy mielinizado(Straznickya al., 1990). (Clase4 de Pomeranz,1972).

Recientementeseha descritoun subtipodecélulasganglionarescuyasdendritastienen

contactos con las dos capas plexiformes (CPB y CPI), su número es reducido y su

importanciafisiológica sedesconoce(Tóth y Straznicky, 1989a).

La estructuraestratificadade la retina se conservaen toda su extensión, pero la.

densidadcelularvaría. Los anurosterrestresposeenuna bandadesdeel extremotemporalal

nasalde la zona ecuatorialde la retina, denominadabandavisual. Dicha zona tiene una.

densidadneuronaly de conos superioral resto de la retina, (Tsukamoto, 1987; Zhang y

Straznicky, 1991). Se podríaconsideraruna estructuraanálogaa la fóveade los primates,

cuya función seríaaumentarla agudezavisual facilitando la capturade presasvivas. Dicha.

bandavisual no seobservaen especiesdeanurostotalmenteacuáticos,comoen el género

Xenopus (Zhu et al., 1990).

1.2.2 IRRIGACIÓN DE LA RETINA

.

La retina neural en los anuroses un tejido avascular(Miodoñski y Bar, 1987). No

obstante, su consumo de oxígeno es muy superior en comparación con otros tejidos

nerviosos,lo cual suponela necesidadde un sistemavascularmuy elaboradoparaabastecer’

los requerimientosrespiratoriosy de nutrientes.La vascularizaciónde la retina es externa.

y tiene un componentedoble(Miodoúski y BAr, 1987):

- La circulación coroidal. Proporciona un flujo sanguíneoelevado, que mantiene un alto

contenidode 02 en los capilarescoroidales,con lo cual se consigue un gradientemuy

favorable a la entradade O, en la retina. Este sistema se encargade abastecerde 0, y

nutrientesla partemásexternade la retina neural, fundamentalmentelos fotorreceptores.

- El sistemahialoideosuperficial(membranavasculosaretinae>. Se trata de unared de

capilaresquediscurrepor la caravitreal de la retina, en contactocon la MLI. El aporte

sanguíneode estared capilar se lleva a cabo medianteun anillo arterial a altura de la oro

serrata (arteria hialoidea), mientrasque el drenajese realiza medianteotro anillo venoso

paraleloal anterior(venahialoidea)y por una venaquerecorre la parteventral de la reúna
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profusamente.El axón sedirige en direcciónopuestahacia la CH. En los anfibiosanuros

se han descritodos subtiposmorfológicos:

- Célulasbipolaresgrandes(o externas).Conun campodendríticoamplio, quedesarrollan

sinapsiscon los conos y con los bastonesrojos.

- Células bipolares pequeñas (o internas). De menor tamaño. Estascélulas conservanel

contactocon la superficiedel neuroepitelio,característicode los neuroblastosembrionarios,

tambiénmantienenel cilio, denominándosea estaprolongaciónrd~entode Landolt.

1) Células amacrinas

.

Son interneuronasqueno poseenun axón diferenciado,susnúcleossedisponenen la

partemásinternade la CNT. Los árbolesdendríticosse dispersana la largo de la CH.

En los anurosse han descritovarios tipos morfológicosdistintos:

- Difusas. Con terminacionesdistribuidaspor toda la extensiónde la CPI.

- Estratificadas. Cuyos terminales sinápticos se distribuyenexclusivamenteen estratos

concretosde la CPI.

g> Células interniexifonnes

.

Es el subtipocelulardescritomásrecientemente.El cuerpocelulary el árboldendrítico

son morfológicamentemuy similaresa los de las célulasamacrinas,pero se diferenciande

ellasen la posesiónde un axón quecontactacon la CPE(Rayborne: al., 1981), tantocon

célulasbipolarescomocon célulashorizontales(Witkovsky e: al., 1988a).

h) Célulasranalionares

.

El árbol dendríticosedesarrollaen la CPI, pudiendoser difuso o estratificado.Sus

núcleosformanla CCG y susaxonesforman el nervio óptico.

En anuros,la morfologíadeestetipo celularesmuy variabledependiendode la especie

estudiada.Las clasificacionesse basannormalmenteen el tamañode cuerpocelular y la

forma del árbol dendrítico(Frank y Hollyfield, 1987a;Straznickye: al., 1990).

- Pequeñas. Árbol dendrítico de pequeñaextensión, sólo se han descritoen individuos

adultos(Clase1 de Pomeranz,1972).

- Medianas. Árbol dendríticotipo E, de tamañomedianoy difuso. (Clase2 de Pomeranz,

1972).
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(ramovenosoventral).Ambossistemas,arterialy venoso,abandonanel globooculara través

del punto másventral del cuerpociliar.

La arteria óptica, que en otros vertebradospenetraen la reúnaa través del nervio

óptico y cuyos capilares discurren a través de la CPI, en anurosqueda reducidaa la

irrigación del nervio óptico exclusivamente(Miodoúski y BAr, 1987).

Comoen el restodel sistemanerviosocentral,el pasode nutrientesdesdela circulación

sanguíneahacia las neuronas se encuentra regulado mediante una barrera (barrera

hemato-retiniana).En la circulacióncoroidal, debidoal hechode que los capilares son de

tipo fenestrado,dichabarreraquedaconstituidapor los complejosde unión presentesen las

superficieslateralesdel epitelio pigmentado,aunqueno se descartaun papel debarrerade

filtración selectivade la membranade Bruch debidoa su elevadacarganegativa(Pino et al.,

1982). Luego, los nutrientesllegan a los fotorreceptorespasandoobligatoriamentea través

del citoplasmade las célulasdel epitelio pigmentado.La nutrición de los fotorreceptoresse

ve tambiénfacilitada debidoal hechode quela MLE formadapor las prolongacionesde las

célulasde Múller no poseezonaocludens.

Los capilaresdel sistemavascularhialoideo son de tipo continuo, presentandolas

célulasendotelialesunionesdel tipo máculaodudens. Lasprolongacionesde las célulasde

Múller en contactocon la MLI estánunidasentre sí mediantecomplejosde unión conzona

ocludens,lo queconstituyela barrerahemato-retinianapara las neuronasde la parteinterna

de la retina (Miodoñski y BAr, 1987).

1.3. Neuroquimica de la retina de anfibios.

La reúnaposeeunaseriede ventajasquemerecensertenidasen cuentacomomodelo

experimentalparadesarrollarestudiosfuncionalesdel sistemanervioso. Poseevarios tipos

celularesanatómicay funcionalmentediferenciables,lo quepermiteel estudiode diversos

sistemasde comunicacióncelular y de circuitos neuronalesen este tejido. Es un tejido

accesiblelo cual permitelaadministracióndefármacosespecíficosatravésdel humorvítreo,

y ademásesadecuadoparala microdisección,lo que facilita el aislamientode tipos celulares

concretospara su cultivo in viro. Su estructuraplanapermitequeestetejido puedacaptar

los nutrientespor simple difusión lo cual posibilita su cultivo, conviniéndoseasí en un

modelo inmejorablepara estudiosen neuroquimica(Daw e: al., 1989). Por último cabe

destacarunacaracterísticaespecíficade estetejido queacentúasu interéscomo objeto de

estudio,su capacidadde fotorrecepción.
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La comunicación intercelular en el sistema nervioso se lleva a cabo mediante

mensajerosquímicos,que puedenclasificarseen dostipos distintosatendiendoa su función

(luvone, 1986a):

- Neurotransmisores.Substanciasliberadasen el terminal presinápticoque se unen un

receptorespecíficode la membranapostsináptica,que por lo generales un canalde iones

(receptoresClase 1; Strange,1988). La unión del neurotransmisorprovocauna respuesta

electrofisiológicarápida,del ordendemilisegundos.La eliminacióndelneurotransmisordebe

ser tambiénrápida,mediantedegradaciónenzimáticao por recapturapor partedel terminal

presináptico.

- Neuromoduladores.Mensajerosquímicosproducidospor las neuronasfundamentalmente,

o en algunoscasostambiénpor la glia, desarrollanuna acciónespecíficasobrelas neuronas,

al igual que los neurotransmisores,pero las respuestasson muchomás lentas. El receptor

implicado es de la ClaseII (Strange, 1988), y normalmentese encuentraacopladoa un

miembro de la familia de proteínasG. La neuromodulaciónpuedemodificar los siguientes

aspectosde la función nerviosa(Coopere: al., (1991):

- En el terminal presinápticopuede modificar la cantidad de neurotransmisorliberado,

sintetizadoo recapturado,o tambiénpuedeafectara la respuestaelectrofisiológicade dicho

terminal a un estímuloeléctrico.

- En el terminalpostsináptico,puedemodificarsu sensibilidadfrentealosneurotransmisores,

alterandola densidadde los receptoreso su afinidadmedianteprocesosde desensibilización

e hipersensibilización.Tambiénpuedemodificarla respuestaelectrofisiológicapostsináptica.

La acciónde los neuromoduladorespuedellevarsea caboa cortadistanciamediante

sinapsistípicas, o a unadistanciamayor,en estecasoel neuromoduladordebeser capazde

difundir entre las célulasdel tejido nervioso(función paracrina).

En los últimos años, el conocimientosobre los sistemasde neurotransmisoresy

neuromoduladoresde la retina de los vertebradosha tenido un gran avance.A continuación

describiremosbrevementeel estado de conocimiento actual sobre los neuroquimicos

asociadosa cadatipo celular específico,poniendoespecialatención en la retina de los

anfibios.

a) Células fotorreceptoras

.

Se han propuesto varios neuroquimicos como probables neurotransmisoresy

neuromoduladoresdel fotorreceptor:
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- Glutamato y Aspartato.

El mayor número de pruebasexperimentalesapuntan hacia el glutamato como

neurotransmisorprincipal del fotorreceptor(Daw e: al., 1989). Los fotorreceptoresson

capaces de recapturar Glu y Asp activamente del espacio extracelular mediante

transportadoresespecíficos.Además,los conosy bastonesposeeunaaltaactividadaspartato

aminotransferasacitoplasmáticaencargadade la síntesistanto de Glu como Asp (Slaughter

y Miller, 1983b).

La liberaciónde Glu tiene lugar de forma continuaen oscuridad,deteniéndoseésta

como respuestaa la iluminación debido a la hiperpolarizaciónde la membranadel

fotorreceptor.En anuros,estaliberaciónreguladapor la luzha sidodemostradaen un estudio

realizadopor Miller y Schwartz(1983) en los fotorreceptoresde Bufo.

- Melatonina(MEL).

Mientrasqueel Glu esconsideradocomoel neurotransmisorprincipal del fotorreceptor

responsablede la transmisiónde la informaciónluminosaal restode las neuronasretinales,

la MEL podríaser un neuromoduladorsintetizadopor los fotorreceptoresparaproporcionar

una señalquímicadifusible encargadade la regulación coordinadade los procesosde la

adaptaciónde la retina a la oscuridad(ver apartado2.5). La regulaciónde su síntesisy las

funcionesde esteneuromoduladorconstituyenel objetivoprincipal deestaMemona.

b) Células horizontales

.

Lascélulashorizontalesseencuentrandespolarizadasen oscuridadcomoconsecuencia

de la liberaciónde <Mu por partede los fotorreceptores.Estascélulasposeenen sumembrana

receptoresglutaminérgicosde los subtiposAMPA, kainatoy quiscualato(Slaugthery Miller,

1983a, 1986; Yang y Wu, 1991).

El posiblecarácterGABAérgico de estasneuronasquedemostradopor la presencia

actividadGlu descarboxilasa(GAD) responsablede la síntesisde GABA (luvone, 1986a),

asícomola capacidadde capturaresteaminoácidodel espacioextracelular(Voadene: al.,

1974). Cabe destacaruna característicade estas células inusual para una neurona, no

acumulanneurotransmisoresen gránulosde secreción,la liberacióndel neurotransmisorse

lleva a cabomedianteun cotransportecon Na~ por mediode un transportadorde membrana

específico(Schwartz,1982).

La función principal de las célulashorizontalesescrearun lazo de retroalimentación

negativa sobre los conos, la despolarizaciónde los fotorreceptores(conos y bastones)
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promuevela liberaciónde GABA de las células horizontales,que a su vez hiperpolariza

exclusivamentea los conos (Stonee: al., 1990).

e) Células bipolares

.

Todaslas célulasbipolaresrespondenal Glu de los fotorreceptores,sin embargose

puedendividir en dos subclasesatendiendoa los tipos de receptoresglutaminérgicosy a su

respuestaelectrofisiológicafrente al estímuloluminoso.

- Bipolares 0FF. Se hiperpolarizan con la luz. Los agonistasglutaminérgicosdel tipo

NMDA despolarizanla membrana,indicando la existenciade este subtipode receptoren

estascélulas(Slaughtery Miller, 1983b).

- Bipolares ON. Sedespolarizancon la luz. Estascélulasposeenuna sinapsisinversorade

signo, es decir, respondena la hiperpolarizacióndel fotorreceptorprovocadapor la luz

despolarizándose.Estarespuestasedebea queposeenreceptoresglutaminérgicosdel tipo

APB (Slaughtery Miller, 1981).

d) Células amacrinas

.

Se han descrito varios subtipos morfológicos de células amacrinas, y dicha

heterogeneidadviene avaladapor el gran númerodeneurotransmisoresy neuromoduladores

localizadosen estascélulas.

- Acetilcolina (AcCh).

Un subtipo de células amacrinas, que morfolégicamentese ha asociado al tipo

estrellado(Daw et al., 1989), poseela maquinariaenzimáticanecesariaparala síntesisy

degradaciónde la AcCh. Además, este tipo de neuronases capaz de recapturarcolina

activamente(luvone, 1986a).

Tanto la luz comoagentesdespolarizantes(como el potasio)promuevenla liberación

de AcCh. Estudioselectrofisiológicosdemuestranque la AcCh modifica la respuestade las

células ganglionaresa través de receptoresde los tipos nicotínico y muscarínico(luvone,

1986a).

- Dopamina (DA).

La célulasamacrinasdopaminérgicasrepresentanel 2-5 % del total de estetipo celular

(Nguyen-Legrosy Savy, 1988).Morfológicamentesecaractenzanpor tenerun cuerpocelular

grande,con árbol dendríticoamplio, uniestratrificadoy distribuido fundamentalmenteen la
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partemásexternade la CPI, tambiénpresentantirosinahidroxilasaen su citoplasma(Sarthy

e: al., 1981; Zhu y Straznicky, 1990a).

Comoen el casode la AcCh, la luz y el potasiopromuevenla síntesisy liberaciónde

DA por las célulasamacrinas(luvone, 1986a). Aunqueen un principio seconsideraronque

sólo teníansinapsiscon otrascélulasamacrinas,recientementese han descritoejemplosde

contactos sinápticos entre células amacrinasconteniendotirosina hidroxilasa y células

bipolaresy ganglionares(Gábriel e: al., 1992b).

A la DA se le han asignadofuncionesde neuromoduladoren la función visual.,

modificandola respuestaelectrofisiológicade las célulasamacrinasAh glycinérgicas(Voigí

y Wassle, 1987). Además,la DA actúacomofactor paracrino.

- Adrenalina(A) y noradrenalina(NA).

Aunque se han descrito en la tetina de teleósteos(Brujan e: al., 1989) y algunas

especiesde mamíferos (Osborney Nesselhut, 1983), la existenciade células amacrinas

adrenérgicaso noradrenérgicasen la retinadeanfibioses un temadebatido,en la actualidad,,

Algunos autoresconsideranque la NA medidaen la retina de algunasespeciesprocededel

sistemasimpático,siendola A el verdaderoneurotransmisorde las neuronasadrenérgicas

retinales(Hadjiconstantinouet al., 1983).

- Serotonina (5-HT).

Célulasamacrinasserotoninérgicassehandescritoenvarias especiesde anuros(Rana,

Glásenere: al., 1988;Xenopus,Frederickaal.,1989).Constituyenunapoblacióndecélulas

amacrinasdispuestasen la carainternade la CM, con un árbol dendríticodifuso y muy

amplio (Zhu y Strazniclcy, 1990b). Análogamenteal caso de la DA, a la 5-HT se le ha.

asignadoun papelde neuromoduladoren la retinainterna,debidotantoa la morfologíacomo

por la densidad de las células serotoninérgicas.Interviene, mediante un proceso de

retroalimentaciónpositiva, en la transmisión nerviosa entre las células bipolares y las

amacrinas(Brunken y Daw, 1987).

- GABA.

Es el aminoácidoinhibidor másabundanteen la CPI, demostrándosesuexistenciaen

célulasamacrinas(Gábriele: al., 1992a)tantopor la localizaciónde la GAD (Brandone:al.,

1980), como por el sistema de recapturade GABA (Voaden e: al., 1974). Las células

amacrinasGABAérgicasparecentenerunaimportanciadestacabledentrode la fisiología de

la retina interna, son postsinápticasrespecto a las células bipolares, con lo que la

estimulación luminosaafecta directamentela actividad de estas células. Tienen contactos
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presinápticoscon células ganglionaresdel canal ON y otros tipos de células amacrinas

(colinérgicasy dopaminérgicasfundamentalmente)sobre las que ejercen un papel de

interneuronasinhibitorias (Yang et al., 1992).

- Glicocola (GIy).

El aminoácidoinhibidor Gly estápresenteen un tipo específicode célulasamacrinas

queson capacesdecaptaractivamenteesteaminoácidodelmedioextracelular(Voadene: al.,

1974). Su función se relacionacon el procesamientolateral de la información visual en la

CPI, llevandoaccionesinhibitoriasanálogasa las célulasamacrinasGABAérgicas(Daw et

al., 1989).

- Neuropéptidos.

Se han descrito un gran númerode neuropéptidosen las células amacrinasde los

anfibios, comocolecistocinina,somatostatina,sustanciaP, Glucagón,VIP, etc (Yamadae:

aL, 1981; Yamaday Basinger,1982; Eskayetal. 1980 y 1981; Hiscocky Straznicky,1989

y 1990). Suelenlocalizarseen neuronasde cuerpocelular pequeñoy de campodendrítico

ancho,uni- o biestratificadas(Hiscocky Straznicky, 1989 y 1990). Se les asignaun papel

de neuromoduladores,modificandolos nivelesde AMPc intracelular(glucagóny VIP) así

como la actividad eléctricade las células ganglionares(sustanciaP y encefalina)(luvone,

1986a).

e) Célulasinterníexiformes

.

Se handescritocélulasinterpíexiformesglicinérgicasparaXenopuslaevis (Rayborne:

al., 1981). Dichas neuronastienen principalmentecontactospresinápticoscon las células

horizontalesexternas(Smiley y Yazulla, 1990), cuya función es despolarizardicha células

promoviendola liberaciónde GABA (Smiley y Basinger, 1990).

Recientemente,se han descrito terminacionesdopaminérgicasen la CPE de células

procedentede la CPI en anuros,indicandola posibleexistenciade célulasinterpíexiformes

dopaminérgicasen estos animales(Gábriele: al., 1991).

Las funciones atribuidas a las células interpíexiformesestán relacionadascon la

actividadde las célulashorizontales.

U) Célulassanglionares

.

La mayoríade las célulasganglionarespresentanreceptoresNMDA en su membrana

presináptica, recibiendola aferenciade las células bipolares. No obstante,estascélulas
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también reciben la aferenciade células amacrinascolinérgicasa través de receptores

muscarinicosy nicotínicos (luvone, 1986a). En cuanto al neurotransmisorsintetizadoy

liberadopor estascélulas en el sistemanerviosocentralpareceser mayoritariamenteGlu,

aunquetambiénen han descritoneuronascolinérgicasy GABAérgicasen Bufo (Oswaldet

aL, 1979; Gábriel et al., 1992a), siendo estas últimas minoritarias con respectoa las

glutaminérgicas.

1.4. Desarrollo ontogénicode la retina.
El desarrollode la retina puededividirse en dosetapasconsecutivas,morfogénesisy

citodiferenciación.Paracadauno de ambosprocesosembriológicosseharáreferenciaa las

tablasde desarrollode Gosner,1960 (0) y Nieuwkoopy Faber, 1967 (NF).

a) Morfogénesis

.

La retinaprocedede unaevaginacióndel tubo neuralque formará la vesículaóptica

primaria (16 G; 21 NF). El neuroepiteliode la vesículasufre unainvaginaciónsecundaria

para dar lugar a la fisura ópticaque desapareceráen estadosposteriores(Grún, 1982),

quedandodefinitivamentela forma de la copa óptica(19 G; 26-31 NF), (véaseIlustr. 4)

(Rodieck, 19’73).

La zonadel ectodermoen contactocon la vesículaópticasufre una invaginaciónque

terminaráaislándosedel exterior formando la vesículadel cristalino (20 G; 33-34 NF).

Alrededor de la copa óptica y del cristalino se forma una capa de tejido de origen

mesodérmicoque se transformaráen la pareddel globo ocular, del cual forman parte la

escleróticay la cornea.

Aunque en un principio se conservala comunicacióndel ventrículo óptico con el

ventrículo del cerebro, posteriormente,la aparición del nervio óptico colapsa dicha

comunicación(21 G; 35 NF). El ventrículoóptico tambiénresultarácolapsado,quedando

como restodel mismo la matriz interfotorreceptora.

Todo el procesode morfogénesisde la vesículaóptica pareceestarreguladopor el

ácidoretinoico,yaquela administracióndealtasdosisdeestemorfógenoinhibe la formación

de la copaóptica, aunqueno logra detenerla citodiferenciación,siendoposibleidentificar

neuronasganglionaresy fotorreceptoresen el ventrículocerebralde los embrionessin ojos

tratadoscon ácido retinoico (Mannsy Fritzsch, 1991).
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A 8

llustr. 4 Génesisdela vesículaópticaa partir del tubaneuralembrionario(Rodieck,1973).

b) CitgdifrnncÉM.
En un principiotanto la paredinternacomola externadel epiteliode la copaópticason

monoestratificados.La paredexterna se diferenciaráen el epitelio pigmentado.De este

mismo tejido embrionarioprocedentambiénlos epiteliosdel cuerpociliar y del iris del ojo

adulto. La pared interna sufre una serie de mitosis para dar lugar a un neuroepitelio

pluriestratificadoformadoporneuroblastosdecuyacitodiferenciaciónposteriorseoriginarán

todoslos tipos de neuronasretinianas.En la primeraetapaseproduceuna migracióndeparte

de los neuroblastoshaciael bordemarginaldel neuroepiteliodandolugara la capanuclear

secundaria(o capaneuroblásticainterna),quedandoel restode los neuroblastosen la parte

máscercanadel ventrículo(capanuclearprimaria,o capaneuroblásticaexterna),estaúltima

capaconservaaúnsucapacidadde mitosis.Entreambascapasseestablecela capatransitoria

de Chievitz.

En estemomentodel desarrollo (Estado2, llustr. 5) la estructura en estratosesanáloga

a la cortencerebral. Dicha disposiciónseconservaráen la retinaadultade los ciclóstomos

(Fritzsch, 1991),aunqueen el restode los vertebradassufrirá cambiosimportantes.

El procesode citodiferenciacióntienelugarde forma progresivacomenzandodesdela

parte más interna y prosiguiendohaciael ventrículode la vesículaóptica. En primer lugar,

la capaneuroblísticainternasediferenciaráen célulasganglionares,aniacrinasy célulasde

Múller. En una segundaetapa, la capaneuroblásticaexterna dará lugar a lascélulasbipolares

y célulashorizontales, y en último lugar sediferenciarán los fotorreceptores (Rodieck, 1973).

Ectodermo.
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Desarrollo Adulto
Retina

Etaca 1 Etaca 2 EL~.Q&ú funcional
Vesicula

óptica Fotorreceptores
— ONE

Capa neuroblástica
ex terna OPE

C~I. bipolares
Cól. horizontales

Neuroepi talio capa de N
primitivo ohievitz CMIxCÓI, amacrinas

Cél. Mútier

Capa neuroblástica —

Capa marginal interna
(anuclear)

Cél. ganglionares — COG

Capa marginal Fibras ópticas
superficial

flustr. 5. Esquemadela citodiferenciacióndela retinaneuraldevertebrados,desdeel estado
de vesículaópticahastala reúnafuncional.

La capatransitoriade Chievitzdesapareceráduranteel desarrolloylosnúcleosde las

células amacrinas, horizontales, bipolares y de Mtiller formarán conjuntamente la CM en el

adulto. Las célulasde Múller sealargan ocupando el ancho de la reúna neural, estascélulas

sirvende sosténparala diferenciacióndel resto de neuronas.

La superficie del ventrículo óptico se encuentratapizadapor células ependiniarias

ciliadas,a partir de estoscilios se formaránlos segmentosexternosy dichas células se

diferenciaranen fotorreceptores.

La superficieexternadel tubo neural se encuentrarecubiertapor una lámina basal

característicade todos los epitelios. Dicha estructurase conservaen la reúnadel adulto

estandosituadaen la caravitreal de la reúna,en contactodirectoconlasprolongacionesde

las células de Múller. Mientras que en la superficie externa formará parte de la membrana

de Bruch (Hewitt, 1986).
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El desarrolloontogénicode la retina de Xenopusse conocecon detalle, pudiendo

dividirse en etapassucesivas,comentándosea continuaciónlos sucesosmás sobresalientes

dentrode cadauna de ellas (Grún, 1982):

1. Estados28-34. Comienza la migración de las células ganglionaresa su situación

definitiva. El restode las célulasterminansu procesode mitosis exceptolas precursorasde

las célulasbipolares.

2. Estados35-37.El axónde las célulasganglionaressedesarrolla,entrandoen contactocon

el techo óptico, mientrasqueel árboldendríticocomienzasu desarrollo.Finaliza la mitosis

de las célulasbipolares. Se puedendistinguir ya las doscapasplexiformes. Indicios de

síntesisde acetilcolina.

3. Estados37-38.Árbol dendríticode las célulasganglionarescompleto.Sedistinguela capa

de célulasamacrinas.Se diferenciael segmentointernode los fotorreceptores.Las células

horizontales desarrollanprolongacionesestableciendosinapsis con los fotorreceptores.

Aparecenlos primerosdiscosdel segmentoexterno.Primeraidentificaciónde GABA en las

neuronas(Marc, 1986).

4. Estados39-40.Sedistinguenya todaslas capasretinianas.Los segmentosexternosde los

fotorreceptoresya están formados.Aparición del 1 1-cis retinad en la retina (Azumaet al.

1988 y 1990).

5. Estados 41-43. Fotorreceptores funcionalesdistinguiéndoseentre conos y bastones.

Sinapsisentre células bipolaresy fotorreceptores.Respuestaelectrofisiológicadel nervio

óptico a estímulosluminosos.Indiciosde síntesisde catecolaminas.

6. Estados44-46. Sinapsisentrecélulashorizontalesy bipolares.Al final de estaetapase

observala liberación activade DA en la CPI (Sarthy et al., 1981).

7. Estados46-47. Mielinización de los axonesdel nervio óptico. Las células horizontales

desarrollanunarespuestaelectrofisiológicamadura.Los fotorreceptoresacumulanglucógeno.

8. Estados47-66. Morfología y fotorrespuestade la retina similar a la del adulto. Células

ganglionaresmaduras.

9. Modificacionespostmetamórficas.Aparición del antagonismocentro-alrededorde los

canalesvisualesON Y 0FF (Marc, 1986).

Esteordencronológicode la citodiferenciaciónde la retinaserepiteparaotrosanuros,

aunqueen las especiesde anuros terrestrestienen lugar una serie de modificaciones

postmetamórficasqueno sucedenen Xenopus,entre otras la apariciónde la bandavisual
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especializada(Zhu a al., 1990), asociadacon una diferenciación tardía de un subtipo

concretode célulasganglionaresgrandes(Franky Hollyfield, 1987b).

El crecimientopostmetamórficode la retina ocurre a lo largo de toda la vida del

individuo, siemprepor la adición concéntricade nuevasneuronasa partir de la división de

los neuroblastosexistentesen la ora serrata (Burggren y Just, 1992). El crecimientoes

simétrico respectoal nervio óptico en los anuros terrestres,pero en Xenopuses muy

asimétrico(Straznickyy Hiscock, 1984).

Durantela vida larvaria, el pigmentovisualesla porfiropsina,formadapor la proteína

opsina unida al 3-deshidrorretinal(Vitamina AD para dar lugar a la porflropsinacon un

máximo de absorcióna una longitud de onda30-50nm más largaque la rodopsina,lo que

pareceserunaadaptacióndelos fotorreceptoresal espectroluminosoexistenteen el ambiente

acuáticode las larvas. Durantela metamorfosislos pigmentosvisualessufrenun cambioen

el retinoideunidoa la opsinaquepasaa ser retinal (VitaminaA1) formándosela rodopsina.

El cambiode pigmentopuedeno llegara sertotal, porejemplolos adultosdeR. catesbejana

conservanporfiropsinaen el tercio superiorde la retina, pudiendoser una adaptacióna la

cazadepresassumergidasen el agua(Reuteret al. 1971).

Durantela metamorfosisseproducentambiénunaseriede cambiosmorfológicosdel

ojo, las dos córneasque existieron durantetoda la fase lanaria (la conjuntiva de origen

ectodérmicoy la corneapropiamentedichade origenmesodérmico)se fusionanen unaúnica

estructura.El cristalino que tenía forma esférica seaplanaen las formas terrestres,para.

acomodarla visión al medio aéreo(Burggreny Just, 1992).

1.5. Neurofisiología de la reúna. Fotorrecepcion.
La fototransducciónconstade una serie de procesosfotoquímicos,bioquímicos y

electrofisiológicosmediantelos cualesla absorcióndeun fotónpor unamoléculafotosensible

dispara la cascadade sucesosque finalmente conducena cambiosen el potenciad de

membranadel fotorreceptor.Dichacélulasecomporta,frenteal estímulo,de formacontrana

a las neuronas,en respuestaa la luz se hiperpolariza, mientras que las neuronasse

despolarizancomorespuestaal estímuloeléctrico.En oscuridad,quepuedeser considerado

como el estado de reposo (ausenciade estímulo), los fotorreceptoresse encuentran

despolarizadoscomoconsecuenciade tenerabiertossuscanalesde ionesen la membrana.



Ritmosde NAT y melatoninaen retinade anuros 1. INTRODUCCIÓN 23

a> Mensajeros intracelulares implicados

.

En los bastones,la ausenciade unaconexiónentrelos discosde los segmentosexternos

(parte fotosensiblede la célula) y la membranaplasmática (donde se producen los

movimientosiónicos) implica la existenciade un mensajerointracelular soluble que se

encarguede la transducciónde la señalentreestasdos estructurascelulares.El GMPc es

consideradocomoel candidatomásprobable,tanto en los conoscomoen los bastones,para

la regulaciónde los movimientosjónicos atravésde la membrana,mediantela aperturade

un canalespecificoparaNa~ y Ca~+ activadopor la unióndel GMPcala caracitoplasmática

de] canal (Pugh, 1987).

El calcio intracelular, puede ser consideradocomo otro mensajerointracelularque

mediantemodificacionesde sus nivelesregulauna seriede funcionescomola sensibilidad

del fotorreceptor,y la velocidadde recuperacióndel mismo tras la estimulaciónluminosa

(Kaupp y Koch, 1992).

b) Absorción del fotón

.

La opsinaen unaproteínatransmembranarcon un pesode 40 kDa, pertenecientea la

superfamiliade receptorescon7 dominiosde héliceatransmembranales.Dichaproteínaestá

unida covalentementea una molécula de 1 1-cis retinal, que es el grupo fotosensibledel

complejo denominadorodopsina(Rh). El primer paso tras la captura de un fotón es la

isomerizacióndel 1 1-cis retinad a transretinad (metarrodopsina1) procesoquetienelugar en

un tiempo de 10~ s. A continuaciónseproducenunaseriede cambiosconformacionalesen

la parteproteica,dandolugara la metarrodopsinaII (Rlfl, forma activadade la rodopsina,

de corta vida media y capazde activar a la siguienteproteínade la cascadavisual, la

transducinam. La transducinaesunaproteínaperiféricade membranapertenecientea la

familia de proteínasG (ligantesde GTP) relacionadascon los sistemasde transducciónde

señalesintracelulares (ej. AMPc y Ca~j. La transducina(T) esta formada por tres

subunidades(a,B<r) de las cualesla subunidada tieneun sitio deuniónparanucleótidosde

guanosina.La unión de la Rif a la transducinafavoreceel recambiode una moléculade

GDP por GTP(Chanbrey Deterre, 1989), con lo cual la subunidada se separadel complejo

de la transducina.Cadamoléculade Rif puededifundirdentrode la membranade los discos

activandocientosde moléculasde Tcq3r, lo queconstituyeun pasode amplificaciónde la

señal de lO2~ ío~ veces (Chanbrey Deterre, 1989). El siguientepasoen el procesode

fototransducciónse basa en la unión de la subunidada de la transducina(Ta(on~) a la
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fosfodiesterasade GMPc (PDE). Dicha enzima es también una proteínaperiférica de

membranacompuestapor tressubunidadesformandoun tetrámerode la forma PDEaBr2de

las cualesr es una subunidadinhibidora de la actividad enzimática,estandola capacidad

catalíticasituadaen el dímeroPDEaB (Takemotoy Cunnick, 1990).La activaciónde la PDE

sebasaen el secuestrode las subunidadesr por partedela Ta(nw) (Yamazaki,1992),cuando

ambassubunidadesr sonretiradas,la actividadde PDEaBesmáxima(Takemotoy Cunnick,

¡990). La hidrólisis del GMPc por la PDE43constituyeotropasode amplificación en la

cascadavisual, resultandoun factor final de amplificacióndel procesode fotorrecepciónde

10~ veces(Chambrey Deterre, 1989).

El descensode la concentraciónde GMPc inducidopor la luz provocael cierrede los

canalesNa~:Ca~~de la membranadel fotorreceptor,por lo que la célula se hiperpolariza

(Bauer y Drechsler, 1992). En este momento,el intercambiadorde Na:Ca-K (Schnetkamp

el al., 1991) reducelas concentracionesde calcio intracelulares,es decir, secundariamente

a la reduccióndel GMPc inducidapor luz, el calcio intracelular tambiéndisminuye.

e) Terminación de la señal

.

Existeunaincongruenciaentrela duracióndel procesocompletode fotorrecepción(0,5

s), y la desactivaciónespontáneade la metarrodopsinaII (variosminutos),esnecesariopues,

la existenciade mecanismosespecíficosqueacelerenesteprocesode terminaciónde la señal.

En primer lugar, la desactivacióndela rodopsinase llevaa cabopor la acciónde otras

dos proteínaspresentesen el segmentoexterno, la rodopsinaquinasa(RIi-K) que fosforila

el dominio intracelularde la RW, lo que favorecesu unión a la arrestina(Arr, proteína

reguladoraespecífica),bloqueándosetotalmente la activación de nuevas moléculas de

transducina(Palczewskiy Benovic, 1991).

El siguientepasoes la desactivaciónde la PDEaR, paralo cual se debeliberar la

subunidadinhibidorar del complejoPDET-Ta(aTn. La Lx poseeunaactividadGTPasalenta.

La reducción de los niveles de GMPc provocadospor la PDEaB activan esta actividad

GTPasaprovocandola hidrólisis del GTP unido a ella (Arshavskyeí al., 1991). La forma

Ta<orn’, se separade la PDEr que ahora puede formar el tetrámero inactivo PDEaBr~!

(Yamazaki, 1992).

Por último, es necesariorestaurarlos niveles de GMPc intracelulares,la guanilatc’

ciclasa(GC), proteínasolubledel fotorreceptor,estareguladapor unaproteínasemejantea

la calmodulinadenominadarecoverina(Rec) (Lambrechty Koch, 1991; Pughy Lam, 1990).
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Tras el pulso de luz, el calcio intracelular se encuentrareducidodebido a la acción del

intercanibiadoriónico Na:Ca-K, en estasituaciónla recoverinaseunea la GC activándola,

restaurandoasí los niveles de GMPc. Por último, este nucleótido cíclico abre el canal

Na~-Ca~~de la membranarecuperandoel estadoinicial despolarizadode la célula (Kaupp

y Koch, 1992) así comolos nivelesestacionariosde calcio.

d) Re2eneracióndel alimento visual

.

En primer lugar, seproducela hidrólisis del grupo transretinad de la metarrodopsina

II fosforilada(Liebmane:al., 1987),quedebeser isomerizadoa su forma 1 1-cisparapoder

serreutilizado,dichareaccióntienelugar en el epitelio pigmentado(PerIman,e: al., 1982).
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flustr. 6. Ciclo visual dc los fotorreceptores de vertebrados, incluyendo los procesosdc
respuesta a la luz y los mecanismos de recuperación tras el estímulo luminoso, Las
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transportadoraespecíficaIRBP (proteínaligantederetinoidesdelamatrizinterfotorreceptora)

(Rayborn e: al., 1984; Okajima et al., 1990).El trans retinol escaptadorápidamentepor el

epitelio pigmentado,dondeesisomerizadoa 1 1-cis retinol. Dentro del epitelio pigmentado

tanto el 1 1-cis retinol comoel trans retinol puedealmacenarsetemporalmenteen forma de

ésterescon ácidosgrasos.Por último, el 1 1-cis retinol sufre unaoxidaciónpara dar 1 1-cis

retinal y en esta forma ser captadopor el segmentoexterno. El lugarde estaoxidaciónno

seconoceconexactitud,aunquepareceserque tiene lugar fueradel fotorreceptor(Okajima

e: al., 1990).

Excepcionalmente,en anurosseproponelaexistenciadeunavfa rápidaderegeneración

del pigmentomedianteuna isomerasasituadaen el fotorreceptor,que transformael trans

retinal directamenteen 1 1-cisretinal, quees captadorápidamentepor la opsina.No obstante,

la cantidadde pigmentovisual recuperadode estaformapareceser mínima(Rodieck, 1973).

e) Diferenciasen el procesode fotorrecenciónentreconosy bastones

.

Lasprincipalesdiferenciasentreconosy bastones,estribanen la sensibilidady en la

rapidez de recuperaciónen ambostipos de fotorreceptores,estascaracterísticasposibilitan

la visión bajo condicionesde iluminación muy distintas,comolas quese dan duranteel día

o la noche.

Los bastonestienen una sensibilidadmucho mayor (visión escotópicao nocturna),

poseenmayor superficiefotosensibleparacaptarlos fotonesincidentesy la cantidadtotal de

rodopsinapor célulaes muy superior.Además,existensinapsisquímicasentrelos bastones,

con lo cual se aumentael campoefectivo de fotorrecepción(Wu, 1991), sumándoselos

impulsoseléctricosde cadauno de ellos.

Los conos están adaptadosa la visión con iluminación elevada(visión fotópica o

diurna),bajo la cualson capacesde respondermuy rápidamente(5 vecesmásrápidoquelos

bastones).Se ha propuestoal calcio como responsablede esta diferencia, al existir una

conexiónentrelos discosy la membranaplasmáticade los conos,hay una mayorsuperficie

por la cualel calciopuedeentrar y salir del segmentoexternoacelerandolos cambiosen los

nivelesintracelularesde Ca~~ (Liebmanet al, 1987; Pugh, 1987).

1’) Canalesvisuales

.

La capade fotorreceptorespuedeconsiderarsecomoun mosaicosobre el cual secrea

la imagenpor la alternanciade zonasclarasy oscuras.La retina neuraltiene comofunción
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principal la integraciónde la informacióntantoespacialcomotemporalprocedentede dicho

mosaico,mientrasqueel sistemanerviosocentral seencargaráde la interpretaciónde las

imágenesrecibidasde la retina.

La retina sepuededividir electrofisiológicamenteen una serie de canalesvisuales,

constituidospor el sistemasináptico fotorreceptor-célulabipolar-célulaganglionar,que se

puedenclasificaren dostipos atendiendoa su respuestaeléctricaa la luz (Schiller, 1992):

- CanalON. Cuandolas neuronasde despolarizandebidoal impulso luminoso.

- Canal 0FF. Cuandolas neuronasde despolarizanen oscuridad.

La diferencia entre ambos tipos de canales se debe tanto a caracteres

morfológicoscomoneuroquimicosde las célulasbipolares.Cadatipo de célulabipolartiene

un receptorglutaminérgicodistinto, la célulabipolar0FFtieneen su membranapostsináptica

receptoresdel tipo NTMDA (excitatorio),esdecir, la sinapsisen conservadorade la señal,

en cambio la célulabipolar ON tienereceptoresglutaminérgicosdel tipo APB (inhibitorio).

Este tipo de sinapsis es inversora de la señal, es decir la unión del agonistaprovocala

hiperpolarizaciónde la membrana,inhibiéndosela transmisióndel impulsoeléctrico (Nawy

y Jahr, 1991).

Los criterios morfológicosparadistinguir los dos tipos de célulasbipolaressebasan

en la altura de sus terminacionessinápticasdentro de la CPI. Las sinapsisde las células

bipolares0FF tienenlugar en la mitad externade la CPI (subláminaa). Mientrasque, las

células bipolares ON tienen sus contactos sinápticos con las células ganglionaresmás

profundamente,en la subláminab (mitad internade la CPI).

La estructuraen canalesON y 0FFesla soluciónutilizadaa lo largode la evolución

para la codificaciónde la informaciónluminosa,el canalQN responderíaespecíficamentea

los puntoscon luminosidadcreciente,mientrasqueel canal0FFseríasensiblea los puntos

con luminosidaddecreciente(Schiller, 1992).

2. MELATONINA OCULAR EN LOS VERTEBRADOS.

2.1. Síntesisde melatonina.
La ruta biosintéticade MEL es comúnparatodos los vertebradosestudiados(Binkley,

1981; Dodt y Meissl, 1982), tantoparala glándulapinealcomoparala reúna(Zawilskay

Nowak, 1992). Constade cuatro actividadesenzimáticasque actúande forma sucesiva,

siendoel precursorinmediatoel triptófano circulante(llustr. 7). Las dos primerasenzimas
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son comunes a la ruta de síntesis de 5-HT, mientrasque las dos últimas es encuentran

específicamenteen los órganosque puedensintetizarestemetoxindol, fundamentalmentela

glándulapineal y la retina.

Hemossubdivididoel estudiode la síntesisde melatoninaen la retina en varias partes

atendiendoal conocimientoactualde cadauna de ellas.

2.1.1SÍNTESISDE SEROTONINA A PARTIR DE TRIPTÓFANO

.

Debido a la escasezde referenciasespecíficaspara la retina, nos hemosbasadoen los

estudios llevados a cabo sobre la glándula pineal, fundamentalmentepara los datos

concernientesa las característicasenzimáticas,suponiéndosequetalespropiedadesgenerales

debenser similaresparaestosdos órganos(Weichmann,1986).

El triptófano, amino ácido esencialprecursorde la MEL, procedede la dieta y es

distribuidopor la circulaciónhastala retina(Pangy Alíen, 1986).La captacióndel triptófano

se lleva a caboa travésdel transportadorde membranade aminoácidosaromáticos.Dicho

transportadorposeeuna afinidadde 60 >uM parael Trp (Redbumy Mitchell, 1989), en la

retinade pollo seha descritounaelevaciónsignificativa en la concentraciónde triptófano

coincidiendocon la noche (Siuciake: al., 1992).

a) Trintófano hidroxilasa

.

La L-triptófano, tetrahidropterina:oxígenooxidorreductasa5-hidroxilante (TPH)

(EC.1.14.16.4)seencuentraemparentadamolecularmentecon otrashidroxilasasde aminas

aromáticaspresentesen el sistemanervioso, comola tirosina hidroxilasao la fenilalanina

hidroxilasa(Coopere: al., 1991). Estas analogíasse extiendentambiéna su localización

celularen la matriz mitocondrial, al tipo decofactorque utilizan (tetrahidrobiopteridina)y

a los sistemasde regulaciónde su actividad.El pH óptimo parala actividad enzimáticase

encuentraentre7,7 y 8, quecoincidecon el pH mitocondrial (Roos y Baron, 1981). Parala

glándulapinealde mamíferossehan descritolas siguientesconstantescinéticas:16-1001¿M

parael triptófanoy 5-40~M parael cofactor(King y Steinlechner,1985), desconociéndose

hastael momentosuvalor parala retina.En condicionesiii vivo, puedeconsiderarsequeesta

enzimase encuentrasaturadapor el 02 debido a su alta afinidadpor el mismo. Estudios

llevadosa cabosobrela capacidadsintéticade 5-HT en la retina deXenopusparecenindicar

que la triptófano hidroxilasatrabaja a concentracionessaturantesde triptófano (Cahilí y
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Besharse,1990), lo cual indicaríaun posiblepapelde estaenzimacomo reguladorde flujo

de la ruta.

Su regulaciónparecellevarsea cabomediantevariosmecanismosquedifieren en su

velocidadde actuación:

1. Fosforilaciónde la enzimapreexistentemedianteproteínasquinasas,queproducidaun

incrementode la actividad (McLennany Lees, 1978). Dicha fosforilación puedellevarsea

cabomediantela PKA (Makita el al. 1990)olaPK(Ca~~/CM)II (Sawaday Nagatsu,1988),

con lo cual quedaimplicado tanto el sistemade mensajerosintracelularesdel AMPc como

el del Cat~ intracelular.

2. Estimulaciónde la síntesisde aovode la TPH. Sesabequeestaenzimapresentaun ritmo

diario en su actividaden la glándulapinealde los mamíferos,mostrandoel máximodurante

la noche(Shibuyae: al., 1978),pero hastahacepocosañosno se hanobtenidodatosrelativo

a dicho ritmo en la retina.

Sehandescritovariacionesdiariasen su actividad, incrementándoseen unas4,4 veces

en la retina de Gallus durantela noche, dependiendodicho ritmo diario de la síntesisde

proteínasde novo (Thomasy luvone, 1991). Pareceser quela regulaciónde la expresión

génicatravés de AMPc es la responsablefinal de la apariciónde dicho ritmo (Ehret e: al.,

1991).Comoconsecuenciade la actividadrítmicadela TPH, y aunquelos nivelesendógenos

de 5-hidroxitriptófanoson difíciles de estudiardebidoa su baja concentración,en la retina

de Gallus este indol muestraunaoscilacióndiaria con valores superioresdurantela noche

(Thomasy luvone, 1991; Siuciakel al., 1992).

b) 5-hidroxitrintófanodescarboxilasa

.

La L-aminoácidoaromáticocarboxiliasa(AAAD) (EC.4.1.1.28),no ha sido estudiada

en la reúnaperosi extensamenteen la glándulapineal. Tieneunalocalizacióncitoplasmática,

conun pH óptimoparasu actividadentre7,5 y 8. Utiliza comocofactorpiridoxal 5-fosfato,

interviniendo en la síntesis de varias monoaminas cerebrales (catecolaminas

fundamentalmente)dadoel amplio númerodeposiblesaminoácidosaromáticossobrelos que

puedeactuar.

La alta actividadde esta enzimaprovocaqueel 5-hidroxitriptófanose mantengaen

concentracionesbajasen la glándulapineal (5-20 ¡iM; King y Steinlechner,1985), similares

a los valoresde la Km (5-16 MM; Coopere: al., 1991),no siendo,por lo tanto, unaenzima
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limitante en la ruta biosintética.No parecepresentarun ritmo diario, aunquepuedetener

cambiosa largo plazocomorespuestaa la iluminación ambiental(Klein e: al., 1981).

2.1.2REGULACIÓN DE LOSNIVELES DE SEROTONINA

.

El análisisde los nivelesde 5-HT en la retina escomplejodebidoal hechode quela

retina de los vertebradosposeeneuronasserotoninérgicasen la CNT, salvo la retina de rata

que poseeun númeroreducidode dichasneuronas(Redbumy Mitchell, 1989). Este hecho

imposibilita identificar la fracción de la 5-HT que actúacomo neurotransmisorde la que es

precursorade la melatonina.

Los estudiossobrela evolucióndiariade la concentracióntotal de estaindolaminaen

la retinadanresultadoscontradictorios.En el ratónsehandescritonivelesde 5-HT 2,5 veces

máselevadosduranteel día (Baker y Hoff, 1978), y en la retina de rata la luz estimulala

acumulaciónde 5-HT en los fotorreceptores(Redburny Mitchell, 1989). Estos trabajos

apoyanla existenciade un ritmo diario de 5-HT similar al descritoparala glándulapineal

(Mahapatrae: al., 1986; Vivien-Roélse: al., 1979).En cambio,en la retinade pollo aparece

el casocontrario, mostrandoun máximoen su contenidodurantela noche(Ehingery Rose,

1988).

En el fotorreceptor,ademásde la síntesisendógenade 5-HT a partir del triptófano, no

sepuedeexcluir unaposiblecontribuciónde la 5-HT deorigenextrafotorreceptorcomouna

fuentealternativa(Zawilskay Nowak, 1992), en basea la existenciade un eficaz sistemade

capturadeestamonoamina(afinidadaparentedeltransportador0,2 ~M, Redburny Mitchell,

1989).

La monoamino oxidasa (MAO; amina:oxígeno oxidorreductasa, desaminante,

conteniendoflavina E.C. 1.4.3.4) se localiza en la membranaexternamitocondrial de las

neuronasmonoaminérgicas.En la retinadebóvidos,la 5-HT esoxidadaexclusivamentepor

la MAO tipo A, presentandouna KM elevadaparala 5-HT (113MM, Fernándezde Arriba

e:al., 1991), lo queindicaquedichaenzimasolamentepuederegularactivamentelos niveles

de 5-HT cuandoéstosseanelevados,mientrasquesu papelseríadespreciableen el momento

del ciclo diario en el quesusnivelesesténreducidos.

2.1.3 SÍNTESISDE MELATONINAA PARTIR DE SEROTONINA

.

a) Arilalaullamina N-acetiltransferasa

.
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La Acetil CoA:arilalquilaminaN-acetiltransferasa(AA-NAT; E.C.2.3.1.87) es una

enzimacitoplasmática(Klein y Weller, 1970)con pH óptimo de6,5-6,8.PoseeunaKMpara

la 5-HT inferior a otrasenzimasde la ruta, lo cual apoyasu papelcomoenzimareguladora

de la síntesisdeMEL.

Sehandemostradooscilacionesdiariasen la actividadAA-NAT en la reúnade un gran

número de vertebrados(anfibios, Besharsey luvone, 1983; aves, Binkley e: al., 1979;

Hamm y Menaker, 1980; Zawilskay luvone, 1989y mamíferos,Miller e: al., 1980; Nowak

e: aL, 1988; Olcesey Moller, 1989), alcanzándoseniveles significativamentemás altos

durantela noche que duranteel día. En la glándula pineal se ha demostradoque esta

oscilaciónno sedebea modificacionesen suscaracterísticascinéticas(Chany Ebadi, 1980)

sino a cambiosen la cantidaddeenzima.

Comoconsecuenciade la acciónrítmica de la NAT, la concentraciónde su producto

(N-acetilserotonina)muestraun perfil rítmico paraleloal de la actividad NAT en la retina

(Pange: al., 1981 y 1983).

b) Ilidroxindol-O-nxetiltransferasa

.

La 5-adenosil-1 -metionina: N-acetilserotonina O-metiltransferasa (HIOMT;

E.C.2.1.1.4)es unaenzimacitoplasmática(Cardinali y Wurtman, 1972)con un pH óptimo

entre7,5 y 8 (King y Steinlechner,1985), queademásde la N-acetilserotoninaes capazde

metilarotros 5-hidroxindoles,utilizandocomodonadorde acetilosla 5-adenosil-metionina.

Las constantescinéticas (KM) de la reúnade Ranopipiensparala acetilserotoninay parael

cofactor son 8,5 ~M y 7,8 nM, respectivamente(Eichler y Moore, 1975). En condiciones

in vivo la enzimaseencuentrasaturadapor el cofactordebidoa la altaconcentraciónde éste

en la célula(0,1 mM; King y Steinlechner,1985),muysuperioral valorde su KM. De forma

analogaa lo quesucedeconla AAAD, la altaactividadde la HIOMT enzimáticadetermina

queno sea un pasolimitante en la síntesisde MEL, manteniendosiempremuy bajoslos

nivelesde su principal substrato(N-acetilserotonina).

La HIOMT no muestraunaoscilación rítmica día-noche(Wainwright 1979; Gerne:

al., 1984) en la retina.En la glándulapinealde mamíferosse han descritocambiosa largo

píazo,reduciéndosedichaactividadconsiderablementecomoconsecuenciade largosperíodos

de luz continua(Sugdeny Kleín, 1983).Tambiénsehandescritocambiosestacionalesen la

glándulapineal (Balemanse: al., 1981).
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acciónde masas,es decir, dependeexclusivamentede la concentraciónde los substratosy

de su afinidadpor la enzima(Morton, 1987b).

e) Localizaciónde la síntesisde melatonina

.

En cuantoa la localizaciónde la síntesisde MEL dentrode la retina, existenuna sene

de pruebas que indican que se produce enteramenteen el cuerpo celular de los

fotorreceptores.Estascélulasson capacesde acumular5-ITT (Redburny Churchill, 1987),

habiéndosedescrito las actividadesenzimáticasespecíficas(NAT y HIOMT) en estacapa

celular (Wiechmanneí al., 1985; Wiechmanny Hollyfield, 1989; luvone e: al., 1990).

Además,se ha localizado la MEL por inmunohistoquimicaen estascélulas(Bubenike: al.,

1976; Vivien-Roéls e: al., 1981). Por último, en estudiosin viro utilizando célulasde

retinoblastomahumano(Y79), quederivan de la línea celularde los conos (Bogenmannel

al., 1988), se ha demostradoque son capacesde expresarNAT y HIOMT en cultivo

(Kyritsis e: al., 1987; Janavse: al., 1991).

2.2. Degradación de la melatonina.

La MEL es metabolizadasiguiendovariasvíasdistintasdependiendode su origen. La

MEL periféricaescatabolizadaprincipalmenteen el hígado,dondesufre unahidroxilación

en la posición 6 del anillo indólico, y unaposteriorconjugacióncon grupos sulfato o ácido

glucurónico,aumentandoasísu solubilidadenmediosacuosos.Estoscompuestosseexcretan

por la orina(Reiter, 1984; Arendt, 1985)deformarápida,siendosu vidamediaen el plasma

de los mamíferosde unos20 minutos(Gibbs y Vriend, 1981).

La liposolubilidad de la MEL favorece su liberación directa desde los órganos

productoresa la circulaciónsin pasarpor una etapade almacenamientoprevia (Redburny

Mitchell, 1989).Estahipótesisvienecorroboradapor el altocoeficientede permeabilidadde

la MEL, cuyopasoatravésdel epitelio pigmentadoseríapor difusiónsimple(Pautlery Hall,,

1987). Segúnla literaturaconsultada,en algunasespeciesestacontribuciónde la MEL ocular

ala total circulantepuedellegaraser importantedependiendodedeterminadascircunstancias

(Yu e: al., 1981; Underwoode: al., 1984; Pang,e: al., 1987; Delgadoy Vivien-Ro~ls,

1989) mientrasque otros trabajos indican que es metabolizadaen su totalidad de forma

intraocular (Cahilí y Besharse,1989).

La degradaciónrápidade la MEL dentrodel ojo ha sidodescritaen variasespeciesde

vertebrados(Cahilí y Besharse,1989; Gracee: al., 1989; Nowak, 1990). Se lleva a cabo
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llustr. 8. Catabolismo de la melatonina en la reúnadc los vertebrados.

mediantevariasetapassucesivas(ver ]llustr. 9), que incluyen una desacetilaciónde la MiEL

mediantela arilacilanildasa(aril-acilamidaainidolúdrolasa,E.C. 2.5.2.13)y unaposterior

desaininación oxidativa de la 5-metoxitriptamina mediante la MAO. Por último, el

5-metoxindolacetaldehldoresultantepuedesufrir unaoxidacióno unareducción,dandolugar

al ácido 5-metoxindolacéticoo 5-metoxitriptofol, respectivamente, metabolitos finales de la

degradación de la NIEL en el ojo.

NR
2

2.3. Regulaciónde la síntesisde melatonina.
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2.3.1Reizuladdnendógena

.

Unaoscilacióndiaria en la MEL sintetizadapor la retinaha sidodemostradaen vahos

gruposde vertebrados:anfibios(Besharsey luvone, 1983; Delgadoy Vivien-Roéls, 1989),

aves (Hamm y Menaker, 1980; Underwoode: al., 1984), y mamíferos(Pang et al., 1980

y 1983). En estos trabajos se señalael estrechoparalelismoentreMEL y NAT, siendo

consideradaestaenzimacomoel pasolimitante de la síntesisdel metoxindol.

La regulaciónintracelular de la actividad NAT estáíntimamenteligadaa los niveles

de AMPc intracelulares,el incrementode los mismostiene comoconsecuenciados efectos,

unaestimulaciónde la síntesisde novode la NAT a travésde un incrementode su expresión

génica (Iuvone y Besharse,1983; Wiechmann, 1986), y una estabilizaciónde la enzima

preexistente(Janavse: aL, 1991).

Los tratamientosfarmacológicosque incrementanel AMPc, como puede ser la

activación de la adenilatociclasapor forscolfn o la inhibición de las fosfodiesterasaspor

IBMX, tambiéntienen comoconsecuenciaun incrementode la NAT (luvoney Besharse,

1983; luvone e: al. 1990)y de la MEL (Piercee: al., 1989).La utilización de análogosno

hidrolizablesdel AMPc quepuedenpermearlas célulastambiénprovocael mismo tipo de

respuesta,estimulandotantola NAT (luvoney Besharse,1986a)comola MEL (Piercee: al.,

1989) en la retina.

La estimulaciónde la adenilato ciclasa en las células eucariotaspuede realizarse

mediantevariasvíasalternativas:estimulacióndirectapor medio de las proteínasG (Neer

y Clapham,1988) acopladasa receptoresde membranade la superfamiliade la rodopsina

y del receptorB-adrenérgico(Janssens,1987), o indirectamentemediantecomponentesdel

sistemademensajerosintracelularesfosfatidilinositol-calcio.Enel casode los fotorreceptores

de la retina,pareceser que la estimulaciónde la adenilatociclasaen oscuridaddependede

los nivelesdecalcio intracelular:mientrasquela adición de inhibidoresdecanalesdecalcio

dependientesde voltajeo la omisión de estecatión en el medio de cultivo reducede forma

importantela NAT (luvoney Besharse,1986b),la entradadecalcioa travésde la membrana

estimuladapor la despolarizacióncon potasioeleva los nivelesde AMPc (luvonee: al.,

1991) y la actividadNAT (Avendanoe: al., 1990).

En resumen,la síntesisdeMEL ocularpodríaestarreguladamediantemecanismosque

dependendel calcio y AMPc como mensajerosintracelulares.En los pinealocitosde

mamíferosel papeldel calcio estásubordinadoa la estimulaciónmediadapor receptores13-

adrenérgicos(Ho e: al., 1992),en cambioen los fotorreceptoresde la retina, el incremento
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del AMPc debe estar precedidopor una entrada de calcio extracelular al citoplasma

(Avendanoe: al., 1990).

La primeraenzimade la ruta de síntesisde MEL, la TPH, presentaen la retina de

Gallus las mismaspropiedadesquela NAT en cuantoa su ritmicidad y a su sensibilidada

los inhibidores de síntesis de proteínas (Thomas y luvone, 1991), sugiriéndoseque

probablementeel ritmo de MEL ocularen estaespeciedependadela regulaciónconjuntade

ambasenzimasde la ruta (TPH y NAT).

2.3.2 REGULACIÓN AMBIENTAL

.

a) Efecto de la luz y el fotonerfodo

.

Estádemostradoquela MEL ocular(Cahilí y Besharse,1990)y dosenzimasde su ruta

sintética, la NAT (Hammy Menaker, 1980; luvone y Besharse,1983) y la TPH (Thomas

y luvone, 1991)presentanun ritmo circadianoquepuedemantenerseen oscuridadconstante

con un períodoaproximadode 24 horas.Además,estaritmicidad esanuladapor el efecto

directo de la luz (MiEL: Repperty Sagar, 1983; Pange: al., 1982 y 1985; NAT: luvone y

Besharse, 1983; Nowak y Zurawska, 1989; Nowak, 1990; Hanim e: aL, 1983; TPH:

Thomase luvone, 1991).

La influenciade la longitud del fotoperlodosobreel carácterrítmico de la sfntesisde

melatoninaen la glándulapinealha sidoampliamenteestudiadoen los vertebrados:(peces:

Dustony Bromage,1989; Kezukaet al.,1988,reptiles:Underwood,1985; Vivien-Roélse:

al., 1988, aves:Zemany Ilinerová, 1988y mamíferos:Arendt el al., 1981; Darrow el al.,

1986; Brainarder al., 1982; Steinlechnere: al., 1987; lasony Ebling, 1989; Ravaulte: aL,

1986). Sin embargoel númerode trabajosrealizadossobre la melatoninaocular es mucho

menor,restringiéndosesóloa los anfibios (1?. perezí: Delgadoy Vivien-Roéls, 1989) y aves

(Comrnix cowrnix: Underwoody Siopes, 1985). En todos ellos se ha demostradouna

relación directa entre la extensiónde la fase oscuray la duracióndel pico nocturno de

melatonina, no modificándoseni la altura del máximo nocturno de melatoninani las

pendientesdel pico comoconsecuenciadel fotoperfodo.

b) Efectode la tenmeratura

.

La respuestade ritmo de MEL a los cambiosde temperaturaha sido muchomenos

estudiada,centrándosefundamentalmenteen la glándulapineal. Enpoiquilotermosexisteuna

correlaciónpositivaentrela temperaturaambientaly la amplitud máximadel pico de MEL
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(Vivien-Ro&s et al., 1979, 1988; Firth e: al., 1989 M-548; Rawdingy Hutchison,1992),

desapareciendoel ritmo a temperaturasbajas (Anolis, Underwoody Calaban,1987). Con

respectoa la MEL de la retina, pareceser que muestrauna respuestasimilar a la variación

de temperaturaen R. peral (Delgadoy Vivien-Roéls,1989).

Esta inhibición del pico de melatoninapareceser una consecuenciadirecta de la

temperaturabaja, ya quetambiénseda en los mamíferoshibemantes(Marmota: Florant e:

al., 1984; hámster:Darrow e: aL, 1986; Vaneceket al., 1984). En cambio,en avesqueno

entranen hibernación,seproduceun aumentode la MiEL ocularcomorespuestaal frío (Lee

e: al., 1989).

La interacciónde la luz y la temperaturaseponede manifiesto,cuandoambosfactores

oscilan independientemente,en Anolis seha demostradoquela aparicióndel pico de MiEL

tiene lugar durantela oscuridad,o en su lugar, en la fasefría del termociclo, siendoeste

último factor tan eficaz que sólo una oscilación de 20C puedendesencadenarel pico de

melatoninaen condicionesde iluminación constante(Underwoody Calaban,1987). Este

efecto del terniociclo también se ha demostradoen otras especies, normalmentela

temperaturaalta durante¡a nocheanulatotalmenteel pico nocturno,en cambioun descenso

moderadode la temperaturacoincidiendocon la faseoscuraaumentala síntesisde MEL en

este período(Zachmanne: al., 1991; Firth y Kennaway,1989).

No hay que olvidar que la MEL es fundamentalmenteun mensajeroquímico que

integra la información ambientalregulandofuncionescíclicas en los vertebrados.En los

mamíferossehan propuestounaseriede hipótesisparatratarde indicar quécomponentedel

ritmo de melatoninacodificala informacióntemporal(Reiter, 1991).

- Hipótesis de la duración. Partiendo de la base de que la duración de los niveleselevados

de melataninaquesecorrespondenconla extensiónde la noche,los órganosdianarecibirían

entoncesunainformaciónpuramentetemporal.Unaseriede pruebasexperimentales,basadas

en la simulación del ritmo endógenode MiEL medianteinfusión intravenosade melatonina

en animalespinealectomizados,apoyanestahipótesis(Reiter, 1991).

- Hipótesis de la coincidenciainterna. El órganodiana tiene una variación diaria en su

sensibilidada la melatonina, luego la melatonina sólo actúa eficazmentesi los niveles

elevadosde estemetoxindolcoincidenconla ventanatemporalde sensibilidadmáximadel

órgano diana. La duracióntotal del pico nocturnode melatoninatendría una importancia

secundaria.Apoyándoseen estahipótesisseha tratadode explicarla existenciadeperíodos

refractariosal fotoperiodoen algunosmamíferos(Reitere: al., 1979).
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- Hipótesis de la amplitud. Segúnestahipótesis,la acciónde la melatoninadependede su

concentración,comoen la mayoríade los sistemashormonalesde los vertebrados.Hay pocas

evidenciasexperimentalesque apoyenestahipótesis.

2.4. Funcionesocularesde la melatonina.
La reúnapresentauna serie de mecanismosde adaptaciónfrente a los cambiosde

intensidadluminosaparaconservarsu funcionalidaddurantetodoel ciclo diarioy anual (Wu,

1991). Dichos mecanismosestánreguladosde forma endógenamedianteneuromoduladores

retinales.Entre ellos la MiEL tiene un papel central, coordinandola sucesióntemporalde

dichosmecanismosasícomo,regulandola síntesisdelosotrosneuromoduladoresencargados

de estamismafunción.

Se han descrito receptoresespecíficospara MiEL en la reúna de rana, situados

concretamenteen la CPI (Wiechmann y Wirsig-Wiechman, 1991). No obstante,la gran

mayoríade los trabajosdescribenlos receptoresde MiEL en distintasregionesdel sistema

nerviosocentralde mamíferos(Krausey Dubocovich,1991)y en la hipófisis (Morgane: al.,

1991), lo que hace suponerun extensoespectrode accionesde este metoxindol, tanto

ocularescomoextraoculares.Aparte de su localización,seconocepoco sobrela naturaleza

de los receptoresy los sistemasde segundosmensajerosimplicados en la respuesta,la

mayoría de los trabajos apuntan hacia receptoresde membranapertenecientesa la

superfamiliade la rodopsina(Morgan e: al., 1991), y queestaríanacopladosnegativamente

a la AC, modificandotambiénla entradade calcio extracelularen las célulasdianas,como

seha demostradoen los melanóforos,y en las célulasdopaniinérgicasde la retina (Krause

y Dubocovích,1991) y del cerebro(Zisapele: al., 1985).

2.4.1 SISTEMA DOPAMINA-MELATOMNA

.

Se ha propuestoque la DA de la reúnaactuaríacomo factor paracrino,debidoa la.

ausenciade contactossinápticosentrelas neuronasdopaminérgicassituadasen la CPI y sus

correspondientescélulas dianade la reúnaexterna(célulashorizontales,fotorreceptoresy

epitelio pigmentado).En apoyode estahipótesis,seha demostradoque la degradaciónde

la DA sellevaacaboexclusivamentede forma intracelularen las neuronasmonoaminérgicas

(ausentesen la reúnaexterna),y ademásla reúnamuestrauna altaconcentraciónde ácido

ascórbicoquereducesu oxidaciónespontánea(Witkovsky y Schtltte, 1991).
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El pasolimitante en la síntesisde DA es la primeraenzimade la ruta, la tirosina

hidroxilasa(TH) (L-tirosina tetrahidropterina:oxígenooxidorreductasa,E.C. 1. 14.3). Esta

enzimahidroxila la tirosina dando lugar a L-DOPA, a continuaciónla L-DOPA sufre una

descarboxilaciónpor la AAAD paradarlugara la DA. Lasanalogíascon la síntesisde5-HT

implican tantoa la TH, estrechamenteemparentadacon la TPH, comoa la AAAD, quees

comúnparaambasrutas biosintéticas(Juvone, 1986a).

La regulaciónde los nivelesdeDA se realizamedianteprocesosqueimplican tantosu

síntesiscomosu liberación.El númerode neuroquimicosqueejercencontrolsobreel sistema

dopaminérgicoesmuyamplio, tantocon accionesestimuladorascomoinhibidoras.La AcCh,

substancia1>, cr-MSH y la5-HT (procedentesdecélulasamacrinas)estaríanentrelos agentes

activadoresde la síntesisy liberaciónde DA, mientrasquelasaccionesinhibidorasestarían

desarrolladaspor GABA, adrenalina(mediantereceptoresa2) y péptidosopiáceos(luvone,

1 986a),concretamente,la inhibición mediadapor GABA ha sido ampliamenteestudiada

(Kampy Morgan, 1981; O’Connore:al., 1986),proponiéndoseunaliberacióntónicadeeste

aminoácido que inhibiría las células dopaminérgicasdurante la oscuridad. En luz,

desaparecidaestainhibición, la DA seríaliberadaduranteestafasedel fotociclo (Boatright

y luvone, 1989b).

El efectodirectode la luz tantosobrela actividadTH comosobrela liberaciónde DA,

determinala ritmicidad en los nivelesdeestacatecolaminaen la reúna,aunqueenestecaso

el perfil seencuentrainvertido respectoa la melatonina(luvone, 1986a;Witkovsky e: al.,

1988a). Ademásdel efectodirecto de la luz, el carácterrítmico de la liberaciónde ambos

neuromoduladoresse conservaen condicionesde iluminación constante,implicando una

regulacióncoordinadade los mismos,queserealizamediantedoslazosde retroalimentación

negativa:

a) La MiEL inhibe directamentela liberaciónde DA afectandodirectamenteel procesode

exocitosis dependientede calcio, como se ha demostradocon la utilización de agentes

despolarizantesde la membrana,comoel potasioo la estimulacióneléctrica (Dubocovich,

1983; Nowak, 1988).

b) La DA inhibe la síntesisde MEL a travésde receptoresD2 presentesen el fotorreceptor

(luvoney Besharse,1986c; Witkovsky e: al., 1988a; Zawilska y luvone, 1989; Nowak et

al., 1989). La adenilatociclasaresultainhibida y por tantodesciendela actividadNAT y la.

síntesisde MiEL (luvone, 1986b; Qu e: al., 1989).
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2.4.2 FUNCIONESREGULADASPOREL SiSTEMA DOPAMINA-MELATONINA

.

SehandescritonumerosasfuncionesintraocularesdelsistemaDA-MEL, acontinuación

resumiremoslas más importantes.

a) Accionessobre las células horizontales

.

La DA liberadaduranteel día modifica la respuestaelectrofisiológicade las células

horizontales mediante la activación de la adenilato ciclasa a través de receptoresD1

(Witkovsky e: al, 1988a), como consecuenciade ésto se favorece la transmisiónde la

informacióneléctricaprocedentede los conoshacialas célulashorizontales(funcionalmente

activosduranteel dfa) en contrade la importanciade los bastones(Witkovsky e: aL, 1988b;

Witkovsky y Shi, 1990).

b) Movimientos retinomotores

.

Se denominanmovimientosretinomotoresa unaserie de movimientoscelularesque

experimentanlos fotorreceptoresdepeces,anfibios y avescomorespuestaa los cambiosde

iluminación. Dichosmovimientossedebenfundamentalmentea cambiosen la longitud del

mioide, mostrando una ritmicidad cíclica que en muchas especies es endógena,

manteniéndoseen condicionesde oscuridadconstante(Bumsidey Dearry, 1986).

Cadatipo de fotorreceptorrespondede forma contranay característica,los conosse

contraenen luz mientrasque en oscuridadsedistienden(Dearry e: al., 1990; Besharsey

Witkovsky, 1992; Besharse,1992). En cambio, los bastonesmuestranuna extensióndel

mioide hasta que sus segmentosexternos quedan ocultos a la luz dentro del epitelio

pigmentado,mientrasquela oscuridadcontraeel mioideexponiendolos segmentosexternos

a la escasaluz incidente(Dearry e: al., 1990; Bumsidey Dearry, 1986).

La administraciónde MiEL reproducelos movimientosretinomotoresnocturnosde los

fotorreceptores(Piercey Besharse,1987), mientrasque la DA simula la acciónde la luz

(Deary e: al., 1990; Besharse, 1992), indicando que estos dos compuestosson los

responsablesde estosmovimientos.

c) Misración del nigmento del epitelio piumentado

.

El epitelio pigmentadoexperimenta una serie de movimientos de su pigmento

citoplasmáticocoordinadoscon los movimientosretinomotoresdelos fotorreceptores,lo que

determinaque los vertebradosposean una retina funcionalmentedoble, adaptadaa la
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variación diaria de intensidadluminosa. Durante la fase de luz, se produceuna rápida

dispersiónde los gránulosde pigmentodel epitelio pigmentadoa la zonaapicaldel mismo,

lo cual protegede la luz incidentea los segmentosexternosde los bastones.En cambio,en

oscuridad,los gránulosse agreganen la partebasalde las célulasdel epitelio, quedandolos

bastonesexpuestos(Burnsidey Dearry, 1986). En los anuros,el sistemaDA-MiEL regula

dichos movimientosdel pigmento, la DA, a travésde receptoresD1 del epitelio, capazde

provocarJa dispersióndel pigmento (Dearry e: al., 1990), mientrasque la MiEL tiene una

acciónantagónicaprovocandola agregacióndel mismo (Pangy Yew, 1979),probablemente

mediantemodificacionesen el calcio intracelular(Mondragóny Frixione, 1989).

d) Recambiode discos

.

Al igual quelos otrostiposdeneuronas,los fotorreceptoresno sedividen, sin embargo

los segmentosexternosse renuevanconstantemente.Discosnuevosseforman en la basey

migranhaciala puntade conoo delbastón,dondeson fagocitadospor las célulasdel epitelio

pigmentado.El recambiode discoses rítmico y estaacopladoal ciclo de luz-oscuridad(Dahí

y Gordon, 1992; Besharse,1986).

El procesorítmico de fagocitosissólo sedisparaal comienzode la fase luminosadel

ciclo paralos segmentosexternosdelos bastones(Dahí y Gordon,1992), y al final de la fase

luminosapara los conos (Besharse,1986), implicándoseen su regulacióntanto a la MiEL

comoa la DA (Besharsey Dunis, 1983a;Dahí y Gordon, 1992; Dahí, 1992)).

3. CINETICA ENZIMATICA.

Las propiedadesmáscaracterísticasde las enzimasson,porun lado su capacidadpara

acelerar las reaccionesqufmicas en condicionescompatiblescon la vida (catalizadores

biológicos),y por otro sugranespecificidadrespectoa los compuestossobrelos quepueden

actuarcomosubstratos. El conocimientode la cinéticaenzimáticaes un pasode

vital importanciacuando se pretendecomprenderla función de las enzimasen procesos

biológicos. La cinética proporcionauna informaciónmuy valiosae inalcanzablecon otros

métodosde estudio,sobrela función de la misma.

Debidoa la grandependenciade la funcionalidaddela enzimarespectoafactorescomo

el pH, la temperatura,substratos,etc., seimponeconoceren primer lugarlos requerimientos

óptimosde la mismaparapodercuantificar,de forma fiable y reproducible,dicha actividad.
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Concretamente,para la realización de estudioscinéticos deberíancumplirse una serie de

condiciones:

- Linealidadde la reacciónrespectoal tiempodel ensayo,cantidadde enzimay temperatura.

- Actividad enzimáticamáximaa pH, temperaturay concentraciónde substratosóptimos.

Si sedisponede una soluciónde enzimapurificadaseobtendránlos resultadosmás

validos,evitándoseasíinterferenciasen el ensayoprovocadasporotrasenzimaso metabolitos

presentesen las muestrasbiológicas.Sin embargo,muy pocasenzimassedisponenen estado

puro, debidoa queel procesode purificaciónsueleser largo, lo queconlíevala perdidade

unapartede la enzimaactiva duranteel proceso.Si no es posible disponerde la enzima

purificada, debe llevarsea cabo una serie de pruebasprevias con el fin de demostrarla

validezde la preparaciónenzimáticapara los estudioscinéticos.

3.1. Factores que afectan a la actividad enzimática.

3.1.1 CONCENTRACIóN DE ENZIMA

.

Manteniendoel restode las condicionesconstantes,la velocidadde la reacción

debeser directamenteproporcionala la cantidadde enzima(y = k [E]). En estapremisase

basan los métodos de estimación de enzimas utilizando su actividad como parámetro

cuantitativo.Esteesel casomásgeneralparalas enzimaspurificadas,perocuandoseutilizar

preparacionessin purificar, frecuentementesepierdedicha proporcionalidadentreactividad,

y [EJdebidoa diversascausas:

- Presenciade pequeñascantidadesde activadoreso inhibidoresen algún componentede la

mezclade reacción(tampón,substratos,cofactores,etc.).

- Presenciade un cofactornecesariopara la catálisis en la muestrabiológica. Cuandose

utiliza la enzima muy diluida dicho cotáctortambién resultadiluido. En los dos casos

anterioresla falta de linealidadde la reacciónsecorrigeutilizandograndesconcentraciones

de enzima.

- Cambiosen la actividadenzimáticarelacionadoscon la dilución de la muestra.Lasenzimas

oligoméricaspuedendisociarsecomo consecuenciade un efectode dilución, queconlíeva

cambiosen su actividad.

- Agotamientode algúncomponentede la mezcladurantela reacción,o la apariciónde un

productode la reacciónque inhibe la enzima.

3.1.2 SUBSTRATOS

.

a) Modelo cinético de Michaelis-Menten

.
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La reaccióncatalizadapor una enzimapuededividirse en tres etapas:

1. Formacióndel complejoenzima-substrato.

2. Catálisis, formacióndel producto.

3. Disociacióndel complejoenzima-producto

1 2 3

mm
E+S’-’ES’-ES ‘.EP’.E+P

Como seobservaen el esquema,la etapa1 indicael equilibrio químicodel complejo

enzima-substratocon sus correspondienteformas libres. La etapa2 es el pasolimitante de

la reacción,en el que se forma el complejoactivado (ES). La formación del producto es

directamenteproporcionala la concentracióndel complejoES (y = k [ES])dondek indica

la velocidad de formación de ES. El paso 3, la disociación del producto P, puede

considerarseirreversibleal comienzodel ensayocuandosu concentraciónes despreciable.

Si se mantienela enzimaen unaconcentraciónconstantey limitada, el efectode la

concentraciónde substratosobrela reacciónsepuededividir en dos etapas.

- Cuandola concentraciónde substratoesbaja, la formación del complejo ES dependede

forma casi lineal de ¡a [5], consecuentemente,seobservaun incrementocuasilinealde la

velocidadde la reacciónrespectoa [5].

- A concentracionesaltasde substrato,debidoaquela enzimaseencuentramayoritariamente

en la forma ES, la cantidadde enzimase hacelimitante, no pudiéndoseincrementarmásla

velocidadde reacción,en esta situaciónse dice de la enzimaseencuentrasaturada([E],~

- [ES]).

Como consecuenciade este comportamientola representaciónde la velocidad de

reacciónfrente a la concentraciónde substratoparaunacantidadfija de enzimatiene una

forma de hipérbolarectangularquepasapor el origen y con una asintotahorizontal (y =

V~D quesedenominadaecuaciónde Michaelis-Menten(Cleland, 1967).

v~v~ [S

]

KM+ [3]

KM indica la concentraciónde substratoa la cual sealcanzala mitad de la velocidad

máxima(V,~J, está relacionadacon la afinidad del substratopor la enzimay corresponde

a la constantedel equilibrio 1. La V,,~ representala velocidadde reaccióncuandotoda la

enzimase presentaen forma ES (saturada)queviene determinadapor la velocidadde los

pasos2 y 3. Este parámetrocinético se relacionalinealmentecon la cantidadde enzimaa
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travésde la constanteK.t (Vr = kCSJE]) la cual indicala capacidadcatalfticade la enzima

o el númerode moléculasde substratoque puedetransformaruna enzimaen unaunidadde

tiempo.

Para la aplicación del modelo de Michaelis-Mentena una cinética enzimática, se

requierendos condiciones:

- La formación del complejo ES debeencontrarseen equilibrio, esdecir, la formacióndel

complejoES (paso 1) debeser másrápidaqueel progresode la reacción(pasos2 y 3).

- La [SI libre sedebemantenerconstantea lo largo del ensayo,es decir, quela [ES]debe

ser pequeñafrente [5], para lo cual la [E] debeser muy baja.

Puededarseel casoque la reacciónseademasiadorápida (K.~ alta) comoparaquela

formaciónde ES seencuentreen equilibrio (paso 1), sehabla entoncesdel modelocinético

del estado estacionario. Las cinéticas siguen presentandoel perfil hiperbólico pudiendo

aplicarse los métodosde cálculo tradicionales,pero en este caso aunquela KM sigue

indicando la [5] a la cual sealcanzala V~/2, esteparámetrono representala afinidadde

la enzimapor el substrato,ya que las velocidadesrelativas del paso 1 y del paso 2

contribuyenal valor de estaconstante.

b) Métodos de calculo de las constantes cinéticas

.

El cálculo de las constantescinéticas debe realizarsesiempre con las velocidades

iniciales, es decir, cuando se cumplen todas las condiciones de proporcionalidadentre

actividadenzimática,[E] y tiempo de reacción.Cuandoestono esposible,comosucedeen

el caso del método de valoración de la actividad enzimáticadenominado“a punto final”

(métodoempleadoen esta Memoria paravalorar la actividad NAT), es necesarioprobar

previamentequese conservala linealidad de la reacciónrespectoa la cantidadde enzima

utilizada y durantetodo el períodode tiempo del ensayo.

- Métodosalgebraicos. Son muy precisospara la estimaciónde las constantescinéticas,,

debidoa la aplicaciónde técnicasde cálculo complejos,comopor ejemplo, la regresiónno

lineal (Wilkinson, 1961).Además,poseenunagranflexibilidad a la horade aplicar modelos

cinéticos complicados(Duggleby, 1981). Se comentaránen profundidaden la secciónde

materialesy métodosde estamemoria.

- Métodos gráficos. Son mucho menosprecisos para la estimación de las constante

cinéticas,pero no se han abandonadodebidoa su gran valor comoaproximacióncualitativa

parala clasificaciónde tipos de cinéticas,tipos de inhibición, etc. La más utilizadaes la
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representacióndoblerecíproca(Lineweaver-Burk,11v frentea 1/5), quetransformala curva

hiperbólicade la cinéticaen unarecta. La linealidadde dicharepresentacióngráfica, se toma

como un criterio de validezdel ensayoenzimático.

La falta de linealidaden la representaciónde Lineweaver-Burkpuededebersea varias

causas,comola existenciade una reacciónespontánea(no catalizada),queno se saturaa

concentracionesaltas de substrato,esteproblemase puedecorregir utilizando unostubos

blanco(sin enzima)apropiados(Dixon y Webb, 1979).La presenciade substratoendógeno

en la preparaciónenzimáticatambiénpuededar lugar a la desapariciónde la linealidad,

debidoaquela concentraciónreal de substratono coincidecon la añadida,lo queprovoca

erroressignificativosen las caracterizacionescinéticasespecialmenteabajasconcentraciones

de substrato(nixon y Webb, 1979).

c) Especificidadde la reacción

.

Cuandose utilizan preparacionesenzimáticassin purificar es necesariocomprobarla

especificidadde la reacción,incluyendotanto la especificidadde la enzimapor el substrato

utilizado como la de dicho substratopor la enzimaa determinar. Para comprobarestas

cuestionessepuedenutilizar unaseriede criterios cinéticos.

- UNA ENZIMA ACTUANDO SOBREDOS SUBSTRATOS.

Cuandouna enzimano escompletamenteespecíficaparaun substrato,esposibleque

puedaactuarsobredos substratosdistintosal mismo tiempo.La utilizaciónsimultáneadedos

substratosse ha utilizadocomoaproximaciónexperimentalparalos estudiosdeespecificidad

enzimática.No puedeserconsideradosimplementecomoun casodedosreaccionesparalelas,

debidoa que la cantidadde enzimaes limitada, estableciéndoseuna competenciaentrelos

substratospor el sitio activo del enzima(Dixon y Webb, 1979).

Si sedispone de varias muestrasenzimáticasde orígenesdistintos, el criterio más

sencilloesla utilizaciónde un estudiode correlaciónentrelasactividadesvaloradasconcada

substrato, una correlación significativa indica que solamenteexiste una enzimaen las

muestrascapazde actuarsobreambossubstratos.

En el caso de utilizar una sola preparaciónenzimática,se disponede dos criterios

cinéticos:

a) En el caso de valorarsólo uno de los productosposibles,cadasubstrato(a 6 b) debe

ejercer una inhibición competitiva sobre el otro, luego los datos experimentalesdeberL

ajustarsea la cinética:
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y
y

a Ko

b) Método de los substratosmezcladoso test de la aditividad, en el quese valora la suma

de los productosprocedentesde ambossubstratos.Estemétodohasidoutilizadoparaconocer

si dos reaccionesdistintas son llevadas a cabo por la misma enzimade la preparación

enzimáticao por dosenzimas.Paraestefin senecesitaconocerlas respectivasV,,..~ paracada

substratoy la ~ cuandose utiliza una mezclaequimolecularde los mismos(VM). Los

posiblesresultadosy suscorrespondientesconclusionesse resumena continuación:

V>~<=Vn,~,< +V~< <existen 2 enzimas)
a b

VM<Vmax +Vu,~,< <existe 2. enzima)

- DOSENZIMASACTUANDOSOBREUNMISMOSUBSTRATO.

En el casode tenerunaúnicapreparaciónenzimáticasepuedeutilizar la representación

de Lineweaver-Burk,la pérdidade la linealidad determinaríala existenciade dos enzimas

distintasactuandosobreel mismo substrato.Noobstantela conservaciónde la linealidadde

la representaciónLineweaver-Burkno es un criterio concluyentesobre la existenciade una

enzimaúnica,debidoaquesi las enzimastienenKM similares,o susV,,~ son muy distintas,

la representaciónno podríadistinguirsede una verdaderarecta(Dixon y Webb, 1979).

Si se utilizan variaspreparacionesenzimáticasun métodoválido seríala comparación

de la razón de las actividadesenzimáticasobtenidasa dos concentracionesde substrato

(v51/v52). En muestras con una sola enzima la razón v81/v52 debe conservarse,

independientementede la cantidadtotal de enzimaen cadamuestra,debidoa quedicharazón

dependeexclusivamentedel valor de la KM y <le las concentracionesSI y S2 utilizadasen el

ensayo.

ir31 S1(K~+S2

)

S2<KM+S1)

En cambio, si en las muestrasexiste más de unaenzimacinéticamentedistintas, la

razón v81/v8, dependeráde la cantidadrelativade cadauna de las enzimas,luegopequeños

cambiosen la cantidadde algunade ellasprovocaquela razónv51/v52 no seconserve.

3.1.3 EFECTODEL pH

.
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Normalmentelasenzimassólopuedenpermaneceractivasen un intervalomuy estrecho

de valoresde pH. Fuerade esteintervaloóptimo, característicode cadaenzima,seproduce

la pérdidade la actividad,debido a diversascausas(Dixon y Webb, 1979):

- Alteración de la integridad estructural de la enzima lo que provoca la inactivación

irreversiblede la misma.

- Cambiosen la KM, cuando la afinidadde la enzimapor el substratodependedel estadode

ionizacióndel substratoo del centroactivo. La utilización de [5] saturantesdeberíananular

los efectosdel pH sobre la KM.

- Cambiosen la V,,,~, cuandoel procesode formacióndel complejoES esdependientedel

pH. Aunquese utilicen [5] saturantesla velocidadde reacciónresultaafectadapor el pH.

La inhibición reversiblesedebea cambiosen el estadode ionizaciónde E, 5 ó ES, lo

cualprovocaun pico simétricoen la actividadenzimáticaalrededordel pH óptimo, la enzima

pasa por varios estadode ionización distintos, de los cuales el intermedio es la forma

catalíticamenteactiva, la perdidao la gananciade un protónde esta conformaciónóptima

inactivala enzima.

3.1,4 EFECTOS DE LA TEMPERATURA

.

Los efectosde la temperaturasobrela actividadenzimáticasuelenserextremadamente

complejos. De forma análogaa los efectosdel pH, la temperaturapuede afectar a la

integridadde la estructurade la enzima,o sólo a suscaracterísticascinéticas(KM y V,,,»).

La termoestabilidadde la enzimasepuedetratarestudiandola linealidadde la reacción

con el tiempo, incubandola enzimaa varias temperaturasen condicionessaturantesde los

substratos,con el fin de evitar interferenciasdebidasa cambios en la afinidad por los

substratoscomoconsecuenciade la temperatura.En estetipo de estudiossepuedenobsen’ar

dosefectosdistintosy simultáneosprovocadospor la temperatura,el efectoestimuladorsobre

la velocidad de la reacción, y la destrucciónde la enzima a altas temperaturas.La

temperaturaóptima de la enzimaquedadeterminadapor la combinaciónmás favorablede

ambosefectos,es decir, la temperaturamásalta a la cual no seobservedestrucciónde la

enzimaen el tiempo quedure el ensayo.

- Ecuaciónde Arrhenius

.

Cadauno de los pasosde la catálisisenzimáticapuedeasimilarsea un equilibrio

químicoentreespeciesdistintas,cadaequilibrio estáasociadoa un cambioen la energíadel
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sistema,paracadatemperaturadicharelacióntermodinámicaviene definidapor la ecuación

general:

AG = -RT Ln(K) K = constantedel equilibrio químico.

La acciónde la temperaturasobrela velocidaddela reacciónfueexplicadapor primera

vez por Arrhenius (revisión Hill y Wise, 1992). De la población total de moléculascuya

energíasedistribuye siguiendola ecuaciónde Maxwell-Boltzman,sólo unamínimapartede

ellases capazde reaccionar,ya que poseenla energíacinética suficientepara superarla

barreraquesuponela energíade activación (Ea) de la reacción.

La ecuaciónde Arrhenius relacionala tasa de una reacción y la temperaturade la

siguienteforma.

14~ Ea~ 1 1 ¡ R=Constante de los gases
RkTi 2”2)

K1 y K2 representanla tasa de reacción medida a las temperaturasT1 y T2 (
0K)

respectivamente.

De dicharelaciónse puedeconcluir queun incrementopequeñoen la temperaturade

sólo unos 100K, que significa un pequeñoaumentoen la energíatotal de la población de

moléculas(3-4 %), suponeun gran incrementoen la velocidadde la reaccióndebidoa que

se duplica, en la mayoríade los casos,el númerode moléculasquepasanla barrerade la

E~.

A partir de la ecuaciónde Arrheniusse puedeobtenerla informacióntermodinámica

de cualquierconstantecinética.Despejandoel Ln K
2 de la ecuaciónde Arrheniusseobtiene:

Ln<K2) =Ln(K1) El
1

T-.oo

Esta representaciónde Arrheniuses una regresión lineal en la que el término

constantees el valor de Ln(K) cuandola temperaturaal infinito y la pendientede la recta

(ÁHIR) indica unaconstanterelacionadacon el cambio de energíadel equilibrio químico.

Este tratamiento matemático puede aplicarse al cálculo de los parámetros

termodinámicosquegobiernancadaequilibrio químicoqueconstituyeel procesocompleto

de la catálisis, concretamentese puedencalcular los cambios de entalpía asociadosal

equilibriode formacióndelcomplejoES (relacionadaconla constantedela KM), o formación

del complejo El (relacionadacon la K~, cuando exista un inhibidor en el reacción). La
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energíade activación(o entalpíade activación,ED puedesercalculadatomandola constante

V~ ya queesteparámetrocinético representala constantede equilibrio de la formaciónde

complejoES activado(ES), pasolimitante de la velocidadde reacción.

Resumiendo,a partir de la representaciónde Arrheniusse puedecalcular:

K pendiente

V,,. -E,/R Ea (Energíade activación)

KM AH/R áH~ (Entalpíade formaciónES)

zXH/R AHEL (Entalpíade formación El)

Si la formación del complejoES esexotérmicael valor del la KM aumentarácon la

temperatura,en cambiosi la formacióndel complejoesendotérmica,la KMse reducirácon

la temperatura.

La E, toma siempreun valor positivo, debidoa queeste parámetrotermodinámico

representauna barreraenergéticaparala reacción.La E~ pareceser característicade cada

enzima,no siendomodificadade forma importantepor la naturalezadel substratoutilizado.

La apariciónde discontinuidadesen la representaciónde Arrhenius, observadascomo

cambiosen la pendiente,puededebersea varias causas(Dixon y Webb, 1979):

- Cambiode faseen el solvente,típico delas enzimasasociadosa membranasbiológicas,que

puedensufrir un cambiode fase (Kumamotoa al., 1971) por acciónde la temperatura,

pasandodel estadode gel al de cristal líquido.

- Dos reaccionesparalelas.Cuandodos enzimaso dos isoformas de la misma enzima

sensibilidadestérmicas distintas llevan a cabo la misma reacción. A temperaturasaltas

predominala acciónde la enzimatérmicamentemássensible(pendientemayor).

- Cuandoel proceso estudiadoincluye dos reaccionesconsecutivascon sensibilidades

térmicas distintas, el proceso menossensibletérmicamentelimita la velocidad final del

sistemaa temperaturasaltas.

3.2. Cinética de las reaccionesbisubstrato.

La mayoría de las reaccionesenzimáticasse basanen la transferenciade grupos

químicosde unamoléculaa otra (transferasas),esto suponequelas enzimassuelenactuar

sobrevariossubstratosdistintosduranteel mismoprocesodecatálisis.La cinéticaenzimática

de estasreaccioneses muchomáscomplejaquepara el casode un solo substrato,ya que

ademásde dependerde la concentracióndecadasubstrato,tambiéndependedel mecanismo
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seguidodurantela reacción,comopor ejemplo,el ordenen el que los substratosse unenal

centro activode la enzima.

El análisiscinético de estasreaccionesse puedesimplificar si se mantieneconstante

uno de los cosubstratosy se varía el otro. La cinética se convieneen unacurva de tipo

Michaelis-Menten,pero el valor de la KM y la V,,,~ estimadasdependede la concentración

de cosubstratoutilizada, debidoa lo cual se denominanKM y V,,,~ aparentes.Cuandoel

cosubstratose añadeen concentraciónsaturante,el valor de las constanteaparentesse

aproximana su verdaderovalor.

A continuaciónsecomentaránlos dos mecanismoscatalíticosmáscaracterísticos:

a) Reaccionescon unión aleatoria de los substratos

.

Los substratosse puedenunir al centro activo de forma aleatoria. El modelo más

generalde este tipo de cinética, suponeque la unión de cadasubstratoa la enzimapuede

modificar la afinidadde la enzimapor el otro. Una simplificación de estemodelo general

suponequela afinidadpor cadasubstratoes independienteentresí. Este tipo de cinéticase

ha descritopara multitud de transferasascomopara la carnitinaacetiltransferasa(Dixon y

Webb, 1979).

EA V
n’ax

,., ~. A,B~Substratos V
E EAE-E+P+Q p,Q=productos

LB\~‘ ‘1

En este caso, las representacionesde Lineweaver-Burk obtenidas para varias

concentracionesfijas del cosubstrato,se cruzanen el mismopunto sobreel eje lIS, lo cual

indica que la KM se mantiene constanteindependientementede la concentración de

cosubstratoutilizada. Por tanto, el valorde dichaconstantepuedecalcularseutilizando una

únicaconcentraciónfija de cadacosubstrato.

b) Mecanismode unión ordenada de los substratos

.

En este caso, la unión de cadacosubstratose realiza en una forma ordenada,esta.

restriccióndel modelo tienecomoconsecuenciamásllamativaquela KMparacadasubstrato’

dependede la concentracióndel otro cosubstrato(KM aparente).

Multitud de transferasas,muestranun subtipo específicode estemecanismode unión

denominadotransferenciaen dos etapaso mecanismoping-pong,tras la unión del primer
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substrato,la enzimaquedamodificadacovalentementeporun grupoquímico(E’) y esen esta

forma cuando se une el segundo substratoque acepta el grupo unido a la enzima,

recuperándoseéstaen el estadoinicial.

2 y
fliax

E+A’”EA’.E”E1B’”E+Q Ka Kb

a b
E

Las representacionesde Lineweaver-Burk de esta cinética para varias

concentracionesfijas del cosubstratodan lugar a rectasparalelas,indicando quesegún se

aumentala concentracióndel cosubstratoambasconstantescinéticas(V,,,~ y KM) aumentan

de forma proporcional.

3.3. Inhibidores de enzimas.

Se denominaninhibidoresenzimáticosa una seriede substanciasquímicasque tienen

la propiedadde reducir la capacidadcatalíticade una enzima.En el campode las ciencias

básicas, los inhibidores han sido utilizados como herramientas imprescindibles para

profundizaren el estudioenzimático.Atendiendoa su forma de actuaciónsepuedendividir

en dos grandesgrupos.

- frreversibles. Cuando se unen a la enzima inactivándola de forma irreversible. Se

caracterizanpor un progresivoincrementode la inhibición con el tiempo. La eficaciadel.

inhibidor viene expresadapor una constantede velocidaden lugar de una constantede

equilibrio, lo cual indica que aunquese utilice una concentraciónbaja del inhibidor, si

transcurreel tiempo suficiente,puedeconseguirsela inhibición total de la enzima

- Reversibles. Cuandola unión del inhibidor con la enzima dependede un equilibrio

químico,y por lo tanto puedeser definido con unaconstante(KJ queesunamedidade la

afinidad de la enzimapor el inhibidor. Estainhibición es reversibledebido a quesiempre

puedeser eliminadareduciendola concentracióndel inhibidor.

Los inhibidoresreversiblesseclasificanatendiendoa susefectossobre lasconstantes

cinéticasen las siguientescategorías(Dixon y Webb, 1979):

a) Inhibición comoetitiva.El inhibidor se uneal centroactivo de la enzimadesplazandoal

substrato. El efecto sobre la cinética es un incrementode la KM aparente.El carácter

competitivosedemuestrautilizando grandesconcentracionesde substrato,condicionesque

determinala desapariciónde la inhibición (sedebeconservarla V,,,J.
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b) Inhibición no comnetitiva. La unión del inhibidor a la enzima afecta al procesode

catálisisdel complejo ES (y por tanto a la V,.,~), pero no a la unión del substratocon la

enzima(se conservala KM). Idealmente,a concentracióninfinita del inhibidor la actividad

enzimáticatiendea cero. Un aumentoen la [5] no revierte la inhibición. Es un caso de

inhibición queraramentese da en condicionesexperimentales,debido a que la accióndel

inhibidor difícilmente puede afectar exclusivamentea la y,,,.,, sin modificar la unión del

substratoa la enzima.

e) Inhibición mixta. El inhibidor modifica ambasconstantescinéticas(V,,,~ y KM). Es el

tipo de inhibición máscomúntras la inhibición competitiva.

d) Inhibición acomoetitiva. Puedeconsiderarseun tipo especial de inhibición mixta, en el

quecomoconsecuenciade la accióndel inhibidor quedanmodificadastanto la KM comola

V,,,. en la mismaproporción,conservándosela razón KMIV,,,.,~.

Para distinguir entre los distintos tipos de inhibición, tradicionalmentese viene

utilizando las representacionesde Lineweaver-Burk, usandovarias concentracionesdel

inhibidor.

En la inhibición competitiva,el puntode intersecciónde las representacionescoincide

con el eje Y (11V,,,,,, seconserva),mientrasquedicha interseccióntienelugaren el eje X en

el casode inhibición no competitiva(-1/KM se mantiene).Cuandola interseccióntienelugar

en cualquierotropunto fuera de los ejesestamosanteuna inhibición mixta, mientrasquesi

seobtienenrectasparalelas(intersecciónenel infinito) significaquees un casode inhibición

acompetitiva.

A partir de los valoresde V,..~,, y KM aparentes(V,,,,,1, y KM ~,)estimadasa partir de

las representacionesde Lineweaver-Burken presenciay ausenciadel inhibidor, puede

calcularsela constantede afinidad del inhibidor:

1
KM (1+11K1’) —1

sp

KM

I=concentacion inhibidor

K1 inhibición competitiva
,riax -1 Kg inhibición no competitiva

timax.p

En el casode la inhibición mixta han de calcularselos dos valoresde la constantede

inhibición (K~ y K’1), mientrasque en la inhibición competitivaK’, tomavalor infinito.
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3.3.1 iNHIBICIÓN POREXCESODE SUBSTRATO

.

Es frecuenteobservaren muchasreaccionesquemientrasquelas concentracionesde

substratose mantienenbajas la cinética cumple la ecuaciónde Michaelis-Menten,pero

cuandose utilizan concentracionesaltasde substrato,la enzimamuestraun descensoen la

actividad.

En muchasocasiones,sucedeque un determinadocomportamientocinético puede

interpretarsecomo una inhibición por substratocuandoen realidad no lo es. Esta falsa

inhibición puededebersea varias causas(Dixon y Webb, 1979):

a) Existenciadepequeñascantidadesde un compuestoqueacompañaal substratoy quepuede

actuarcomoun inhibidor competitivode éste(por ejemplo,cuandola soluciónde substrato

contieneuna mezclade isómerosópticos). En el caso de utilizar concentracionesaltasde

substrato, el inhibidor acompañantepuede producir una inhibición considerablede la

actividad enzimática. Dicho comportamientoanómalo se corrige utilizando el substrato

purificado.

b) Agotamientode un activadoresencial.En este caso el compuestoque se uneal centro

activo (substratoverdadero)sueleser un complejodel substratocon un ión, la utilizaciónde

altasconcentracionesde substratosin el efectoracompañantesuponequeel substratomismo

inhibe la enzima, impidiendo la formación del complejo ES activo. El efecto inhibidor

desaparecesi se utiliza una cantidadsuficientedel ión esencial.

Cuandoexisteunaverdaderainhibición por substratoésta sedebea la formación de

un complejoinactivo ES a altasconcentracionesde substrato.Dicho complejo ES inactivo

puedeformarsepor la unión de másde una moléculade substratoa un mismo sitio activo.,

lo que provoca una orientación erróneadel substrato, y por tanto a un descensode la

actividad. O también,en el caso de las reaccionesbisubstratocon un mecanismocatalítico

ordenado,es muy corrientela apariciónde la inhibición por substrato,debidoa quecuando

seutiliza el substratoquese une en segundolugar en alta concentración,se impide queel

primer substratose una al centroactivo, apareciendola inhibición. Estesistemafue tratado

por primeravez por Haldane(Dixon y Webb, 1979).
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K1=constante de inhibición
KM S

s

Comopuedeobservarseen el modelo, 5 aparecedosvecesen el denominador,lo que

provocaque la representaciónLineweaver-Burkde este tipo de enzimasno origine líneas

rectas.

La XI~ sedefine de forma análogaala KM, peroen estecasorepresentael valor de [5]

cuandola inhibición es la mitad de la máxima. A partir de dicho modelo sepuedenobtener

unaseriede parámetrosderivados:

r constantede inhibición relativa(r=K,/KM).

= Concentraciónóptima de substrato S0,,<= K,,xKi

= velocidada %

La representaciónde la cinética de la inhibición por substrato(velocidad frente a

log[S]) da lugar a curvassimétricasrespectoa log[S~4, los valoresde KM y K~ sepueden

obtenerde los dospuntosde inflexión de estacurva. Estarepresentaciónsepuedeconsiderar

análogaa las curvasquepresentanefectodel pH sobrela actividadenzimática(recordemos

queel pH se representaen escalalogarítmica),indicando quela forma activa de la enzima

esel estadointermediode ionizaciónde la misma,dondela unión del primerH~ actúacomo

activador, pero la unión del segundola inhibe.

El métodográficomásutilizadoparala estimaciónde las constantescinéticasparaeste

tipo de reacción se basaen la utilización conjuntade dos representacionesdistintas, la

representaciónde Lineweaver-Burkparala estimaciónde la KM, despreciandolas [5] quese

alejan del tramo lineal, y la estimaciónde K1 utilizando la representaciónde Díxon (11v

frente a 5; Dixon y Webb, 1979), utilizando exclusivamentelos puntos de [5] alta,

calculándosedicha constantea partir del punto decortede la rectacon el eje X (-K.), esto

esposibledebidoa quecuandola concentraciónde 5 esaltael termino K,d/S de la ecuación

de Haldanesehacedespreciablefrente a 51K1.

La estimacióndela V,,,.,~ seobtienedelpuntodecortede la rectacon el eje Y (1/Vgr),,

cuyo valor debecoincidir en ambasrepresentaciones(Lineweaver-Burky Dixon).

3,4. Significado fisiológico de la KM.
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Lasenzimasvienencaracterizadaspor su constantede afinidadpor los substratos(KM.),

el significadofisiológico del valordedichaconstantecinéticaha sidoexplicadoen numerosas

ocasionesmedianteunaseriede hipótesis,intentandorelacionarlacon la funciónde la enzima

en condicionesin vivo (Hochachkay Somero, 1984).

Dependiendode la situaciónde la enzimadentrode la ruta metabólica,el valor de la

KM viene condicionadopor distintascircunstancias.

a) Paralas enzimasno reguladorasse suponeque, en condicionesnormales,debentrabajar

a unaconcentraciónde substratoendógenoalrededorde su KM. En estepunto la enzimatiene

suficiente capacidadde respuestatanto frente a aumentoscomo disminucionesde la

concentraciónde substrato,amortiguandodichas oscilaciones.Fuera de este rango, si la

concentraciónde substratoestuvieramuy por encimade la KM, aumentosprogresivosde la

concentraciónsupondríanque el substratono podría ser transformadoa una velocidad

suficientepor la acciónde la enzima,creciendode forma exponencial,pudiendollegar a

tenerefectosperturbadoreso incluso tóxicos para el metabolismode la célula (Atkinson,

1969). En apoyo de esta hipótesis, conviene indicar que normalmentela concentración

endógenade substratosuelecoincidir con la KM. ademásestarelaciónestáfilogenéticamente

conservada(Hochachkay Somero,1984).

b) En el caso de las enzimasreguladorasde rutasmetabólicastambiénsepuededar una

coincidenciaentreel valor de la KM y la concentraciónendógenade substrato,pero estose

debea que la regulaciónse realiza modificandola afinidad por el substrato(debidopor

ejemploa la acciónde factoresalostéricos).

c) Existen tambiénuna serie de situacionesdondeno se conservala relación entreKM y

concentraciónde substrato,comoporejemplo, las enzimasreguladorascuyo control sebasa

en cambios de su V~ y no de su afinidad, normalmente,en condiciones basalesse

encuentransaturadaslimitandoasíla síntesisdel producto.Cuandola enzimaesactivada,su

V~ aumentaconsiderablemente,lo quederivaen unaaceleraciónde la reacción.

d) En otrasenzimas,normalmentesu KM seencuentramuy por encimade la concentración

de substrato,con lo cual conservanunagran capacidadde respuestafrente a incrementos

bruscosen la concentraciónde substratorespondiendorápidamentea los mismos. Las

enzimasdestoxificantes(Lehninger,1982; Martin a al., 1989), o sistemasimplicadosen la

terminaciónde la señalde mensajeroscelulares(l’hompson,1991) son ejemplosde enzimas

quemuestranestecomportamiento.
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4. LA TEMPERATURA COMO FACTOR DE ADAPTACIÓN

BIOLÓGICA.

Quizás la adaptaciónseala propiedadmás característicade los seresvivos, en un

sentidogeneralsepuededefinir comola modificaciónde lascaracterísticasdelos organismos

con el fin de facilitar y aumentarla capacidadde supervivenciay reproducción(Hochachka

y Somero,1984).

Desdehacemucho tiempo se ha intentadosistematizarlos mecanismosde adaptación

quepresentanlos seresvivos comorespuestaal ambiente,con el fin de poseerun substrato

teórico bajo el cual llegar a entenderdichosfenómenos.Jean ClaudeBernardintrodujo el

concepto de homeostasiscomo el objetivo principal de la adaptación, es decir, la

conservacióndel medio interno frente a los cambiosdel medio ambiente. Más adelante,

Magnuny Towle (1977)extendieronesteconceptodefiniendola enantiostasis,quesepuede

resumircomola conservaciónde la función comoobjetivoprincipal de la adaptación,aún

a costade no conservarel mediointerno.

En nuestraopinión, la temperaturaesquizásel factor ambientalquede forma másclara

influye sobre los seresvivos, desencadenandouna seriede mecanismosde adaptación,con

el fin deconservartanto la integridadestructuralde las macromoléculas,comoasegurarse

de un suministroadecuadode energíaaprovechable(fundamentalmenteen forma de ATP),

manteniendoun flujo constanteen las rutasmetabólicas(Hochachkay Somero,1984).

4.1. Coeficientede temperatura Q10.
Es el métodoutilizado máscorrientementeparacuantificarel efectode la temperatura

sobrecualquierprocesobiológico (Romeet al., 1992). Sedefine comola razónobtenidade

un parámetrocuando este se determinaa dos temperaturasque difieren en lOT. Los

coeficientesQ10 puedenser calculadosaunqueno existaunadiferenciaexactade lOT entre

las dos temperaturas,aplicandola correcciónde van’t Hoff (Hill y Wyse, 1992):

<T2—T,)(¡4 10

El coeficientede temperaturarefleja la sensibilidadtérmicadel parámetroK. Cuando

el valor de Q10 semantieneconstanteen un intervalo amplio de temperaturassignificaque
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el parámetroestudiadovaríaexponencialmentecon la temperatura,es decir, incrementos

aditivos de la temperaturaprovocanaumentosmultiplicativosdel parámetro(Hill y Wyse,

1992).

4.2. Mecanismosde adaptación térmica.

Los procesos biológicos se encuentran sometidos a las leyes termodinámicas,

concretamentela temperaturaalta tiendea acelerarirremediablementetodos los procesos

fisico-quimicos,a estehechosele hadenominadola tiraníade la ecuaciónde Arrhenius(Hill

y Wyse, 1992),por tanto la adaptacióndelos seresvivos a la temperaturasepuederesumir

endesarrollarmecanismosque le permitanescaparde dichatiranía. Las solucionesseguidas

por los seresvivos parallevar a cabodicho fin sepuedenagruparen dos grandesopciones

(Bligh y Johnson,1973):

a) Homeotermia. Mantenimiento de la temperatura del organismo constantee independiente

de la temperaturaambiental. Esta solución tiene una ventaja obvia, el metabolismose

mantieneestable.A pesarde sus ventajas,estaestrategiano ha sido utilizadapor un gran

númerode organismos,posiblementedebidoal gran costoenergéticoquesuponetenerun

metabolismobasalaltísimo, lo cual restringela extensiónde este fenómenoa unosnichos

ecológicosmuy concretos,de los quesepuedaobtenerun suministrode energíasuficiente

paramantenerdicho metabolismoelevado.

b) Poiguilotermia.Frenteala homeotermiacomoestrategiaderrochadora,energéticamente

hablando,los animalespoiquilotermosoptanpor reducirla sensibilidadtérmicade todos sus

procesosbiológicosal mínimo, remodelandosu maquinariabioquímicaparaalcanzar,en la

situación ideal, un coeficiente de temperaturaQ~0 = 1. Los mecanismosutilizados para

lograrlo se puedenresumiren dos estrategiasdistintas:

- Estrategiacuantitativa. Implica cambios en la concentraciónde los componentes

biológicos, para compensarel efecto de la temperaturay mantenerconstantela función

biológica.

- Estrategiacualitativa. Conlíeva cambios en las característicasestructuralesde las

macromoléculas,determinandoalteracionesen la estructuraprimaria de lasproteínas.Seda

por tanto, a escalaevolutiva.

4.3. Adaptacionesenzimáticasfrente a la temperatura.
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La funcionalidad de las macromoléculas(enzimas)dependede la estructura

terciariade las mismas,determinadapor enlacesno covalentes,siendoestetipo de uniones

muy sensiblea los cambiosde temperatura.A continuaciónprofundizaremosen los efectos

de la temperaturasobre las enzimasy los mecanismosde compensaciónque se pueden

presentar.

- Equilibrio entre labilidad y termoestabilidad. Concepto de Seiniestabilidad

(Alexandrov, 1977).

La catálisis de una enzimaconlíevaun cierto gradode flexibilidad del centro activo,

son imprescindiblesligeros cambiosconformacionalesinducidospor la unión del substrato

parala orientacióncorrectade los substratosy cofactores.Si la enzimano puedesufrir estos

cambiosconformacionalespor tenerunaestructuraterciariademasiadorígida, la reacciónes

imposible, en cambio, si la enzima es demasiadoflexible corre el riesgo de no unir

eficientementelos substratos.Comoconsecuenciade estasrestriccionesunaenzimaes sólo

funcional en un estrechointervalo de temperaturas,lo suficientementealto comoparaque

existaflexibilidad en el centroactivo, pero no excesivocomopara desnaturalizaría.

- Relación entre energía de unión del substrato y E.

La adaptacióna las temperaturasaltasprovocaun incrementoen la termoestabilidad

de la enzima,queconlíevaun descensoen la eficaciacatalítica.Lasrazonesde estasituación

no se conocenen profundidad,pero posiblementesedeba a que se ha de optar por una

soluciónde compromiso,cuandola temperaturaasciende,debeaumentarsela estabilidaddel

complejo ES con el fin de conservarsu KM, esto conlíeva una perdidade flexibilidad del

centroactivo y por tanto unareducciónen la velocidadde catálisis,quesemuestracomoun

incrementode la energíade activación(E,) de la reacciónenzimática.

4.3.1 CONSERVACIÓNDELA L. Y LA TEMPERATURA

.

Si se comparanlos valoresde ]a KM. cuantificadosen su correspondienteintervalo

fisiológicode temperaturas,deenzimashomólogascorrespondientesa seresvivos quehabitan

en climas distintos, se observaque estos valores se conservan (Somero, 1978). Dicho

intervalode valoresde KM suelecoincidir conla concentraciónendógenadesubstrato.Parece

ser pues, que estaconcordanciade KM y [5] in vivo no es accidental,la evolución intenta

conservarla KM, posiblemente porquelas rutasmetabólicasno puedentrabajarfuerade un

estrechomargen de valores de la concentraciónde los substratossin afectar de forma

negativaal organismocompleto.
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4.3.2 ESTRATEGIASADAFFATIVAS

.

A continuación comentaremoslos distintos tipos de respuestasadaptativasde los

poiquilotermosfrente a la temperatura,clasificándolaatendiendoal tiempo necesariopara

llevarsea cabo. No obstanteestos nivelesde adaptaciónno son excluyentesentresí, y su

importanciadependede la duración temporalde los cambiosambientales.

a) Adaptacióntérmicainmediata

.

La respuestaa cambios bruscos de temperaturadebe llevarse a cabo con las

macromoléculaspreexistentes.La adaptaciónbioquímicainmediataactúaa nivel celular o

tisular, implicandocambiosen las propiedadescinéticasde las enzimas.Se puederesumir

fundamentalmenteen dos tipos (Hochachkay Somero,1973).

- Modulacióntérmicapositiva. Seproduce cuandoel aumentode la temperatura setraduce

en incrementosde la KM, es decir apareceun descensode la afinidad por los substratos.

Sirve comoun mecanismode compensaciónfrentea cambio bruscosde temperatura,ya que

el incrementoen la velocidadde reacción debidoa la temperaturase compensacon una

perdidade la eficaciacatalíticadebidoal aumentode la KM. Estehechoseponede manifiesto

en los valoresde Q10 para la actividadenzimáticamedidosa concentracionessubsaturantes

de substrato(condicionesfisiológicas),que son muy inferioresa los correspondientesa la

V~ de la mismaenzima(Walsh y Somero,1982). La gran mayoríade las enzimasde los

poiquilotermosmuestranestecomportamiento.

- Modulacióntérmicanegativa. Se produce cuando la KM se reducecon la temperatura.

A temperaturabaja se observanlos efectoscombinadosde una reducciónen la energía.

cinética de las moléculas,y por tanto un enlentecimientoen la catálisis, junto con una

reducción de la capacidadenzimáticadebido al incrementode la KM. Por tanto, en

condicionessubsaturantesseobtienenvaloresde Q10 muy elevados,lo quepuedeser muy

peijudicialparael mantenimientode unaactividadenzimáticaadecuadaatemperaturasbajas.

La modulacióntérmicanegativasolamenteseríaútil paraenzimasquenecesitanaumentarSU

capacidadcatalíticade forma muy importantea temperaturaselevadas,comoen el caso de

lasenzimasdestoxificantes,debidoaqueatemperaturaselevadas,la formaciónde productos

tóxicos resultamuy incrementada(Hazel y Prosser,1974).

b) Aclimatación térmica

.
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Actúa a nivel de organismo.Los cambiosambientalesson de mayorduraciónno alcanzando

en ningún casounaduraciónmayorquela propiadelciclo vital del organismo.Suelenincluir

cambiosen la expresióngénica, que tiene comoconsecuenciacambiosfenotípicosen el

animal (Rome et al., 1992). La activación o represión génica es un sistema eficaz y

específicopara producir cambiosen la concentraciónde enzimasconcretas.Este nivel de

adaptacióntieneel inconvenientede su lentitud, quepuedeprolongarsehastavarias semanas.,

Es un ejemplode estrategiacuantitativa,muy extendidoen la adaptaciónestacional,tantoen

plantascomoen animales(Hochachkay Somero,1984).

La finalidad de los estudios de aclimatación es establecersi dicho tratamiento

experimentalprovoca cambios en la cantidad de enzima y en su sensibilidad térmica

(respuestaagudaa la temperatura).Paralo cual, secomparanentresí las respuestaagudas

obtenidas de cada grupo de aclimatación (respuestacrónica), valorando la actividad

enzimáticaen el intervalo de temperaturascorrespondientesa la aclimatación.Los posibles

resultadosson (Hazel y Prosser,1974):

- No compensación. Cuandolas respuestasagudasde los grupos de aclimatación son

idénticas,no apreciandoseningún cambiocomoconsecuenciadel tratamientoexperimental.

- Compensacióncompleta. Cuandotras el períododeaclimatación,la actividadenzimática

es idéntica para los grupos experimentalesvaloradaa su correspondientetemperaturade

aclimatación(Q10 = 1). Gráficamenteseobservaquela pendientede la respuestacrónicaes

igual a cero.

- Compensaciónparcial. Cuandola aclimataciónno llegaacompensartotalmenteel efecto

de la temperaturasobre la actividad enzimática.La pendientede la respuestacrónica es

mayor que O, pero menor que la quepresentanlas respuestasagudasde cadagrupo. El

coeficienteQ10 se reduce.

- Sobrecompensación.Cuandola compensaciónsuperaal valor del grupo experimentalde

referencia.La pendientede la respuestacrónicaes negativa(Q10 < 1).

- Compensacióninversa. Cuando la aclimatación produce una respuesta inversa,

aumentandoen lugar de disminuir la sensibilidadtérmica de la enzima, y por tanto se

incrementael valor de Q10. Esto provocaque la pendientede la respuestacrónicaes mayor

que la de las respuestasagudas.
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La estrategiacuantitativacomo mecanismode adaptacióntérmicasóloes útil frente a

variacionesmoderadasde temperatura,debidoa quecadaenzimaen particularestáadaptada

a un estrechointervalo térmico.

Parasalvar estaslimitaciones,comoadaptacióna grandescambiosestacionalesde la

temperatura,seríala adquisicióndevariostipos de isoenzimasconcomportamientostérmicos

distintos y cuyaexpresióndependede la temperaturaambiental.Seconsiguepuesconservar

la funcionalidadde unaactividad enzimáticaen un intervalo muy amplio de temperaturas

ambientales.

La posesiónde varias isoenzimastérmicamentedistintas, permitiría escaparde los

efectospeijudicialesde la modulacióntérmicanegativa. Cuando,comoconsecuenciade la

temperaturabaja, el coeficientekt/KM tomaun valor demasiadobajo, otra isoenzimamejor

adaptada(k~,t/KM óptimo) ocuparíasu lugar.

c) Adaptación genéticao evolutiva

.

Actúa a nivel de población. Incluye cambiosgenotípicos(modificacionesen la estructura

primaria de las macromoléculas),que se traducenen cambiosfenotípicosestables.Tiene

importanciacomomecanismodeadaptaciónaescalaevolutiva,comosuponela conquistade

nuevoshábitats,o cambiosclimáticosglobales.

Se ha observadoque un cambio de sólo unos cuantosgrados en la temperatura

ambiental mediaes un estímulosuficiente como para que a escalaevolutiva se observen

cambiosen las característicasde las enzimas(Gravesy Somero,1982).

Las respuestasadaptativasobservadasen las poblacionesbiológicas frente a cambios

de temperaturade largaduraciónse puedenresumiren dos opciones:

- Adaptaciónevolutiva a la temperaturabaja, se basaen un aumentode su eficacia

catalítica, es decir, tienden a reducir la E, de la reacción, y por tanto se observaun

incrementola K~.
- Adaptaciónevolutivaa la temperaturaalta, se basaen un aumentode su termoestabilidad,

aún a costa de la perdida de su eficacia catalítica. Esta pérdida en la eficacia se ve

compensadapor la aceleraciónde la reaccióncausadapor la temperaturaelevada.

En resumen,la adaptaciónevolutivaintentaoptimizarel cocientek,~.tIKM (indicativode

la eficaciacatalíticaaconcentracionesfisiológicas)a la temperaturaambientalpropiade cada

población biológica, dicha respuestase ha observadoen multitud de trabajosrealizadosen

vertebradose insectos(ver Hochachkay Somero,1984).



II. OBJETIVOS
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El conocimientoactual sobredistintos aspectosrelacionadoscon la melatoninay la

regulaciónde su síntesissehallarestringidofundamentalmentea los mamíferos,siendoestos

aspectosmucho menosconocidosen el resto de los vertebrados.Teniendo en cuentael

caracteradaptativode la melatonina,comomoléculaintermediariaentreel ambientey el

animal, nos planteamosestudiarla regulaciónde la síntesisde melatoninaen un grupo de

vertebradospoiquilotermos,los anfibiosanuros,en los queexisteuna grandependenciade

su fisiología respectoa los factoresexternos.

Partiendode trabajosprevios realizadosen nuestroequipodeinvestigaciónacercade

la regulaciónambientalde los ciclos reproductoresestacionalesde Ranaperal, y el papel

desempeñadopor la melatoninaen la sincronizaciónde estas funciones cíclicas con el

ambiente,consideramosinteresanteprofundizar en ciertos aspectosrelacionadoscon la

regulaciónde la síntesisde melatoninaen estaespecie.Aunque inicialmentesedescubrióla

melatoninaen la glándulapineal, en la última décadahan sidonumerososlos estudiosque

demuestranque la síntesisde melatoniinaextrapinealpuedeser muy notable, al menosen

determinadosgruposzoológicos.Concretamenteen el géneroRano la retina pareceser el

órganoprincipal productorde melatonina.

El objetivo global de esta tesis doctoral ha sido profundizar en los factores

ambientalesy endógenosque determinanla producciónde melatoninaen la retina de los

anuros.La arilalquilaminaN-acetiltransferasa(NAT), consideradacomoenzimalimitante en

la síntesisde melatonina,seha utilizado comoindicadorde la capacidadbiosintéticade la

retina.

Laprimerapartedel estudiosecentróen la realizacióndelos experimentosnecesarios

paraponera punto en nuestrolaboratorio las técnicasinstrumentalesnecesariasparael el

desarrollode los objetivos.En la bibliografíano existentrabajosquedeterminenla actividad

NAT en la reúna de anfibios, por ello el primer objetivo era caracterizarel ensayo

radioenzimático,incluyendola estabilizaciónde la enzimain vitro y la optimizaciónde las

condicionesfísico-químicasdel método,quepermitiesenunaestimaciónfiable de la actividad

enzimática.El radioinmunoensayode melatoninahubode servalidadocomométodoparala

determinaciónde los nivelesde melatoninaproducidospor la retinade anuros.Por último,

adaptamosun métodode cultivo estáticopara las copasópticasdeRanoperal, conel fin de
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obtenerun modelo experimentalapropiadopara el análisis de la regulaciónendógenade

síntesisde melatonina.

Unade las propiedadesmásrepresentativasde la NAT y la melatoninaessu síntesis

rítmica diaria, bien caracterizadaen adultos de numerosasespecies, sin embargo se

desconocelas relacionesexistentesentredicho ritmo y el desarrolloontogénico,por ello

consideramosimportante conocer la ontogeniadel ritmo diario de la NAT en anuros,

marcándonoscomoobjetivosconcretosel análisisdel momentode la aparicióndel ritmo de

NAT ocular, la evoluciónde lascaracterísticascronobiológicasdel perfil del citadoritmo a

lo largo del desarrollo larvario, y la influenciadel procesode la metamorfosissobre la

actividad cíclica de la enzima. Este estudio, realizadoen varias especiesde anuroscon

distintasadaptacionesambientalese historiasevolutivas,nos permitiríaestablecerdesdeun

punto de vistacomparado,correspondenciasentrelos ritmos diarios de NAT y los factores

ambientalesy filogenéticos.

Estudiospreliminaresrealizadospornuestrogrupoestablecíanunadependenciadirecta

entre niveles estacionalesde melatonina y condiciones ambientalesen R. perezi. Un

planteamientoa resolveres si estosefectosambientalessobrela melatoninaestánregulados

a travésde la NAT, tal y comosehapropuestoparala glándulapinealde homeotermos.En

otraspalabras,habíaqueaveriguarlosposiblesfenómenosde adaptaciónexperimentadospor

la NAT frente a los cambiosambientales.

Paraabordaresteobjetivo, seguimosdosaproximacionesexperimentales,por un lado

realizarnosel seguimientoestacionalde los ritmos diarios deactividadNAT y melatoninaen

la retina de R. peral. Por otro, y conociendola importancia de la temperaturacomo

reguladordel ritmo de meilatonina en los poiquilotermos,evaluamosla respuestade la

actividadNAT oculara estefactor ambiental.Específicamenteseanalizóla dependenciade

la eficaciacatalíticade la NAT respectoala temperatura,medianteposiblesmodificaciones

de las constantescinéticas,completándoseeste apartadocon el estudio del efecto de la

aclimatación térmica sobre la actividad enzimática.El análisis combinadode los efectos

agudosy crónicos nos permitiría obteneruna información más completaacercade los

mecanismosqueoperanen la integraciónde la temperaturaa travésde la NAT.

Por último, y paracompletarel cuadrode mecanismosde regulaciónde la síntesis

de melatoniina ocular a través de NAT, nos pareció interesante,medianteun modelo de

cultivo de copasópticas,estudiaralgunosaspectosdel control endógenode la NAT y la
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sintesisde melatonina.Considerandola informaciónbibliográficaexistentesobrelos estudios

realizadosen la glándulapinealy retina en otros vertebrados,por unapartenos planteamos

analizarlos neuroquimicosquepodríancanalizarla informaciónextracelularal fotorreceptor,

centrándonosen el papelde las catecolaminas,utilizandoagonistasy antagonistasespecíficos

para los distintos tipos de receptoresadrenérgicosy dopaminérgicos.Por otra parte, se

evaluóel papeldesempeñadopor los sistemasde mensajerosintracelularesen la expresión

del ritmo dia]noche de NAT y melatonina, eligiendo AMPc, GMPc y calcio como

representantesde estecontrol intracelular.



III. MATERIALES Y METODOS
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1. MATERIALES.

1.1. Productos.

a) Reactivos

.

- Acetil CoenzimaA (101.893, BoebringerMannheim)

- Ácido acético(141008,Panreac)

- Acido ascórbico(A-4544, Sigma)

- Acido clorhídrico(317, Merck)

- Ácido ortofosfórico(573, Merck)

- Agua bidestilada(LaboratoriosNavarro, S.A.).

- Albúmina séricabovina(A-7030, Sigma)

- Alcohol isoamilo (1-1381,Sigma)

- Azida sódica(S-2002,Sigma)

- Bicarbonatosódico(141638, Panreac)

- Carbógeno(SEO)

- CO2 (Carburosmetálicos)

- Carbonatosódico(6392,Merck)

- Cloroformo (2445, Merck)

- Cloruro potásico(P-4504,Sigma)

- Cloruro sódico(141659,Panreac;5-9888,Sigma)

- Creatina,hemisulfatode (C-0264, Sigma)

- Diclorometano (17-3, Sigma)

- 2,5-Difeniloxazol(PPO) (D-5879, Sigma)

- Dimetil-POPOP(D-3879, Sigma)

- Dimetilsulfóxido(D-5879, Sigma)

- EGTA (E-4378,Sigma)

- Etanol (983, Merck)

- p-Fenetidina(P 1481-5,Aldrich)

- Fosfatodipotásico(141512,Panreac)

- Fosfatodisódico (6586,Merck)

- Fosfato monopotásico(141509,Panreac)

- Fosfato monosódico(9090, Merck)
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- Gelatina(4070, Merck)

- HEPES(H-3375,Sigma)

- Hidróxido potásico(141515,Panreac)

- Hidróxido sódico(6498,Merck)

- Manitol (M-9647, Sigma)

- Medio de Bagle modificadopor Dulbecco(DMEM) (074-01600,GIBCO)

- Melatonina(M-5250, Sigma)

- Polietilenglicol6000 (807491,Merck)

- Reactivode Folin-Ciocalteau(251567,Panreac)

- Serotonina,hidroclorurode (H-5755, Sigma)

- Serotonina,creatinina-sulfatode (H-7752, Sigma)

- Sulfatocúprico(52367,Probus)

- Tartrato sódico-potásico(8087, Merck)

- Tolueno(8317,Merck)

- Tricina (T-0377, Sigma)

- Triptamina, hidroclorurode (T-9628, Sigma)

- Triton X-100 (37238,Serva)

b) Fármacos

.

- ActinomicinaU (A-1410, Sigma)

- Calmidazolium(C-1278,Sigma)

- Cicloheximida(C-6255,Sigma)

- Clonidina (C-7897, Sigma)

- Dibutiril-5’,3’adenosinmonofosfato(D-0627, Sigma)

- Dibutiril-5’ ,3’guanosinmonofosfato(D-3510, Sigma)

- Eserina(E-8500,Sigma)

- Fenilefrina(P-6126,Sigma)

- Forseolín(F-6886, Sigma)

- Gonadotropinacoriónica humana,Physex(Leo)

- Isobutilmetilxantina,IBMX (1-5879,Sigma)

- Isoproterenol(1-6504, Sigma)

- Nifedipina (C-7634, Sigma)

- Prazosín(P-7791, Sigma)

- Propranolol(P-5419, Sigma)
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- Quinpirol (Q-102, RBI)

- R-SCH 23390(D-054, RBI)

- R-SKF 38393 (S-l0l, RBI)

- Sulpirida(5-7771, Sigma)

- Yohimbina (Y-3125, Sigma)

c) Sueros y anticuemos

.

- Anticuerpo antimelatonina(StockgrandRR119549-16876)

- Suero de asnoanti-inmunoglobulinade conejo(StockgrandSAB/D/06)

- Suerode conejo (R-4505, Sigma)

di Radionucléidos

.

- l-[’4C] Acetil-CoenzimaA (act. esp. 60 mCi/mmol) (Amersham)

- 2-¡j”51]-iodomelatonina(act. esp. 2000 Ci/mmol) (Amersham)

1.2. Instrumental.

- Agitador multitubos(Coming, modelo 4010)

- Balanzasde precisión(Sartoriusy Sauter404)

- Baño de órganostermostatizado(Unitronic, modelo 320 OR).

- Cámarade aclimatacióncon fotoperiodoy temperatura regulable

- Cámarasde cultivo herméticas,transparentesy opacas.

- Centrífugarefrigerada.(Sigma,modelo 3K-2)

- Colorímetro(Atom, modeloData-testatom 366).

- Congeladora -250C (Liebherr).

- Evaporador-concentrador(Howe, modelo Giro vap)

- Microcentrífuga(Heraeus,Modelo Biofuge 13)

- Contadorr (LKB, modelo 1275 minigamma)

- ContadorII (Beckman,modelo LS 3801)

- Lupa binocular (Zeissy Meiji EMT)

- Material de disección

- Pipetasautomáticas(Gilson y Kartell)

- Placasde cultivo de 24 pocillos (volumen3 mí) (NUNCLON)

- Sonicador(Sonicsand Materials Inc., modelo Vibra Celí)

1.3. Material biológico: obtención y mantenimiento.



Ritmos de NAT y melatonina en tetina de anuros III. MATERIALES Y MÉTODOS 70

1.3.1 ANIMALES ADULTOS DE Ramzpered

.

Todos los individuos de R. perezi, utilizados en la realización del trabajo

experimental,procedíande Pontevedra.Una vez en el laboratorio, los animales fueron

mantenidosen acuarioscon aguapreviamentedesdoradapor filtración con carbónactivado

duranteal menos2 días. El aguaeracompletamenterenovadade los acuarios3 vecespor

semana.

La alimentaciónse realizó de dos formasdistintas, alimentaciónforzadaa basede

hígadode pollo, o alimentaciónatt libitum con larvas de dípteros(Calliphora). El tipo de

dietay la frecuenciade alimentacióndependíade la épocadel año y del diseñoexperimental

utilizadoparacadatrabajo.

1.3.2LARVAS DE ANFIBIOS ANUROS

.

A continuación se describenlos métodos de obtención y mantenimientoen el

laboratoriode las larvas de anurosutilizadaspara el desarrollode esta Memoria.

a) Rana ¡urea

.

- Fecundación frs vino.

Hembrassexualmentemaduras(Marzo) fueroninyectadaspor vía intraperitonealcon

un homogeneizadode hipófisis de animalesadultosde la mismaespecie(5-6 hipófisis por

hembra).A partir de este momentolas hembrasse mantuvierona 200C hastala aparición

de los primeros huevosen el agua (2-3 días). En este momento, machossexualmente

maduros(con callosidadesnupcialesbien desarrolladas)fueronsacrificadosy los testículos

extraídos,los espermatozoidesfueronliberadosmediantedesganode la pareddel testículo

en una placa Petri con solución de Ringer paraanfibios diluida (1:10), obteniéndoseuna

suspensiónde espermatozoidescuya movilidad secomprobócon ayuda de un microscopio.

La suspensiónde espermatozoidesseajustóa unadilución equivalentea 1 testículoen 5 ml

de Ringer diluido.

Los huevosseobtuvieronaplicandoun masajeabdominalalashembrasestimuladas,

y sedepositaronsobrela suspensiónde espermatozoides.La fecundaciónseconfirmaa los

60 minutospor la rotación de orientación que determinaqueel polo animal de los huevos

fecundados se sitúe en la partesuperior,quedandoel polo vegetativoorientadohaciaabajo.

El porcentajede fecundaciónfue superioral 90 %.

- Puesta espontánea.
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Las puestas espontáneasse produjeron en el laboratorio, durante la época de

reproducciónnatural paraesta especie(Abril-Junio), el porcentajede huevosfecundados

obtenidosfué superioral 90 %.

b) Xenonuslaevis

.

Las larvas se obtuvieron por puestainducidaenel laboratoriomediantegonadotropina

coriónica humana (GCh). Los adultos sexualmentemaduros de ambos sexos fueron

inyectadosen díassucesivoscon GCh en el sacolinfático dorsal:

- 1’ día. Machos inyectadoscon 50 IJ.l. Hembrasinyectadascon 150 U.I.

- 20 día. Machosinyectadoscon 200U.I. Hembrasinyectadascon 300 U.I.

La temperaturadel aguase mantuvoa 20-220Cduranteesteperíodo. Los huevos

fecundadosfueroninmediatamenteretiradosdel acuarioy depositadosen bandejascon agua

desdorada.

e) DiscorlossusDictus

.

Estudiossistemáticosrecientesrealizadossobreestaespecie,tiendena considerarla

existenciade variasespeciespertenecientesal géneroDL~cogIossusen la penínsulaIbérica

(Barbadillo, 1987). Debido a la falta de acuerdoen cuantoa los límites de distribuciónde

las distintasespeciesde este génerode anuros,en esta Memoria se sigueconservandoel

nombreanterior(D. píctus) indicandola localidaddeprocedenciade los individuosutilizados

(Pontevedra).

De forma similar al procesoutilizado con Xenopus laevis, la puestase realizó de

forma inducida, durantelos mesesde Marzo y Abril, mediantela inyección de una única

dosisde GCh. (250U.I.) a individuossexualmentemadurosde ambossexos.

d) ilhtbsalemíu¡.
Huevosreciénfecundadosfueronrecogidosde unacharcatemporalen un pradode

la provinciade Soriaduranteel mesde Mayo. La identidadde la especiese realizó en base

a la existenciade animalesadultosen el mismacharca,y fue confirmadaposteriormentepor

los caractereslarvariosespecíficos(Barbadillo, 1987).

Todaslas larvasfueronmantenidasen un fotoperiodo12 L: 12 D y aunatemperatura

de 23-250C durantetodo el desarrollo. La alimentaciónse realizó ad libitum a base de

espinacashervidas.En el casode Xenopuslaevis, debidoa su alimentaciónpor filtración,,



Ritmos de NAT y melatonina en retina de anuros ffl. MATERIALES Y MÉTODOS 72

las espinacasdebieron ser previamentetrituradas. El agua,desdoradacon antelación,se

renovabadiariamente.

2. MÉTODOS.

2.1. Extracción de los tejidos.

2.1.1 OBTENCIÓN DE COPAS ÓPTICAS DE EJEMPLARES ADULTOS DE R. DerezJ

.

Una vez decapitado y desmedulado el animal, seprocedióa la extraccióndel globo

ocular con unas tijeras de cirugía de punta curva, a continuación con unas tijeras de

iridectomíay con ayuda de una lupa binocular se procedióa retirar la comeay el iris

cortandoel globo oculara nivel de la orn serrato. Seguidamenteseextrajo el cristalino y el

humor vitreo, quedando la copa óptica preparadapara su posterior procesamiento.

Dependiendodel destinode la copa óptica se realizaronlas siguientesmodificacionesal

protocolo generaldescrito:

a> Valoraci6n de ¡nelatonias ocular.La copaópticareciénobtenidasecongelóde inmediato

en hielo seco. Las copas congeladasse conservarona -250C hasta el momentode la

determinación de MEL.

b) Valoración de la actividad NAT. Todo el proceso de extracción se realizó con el ojo

inmersoen tampón fosfato salino pH 7,2 (fosfato sálico 0,1 M, NaCí 0,14M, EGTA

10 mM). La reúnaneural se separadel epitelio pigmentadoy se sumergeen 300 ~¿lde

tampón de homogeneización del ensayo(verapartado2.3.1 .a), congelándose inmediatamente

sobrehielo seco. Las muestrassemantuvierona -25 0C hasta el momento en que se realizó

el ensayoenzimático.

e) Cultivos ¡a vitre de conas ópticas. La obtención de las copas se realizó con el ojo

inmersoen el mediode cultivo (ver aparatado2.3.4.a),preincubándoseen el mismodurante

30 minutosantesdel comienzodel cultivo.

2.1.2EMBRIONESY LARVAS DE ANUROS

.

Debidoal pequeñotamañode los embrionesen los primeros estadosdel desarrollo

(estado37 de Xenopuslaevis y estado21-22 de Ranoperal), la actividadenzimáticaNAT

se valoró en la región cefálica completa, para lo cual se seccionó la región cefálica

inmediatamentepor detrásde los ojos.
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En el caso de larvas de anuros, tos globos oculares se extrajeron enteros e

inmediatamente fueron congelados sobre hielo seco inmersos en el tampón de

homogeneización(150 M1). tras lo cual, se conservarona -250C hastael momentode la

determinaciónde la actividadNAT.

Cuandola preparaciónde las muestrasserealizó durantela faseoscuradel fotociclo

diario, tantoparalos adultoscomopara las larvas, todas las operacionesfueronllevadasa.

cabobajo unatenue luz roja (15 w).

2.2. Diseñosexperimentales.

Conel fin deevitarambigúedadesen la especificacióndel fotoperiodoen losdistintos

diseños experimentales,por conveniose indica en primer lugar la duración de la fase

luminosaen horasseguidode la letra L, y a continuaciónla faseoscuraseguidode la letra

D. Ambas fasesseseparanpor dos puntos.Ejemplo 12L: 12D.

Cuandoel factor tiempoaparececomouna variableexperimentalésta seexpresaen

forma centesimalparafacilitar el cálculo y tratamientoestadísticode los resultados.

2.2.1 CARACTERIZACIÓNDE LA ACTIVIDAD N-ACETILTRANSFERASADE LA RETINA DER

.

a
2.2.1.1. Arilalpuilanina N-acetiltransferasa <AA-NAT

)

Los animalesadultosde R. perezise mantuvieronen condicionesde fotoperiodoy

temperaturanaturalesduranteel períodode Abril a Septiembre.La alimentaciónse realizó

con larvas de dípterosdos vecespor semana.Los animalessiemprefueron sacrificadosen

la mitadde la faseoscura(2:00 h). Se caracterizaronlos siguientepuntos:

a) Ontimizacién del ensayo de la AA-NAT

.

- Estabilidad de la enzimaen las preparacionesbiológicas. Se estudióel

efectoestabilizadorde determinadoscompuestos(EGTA y AcCoA) sobrela enzimaNAT en

homogeneizados,para lo cual retinassehomogeneizaronen los siguientestampones:

a) Tampón fosfato0,1 M Ph 6,5.

b) Tampónfosfato suplementadocon 85 ~M de AcCoA.

c) Tampónfosfato suplementadocon 20 Mm de EGTA.

Los distintos tipos de homogeneizadosfueron sometidosa unapreincubacióndesde

o a 30 minutosa 250C. Unavez transcurridoesteperíodode tiempo, se dió comienzoa la
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reacción (15 miii> añadiendolos substratoscorrespondientes(conc. finales: AcCoA =

62,5 gM, triptamina = 12,5 mM, EGTA 10 mM).

En un segundoexperimentose probó la duración del efectoprotectordel EGTA

(20 mM) durantelargosperíodosde tiempo, para lo cual alícuotasde homogeneizadosde

reúnase incubaronde O a 200mm. a 250C (conc. finales: ECTA 10 mM, AcCoA 50 ~¿M,

triptamina 10 mM).

Se realizó tambiénla curvadosis-respuestade la NAT frente a la concentraciónde

EGTA. Una vez homogeneizadaslas retinas en tampón fosfato 0,1 M pH = 6,5, se

añadieroncantidadescrecientesde EGTA al homogeneizadode reúnaparaconseguiruna

concentraciónfinal de EGTA en el intervalo deO a40 mM (conc. finales de los substratos:

AcCoA 62,5 ~M, triptamina 10 mM).

Por último, se comprobó la conservación de la actividad NAT de la reúna de

R. perezíen congelación (-250C), para lo cual sevaloró la actividadenzimáticadecadaojo

del mismo animal tras 1 ó 20 díasen congelación.

- Optimización de las caracterfsticas fisico-químieas del ensayo. Se han estudiadouna

seriede condicionescon el fin de conocerlas condicionesóptimasdel ensayoenzimático:

- Concentración del tampón del ensayo.Las retinas fueron homogeneizadas en tampón

fosfato potásicopH 6,5, 50 mM suplementadocon EGTA 25 mM, y a continuaciónse

añadieron cantidades crecientes de tampón fosfato (pH 6,5) para conseguir una

concentración final en el intervalo de 50-500mM (conc. finales: EGTA 10 mM, AcCoA

50 siM, triptamina 10 mM).
- pH del tampón.ParacadapH seleccionado,sehomogeneizarondos retinasen tampón

fosfato 0,25 M (EGTA 20 mM) con un pH en el intervalo 6-7. La valoración de la

actividad NAT se realizó por duplicado para cadaojo (conc. finales: EGTA 10 mM,

AcCoA 50 ~¿M,triptanúna10 mM).

- Cantidadde tejido. Diferentesfraccionesde homogeneizadode reúna(equivalentesa

1/30 hasta1/3 de retina) fueronanalizadosparaestudiarla linealidaddel desarrollode la

reacciónenzimática(conc. finalesdelos substratos:AcCoA 62,5gM, triptamina10 mM).

- Tiempoy temperaturadel ensayo.Con el fin deprobarla termoestabiidadde la enzima

en el ensayo,se valoró la actividadNAT durantedistintos tiempos de reacción(5 a 30

minutos) y a dos temperaturasdistintas 25 y 350C. El ensayose repitió utilizando dos

concentracionesdistintasde AcCoA (50 $M y 250 ~M) (conc. finales: EGTA 10 mM,

triptamina 10 mM).
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- Preparación de los tubos blanco del ensayo. Se estudióla forma de obtenerlos tubos

blancomásreproduciblesdependiendode los substratosutilizados(serotonunay triptamina).

b) Localización de la actividad NAT

.

Se considerónecesariocomprobarla asociaciónde la actividadNAT con la retina

neural, tal y como se ha descrito en otrasespeciesde vertebrados.Paralo cual, partiendo

decopasópticasenterasseaisló la retinaneurallimpiandolos restosde epiteliopigmentado,

pasandoa continuaciónavalorar la NAT en homogeneizadosde retina neural y de copa

ópticasin retina neural(complejoesclerótica-epiteliopigmentado).

En segundolugar, y a fin de conocerlocalizaciónde la actividadNAT dentro del

homogeneizadodel tejido, éste se sometió a centrifugación (10.000 g., 30 mm.),

determinándosela actividadNAT tanto en el sobrenadanteresultante,comoen el precipitado

previamentereconstituidoen el tampóndel ensayo(tampónfosfato0,25 M pH 6,5, EGTA

20 mM).

c) Cinética enzimática

.

Con el fin de averiguarel tipo de cinéticaenzimáticaquemuestradichaenzima,así

comolos requerimientosde las concentracionesde substratosnecesariasparael desarrollo

del ensayo,serealizóla caracterizacióncinéticade la NAT respectoa los dos substratosde

la reacción (AcCoA y triptamina). En amboscasosla reacción se llevó a cabo a 250C

durante20 mm. en alícuotasequivalentesa 1/3 de retina.

d) Denendenciade la actividadNAT oculardel tamañocorcoral. Ptrsh quelos

animalesadultosutilizadosen la presenteMemoriaprocedende la naturaleza,por lo cual

existe una cierta variabilidad en el tamañode los mismos, se estudió como afectaeste

parámetro en la actividad NAT ocular. Para lo cual se sacrificaron individuos

postmetamórficoshembrasde R. pereziconun pesocorporalde 3 a 80 gramos,valorándose

la actividadNAT de la reúnaneuralaislada.

e) Correlaciónentrela actividadNAT de ambosojos orocedentesdel mismoanimal

.

Se escogióel análisis regresión lineal como el mejor método estadístico,si la.

actividadNAT fuera idéntica en ambosojos del mismo animal, los datosexperimentalesse

deberíanajustara la recta Y = X. Sin embargo,paraobtenerresultadosválidoscon este
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métodode análisishay que teneren cuentalas siguientesprecauciones.Los animalesdeben

serde tamañosmuy similaresparaeliminar el efectodebidoal tamañode la reúnasobreel

resultadode la regresión,y además,los animalesdebenestaren el mismo momentodentro

del fotociclo paraeliminar los efectosdel ritmo diario de la NAT.

Se escogierondiezanimalesadultosde R. perezide un pesocorporalentre 17 y 24

g. (19,17 ±0,78) y fuerontodos sacrificadosa la medianoche.

t’) Diferencia día-noche en la actividad NAT

.

En la primeraparte, seestudióla evoluciónde la actividadNAT a lo largo del ciclo

día/noche,paralo cualseseleccionarondospuntosrepresentativosdel ciclo diario, mediodía.

y medianoche.A su vez se estudióel efecto de la luz sobre la actividad NAT nocturna

exponiendoa individuosde R. perezidurante10 minutos a una luz intensa(100 W).

En segundolugar, se estudióla evolucióndiariade las característicascinéticasde la

enzimarespectoa la concentraciónde triptamuna, utilizando retinas extraídasduranteel

mediodíay durantela medianoche.

2.2.1.2.Arilamina N-acetiltransferasa (A-NAT

)

Las condicionesde mantenimientode los animales utilizados en este apanado

coincidencon las descritasen el apanadoanteriorparala AA-NAT. Exceptoqueel sacrificio

se realizó duranteel día.

g) Identificación de la actividad A-NAT en la retina

.

En primerlugar,es necesarioprobarla existenciade la actividadA-NAT en la retina

neuraldeR. perezí.Paraello, seutilizó p-fenetidinacomosubstratoespecíficode la A-NAT

conretinasobtenidasduranteel día, afin dereducira nivelesbasalesla actividadAA-NAT.

Se probarondos factoresdistintos, el pH del tampónen el intervalo 6-8 y la concentración

de p-fenetidina.

h) Interferenciade la A-NAT en el ensayode la AA-NAT

.

A fin de determinarsi la A-NAT puede interfiere en el ensayode la NAT ocular,

paralo cual se realizaronlas siguientesaproximacionesexperimentales:

Diferencias entreambasactividadesenzimáticasconrespectoa la concentraciónde los

substratos del ensayo (triptamina y AcCoA). Serealizóel ensayode la actividadNAT en
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retinasprocedentesde animalesduranteel mediodíay durantela medianocheincubandocada

ojo del mismo animal a dosconcentracionesparacadacosubstrato.

- Valoración simultánea de ambas actividades enzimáticas. A partir del mismo

homogenadode retina y de forma simultánea se valoré la actividad AA-NAT, (utilizando

triptamina 1 mM) y la actividad A-NAT, (p-fenetidina5 mM). Estasdeterminacionesse

reajizaroncon retinasprocedenteSde animalessacrificadosa medianochey a mediodía.

- Cinética de la inhibición competitiva de la serotoninaconrespectoa los substratos para

ambas actividades NAT. Para evaluar si existen diferencias en el proceso de catálisis entre

las dos actividades NAT, se realizó el estudio cinético utilizando como un inhibidor

competitivo para ambas enzimasla serotonina (100~M y 10 mM). La aparición de

N-acetilserotoninapor la acciónenzimáticano se valoró ya quese utilizó cloroformopara

la extracción.

2.2.2 ESTUDIOONTOGÉNICO DEL RITMODELA ACTIVIDAD NAT

.

Debido al carácternocturno de la NAT y a la limitación en el númerode larvas

disponibles,los puntosde muestreodiario seseleccionaronparaconseguirun mayornúmero

de puntossituadosen la fase oscuradel fotociclodiario, con el fin de caracterizarel perfil

nocturnode la enzima.

Las horas de sacrificio se distribuyeron según el siguiente esquema:

¡ 1 1 ¡ Horasde

12:00 20:00 0:00 4:00 12:00 sacrificio.

Parala determinacióndel estadode desarrollode los embrionesy larvasseutilizaron

las siguientestablas:

- X. laevis (Nieuwkoop y Faber,1967; NF)

- R. perezí,D. pictus y B. calamita (Gosner,1960; G). Esta tabla de desarrolloofreceuna

gran ventajafrente a las tablas específicas,puesse basaen caracteresexternosfácilmente

identificables en las especiesde anuros utilizadas, facilitando así la comparaciónde los

resultados.

El desarrollo larvario se dividió en las siguientesetapas:

1. Eclosión.
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2. Comienzode la ingestión.

3. Premetamorfosis.

4. Prometamorfosis.

5. Postmetamorfosis.

Debido al rápido desarrollo de las larvas en los primerosestadosy al gran número

de embrionesnecesarios,en el estadomástempranoutilizado paraR. perezí(estado21-22,

Tabla de Gosner, 1961) se utilizaron larvas obtenidasmediantefecundación¡a vitro en

nuestrolaboratorio. El restode los estadospara estaespecieseutilizaron larvas obtenidas

por puestaespontánea.

ParaD. pictus y B. calamita sólo se utilizaron larvas en las etapas4 y 5 de

desarrollo.

2.2.3 RITMOS ESTACIONALESDE LA ACTIVIDAD NAT Y MELATONINA EN It nered

.

Se utilizaronanimalesadultosde R. peral de ambossexos,con un pesocorporalde

15-30 g, manteniéndoseen el laboratorio en condiciones naturales de fotoperíodo y

temperatura.La alimentación se realizó de forma no forzada ad ¡¡binan con larvas de

dípteros.

Los puntosseleccionadosparala tomade muestrasfuerondistribuidosde la siguiente

forma, cadacuatro horas durantela fase luminosa, y cada 2 horas durantela fasede

oscuridad del fotociclo. Se utilizó un diseño por bloques para distribuir los animales

atendiendoa sus pesoscorporales.En todos los puntos estacionales,la recogidade las

muestrascomenzóen el primer punto correspondientea la fasede luz (10 ó 9 h).

1 1 1 1
14 18 22 0 2 4 6 10 14 Primavera y verano.

13 17 21 23 1 3 5 9 13 Otoño e invierno.

Periodo de oscuridad constante en todas las estaciones

Rango de oscilación anual de la tase de oscuridad

Las épocas del año elegidas para el estudio estacional de

los niveles de MEL y NAT en la retina de R. perezi, corresponden

a un mes después de los solsticios y equinoccios. Las condiciones
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ambientales de los puntos estacionales en el día del sacrificio

fueron las siguientes:

Estación Fecha Fotoperiodo Temo.aQua0CTemo.aireoc

(min-nlax) (nin—max)
Primavera <29—4—91) 13:50 L — 10:10 D 15—18 15—19

Verano (1—8—91) 14:20 L — 9:40 D 22—26 29—33

Otoño (22—10—91) 10:50 L — 13:10 D 12—15 13—19

Invierno (13—1—92) 9:30 L — 14:30 U 5—8 9—17

Esta distribución de los puntos estacionales se hizo en base

a obtener ritmos diarios en los momentos anuales en los que se

alcanzan los máximos y mínimos anuales de temperatura ambiental.

Además, las diferencias en la longitud del fotoperiodo entre

primavera—verano y otoño—invierno son pequeñas, lo que nos
permite observar los efectos de la temperatura sobre la síntesis

de MEL (fotoperiodos largos en primavera y verano; fotoperiodos
cortos en otoño y invierno), disminuyendo al máximo las posibles

interferencias asociadasa fotoperiodos muy distintos.

2 • 2 • 4 EFECTODELA TEMPERATURASOBRELA NAT

.

a> Efectos sobre la cinética enzimática

.

Los animales utilizados para el estudio del efecto de la
temperatura sobre la cinética enzimática fueron mantenidos en el

laboratorio bajo un fotoperiodo 12L:12D a una temperatura 20~25OC

durante al menos 15 días antes de su utilización. Su alimentación

se realizó de forma forzada con hígado de pollo. Los animales

siempre fueron sacrificados en la mitad de la fase oscura.
La primera parte de la caracterización cinética se centró

en los dos substratosensayados:AcCOA y triptaxnina. Utilizándose
las siguientes concentraciones:
— Respecto a AcCoA: AcCoA (intervalo 2,7—250 pH)

Triptamina (10 mM)

— Respectoa triptamina: Triptamina (intervalo 0—2 mM)

AcCoA (250 mM)

En la segunda parte del estudio cinético se comparó el
efecto de la temperatura sobre la cinética enzimática dependiendo

de la indolaxuina utilizando como substrato: triptamina o

serotonina. Las concentraciones utilizadas fueron:

— Accoa (250 pH)
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— Triptamina y Serotonina, (intervalo 0—10 mM>.

Las caracterizaciones cinéticas se realizaron en el

intervalo de temperaturas 10~35oC.

b) Efecto de la aclimatación térmica sobre la actividad MA?

.

Para estudiar el efecto a largo plazo de la temperatura

sobre la actividad NAT de la retina de R. perezi, se realizaron

dos experimentos de aclimatación térmica:

- Efecto de la aclimatación sobre la cantidad de enzima.
Este experimento de aclimatación térmica se realizó con

animales adultos de R. perezi aclimatados en las siguientes
condiciones:

Aclimatación a calor: 24 ±1W.

• Aclimatación a frío: 4 ± 1W.

• Fotoperiodo: 12L:12D (para ambos grupos).

Duración: 1 mes <Diciembre).
Los animales se sacrificaron en dos momentos distintos del

fotociclo: a mediodía y a medianoche, que fueron tomados como

puntosrepresentativosdel ciclo luz—oscuridaddiario. A~nbos ojos
procedentesdel mismo animal se sonicaron juntos con el fin de
conseguir suficiente homogeneizadopara llevar a cabo el ensayo
de la NAT a tres temperaturasdistintas (10, 20 y 30W).

- Efecto de la aclimatación sobre las constantes cinéticas.

Las condiciones fueron las siguientes:
Aclimatación a calor: 26 ±1W.

• Aclimatación a frío: 10 ±1W.

• Fotoperiodo: 12L:12D (para ambos grupos>.

Duración: 1 mes. (Mayo).
Los animales se sacrificaron en la mitad del periodo oscuro

y todos los ojos correspondientes a cada grupo de aclimatación

fueron homogeneizadosjuntos para realizar la caracterización

cinética de la NAT.

La alimentación en ambos experimentos de aclimatación se

realizó de forma forzada con hígado de pollo (0,5—0,7 g), tres

veces por semana en el grupo aclimatado a calor, y una vez por

semana en el grupo aclimatado a frío. Con este régimen de
alimentación el peso corporal de los animales se mantuvo
constante durante todo el periodo de aclimatación.
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2 • 2 • 5 MODELO in vino PARAEL ESTUDIODELA SÍNTESIS DE MELATONINA

.

Para la realización de los experimentos de cultivo de copas

ópticas se utilizaron animales adultos de R. perezi con un peso
corporal de 15—25 gramos. Se aclimatarona fotoperiodo 12 L:12 D

y temperatura 22—25W durante al menos un periodo de 15 días

antes del cultivo.

a> Síntesis de melatonina in vitro en cocasópticas de R. verez¿

.

En primer lugar se estudió la viabilidad de un modelo in

vitro para el estudio de la producción de MEL por parte de la

retina de R. perezi. Para ello se realizaron una serie de

estudios previos con el fin de buscar las condiciones óptimas de

cultivo, así como la capacidad de las copas ópticas de reproducir

in vitro las características ya observadasin vivo. Se analizaron
los siguientes puntos:

í. cantidad óptima de tejido. Se cultivó durante un periodo de

12 horas (6 en luz, 6 en oscuridad), fracciones de copa
óptica de R. perezi <1/4 y 1/2), comparándose con los

resultados de NAT y MEL obtenidos cultivando las copas

ópticas completas.
2. Cultivo de la retina neural aislada. Se estudió la

viabilidad del cultivo de la retina neural aislada en lugar

de la copa óptica completa, por un periodo de 12 horas.

3. Producción rítmica de melatonina. Se analizó la posibilidad

de reproducir in vitro la síntesis rítmica diaria de MEL in

vivo. Para lo cual se cultivaron copasópticas de R. perez:
durante un ciclo completo valorándose la MEL producida.

Parael estudio de los efectos de fármacosespecíficos sobre

la síntesis de MEL por parte de copas ópticas de R. perezi, se

escogió el periodo de las primeras 6 horas de la fase oscura,

debido a que es el momento más sensible del ciclo frente a

estímulos externos que sean capaces de modificar el ritmo.

4. Resnuesta a la luz. Se evaluó cultivando copas ópticas en

luz y en oscuridad durante las primeras 6 horas de la noche

subjetiva. En el mismo experimentose probó si el forscolín
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(50 gM), es capaz de contrarrestar el efecto de la luz

sobre la síntesis de melatonina.

5. Efecto de los inhibidores de la sintesis de proteínas. En
dos experimentosconsecutivos se comprobósi la adición de
actinomicina D (inhibidor de la transcripción) o de

cicloheximida (inhibidor de la traducción> son capacesde
alterar tanto el carácter rítmico de la actividad NAT, como

de la MEL producida por las copas en cultivo.

b> Control catecolazinércico de la síntesis de melatonina

.

Se estudió la posible implicación de las catecolaminas en

el control de la producción de MEL in vitro, que se ha demostrado

que tienen un papel importante como reguladores de síntesis de

MEL en los vertebrados. Se utilizó agonistas y antagonistas

específicos de los siguientes receptores: 13—, a1, a2—adrenérgicos,

y D1—, D2—dopaminérgicos.

El diseño experimental utilizado fue el siguiente, los ojos

se extrajeron durante la última hora del período diurno del

fotociclo, preincubándose las copas ópticas hasta el comienzo de

la fase oscura (30 minj. En este momento las copas ópticas

fueron distribuidas de la siguiente forma:

- Grupo control (n=5)

- Agonista (n=5)

- Antagonista (n=5)

- Agonista + Antagonista (n=5>.

El cultivo se llevó a cabo durante un período total de 6

horas (primera mitad de la noche subjetiva) , cultivándose cada

grupo experimental tanto en condiciones de luz como de oscuridad.

El medio se renovaba totalmente cada 3 horas.

Los fármacos que se especifican a continuación fueron

elegidos por su alta especificidad para los distintos receptores

de catecolaminas, utilizándose una concentraciónfinal de 10 gM

para estos fármacos en el medio de cultivo en todos los

experimentos. Dicha concentración se consiguió añadiendo, al

medio de cultivo, una alícuota de una solución concentrada de

cada compuestopreparadael mismo día del experimento.
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RECEPTOR AGONISTA ANTAGONISTA

13—Adrenér. Isoproterenol (H20) Propranolol (H20)

a1—Adrenér. Fenilefrina (H20) Prazosín (H20)

a2-Adrenér. Clonidina (H20) Yohimbina (H20)

01—Dopaminér. SKF 38393 (ac.acético) SCH 23390 (H20>

D2—Dopaminér. Quinpirol (ac.acético) Sulpirida (ac.acético)

Cuando fue necesario disolver los fármacos en ac. acético

glacial, la concentración final de este ácido en el medio fue

0,2 mM, añadiéndose una cantidad igual al medio de cultivo del

grupo control. Dicha cantidad de ácido no alteró el pH del medio.

c) sistemas de secundas mensaleros imolicados en la croduccion

de melatonina

.

En esta parte del trabajo, se estudió la implicación de los

mensajeros intracelulares más importantes en la regulación de la

síntesis de MEL en las copas ópticas de R. perez:.

Los animales fueron preadaptados siguiendo el mismo

protocolo utilizado para el estudio del control

catecolaminérgico. El comienzo del cultivo dentro del fotociclo

y la duración total del mismo, así como el número de copas

ópticas por grupo experimental (n=5), fueron igualmente

conservados.

Nuestro trabajo se centró en los siguientes sistemas:

— Sistema del AM? cíclico.

Cultivamos copas ópticas de R. perezi en condiciones de luz

y oscuridad durante las primeras 6 horas de la fase oscura del

fotociclo. A estas copas se les añadió un análogo del AMPc.

En una segunda parte, se cultivaron copas ópticas en luz

(con el fin de mantener la síntesis de MEL en niveles basales)

añadiendo al medio de cultivo el activador de la adenilato

ciclasa (forscolln 50 pM) y un inhibidor de las fosfodiesterasas

IBMX (75 gM y 1 mM>.

— Sistema del QN? cíclico.

Una vez conocido el papel del AMPc, nos pareció interesante

analizar la posible regulación de la producción ocular de MELpor

parte de otro nucleótido cíclico (GMPc) capaz de funcionar como

mensajero intracelular. Se cultivaron copas ópticas tanto en luz
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como en oscuridad a las que se añadió el análogo lipóf lío
dibutíril-GMPc
- Sistema del Calcio.

Nos propusimos estudiar el calcio como mensajero

intracelular implicado en la síntesis de MEL. Se cultivaron copas

ópticas en luz y oscuridad en presencia de EGTA, quelante

específico de calcio con el fin de reducir el calcio disponible

para las células en cultivo.

Consideramos interesante no sólo impedir la entrada del

calcio a las células mediante EGTA, sino promover de forma

artificial la entrada del mismo. Para lo cual se cultivaron copas

ópticas en presencia de potasio a una concentración suficiente

como para despolarizar las células, y permitir así la entrada de

calcio a través de los canales de calcio dependientes de voltaje.

Las soluciones de los fármacos utilizados en estos

experimentos se obtuvieron a partir de una solución concentrada

de cada uno de ellos preparada el mismo día del experimento,

añadiéndose una alícuota al medio de cultivo hasta conseguir la

concentración final deseada. En la siguiente tabla se indica el

método utilizado para disolver los fármacos, así como la

concentración final del disolvente en los medios de cultivo.

FÁRMACO DISOLVENTE (% Medio final’

)

Actinomicina D DMSO (0,1 %)
Cicloheximida H,O

Forscolin DMSO (0,1 %)
IBMX DMSO <0,1 %)
dibutiril-AMPc H20

dibutiril-GMPc H20

ECTA 1120

Xci H20 (1:6)

Manitol (1:6)

En los medios de los grupos control se añadió una cantidad

igual de cada disolvente para igualar la concentración final del

mismo en todos los grupos de cada experimento.

Debido a la adición de una solución acuosa de EGTA al medio,

en el experimento correspondiente, se hizo necesario reajustar

el pH del mismo a 7,4 con NaOH 0,1 14.
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En el experimento donde se probó el efecto del KCl, una

solución acuosa de dicha sal fue añadida al medio de cultivo en

una proporción 1:6 con el fin de conservar la osmolaridad del

medio. En su correspondiente grupo control, el KCl se substituyó

por manitol. Con este procedimiento la concentración total de

solutos se incrementó sólo en 9,23 %.

2.3. Técnicas Instrumentales.

2.3 • 1 RADIOENZIMOENSAYO DE LA ACTIVIDAD NAT

.

a> Principio del ensayo

.

Dentro de las células fotorreceptoras, la NAT realiza la

transferencia de grupos acetilo desde el acetil—coenzima A

(AcCoA) a la serotonina.

En el ensayo se incluye AcCoA marcado con en el grupo

acetilo que es transferido a la amina aceptora por la acción de

la enzima. Después de la incubación se separa el producto marcado

formado por la acción de la enzima de la mezcla de reacción y se

valora la radiactividad del extracto. La actividad enzimática es

directamente proporcional a la cantidad de producto marcado

formado.
AcCoA Triptamina-Ac

+ Triptamina > CoA +
[14C]AcCoA [‘4C]Triptamina—Ac

b) Reactivos

.

- Tampón fosfato potásico 250 uN pH = 6,5.

• KH
2PO4 27,14 g/l.

• K2HPO4 8,725 g/l.

• Ajustar el pH con KOH la
9e (p/v).

- EQTA <20 mM) en tapón fosfato.
EGTA 0,1522 g/20 ml de tampón fosfato 250 mM pH=6,5.

• Ajustar el pH a 6,5 con KOH 10% (p/v).

- Solución de Bray.
Tolueno (grado centelleo) 667 ml.

Triton X—100 <calidad centelleo) 333 ml.

PPO 10 g.

• Dimetil POPOP 0,25 g.

La solución debe ser protegida de la luz directa.

— Conservación de los reactivos.
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La solución madrede AcCoA (10,5 mM) en tampón fosfato 0,25 M

pH 6,5 se mantiene congelada a —25W. Es estable al menos
durante 6 meses.

La solución de [‘4C]AcCoA (0,228 mM) se consigue por dilución
del compuesto marcado en tampón fosfato 0,25 mM pH 6,5 <1

pCi/SO pl). Las alícuotas de 100 pl se conservan congeladas a —

25 ~C.

a> Procedimiento vara la determinación de la lIAD

.

— Preparación de los homogeneizados.

Método A

.

Cada copa óptica se sonica en 300 pl de tampón fosfato

potásico pH 6,5 EGTA 20 mM, tres veces durante 5 segundos, al

70% de la potencia de salida a 25 W.
Centrifugación del homogeneizadodurante 10 mm. a 2000 g

(4W)

• El sobrenadante es utilizado para el ensayo.

Método E

.

• La retina neural es extraída de la copa óptica inmersa en

tampón fosfato sódico salino (0,1 M, Nací 0,14 14, EGTA 10 mM,

pH 7,2).

• Congelación en 200 pl de tampón fosfato potásico 0,25 M,

pH 6,5 (ECTA 20 mM), conservandosea ~25oC hasta la realización
del ensayo.

• La retina neural se sonica, utilizándose después el
homogeneizadodirectamente en el ensayo.

— Procedimiento del ensayo.

Previo al ensayo se preparanla solución de trabajo que consta
de triptamina 100 mM suplementado con [“‘C]AcCoA en tampórL

fosfato potásico 0,25 M pH 6,5 (2.000 cpm/pl)

• A cada tubo del ensayo se añaden:.

100 pl del homogeneizado de retina

80 pl de AcCoA <125 pM)

20 pl de la solución de trabajo <40.000 cpm/tubo).
Los tubos blancos se realizan substituyendo el homogeneizado

del tejido por 100 pl de tampón de homogeneización.
Incubación durante 20 mm. a 25W.

Parar la reacción con 1 ml de cloroformo frío.
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Agitar durante 1 mm. La eficacia de extracción de la

14—acetiltriptamina con cloroformo es del 98% <Parfitt et al.,

1975)

• Centrifugación a 6000 g durante 1 mm.
• Eliminar por aspiración el sobrenadante.

• Añadir 200 pl de tampón fosfato y agitar durante 1 mm.

• Centrifugar a 1500 g durante 10 mm. Aspirar sobrenadante.

• Este proceso de lavado de la fase clorofórmica con tampón

fosfato se repite dos veces.

• Recoger 0,5 ml fase de cloroformo en un vial y evaporación

a temperatura ambiente.

• Reconstitución del residuo seco en 100 pl de etanol. Añadir

2 ml de solución de Bray.

• Contaje de la radiactividad.

La eficacia del contaje se calculó mediante las colas del

canal de contaje, utilizando estándares externos de [14C] para

obtener la curva de calibración. La eficacia fue siempre superior

al 95 %.

— Variaciones del ensayo para ojos de larvas de anuros.

Para la realización del ensayo de la actividad NAT de ojos

procedente de larvas de anuros, debido a la menor cantidad de

tejido, se incrementó la sensibilidad del ensayo reduciendo el

volumen total de reacción de 200 a 100 pl. Cada tubo del ensayo

contiene:
50 pl homogeneizado de ojos de larvas.

• 30 pl de AcCoA (166,66 pM).
20 pl de solución de trabajo [‘4C]AcCoA—Triptamina 50 mM,

(40.000 cpm/tubo).

Las concentracionesfinales de AcCoA (50 pH) y triptamina

(10 mM> se conservan respecto a las concentraciones utilizadas

para el ensayo en la retina de adultos.

— Utilización de serotonina como substrato.

Cuando el ensayo de la actividad NAT se realiza utilizando

serotonina como substrato, la extracción se realiza con alcohol

isoamilo en lugar de cloroformo. La eficacia de extracción de la

N—acetilserotonina con este disolvente es del 90% (Deguchi y

Axelrod, 1972), el resto de las condiciones del ensayo se

mantienen iguales.
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Cuando los resultados se comparan con los obtenidos con

triptamina utilizando el mismo homogeneizado, la actividad

enzimática se corrige respecto al porcentaje de recuperación

<apartado 5.e de resultados)

- Valoración de la actividad A-flT.

Para la determinación de la actividad A—NATse utilizó p-

fenetidina como amina aceptora de grupos acetilo, el resto de las

condiciones del ensayo se mantuvieron constantes. Como tampón del

ensayo se utilizó tampón fosfato potásico 250 mM pH=7.

La preparación de la solución de p—fenetidina, se realizó

mezclando en una proporción 1:1 p—fenetidina con DMSO. A

continuación se añade tampón fosfato hasta alcanzar la

concentración deseada de la amina. Las concentraciones finales

de los substratos en el ensayo fueron:

- AcCoA 50 pM.

- p—fenetidina 5 mM.

La p—fenetidina acetilada puede ser extraída de la mezcla
de reacción mediante cloroformo <eficacia de extracción de la

N-acetilfenetidina 95%, Voisin et al, 1984), cuantificándose la

actividad enzimática de forma análoga a la AA—NAT.

d> Cálculo de resultados

.

La actividad enzimática se calcula a partir de las cpm

valoradas en el extracto clorofórmico de la mezcla de reacción.

Para lo cual ha de tenerse en cuenta la cantidad total de AcCoA

añadida <incluyendo AcCoA y [14CJACCoA>en el tubo de ensayo.

NAT<nmol/tu.bo) = (cpm<muestra> -cpm<blanco) 1 xAccoA(nmoí) x2
cpm( totales)

El resultado obtenido debe ser multiplicado por 2 debido a

que sólo se valora la mitad del extracto total <500 pl).

Para expresar los resultados en nmol de producto formado por

hora y por órgano se debe hacer la siguiente corrección:

NAT<nmol/h/ojo) NAT(nmol

>

tiempo reacción<h> xffracción órgano

Cuando la preparación de los homogeneizados se realizó

siguiendo el método B, los resultados de la actividad NAT se

expresaron referidos a mg proteína de retina neural.
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2.3 • 2 RÁDIOINMUNOENSAYO DE MELATONINA

.

a> Princivio del ensayo

.

El radioinmunoensayo (RIA) se basa en la inhibición
competitiva entre un antígeno marcado radiactivamente y un

antígeno sin marcar por un anticuerpo específico. Se establece

un equilibrio químico entre las formas unidas y libre del

antígeno, gobernado por la constante de afinidad del anticuerpo

por el antígeno. En el caso de que la concentración de antígeno

marcado y del anticuerpo sean contantes, existe una relación

entre la concentración de antígeno frío y la proporción del

marcador desplazada del complejo antígeno—anticuerpo, una vez

alcanzado el equilibrio tras la incubación. Esta característica

permite estimar concentraciones desconocidas del antígeno (u

hormona) en una muestra por comparación de la cantidad del

marcador unido al anticuerpo con una curva estándar hecha con

concentraciones conocidas de hormona verdadera.

Para poder llevar a cabo una cuantificación correcta, es

necesario poder separar de forma fiable las fracciones libre y

unida del marcador, para lo cual existen varios métodos:

— Separaciónpor adsorción. Mediante una mezcla de partículas de

carbón activado y dextrano, se consigue que el marcador libre se

una a dichas partículas y que los complejos antígeno—anticuerpo

permanezcan solubles, la radiactividad remanente se cuantifica

en el sobrenadante. Este método se utiliza con marcadores

emisores de radiación ¡3 (H, 140).

- Separación por precipitación de los complejos antígeno—

anticuerpo. Dicha precipitación se suele conseguir con el uso de

un 20 anticuerpo contra las inmunoglobulinas de la especie animal

productora del primer anticuerpo. La radiactividad se mide en el

precipitado (fracción unida). Este método se utiliza generalmente

cuando el marcador emite radiación r (1251, 1311) . Este segundo

método fue el utilizado en el RIA de MEL. Como 20 anticuerpo se

utilizó suero de asno inmunizado contra inmunoglobulinas de

conejo.

b> Reactivos

.

- Tampón del RíA.
Tricina 17,9 g/l.
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- NaCí 9,0 g/l.

• Gelatina 2,0 gIl.
• Azida sódica 0,5 g¡l.

Se ajusta a pH = 8 con NaOH. Conservacióna 4W. Duración
máxima 4—5 días.
— Anticuerpos.

El anticuerpo antimelatonina (Stockgrand RR/19549—16876) se

disuelve previamente en 2 ml de H20 destilada. Tanto el

anticuerpo antimelatonina, como el suero de conejo y el segundo

anticuerpo se mantuvieron congelados a ~25oC, divididos en

alícuotas para ser utilizadas en series de 50 ó 100 tubos de RIA.

— curva estándar de melatonina.

Para la realización de la curva estándar de MEL se parte de

una solución madre <1 mg/mí). Dicha solución se prepara

disolviendo la MEL en etanol absoluto, añadiendoa continuación
1120 destilada hasta una concentración final de etanol del 20 %.

Se conserva a 4W. La solución es estable al menos 1 año.

A partir de dicha solución madre de I’!EL (1 ng/mí) se

realizan las siguientes diluciones:

• Solución A (10 ng/mí): mediante dos diluciones sucesivas en

1120 de la solución madre de MEL (dilución final 1:100000).

• Dilución en tampón del RIA de la solución A, para conseguir

dos diluciones <1:25 = 400 pg/mi y 1:500 = 20 pg/ml)
• Partiendo de las diluciones de 400 pg/mi y 20 pg/ml, se

obtienen las siguientes concentraciones de MEL en un volumen

final de 0,5 mí:.

1, 2, 5, 10, 25, 50, 100, 200 pg de MEL.

c> Método de extracción de melatonina

.

El contenido de melatonina ocular se ha valorado en el

complejo retina-epitelio pigmentado, debido a que este último
contiene la mayor parte de la melatonina ocular (Zawilska e
luvone, 1989; Skene et al., 1991; Barret y Underwood, 1991).

• Con ayuda de una lupa binocular se separa el complejo retina

neural—epitelio pigmentado de la esclerótica.
Sonicación en 300 pl de tampón del RIA (sin gelatina).

• Se retira una alícuota de homogeneizado <20 pl) para la

valoración de proteínas.
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• Adición de 1,5 ml de diclorometano. Agitación 10 veces, 20

segundos.
• Centrifugación (3500 g, 150C) durante 15 mm. Aspiración de

la fase acuosa y de la interfase proteica.

• Adición de 0.3 ml de tampón bicarbonato 0,1 14 (Ph 10).

Agitación 3 veces, 20 segundos.
Centrifugación (1500 g, 15W) 5 mm. y aspiración de la fase

acuosa.
Congelar los restos de fase acuosa con acetona enfriada con

hielo seco.
• Después de la decantación, la fase de diclorometano se

evapora bajo atmósfera de ~

• Reconstitución añadiendo 10 wl de etanol absoluto. Agitar

hasta la disolución completa del precipitado. Adición de 1,1

ml de tampón del RíA.

d> Procedimiento del RIA

.

• Pipetear 0,5 ml cíe cada uno de los puntos la curva estándar

y las muestras.
• Añadir 100 pl del anticuerpo antimelatonina diluido 1:200 en

el tampón del RíA.
• Añadir 100 pl de MEL marcada (10.000 cpm/tubo).

Incubación 15—18 horas a 4W.

• La precipitación de los complejos antígeno—anticuerpo se

realizó añadiendo:.

100 pl del 20 anticuerpo diluido <1:20) en tampón de RíA

100 pl suero de conejo diluido (1:200> en tampón del RíA

500 pl polietilenglicol 6% (p/v)

• Agitación, e incubación 4 horas a 400.

• Centrifugar 40 minutos a (3500 g, 4~C).

• Decantación rápida del sobrenadante y escurrir totalmente el

sobrenadante sobre papel de filtro.

• Medir la radiactividad en el precipitado <contador r).

Eficacia del canal de 1251 70%.

e> Cálculo de resultados

.

Para la realización del RIA deben incluirse los siguientes

tubos controles:
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• Cuentas totales (T). Indica la cantidad total de marcador

añadido a todos los tubos.

• Unión máxima (Bo) Dichos tubos no tienen hormona tría,

representando la unión máxima del marcador al anticuerpo

(estándar 0)

• Unión inespecifica (NSB). En este tubo no existe anticuerpo

y define la unión no específica del marcador al tubo de ensayo.

A partir de estos tubos y de los obtenidosde la curva estándar
se realizarán los siguientes cálculos:

Capacidad de unión <%) = (Bo—NSB)/T x 100

Unión inespecifica <%) = NSB/T x 100

Unión para estándares y muestras (Y)

Y (%) = [muestra(cpm) - NSB] ¡ [Bo(cpm) — NSB] x 100

La representación gráfica de la curva estándar puede

realizarse de las siguientes formas:

— Y frente a [11] <lineal—lineal). Da lugar a una curva de perfil

hiperbólico, tiene la ventaja que los datos representados no

sufren ninguna transformación, evitándose así los errores

asociados a ella.

— Y frente a log[H) (lineal—logarítmica>. La curva resultante
tiene un perfil sigmoideo, se aprecia con claridad el intervalo

de la curva con mayor precisión, que corresponde a la mayor

pendiente.

- Logit(Y) frente a log[H) (logit-logaritmica). La transformación

logística de Y da lugar a lineas rectas.

Logit(Y> = log(Y/(100—Y))

Simplifica el análisis matemático, pero tiene el inconveniente

de que la doble transformación conlíeva errores importantes en

la estimación de los resultados.

El cálculo de las concentraciones de las muestras se puede

realizar utilizando varios métodos:

— Método de regresión lineal. Los datos de la curva estándar son

transformados aplicando la transformación logística a la unión

específica y la logarítmica a las concentraciones, se consigue

pues la linealización de la curva estándar, permitiendo el uso

del método de los mínimos cuadrados para obtener la regresión

lineal. Este método sólo produce resultados aceptables cuando las
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muestraSentran en la parte central de la curva (Y situado entre
10 % y 90 % del Ho)
— Punción hiperbólica. A partir de la ecuación general de una
curva hiperbólica y utilizando métodos de regresión no lineal se
ajusta la curva de este tipo a los puntos estándares.

— Métodos de interpolación. Estos métodos no están basadosen
modelosmatemáticosconcretos. Se conectan los puntos estándares
consecutivos mediante segmentosde funciones matemáticas, que
pueden ser líneas rectas o curvas de 20 ó 30 grado.

El método utilizado en la presente Memoria se basa en un

método de interpolación utilizando segmentos de curvas de 3Q

grado, estos segmentos son unidos para obtener una curva continua

con un mínimo de oscilaciones, para conseguirlo el proceso es

repetido varias veces por cálculo iterativo asistido por

ordenador

f> Criterios de validez de]. RíA. (Midgley et al,. 1969).

El método de RíA de MEL utilizado en esta Memoria está

basado en el protocolo utilizado para la valoración de MEL en

plasma mediante RIA directo (Fraser et al., 1983), al cual se le

han añadido algunas modificaciones: se usa un marcador yodado y

un anticuerpo de conejo obtenido frente a la MEL conjugada en

posición 2 con albúmina sérica humana. Este método ha sido

adaptada por nosotros para su utilización en R. perezi (ver

resultados apartado 2.)

Los criterios de validez que debe cumplir un RíA son los

siguientes:
- Especificidad. Es la capacidad del anticuerpo de discernir
selectivamente entre varios compuestos químicamente relacionados

con la hormona a valorar y que podrían existir en las muestras

biológicas. Se calcula como los coeficientes de reacción cruzada,

que representan la relación en tanto por ciento entre las

concentraciones de hormona y el compuesto similar, necesarios

para obtener un desplazamiento del 50 % de una cantidad conocida

de marcador.

En nuestro caso, el anticuerpo antimelatonina utilizado ha

sido previamente caracterizado <Fraser et al., 1983) obteniéndose

las siguientes reacciones cruzadas con varios compuestos indólicos:
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Comnuesto Reacción cruzada %
Melatonina loo
6 -Hidroximelatonina 5,33

6—Sulfatoximelatonina 0,229
N—acetil—5—hidroxitriptamina 0,084
Ac. 5—Hidroxi—indolacético 0,080
5—Metoxitriptamina <0, 003

N—acetiltriptóf ano <0,003

5—Metoxitriptofol <0,003
Triptófano <0,0003

— Paralelismo. Entre la curva estándary una serie de diluciones
de una muestra. Este método de validación es utilizado como un

indice de la similitud de la inmunoreactividad entre el compuesto

estándar y el valorado en la muestra. La existencia del

paralelismo muestra que el factor de dilución utilizado no afecta

a la estimación de la concentración final de hormona.

— Recuperación. Se define como la diferencia en tanto por ciento

entre el valor estimado mediante RIA y la cantidad real de

hormona añadida. En el caso de que se realice utilizando varias

concentraciones de hormona, debe establecerse una correlación

lineal entre la cantidad real y la estimada.

— Sensibilidad. Se define como la menor concentración de hormona

que puede ser discriminada de la unión máxima <Ho) con una

p < 0,05. La sensibilidad se calcula como el punto que dista del

Ho en 2 veces su desviación estándar.

- Precisión y reproductibilidad. Se mide por medio de los
coeficientes de variación <desviación típica/media %) intra— e

interensayo, determinados a varias concentracionesde la curva
estándar. Dichos parámetros muestran la reproductibilidad del

método bajo las condiciones del ensayo utilizadas. Dichos

coeficientes deben ser siempre inferiores a la variabilidad

encontrada en las muestras biológicas.

2 • 3.3 DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS

.

Se utilizó el método descrito por Lowry et al., 1951.

a) Reactivos

.

Tartrato Na—K <2 %): 2 g en 100 ml de H20.
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CuSO4 (1 %): 1 g en 100 ml de 1120.

• Solución E: NaOH 1 g + Na2CO3 5 g en 250 ml de 1120.

Solución C: 1 ml CuSO4 (1 %> + 1 ml tartrato (2 %) en 100 ml

de solución E.

b> Procedimiento

.

• Añadir 2,5 ml de la solución C a 0,5 ml de muestra.
• Agitar e incubar 15 minutos a 30W.
• Añadir 0,25 ml de reactivo Folin:H20 (1:1).
• Agitar e incubar 30 minutos a 30W.

• Lectura de la absorbancia a 505 nm.

• Patrón de seroalbúmina bovina (ESA) en el intervalo 5—400 ¡íg.

2 • 3.4 MÉTODO DE CULTIVO ESTÁTICO

.

a> Preparación del medio de cultivo

.

• DME (“Dulbecco modified Eagle Medium”) 6,6 g/l.

• Ácido ascórbico (0,1 mM) 17,6 mg/l.

• HEPES (7,5 mM) 1,785 g/l.

• Albúmina sérica bovina 0,75 gil.

NaHCO3 (35 mM) 2,94 g/1.
Gentamicina 50 mg/l.

Despuésde la disolución completa de los componentes en agua

bidestilada, el medio se satura con carbógeno <95% 02: 5% CO2).

Ajustar el pH a 7,4 con NaOH 0,1 14.
En tiempos de cultivo de 6 horas de duración o inferiores

no se añadió gentamicina al medio.

La presión osmótica calculada del medio es 224,87 mOsmoles.

b> Procedimiento ceneral. del cultivo

.

Tras la disección de las copas ópticas, siguiendo el método

explicado en la sección 2.1.1, éstas fueron sometidas a un

periodo de preincubación de 30 minutos en 6 ml medio de cultivo

antes del comienzo del cultivo. Dicho periodo es necesario tanto

para conseguir la acomodación del tejido ocular al medio, como

para lavar la MEL contenida en la copa óptica en ese momento.

Tras esta preincubación, las copas fueron colocadas

individualmente en placas de cultivo de 24 pocillos con un
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volumen de medio de 1,5 ml/pocillo. Una vez situadas las copas

en los pocillos, las placas se colocaron en cámaras

herméticamente cerradas, las cuales se saturaron con carbógeno.

Dependiendo de las condiciones de cultivo, dichas cámaras fueron

transparentes (cultivo en luz), o totalmente negras (cultivo en

oscuridad)

La incubación se realizó a una temperatura de 20±0,100,

introduciendo las cámaras herméticas en un baño termostatizado.

El cultivo en condiciones de luz se realiza exponiendo las

cámaras transparentes a la luz proporcionada por tubos

fluorescentes (intensidad total 45 W>.

Los cambios de medio se realizaron rutinariamente cada 3

horas, las alícuotas resultantes de 1,5 ml del medio se

congelaron a ~250C hasta el momento del ensayo de MEL.

Al final del periodo de incubación, las retinas neurales

fueron extraídas de las copas ópticas con ayuda de una lupa

binocular, para la valoración de la actividad NAT en las mismas.

2.4. Métodos de calculo y estadística.

2 • 4 • 2. MÉTODOS DE REGRESIÓN

.

a) Comoaración de la pendiente de dos rectas-ET
1 w
103 370 m
405 370 l
S
BT


En algunas ocasiones resulta necesario probar si las lineas

de regresión obtenidas a partir de varios conjuntos de datos

análogos son iguales, para lo cual se comparan las pendientes de

ambas rectas, con el fin de averiguar si ambas proceden de la

misma población.

Para llevar a cabo dicho análisis se utiliza un ANOVAen el

cual se compara, mediante un estadístico F, el cuadrado medio

debido a la diferencia entre las distintas pendientes <variación

entre regresiones), con el promedio ponderado de las desviaciones

respecto de la regresión (variación dentro de las regresiones>

Si dicho estadístico es mayor que el valor critico F~102, entonces

se concluye que las pendientes son estadisticamente diferentes

y que los datos proceden de poblaciones distintas (Sokal y Rohlf,

1979)

Este test estadístico ha sido utilizado para comparar las

pendientes de las representaciones de Arrhenius de las cinéticas

enzimáticas y en la validación del RIA de MEL (paralelismo entre
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muestras biológicas y curvas estándares del RIA, previa

transformación logística—logarítmica para conseguir la

linealización de las curvas)

b> Represión potencial

.

Para comparar el crecimiento de los distintos órganos de un

animal normalmente se utiliza el modelo de crecimiento

alométrico, basado en que el cociente entre incrementos de dos

estructuras de diferente tamaño debe permanecer constante (Sokal

y Rohlf, 1979). El modelo matemáticoque cumple esta premisa es

una función potencial.

Curva de crecimiento alométrico Y = a

La transformación logarítmica de las dos variables modifica

la relación potencial en una relación lineal, permitiendo así

aplicar el análisis de regresión lineal, que es el análisis

estadístico más utilizado para este tipo de estudios.

Log<Y) = Log<a) + b Log(X)

La regresión potencial se utilizó para evaluar la

dependencia de la actividad NAT respecto al tamaño del animal.

o) Regresión no lineal con dos parámetros

.

Frecuentemente, el análisis de los datos experimentales

requiere la comparación de estos con algún modelo matemático

concreto. La aplicación de La regresión lineal se encuentra

limitada pues, a los casos en que se suponeuna relación lineal
entre las variables dependientee independiente. Cuando esto no

se cumple se puede optar por la aplicación de una serie de

transformaciones matemáticas de los datos, con el fin de

conseguir la linealización de las variables. En el caso concreto

del estudio de las constantescinéticas, el perfil hiperbólico

de la relación entre concentración de substrato y velocidad de

reacción puede linealizarse mediante la transformación doble

recíproca (método de Lineweaver—Burk).
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v=V~x s _ 1 _
s+KM y V~ Vmax s

J. 1 J. 1
Y= a~ b X

Cualquier transformación de los datos originales lleva

asociada una serie de sesgos que afectan a la estimación de las

constantes cinéticas. Esto se elimina si los datos experimentales

son ajustados directamente a una curva hiperbólica. Para lo cual

es necesario el uso de la regresión no lineal.

Para cualquier función no lineal f<x,c) definida por varios

parámetros (c> que han de ser estimados, se puede realizar una

aproximación lineal del siguiente tipo:

t(x,c)ff(x,c)+(c—c0)x af(x, C0

>

ac

Esto corresponde al desarrollo de Taylor ignorando los

términos de orden mayor de 1. En este caso, c0 sería la

estimación provisional del parámetro c. El valor no es exacto

debido a que se desprecian los términos de orden elevado de la

serie de Taylor. El proceso de cálculo se repite una serie de

veces (cálculo iterativo), con el fin de reducir el cuadrado

medio debido al error (parámetro que mide la bondad del ajuste

de la curva teórica a los datos experimentales) , obteniéndose así

una aproximación mayor de la estimación de c a su verdadero

valor. El error estándar de la estimación del parámetro se

calcula a partir de la desviación media de los puntos

experimentales respecto a la curva de regresión.

d> Regresión no lineal con tres oarametros

.

El método de aproximación descrito por Duggleby en 1981,

tiene la ventaja de una gran flexibilidad en su aplicación a

modelos matemáticos, debido a que los cálculos se realizan a

partir de las diferencias entre los resultados experimentales y

los estimados a partir del modelo matemático.

Para una función y = f(x,c1,c2,c3) con tres parámetros se

obtiene la siguiente aproximación lineal:

z = (y — =

8íPi + ~2P
2 +&3P3

• 9’, valor calculado de y a partir del modelo matemático.

z, diferencia entre el valor experimental y el teórico.
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• S~ corrección del parámetro c1.

• p~, derivada parcial de f respecto al parámetro c1.

Los sumatorios a utilizar son:

= Z(p1)’ = Z<p2)
2 53 =

Ep
1.p2 ~l3 = Ep1.p3 ~23 = Sp,.p3

5y1 Sz.p
1

5y2 = Sz.p
2 ~1’~ = Ez.p3

= Ez
2

Mediante cálculo de los determinantes se obtiene:

~=~

12 ~2 S23 8~=s~,2 s2 s23/A

s13 ~23 s3 ~yi3 ~23 ~3

si ~ ~i3 si ~i2 ~y1~

~2=~í2 a,2 s23/A fi3=s12 s2
~13

5y3 S
3 S¶3 ~23 ~y3I

Er = s~/<n—3) (Cuadrado medio debido al error, se pierde un

grado de libertad por cada parámetro del modelo

estimado).

Las nuevas estimaciones de las constantes se obtienen
sumandolos correspondientesS~ a los valores de c:

=

La repetición del cálculo mediante un proceso iterativo da

lugar a una estimación fiable de los parámetros después de 10 ó

12 iteraciones. Durante este proceso los valores de S~ tienden a

O (la sucesión converge), en este momento los errores de la

estimación de los S~ coinciden con los errores de los parámetros

a correspondientes-

EE(61) =v~~ ~ /A) EE(82) =v!Tx a5:~~~ /Á)

EE<83) =jr7x flsisi2 iftj)

2 • 4 • 2 ESTIMACIÓN DE LAS CONSTANTES CINÉTICAS

.

a> Ecuación de Michaelis-Nenten

.
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La aplicación de este método de regresión no lineal a la

ecuación de Michaelis—Menten fue descrita por Wilkinson en 1961.

Consiste en la siguiente aproximación lineal.

BÉ<s,V~<,K~fl
vb1xff<s, VZ<,Kfl +b2x 8K~

y
b2=blx(KM-Kfl

Rs, V~,K>’) Ecuación de Michaelis-blen ten

Las estimaciones iniciales de los parámetros V,
0 y KM0 se

obtienen mediante el método de Lineweaver—Burk. Utilizando estas

estimaciones provisionales se procede a la aproximación partiendo

de los siguientes sumatorios:

sí = E(b
1) 2 = E<b2) ~l2 = Sb1.b2

= Zv.b1
5v2 = Ev.b

2 s~ = Ev
2

Mediante cálculo de los determinantes se obtiene:

¿~ = SViSi2~iÁ D2=s’s~/A

Er = (s~—D
1.s~1—D2.s.J/ (n—2> (cuadrado medio debido al error>

Las estimacionesnuevasde las constantesy suserrores son:

= V&~XD1 KM = KM
0 +

EE<V~J = V~XVErXV<s
2/A) EE(KM) = <v’ErXV(s1IA))/D1

El cálculo puede repetirse en un bucle iterativo,
obteniéndose las estimaciones ajustadas en 5 ó 6 iteraciones

consecutivas

1$ Cinética con inhibici6n por exceso de substrato

.

se aplicó el método de cálculo de regresión no lineal con

tres parámetros para la estimación de los parámetros típicos de

la cinética enzimática con inhibición por exceso de substrato.

En este caso los parámetrosa estimar fueron KM. K1 y V.

2 • 4 • 3 RITMOS DIARIOS DE MELATONINA Y ACTiVIDAD NATO

a> Análisis estadistico

.
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KM=Constante de Míchaelis

tr= K1=Constante de inhibición
KM 5 1/ =Velocidad máxima
s mx

Para el análisis estadístico de los datos obtenidos durante

ciclos diarios, se utilizó un ANOVA de una vía con el fin de

probar la existencia de un ritmo diario, es decir, que las

diferencias entre los valores obtenidos en distintos puntos del

ciclo sean significativas.

Si el ANOVA anterior es significativo, se pasa a averiguar

en que puntos nocturnos el parámetro estudiado (NAT o MEL) se

encuentra elevado sobre los niveles basales (diurnos) . En primer

lugar, debe comprobarse que no existen diferencias significativas

entre los puntos diurnos, si esto es así, se comparará el valor

medio diurno con los distintos puntos nocturnos del ciclo

utilizando el test de Student-Newinan—Keulst para comparaciones

múltiples. En el caso de que sí existan diferencias

significativas entre los distintos puntos diurnos, para las

comparaciones múltiples con los puntos nocturnos, se toma como

referencia el último punto de la fase luminosa del ciclo.

Debido al método utilizado en la estimación de los valores

de MEL sobre una función curvilineal (curva estándar del RIA)

aparece una marcada correlación entre la desviación y la media

de los datos, con lo cual no se cumple la condición de

homogeneidad de las varianzas, requisito para la aplicación del

ANOVA. Para conseguir esta homocedasticidad se realizó la

transformación logarítmica de los valores de MEL, tras esta

transformación se aplicó el test de Bartlett para probar si la

homogeneidad de varianzas se ha conseguido.

Cuando los niveles de MEL fueron inferiores al límite de

sensibilidad del ensayo, se tomó este último como valor para el

análisis estadístico de los datos.

b> Modelización de los ritmos diarios

.

El ritmo diario de la actividad NAT, tanto para individuos

adultos de R. perezi como para larvas de anuros, fue ajustado a

una función cíclica de tipo sinusoidal. Se utilizó el método de

Duggleby (1981) para ajustar los datos experimentales al modelo:
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y=A0+A1XCOS(txit/12-cp>

Los parámetros estimados fueron:

• A0, Nivel medio o “mesor”. Indica la media de los datos

ajustada al ritmo sinusoidal.

• A1, Amplitud sinusoidal. Indica la oscilación de la función

sinusoidal a partir del valor de A0.

• so~ fase. Indica el desplazamiento de la curva sinusoidal
respecto al origen, su valor coincide con el momento del máximo

nocturno.

El tiempo <t) que se representa en horas debe ser

transformado a radianes para introducirlo en el modelo. El

periodo de la curva sinusoidal, en nuestro caso, toma el valor

de 24 horas <24 horas = 2n radianes).

Para los ritmos de MEL ocular se utilizó una curva gausiana

cíclica debido al perfil en forma de campana que presenta la

distribución de los valores experimentales.

=A+Hxex’-S-.’ sin<txn/24—p> \2\o+8xsin( txn/12—9) >1

Los parámetros a estimar son:
A, Nivel basal. Representa el nivel constante de la MEL a

través de todo el ciclo diario.
H, Altura gausiana. Representa la altura máxima del pico

nocturno sobre el nivel basal.
a, Anchura gausiana. Este parámetro se encuentra relacionado

con la duración del pico nocturno.
6, coeficiente de asimetría.

• 4~, fase. Muestra el desplazamiento de la curva respecto al

origen de tiempos. El valor corresponde con el momento del

máximo nocturno.

El modelo propuesto por Vivien—Roéls y colaboradores (1979)

es válido cuando el máximo de MEL se encuentra centrado en la

tase oscura. Si el máximo nocturno no tiene lugar a medianoche

dicho modelo no puede describir de forma fiable el ritmo. Por

ello, es necesario incluir un nuevo parámetro (6) que modifica

el perfil del pico, este parámetro indica la asimetría del pico

nocturno, pudiendo tomar valores desde —a a +a. Cuando 6 = O la

curva es simétrica respecto al máximo. Si & > O el máximo se
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encuentra retrasado respecto a la medianoche, en cambio cuando

6 < O el máximo nocturno tiene lugar en la primera parte de la

fase oscura.

El método de cálculo de Duggleby (1981) fue utilizado para

la estimación de los parámetros del modelo gausiano cíclico, pero

debido a que este método sólo puede estimar 3 parámetros

simultáneamente, mientras que el modelo de la curva gausiana

tiene 5 (A, H, a, 6 y ~), e). cálculo fue repetido en varias veces

sucesivas hasta obtener la estimación de todos los parámetros.

El orden de cálculo fue:

1 . Estimación de A, E, tp

2 . Estimación de A, E, a

3 . Estimación de H, a, ~o

La relación entre los parámetros que determinan la anchura

del pico (a y 6) y el tiempo durante el cual los niveles

nocturnos de MEL se mantienen elevados, se calcula a partir de

las dos soluciones <±y —) de la siguiente ecuación implícita.

()t=24/nxarcser.{c (a+fixsen(< ~)txit/l2))]

c=l,17741 —

Las soluciones de dicha ecuación definen los limites del

intervalo de tiempo durante el cual los niveles de MEL se

encuentran por encima de un determinado límite definido por el

parámetro c. En nuestro caso, cuando c = 1,17741 el intervalo

definido (t,0) muestra el periodo de tiempo durante el cual la MEL

es superior a la mitad de la altura máxima del pico gausiano.

Para ambos modelos (curvas sinusoidal y gausiana) se

consideró como origen del tiempo la medianoche (hora O). En las

condiciones experimentales utilizadas por nosotros se consideró

que la duración del ciclo completo fué de 24 horas.

Para determinar la consistencia del ritmo, tanto para el

modelo sinusoidal como el gausiano, se utilizó la razon

señal/ruido como estadístico. Cuando este parámetro es menor que

0,3 se considera que la existencia del ritmo es significativa.

(Halberg y Reinberg, 1967). El coeficiente señal/ruido se calculó

de la siguiente forma:

Curva sinusoidal: EE(A1)/A1

Curva gausiana: EE(H)/H
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2 • 4 • 4 ANÁLiSIS ESTADÍSTICO PARA CULTiVOS DE COPASÚnICAS

.

a> MIOVA de múltiple vía . (Sokal y Rohlf, 1979)

El ANOVAde múltiple vía, debido a sus múltiples ventajas,

es un método de análisis estadístico muy utilizado en modelos que

estudian los efectos de varios factores <efectos principales)

dentro del mismo diseño experimental. Además de analizar el

efecto de cada factor sobre el parámetro en estudio, es capaz de

proporcionar información sobre la interacción de los efectos

principales entre sí. Dicha interacción es propia de multitud de

procesos biológicos y en general se puede clasificar en dos

clases.

— sinergia. Cuando el efecto observado al actuar dos factores

conjuntamente es mucho mayor que la suma de los efectos de cada

factor por separado.

— Interferencia. Cuando el efecto de los dos factores actuando

conjuntamente es mucho menor que la suma del efecto de cada

factor por separado.

Este método estadístico se basa en descomponer el valor

experimental en una suma de una serie de componentes.

Y=g+a1+ ....+a1+S[interac.] +e

• ji, media de los valores experimentales.
a1, efectos principales de cada factor.

£ilinterac.], sumatorio de todas las interacciones entre

factores.

• e, componente aleatorio.

- Modelo aditivo de los efectos principales.

La hipótesis fundamental que permite la aplicación de este

método es la aditividad de los efectos principales, la cual se

cumple cuando las interacciones entre factores <S[interac.]) no

son significativas.

- Modelo multiplicativo de los efectos principales.

Si los efectos principales son multiplicativos en lugar de

aditivos, la descomposición de los valores experimentales tiene

la forma.

Y = ji Xa1 X...Xa1 ><fl [interac.] xc

Es posible simplificar el análisis estadístico de este

modelo aplicando la transformación logarítmica, que reduce el
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modelo multiplicativo a uno aditivo, aplicándose el ANOVAde vía

múltiple.

log(Y) = log(g)+log(a1)+..+loq(a~)+Slog(interac.)+log(e).

En este caso, cuando no hay interacción significativa entre

los efectos principales, significa que son puramente

multiplicativos, y que la interacción de los mismos es de tipo

sinérgico en el sentido estadístico de la palabra.

b> Actividad NAT

.

Para el análisis estadístico de los resultados de la

actividad NAT se utilizó un análisis ANOVA de vía múltiple,

utilizando la hipótesis de aditividad de los efectos principales

en estudio. Los factores a estudiar fueron las condiciones de

iluminación de las copas ópticas (luz y oscuridad), y los

distintos tratamientos farmacológicos aplicados al cultivo.

Tras el ANOVA múltiple, se utilizó el test de Student-

Newman—Keulst para comparaciones múltiples, con el fin de conocer

la significación estadística de las diferencias entre los grupos.

a> Melatonipa

.

De forma similar a la estadística descrita para la actividad

NAT, los datos fueron analizados mediante un ANOVA de vía

múltiple. Pero a diferencia del caso anterior, para la MEL se

aplicó un modelo multiplicativo en lugar del aditivo, lc que

conlíeva una transformación logarítmica previa de los datos. El

test de Bartlett fue aplicado para probar la homogeneidad de las

varianzas.

Debido al hecho de que se obtienen varias muestras de medio

consecutivas de cada copa óptica, se utilizaron dos

aproximaciones distintas dependiendo del número de muestras de

medio por pocillo, con el fin de estudiar el efecto del tiempo

de cultivo sobre la síntesis de MEL.

— Para el caso de tener solo 2 muestras de medio por pocillo (dos

períodos de cultivo consecutivos de 3 horas>, se aplicó el test

t de Student para datos emparejados.

— Para el caso de más de 2 muestras de medio por pocillo, se

aplicó el análisis de multivarianza para datos repetidos. Las
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comparaciones múltiples entre puntos se restringieron a la

comparación entre puntos consecutivos.



IV. RESULTADOS
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1. CARACTERIZACIÓN DE ACTIVIDAD NAT DE LA RETINA DE R.

perezi.

1.1. Actividad AA-NAT.

1.1.1 OPTIIMIZACIÓN DEL ENSAYO DELA NAT

.

a) Estabilidadde la actividadNAT enmuestrasbioldeicas

.

La enzimaNAT esun enzimacaracterizadapor su graninestabilidad,lo cualdificulta

su estudio.En primer lugar, nosplanteamosbuscarla forma paraconservarla enzimaactiva.

en las muestrasbiológicas.

- Protecciónde la actividadenzimáticaen los homogeneizadosde retina.

Del estudiodel efecto estabilizadorde EGTA y AcCoA sobre la enzimaNAT en

homogeneizadosse obtuvieron los siguientes resultados(Fig. la), el homogeneizadoen

tampón fosfato exclusivamente(grupo control) muestraniveles no detectablesde actividad

NAT para todos los tiempos de preincubación,indicando una inestabilidadelevadade la.

enzima(Fig. la). La adición de EGTA (20 mM) muestraun importanteefecto protector,

conservándoseel 70 % de la actividadinicial de la NAT tras 30 minutosde preincubación.

Por último, la preincubacióncon AcCoA no parecemostrarningún efectoprotectorsobre

la actividadNAT.

- Efecto del EGTA sobre la estabilidadde la NAT a tiempos largos.

Despuésde 200 mm. de preincubacióndel homogeneizadoen presenciade EGTA

no seobservóningúndescensoen la actividadenzimática(Fig. ib). Portanto, la adición de

EGTA al tampónde homogeneizaciónresultaimprescindiblepara el mantenimientode la

actividad NAT en homogeneizadoscrudos de reúna de R. perezí durante el

radioenzimoensayo.

- Curvadosis-respuestadel EGTA sobrela actividadNAT.

Los resultados(Fig. lc) mostraronun fuerte incrementode la actividadNAT con la.

concentraciónde EGTA en el intervalo 0-4 mM, por encima de dicha concentraciónla.

actividadNAT se mantieneestableno presentandoincrementosadicionales.

- Conservaciónde la retinaen congelación.Efectosobre la actividadNAT.

Del efecto de la congelaciónsobre la actividad NAT se obtuvieron los siguientes

resultados.
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Tiemno (dfas’i actividad NAT (nmol/h/oio + eA

1 2,17 ±0,10 (3)

20 2,10 ±0,13 (3)

Quedademostradoque al menosdurante20 díasla congelacióna -25”C no afectala

actividadNAT. No obstante,los ensayosde NAT serealizaronrutinariamente,no mástarde

de unasemanadespuésde la obtencióndel tejido ocular.

b) Característicasdel tamoóndel ensayo

.

- Concentración.

Como puede observarseen la Fig. 2a. La actividad NAT se incrementacon la

concentracióndel tampón, alcanzandoel máximoa 250 mM, a partir de estaconcentración

la actividadenzimáticasufreun ligero descensono significativo.

- pH.

La actividadNAT muestraunamarcadarespuestaal pH. Paravaloresde pH de 6,1

6 inferiores,o mayoresde 6,9 la actividadenzimáticaseencuentramuy reducida,siendoel

intervalo de 6,3-6,5óptimoparala determinaciónde la actividadNAT (Fig. 2b).

c) Linealidadde la reacciónresoectoa la cantidadde tejido. Como se

observaen la Fig. 3a, la velocidadde reacciónse mantieneproporcionala la cantidadde

homogeneizado.El coeficientede correlación obtenido fue r=0,995 «‘<0,001). Dicho

resultadoindicaqueno seproducenefectosnegativospor la utilizaciónde grandescantidades

de tejido.

d) Efectode la temneraturasobreel desarrollode la reacción

.

Los resultados(Fig. 3b) demuestranque la linealidad de la reacciónse conserva

duranteal menos30 minutosa las dostemperaturasensayadas.Esta linealidadsemantiene

a las dos concentracionesde AcCoA probadas. Los coeficientesde correlación y su

correspondientesignificación estadísticase recogena continuación.

Temneratura(00 AcCoA (50 uM’ AcCoA (250 uM

’

25 r=0,995(p<0.00l) r=0,996(p<O,0O1)

35 r=0,992(p<0,00l) r=0,995 (p<O,OOl)

Se puedeconcluir pues, quela NAT muestrauna termoestabilidadsuficienteparael

desarrollodel ensayodurante20 6 30 minutos,tantoa 35 comoa250C.Tambiénseobserva



Ritmos de NAT y melatoninaen retinade anuros IV. RESULTADOS III

a) 25
o
.5-
=2

o
1,5

1-
•<
21
-v
(u
•50,5
-e
(-3

O

Concentración (mM>

b)
6

o -

-Rs-
-c
o

a

1—3 -

2

(t3
n
.5
o

o
7

pH

Figura 2. Dependencia de la actividad NAT de la retina de
R. perezi respecto a distintas condiciones del tampón del ensayo.
a> Efecto de la concentración del tampón a pH = 6,5. b> Efecto
del_pH del tampón fosfato (0,25 M). Los datos se representan como
la x ±e.

0 100 200 300 400 500

1
1

6 6,2 6,4 6,6 6,8



Ritmos deNAT y melatoninaen retinade anuros IV. RESULTADOS 112

a)
2

-c
o
E 1,5
c
1-

21

-D
(u
-v
~ 0,5
o

dc

o
0,2 0,25 0,3 0,35

Fracción de ojo

b)
2,5

-5’
.5,—.2

E
—1,5
1-
dc
2

<u

.5
t~ 0,5
o
dc

o
0 5 10 15 20 25

Tiempo de reacción (mm)

Figura 3. a> Relación entre la cantidad de homogeneizado y la
actividad NAT de la retina de R. perezi. Los datos se representan
como la x ± e. (n=2>. h> Efecto de la temperatura del ensayo
sobre el desarrollo de la reacción a dos concentraciones de
AcCoA. Los datos se representan como la media de dos
determinaciones, e < 5 % de la iE.

0 0,05 0,1 0,15

30



Ritmos de NAT y melatoninaearetina de anuros IV. RESULTADOS 113

un efectoestimuladordela temperaturasobrela actividadenzimática,un incrementode 100C

supone,aproximadamente,unaduplicación de la actividad NAT. La concentraciónde la

AcCoA utilizada no influye sobre la linealidad de la reacción,pero sí sobre la actividad

obteniéndose un incremento significativo de la misma a concentraciones altas de AcCoA, esto

demuestra que a 50 jiM de AcCoA la enzima no se encuentra saturada para este substrato.

e) Tubos blanco del ensayo

.

Con en fin de estudiar la especificidad de la reacción, y elegir la forma más adecuada

para obtener los tubos blanco en el ensayo enzimático, se realizaron los siguientes tubos

blanco que se describen a continuación (Tabla 1):

La ebullición destruye totalmente la actividad enzimática del homogeneizado de retina

de R. perezí- El sobrecalentamiento del homogeneizado producidopor la sonicacióndurante

1 mm. solamente inactiva el 95 % de la enzima. Este resultado demuestra la existencia de

una enzima termosensible en el homogeneizadoque sedesnaturalizaa altastemperaturas.

Esta circunstancia demuestra que la radiactividad extraída del tubo de reacción se debe a la

acción de dicha enzima.

Las cuentas observadas en los tubos blanco solamente constituyen el 0,25 % de las

cpm totales, pero en realidadlas cpm carrespondientes al [‘ti añadido al ensayo, y que son

extraídas por el disolvente orgánico, son muchomenores(0,05 %) ya que la mayoríade las

cpm de los blancosson radiaciónde fondo.

Puedeobservarseque tanto los tubos blancoextraídoscon cloroformo y realizados

omitiendoel tejido o la triptamina, muestranunascpm ligeramentesuperioresal fondo de

contaje. Mientrasque los tubos blanco extraídoscon alcohol isoamilo, muestranun ligero

incrementosobrelos tubos blancoanteriores- El mayorcarácterpolardel alcohol isoamilo

respectoal cloroformoincrementael númerode cuentas,probablementedebidoa trazasde

[‘4C]AcCoA disueltasen él.

Al no existir diferenciassignificativasentrelos tubos blancorealizadosomitiendola

amina aceptorao los hechos sin homogeneizado,se demuestraque la acetilación de las

aminasendógenaspresentesen el tejido es despreciable.

A partir de estosresultados,en el ensayo de la NAT utilizando triptaminacomo

substrato los tubos blanco se realizaron substituyendoel homogeneizadopor tampón,

mientrasqueen el ensayoutilizandoserotoninaseutilizó el tubo blancoconhomogeneizado,

peroomitiendola serotonina.
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Tabla 1. Comparación de los métodos utilizados para preparar los

tubos blanco del ensayo de la actividad NAT en la retina de Rana

perezi, incluyendo los distintos métodos de extracción empleados-

Método de preparación de los tubos blanco com ±e. n

cuentas totales 40.320

Fondo (sin [14CJAcCoA) 79,22 ± 1.79 (10)

Ensayo estándar (1/3 retina) 635,20 ±31,32 (5)

Homogeneizado10000, 5 mm. 114,30 ± 7,18 (5)

Homogeneizado sonicado 1 mm. 137,65 ± 7,65 (4)

Extrac. cloroformo (sin retina) 109,43 ± 3,20 (10)

Extrac. cloroformo (sin triptamina) 119,10 ± 7,45 (5)

Extrac. alc.isoamilo (sin retina) 120,30 ± 4,48 (5)

Extrac. alc.isoamilo (sin serotonina) 129,16 ± 6,93 (5)

Los resultados se representan come la x ±e. El número de datos

se muestra entre paréntesis.
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1.1.2 LOCALIZACIÓN OCULAR DE LA NAT

.

a) Localizaciónde la actividadNAT dentrode la retina

.

La actividad NAT reside fundamentalmente en la retina neural, el 92 % del total

(3,31 + 0 20 (4) nmol/h/ojo, frente a 0 28 + 0,1(4) del complejo esclerótica-epitelio

pigmentado).Portanto,la valoraciónde la actividadNAT puedellevarsea caboen la retina

neural aislada sin que suponga una perdida de actividad enzimática debido a la disección.

b) Localización subeelular de la NAT

.

Se encontró que la actividad NATestá asociadamayoritariamenteal sobrenadantedel

homogeneizadosometido a centrifugación (2,85 ±0,18 nmol/h/ojo), restando en el

precipitado(gránulosde pigmentoy núcleos)sólo el 3,3 % (0,10 ±0,02nmol/h/ojo) de la

actividad total.

1.1.3 CINÉTICA DELA NAT. ESTIMACIÓN DELAS CONSTANTESCINÉTICAS

.

En la Fig. 4a, se muestra la caracterización respecto a la AcCoA (conc. final de

triptamina 10 mM), y en la Fig. 4b, respecto a la triptamina (conc. final de AcCoA 50 MM).

Paraambossubstratos,la cinética seajustaa la ecuaciónde Michaelis-Menten.El

carácter hiperbólico de la cinética se pone de manifiesto cuando los resultados son expresados

como el inverso de la velocidad frente al inverso de la concentraciónde substrato

(representaciónde Lineweaver-Burk),dandolugara una línearecta(Fig. 4).

- Influencia de la monoaminautilizadacomosubstratosobrela cinéticaenzimática

.

En las enzimas con reaccionesbisubstrato,las constantescinéticasde la reacción

respecto a un substrato dependen de la concentración del cosubstrato que se mantiene a

concentraciónconstante.Se estudiópues, el efectode la concentraciónde AcCoA sobrela

cinética de la NAT - Para lo cual se caracterizóla actividad NAT para la triptamina y

serotonina utilizando dos concentraciones distintas de AcCoA (50 ~M y 250 MM).

Lasconstantescinéticasobtenidasserepresentanen la TablaII. Seobservaquetanto

la concentraciónalta como la bajade AcCoA no modifican el valor de la KM ni para la

triptaniinani parala serotonina.En cambioseobservaquela afinidadde la NAT essiempre

mayor para la serotonina(menorK?.O quepara la triptamina.Como consecuenciade esta

mayor afinidad el cociente V,,,,/KM (aclaramientointrínseco) es siempre mayor para la

serotoninaqueparala triptamina.Conrespectoala V,,,, los valoresestimadossonsimilares
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para ambas aminas, pero la concentración alta de AcCoA incrementaeste parámetro

independientemente de la amina usada como substrato.

1.1.4 DEPENDENCIADE LA ACTIVIDAD NAT OCULARCONEL TAMANOCORPORAL

.

a) Correlación tamaño cornoral-actividad NAT

.

Previamenteal análisis de los resultadosde la actividad enzimática, se estudió la

correlaciónentreel tamañocorporal (g) y el pesodel ojo (g), encontrándoseunaregresión

lineal estadísticamentesignificativa (r=0,9941p<0,001) con los siguientescoeficientes

a=0,0321b=0,0049.

Puedeobservarsela relaciónentreel contenidoproteico de la retina y la actividad

NAT (Fig. Sa), existiendouna correlaciónsignificativaentreambosparámetros(r=0,914;

p <0,001). Parece ser pues que la actividad NAT aumenta de forma directamente

proporcional al tamaño de la retina neural (expresado como su contenido proteínico) en

individuos postmetamórficos de R. perezi.

Para estudiarla relaciónentreel pesodel ojo y la actividad NAT, se aplicó una

regresiónpotencialutilizando los logaritmosde ambosparámetros(Fig- Sb), el coeficiente

de correlación es estadisticamentesignificativo (r =0,962; p <0,001), teniendo dicha

regresiónpotencialun exponentede0,472-

b) Correlaciónentrela actividadNAT de ambosojos del mismoanimal

.

Una vez conocidala relaciónentreel tamañodel animal y la actividadNAT, nos

planteamosestudiarsi son nivelesde NAT de ambosojosdel mismo animal son similares.

Una vez realizadoel ensayo de la actividad NAT, cadaojo del mismo animal se

repartió al azar entre los dos conjuntosde datos X e Y. Como cabría esperar,no se

encontrarondiferenciassignificativasentrelas mediasde los dos conjuntosde datos(Grupo

X: 2 23 + 0,10; Grupo Y: 2,37 ±0,13nmol/h/ojo: n = 10). Del análisisde regresiónse

obtuvo unacorrelaciónsignificativa (r=0,898p <0,001).Los valoresde la pendiente(b) y

del punto de cortecon el eje Y (a) seexpresaroncomoestimación+ EE:

a+EE. b+EE

Esperado 0 1

(NS) (NS)

Experimental - 0 227 + 0,455 1165 + 0,202
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Sepuedeconcluirque,la actividadNAT esidéntica en ambosojosdel mismoanimal

en base a dos criterios: un coeficiente de correlación significativo, y la no diferencia

significativa entre los coeficientesde la rectade regresióncalculaday la esperada.

1.1.5DIFERENCIA DÍA-NOCHE ENLA ACTIVIDAD NAT

.

a) Efectode la luz sobre la actividadNAT nocturna

.

Los resultados se muestran en la Fig. 6a, puede observarseun incremento

significativo durantela nochede actividad NAT en retinade R. percal (p<0,01). Se puede

observartambiénquela exposicióna la luz por un períodode sólo 10 minutosdurantela

nocheproduceuna reducción significativa de la actividad NAT (p<0,01) alcanzándose

valoressimilaresa los diurnos.

b) Variacióndiaria de las constantescinéticas

.

Los resultadosobtenidosde la caracterizacióncinéticade retinasde R. perezien dos

momentos del ciclo diario se muestranen la Fig. 6b mediante la representaciónde

Lineweaver-Burk.El valor dela KMseconserva(70 22 + 3 2 gM (mediodía)frentea76,45

+ 7,65 MM (medianoche))comopuedeobservarseen el punto de cortecon el eje X de la

representacióngráfica, mientrasquela V~ seincrementasignificativamentedurantela noche

llegandocasi a duplicarse,de 3,9 + 0 04 a 6 47 + 0,15 (nmol/h/mgprot).

Se concluyepues, queel incrementonocturnoobservadoen la NAT ocular sedebe

a un incremento en la cantidad de enzima, no a cambiosen su afinidad por la amina

aceptora.

1.2. Actividad A-NAT.

1.2.1 EXISTENCIA DELA ACTIVIDAD A-NAT ENLA RETINA

.

En la Fig - 7a), se muestra el efecto del pH del tampón sobre la actividad NAT

utilizando p-fenetidinacomo substrato.Puedeobservarsequeentre6,5 y 7,2 seobtienela

actividad máxima, disminuyendosignificativamentela actividad enzimáticafuera de este

intervalo.

En segundolugar, seestudióel efectode la concentraciónde la aminaaceptora(p-

fenetidina)sobre la actividadenzimáticavaloradaa pH 7 (óptimo de la enzima)(Fig. 7b).

Paraconcentracionesmayoresde 0,5 mM la enzima se encuentrasaturada.La cinética

mostróun perfil hiperbólico (linealidaden la representaciónLineweaver-Burk)calculándose
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las siguientesestimacionesde las constantescinéticas: KM = 11,18 ± 3,17 ~M y V,,,~ =

0,49 ±0,013nmol/h/mgprot.

1.2.2 INTERFERENCIA DE LA A-NAT EN EL ENSAYO

.

Una vez conocidala existenciade una actividad A-NAT en la tetina, seestudió la

posibleinterferenciade estaenzimaen el ensayode la AA-NAT, para lo cual seaplicaron

varioscriterios distintos parasu estudio:

a) Efectode la concentraciónde los substratosdel ensayo(triotaminay AcCoAI sobre

ambasactividadesNAT

.

En primer lugar, se utilizaron dos concentracionesdistintas de AcCoA: 50 $M.

(alrededorde la K~J y 500~M (consideradasaturante),los resultadosobtenidossemuestran

en la Fig. 8a. Conla concentraciónaltadeAcCoA seobservaun incrementode la actividad

tantodiurnacomonocturna,perocuandosecomparala razónentrelas actividadesmedidas

a las dosconcentracionesde AcCoA (NAT(500 gM)/NAT(50 gM)) en los dos momentosdel

ciclo diario seobservaqueno existendiferencias.

En segundolugar seutilizaron dos concentracionesde triptamina diferentes(1 mM

y 10 mM). En estecaso(Fig. 8b) la concentraciónde triptaminaafectadel mismo modoa

la actividad NAT de ojos procedentesde animalesduranteel día y durantela noche. No

encontrándosediferenciasen la relaciónNAT( 1 mM)/NAT( 10 mM).

b) Valoraciónsimultáneadeambasactividadesenziméticas.y su correlación

.

En la Hg- Sc) se muestran los resultados obtenidos para ambas actividades

enzimáticasvaloradasa partir de la mismaretina. Se puedeobservarque, mientrasque la

actividad AA-NAT valorada con triptamina muestra una clara oscilación día-noche,

mostrandovaloresmayoresdurantela noche(p<0,01),la actividadA-NAT determinadacon

fenetidinano muestraestoscambios.

Cuandose calcula la correlaciónentreambasactividadesenzimáticasvaloradasa

partir de la mismamuestrano seobservaunasignificaciónestadística(r=-0,414;p>0,l).

e) Testde la aditividadenzimítica

.

Se utilizó estapruebaparademostrarla especificidaddecadaunade lasdos formas

NAT con respecto a sus substratos correspondientes,para lo cual se utilizaron
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concentracionessaturantesde triptaminay fenetidina(5 mM), las cuales seañadieronpor

separadoy conjuntamentea alícuotasde un único homogeneizadode retina de R. perezi,

obteniéndoselos siguientesresultadosexpresadosen nmol/h/mgprot:

Triptamina(5 mM) Fenetidina(5 mM) Triptamina+fenetidina

6,11 ±0,02 (3) 0,97±0,03 (3) 697 + 0,24 (3)

Seconcluyequetanto la triptaminacomola fenetidinason acetiladaspor dosenzimas

distintasya que la sumade las dos actividadesenzimáticasobtenidaspor separadocoincide

con la valoradautilizando las dos aminasconjuntamente.

d) Diferencias cinéticas entre las dos NAT utilizando serotonina como inhibidor

enzimático-

En la Fig - 9a) se muestrael efecto de la serotoninasobre la actividad AA-NAT

nocturna (representación Llneweaver-Burk) valorada utilizando triptamina como substrato.

La inhibición competitivaquedademostradaporel fuerte incrementode la KM aparentecon

la concentraciónde serotonina,aunqueel descensode la V,~ (sobretodo con serotonina 10

mM) muestraque la inhibición no es del tipo competitivo puro, sino más bien es una

inhibición de tipo mixto. La estimaciónde la K1 utilizando la representaciónde Dixon

muestraun valor de 16,4 gM. La utilización conjuntade los valores de la KM y Vmn

aparentes(Fig. 9a) permitela estimaciónde las dosconstantesde afinidadasociadasconla

inhibición de tipo mixto, la constantede valor menor (quecorrespondea la competenciadel

inhibidor con el substrato)dió un valor de 13,6 ¡¿M (similar al valor calculadoa partir de

la representaciónde Dixon y al valor de la KM paraestaamina, Tabla II), mientrasqueel

valor mayorde la K, (quecorrespondea la inhibición no competitiva) fue de 1,6 mM.

En la Fig. 9b, semuestranlos resultadosobtenidosrespectoa la cuantificaciónde la

actividad A-NAT de retinasdiurnas(pH del tampón = ‘7). Análogamenteal casoanterior,

apareceuna inhibición de tipo mixto por partede la serotonina sobre la actividad A-NAT,

pero dicha inhibición es cuantitativamentemuy distinta, mientras que la KM aparente

incrementaen sólo un 45 % a la concentraciónmáximadeserotonina,parala AA-NAT hay

un incrementode másde 100 veces en estaconstante.En cuantoal efecto sobre la V,.m

observamosun resultadosimilar, la serotonina10 mM reducehastael 1/7 del valor de la

V,,,, determinada en ausencia de esta amina para la AA-NAT, mientras que para la A-NAT

este descenso sólo es de aproximadamente el 50 %. La K1 estimadaparaestaenzimafue7,25

mM para la constantede la inhibición no competitiva, y 177 gM para la constante de
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Figura 9. Inhibición de la serotonina sobre las dos actividades
NAT de la retina neural de R. perezi utilizando como cosubstrato
AcCoA 50 gM (representación Lineweaver-Burk). a> AA-NAT valorada
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inhibición competitiva.

2. VALIDACIÓN DEL RIA DE MELATONINA.

En primer lugar, se realizó la titulación del anticuerpoantimelatoninacon el fin de

hallar la dilución óptima del mismo que proporcione una unión específica de

aproximadamenteel 50 % - Esta concentración proporciona la sensibilidad máxima en el

ensayo.Paraello, sevaloró la unión de una cantidadconstantede marcador(13.000cpm)

con respecto a dilucionessucesivasdel anticuerpo.Los resultadosse muestranen la Fig. 10,

escogiéndosela dilución final l/300fl00 comola óptimadel anticuerpoparael desarrollodel

RIA (unión del 50 %).

2.1. Valoración de melatonina en los medios de cultivo.

A continuación,seprocedióa la validacióndel RIA de MEL paraser utilizadoen la

determinación de los niveles de MELen el medio de cultivo de copasópticas-

a) Paralelismo

.

En primer lugar, se realizó el paralelismoentre una curva estándarde MEL y

diluciones sucesivasde medio procedentedel cultivo de copas ópticas estimuladascon

forscolín y IBMX. Como se observa en la Fig. lía) hay un marcado paralelismo, no

encontrándosediferenciassignificativas(p > 0,1)entrelaspendientesdelas rectasobtenidas

tras la transformaciónlogit-log de los datos(estándarb=-0 912 + 0,026, diluciones del

mediob=-0 878 + 0,037).

i» Recuneraciónanalítica

.

A continuaciónsecompararoncantidadesconocidasde MEL añadidasa medio de

cultivo frescoy suestimaciónmedianteRitA, valorándoseasíla recuperaciónanalítica.Como

seobservaen la Fig. 1 lb, hayunacorrelaciónsignificativaentrela cantidaddeMEL añadida

y su estimaciónmedianteRitA. (r=0,998 p <0,001).La pendientede la rectade regresión

es 1,06, lo cual indica una relaciónde 1 a 1 entrela MEL añadiday la MEL medidaen el

ensayo-

Sepuedeconcluirpues,queel métodode valoraciónempleadopor nosotroscumple

las condicionesnecesariaspara ser utilizado en la cuantificaciónde MEL presenteen el
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medio de cultivo de copasópticasde R. perezí, mediante RIA directo.

2.2. Valoración de metatonina en la retina de R. perezi.

a) Efecto de la extracción con diclorometano sobre el RIA

.

Para la valoración de la MELen la retina de R. perezí,es necesaria una extracción

previa del tejido con diclorometano.En primer lugar, seprobóel posibleefectodel proceso

de extracciónsobre el desarrollodel RitA, para lo cual, se comparóunacurvaestándarcon

una curva extraída con diclorometano siguiendo el protocolo general descrito en el apanado

de materiales y métodos.No seencontródiferenciassignificativasentreambascurvascuando

secompararonlas pendientestras la transformación logit-log (b=-0,76 + 0 04- b=-0,67 +

0,05: p>O,I; Fig. 12). El paralelismo indica que el diclorometano no modifica las

característicasdel RIA, no alterandola capacidadde unión del anticuerpo-

b) Eficacia de la extracción

.

La eficaciade extracciónmediantediclorometanode la MEL disueltaen el tampón

del RitA fue del 95 al 105 % paratodas las concentracionesde las curvas(Fig. 12).

A fin de determinar si dicha eficacia de extracción se mantiene en las muestras

biológicas,seextrajeronretinasde individuosde R. perezí sacrificados durante el día a las

cualesseañadió100 pg de MEL estándar,comparándosecon la otraretinadel mismoanimal

a la queno seañadióMEL.

pg/retina n

- Melatonina 4,11 + 1 22 5

+ 100 ~2 Melatonin 104,16±2,97 5

La eficacia de extraccióndel diclorometanoparala NIEL en la retina fuedel 100,05

+ 3,8 % (n=5).

c) Lavadodel extractocon NaHCO2

.

Aunquela reaccióncruzadadel anticuerpoantimelatoninacon otros indoleses muy

baja, siendo únicamente superior al 1% con la 6-hidroximelatonina (5,3 %), es necesano

confirmar que no existen interferencias por parte de los hidroxindoles presentesen las

muestrasbiológicasquepudierandar unareaccióncruzadaconel anticuerpoantimelatonina.

Paralo cualel extractode retinascondiclorometanofue lavadocon tampónbicarbonato0,1

M, pH 10 con el fin de eliminar los hidroxindoles, que pasarána la fase acuosa.Los
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resultadosfueron comparadoscon extractosde la retina procedentesdel mismo animal que

no sufrieroneste lavado.

,~gL¡~jna n

-NaHCO, 31,28+306 4

+NaHCO1 37,76+451 4

Aunqueno existendiferenciassignificativasentrelos dosgrupos, el ligero aumento

en los nivelesde MEL valoradosen el grupoquefue lavadocontampónbicarbonato,sugiere

la convenienciade realizardicho pasoen el métodode extracciónde MEL.

2.3. Sensibilidad y reproductit~ilidad del RIA.

PaT último, se muestran a coi$inuación una serie de pruebas realnautaspara

determinarla sensibilidady reproductibilidaddel métodode valoraciónde MEL.

a) Límite desensibilidad

.

La unión específicamáxima (Bo %) para todos los ensayosrealizadosen esta

memoria se mantuvoen el intervalo 31,7-50,8(% ) - Mientras que la unión inespecíficano

fue nuncasuperioral 5 % (3,17 ±0,17; n=t 15). El lfmite de sensibilidaddel RdA fue de

1,07 pg/ml.

b) Variación intra- e interensayo

.

Parael cálculo de la variaciónintraensayose utilizaron los coeficientesde variación

de la uniónespecífica(96)obtenidosparael Bo y paratresconcentracionesdistintasde MEL

correspondientesal tramo alto, medio y bajo de la curva estándar(4, 50, 200 pg/ml

respectivamente,n=10). Parala variacióninterensayoseutilizaron tambiénlos coeficientes

de variaciónde los mismospuntosestándaresprocedentesde 10 curvasestándaresobtenidas

en diferentesdías.

Los coeficientesde variación CV (%) calculados a partir de la curva estándarse

compararoncon los valoresde los CV determinadosa partir de muestrascuyo contenido

medio de MEL ([x] pg/ml) fuera similar a las concentracionesestándaresseleccionadas.
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CV (%) Curvaestándar Medio Retinas

Intra- ínter- CV J4 CV U~L

Bo0pg/mI 1,5 4,8 — --

4 pg/ml 2,5 4,9 7,5 [4,8] 12,4 [5,3]

50 pg/ml 4,2 10,0 10,8 [47,3] 17,9 [53,8]

200pg/ml 8,5 18,3 26,5 [132,0] 24,1 [107,0]

Aunqueel valor de la desviacióntípicacorrespondientealas distintasconcentraciones

deMEL semantieneconstanteindependientementede la zonade la curva, sepuedeobservar

queel CV increnientaconla concentraciónde MEL. Esto es debidoa la forma de la curva

estandar,a concentracionesaltasde MEL la uniónespecificaesmenor,y por lo tantoel CV

resultantetiendea aumentar.

Si se comparan los CV intra- e interensayoseobservaqueestosúltimos suelenser

unas dos veces mayores que los primeros.

Los CV correspondientes a las muestras resultaron ser mayores que los obtenidos a

partirde la curvaestándar,obviamenteestoesdebidoala mayorvariabilidadde lasmuestras

biológicasfrente a la variación típicadel RIA. Por tanto, podemosconcluir queel RitA de

MEL poseeunareproductibilidadaceptableparala valoraciónde muestrasbiológicas.

Los valoresde CV másaltos obtenidosen los valoresde MEL de retinasrespectoa

los mediosde cultivo, se debena queel procesode extracciónconlíevaunaseriede pasos

adicionales,y por tantounamayordispersiónde los resultadosen comparacióncon el RIA

directo utilizado para los medios de cultivo.

3. DESARROLLO ONTOGÉNICO DEL RiTMO DIARIO DE

ACTIVIDAD NAT.

Los estadosdedesarrolloutilizados,asícomoel númerode ojosparacadaensayose

presentanen la Tabla III.

3.1. Rano perezí.

En las Fig. 13 y 14 semuestranlos resultadosobtenidospara larvasde R. perezi. La

aparicióndel ritmo diario significativo tiene lugar en el estado25 (G), (mido/señal<0,3,

TablasIV y V) mostrandola actividadNAT nocturnanivelessignificativamenteelevadosa
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Tabla III. Estados de desarrollo de las diferentes especies de anfibios anuros

utilizadas para el estudio de la evolución ontogénica del ritmo de la

actividad NAT ocular.

Especie Fecundación Estado Peso md. <mal Ensayo NAT
(ojos/tubo>(x ± e.)

Rana

versn In vitro

(G)

21—22

(TIC)

—— 3,7 ± 0,24 10 cab.

Espontánea 25 -— 12,2 ± 0,35 20

Espontánea 26—27 1—II 70,6 ± 1,4 6,66

Espontánea 40 XV—XVI 438,4 ± 8,6 2

Espontánea 46 XXV 327,0 ± 19,0 1,33

Xenopus
laevis Inducida

<NF)
37—38

<TIC>
—— 2,1 ± 0,14 10 cab.

Inducida 43—44 —— 3,6 ± 0,17 20

Inducida 46—47 1—II 20,5 ± 0,1 10

Inducida 52—53 VIII 131,7 ± 4,0 6,66

Inducida 65—66 XXIV—XXV 282,2 ± 11,3 1,33

Discoalossus
nictus Inducida

<0>

38—39

(TIC)

XIII—XIV 102,7 ± 3,6 2

Inducida 46 XXV 55,5 ± 1,7 2

Ruto

calamita Espontánea

(0)

40

(TIC>

XV—XVI 154,9 ± 2,6 2

Espontánea 46 XXV 58,7 ± 1,4 2

Los estados de a. perezi, D. pictus y E. calamina están referidos a la tabla

de Gosner, 1960 (0). Los estados de X. laevis están referidos a la tabla de

Nieuwkoop y Faber, 1967 (NF>. Se ha incluido la correspondencia con la tabla

de Taylor y IColiros, 1946 <TIC) para permitir la comparación entre especies.
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las 20:00,0:00 (pco,01)y 4:00 horas(p<O,O5) respectoa los nivelesdiurnos (Fig. Pb).

El ritmo se hacemáspronunciadoen los estados26-27 (G) (Fig. 13c) y 40 (G) (Fig

14d), En amboscasos, los valoresde la NAT durantela fase oscura(20:00 y 0:00) son

significativamente mayores, respecto a los diurnos (p <0,01). A las 4:00 h los nivelesde

actividadNAT comienzanadisminuir, alcanzandola significaciónestadística(p<0,05)sólo

en el estado40 (G). Los niveles máximos durantela fase oscura son de 2 a 3 veces

superioresrespectoa los nivelesdiurnos.

Inmediatamentedespuésde la metamorfosis(estado46 (G), Fig. 14e) el ritmo sigue

siendosignificativo (p<0,01 de los puntosnocturnosrespectoal mediodía)-

En las Tablas IV y V se muestranlos parámetroscronobiológicosquedefinen la

curvas sinusoidalesajustadasa los puntos experimentales.Durante el desarrollo no se

observangrandescambiosen la actividad NAT específicamanteniéndoseconstantesa lo

largo del desarrolloa partir del estado25 (G) (400-500pmol/h/mg prot. en el máximo

nocturno).En cambio,la actividadNAT total porórganoaumenta(TablaIV), probablemente

debidoal crecimientogeneraldel animal.Tras la metamorfosisla actividadNAT específica

(referidaal contenidoproteínico) se reducede forma notable, tanto en el nivel medio (A1,)

comoen la amplitud (A1) (Tablay).

En cuantoal momentodel máximonocturno(acrofase)cabedestacarque, despuésde

la metamorfosis,seproduceun considerableretrasode alrededorde una hora (TablasIV y

V).

3.2. Xenopuslaevis.

Con respectoa las larvas de X. laevis, los resultadosse muestranen las figuras 15

y 16. La aparicióndel ritmo diario de NAT tienelugar en el estado43-44 (NF) (TablasIV

y y), encontrándosediferencias significativas en todos los puntos nocturnos (p<0,01)

respecto a los valores del mediodía. El ritmo de actividad NAT se muestra también

significativo en los estados46-47 (NF) Fig. lSc); y 52-53 (NF) Fig. 16d).

En el mismo sentidode lo ya señaladopara R. perezí, tras la metamorfosisse

observaun ligero desplazamientode alrededorde unahora del máximonocturnohaciala

segundamitadde la faseoscura(TablasIV y y). Otro importanteresultadoadestacaresque

aunquese observaun incrementoen la actividadNAT total a lo largo del desarrollo,en

realidad, la concentraciónde la enzimamuestraun descensosostenidoduranteel desarrollo,

siendomás notableen los animalespostmetamórficos(líneasdiscontinuasen las Fig. 15 y
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16, Tablay).

Al compararlas curvassinusoidalesde R. perezí y X. laevis se puedeobservarque

existengrandesdiferenciasentreestasdosespecies,mientrasqueen R. perezí la oscilación

día/nocheesde 3 vecescomo máximo,en X. laevis ésta es mucho mayor (> 6 veces)en

todos los estados estudiados (Tabla y). Estas especies difieren también en la acrofase,

mientrasqueen R. perezítienelugar en la primerapartede la faseoscura,en X. laevis está

retrasadaapareciendosiempredespuésde la medianoche(TablasIV y y).

De los resultadosanteriormenteexpuestos,pareceinferirse un marcadoefecto del

procesode metamorfosissobreel perfil rítmico de actividadNAT ocular. A tenorde este

hecho, se evaluó el efecto de la metamorfosis en otras especiesde anuroscon el fin de

estudiarla extensiónde este fenómeno.Se escogieronDisco glossus pictus y Bufo calamita

como especies representativas de otros grupos de anuros.

3.3. Discoglossuspictus.

Los resultadosobtenidospara D. pictus se muestran en la Fig. 17, en el estado

premetamórfico(Estado 38-39 (G) ya se encuentraun perfil rítmico significativo en la

actividadNAT apareciendodiferenciassignificativasentretodos los valoresnocturnoscon

respectoa los niveles de medio día (p<O,O5para20:00,p<O,Ol para0:00 y 4:00). Tras

la metamorfosis el perfil no sufre cambios importantes, conservándose los niveles de NAT

(600 nmol/h/mg prot. durante la noche y 250 nmol/h/mg prot. durante el día).

3.4. Bufo calamita.

En la Fig. 18 se muestranlos resultadosobtenidospara B. calamita paraestados,

pre- y posímetamórficos,existeun ritmo diario de la actividad NAT encontrándosevalores

significativamenteelevadosen los dos primerospuntosde la noche. Paraestaespecieno se

aprecian efectos marcados sobre el perfil del ritmo debido a la metamorfosis (Tablas IV y

y).

Para B. calamita cabeestacar las siguientesdiferencias respectoa las especies

anteriores,los nivelesmediosde laactividadespecíficason los másaltos(TablaV), mientras

queel perfil muestraquela acrofasetiene lugar muy prontodentrode la faseoscura(20-21

horas).
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En cuanto a la amplitud de la oscilación día/noche tanto D. picrus como B. calamita

tienen valores similares, o ligeramente inferiores a los anteriormente mencionados para

R. perezí (Tablas IV y y).

En la Fig. 19 se muestranlas relacionesentrevarios parámetros del modelo sinusoidal

(datos de la Tabla y), comparando las distintas especies, en relación a los estados de

desarrolloquepresentaronun ritmo significativo. En la Fig. 19a) se representala relación

de la acrofase con la magnitud de la oscilación día-noche. Atendiendo al momento del la

acrofase, las especiessepueden agrupar en dos bloques: uno, en el que se incluyen R. perezí

y fi. calamita, tiene la acrofase antes de la medianoche, mientras que el segundo (X. laevis

y D. pictu.s) tiene el máximo nocturno en la segunda mitad de la fase oscura. En cuanto a

la oscilación, se observa que X. laevis escualitativamentediferenteal restode lasespecies,

mostrando una diferenciamáximo-mínimomuy superior.

En la Fig. 19b) se muestra la relación entre el nivel medio y la amplitud sinusoidal

del ritmo de actividad NAT. Puede observarse que, dentro de cada especie (R. perezi y X.

laevis) existeunarelaciónpositivaentreestosdosparámetros,exceptuandolos estadosmuy

tempranos de desarrollo. Es decir, los distintos estadosde cadaespecieparecensituarse

aproximadamentesobre líneas rectas que parten del origen de coordenadas.Cuando se

comparan las especies entre sí, se observa que fi. calamita, aunquetiene el mayor nivel

medio, su amplitud es inferior a la que cabria esperar, esto puede verse también en la

relación Max/Min, que no supera el valor de 2 para esta especie (Tabla V).

Un importante hecho a destacar cuando se comparan las especies entre sí, es que los

parámetrosdel modelo sinusoidalobtenidospara todos los estadosde la mismaespeciese

encuentransiemprepróximos(líneasdiscontinuasFig - 19).

4. RiTMO ESTACIONAL DE NAT Y MELATONINA OCULAR EN

R. perezi.

La evolución estacional de la producción rítmica diaria de MEL en la retina de

individuos adultos de R. perezí fue valoradamediantela determinaciónde la actividadNAT

y de los niveles de MEL en las cuatro estacionesdel año, obteniéndoselos siguientes

resultados:
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4.1. Primavera.

Aparece un ritmo día/noche significativo tanto para la actividad NAT (ANOVA

P<0,O1)como para la MEL de la reúna<ANOVA p<O,Ol), encontrándoseque ambos

parámetrosestánsignificativamenteelevadosrespectoa los nivelesdiurnos a las20, 22, 24

y 2 horas de la fase oscura (p<O,Ol).

A partir del modelo sinusoidal, se pone de manifiesto la significación del ritmo de la

actividadNAT (TablaVI: ruido/señal0,157)mostrandoademásun incrementonocturnode

1 ,46 veces respecto a los niveles diurnos. La acrofase tiene lugar 1 hora antes de la

medianoche(Tabla VI).

La MEL ocularpresentatambién un máximo nocturno significativo con una relación

mido/señalinferior a 0,3 (Tabla VII). Perola acrofasetiene lugar antesde la medianoche.

Esta situación da lugar a una marcadaasimetríadel pico nocturno (<3/a 75,2 %; Tabla VIII).

4.2. Verano.

En esta épocase mantiene el carácterrítmico de la síntesisde MEL (ANOVA,

p<0,01),encontrándosediferenciassignificativas(13<0,01)paratodos los puntosnocturnos

(Fig. 21a).

Para la NAT también se aprecia este ritmo (ANOVA, p <0,01), resultandola

actividad enzimática de todos los puntosnocturnos,significativamentesuperiorrespectoa los

valores de día (p <0,01). El ritmo sinusoidal de la actividad NAT muestra la significación

estadística del mismo, llegándosea duplicar la cantidadde enzimaen el máximo nocturno

respectoa los nivelesduranteel día (TablaVI).

El perfil de MEL se muestra paralelo al anteriormente descrito para primavera,

apareciendo el máximo en la primera mitad de la noche. En este caso también se muestra una

acusada asimetría (88,2 %; Tabla VIII), además en esta época los nivelesnocturnosde MEL

son más elevados que en primavera (la altura gausiana casi duplica a la correspondienteen

primavera, Tabla VII). Hay que tener en cuenta que la diferencia en la duración de la fase

oscuraentreestasdos épocasesde sólo 30 minutos, lo cual explicaríala estrechasimilitud

entrelos perfilesde MEL de ambasestaciones-

4.3. Otoño.
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representa la función sinusoidal estimada a partir de los valores
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Los ritmos de actividad NAT y MELen la retina se mantienen (ANOVA, p <0,01

Fig. 22), y aunque los valoresnocturnosde MEL son inferioresrespectoa los deprimavera

y verano,todos los puntosnocturnosestansignificativamenteelevados(p<0,01) respecto

a los nivelesdiurnos.

En esta épocael ritmo sinusoidal de la actividad NAT muestrauna oscilación

día/nochemenorconrespectoa la épocaanterior,aunquelos nivelesmedios(A0, TablaVI)

seencuentranelevadosrespectoa verano y primavera.

En cuantoal ritmo de MEL el perfil es muy diferenteen estaépocadel año, la altura

del máximo nocturno es claramenteinferior con respectoa los valores de primaveray

verano. Además, la duracióndel pico nocturno se duplica (valor de a) y la asimetríaes

muchomenorrespectoa las épocasanteriores(36,4 96 frente > 75 96; Tabla VIII).

4.4. Invierno.

En estaépocadel año no sedetectóritmo en laactividadNAT ni en el perfil deMEL

(ANOVA no significativo,Fig. 23). Tantoel modelosinusoidalcomoel gausianodemuestran

esta ausencia de ritmo (ruido/señal > 0,3 en amboscasos,TablasVI y VII). Sin embargo,

el nivel medio de la actividadNAT en estaépocaes el másalto comparado con el resto de

las estaciones, mientras que el nivel de MELes el más reducido.

En la Fig. 24 se muestrala relaciónentrela temperaturadel aguamedidaduranteel

día y la noche(máximay mínimarespectivamente),y los nivelesdeactividadNAT y MEL

determinados en cada época del año. En cuanto a los niveles diurnos (Fig. 24a), se observa

quela actividadNAT muestraun perfil inverso con la temperatura,siendosuperiordurante

el invierno, cuandola temperaturaes más baja. Sin embargo,para la MEL se observan

nivelesbasalesalo largodel año, siendolos nivelesdiurnos independientesde la temperatura

ambiental.El efectode la luz suprimiendola síntesisde MEL resultaser muy superioral

efectode la temperatura.

En la Fig. 24b) se muestranlos resultadosobtenidosrespectoa las temperaturas

nocturnas,en estecaso la actividadNAT presentaun patrónparaleloal descritodurantela

fasediurna, aunquecon nivelesabsolutosmayores,exceptoen el invierno, épocaen la que

no hayritmo diario en la actividaddeestaenzima.En cambio,la MEL nocturnamuestrauna

fuerte dependenciade la temperaturaambiental, incrementándoselos niveles con la

temperaturaen una forma lineal-
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Figura 23. a) Ritmo diario de la actividad NAT ocular en animales
adultos de R. perezi durante el invierno; la linea continua
representa la función sinusoidal estimada a partir de los valores
experimentales. b> Ritmo diario de melatonina en la retina de los
mismos animales. Los datos se representan como la ~ ±e. (n=8>.
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Por último, en la Tabla VIII, se muestran los resultados obtenidos de la relación entre

los parámetros que definen la anchura del pico del modelo gausiano cíclico (a y 8) y la

duración en horas de los niveles elevados durante la noche. Se observaque, el períodode

tiempo durante el que la concentración de MELse encuentra por encima de la mitad de la.

altura del máximo (t50) es muy similar para las épocasde primaveray verano,suponiende

aproximadamente50 % del tiempototal deoscuridad.En cambio,enotoño,confotoperiodo

corto, el valor de t50 duplicaal de las estacionesanteriores,abarcandocasi la totalidadde la

duración de la noche (89 96). No se realizaron los cálculos correspondienteal invierno

debidoa la inexistenciade ritmo en los nivelesde MEL paraesta época.

5. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA CINETICA DE LA

NAT.

a) Interferencias de otras enzimas en el ensayo de la NAT

.

- Adición de la pargilina.

Parapermitir la inhibición completade la MAO de la retina, se incluyó pargilinaen

el tampón, preincubándoselos homogeneizadosa 25
0C durante5 minutos, antes del

comienzodel ensayode la NAT.

En primer lugarse realizó la curvadosisrespuestade la pargilina(de 1 gM a 5 mM)

respecto a la actividad NAT, no encontrándose efectos significativos entre los

homogeneizadosincubadosa las distitasconcentracionesde pargilina utilizadas(Fig. 25a).

Debido a la necesidadde utilizar bajasconcentracionesde substratoparalos estudios

cinéticos, las anteriormentemencionadasinterferenciaspuedenresultaramplificadas.Para

averiguar este posible efecto se añadió pargilina (100~M) a varias concentracionesde

triptaminautilizadasen el estudiocinético. Como puedeobservaseen la Fig. 25b) no hay

diferencias entre los homogeneizados incubados con o sin pargilina a ninguna de las

concentraciones de triptamina.

- Adición de esenna.

La acciónde las arilacilamidaspodríaninterferir en el ensayohidrolizando la amina

recién acetilada por la enzima (dada su estrechahomología estructural entre la N-

acetiltriptaminay la melatonina),y por lo que la actividad NAT sería subestimada.Para

probarestaposibilidadseincluyó enel ensayoeserina(inhibidor no específicode esterasas),
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capazde inhibir tambiénla arilacilamidasaencargadade la degradaciónde la MEL - Puesto

quepareceser que la acilamidasase localizaprincipalmenteen el epitelio pigmentadoen el

ensayo también se incluyó este tejido, no apreciandosediferencias entre los ensayos

realizadosen ausenciao presenciade eserina100 gM (Fig. 25c).

A partir de los resultadosobtenidosutilizando pargilina y eserina,puedeconcluirse

que bajo las condiciones experimentales utilizadas, no se observan efectos negativos de otras

enzimaspresentesen el homogeneizado de retina de R. perezí,sobrededeterminaciónde la

actividadNAT en estetejido,por lo cual, el métodoutilizadoestotalmenteválido parallevar

a caboestudioscinéticosde esteenzima.

b) Efecto de la temocratura de incubación sobre la cinética utilizando AcCoA y

tnrptam¡na como substratos

.

Se estudió el efecto de la temperatura sobre la cinética de la NAT. Para lo cual se

utilizó un rango de temperaturasqueabarcael intervalo en el cual puede encontrarse R.

perezia lo largo del año -

En la Fig. 26a) se muestrala evolución de los valoresde KMpara la AcCoA respecto

a la temperaturadel ensayo.La KM incrementadesdeun valor de 13 ~¿Ma 100C hasta212

~M a 350C. En el mismo sentido se observaun incrementosostenidode la V~ con la

temperatura(de 1,2 a 15 nmol/h/ojo) (Fig. 26b).

En cuantoala caracterizaciónrespectoala triptaminaseobservatambiénun marcado

efectode la temperaturasobrelas constantescinéticas,el aumentode la temperaturasiempre

va acompañado con un incremento de los valores de KMy V~ (Fig. 27).

Al representar la relación existente entre KM y V,,,» se observa que para ambos

parámetrosexisteunacorrelaciónpositiva y significativa(modulacióntérmicapositiva) para

ambos substratos (AcCoa Fig. 28a, r=0,958 p’C 0,01; Triptamina Fig. 28c, r=0,986

p«CO,Ol).

Utilizando la representación de Arrhenius con los valores de las constante V~ y KM,

se calcularon la energíade activación (EJ y la entalpia de formación del complejo ES,

respectivamente. Sepuedeobservarque existeunacorrelaciónsignificativaentreel inverso

de la temperaturay el Ln de las constantescinéticas (Fig. 28b y d). La formación del

complejo ES es exotérmica(AH
8 <0) para ambos cosubstratos,aunque la entalpía es

ligeramentemayor parael AcCoA queparala triptamina(-1 11 + 0,036 respectoa -0,70

+ 0,146 KJ/mol).
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Figura 26. Efecto de la temperatura del ensayo sobre los valores
de la Km <a) y Vmax (h> de la cinética de la NAT en retina de
R. perezi con respecto a AcCoA, utilizando Triptamina (10 mM)
como cosubstrato. Cada punto representa el valor de la constante
±EE. de la estimación. Método de Wilkinson (1961) -
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Figura 27. Efecto de la temperatura del ensayo sobre los valores
de la Km (a> y Vmax <b> de la cinética de la NAT de retina de
R. pereza- con respecto a la triptamina, utilizando AcCoA (250 gM)
como cosubstrato. Cada punto representa el valor de la constante
+ EE de la estimación. Método de Wilkinson (1961).
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Los coeficientesde temperatura(Q10) tanto para la KMcomo para laV~ se recogen

en la Tabla IX. Puede observarseque los valores son siempre mayores que 1, lo que indica

que, en todoslos intervalosde temperaturaestudiados,siempreseincrementael valor de las

dos constantescinéticas, de una forma continuaday homogénea.Comparandola mediade

los valores de Qio obtenidosparacadacosubstrato,seobservaquela cinéticade la NAT es

más sensible térmicamente con respecto a AcCoA (Q10 para KM y V,,,,,~> 3) que para la

triptamina (Ql0 2,45 y 2,7 respectivamente). En esta misma tabla se incluyen los valores de

Q10 obtenidosparala actividadNAT en el intervalo de temperaturas utilizado en el estudio

cinético, medidos a unaconcentraciónsubsaturantede los cosubstratos(AcCoA 12 ~M,

triptamina 10 MM). Puedeobservaseque la modulación térmicapositiva compensala

actividad NAT, ya que la media del coeficientede temperaturaes muy inferior que el

correspondientede la KM y V~, y sólo ligeramentesuperior a 1 (que representaríala

compensación térmica completa).

c) Inhibición por exceso de seroton¡na

.

Como se mostró en la Tabla II, existen marcadasdiferencias en las constantes

cinéticasde la NAT dependiendode la indolaminautilizadacomosubstrato,por lo cual, en

primer lugar se realizó el estudio de la cinética de la NAT utilizando la serotonina que es el

substratoendógenodeestaenzima(Fig. 29a).Apareceunasignificativainhibición dela NAT

cuando la concentración de serotonina es superior a 100 ~M. La representación de Dixon

Qnversodela velocidadde reacciónrespectoa la concentraciónde substrato,figura incluida

en la Fig. 29a) muestrauna correlación positiva a altas concentracionesde serotonina,

indicandounacinéticade inhibición por excesode substrato.

Debido al hecho de que en este análisis se usó el complejo de serotonina-sulfato de

creatinina, cabe la posibilidad de que la creatinina sea la responsablede la inhibición

observada,pudiendoser malinterpretadacomo unainhibición producidapor la serotonina.

Paraprobaresta posibilidad, sedesarrollóel ensayode la NAT utilizando concentraciones

crecientesde sulfatodecreatina(compuestoquese isomerizaacreatininaen soluciónacuosa)

en el mismo intervalo que el utilizado para la caracterizacióncinética (0-10 mM),

demostrándose la falta de efecto de la creatina sobre la actividad NAT, usando como

substratos el hidrocloruro de triptaminao serotonina(Fig. 29b).
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d) Efecto de la temoeratura sobre la cinética de la NAT utilizando serotonina como

substrato

.

La caracterizacióncinética para la triptamina y serotonina fue desarrollada en el

intervalo de temperaturas (l0-350C) en dos ensayos sucesivos realizados a 10, 20, 300C y

15, 25, 350C respectivamente. El intervalo de concentracionesde las aminasusadasfue de

O a 10 mM, manteniendoconstantela concentracióndeAcCoA (250~¿M)en los dos ensayos.

En la Fig. 30 seresumenlos resultadosobtenidos.Se observaun incrementode la

V~ con la temperaturaparaambossubstratos(Fig 30 a). La V~ para la triptaniina resultó

sersuperiorqueparala serotoninaatodaslas temperaturasensayadas.De unaformaparalela

la KM paraambasaminasincrementa(descensoen la afinidad) con la temperatura,la afinidad

de la NAT por la serotoninaes siempre mayor que para la triptamina (Fig. 30b). La

evolución de la constantede inhibición (KJ respectoa la temperaturase muestraen la

Hg- 30c). La 1<4 para la triptamina muestraun ligero incrementocon la temperatura,en

cambio,la 1<4 parala serotoninamuestraun patróncomplejoen relacióncon la temperatura.

El valor mínimo de la K~ seobservaa 25”C, mostrandoun incrementoen su valor tanto a

temperaturasuperiorescomo inferiores. A lOT no se observaunainhibición significativa

(1<4> l0~VKNO.

Por último, en la Fig. 31a) se muestra la relación entre la V.,~ y la KM, la

correlación significativa observadaentreambosparámetros(r=0,9657; p’C 0,01) indica la

existencia de una modulación térmica positiva para la serotonina.

La representaciónde Arrhenius para las constantesV~, KM y 1<4 respecto a la

serotonina se muestran en la Fig. 3 ib). La energía de activación es ligeramente superior

(1,28 + 0 15 U/mal) que para el caso de AcCoA y triptamina (ver Fig. 28) aunqueesta

diferenciano llega a ser significativa. La unión del substratoa la enzima muestrauna

AH
8 < O lo que indica el caracter exotérmico de dicha unión. El valor de -0,79 + 0 149

KJ/mol, escomparablea lo obtenidoparala triptamina. En cambio,la energíade unión de

la serotoninaa la enzimacomo inhibidor muestraun cambiode fase a 25<’C, mientras que

a temperaturas inferiores a esta temperatura muesta una AH1 de 1 71 + 0,77 KJ/mol

(endotérmica),a temperaturasaltas la unión de la serotonina es exotérmica -0 91 + 0 25

KJ/mol.

El modelo teórico utilizado para la inhibición por substrato propuesto por Haldane

(@ver Dixon, 1979)permitecalcularuna seriede parámetrosderivados(TablaX):
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método de Duggleby (1981) a distintas temperaturas, utilizando
serotonina como substrato. b> Representación de Arrhenius para
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a) Inhibición relativa(r= 1<i/KMJ. Este parámetro indica la potencia de la inhibición respecto

a la constantede afinidad (KM). Cuantomenorsea su valor, mayor serála inhibición.

b) Concentraciónde substratoóptima (3,»= K~ xK). Indica la concentración de substrato

en la cual seobtienela mayoractividadenzimática.

c) Velocidad alta, [V~ =Vr»nx~P/(2+fiui. Es la velocidadde reaccióna la concentración

óptima de substrato (S01,J.

Los valores de r para la serotonina muestran un pronunciado descenso desde 10 a

25
0C, este aumento en la inhibición se detiene a temperaturassuperioresa 25”C. Parala

triptamina, aunquela inhibición relativa aumentaligeramente,este efecto se debeen su

mayor parte al marcado incremento de los valores de KM, y no a un descenso importante de

la 1<4. El valor másbajo de la S~ para la serotoninaseobservaa 250C, en cambioparala

triptamina la S~ aumenta con la temperatura.ParaambasindolaminasV~ mantiene un

estrecho paralelismo con la V,,,~, como cabríaesperardebidoa la relación existenteentre

estos dos parámetros.

En la Tabla XI, se presenta la evolución del coeficiente de temperatura(Q
10) para

las tresconstantescinéticas(V,,,~, KM y K). Q10 para la V,,,~ muestravaloresaltos indicando

la gran dependenciade esta constantecinética con la temperatura,especialmentepara la

serotonina (Q>0 > 3). En cuantoa los valoresde Q10 correspondientesa la
1<M apareceun

comportamiento análogo, es decir, un incremento continuado de KMcon la temperatura, pero

enestecasoQ
10 es mayor para la triptamina que para la serotonina.

Puedeobservarsequela complejarespuestade los valoresde la 1<4 con respectoa la

temperaturaparael casode la serotonina,provocaquelos valores de Q10pordebajode 25
0C

muestren valores muy inferiores a 1, lo cual significa un pronunciado descenso del parámetro

con la temperatura. En cambio paratemperaturassuperioresa 25 0C los valores de Q
10 son

mayores que 1. Este resultado demuestra que la inhibición no tiene una dependencia simple

con respecto a la temperatura,como sucedeparalos casosde V~ y KM.

Los valoresde Q10 correspondientesa la actividad NAT valorada en el estudio

cinéticoutilizando una concentraciónde serotoninaequivalentea la S0~, muestranuna alta

sensibilidad térmica de la enzima a dicha concentración de substrato, esta sensibilidad térmica

sereduceprogresivamentecon el incrementode temperatura(desde4,5 a 10
0C hasta 1,72

a 350C)
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6. EFECTO DE LA ACLIMATACIÓN TÉRMICA SOBRE LA NAT.

a) Efecto sobre la cantidad de enzima

.

Se analizaronlas modificacionesprovocadaspor la aclimatación térmicaa dos

temperaturas (4 y 24 0C) sobre la actividad NAT de la retina, para lo cual despuésdel

período de aclimatación de un mes los animales fueron sacrificados a mediodía y a

medianoche,valorándosela NAT a tres temperaturasdistintas 10, 20, 300C.

La aclimataciónen frío produceun incrementode aproximadamente1,5 vecesen la

actividad NAT con respecto a la aclimatación en calor (Fig. 32). Dicho incrementose

mantieneparatodaslas temperaturasdel. ensayo.Puedeobservarsetambiénquela oscilación

día-noche,típicadela actividadNAT, seconservapara las dos temperaturas de aclimatación,,

presentandovaloressuperioresdurantela nocheen relacióna sus correspondientesvalores

diurnos.

Los coeficientede temperatura(Q
10) para la actividad NAT se muestran en la Tabla

XII. No hay diferencias significativas en los valoresde Q10 como consecuenciade la.

aclimatación,indicandoque no ha habido ningún cambio en la sensibilidadtérmicade la

enzima.

b) Efectosobrela cinéticaenzimética

.

Comosegundapartedel estudiode la aclimatacióntérmicasobrela NAT, seprobó

el efecto de dicho tratamiento experimental sobre las constantes cinéticas. Tras la

aclimatación de animales adultos de R. perezi durante un mes a io oc y a 26
0C se

sacrificaron a medianoche,encontrándoselos siguientes resultadosde la caracterización

cinética respecto a la AcCoA (conc. fmal triptamina 10 mM):

Aclimatación W.Jnmol/h/oio’

>

100C 42,53 + 10 24 6 77 + 0,26

260C 49,26 ±2,55 4,78 ±0,083

Mientrasqueseobservaun efectoclarodela temperaturaaltareduciendola V~, no

existen diferencias entre los valores de la KMcomoconsecuenciade la aclimatación-

7. SNTESIS DE MELATONINA EN COPAS ÓPTICAS IN VITRO.
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7.1. Condicionesóptimas de cultivo de copasópticas.

a) Cantidad óptima de tejido ocular

.

En primerlugar, seestudióla capacidadde síntesisde MEL por parte de cantidades

variables de tejido ocular. En la Fig. 33a) se muestra la actividad NAT tras el cultivo en

función de las fracciones de retinas utilizadas. Puedeobservarseuna relaciónlineal entrela

cantidadde tejido y la actividadenzimática,concluyéndosequeel cultivo de la copaóptica

compl¿eta no presentaefectosdeletéreossobre la actividadNAT.

Los niveles de MELsintetizada en este experimento se muestran en la Fig. 33b). Las

copas ópticas completasproducen cantidadesde MEL significativa y progresivamente

superioresa lo largo del tiempo de cultivo. Duranteel cultivo en oscuridaddicha síntesis

resultaaltamenteestimuladaobservándoseincrementossignificativosconsecutivos(p<0,01).

Cuando secultivó 1/2 copaópticasólo seaprecióun incrementoen la síntesisde MEL sobre

los niveles basales en el último períodode cultivo, tras 6 horas de cultivo en oscuridad.

Cuando se cultiva 1/4 de copaóptica la MEL sintetizadapresentaniveles basalesdurante

todo el períodode cultivo, siendola oscuridadincapazde estimularla síntesis.

b) Cultivo de la retina neural aislada

.

En el cultivo de la tetina neural aislada del epitelio pigmentado, la tetina neural no

mostró ningunaestimulaciónpor la oscuridad,mostrandonivelesbasalesde MEL durante

todo el experimento (Fig. 34). Sin embargo, la copa óptica completa mantiene intacta su

capacidadbiosintética,observándoseincrementossignificativos en la producción de MEL

duranteel cultivo en oscuridad(p<0,01 entreintervalosde tiempo consecutivos).

La actividadNAT de la retina neural medida tras las 12 horas de cultivo no mostró

diferenciasentrelos dosgrupos(copaópticacompletay retinaneuralaislada),indicandoque

el aislamientode la retina del epitelio pigmentadono afecta a la enzimaNAT, pero sí a la

síntesisde MEL.

Se concluyepuesque para mantenerintacta la capacidadbiosintéticade MiEL es

necesariocultivar las copasópticascompletas.

c) Ciclo diario desíntesisdemelatonina¡a vúro

.

En la Fig. 35) se muestran los resultados obtenidostrasel cultivo de copasópticas

de R. perezí durante un ciclo diario completo, respetandoel fotoperíodoal que estaban

aclimatados previamente los animales. Durante la fase luminosa del ciclo los niveles de MEL
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Figura 33. Capacidad biosintética de melatonina en función de la
fracción de copa óptica de A. perezi en cultivo, a) Correlación
entre la actividad NAT de la retina y la fracción de copa óptica
cultivada. b) Melatonina liberada al medio durante el cultivo.
La barra oscura indica el periodo de oscuridad. Los datos se
representan como la i ±e. (n=4) *** p-cO,0l entre fracciones de
copa óptica. ### p<o,01 entre periodos de cultivo consecutivos
del mismo grupo experimental.
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son muy bajos (< 7 pg/ml), aunquemuestranun incrementosostenidoa lo largo de la

misma (ANOVA p<O,OI, entre todos los puntos de la fase luminosa). En el períodode

oscuridad,seobservanvaloressignificativamentesuperioresde estemetoxindolen el medio

de cultivo (= 30 pg/ml, p <0,01),unas5 veces respecto a los valores diurnos exceptoen

las primerastres horas de la faseoscuridad,dondeel incrementoobservadono llega a ser

significativo. Luego, las copas ópticas de R. perezí conservansu capacidadrítmica de

sintetizar MEL, comosucedeiii vivo.

Comopuedeapreciarseen la Fig. 35, existendiferenciassignificativasentreel primer

y el último punto del experimento (intervalo 7-10 horas)aunquecorrespondenal mismo

punto temporaldentrodel fotociclo, presentandoel segundointervalo valoresmayores.

d) Efectode la luz sobre la síntesisde inelatonina en cultivo

.

La luz mostró un efecto depresor de la actividad NAT (p <0,025;Fig. 36a). Dicho

efectoescontrarrestadocompletamentepor el forscolfn(p<O,Ol), no existiendodiferencias

entre los gruposcultivados con forscolín en luz o en oscuridad(Fig. 36a). Los efectos

estimuladores del forscolín y de la oscuridadsobrela actividadNAT son aditivos, ya queel

análisis de varianzade dos vías (los factoresson condición de iluminación y presenciade

forscolín), no mostró una interacción significativa entre ambos factores.

En cuanto a los niveles de MEL medidos en el medio de cultivo se obtiene un

resultadoparalelo(Fig. 36b), tanto en las primeras3 horascomoen el segundoperíodode

cultivo, la luz reducesignificativamentela NIEL producidapor las copasópticas(jp <0,05

y p<O,025,respectivamente).La adicióndel forscolín al medioestimulasignificativamente

(p <0,01) la síntesis de MELtanto en condicionesdeluz comode oscuridad.No seobserva

sinergia entre la oscuridad y el forscolín. Aunque el forscolín es un agentemucho más

potente,incrementandolos nivelesde MEL en seis vecesaproximadamente,mientrasquela

oscuridadsólo los duplica, el efectode los factoresconjuntamentesólo provocaun ligero

incrementono significativosobrelos valoresde MEL delgrupode forscolíncultivadoen luz.

e) Denendenciade la síntesisnocturnadenelatoninade Jasíntesisdeoroteffiasde novg

.

Los resultadosobtenidosponen de manifiestoque la adición de actinomicinaD

(8 MM) en oscuridadreducela actividadNAT (pC0,O5;Fig. 37a) a nivelespróximosa los

obtenidosen el cultivo en luz. El fármacono desarrollaningún efectosignificativo sobre la

actividadenzimáticade las copasópticascultivadasen luz -
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Durantelas primerastreshorasde cultivo no seencontrarondiferenciassignificativas

en los nivelesde MEL procedentesde las copascultivadascon o sin actinomicinaD (Fig.

37b). En cambio,a las 6 horasde cultivo se redujosignificativamentela producciónde MEL

en oscuridaden presenciade actinomicinaD (p<0,05).

El análisisde varianzade doblevíademuestraque, parala actividadNAT, los efectos

de la oscuridady los de la actinomicinaD son aditivos (la interacciónde los dos factoresno

es significativa).En cambio,para la MEL existeunainterferenciasignificativa,comopone

de manifiesto el hecho de que la acción de la actinomicinaD dependade la condición

lumínicadel cultivo. La actinomicinaD no.tieneefectoen el cultivo en luz, mientrasqueen

oscuridadtiene un carácterinhibidor a períodosde tiempolargos(al menos6 horas).

En el segundoexperimento,se probó el efectode la cicloheximidacomo fármaco

inhibe la traducciónproteica.La cicloheximidainhibe la actividadNAT (Fig. 38a) de forma

significativa, tanto en luz (p<0,025)comoen oscuridad(p<0,01).El análisis de varianza

de dosvías, muestrael carácteraditivo de la luz y de la cicloheximidareduciendoambosla

actividadenzimática.La síntesisde MEL tambiénse encuentraafectadapor la cicloheximida

(Fig. 38b). Durantelas tresprimerashoras de cultivo la MEL producidaen oscuridadse

reducea la mitad (p< 0,025).Despuésde 6 horasla inhibición esmayor, reduciéndoselos

niveles hastaalcanzarcasi los valoresde las copascultivadasen luz (j <0,01).El análisis

de varianza de dos vías muestrauna interferenciasignificativa entre la oscuridad y la

cicloheximidaa las6 horasde cultivo, estainteracciónsedebea quela cicloheximidaen luz

no escapazde reducir la síntesisde MEL másallá de los nivelesbasales.

7.2. Control catecolaminérgicode la síntesisde melatonina ocular.

En primer lugar, comprobamossi los fármacos utilizados para este estudio no

interferíanen el desarrollodel RIA de MEL, debidoa quevariosde ellos tienenestructuras

químicasmuy similaresa los indoles. Paraello, medimosla reactividadcruzadade los

mismos frente al anticuerpo antimelatoninautilizado en el RIA, comparandola unión

específicaentremediosde cultivo frescos,con otros a los que se les añadiólos agonistasy

antagonistasespecíficosa la concentraciónutilizada en los experimentos(10 MM). Como

puedeobservarse(Tabla XIII), la unión específicade los medios con los fármacosno es

estadísticamentedistinta respectoal mediode cultivo sin compuestoalguno, encontrándose

todos ellos dentrodel intervalo de confianzaal 95 % del grupo control. Con estapruebase

descartatoda posibilidadde interferenciade los fármacosutilizadosen la cuantificaciónde



Ritmos de NAT y melatonina en retinade anuros IV. RESULTADOS 183

a) 2,5

a

E 1,5

o
Elc
1-
CC
z 0.5

o

b)
120

100

o)
a
ca
c

o

13

80

60

40

20

o

Horas de cultivo (h)

E C¡cloI-iex¡mida (100 pM

)

Figura 39. Efecto de la cicloheximida (100 gM) sobre la capacidad
biosintética de melatonina de copas ópticas de R. perezi en
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Tabla XIII. Unión especifica de los medios de cultivo conteniendo

los agonistas y antagonistas específicos para receptores de
catecolaminasa una concentraciónde 10 MM.

RECEPTOR COMPUESTO
(%

UNIÓN ESPECIFICA
resnecto al control)

Control 100 ±3,18 (93,64—106,36)

SKF 38393 98,85 ± 4.18
Dí-dopaminérgico

SCH 23390 98 20 + 5,39

Quinpirol 102 07 + 3,35
D2-dopaminérgico

Sulpirida 102 47 + 3,50

Isoproterenol 100 80 + 3,63
B-Adrenérgico

Propranolol 99,88 ± 2,65

Fenilefrina 103 28 + 0,80
al—Adrenérgico

Prazosin 95 68 + 3,50

Clonidina 97 87 + 4,14
cx2-Adrenérgico

Yohimbina 102,31 ±4,95

Los datos se representan como el % de la unión específica ± la

desviación estándar, tomando el control como el 100 %. Entre

paréntesis se indica el intervalo de confianza al 95 % del

control.
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MEL medianteRíA.

a) Control dooaminér~ico

.

En primer lugar, se probó el papel de la dopaminacomomoduladorde la síntesisde

MEL de la retina,para lo cual se añadieronagonistasy antagonistasespecíficosparalos dos

subtiposprincipalesde receptoresdopaminérgicos.

- Dí-dopaminérgico. (Fig. 39).

La actividad NAT (Fig. 39a)no seve modificadapor la adicióndel agonistaDl (SKF

38393) ni del antagonista (SCH 23390)en ningunade las doscondicionesde cultivo, luz u

oscuridad.La oscuridadsiempre incrementade forma significativa (y <0,01) la actividad

NAT en todoslos gruposexperimentales.La MEL producida durante las tres primeras horas

del cultivo (Fig. 39b) mostróuna respuestaparalelaa la descritapara la actividadNAT, ni

el agonista ni el antagonista son capaces de modificar la estimulación inducida por la

oscuridad (p <0,01 para todos los grupos). En cambio, en el segundoperíodode cultivo

(Fig. 39c) seobtuvounarespuestaespecíficaen losojoscultivadosen oscuridaden presencia

del agonistaSKF 38393, resultandoreducida la síntesis de MEL con respectoal grupo

control (p<0,025). El antagonistaSCH 23390, en la dosis utilizada, no muestraningún

efectopor si sólo, ni escapazde revertir el efectodel SKF 38393.

- D2-Dopaminérgico(Fig. 40).

La actividad NAT (Fig - 40a) muestra una respuesta compleja trasla administración

de los fármacosespecíficospara los receptoresD2-dopaminérgicos- En condicionesde luz,

el agonistaD2 quinpirol reducesignificativamentela actividad NAT si seadministrajunto

consulpirida(p<O,Ol), la NAT tambiénsereduceen el grupoconquinpirolexclusivamente,

aunqueno llega a ser significativo. El efecto estimuladorde la oscuridad(p<0,01 con

respectoal control en luz), se ve suprimido por la acción del quinpirol (p<0,01)

observándosenivelesde actividadenzimáticasimilaresalos quepresentanlas copasópticas

cultivadasen luz. En cuantoal efectodel antagonistasulpirida, a la concentraciónutilizada

no es capazde revertir el efectodel quinpirol, cuandoseadministrande forma conjunta.

La MEL muestraun comportamientoanálogoal descrito parala NAT en respuesta

a la adición de agentesD2-dopaminérgicos,aunquecon pequeñasdiferencias.El análisisde

varianzade vía múltiple muestra interferenciassignificativas(y <0,025)entre la luz y la

presenciade agonistao del antagonista,indicando que los factores no tienen efectos
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Figura 39. Efecto del agonista (SKF 38393) y del antagonista
(SCH 23390) Dí—dopaminérgicos sobre la capacidad biosintética de
melatonina de copas ópticas de R. perezi en cultivo, a> Actividad
NAT. Melatonina liberada al medio: b> a las tres horas y c> a las
seis horas del cultivo. La barra oscura indica los grupos
incubados en oscuridad. Los datos se representan como la x ±e.
(n=5>. * p-c0,05; ** p<O,025; *** pc0,Ol. (*) dentro de las
columnas indican significación estadística respecto al grupo
correspondiente cultivado en luz. (#) Indica significación
estadistica de la melatonina medida en períodos de cultivo
consecutivos del mismo grupo.
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Figura 40. Efecto del agonista <quinpirol) y del antagonista
(sulpirida) D2-dopaminérgicos sobre la capacidad biosintética de

melatonina de copas ópticas de R. perezi en cultivo, a) Actividad
NAT. Melatonina liberada al medio: b> a las tres horas a> a las
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incubados en oscuridad. Los datos se representan como la x ±e.
(n=5) * pcO,O5; ** p<O,025; *** p<O,0l. <*) dentro de las
columnas indican significación estadística respecto al grupo
correspondiente cultivado en luz. (#) Indica significación
estadística de la melatonina medida en períodos de cultivo
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multiplicativos sobrela síntesisde MEL, y por lo tanto el análisisposterior sedeberealizar

atendiendopor separadocadafactor. Durantelas tres primerashorasde cultivo (Fig. 40b),

en condicionesde luz, la adición de sulpirida incrementade forma significativa (y <0,025)

la producción de MEL, dicho efecto estimulador es anulado completamente cuando el

quinpirol se administraconjuntamentecon sulpirida (p<0,01). En oscuridad,el quinpirol

muestraun fuerte efecto inhibidor de la síntesis de MEL (p<0,01 respectoal control),

ademássesigueobservandoel efecto estimuladorde la sulpirida (p<0,05 con respectoal

grupo control>. La especificidaddel efecto del quinpirol sobre los receptoresD2 queda

demostradapor el hecho de que el antagonista sulpirida contrarresta, aunque solo

parcialmente,el efectodel agonista(p< 0,01).

En el segundoperíodode cultivo (Fig. 40c) se observanlos mismos resultados,

aunquecon algunapequeñadiferencia. El efectoestimuladorde la sulpirida en luz no se

presentaen estecaso,siendola concentraciónde MEL significativamenteinferiorcomparado

con este mismo grupo duranteel primer períodode cultivo (p<0,05). En oscuridad,se

observa la misma respuesta que en el primer período de cultivo, salvo que ahora no se

aprecia un incrementosignificativo de MEL en el grupo cultivadocon sulpirida respectoal

control-

b) Control adrenér2ico

.

Probamosel posiblepapel delos tressubtiposprincipalesde receptoresadrenérgicos;

dos concarácterestimulador(JI- y al-) y uno inhibidor (a2-adrenérgico).

- il-Adrenérgicos(Fig. 41).

De la actividad NAT (Fig - 41a), cabe destacarel efecto inhibidor del agonista

isoproterenolen luz (y <0,05).La adiciónde isoproterenolanulael incrementoinducidopor

la oscuridad (p< 0,05), mientras que el antagonistapropranololadministradoconjuntamente

con el agonistaes incapaz de revertir este efectoa la concentraciónutilizada (y<0,01

respectoal grupo con propranololexclusivamente).

En condiciones de luz, no se observa ninguna diferencia en la producciónde MEL

entre los distintos grupos experimentales. En cambio, en oscuridad la MEL incrementa

significativamente en los grupos control y tratado con propranolol respecto a sus

correspondientesgrupos en luz (p<0,01). Como sucede con la actividad NAT, el

isoproterenol reducesignificativamente(p<O,Ol) la MEL producidaen oscuridad,y el

propranololno escapazde revertir el efectodel isoproterenol-
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Figura 41. Efecto del agonista (isoproterenol) y del antagonista
(propranolol) Il—adrenérgicos sobre la capacidad biosintética de
melatonina de copas ópticas de R. perezi en cultivo, a> Actividad
NAT. Melatonina liberada al medio: b> a las tres horas, a> a las
seis horas de cultivo. La barra oscura indica los grupos
incubados en oscuridad. Los datos se representan como la x ±e.
<n~5) * p<O,05; ** p<O,O25; *** p-c0,Ol. (*) dentro de las
columnas indican significación estadística respecto al
correspondiente grupo cultivado en luz. (#) Indica significación
estadística de la melatonina medida en períodos de cultivo
consecutivos del mismo grupo.
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Los resultadosobtenidosduranteel segundoperíodo de cultivo (Fig. 41c), son

comparablesa los obtenidosen el período anterior, no existiendo diferenciasentre los

distintosgrupos. Seencuentrauna ausenciade accióndedichosfármacosen condicionesde

cultivo en luz. En oscuridad,con respectoal períodode cultivo anterior, cabedestacaruna

ligera reversión del efecto del isoproterenolpor el propranolol (y <0,05, comparandoel

grupo cultivado con isoproterenol respecto al grupo que lleva agonista y antagonista

conjuntamente)-

- ctl-Adrenérgicos(Fig. 42).

La actividad NAT ocular (Fig. 42a) medida tras el cultivo en luz muestrauna

inhibición significativa frente al agonistafenilefrina, tanto si seadministrade forma aislada

(p<0,01),o junto con el antagonistaprazosín(p <0,025). El cultivo en oscuridadaumenta

la actividad NAT en todos los grupos,aunquesigueobservándose el efecto inhibidor de la

fenilefrina reduciendola actividadenzimática(p<0,01),análogamentea lo que sucedeen

el cultivo en luz el prazosínno es capazde revertir el efectodel agonistaa la concentración

utilizada. Por tanto, el prazosínno inducerespuestaalgunaen la actividadNAT bajo las

condicionesde cultivo utilizadas.

En cambio, en cuantoa la MEL producida,el antagonistatieneun efectomuy claro,

incrementandosignificativamente(p<0,01) la MEL producidaen luz durante las tres

primerashoras de cultivo (Fig. 42b), la adición del agonistareduce significativamente

(p<0,05) este efecto del prazosín.En oscuridad, el efecto estimuladordel prazosin se

amplifica másaún, siendosignificativala diferenciaentrelos gruposcultivadosen luz y en

oscuridad(p<0,05).

Duranteel segundoperíodode incubación(Fig. 42c) cabedestacarlas siguientes

respuestas:la oscuridadincrementade formaconsiderablela MEL sintetizadaen los grupos

control y suplementadocon fenilefrina (y<0,01). El efecto estimuladordel prazosín se

mantiene tanto en luz (pc0,01) como en oscuridad (p<0,025) respecto a sus

correspondientesgruposcontrol. La adicióndel agonistay el antagonistade forma conjunta

anula totalmenteel efecto del prazosín, igualando los niveles de MEL a los del grupo

control-

El análisisde varianzade múltiple vía muestraque, mientrasquepara la actividad

NAT no hay interaccionessignificativasentrelos distintos factores,para la MEL hay una

clara interacción(p<0,01)entreel prazosíny la fenilefrina. Dicha interacciónsebasaa los



Ritmos de NAT y melatoninaen tetina de anuros IV. RESULTADOS 191

NAT

Melatonina
o)

osc

1

0-3 Horas 3-6 Horas

Figura 42. Efecto del agonista <fenilefrina> y del antagonista
(prazosin) al—adrenérgicos sobre la capacidad biosintética de

melatonina de copas ópticas de R. perezi en cultivo, a> Actividad
NAT. Melatonina liberada al medio: b) a las tres horas, a> a las
seis horas de cultivo. La barra oscura indica los grupos
incubados en oscuridad. Los datos se representan como la x ±e.
(n=5> * p-cO,05; ** p<0,025; *** p<0,O1. (*) dentro de las
columnas indican significación estadística respecto al
correspondiente grupo cultivado en luz. (#) Indica significación
estadística de la melatonina medida en períodos de cultivo
consecutivos del mismo grupo.
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siguientesresultados,mientrasque la fenilefrina por si sola no es capazde modificar la

producciónde MEL, cuandose administraconjuntamentecon prazosínanula los efectosde

este último tantoen luz comoen oscuridad,lo quedeterminala ausenciade aditividad entre

los efectosdel agonistay el antagonista.

- a2-Adrenérgicos (Fig. 43).

En cuantoal estudiodel posiblepapel de los receptoresa2-adrenérgicos,sobre la

síntesisde MEL, se encontróque la actividad NAT (Fig. 43a) no se vio afectadapor el

agonista(clonidina) ni por el antagonista(yohimbina). Estos dos compuestostampoco

modificaron la actividad enzimática de las copas ópticas cultivadas en la oscuridad,

apreciándoseincrementossignificativosen todos los gruposrespectoa suscorrespondientes

cultivadosen luz (p<0,025).

Los resultadosde la síntesisde MEL se muestranen las Fig. 43b y c>. De forma

análogaa lo comentadoparala NAT, los fármacosespecíficospara los receptoresa2 no

tuvieron ningún efecto sobre la síntesisde MEL, aunquese observaun ligero incremento

(p<0,05) de la concentraciónde este metoxindolen el grupo cultivado en oscuridaden

presenciade agonistay antagonistaconjuntamente.En el segundoperíodode incubación,no

se obtiene ninguna diferencia entre los grupos experimentales,conservándoseel efecto

estimuladorde la oscuridaden todos los grupos (p<0,01). El incrementoes de unas5-6

vecesrespectoa la MEL producidaen luz.

- Modo de acciónde los agentesil-adrenérgicos(Fig. 44).

Con el fin de averiguarsi el efecto del isoproterenolse debe a la existenciade

verdaderosreceptoresIl-adrenérgicosen la retina o a una unión inespecíficaa receptores

D2-dopaminérgicos,cultivamos copasópticasde R. perezí en presenciade isoproterenol

(10 ~M) y del antagonistaD2 sulpirida (50 ~M) en condicionesde oscuridad,cuandola

síntesisde MEL seencuentraactivada.

La actividad NAT resultainhibidapor el isoproterenol(Fig. 44a; p <0,025)hasta

alcanzarniveles similares a los observadosen las copas cultivadas en luz. Este efecto

inhibidor del isoproterenolescontrarrestadopor la sulpirida (p<0,01), incrementándosela

actividadenzimáticahastaalcanzarel nivel del grupocontrol cultivado en oscuridad.

La MEL confirma el papel antagónicode la sulpirida respectoal isoproterenol.

Durantelas tresprimerashoras de cultivo (Fig 43b), la reducciónde los niveles de MEL
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obtenidapor la accióndel isoproterenol(p<0,025 respectoal control de oscuridad)es

contrarrestadapor la sulpirida (p <0,025).

A las seishorasde cultivo, el efectoinhibidor del isoproterenoles muchomenorno

existiendodiferenciassignificativas entre este grupo y el control, mientrasque el efecto

estimulador de la sulpirida administrada conjuntamente con isoproterenol resulta

incrementado(p<0,01).

El efecto de la sulpirida a la dosis utilizada (50 MM), es capaz por si sola de

incrementarla síntesisde MEL, demostrándosequeen las condicionesde cultivo utilizadas,

existeun ciertotono dopaminérgicoen la copasópticascultivadasen oscuridad,que resulta

anuladopor la adición del antagonistaD2.

7.3. Sistemasde segundosmensajeros.

Unavez conocidaslas catecolaminasimplicadasen el control y generacióndel ritmo

de NAT y MEL ocular, a continuaciónnos propusimosestudiarlos sistemasde segundos

mensajerosintracelulares encargadosde transportar los mensajesquímicos desde la

membrana del fotorreceptoral citoplasma,dondetiene lugar la síntesisde MEL.

a) Sistema del AMPc

.

- Efecto del dibutiril-AMPe.

El hechode queel forscolín reviertael efectoinhibidor de la luz sobre la actividad

NAT y la síntesisdeMEL (Fig. 36) sugierequeel sistemadel AMPc seencuentraimplicado

en el control de la síntesisde MEL. A tenorde estosresultadosnosplanteamosprofundizar

sobrela implicaciónde estenucleótidocíclico en la síntesisde MEL.

Comopuedeobservarseen la Fig. 45a) el dibutiril-AMPc escapazde aumentarla

NAT en las dos condicionesde cultivo, luz y oscuridad.Por lo tanto, el dibutiril-AMPc en

la concentraciónempleada(1 mM) es capazde revertir el efecto inhibidor de la luz. El

análisisde varianzade dosvías, demuestrael carácteraditivo de la oscuridady del dibutiril-

AMPc estimulandola actividadNAT.

Los resultadosde la MEL (Fig. 45b), muestrantambiénel efector estimuladordel

dibutiril-AMPc. El análisisde varianzade dosvíasconfirmael caráctermultiplicativo de los

dos factores estimulandola síntesis de MEL. La oscuridad incrementa la MEL en

aproximadamente6 veces (y< 0,01) mientras que el dibutiril-AMPc sólo lo duplica

(p< 0,01). Cuandoambosfactoresactúanconjuntamente,la MEL sintetizadaaumentaunas
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10 veces.No existengrandesdiferenciascomoconsecuenciadel tiempo de cultivo, sólo se

observaun ligero incrementoen la MEL sintetizadapor las copas ópticas en oscuridad

(p<O,O5)a las 6horas.

Unavez demostradoel papelde los nivelesintracelularesdel AMPc en la generación

del ritmo de síntesisde MEL, nos propusimosestudiarla importancia, tanto de la síntesis

como de la degradacióndel nucleótidocíclico, en el mantenimientode la funcionalidaddel

fotorreceptor.

- Efectodel forseolin y IIBMX.

En la Fig. 46a) muestracomola actividadNAT seincrementasignificativamentetanto

por la adición de IBMX (p< 0,05)comode forscolin (p<0,05).Cuandoamboscompuestos

seañadende forma conjunta,el incrementode NAT es mayor quecuandose añadenpor

separado(p<0,Ol frente a p<O,O5). Con respectoa la síntesisde MEL, el ANOVA de

doblevía muestrael efecto sinérgico de ambostratamientos,esdecir, el IBMX (75 ~M)

duplica la producciónde MEL (Fig. 46b), el forskolín la cuadruplica,y ambosfármacos

conjuntamenteaumentanla producciónde MEL en 10-12 veces(pc0,01).

Dadoqueel efectoinhibidordel IBMX sobrelas fosfodiesterasasno muestraun perfil

típico dosis-respuesta,sinoqueparaconseguirel 100 % de la inhibición de dichasenzimas

esnecesarioutilizar concentracionesmuy altasde IBMX, repetimosel experimentoanterior

aumentandola concentraciónde IBMX empleada(1 mM), paraasegurarnosde la inhibición

total de la actividadfosfodiesterasaen los fotorreceptores.

No seobservandiferenciasimportantesentreel efectodel IRMX a 75 gM (Fig. 46a)

y 1 mM (Fig - 47a) sobre la actividad NAT. De nuevo se manifiestaun efecto aditivo

significativo entre el forskolín y el IBMX incrementandoambos factores la actividad

enzimática.En cuantoa la producciónde MEL, el IBMX a una concentraciónde 1 mM,

incrementala producción de MEL unas 10 veces (p< 0,01), dicho incrementoes muy

superioral observadoa la concentraciónde 75 ~M, que sólo lo duplicaba.El efecto del

forskolín (50 ~M) se mantiene,estimulandola producción de MEL en unas 4 veces

(p< 0,01), mientrasquela acciónconjuntade ambosfármacoses capazdeelevarla síntesis

de MEL entre40-50 veces(p<0,01). Esteefecto estimuladordel IBMX sobrelos niveles

de MEL resultaligeramenteaumentadoduranteel segundoperíodode cultivo (p< 0,01).

b) Sistemadel GM1>c

.
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Tras el tiempo de cultivo, la actividad NAT no se vio afectada por la adición del 

nucleótido cíclico, no mostrando diferencias significativas, ni en las copas cultivadas en luz, 

ni en oscuridad (Fig. 48), aunque en estas últimas se observó el efecto estimulador de la 

oscuridad (p < 0,Ol). 

El dibutiril-GMPc no modificó la MEL producida por las copas ópticas cultivadas en 

oscuridad (Fig. 48b), en cambio la MEL producida en luz se vio significativamente aumenta 

con la adición del análogo del GMPc. 

c) Sistema del Calcio. 

- Efecto del EGTA. 

En la Fig. 49a) se muestran los resultados obtenidos de la actividad NAT. Mientras 

que en luz el EGTA no tiene ningún efecto sobre la actividad enzimática, en oscuridad el 

EGTA es capaz de anular totalmente el incremento de NAT que se produce normalmente en 

estas condiciones (p < 0,Ol). Es más, dicho efecto inhibidor es capaz de reducir la actividad 

enzimática por debajo de los niveles correspondientes del grupo cultivado en luz (p < 0,025). 

En cuanto a la MEL producida (Fig. 49b), se observa un resultado similar, el EGTA 

no tiene ningún efecto en las copas ópticas cultivadas en luz, mientras que en oscuridad se 

anula totalmente el incremento nocturno de MEL (p <O,Ol). Dicho efecto inhibidor se 

mantiene durante todo el período de cultivo. 

- Efecto del potasio. 

En contra de lo que cabría esperar la despolarización masiva de las células provacada 

por el potasio, tiene un efecto inhibidor sobre la actividad NAT (Fig. SOa), la adición de 

potasio reduce de forma muy significativa la actividad enzimática, tanto en luz como en 

oscuridad @ < 0,Ol en ambos casos). La producción de MEL (Fig. 50b) también se encuentra 

afectada negativamente, el potasio anula totalmente la síntesis de MEL estimulada por la 

oscuridad (p < 0,Ol). 
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ENSAYO ENZIMáTICO Y CARACTERIZACIÓN CINÉTICA

Desdeque la actividadNAT de la glándulapineal fue detectadapor primeravez en

1960 por Weissbachy colaboradores,utilizando [‘4C)serotoninacomosubstratoy aislando

la [‘4C]N-acetilserotoninay [‘4C]melatoninaresultantemedianteTLC, esta enzimaha sido

objeto de un gran númerode trabajos,enfocadosal estudiode su implicación comoenzima

limitante de la síntesisde melatonina.La técnicaradiolsotópica,basadaen el uso de TLC

para aislar y cuantificarlos productosde la reacción,fue utilizadahastalos primerosaños

de la décadade los 70 (Klein a aL, 1970).

El método de valoraciónde la actividadNAT ha sido mejoradopaulatinamentecon

dosobjetivosprincipales:estabilizarla enzimaduranteel ensayoeincrementarla sensibilidad

del mismo (Sudgenel al., 1983). Deguchi y Axeirod en 1972 utilizaron la triptamina y

[14C]AcCoAcomosubstratosde la enzima,deteniendola reaccióncon tampónboratopH 10

y extrayendolos productosmarcadoscon una mezclade tolueno:alcoholisoamilo (97:3).

Este método original posteriormentefue simplificado (Parfitt a al., 1975),

sustituyendoel tolueno:isoamilo por cloroformo para parar la reacción y extraer los

productos, y utilizando una concentraciónmayor de substratospara medir la actividad

enzimáticaen condicionessaturantes.Este métododescrito por Parfitt y colaboradoresha

sido utilizadopor numerososgruposde investigaciónpara la determinaciónde la actividad

NAT. Posteriormentefueron introducidasuna serie de leves modificacionesen el ensayo

radioenzimático,conel fin de mejorarla estabilidadde la enzimaduranteel ensayo(Hamm

y Menaker, 1981), o en su lugar, para adaptarel ensayoa distintas especiesanimales

(hámster,Steinlechnereral., 1984;pollo y rataRodríguez-Cabelloeral, 1990a),incluyendo

modificacionesen el pH, el volumende reaccióno el procedimientode extraccion.

La reducciónde los volúmenesdel ensayo(microensayos),seha empleadotambién

comoun medioeficazparaaumentarla sensibilidad,hastael puntode queesposiblemedir

la NAT en un 1/50 de glándulapineal de rata (Sugdeneral., 1983).

En los últimos años, las técnicasde HPLC han permitido disponerde un método

alternativoal radioenzimoensayoparacuantificarlos productosdela reacción(Thomasetal.,

1990; Fajardoer al., 1992). Estavarianteaumentala sensibilidaddebidoa quepermiteel

uso de concentracionesaltasde AcCoA, obviandoel problemade la dilución excesivadel

marcador que se produceen el radioenzimoensayo,ademásel uso de los detectores

fluorimétricoso electroquímicospermitenunavaloraciónmásespecíficade los productosde

la reacción.
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Ya seha comentadopreviamenteen estaMemoria la gran inestabilidadde la NAT,

tantoen condicionesin vivo tras la exposicióndel animal a la luz durantela noche (Klein y

Weller, 1972),como in vitro en los homogeneizadosde tejido(Olcesey Meller, 1989). Esta

característicaha imposibilitadohastala fecha el conocimientode muchosde los aspectosde

estaenzima,a pesardel gran númerode trabajospublicados(Binkley et al., 1979; Binkley,

1981). Además,la alta inestabilidadpropiade la enzimareducesu vida mediaa unospocos

minutos, lo que implica que ha de ser sintetizadade novo constantementeen la célula.

Hastael momento,sehanpropuestouna seriede hipótesisconcretasparaexplicarla

inestabilidadde la NAT. Unaprimerahipótesissebasaen la inactivaciónrápidade la NAT

medianteun mecanismode intercambiotiol:disúlfido, que conducea la oxidacióndel centro

activopor la formaciónde un puentedisulfuroen un residuode Cys esencialpara la catálisis

enzimática(Namboodiries al., 1980). En apoyo de esta hipótesisse ha observadoque la

adición al ensayode compuestoscon grupos-SH libres, comopor ejemplola cisteaminao

ditiotreitol, protegenla enzimamanteniéndolaen su estadoactivo(Binkley el al., 1979). En

la actualidadsedesconocenlos compuestoscelularesendógenosquepodríanllevar a cabo

esta regulación,por lo que la importanciafisiológicade estemecanismoen condicionesiii

vivo resultabastantecuestionable.

Parala inactivaciónespecíficade la NAT en la glándulapinealde rata se ha propuesto

otra hipótesis,basadaen la existenciade un factor responsablede la inactivación(Chany

Ebadi, 1981). Dicho factor apareceríaexclusivamenteduranteel día inhibiendola actividad

NAT (Khoory y Schloot, 1986).

En el casode la retina de Rana la actividadNAT en el homogeneizadode retinaes

especialmentelábil, lo que posiblementehaya determinadola ausenciatotal de trabajos

enfocadosal estudiode esta enzimaen los anfibios. La actividad enzimáticase reducea

niveles no detectablesduranteel tiempo del ensayo(15-20 mm.). Una posibleexplicación

paraestarápidainactivaciónde la enzimaesquealgunade las condicionesfisico-quimicas

del ensayoesténmuy alejadasde las condicionesintracelularesnecesariasparapermitir la

expresiónde suactividad.Por ejemplo, la destrucciónde la compartimentaciónintracelular

esunade las causaspropuestasparaexplicarunaperdidasimilar de la actividadenzimática

en la glándulapinealde pollo in vitro (Rodríguez-Cabelloe: al., 1989).

El efecto protector del EGTA, quelanteespecíficodel calcio, sobre la NAT en

homogeneizadosde retina de R. perezí, indicaría que el calcio estaríaimplicado en la

inactivaciónde la enzima.Esteefectodel EGTA ha sidodescritoanteriormenteparala NAT
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de la glándulapinealde pollo, rata (Rodríguez-Cabelloes al., 1990) y bóvidos <Fajardoet

al., 1992). Los ácidos policarboxílicos(con propiedadesquelantesinespecíficasde iones

metálicos)tambiénprotegende forma significativa la NAT (Namboodirie: al., 1979). Por

tanto, una reducciónde la concentracióndel calcio libre es una condición necesariapara

manteneractiva la enzima. El EGTA es especialmenteeficaz para este propósito ya que

hemosobservadoqueescapazde mantenerla actividadNAT durantemásde 3 horasa 250C

sin reduccionessignificativas

Por otra parte, la acción del calcio sobre la NAT parece ser muy compleja,

posiblementeeste jón esté involucradotanto en los mecanismosque regulanla síntesisy la

degradaciónde la enzimacomoen su capacidadcatalítica.En condicionesiii vitro, el calcio

es un potenteactivadordela NAT en la glándulapinealde rata(Morton, 1987a),no obstante

la importanciafisiológicadeestaacciónactivadorapuedequeno searelevante,debidoa que

la concentraciónactivadoraóptimade calcio es 10 mM, muy superiora lasconcentraciones

de estejón en el citoplasma,lugardondeseencuentrala NAT in vivo.

El equipode la Dra. Agapito ha sugeridoqueel efectodel calcio sobre la NAT se

debea la activaciónde algúnprocesode degradaciónespecífico(Rodriguez-Cabelloet al.,

1989). Lasproteasasactivadasporcalcio (calpaínas)podrían llevar a caboesteproceso,en

este sentido la adición de detergentesno iónicos, como Triton X-100 o Nonidet P40, al

homogeneizadode glándula pineal de pollo contrarrestael efecto protector del EGTA

(Rodríguez-Cabelloa al., 1990).El detergentepodríasolubilizar las calpainasunidasa las

membranas(Johnson,1990) promoviendola degradaciónde la NAT.

En cuantoal efectode la dilución del homogeneizadosobrela actividadNAT, parece

ser que dependede varias circunstancias,mientras que utilizando homogeneizadosdc.

glándula pineal de rata se obtiene una correlación positiva entre la cantidad de

homogeneizadoy la actividad enzimática (Deguchi y Axelrod, 1972), Binkley y

colaboradoresen 1979, observaronque la dilución del homogeneizadode pineal depollo

incrementala estabilidadde la NAT, mostrandoasíla existenciade substanciasinhibidoras

en el homogeneizado.En nuestrocaso no observamosningún efecto,ni de tipo favorableni

desfavorable,comoconsecuenciade la dilución de la enzima,conservándosela linealidadL

entreactividad NAT y cantidadde homogeneizado.Es decir, las condicionesdel ensayo

utilizadasen el presentetrabajo aseguranla linealidad de la reacción, no produciéndose

pérdidasde actividadasociadasa agotamientode los substratoso a unaposibleinhibición de

la enzimapor otros componentesdel homogeneizado.
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Otro métodoampliamenteutilizadoparaestabilizarla NAT en el ensayoes la adición

de AcCoA en altasconcentracionesdurantela homogeneizacióndel tejido (Binkley es al.,

1976; Binkley et al., 1979, Hammy Menaker,1981).La uniónde estesubstratoa la enzima

protege su centro activo, evitando la oxidación del mismo y consecuentementela

desactivaciónde la NAT.

En nuestroestudiola adición de AcCoA previaal ensayono protegela NAT ocular

de R. perezien ausenciade EGTA. Pareceser pues, que el mecanismode inactivaciónde

la NAT dependedel tejido biológico y del métodode valoraciónutilizado. En el casode la

retinade ranala inactivaciónde la NAT porproteasasactivadaspor calcio podríaser mucho

más importanteque la desactivaciónpor intercambio tiol:disúlfido, mecanismoquepodría

ser la vía mayoritariaexistenteen la glándulapinealdealgunasespecies(Webbet al., 1986).

En el análisisdelas condicionesfísico-químicasnecesariasparaconseguirla actividad

óptima de esta enzima in vitro, se ha descrito que la actividad NAT dependede la

concentraciónde ionesdel tampón del ensayo(Namboodiri et al., 1979), siendonecesaria

unaconcentraciónde al menos150 mM de Na~, o en su lugarK~, paraobtenersu actividad

óptima (Morton, 1989). Esto indica que la NAT necesitauna fuerza iónica alta para su

proceso de catálisis, aunque no muestra especificidadpor el catión monovalente.La

estimulaciónde la NAT por la fuerza iónica puedevenir determinadapor cambiosen el

estadode polimerizaciónde la enzima,ya queseha determinadoqueen la glándulapineal

de ratala NAT puedepresentarseen variasformasoligoméricas(Namboodiriesal., 1987b).

También seha descritoun efectoestimuladorespecíficodel fosfato parala NAT de pollo

(Hammy Menaker, 1981). la utilizaciónde un tampónfosfatoconunaconcentraciónde250

mM para el ensayode la NAT de retina de R. perezí satisfaceestos dos requisitos,alta

concentraciónde potasioy fosfato.

Compuestosrelacionadoscon el fosfato ricos en enlacesde alta energía,comoel

pirofosfato, trifosfatosy difosfatosde nucleótidos,tambiéntienenun claro efectoprotector

parala enzima(Namboodiri e: al., 1979), sugiriéndoseque la NAT activa podría ser una

forma fosforilada.

El pH tiene una importanciacrucial tanto en la conservaciónde la enzimaactiva

(Namboodiri es al., 1979) como en su capacidadcatalítica. En general, el pH para la

determinaciónde la NAT en vertebradosse encuentraen el intervalo 6,5-6,8 (Deguchi y

Axelrod, 1972; Vané&k y Ilínerová, 1980; Namboodiries al., 1987),observándosequepH

superioresa6,9 inactivanirreversiblementela NAT (Steinlechneretal.,1984).Parala retina
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de R. perezísólo es posibledetectaractividadNAT en un intervalo muy estrechode pH,

entre6,1 y 7, obteniéndosela actividadóptimaa6,4-6,5. La actividadenzimáticadisminuye

bruscamentea pH menoresde 6, lo quepuededebersea la pérdidade la capacidadquelante

de calcio del EGTA.

La NAT muestratambiénuna extrematermosensibilidad(Morton, 1982), a 37”C la

enzimadepinealdepollo sereduceal 45 % de su valor inicial tras 20 minutosde incubación

(Binkley es al., 1979). Debido a este hecho, el tiempo del ensayodebe reducirsepara

conservarla linealidadduranteel ensayo,por ejemplo,en el métodooriginal serecomienda

unaincubaciónde 10 mm a 370Cparala glándulapinealde rata (Deguchiy Axelrod, 1972).

La NAT de la retina en roedoreses aún mássensible,sólo mantienesu linealidad durante

los primeros 5 mm. del ensayo(Meriones unguiculatus,Olcesey Moller, 1989). Por el

contrariola NAT de la retinade R, pereziprotegidacon EGTA conservala linealidadde la

reacciónduranteal menos30 mm. cuandose incubaa 250C ó a 350 C

En relaciónconlos blancosdel ensayo,en la descripcióndel métodoradioenzimático

originalparala NAT serecomiendaquetrasla extracciónel disolventedebeevaporarseantes

del contaje, con el fin de reducir las cuentasqueno correspondenal producto marcado,

obteniéndoseasíunos tubos blanco más reproducibles(Deguchi y Axelrod, 1972). En el

protocolo utilizado en esta Memoria para la valoración enzimática se siguieron estas

recomendaciones,obteniéndoseunostubosblancosólo ligeramentepor encimadel fondo del

contaje,con lo queel límite de sensibilidadde ensayoes muy bajo.

En el método original también se recomiendala utilización de triptamina como

substratopor unaseriedeventajas,por ejemplounaevaporacióndel disolventemássencilla,

y la ausenciade transformacionesposteriores del producto de la reacción en el

homogeneizado.Cuando, de forma alternativa, se emplea serotoninacomo substratoes

necesariola utilización de alcohol isoamilo para la extracción, sin embargoestedisolvente

tiene el inconvenientede proporcionarunos tubos blanco más altos debido a su mayor

polaridad,arrastrandomás[‘4C]AcCoAque el cloroformoo el tolueno(Deguchiy Axcírod,

1972). A priori, la serotoninaendógenapresenteen el homogeneizadopodría interferir en

el ensayo,sin embargoen el casoconcretode la retinade rana, hemosobservadoqueesta

interferenciacon la serotoninaendógenaes depreciable(tras la extracción con alcohol

isoamilo no se obtuvieron diferencias entre blancos sin homogeneizadoy blancos sin

serotonina).
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la mayor parte(92 %) de la actividadNAT en la retinade R. perezi seha localizado

en la retina neural, corroborándoselos resultadosobtenidosen otras especies(Luvone y

Besharse,1983).

En relación con la caracterizacióncinética, cuandose utiliza un método “a punto

final”, comoen el casoquenosocupa,hande tomarseuna seriede precaucionesadicionales

para asegurarseque se está estimando la velocidad real (o inicial), siendo requisitos

imprescindiblesque los substratosno se agotendurantela duracióndel ensayo,y que los

productosformadosno seacumulenen cantidadsuficientecomopara inhibir la reacción.En

nuestrocaso,el productoformadoes siempreinferior al 10 % de la AcCeA total añadida,

por lo que los substratosno son nunca limitantes, ademásla linealidad de la reacciónse

conservaduranteal menos30 minutos,aun cuandose acelerela reaccióncon temperatura

elevada(35”C), lo queindica que el productoformado en el ensayono inhibe la NAT.

La cinéticade la NAT en la retinade R. perezimuestrauna forma hiperbólicatípica

de la ecuación de Michaelis-Mentenpara ambos cosubstratos(triptamina y AcCoA),

permitiendoasíla estimaciónde las constantesKM y Vu,m. Hastala fecha no se ha realizado

ningún estudiocinético en la retina de los vertebrados,por lo cual las comparacionesde las

constantescinéticasnos vemosobligadosa compararlascon las descritaspara la glándula

pineal.

La diferenciaen los tamañosdela glándulapinealen lasdistintasespeciesestudiadas

impide la comparación interespecificade la V~. Este problema podría solucionarse

expresandola actividadenzimáticaespecifica,referidaal contenidodeproteínas,sin embargo

los distintos métodosde valorar la actividad enzimáticaen el homogeneizadocon o sin

centrifugaciónprevia, tambiéndificultan dicha comparación.

Los valoresobtenidospor nosotrosen relacióna la KM para la AcCoA en la retina

de Ranaperezí(69 MM) se encuentrandentrodel intervalo descritoen la bibliografíapara

la glándulapinealde otrasespecies(rata: 11-150gM Deguchi, 1975a; Morton, 1982; Voisin

a al., 1984; Reiteres al., 1990. Ovis: 78 MM Voisin et al., 1984. Bos 25-50 ~M Chan Y

Ebadi, 1980; Fajardoesal., 1992). En cambio, la KM para la triptamina es muy variable

dependiendode la especieestudiada,mientrasqueen la pineal de rataestacontantepresenta

un valor muy elevado(1-4 mM: Voisin esal., 1984; Deguchi, 1975a;Morton, 1982;Khoory

y Schloot,1986; Reiteresal., 1990), en la pineal de otrosmamíferosla KM esmuy inferior

(Ovis: 85-100gM, Voisin et al, 1984; Bos: 5-31 MM, Chany Ebadi, 1980; Fajardoet al.,
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1992;Merlones: 100 MM, Olcesey Moller, 1989; Orycsolagus:160 ~M, Heim esal., 1991>

y más acordecon el valor calculadopor nosotros(48-65 MM) parala retina de R. perezi.

Estasdiferenciasen la cinética de la NAT con respectoa la amina aceptorapuedeser

indicativo de diferenciasen la síntesisde melatoninaentrelas distintasespecies.

En los estudiosanteriormentemencionadosno aparecengrandesdiferenciasentrelas

KM de la triptaminay laserotonina,en cambiola NAT de la retinade R. perezímuestrauna

afinidad mayorpor la serotoninaque por la triptamina(KM = 20 ~M frente a 50-60 MM;

Tabla II). Además, la afinidad para ambas indolaminasresulta ser independientede la

concentraciónde AcCOA añadida.El cocienteV,,m/KM ha sido utilizado en los estudiosde

especificidadde substratocomo criterio de eleccióndel mejor substratopara unaenzima

determinada(Grant es al., 1991), en nuestro caso, debido a la mayor afinidad de la

serotonina,estecocientees mayor paraesteindol quepara la triptamina (ver Tabla II).

Los estudioscinéticos realizadoscon homogeneizadoscrudos de tejidos tienen el

inconvenientede posiblesinterferenciaspor partede otrasactividadesenzimáticaspresentes

en la preparación,y quepuedendeterminartanto unadegradacióndel substratocomo del

producto.Por ejemplo, la MAO, enzimaresponsabledel metabolismode monoaminasen el

tejido nervioso,podría interferir en los estudioscinéticosreduciendola concentraciónde las

indolaminas utilizadas como substratospara la NAT. La adición de pargilina (potente

inhibidor de la actividad MAO en poiquilotermos,Olcesey de Vlaming, 1979) o eserina

(inhibidor de la degradaciónde melatonina,Cahilí y Besharse,1989) demuestraque, esta

posible interferenciaen los resultadosfinales resulta despreciable,al menosen nuestras

condicionesde ensayo.

Teniendo en cuentalas pruebasobtenidaspodemosafirmar que la actividad NAT

puede determinarseen la retina de R. perezi por un método radioenzimáticocon las

siguientescondicionesóptimas:

- Tampóndel ensayo:Fosfatopotásico0,25 M pH=6,5

- Tampónde homogeneización:Tampón fosfato suplementadocon 20 mM EGTA

- Cantidadde tejido: 1/3 de retinapor tubo.

- Tiempo de incubación:20 minutos.

- Temperaturade incubación:250 C

- Substratos:triptamina(10 mM) o serotonina(10 mM), indistintamente.AcCoA (50

SM).
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la elecciónde las concentracionesde substratospara la realización rutinaria del

ensayode la NAT se hizo atendiendoa los siguientescriterios. Es convenienteutilizar

concentracionessaturantesde la aminaaceptorade grupos acetilo,no solo paraobtenerla

actividad enzimáticamáxima, sino tambiénpara minimizar los efectosnegativosde otras

enzimas presentesen el homogeneizadocrudo, en su competenciapor este substrato

(Namboodiriesal., 1987a). En cuantoala aminaqueconvieneutilizar, a priori la serotonina

deberíaser el substratoelegido, debido a su mayor cociente ~ no obstanteen la

estimaciónde la actividadNAT en la retinade R. perezíseeligió la triptaminaen basea la

mayor sencillezdel procesode extracción,ya queen condicionessaturantes(las utilizadas

en el ensayo)no hay diferenciasen la determinaciónde la actividadenzimáticacon ambas

aminas. Sin embargo,pensamosque para el desarrollode los estudioscinéticos debe

utilizarse la serotoninacomo substrato,con el fin de obteneruna idea más cercanade la

situaciónde la enzima¡ti vivo.

la concentraciónde AcCoA (50 MM) seeligió en basea dos motivos, es un valor

cercanoa las concentracionesfisiológicas determinadasen la glándula pineal de varios

mamíferos(King y Steinlechner,1985), y ademásla utilizaciónde concentracioneselevadas

de AcCoA produciríaunadiluciónexcesivadel substratomarcado,con lo cual la sensibilidad

y precisióndel ensayoresultaríanmuy disminuidas.

En variasespeciesde avesy mamíferossehaobservadoquela síntesisde melatonina

se reduceconla edad,unavez superadoel períodode crecimiento(Skeneesal., 1990; Pang

esal., 1990; Pangesal., 1989).Estadisminuciónse ha correlacionadocon unapérdidadel

númerodecélulasde la glándulapineal(Reussesal., 1990),y un descensode lasactividades

enzimáticasde la ruta biosintética(NAT y HJOMT, Dax y Sugden,1988). Una reducción

similar con la edad tambiénse ha descrito para la retina de aves (Pang es al., 1989) y

mamíferos(Pulido y Clifford, 1986). Los anurosson animalesde crecimiento continuo

(Jorgensen,1992),encontrándoseen R. perezíuna relacióndirectaentreel tamañocorporal

y la edad(Patónes al., 1991). Antes de interpretarlos resultadosobtenidosde la relación

entretamañoy NAT ocular,hayque teneren cuentaquela retinade anurossólo crecepor

los bordesexternos,no cambiandosu grosor(Zhu es al., 1990), esdecir, quemientrasque

el tamañototal del ojo creceproporcionalmenteal cubo de su radio, la retina sólo lo hace

proporcionalmenteal cuadradodel mismo. la ley alométricaquerelacionala superficiecon

el volumenpresuponequeel crecimientode ambasestructurasdebeestarrelacionadopor un

exponentede0,667(Hill y Wyse, 1992).En cambio,experimentalmentehemosobtenidoun
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exponentede sólo 0,472 (Fig. Sb) para la actividadNAT ocular. En consecuencia,aunque

la actividadNAT en la reúnacrececon el tamañocorporal, su cantidadrelativadisminuye

en los animalesgrandes.Presentandopuesen la ranaunacorrelacióncon el tamañocorporal

similar a la descritaen otros vertebradospoiquilotermos(Firth a al., 1979; Gem et al.,

1978).

La actividadNAT es idéntica en ambosojos del mismo animal, comolo demuestra

la significaciónestadísticadel coeficientede correlación.El hechode quelos ojos seanuna

estructurapar, con un patrónde NAT idéntico en ambos, y que la reúnatenga un mayor

tamaño que la pineal implica una serie de ventajaspara el estudioexperimentalde esta

enzimaen la retina frente a su análisisen la glándulapineal, tanto in vivo como in vitro. En

los tratamientosexperimentalessiempresepuededisponerde un ojo control procedentedel

mismo animal, apartede la indiscutibleventajaque suponepoderdisponerde unacantidad

de tejido variasvecessuperiora la proporcionadapor la glándulapinealde los anuros.

Se ha demostradola existenciade una oscilacióndía-nocheen la actividadNAT de

la retina de varias especiesde vertebrados,presentandodurantela noche un incrementode

2-3 vecesen la retinade los mamíferos(Miller et al., 1980; Olcesey Moller, 1989), siendo

este incrementomucho más marcadoen aves y en cultivo de copas ópticas de Xenopus

(Hamm y Menaker, 1981; Zawilskay Nowak, 1992; luvone y Besharse,1983). La retina

de R. perezimuestrauna diferenciapequeña,pero significativa, entrelos valoresde día y

nochede la actividad NAT, que se debea un aumentoen la cantidadde enzimadurantela

noche y no a cambiosen la afinidadpor los substratos,ya quese conservala KM. Esta

conservacióndela KM concuerdaconresultadosobtenidosenla glándulapinealde mamíferos

(King y Steinlechner,1985).

El incrementonocturno de la NAT en la reúna de R. perezi es inhibido por la

exposicióna la luz, obteniéndoselos valorestípicos diurnos trasunaexposiciónde solo 10

minutos.Esta fotosensibilidadde la NAT ocularnocturnaha sido demostradaanteriormente

en numerosostrabajos(luvoney Besharse,1983; Hamm es al., 1983; Nowak y Zurawska,

1989; Nowak, 1990)

Resultallamativo la alta actividadNAT observadaduranteel día en la retina de la

rana, hecho que no se ha encontradoen otras especies.Estos niveles diurnos podrían

dependerde la acciónde otrasenzimas(N-acetiltransferasas)presentesen la retina,que in

vivo puedenno interveniren la síntesisde melatonina,peropuedencontribuir en la actividad
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enzimáticatotal valoradaen el ensayo radioenzimático.En relacióna este aspectose ha

demostradola existenciade otras enzimascapacesde acetilaraminasaromáticascomola

triptamina,pudiendollegaraconstituir unaparteimportantede la actividadvaloradadurante

la faseluminosadel fotociclo en la retinade R. perez¡.

Bajo la denominaciónN-acetiltransferasas(NAT) se agrupanuna serie de enzimas

caracterizadaspor acetilar aminasaromáticasutilizando AcCoA comodonadorde grupos

acetilo (Deguchi, 1992). la clasificación de estas enzimas se realiza atendiendoa su

especificidadde substrato,la arilalquilaminaNAT (AA-NAT) solo es capazde acetilar

gruposamino unidosal anillo aromáticopor unacadenaalquilicade dos carbonos,mientras

quela arilaminaNAT (A-NAT) tieneun espectrode substratosmásamplioacetilandogrupos

amino unidosdirectamenteal anillo aromático.Estosdos tipos de enzimas,además,difieren

entresí en su funciónbiológica. La AA-NAT estáimplicadaen la síntesisde melatoninaen

los vertebradosy en la inactivaciónde aminascerebralesen insectos(Smith, 1990), aunque

sedesconocesi apartede su especificidadde substratoestasenzimasAA-NAT poseenotras

analogíasa nivel molecularo en su regulación. la función principal de la A-NAT es la

destoxificacióndemultitudde aminasexógenas,lo queexplicasu altaconcentracióny amplia

distribuciónen distintos tejidos (Deguchi, 1992).

las A-NAT forman un grangrupode isoenzimasquemuestranvariantesespecificas

de cadatejido (Reeveset al., 1991), e incluso dentrodel mismo tejido puedenexpresarse

variasformasconespecificidadesde substratodistintas.La A-NAT del hígadode mamíferos

(y otrasregionesde tubo digestivo)ha sidoestudiadacon mayorprofundidad,presentándose

al menosdos isoenzimasconespecificidadesde substratocaracterísticas(Heim eSal., 1991;

Ogolla esal., 1990). En la especiehumanaexisteun polimorfismogenéticoparaunade estas

soenzimashepáticas,quese ha relacionadocon la predisposicióna padecercienostipos de

cáncer(Kirlin eral., 1991; Blum esal., 1990).

Una serie de estudios confirman la existencia de A-NAT en la pineal de los

vertebrados(Voisin es al., 1984), y en el resto del sistemanerviosodel pollo (Ohtomi y

Deguchi, 1990) y la rata (Gaudetes al.,1991),presentandounaactividad moderadaen la

retina. En estosestudiosse ha utilizadop-fenetidinaparala valoraciónde la A-NAT en el

sistema nervioso, debido a que esta amina es el substrato más general para todas las

isoenzimasdeA-NAT descritas(Ohsakoy Deguchi, 1990), y en especialla A-NAT cerebral

muestra una alta afinidad por este substrato (KM 22 MM Ohtomi y Deguchi, 1990),



Ritmos de NAT y melatonina en retina de anuros y. DISCUSIÓN 215

comprobándosequeestaenzimaes incapazde acetilararilaquilaminas(Ohtomi esal.,1990).

La función de la A-NAT en el sistemanervioso posiblementeesté relacionadacon la

metabolizaciónde aminasendógenasno identificadasen la actualidad(Gaudetesal., 1991).

las dos actividadesNAT estudiadasen la glándulapineal, y aisladaspor métodos

cromatográficospuedendiferenciarsepor una seriede característicasdistintivas, la A-NAT

no muestraunaoscilacióndiaria, y tampocorespondea agentesestimulantesde la AA-NAT

comoel isoproterenol,o tratamientosdepresorescomola cicloheximidao la denervaciónde

la glándula(Voisin esal., 1984). Recientemente,se ha demostradola falta de semejanzaa

nivel inmunológicoentreambasformasde NAT en el conejo (Heim es al., 1991).

En esta Memoria hemos utilizado p-fenetidinacomo substratopara los estudios

realizadossobre A-NAT en la retina de R. perezi. La A-NAT muestraunabaja actividad

(0,5-1 nmol/h/mg prot) en comparacióncon la descritapara otras especies,como por

ejemploen la retina depollo (300nmol/h/mgprot; Ohtomi y Deguchi, 1990), lo queindica

que en el caso hipotético de que esta enzima fuese capaz de acetilar triptamina,

cuantitativamentedicha contribuciónseríamínima.

la A-NAT es mucho menosdependientedel pH del tampón del ensayoque la

AA-NAT, detecténdoseactividaden el intervalo 6-8. Pareceser que el pH óptimo parala

actividadde esta enzimadependedel estadode ionizaciónde la amina, las arilaminasson

basesmuy débilescon pI<, en tornoa 3-5, lo quesignificaque seencuentransin cargaa pH

fisiológicos (Mattano es aL, 1989), por el contrario las arilaquilaminas son bases

moderadamentefuertes,por ejemplola serotoninaposeeun pK, de9,8, lo quequieredecir

que a pH neutrosse encuentraprotonadadificultando la acción de la A-NAT sobre ella.

Concretamente,sólo seconocecon certezaun casoen que una A-NAT puedeacetilar de

forma significativaserotonina,correspondea la enzimahepáticade palomaquemuestraun

pH óptimo de 9,5 paraesta indolamina(Mannenses al., 1990).

la cinéticade la A-NAT de la retinade R. perezímuestraun perfil hiperbolico,cuya

contanteKM es 11 MM. Este valor coincidecon lo descritoparala A-NAT de la glándula

pineal de pollo (KM 10-20 jiM; Ohtomi es al., 1989), presentandovalores ligeramente

superioresen los mamíferos(rata270 ~M, oveja 380 jiM; Voisin es al., 1984).

Ante la cuestiónde si la A-NAT presenteen los órganosproductoresde melatonina

puedeacetilarindolaminasin vivo, unaseriede característicasenzimológicasdistintivasentre

la actividadNAT global valoradaduranteel día y durantela noche(Binkley, 1983), serían

evidenciasindirectasquepodríanapoyarestahipótesis,por ejemploel efectoprotectordel
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EGTA observadoen la glándula pineal de rata y pollo sobre la NAT nocturna no se

manifiestaen la actividadenzimáticavaloradaduranteel día (Rodriguez-Cabello,1990).Por

otra parte, la NAT diurnade la glándulapinealde ratapresentaun pH óptimodistinto al de

la NAT nocturna(Friedhoffy Miller, 1977).

En el caso de la retina de R. perezi, hay una serie de hechosen contra de la

acetilación de arilalquilaminaspor partede la A-NAT. Entre los criterios cinéticos que

apoyanla hipótesisde quela triptaminaes acetiladaexclusivamentela AA-NAT, destacamos

la linealidad de la representaciónde Lineweaver-Burk respectoa la concentraciónde

triptamina(Fig. 4b y 6b) y la constanciaen el cocienteentrela actividadNAT medidaa dos

concentracionesde substratoen dos momentosdistintosdel ciclo diario (Fig. 8a y b), lo que

indica que en el ensayose estávalorandosólo una enzima.

Sin embargo, estos criterios cinéticos utilizando un sólo substrato tienen el

inconvenientede quesóloson capacesde diferenciardosenzimassi susconstantescinéticas

son muy diferentes,pero éstono podríademostrarsesi las diferenciasen susrespectivasKM

fueranmenoresa un ordende magnitud (10 veces).

Porotra parte,cuandoen homogeneizadosde retinade ranase utilizan dossubstratos

que teóricamentesonespecíficosparacadauna de las dosformasde la NAT (triptaminay

p-fenetidina),se obtieneunaoscilacióndía-nochetípica de la actividadAA-NAT, mientras

quela A-NAT no muestradiferenciasdía-noche.Además,no existecorrelaciónsignificativa

entre la actividadvaloradacon las dos aminasen la misma muestra.Por último, el test de

la aditividad indica quecadaamina es acetiladaúnica y exclusivamentepor una enzima,

comosucedeen la glándulapinealde rata (Voisin es al., 1984). Teniendoen cuentatodas

estasconsideraciones,podemosafirmar que utilizando triptaminaen el ensayo,únicamente

se valora la actividadAA—NAT ocular.

Ademásde lasdiferenciasentrela A-NAT y la AA-NAT en cuantoa la especificidad

de sustratoy a los requerimientosen el pH, estasdos enzimasson tambiéndistintas en

cuantoal mecanismode catálisis.

El mecanismocatalíticode la AA-NAT pareceserde tipo ordenado(Morton, 1986b),para

que tenga lugar la reacción se necesitala formación de un complejo intermedioentre la

enzimay los doscosubstratossimultáneamente.En cambio,la A-NAT muestraunacinética

de tipo ping-pongo de dobledesplazamiento(Cribb esal., 1991; Andrésesal., 1988; Blum

esal., 1990), esdecir, nuncase unen los dos substratosa la enzimade forma simultánea,
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enprimer lugar el centroactivo resultaacetiladopor la AcCoA en un residuoCys (Andres

es al., 1988), y tras la liberación del resto CoA, se une la amina para ser acetilada.

Cinéticamente,se detecta este mecanismo con la aparición de líneas paralelas en la

representacionde Lineweaver-Burka medidaque aumentala concentracióndel cosubstrato

(Kilbane es al., 1991).

Los resultadosobtenidosen los experimentosrealizadosestudiandola inhibición

aparentede la serotoninasobre ambasactividadesAA-NAT y A-NAT en la retina de R.

perezi, cuando éstas se valoran utilizando triptamina y p-fenetidina, respectivamente,

corroboranlas diferenciascinéticasentreellas. En estetipo de estudiosel valorestimadode

la 1<4 puedeser consideradocomounamedidade la capacidadde la serotoninaparaactuar

como sustratoalternativode cadauna de las dosenzimas.Estetipo de análisisse utilizó en

el método original que describíael ensayo de NAT en la glándula pineal de rata para

comprobarque tanto la triptaminacomola serotoninaeranacetiladaspor la mismaenzima

(Deguchiy Axelrod, 1972).

La K~ parala A-NAT es muy superiorcomparadacon el valor deestaconstantecalculada

parala AA-NAT, indicandoquela serotoninaes un substratomuy pobreparala A-NAT en

comparacióncon la p-fenetidina.El valor de la K1 parala AA-NAT essimilar al valorde la
1<M parala serotonina,confirmandola idea de que la serotoninaes un substratoespecífico

únicamentepara¡a AA-NAT.

DESARROLLO ONTOGENICODE LA NAT OCULAR.

El númerode trabajosdedicadosal estudiode la apariciónde la síntesisrítmica de

melatoninadurantela ontogeniaes muy escasoy estánreferidos la mayoríade ellos a la

glándulapinealde los mamíferos.

Los mamíferosconstituyenun casoespecialdentro de los vertebradosdebido a la

estrecharelaciónque tiene el feto respectoa la madre.Durantela gestaciónla melatonina

maternaatraviesala placenta(ZemdegseS al., 1988), sirviendode señalquímicaparalos

receptoresde melatoninasituadosen el sistemanerviosodel feto (Carísones al., 1991).

Durante los primeros días de vida extrauterinala leche, com vehículo de la melatonina

maternahaciael neonato,sigue manteniendoesta conexiónmateno-fetal(Duncanes al.,

1986). Debidoa estasrazones,el desarrollode la síntesisde melatoninaen el reciénnacido

seencuentramuy retrasadorespectoa otros vertebrados.
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En los roedoresapareceen primer lugar el ritmo de NAT y el ritmo de melatonina

durantela primera semanade vida (Klein es al.,1981), antesde que la retina muestreuna

respuestaa la luz (Torres y Lytle, 1990). La apariciónde este ritmo en la glándulapineal

es anterior al desarrollode la inervaciónsimpáticade la glándula(Kaufman y Menaker,

1991), luego el ritmo del neonatoestádeterminadopor la influenciade la madre(Deguchi,

1975a).En la especiehumanael ritmo de melatoninaaparecetardíamente,a los tresmeses

de edad(Attanasioes al., 1986).

En el pollo, las actividadesenzimáticasrelacionadascon la síntesis de melatonina

aparecendurantela última semanade incubación (HIOMT, Bernard es al., 1991; NAT

Zeman y Ilínerová, 1990),en la glándulapineal en primer lugar, y 24 horas despuésen la

retina (luvone,1990). En el día 20 de desarrolloapareceun ritmo claro tanto de melatonina

(Zeman es al., 1992) como de NAT (luvone, 1990) en la retina, coincidiendo con la

aparición de la respuestaocular a la luz (Zeman et al., 1992). Tras la eclosión, las

actividadesenzimáticasaumentanmuy rápidamentedurantelas primerassemanasde vida,

alcanzándoseen muy poco tiempo el perfil típico del animal adulto (Bernard es al., 1991;

luvone, 1990).

Los primerosestudiosrealizadossobreel origenontogénicode la melatoninaen los

anuros se realizaronen los años setentacon X. laevis, utilizando técnicasespectrofoto-

fluoriméticasparamedir esteindol. Estosautoresencontraronun incrementoen el contenido

de melatoninaen el estado41-42 (Baker, 1969), conteniendolos ojos lateralesentre75-90

% del total (Baker and Hoff, 1971). la apariciónde la actividadHIOMT ocular tienelugar

mástemprano,coincidiendocon el momentode la eclosión(Baker es al., 1965).

El presenteestudioes el primero que muestrala ontogeniadel ritmo de NAT ocular

en diferentesespeciesde anfibiosanuros.En el primerestadioelegidopara la determinación

de la NAT, inmediatamentedespuésde la eclosión,no seapreció unadiferenciadía-noche

estadisticamentesignificativaen los nivelesde NAT de R. perezí, ni en X. laevis. Estudios

morfológicosrealizadosen esta mismaetapadel desarrolloindican que los fotorreceptores

de la retina ya presentansegmentosexternos(Nílsson, 1964) conteniendolos componentes

de la cascadavisual (Korf es al., 1989), ademásdesarrollanuna respuestaeléctrica a la

estimulaciónluminosa,aunqueel mensajeeléctricono sepropagaaúna otrascélulasde la

reúna(Nilssony Crescitelli, 1970).Por tanto,cabríaesperarqueen esteestadodedesarrollo

la retinade anurosfueracapazde sintetizarmelatonina,sin embargohay queteneren cuenta
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queel númerode fotorreceptoresesescaso(Nilsson, 1964), lo queexplicaríala no detección

del ritmo de NAT en estaetapatan temprana.

Un auténticoritmo dia/nochede NAT aparecepor pnmeravez en el estado25 (G)

en R. perezi y en el 43-44 (NF> en X. laevis. En esta etapa ya se puede distinguir

morfológicamentelos conos de los bastones(Korf es al., 1989), los contactossinápticos

desdeel fotorrecetor hasta el techo óptico se encuentrandesarrollados(Grúm, 1982),

observándoserespuestaelectrofisiológicaaestímulosluminososen el nervio óptico (Nilsson

y Crescitelli, 1970; Marc, 1986).

Si se comparael perfil rítmico de la NAT en esta etapa inicial con el ritmo

encontradoen los estadosde desarrolloposteriores,seobservaque los valoresdiurnos son

más elevadosal principio, mientrasque el máximonocturnoes similar (ver Tabla V). Esta

diferenciaposiblementesedebaa quelas célulasamacrinasdopaminérgicasse desarrollan

tardeen la retinade los anuros(estados44-46en Xenopus,Sarthyesal., 1981 y 26 en Rana,

Reh?y Tully, 1986 @D-160),por lo cualel papeldepresorde estacatecolaminaen el ritmo

de NAT demostradaen los adultospor luvone (1986b) no tendría lugar en esta etapa,

justificándoseasílos relativamentealtos nivelesdiurnos.

En el restode los estadosestudiados,no se observangrandescambioscualitativosen

el patrónritmico de la actividad NAT, aunquepareceser queel procesode metamorfosis

provocacambioscuantitativos,reduciendoconsiderablementelos nivelesdela actividadNAT

tanto paraR. perezicomoparaX. laevis.

Seha intentadosistematizarlas formasde losperfilesrítmicosde MEL y la NAT con

el fin debuscarcorrelacionesentreéstosy susposiblesfunciones.Comopuntosdescriptivos

del ritmo se consideranel momentodel máximo dentro de la faseoscuradel ciclo, y las

pendientesquedelimitan el pico, (Ilínerová, 1992).

El perfil rítmico de la NAT observadoen esta Memoria resulta ser muy variable

dependiendode la especiede anuroestudiada.Sepuedenobservarcaracteristicassimilares

entreR. pereziy B. calamita, ambosmuestranel máximoen la primera mitad del periodo

obscuro, lo que implica un ascensomuy rápido en la actividad NAT y un descenso

progresivoduranteel resto de la noche.Estetipo de ritmo no se ha descritopara ninguna

especiede mamífero,aunquesí sehaencontradoen otrospoiquilotermos(reptiles,Terrapene

(Vivien-Roéls, 1988). Sin embargo,D. pictus y X. laevis muestranel pico de la actividad
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NAT en la segundamitad del periodo nocturno, pudiendoseasimilar al perfil rítmico

característicode la mayoríade los mamíferos.

Estosdiferentespatronesdescritospodríanrepresentarposiblesrelacionesfilogenéticas

entreuna especiey su ritmo de NAT. D. pictus y X. laevis son representantesmuy antiguos

dentro de los anuros(subordenArchaeobasrachia),en cambio los génerosRana y Bufo

correspondena las ramasfilogenéticasmásmodernas(subordenNeobatrachia;Duelíman y

Trueb, 1986). la zonaclimática de dondeprocedenlas especiesestudiadastambién

podríaconstituir un factor quedeterminelas característicascronobiológicasdel ritmo de la

NAT ocular. Mientras que X. laevis es un anuro tropical de origen africano, las otras

especieshabitan en la zona templada.En este sentido,el perfil de X. laevis muestrauna

característicadistintiva respectoa lasotrasespecies,su actividadNAT duranteel día escasi

indetectable,en contraposicióna los anurosde la zona templada.Aunque con el nivel de

conocimientosactualmentedisponiblesresultamuy especulativorelacionarlas características

del ritmo de NAT con el ambienteque ocupan las distintas especies,es una hipótesis

atractiva planteara la melatoninay su regulacióna través de los ritmos de NAT como

elementosadaptativosde los animalesfrente a los cambiosestacionales.

la melatoninaha sido relacionadacon accionessobre el crecimiento de varias

especiesde anfibios (R. ridibunda, D. pictus, y X. laevis, Delgado es al., 1984, 1987) y

sobre la metamorfosis(Wright et al., 1988, 1991; Burns et al., 1987), implicando a este

metoxindol en la accióndel fotoperiodosobre estos procesosdel desarrollode larvas de

anuros.En principio, los perfilesde mamíferosseclasificaronen tres tipos (Reiter, 1991):

ESTACIONALES

En el presenteestudio se ha caracterizadola evolución estacionalde los perfiles

diarios de la actividadNAT y la producciónde melatoninapor la retinade R. perezi. En la

evolución estacionalde la síntesis de melatoninaen vertebradosson varios los factores

ambientalesque a priori puedenintervenir, de ellos el más evidentees la duracióndel

fotoperiodo, ya que los órganosque sintetizan melatonina respondena la información

luminosa, no obstantees imprescindibleconsiderarel papel que la temperaturapuede

desempeñar,al ser éste un parámetroambientalqueexperimentacambiosimportantesa lo

largo de las estacionesen las zonastempladasdel planeta.Analizaremospor separadolos

efectosde estosdos factoresambientalessobrela MEL ocular y la actividadNAT.
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Los ritmos de MEL en R. perezimuestranla máximaoscilaciónen verano, siendo

totalmenteanuladosen invierno. Una respuestasimilar se ha descrito para la pineal de

poiquilotermos(Testudo:Vivien-Roelset al., 1979; Salmo: Birks and Ewing, 1986). En un

estudioestacionalanteriorrealizadoen nuestrolaboratorioen la mismaespeciede anuro se

han obtenido resultadossimilares en los ritmos de melatoninaen ojos, pineal y plasma

(Delgadoy Vivien-Ro~ls, 1989). Sin embargo,en los mamíferosen condicionesnaturales

seha descritounaevoluciónopuesta,nivelesde melatoninamenores(Brainardesal., 1982),

o ausenciade ritmo diario en verano (Elorantaes al., 1992).

La correlaciónclásica entreextensiónde la faseoscuray la duracióndel máximo

nocturnoen los nivelesde MEL descritaparanumerosasespeciesde vertebrados,seobservó

tambienen R. perezí. La duraciónde los niveles elevadosde melatoninaocular es muy

similar enprimaveray verano (con fotoperiodosmuy parecidos),en cambioen otoñodicha

duraciónaumenta,coincidiendocon el mayornúmerode horasde oscuridaden estaépoca.

En estesentido,seha propuestoquela duracióndel pico estácontroladapor dososciladores

endógenosindependientes,que controlarían específicamenteel aumento y el descenso

nocturno(Ilínerováy Vanééek,1983).Experimentalmente,seha comprobadoqueel tiempo

necesariodesdeel comienzode la oscuridadhastaqueseproduceel máximonocturno se

conservaen hamster,independientementedel fotoperiodo (Steinlechneres al., 1987). La

constanciade la acrofaseen el ritmo de MEL ocular de R. perezi, dos horas antes de

medianoche,apoyaestahipótesis.

No obstante,en algunostrabajosel cambiodel fotoperiodotambienimplica cambios

en la amplitud del ritmo de MEL (Felis: Leyva es al., 1984; Macropus: McConnell esal.,

1985). El hamstereuropeo(Cácesuscricesus) constituye el caso extremo, fotoperiodos

largos, propios de primaveray verano,anulanel ritmo de melatoninay de la actividadNAT

en la glándulapineal (PéveteS al., 1989). Convieneteneren cuentaqueesta especietiene

un pico de melatoninadel tipo 2, esdecir, hay un periodode latencianocturnaanteriora la

aparicióndel pico, en fotoperiodoslargosesteperiodode latenciapuedesertan largocomo

la faseoscura,por lo queel ritmo de melatoninano llega a expresarse.

En la regulaciónde la amplitud del pico nocturno de MEL, la temperaturase ha

propuestocomoun factoresencial,desempeñandofuncionesnetamentedistintasdependiendo

del gmpo animal. En R. perezi la amplitud del pico nocturno muestrauna correlacion

positiva con la temperaturaambiental, como ha sido descrito en otras especiesde
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poiquiloterinos(Vivien-Ro~lset al., 1979, 1988; Menaiker and Wisner, 1983; Firth et al.,

1991; Firth esal., 1989 M-548; Rawdingy Hutchison,1992),el ritmo desaparecetotalmente

a temperaturasbajas(Anolis, Underwoody Calaban,1987; Delgadoy Vivien-Roéls, 1989>.

Esteefectode la temperaturabaja inhibiendoel pico de melatoninaaparecetambiénen los

mamíferos,pero sólo cuandoabandonansu condicionde homeotermia,por ejemplodurante

la hibernación(Marmota(Florantesal., 1984) hamster(Darrow eral., 1986; Vaneceket al.,

1984). En cambio, cuando los mamíferosno estan en hibernación, la temperaturabaja

normalmentetiene un efectoestimuladorsobrela MEL (Stokkanes al., 1991). Esteefecto

agudodel frío se ha relacionadocon una activaciónde sistemasimpático inducida por el

estréstérmico,lo queaumentala liberaciónde noradrenalina,y la consecuenteestimulación

de la síntesisde melatoninaa travésde receptores13 y al. Sin enbargo,en avesseproduce

la respuestacontraria,reducciónqueposiblementesedebaala NA actuandosobrereceptores

a2 (Coturnix, Leeesal., 1990).En estamismaespecietambiénse ha mostradoun aumento

de la MEL ocularcomo respuestaal frío, aunquese desconocea travésde quemecanismo

seproduce(Lee es al., 1989).

Nuestroresultadosconfirman la hipótesispreviamentesugeridaparaotras especies

de poiquilotermos(Vivien-Roéls, 1985;Vivien-Ro¿lsesal., 1988),la temperaturadetermina

la altura del pico nocturnode melatonina,mientrasquela longituddel fotoperiododetermina

el periodode tiempoduranteel cual estosnivelesse encuentranelevadosen la retina de R.

perezi.

El único estudiosobrela variaciónestacionalde la actividadNAT en poiquilotermos

seharealizadoenla glándulapinealdeSalmogairdneri, no apareciendocambiosestacionales

en los niveles de esta enzima (Morton y Forbes, 1988). En mamíferos, la evolución

estacionaldela actividadNAT muestraun estrechoparalelismoconlos nivelesde MEL. Sin

embargo,nuestrosresultadosmuestranunasituacióntotalmentecontrariaparaR. perezi, la

temperaturabaja duranteel invierno induce un aumentode la actividad NAT diurna y

nocturna, aunque esta mayor actividad enzimática no se correlacionacon una mayor

producciónde MEL. En verano, los niveles medios de NAT están reducidos,pero la

amplitudtanto del ritmo de NAT comode MEL es máxima.

la discrepanciaentresíntesisde melatoninay actividad NAT podríadebersea una

alta sensibilidadtérmicade la enzima,lo queimpediríaunacatálisisefectivaa temperatura

baja.Tambiénesnecesarioconsiderarel efectode la temperaturasobreotrospasosde la ruta
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de la síntesis de melatonina, como por ejemplo la formación de serotonina, u otras

actividadesenzimáticas,comola triptófanohidroxilasao la HIOMT. Estaúltima enzimano

muestraritmo diario en la tetinade ranaa temperaturaconstante,peroen cambiocuandose

encuentrasometidaa un descensonocturnode la temperatura,apareceun incrementoen la

actividad HIOMT al comienzode la fase oscura(Eichler y Moore, 1975), coincidiendo

temporalmentecon el máximo de melatoninaencontradopor nosotros.

En los mamíferosla actividad NAT de la pineal pareceser un buen indice para

estimarla sintesisde melatonina,aunqueen algunasespeciescomoen hamster(Steinlechner

a al., 1984) el máximo nocturno de melatoninatiene lugarantesque parala NAT, o en

oveja donde factors que afectan a la NAT no modifican la producciónde melatoninay

viceversa(Van Campet al., 1991).En nuestrocaso,la retinade R. perezipresentael mismo

hecho, la melatoninaascienderápidamentedurantela nochemostrandoel máximoentreuna

y doshorasantesquela actividadNAT (ver TablasVI y VII). Hipotesisde la amplitud,pero

posiblementesea el modo de acción de la melatoninamás problable en poiquilotermos,

debidoa queen estosvertebradosla variacióndel ritmo de melatoninacomorespuestaa los

factores ambientalesse basa principalmenteen cambiosen la concentración,siendo en

comparaciónlos cambiosen la duracióndel pico muchomenores.

La regulación dual (mediante el fotoperiodo y temperatura)de la sintesis de

melatoninapodría tener un significadoadaptativo.En anfibios, la función de la melatonina

con mayor soporteexperimentales su papel como factor antigonadotrópicoregulandola

función ovárica y testicular(Delgadoes al., 1983; Alonso-Bedateet al., 1988). La atresia

ovárica,quese sabeestapromovidapor la melatonina(Alonso-Gómezes al., 1990), tiene

lugar duranteel verano cuandolos nivelesde melatoninason máximospero la duracióndel

pico es menor, señalandohacia la hipótesis de la amplitud como más probable en esta

especie.

Los resultadosobtenidosen los experimentosde aclimatación térmica, apoyan la

hipótesisde que las diferecniasestacionalesobservadasen los nivelesde NAT en retinade

R. perezisedebena la temperaturaya queen esteexperimentoel fotoperiodo(12L: 12D) fué

el mismo en los dos grupos. la reducciónde los nivelesde actividad NAT en los grupos

aclimatadosen calor, determinala existenciade un fenómerode compensacióntérmicapara

estaenzima.Además,la pendientepositivaquemuestrala respuestacrónicaala aclimatación
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(línea discontinuaFig. 32) indica quedicha compensaciónesparcial, esdecir, queaunque

la cantidadde enzimaseha reducidodichareducciónno essuficientecomoparacompensar

el descensode actividadenzimáticadebidaala temperaturabaja.Procesosde compensación

parcial sehan descritoparanumerosasenzimassin enbargolos mecanismosde compensacion

completa(Gil y Barja de Quiroga, 1988) estánmuchomenosextendidos.

De forma general,el tipo de compensaciónquedesarrollandurantela aclimatación

depende del intervalo de temperaturasutilizado, una misma enzima puede mostrar

compensaciónatemperaturascorrespondientesal intervalodevariacióntérmicaanualdurante

el periodode actividaddel animal, y a temperaturasinferiores mostrar una compensación

inversa(Hazel y Prosser,1974). Este mecanismose ha relacionadocon la adaptacióna la

hibernación,con el fin de que el animal reduzcasu metabolismoal máximo en épocasde

inactividad o reposo.La desaparicióntotal de la síntesisde melatoninaocular en R. perezi

duranteel invierno, podría inducir a pensarque la NAT, como enzimaresponsablede su

síntesis,mostraseun fenómenode compensacióninversaen estaépocadel año, sin embargo,

tanto los datos estacionalescon el experimento de aclimatación no confirman este

planteamiento,sinoqueseobservaun fenómenode compensaciónparcial de la enzima,que

significaquealtos nivelesdeNAT no setraducenen altosnivelesde melatonina.Por lo que

una vez más, nuestrosresultadosllevan a concluir que no es la cantidadde NAT la única

responsableen la síntesis rítmica de melatonina,sino queotros factores deben intervenir

activamente.

Comparandoexclusivamentela actividadenzimáticamedidaa distintastemperaturas

no se puedeconcluir si la aclimatacióntérmicaproducecambioscuantitativoso cualitativos

en la enzima. La respuestaagudade cadagrupo de aclimatacióna la temperaturapuede

considerarsecomoun índice de la sensibilidadtérmicade la enzima.Cuandolas pendientes

de las respuestasagudascomparandodistintosgruposde aclimataciónson distintas,significa

queduranteel tiempo de aclimataciónse han producidomodificacionesen algunade las

caracteristicasenzimáticas(por ejemplola sensibilidadtérmicade la KM o cambiosen su

energía de activación). En este sentido, una posible estrategiaadaptativa frente a la

temperaturaes la existenciade variasisoenzimastérmicamentedistintas,comosehadescrito

en ciertasespeciesde salmónidos(Baldwin, 1971) y anuros(Barja de Quirogaesal., 1985;

Gil y Barja de Quiroga, 1988). No obstanteel fenómenode las isoenzimascomo estrategia

adaptativaestá muy poco extendidoen el reino animal,probablementedebidoa problemas

de índole genético,ya que senecesitaque las especiestenganun origen poliploide (como
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sucedeen los salmónidosy en algunasranasverdeseuropeas,(Tunner y Heppich-Tunner,

1991). R. perezí es un buen candidatopara localizar isoenzimascomo mecanismode

adaptacióntérmica, sin embargo,e] paralelismoobtenidoentre las rectasde aclimatación

correspondientesa nuestrosgruposexperimentalesdescartanestaposibilidadpara la NAT.

Se concluye pues, que el efecto de la aclimataciónse debe fundamentalmentea

cambiosen la cantidadde enzima(representadopor la Vmax), y no debidoa cambiosde las

característicascinéticasde la enzima,por ejemplo, en su afinidadpor el substratoAcCoA.

Aunque tambiénse han descrito efectosdirectos de la temperaturaen la glándula

pineal en cultivo de lucio (Esox lucius; Falcón y Collin, 1989). reduciendosela actividad

NAT paratemperaturassuperioresal óptimo paraestaespecie(200C).

El caso concretode la actividad NAT de R. perezi las respuestasagudasde esta

enzimaa la temperaturadel ensayoson totalmenteparalelas(como tambiense refleja en los

del coeficienteQ
1~, ver TablaXII). Además,tampocoaparecencambiosene]valor dela KM.

Se puede concluir que, la temperaturacambiaexclusivamentela cantidadde enzima,sin

modificar sus característicasenzimáticas. En este sentido se sabe que el frío es un

estimuladorde síntesisgeneralde proteínasen poiquilotermos(Hazel y Prosser,1974).

La comprensiónde como la temperaturapuedeafectarla síntesis de melatoninaa

travésde la NAT, ademásde conocercomoestefactor ambientalmodifica la cantidadde la

enzima, debeincluirse estudiossobre la depedenciade las característicascinéticascon la

temperatura.Este es el primer estudioque muestrala acción de la temperaturasobre la

cinética de la NAT en anfibios.

Los hechosmásimportantesa destacarde la temperaturasobrelas constantescinéticas

de la NAT de retina de R. perezi, es su dependenciarespectoa estefactor ambiental,tanto

parala AcCoA comoparala triptamina,el incrementode la temperaturaprovocauna subida

en el valor de la Vma, y la KM, mostrandoun coeficientede temperaturaQ10 muy elevado

(superiora 2,5 ver TablaIX). El incrementode la KM y la ~ esexponecialen el intervalo

de temperaturasensayado,comopuedeobservarsepor la linealidadde de representaciónde

Arrhenius (Ver Fig. 28). En cambio,en la NAT de glándulapineal de rataseobservauna

discontinuidaden estetipo de representacióna unatemperaturade 30,5
0C(Morton, 1982),

la explicacióndadaen estetrabajoparaestecomportamientosebasaen un hipotéticocambio
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de fasea esatemperaturacrítica.En retinade R. perezino apareceningúncambiode fase

asociadoala E8 o a AH8, indicandounaimportantediferenciacualitativaentrela sensibilidad

térmicade la enzimade mamíferosy anfibios.

Teóricamente,la energíade activación es caracteristicade cadaenzima(nixon y

Webb, 1979), no influyendola naturalezaquímicadel substrato,esto escierto para la NAT

de R. perezí,ya queno existendiferenciasentrelas correspondientesE,calculadasparacada

substrato.En cambio, la energiade unión de cadacosubsíratoa la enzimaes muy distinta,

siendomásexotérmica,y por lo tanto mássensibletérmicamente,la unión de la AcCoA que

la de la triptamina. Las implicacionesfuncionalesde estasdiferenciassedesconocen.

El incrementode la KM y la V,,,,x con la temperatura(modulacióntérmicapositiva)

ha sido consideradocomo un tipo de estrategiaadaptativaefectivapara proporcionaruna

compensacioninmediatade la actividadcatalíticafrentea cambiosrápidosde temperatura,

ya quela aceleraciónde la reacciónprovocadapor la subidade temperaturasecontrarresta

con unaperdidade afinidad por los substratos.

Ademásde la NAT, otras enzimas del sistemanervioso de anurosmuestranesta

estrategiaadaptativa,comopor ejemplola MAO (Ureñay Hall, 1982).Perola extensiónde

estefenómenoen poiquilotermosesmuchomásamplia,habiendosido descritaparamultitud

de enzimasde las rutas bioquímicasencargadasen la generaciónde energia,como la

glucólisis, ciclo de Krebs y cadena de transporteelectrónico (Hazel y Prosser, 1974;

Mendiolay De Costa, 1990).

La modulacióntérmicapositiva indicaríaque la actividad NAT seríaindependiente

de la temperatura.Perohay que tener en cuentaque la compensacióninmmediatasólo se

produciría en concentracionesde substratobajas (no saturantes).Experimentalmente,se

observaestacompensaciónen la NAT cuandosevalorasu actividada concentracionesmuy

bajasde substrato(AcCoA 12 pM, triptamina 10 yM ver Tabla IX).

En general,se consideraque in vivo las enzimas trabajan con concentracionesde

substratoalrededordel valor de su KM (Persht,1977),pero tambienhay excepcionesa esta

regla, apareciendoconcentracionesendógenasde substratomuy superioresal valor deesta

constantecinética (Mendiola y De Costa, 1990). La concentraciónendógenade substratos

de la NAT en la retina sedesconoce,luegola modulacióntérmicapositivano tiene porque

implicar necesariamenteuna compensacioninmediataen R. perezi.

Aunquela utilizaciónde triptaminacomoaminaen el ensayode la NAT tieneventajas

metodológicas,hayqueteneren cuentaqueparalos estudioscinéticosdestinadosaaveriguar
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el papel de la NAT en la regulaciónde la síntesisde melatoninain vivo, es preferiblela

utilización del substrato endógeno, la serotonina, razón por lo cual se comparó el

comportamientocinéticode la NAT ocularfrentea la temperaturadel ensayoutilizandodos

aminas(triptaminay serotonina).

CuandolaNAT secaracterizacinéticamenterespectoa laconcentracióndeserotonina

cabedestacarla apariciónde una inhibición asociadaa altasconcentracionesde serotonina.

Esteresultadopuededebersea la existenciade un contaminantequeacompañeal substrato

y queinhiba la enzima(Dixon y Webb, 1979),aunqueestepodríasenuestrocasoya queel

substratoutilizado esuna sal deserotoninacon creatinina,estaexplicaciónquedadescartada

puesla creatina(que setransformaen creatininaen soluciónacuosa)no tieneningun efecto

sobrela actividadNAT.

Los estudioscinéticosde la NAT realizadosen otrasespeciesno muestranevidencias

deunainhibición por la serotonina,exceptoel trabajorealizadoporKhoory y Schloot(1986)

en la glándulapineal de rata, en el que se describeuna inhibición similar, apareceaunque

sólo para la NAT diurna. Aunqueno sepuededescartarque estemecanismode inhibición

por sustratosea específicode determinadosgrupos animales,convienehacerconstarque

posiblementela inhibición no ha sido detectadadebido a que la mayoriade los estudiosse

realizan utilizando triptamina como substrato,o a que las concentracionesutilizadas se

encuentrandentrodel intervalo subinhibitorio.

La inhibición por substratocomunmenteobservadaen las reaccionesbisubstratocon

un mecanismocatalíticoordenadopara la unión de los substratos(comoes el caso de la

NAT, Morton, 1986b),seproduceporun error en el orden de entradade los substratos.Si

el substratoque entraen segundolugaren la catalisisnormal,seune al centroactivo antes

de la unión del primer substrato,el resultadofinal es un complejo ES inactivo, esteparece

serel casode la inhibición por substratode la HIOMT (Morton, 1986a). Peroparala NAT

esta no puedeser la explicación debido a que la serotoninase une antesque la AcCoA

(Morton, 1986b), posiblementeel efecto inhibidor de la serotoninase debaa que a altas

concentracionesimpida la salida del centro activo de la CoA una vez transferidoel grupo

acetilo.

Cinéticamente,estosetraduceen quela serotoninamuestradosconstantesdeafinidad

distintas, un lugar de bajaafinidad cuandoactúa como substrato,y otro deafinidad mayor

cuando actúa como inhibidor. Esta hipótesis del doble papel de la serotoninaqueda

corroboradapor la inhibición mixta que ejerce la serotoninacuando la actividad NAT se
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valoracon triptamina (ver Fig. 9a), la constantede inhibición competitiva (K~ = 13,6 ~M)

correspondea la KM de la serotonina(11,1 ~M) por la NAT, mientrasque la inhibición no

competitiva(IC~’ = 1,6 mM) estáde acuerdocon la constantede inhibición parala serotonina

estimadaen la caracterizacióna 250C (2,4 mM).

la inhibición de la NAT por el substratose muestradependientede la temperatura

de incubación y de la amina utilizada, la inhibición por la serotoninadesaparecea

temperaturasbajas, mientrasque cuandose utiliza triptamina estainhibición seconserva.

Esta mismadependenciatermal ha sido descritapara la HIOMT de la glándulapinealde

Salmogairdneri (Morton y Forbes,1989) aunquela enzimahomologade mamíferosno la

presenta(Morton y Kock, 1990).

Observandola representaciónde Arrheniusrespectoa la constanteK
1, (Fig. 3 lb) es

evidenteque se produceun punto de inflexión a 25
0C, transformándosela unión de la

serotoninaal sitio inhibidor de la enzimade endotérmicaa temperaturasinferioresa 250C

a exotérmicaparatemperaturassuperiores.Estecambiode faseen la constantede inhibición

seha descritoparaotrasenzimascomola fumaratohidratasa(Dixon y Webb, 1979)aunque

las implicacionesen la función de estaúltima enzimano estánclaras.

Proponemosque la inhibición por substratopodríaserun mecanismoutilizadopor la

retina de ranaparaamplificar el ritmo diario de melatoninaa partir del ritmo de NAT. Por

un lado, la acciónde la NAT, incrementadadurantela noche,reduciríala concentraciónde

serotonina,lo que reduciríala inhibición y comoconsecuenciala producciónde melatonina

resultaría aumentadapor encima de la que sería esperablepor el pequeño incremento

nocturno de la cantidadde NAT. En apoyode esta hipótesis, la serotoninaen la glándula

pineal muestraun perfil invertido o adelantadorespectoal ritmo de melatoninatanto en

pioquilotermos (Mahapatraes al., 1986; Vivien-Roéls es al., 1979) como mamíferos

(Mefford esal.,1983).Estemecanismopodríaexplicarladiferenciadeamplitudesnoche/día

observadasentrela melatonina(15-20vecesy la NAT (1,5-2 veces)de ranaen verano(ver

TablasVI y VII).

La oscilación diaria de la temperatura(o termociclo), que se ha demostradoque

intervieneen la síntesisde melatoninade otras especies(Underwood y Calaban, 1987),

tambiénpodría influir en la síntesisde melatoninade R. perezia través de la cinética de

inhibición de la NAT, debidoa la influenciade temperaturasobrela K~ y la concentración

óptima de la serotonina(S,,,J para la NAT. Este efecto influiría más claramenteen el

intervalo de temperaturasdel verano en el habitat natural de los animales), ya que la
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inhibición máxima(K~ másbaja)aparecea 250C o ligeramentesuperior(correspondientea

la temperaturadiurna),mientrasquetemperaturasligeramenteinferiores(200C temperaturas

nocturnas)la acetilaciónde serotoninaseveríafavorecidapor una Sc,.,,, menor.

REGULACION ENDOGENA DE LA SíNTESISDE MELATONINA

El cultivo de la glándulapineal de mamíferosy aves ha sido ampliamenteutilizado

para la realización de estudios farmacológicosy cronobiológicossobre la síntesis de

melatonina. Puesto que uno de los objetivos de la presente Tesis era contribuir al

conocimientode la regulaciónendógenade la síntesisde melatoninaocular,nosplanteamos

la puestaen marchade un modeloexperimentalin vitro parala reúnade R. perezi.

la utilización del cultivo de tejidos de anfibios tiene una serie de ventajas e

inconvenientesfrente a los, comúnmenteutilizados, tejidos de mamíferos(Rafferty, 1976).

las primeros son, por lo general,muchomás resistentesa alteracionesen las condiciones

de cultivo, comopor ejemplo, cambiosen la presión osmóticadel medio, siendoposible

cultivar dichostejidos de formaóptimaen un intervalode 120a290mOsmoles,sin observar

efectosnegativosen la viabilidad celular. la principal ventajadel empleode este tipo de

tejidoses su carácterpoiquilotermo,la utilizaciónde temperaturasbajasen el cultivo mejora

la solubilidaddel 02 y CO
2 en el medio, luego la posible necrosistisular producidapor

hipoxia esmenosfrecuente,lo quepermitecultivarfragmentosde órganosde gran tamaño.

La temperaturainferior también simplifica el manejo de estos tejidos, ya que las

caracteristicasdel medio se conservandurantemás tiempo, y por tanto los cambiosdel

mismopuedenespaciarse.A pesardelas ventajasexpuestas,el cultivo de tejidosde anfibios

no está muy extendido como modelo experimental(salvo los ovocitos de Xenopus),

probablementedebidoa la dificultad queconlíevala obtenciónde cultivosasépticosdadoel

carácteracuáticode la mayoríade los anfibios, lo quecomplicainevitablementela obtención

de cultivos primarioslibres de microorganismos(Rafferty, 1976).

Los tejidos de anfibios tienen unosrequerimientosnutricionalessimilaresa los de

mamíferosy aves.Porreglageneral,sesuelenutilizar los mismosmediosde cultivo, aunque

diluidosal 60-80% con respectoa la concentraciónen el cultivo de tejidos de mamíferos.

Parael trabajoexperimentalrealizadoen nuestrolaboratoriosobreel cultivo decopasópticas

de R. perezise siguió el métododescrito por Stampery Licht (19%), utilizando un medio

generalde cultivo de tejidos (DME), que se ha preparadodiluido en una proporción 2:3

respecto al método de preparación original. Además se incluyeron una serie de
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modificacionesespecíficasparael cultivo de la retina,como la adición de ácido ascórbico

(100 ~M) y la utilización de una concentraciónalta de bicarbonato(35 mM), que ha

demostradoser la óptimapara el mantenimientode la funcionalidadde la reúna(Besharse

y Dunis, 1983b).

Comoprimerpaso,se ha de comprobarquelas copasópticasde R. perezimantienen

la capacidadde sintetizarmelatoninaen cultivo, La división de la copaópticaen fragmentos,

aunqueno afectaa la actividad NAT, reduceconsiderablementela cantidadde melatonina

liberadaal medio. La glándulapineal de pollo en cultivo tambiénmanifiestauna influencia

negativaconsecuentea la maniputacióndel tejido, la división de la mismareducela cantidad

total de melatoninaproducida(Taikahashi y Menaker, 1984), posiblementedebido a una

reducciónimportanteen el númerode célulasviables.

Trabajosrealizadoscon la retina de truchademostraronque la retina neuralaislada

es capaz de sintetizar MEL a partir de serotonina(Gem y Ralph, 1979), en cambio en

R. perezí la reúna neural pierde dicha capacidad.Mantenerun contacto directo entreel

epitelio pigmentadoy los fotorreceptoresposiblementeresulteimprescindible,debidoal papel

desempeñadopor dicho epitelio en el procesode nutrición de los fotorreceptoresin vivo

(Clark, 1986).

En segundolugar, ha de demostrarseque las copas ópticas conservanin vitro la

ritmicidad en la síntesisde melatonina,y queson capacesde respondera estímulosexternos.

las copasópticasdeR. perezimantienenla sintesisrítmicade melatoninaen cultivo durante

al menosun ciclo completode 24 horas,mostrandonivelessuperioresde melatoninaen el

medio durantela noche.El estímulode la luz duranteel periodooscurodel fotociclo anula

totalmentela síntesisde melatonina,reduciéndosetambiénlos nivelesdeNAT hastaalcanzar

los valoresdiurnos,respuestaanálogaa la observadaen la retinadeXenopus(Juvoneet al.,

1987).

Esta ritmicidad y fotosensibilidadde la reúnade R. perezien cultivo, contrastacon

la glándulapinealde mamíferos,la cualpierdeestaspropiedadesen el momentoquepierde

su conexion con el sistema simpático,o por la estirpación del ganglio cervical superior

(Reiter, 1991 Z-728) o por el cultivo de dichaglándula(Dayay Fata,1986; Santanae: al.,

1989).

En cambio la glándula pineal de aves sigue conservandosu síntesis rítmica de

melatoninaen cultivo con un periodo de 24 horas (Riebman y Binkley, 1979; Deguchi,

1979), indicandoel caractercircadianodel ritmoen estaglándula.Ademásexistenevidencias
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experimentalessuficientescomoparasuponerquecadacélulaesen sí un osciladorendógeno

debido a que la glándula fragmentada(Talcahashi y Menaker, 1984), y el cultivo de

pinealocitosdisgregadoscoservanestaritmicidad (Zatzet al., 1988).

la glándula pineal de teleósteostambién muestralas caracteristicaspropias de un

ritmo circadiano,expresiónen condicionesde oscuridadconstante,y fotosensibilidaddel

ritmo (Falcóne: al., 1991).

En cuantoa los trabajosque indiquenla existenciade un osciladorendógenoen la

retina son menosnumerosos,in vivo el ojo separadodel nervio óptico sigue mostrandola

síntesisrítmicade melatoninaen aves (Barret y Underwood, 1991) indicandoque en estos

vertebradosla melatoninaocularno dependedela conexióncon el restodel sistemanervioso.

lascopasópticasdeXenopusen cultivo muestranun ritmo circadianoen la actividad

NAT, con unosvaloresde la actividadenzimáticasimilaresalo observadoin vivo (Besharse

e luvone, 1983; luvone y Besharse, 1983). Estos resultadosindican que la síntesisde

melatoninaocular tiene una regulaciónautónomarespectoa la glándulapineal (Cahilí y

Besharse,1990).En cambio,la localizacióndel osciladores máscontrovertida,el cultivo de

fotorreceptoresretinianos de pollo aislados (luvone e: al., 1990) y de las células de

retinoblastomahumano(Janavse:al., 1991) muestranqueaunqueestascélulasposeenla ruta

de biosíntesisde melatonina intacta no presentanun ritmo endógeno.Estos resultados

indicarían que es necesariala conservaciónde la estructuraretinal para la expresióndel

ritmo, y queen estecasoel osciladorseríala reúnacompleta(Cahilí y Besharse,1990), pero

hayqueteneren cuentaquelas célulasanteriormentemencionadaspuedequeno representen

lascondicionesde los fotorreceptoresin vivo ya quesoncélulasembrionariaso cancerosas,

y el mecanismode oscilaciónpuedeque no estédesarrollado.la solución a la incognitade

si los fotorreceptoresde la retinaposeenen si mismosel osciladorendógeno(analogamente

a los pinealocitosde aves),señaposible si sedispusierade un modelo experimentalcon

fotorreceptoresretinianosde animalesadultos.

En todos los vertebradosestudiadoshasta la fecha se ha demostradoque para la

aparicióndel pico nocturnode melatoninatanto en la glándulapinealcomoen la reúnaes

necesariala síntesisproteicade novo, la adición de inhibidoresde la transcripcióno de la

traducciónanulandicho ritmo (Riebmany Binkley, 1979; Deguchi, 1979; Janavse: al.,

1991; Besharsee: al., 1984). Además, la acción de la cicloheximida (inhibidor de la

traducción)esmásrápidaquela acciónde la actinomicinaD (inhibición de la transcripción)

(luvonee: al., 1990). Los resultadosobtenidoscon estosfármacosen copasópticasde R.
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perezison análogos,posiblementela permanenciade ARNm activo en la célula cuandose

utiliza la actinovicinaD expliqueporquéestefármacotiene unaacción máslenta, aunque

igual de eficaz, respectoa la cicloheximida.

El modelo iii vitro de las copasópticasde R. perezímuestrauna reproductibilidad

aceptable,tanto en luz comoen oscuridad,la actividad NAT de las copasópticascoinciden

los los valoresdeterminadosin vivo. Estaconcordanciaentrela situación in vivo e in vi:ro

tambiense ha descritoparalas copasópticasde Xenopus(Besharsee luvone, 1983) y en

glándulapineal de pollo (Wainwright y Wainwright, 1979).

En cuanto a la melatonina liberadaal medio, los niveles basalesde las copas

cultivadasen luz son igualeso inferioresa 5 pg/ml en todos los cultivos, en cambio hay una

variaciónmayoren los valoresmáximosde melatoninaentrelos distintosexperimentos,que

se explica por el distinto tamaño de los animales utilizados en cada experimento. En

conclusión,el cultivo estáticode copasópticasdeR. perezíesun modeloexperimentalválido

paraestudiofarmacológicossobrela neuroquimicade la reúna,quesepuedenrealizaren un

máximo de 12 horas.Parapoderutilizar estemétodo en estudioscronobiológicossobre la

ritmicidad endógenaen estetejido seríanecesariodemostrarqueel cultivo esviableal menos

durantevarios días.

En el control extracelular de la síntesis de melatonina en vertebradosestá

fundamentalmenterealizadopor las monoaminas.La validezde los resultadosde los estudios

farmacológicosdependede la utilizaciónde agonistasy antagonistasespecíficosparaestos

compuestosdadala grananalogíaestructuralentrelas distintascatecolaminase indolaminas,

y al gran númerode subtiposde receptoresde membranaexistentes,en los últimos añosha

habido un gran avanceen este campo debido a la aparición de fármacoscadavez más

específicos,lo que simplifica la inerpretaciónde los resultadosobtenidos.

En la glándulapinealde mamíferosy avesestádemostradoque la regulaciónde la

síntesisde melatoninase lleva a caboprincipalmente,por un controladrenérgicoprocedente

de la inervaciónsimpáticade la glándula.En mamfferos,el ritmo de melatonina(y de la

actividad NAT) dependen de liberación nocturna de noradrenalinade los terminales

sinápticos,lo queestimulala síntesisde melatonina.En los primerostrabajos,el receptor

postsinapticoimplicado en estarespuestaes el subtipofi (Reiter, 1984), peromás adelante

sedemostróquela noradrenalinaseunetambiena receptoresde tipo al (Ho y Klein, 1987).

la acciónde la NA a travésde esteúltimo receptorno esdirecta,debidoa queesnecesario
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a activaciónconjuntadelos receptoresfi y al paraobservarla acciónsinérgicaen la síntesis

de melatonina.Recientemente,sehadescritovariacionesinterespecíficassobreesteesquema

generalde la regulacióndual, por ejemploen ovejaparecequela acciónde la noradrenalina

sobrelos receptoresal y fi no es simultánea,el receptorfi controlalos niveles de MEL

durantelas horascentrajesde la noche,correlacionandoseconel incrementode la actividad

NAl’, en cambioel abruptoincrementode MEL durantelas primerashoras de la noche se

producesin cambiosen la NAl’ y estánreguladosexclusivamentepor receptoresdel tipo al

(VanCampe: al., 1991).la serotonina,ademásde serel precursorde la melatonina,puede

actuarcomoun factor autocrinoen la glándulapinealde mamíferos,estaindolaminapuede

liberarsedel pinealocitoy unirsea receptoresespecíficosde tipo 5-Hl’2 (Govitraponge: al.,

1991), la consecuenciade estoesunaamplificación de la estimulaciónprovocadapor los

agonistas13 (Sugden, 1990).

En la glándulapinealdeavesla regulacióncatecolaminérgicaesdistinta, la actividad

maxima del sistema simpáticoen la glándulapineal de estos vertebradosesta invertida

respectoa los mamíferos, teniendo lugar duranteel día, el receptor implicado en la

regulaciónsimpáticaesdel subtipoa2de caracterinhibidor (Rudeena al.., 1990; Pratt y

Takahashi,1987).También se han descritoreceptoresde tipo fi cuyaactivaciónprovocaun

aumentode AMPc queno setraduceen unaestimulaciónde la actividadNAl’, posiblemente

estosreceptoresse encuentrenen las célulaspinealesno productorasde melatonina(Voisin

e: aL, 1990). Juntoal control catecolaminérgico,la adenosinapuedeser consideradacomo

un factor autocrinoen la glándulapineal de pollo, estecompuestoejerceun acción doble,

a bajas concentracioneses inhibidora (a través de receptoresAl) pero a concentaciones

elevadasestimulala glándulapineal (receptoresA2) (Falcóne: al., 1988).

Se conocemuchomenossobre el control adrenérgicoen la glándulapineal de los

vertebradospoiquilotermos,los escasostrabajosrealizadosserefierena pinealde teleosteos,

donde la NAl’ resulta estimuladapor agonistasfi- (Falcón e: al., 1991) e inhibida por

agonistasal (Falcóny Collin, 1989).El origende la NA esinciertodebidoa quela glándula

pinealde estosvertebradosno tieneinervaciónsimpática,implicandosea las catecolaminas

circulantescomoresponsablesde la regulaciónde la glándulapineal(Falcón e: al., 1991).

En cuantoa la regulaciónen la retina las catecolaminastambienestán implicadas,

principalmentela dopamina.Los agonistasD2 (quinpirol) reducenla actividadNAl’ en retina

deXenopus(Juvone,1986b),y depollo (Zawilskay luvone, 1989).Los datosexperimentales

indican que la dopamina actúa directamentesobre el fotorreceptor, debido a que la
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estimulaciónde la NAT inducidapor forscolíny/o IBMX escontrarrestadapor la dopamina,

en cambio cuando se utilizan análogosdel AMPc este efecto no se observa (luvone y

Besharse,1986c; Nowak e: al., 1990; luvone e: al., 1990). Estaaccióndirecta sobre los

fotorreceptoresestátambienapoyadapor el efectosobrecultivo de fotorreceptoresaislados

dondeno existensinápsisfuncionalesentrelas células (luvonee: al., 1990).

Los resultadosobtenidosen R. perezi concuerdancon los anteriores,la dopamina

reducela actividadNAl’ y la melatoninaliberadaal medio por lascopasópticasatravésde

receptoresD2, la especificidadde la respuestaquedademostradapor la acciónantagónica

de la sulpirida sobreel quinpirol en la melatoninasintetizada.Aunqueel efectoinhibidordel

SKF 38393(agonistaDl) sobrela melatoninapodría indicar un papel importantepor parte

de esteotro tipo de receptordopaminérgico.Estehipotético controlD 1-dopaminérgicoen la

retina de R. perezíposiblementeno serealicedirectamentesobreel fotorreceptorya que su

actividad NAT no resultó modificada, sino más bien afectaríaa otro pasoen la ruta

biosintética,como por ejemplola captaciónde triptófano, en la queestadaimplicado el

epitelio pigmentado.En favor de estahipótesisseconocequeagonistasDl actuansobreeste

epitelio de Rana ccaesbeianapromoviendola situación típica diurna de los gránulosde

pigmento,ademásde otros procesoscelulas (Dearry et al., 1990 F-335).

Se conoceque la luz es capaz de activar la liberación de dopaminaen la reúna

(Boatright et al., 1989), pero existe controversiasobre la ruta que sigue la información

luminosadesdeel fotorreceptorhastalascélulasdopaminergicasen la retinainterna. Por una

parte, hay unaseriede trabajosque implicanal canalvisual ON, las célulasbipolaresON

(sensiblesa APB) estimularíandirectamentelascélulasamacrinasdopaminérgicas(Besharse,

1992; Besharsey Witkovsky, 1992; NeceurusDong y McReynolds, 1991). Peropor otra

parte hay evidenciasque sugieren que el canal visual 0FF tambien tendría un papel

destacado,en este caso se tratarlade unavia indirecta, ya que las células bipolares0FF

utilizarían una interneuronaamacrina GABAérgica para suprimir de forma tónica la

liberación de dopaminadurantela noche (Boatright e luvone, 1989a y b; Witkovski y

Dearry, 1992).

Durantelosúltimos añoshanido apareciendouna seriede trabajosquediscrepandel

esquemarígido anteriormentedescrito: un control adrenérgicoen la glandulapineal y un

control dopaminergicoen la tetina (Zawilskae luvone, 1989). Se handescritoreceptores

dopaminergicos(Dl y D2) en glándulapineal de mamíferos(Govitraponge: al., 1989) y

teleósteos (Brandstáttery Meissl, 1992), describiendoseademás un efecto de esta
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catecolaminasintetizadapor célulaspinealesdistintasa los pienalocitossobre la actividad

NAT (Govitraponge: al., 1989).

En la reúnaseestánacumulandounaseriede pruebasen favor de que la NA seaun

neuromoduladorretinal mostrandocambiosdiarios en su contenido(teleósteosJaffé e: al.,

1991; aves Siucialc e: al., 1992), que actuaria como un factor regulador del sistema

dopamina-MEL de la retina. El origen de la NA está sujeto a debate,entre un origen

intrarretinalen célulasamacrinasadrenérgicas,o un origen simpático(Hadjiconstantinoue:

al., 1983).

Se ha demostradoquela noradrenalinainhibe la liberaciónde dopaminaa través de

receptoresa2 (Witkovsky y Dearry, 1992), y que en reúna de pollo puede que la

noradrenalinatenga un papel reguladorde la síntesisde melatonina(Lee e: al., 1989).

Los resultadosobtenidospor nosotrossobre en control adrenérgicode la síntesisde

melatoninaen R. perezi, apareceun efectode los fármacosespecíficosparalos receptores

fi y al adrenérgicos,en amboscasosmuestranun papel inhibidor sobrela NAl’ y la síntesis

de melatoninaen cultivo. En cuantoa los trabajosrealizadosen otrasespecies,los resultados

son contradictorios, mientrasque en unos aparece un efecto inhibidor de los agentes

adrenérgicossobre la NAT (Besharsee: al., 1984), en otros no se observaefecto alguno

(luvoney Besharse,1986c; Nowaky Zurawska,1989). Estasdiferenciasquizasse debana

lasdistintasvíasde administración,entrelos experimentosde cultivo, y los experimentosin

vivo (Zawilskae luvone, 1989).

De la accióndirectade las agonistas13 y al sobreel fotorreceptorcabríaesperarse

queestimulasenla síntesisde melatonina(análogamenteal efectode estosfármacossobrela

glándulapinealde mamíferos),peroel resultadoexperimentales el contrario, la hipótesis

másprobablees queel efectode estos agentesadrenérgicossea indirecto, a favor de esta

hipótesisesténla descripciónde receptoresfi en el epitelio pigmentadode la reúnadepollo

(Koh y Chader,1984) y los resultadosobtenidosde la utilizaciónconjuntadel isoproterenol

y sulpiridaen copasópticasde R. perezi, el efectoantagónicode la sulpiridaindicaque los

receptoresfi estañanactivandola liberaciónde dopaminaquea su vez inhibe la sintesisde

melatoninade los fotorreceptores.En esteúltimo experimento,las copasópticasmuestran

tambien una cierta acomodacióna la presenciadel agonista13, ya que tras seis horas de

cultivo, el efecto inhibidor del isoproterenolse encuentramuy reducido, y por contra, la

sulpirida aumenta la melatonina producida cuando se admistra conjuntamente con

isoproterenol(ver Fig. 44). Estosresultadosindicaríanunadesensibilizacióndelos receptores
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fi, característicacomunmentepresentadapor los receptoresB-adrenérgicos(Kobilka, 1992)

y quetiene lugaren un intervalo de horas(Cooper,et al., 1991).

Por último, combienemencionarqueparaasegurarla existenciadel hipotéticocontrol

adrenérgicosobre la síntesisde melatoninaen reúnade R. perezi, esnecesarioestudiarla

evolucióndiariade adrenalinay noradrenalinaen la retinadeestaespecie,y completarlocon

estudios de lesión neuranales utilizando neurotóxicos específicos contra células

dopaminérgicas.

Los resultadosobtenidostrasla adiciónde forscolin, muestranqueel efectoinhibidor

de la luz sobrela síntesisde melatoninaocularpuedeestarmediadopor unareducciónen los

niveles de AMPc dentro de las células fotorreceptoras(ver Fig. 36). Esto explicaría los

efectosen el mismo sentidoquepresentanla oscuridady forskolin, ya queambosfactores

incrementaríanla cantidadde estesegundomensajero.

Aunqueel forscolín es un diterpenoidemuy utilizado en estudiossobreel sistemadel

AMPe debido a su alta capacidadparaactivar de forma directa la adenilatociclasade las

eucariotas,se han descrito otra seriede accionesde este compuestosque no implican al

AMPc (laurenzae: al., 1989), por lo cual en el estudiode este mensajerointracelulares

necesariola realizaciónde experimentoscomplementarioscon el fin de demostrarel efecto

del forscolín sobrelos nivelesde AMPc.

La utilización directadel AMPc en estudioconcélulasintactasseencuentraimpedida

por la bajacapacidadde estenucleótidocíclico de atravesarlas membranasbiológicas,en

su lugar se suelenutilizar compuestosde estructuraanálogaquehan sido modificadoscon

el fin de aumentarsu liposolibilidad sin perdersuspropiedadesbioquímicas,entrelos más

utilizados estáde dibutiril-AMPc queademásposeela ventajade ser más resistentea la

degradaciónenzimáticamediantefosfodiesterasas.

El efectoestimuladordel análogode AMPc sobrela actividadNAl’ y la síntesisde

melatoninaha quedadodemostradoen la retinade R. perezí,asícomoen otrasespecies(ver

revisión Zawilska y Nowak, 1992). Peropara que estos efectosaparezcanes necesano

utilizar concentracionesdel ordenmilimolar (luvoney Besharse,1983; luvonee: al., 1990;

Luvone,1986b;Besharsee: al., 1984),mientrasquelas concentracionesendógenasde AMPc

son unas mil veces menores (Barrit, 1992). Esta discrepanciaen las dosis efectivas

posiblementesedebaa queaunqueel dibutiril-AMPc puedeentraren lascélulassenecesitan

dosiselevadasparaconseguirconcentracionesfisiológicasdentrodela celula(Hamm,1990),

capacesde activar la PKA (concentracionesde ordenmicromolar,Binder ee al., 1989).
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la accióndel AMPc sobrela actividadNAl’, puededebersea unaactivaciónde la

enzimaprovocadapor su fosforilación mediantela PKA, pero este efectopareceno tener

relevancia,ya que la activaciónde la PKA en homogeneizadosde retina de Xenopusno se

traduceen un aumentode la actividad NAl’ (luvoney Besharse,1986a). Es mucho más

probablequeel AMPc actuesobre la expresióngénicaapareciendoun ritmo diario en la

síntesisde novode NAl’ (Juvoney Besharse,1983), y posiblementede algunaotra enzima

de la rutabiosintéticade la MEL comola TPH (Thomaseluvone, 1991; Ehretaal., 1991).

Esto tambiénexplicaríalos efectosde la actinomicinaD y de la cicloheximidaobservados.

Posiblementeel ritmo diario de la síntesisde NAl’ seaendógeno,debido a que las

copasópticasde Xenopusson refractariasa la adición de análogosde AMPc durantela fase

de luz, no observandoseningún efecto(luvoney Besharse,1983).

De los resultadosanterioresse puedesugerirque la luz y la oscuridadregulanel

ritmo de MEL mediantemodificacionesen losnivelesdeAMPc, puediendoestarimplicadas

tanto la síntesiscomola degradaciónde estemensajerointracelular.El IBMX es un inhibidor

generaldePDE, capazde inhibir todaslas isoformasde estaenzimadescritashastala fecha

(Thompson,1991). la accióndel IBMX paracesercompleja,yaqueincluye unainhibición

competitivay no competitivaal mismo tiempo (Barritt, 1992).

la activaciónde la adenilatociclasa(medianteforscolín) y la inhibición de las PDE

(IBMX) de forma simultaneatiene como consecuenciauna estimulaciónsinérgica en la

cantidadde melatoninaproducidapor las copasde R. perezi, estoseexplicadebidoa que

ambosfármacosactuana niveles distintospero sus consecuenciasfinales son las mismas,

incrementoen los niveles de AMPc. Este efecto sinérgico tambiénse ha descrito copas

ópticasde Xenopus(luvoney Besharse,1986a),glándulapinealdepollo en cultivo (Deguchi,

1979; Riebmany Binkley, 1979; Wainwright y Wainwright, 1984) y en fotorreceptoresde

la retinaaislados(luvonee: al., 19%).

la luz probablementeno soloactuedeteniendola síntesisde AMPc, el hechode que

la adiciónde IBMX acopasR. perezicultivadasen luz provoquepor si solaunaestimulación

en la síntesisde NIEL indicaríaunadegradaciónde AMPc reguladadirectamenteporla luz,

comoha sido previamentedemostradoen la reúna(Miki e: al., 1973).

Concluimos,puesquela luz como inhibidor de la produccióndeMEL desarrollaría

un efecto doble sobre los niveles intracelularesde AMiPc, una reducciónde su síntesis

mediantela inhibición de la adenilatociclasa,y unaactivaciónde su hidrólisispor mediode

las fosfodiesterasas.
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El otro gran sistemade nucleótidoscíclicos (GMPc) parecetener una importancia

menor sobre la síntesisde MEL, aunquedentro del fotorreceptorcumple la función de

mensajeroquimico del procesode fotorrecepción. El las copas ópticas de R. perezi, la

adición del análogolipófilo de GMPc tiene un ligero efecto estimuladorsobre la MEL

producidaen luz, pero puedeque no se debaa un efecto directo, sino más bien por la

interferenciacon el sistema del AMPc, debido a que el dibutiril-GMPc se une con una

afinidadbajaal canalde GMPcdelsegmentoexternodel fotorreceptor(Kauppy Koch, 1986;

Tanakae: al., 1989). En las copasde Xenopas(Besharsee: al., 1984) y en lascélulas de

retinoblastomaY79 (Pierce e: al., 1989) no tiene ningún efecto, en cambio en los

fotorreceptoresdepollo aislados,elevaligeramentela actividadNAl’, posiblementedebido

a interferenciasentreel sistemade fotorrecepcióny la adenilatociclasa, o por el efecto

inhibidor del análogodel GMPc sobre la PDE (luvone e: al. 1990).

Seha relacionadoa la entradadecalcio extracelularen las neuronascomouno de los

requerimientosnecesanosparala apariciónde osciladorescircadianosen célulasnerviosas

de invertebrados(Collwell e: aL, 1992). Esto unido a su implicación en los procesosde

inactivaciónde la NAT en reúnade R. perezi, indicaría un papel muy relevantede este

cationbivalentecomo mensajerointracelularen los fotorreceptores.

Sehandescritodiversoscomponentesdel sistemadel fosfatidilinosítolen el segmento

externo,comola PLC (Choee: al., 19%), el IP3 (Brown e: al., 1987), la PKC (Binder e:

al., 1989; Ou y Ebadí, 1992), todos ellos relacionados con la regulación de la

fotosensibilidaddel fotorreceptor. En el cuerpo celular y en el cuerpo sinápticose han

localizadootros elementosdel sistemadel calcio, comocanalesdependientesde voltaje de

tipo L (Gleasone: al., 1992), y la calmodulina(Pochete: al.,1991), esto indicaría una

asimetríaen la distribucióndel sistemadel calcio dentrode la célula fotorreceptora,lo que

indicaría tambienunaseparaciónde funciones.

La omisióndel calcio en el mediode cultivo fue utilizado en primer lugarconel fin

aislar sinápticamenteal fotorreceptor del resto de la retina, y porder localizar si la

estimulaciónde la adenilatociclasateníanlugardentrodel fotorreceptor,o en otrasneuronas

que a través de algún neurotransmisorestimulantransinápticamentela actividadNAT en

reúnade Xenopus(luvoney Besharse,1 986a).Peroseobservóqueel calcio es necesario

paraque seexpreseel incrementonocturno de la NAl’ (luvone, 1986b), indicandoasí un
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papelfundamentaldeestecatión. En retinade R. pereziseobservatambiénestadependencia

respectoal calcio del medio de cultivo.

Seencuentraestablecidala dependenciade la producciónde melatoninarespectoa la

actividadde la adenilatociclasa, y seconocetambien la acción de la dopaminainhibiendo

estaciclasaen luz a travésde los receptoresD2. En cambio,sedesconocecomose logra la

estimulaciónde la producciónde AMPc en oscuridad.El calcio extracelularpodríallevar a

cabo esta función, en oscuridadel fotorreceptorseencuentraparcialmentedespolarizado

permitiendola entradade calcio a través de canalesdependientede voltaje de tipo L, este

incrementoen el calcio intracelularestimularíala adenilatociclasa,y por tanto la producción

de melatonina.Esta hipótesisha sido confirmadaen los fotorreceptoresde pollo aislados

(luvoneaal., 1991; Avendanoe:al., 1990),utilizandopotasiocomoagentedespolarizante.

Existepuesunainteracciónentreel AMPc y el calcioen los fotorreceptores,estetipo

de interconexionesha sido ampliamenteestudiadoen las célulasnerviosas,dondetanto la

calmodulinacomola calcineurina(proteínafosfatasadependientedecalcio) jueganun papel

central (Armstrong, 1989).

El efectodel calcio sobrela síntesisde melatoninatanto en la glándulapineal como

en la retinapareceser muy complicadoy posiblementeestén implicados varios procesos

antagónicos,ya que la respuestaobservadadependede la especie,del órganoy de la dosis

utilizada. Por ejemplo,en la glándulapinealde los mamíferos,la entradamoderadadecalcio

al pinealocitotiene un efecto estimuladorsobre el AMPc y la NAT, quecorrespondeal

efecto sinérgicoobservadoen la estimulaciónde los receptoresfi y al, en cambio si la

entradade calcio es elevadaaunqueel AMPc sigue alto debido a la estimulaciónde la

adenilatociclasapor la calmodulina(Ho etal., 1991), la NAl’ sereduce(Parfitte:al., 1975;

Ho e: al., 1992).Esteresultadoconcuerdaconlo obtenidoen la retinade R. perezi,cuando

seutiliza potasiocomoagentedespolarizadorla NAl’ y la síntesisde MEL sedeprimen.

Posiblementeen estecasoel calcio actuaríasobrela NAl’ en un pasoposteriora la adenilato

ciclasa, sobresu degradacióno sobrela expresióngénicade la enzima(Ho e: al., 1992).

En otras especiesel papel del calcio no está tan claro, la adición de EGTA en el

cultivo de glándulapineal de pollo no tiene ningún efecto sobre la NAT (Wainwright y

Wainwright, 1984), en cambioel potasioestimulala síntesisde melatoninaen cultivo de este

mismo tejido (Zatz e: al., 1988).
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Hayqueteneren cuentaqueel potasiodespolarizatodaslas célulasde la retina,luego

el efectonegativodel potasiopuededebersea la liberaciónmasivade neurotransmisoresde

la retina con función inhibidora (dopamina,por ejemplo) queanularíanla síntesisde MEL.



VI. CONCLUSIONES
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El radioenzimoensayoes un métodoválido y reproduciblepara la cuantificaciónde

la NAl’ en retina deanfibiosanuros,siendoimprescindiblela adiciónde EGTA en el tampón

de homogeneizacióndel tejido paraprotegerla enzimade su rápidadegradaciónin vitro. la

actividad AA-NAT ocularde R. perezimuestraun ritmo diario en su actividad,apareciendo

los valores máximos durantela noche. la exposición a la luz durantela faseoscuradel

fotociclo reduce los nivelesde la actividad NAT hastavaloresequivalentesa los basales

diurnos.

En la retinade R. pereziexisteunaactividadarilaminaN-acetiltransferasaquepuede

distinguirse de la AA-NAT por una serie de característicasenzimológicas,como el pH

óptimo, la cinéticay la especificidadde substrato.Además,no presentaoscilacionesdiarias

en su actividad. in vivo sólo la AA-NAT es capaz de acetilar serotonina. Iii vítro la

contribuciónde la A-NAT a la acetilaciónde triptamina en el ensayoresultadespreciable.

la aparicióndel ritmo ocular de la actividadAA-NAT durantela ontogeniade los

anuros coincide temporalmentecon el inicio de la función visual. El ritmo adquiere

progresivamenteel perfil de Los adultos, en paraleloa la maduraciónde una regulación

dopaminérgicaprocedentede la retina interna. Existe una variación interespecíficaen el

perfil rítmico.

Las variacionesestacionalesdel fotoperiodo y la temperaturadeterminanel perfil

diario de MEL oculary actividad AA-NAT en adultosde R. perezí.La temperaturaregula

la amplitud de la oscilación día/nochede MEL, y el fotoperiodo la duración del pico

nocturno. La temperaturaeleva los niveles de AA-NAT amortiguandolas oscilaciones

día/noche.No existe un estrechoparalelismoentreAA-NAT y MEL, lo quesugiereque el

ritmo de síntesisde MEL no dependeexclusivamentede la actividad AA-NAT en la retina.

la aclimatacióntérmicaprovocaunacompensaciónparcial de la actividadAA-NAT,

modificandola cantidadde enzimapero no suscaracterísticascinéticas.

La cinética de la AA-NAT muestrauna modulación térmica positiva, que podría

indicar un mecanismode compensacióninmediata a bajasconcentracionesde substrato.
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Además, la AA-NAT muestrauna inhibición por excesode serotoninadependientede la

temperatura. Este comportamiento cinético podría actuar como un mecanismo de

amplificaciónde la oscilacióndiaria de MEL, si la enzimafuncionasein vivo alrededorde

su S~.

La retina mantienesu capacidadde síntesisrítmica deMEL en cultivo estáticodurante

al menos24 horas,conservandola sensibilidada la luz. La expresiónde los ritmosdeMEL

y AA-NAT dependede la síntesisde proteínasde novo, siendo la tasade recambiode la

AA-NAT máslenta quela descritaen otros vertebrados.

La regulacióncatecolaminérgicade la síntesisde MEL se realizafundamentalmente

por la dopamina,a travésde receptoresD2, inhibiendodicha síntesis.No obstante,no se

puededescartarun control adrenérgicomediadopor receptoresB y al, aunqueésteparece

no serun efectodirecto sobreel fotorreceptor,sino regulandola liberaciónde dopamina.

El AMPc esel mensajerointracelularprincipalque regulala síntesisde MEL en la

retina de R. peral. La luz, como factor inhibidor de la síntesisde MEL, actúasobrelos

nivelesde AMPc con un efecto doble, reduciendola actividadadenilatociclasay activando

las fosfodiesterasasde nucleótidoscíclicos. Sin embargo,el GMPc actúade formamarginal

sobre la síntesis de MEL, los efectos provocados por el análogo pueden debersea

interferenciasen el procesode fotorrecepción,o a una inhibición de las fosfodiesterasas.

Los niveles de calcio intracelulares regulan la síntesis de MEL mediante un

mecanismomúltiple. Es necesarioel calcio extracelularpara la expresióndel ritmo de

síntesis de MEL, aunque la entrada masiva de este mensajero, provocada por la

despolarizacióninducidapor potasio,activala degradaciónde la AA-NAT, reduciendolos

nivelesde MEL.
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