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RESUMEN

La melatonina caracterizada originalmente en la glandula pineal fue mas
tarde identificada en la retina de diversas especies, asi como las enzimas
involucradas en su sintesis, la serotonina-N-acetiltransferasa (NAT) y la
hidroxiindol-O-metiltransferasa (HIOMT). ElI hamster dorado ha sido
considerado frecuentemente el modelo clasico para el estudio de la melatonina
pineal, sin embargo, la melatonina retiniana en esta especie ha recibido
relativamente poca atencion. El objetivo de este trabajo de tesis consistio en
examinar la biosintesis del metoxiindol en la retina del hamster, asi como
elucidar algunos de los mecanismos involucrados en la regulacién de su
sintesis y su posible rol fisiolégico a nivel local.

En este sentido, se describe por primera vez la presencia de un ritmo en
el contenido retiniano de melatonina en el hamster dorado, con valores
maximos en la segunda mitad de la noche. La sintesis de melatonina en la
retina del hamster es independiente de la actividad pineal. Asimismo, se
demuestra la capacidad de las retinas aisladas de sintetizar melatonina. La
sintesis de melatonina es regulada directamente por la sefal fotica ambiental,
sin indicacion de la existencia de un ritmo de naturaleza endogena en los
experimentos realizados en este trabajo. EI GABA, postulado como un
neurotransmisor retiniano regulatorio de procesos asociados a oscuridad,
estimula la produccién in vitro de melatonina retiniana, probablemente a través
de receptores de tipo A, en tanto que antagonistas especificos del receptor
GABAp suprimen el incremento in vitro de melatonina en oscuridad. E!
"turnover" de GABA es maximo en la fase de oscuridad y precede al aumento
en el contenido de melatonina. En conjunto, estas evidencias sugieren que el
GABA actua como intermediario entre la sefial de oscuridad y la induccion de la
sintesis del metoxiindol.

El AMPc ha sido postulado como la senal intracelular involucrada en la
induccidn génica de la NAT retiniana. La existencia de una correlacion temporal
entre el ritmo en el contenido de AMPc y el de melatonina (ambos regutados de
manera analoga por la sefnal fética ambiental) avala resultados previos. Sin
embargo, en este trabajo se postula adicionalmente que el GMPc participa en
la regulaciéon de la sintesis de melatonina retiniana, tanto por sus efectos in
vitro, como por la correlaciéon temporal entre las variaciones diarias de ambas
moléculas. Considerando que el GABA estimula la acumulacion de GMPc, pero
inhibe la de AMPc, se sugiere que el efecto gabaérgico sobre la sintesis de
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melatonina podria estar mediado por el incremento en los niveles de GMPc
retinianos.

Por otra parte, se demuestra que la melatonina estimula la produccién
de GMPc, a través de una accién dual sobre la sintesis y degradacién, ambos
efectos tendientes al incremento en los niveles del nucledtido ciclico. La
activacion de la enzima de sintesis, asi como la inhibicion de la enzima de
degradacion podrian ocurrir a través de la disminucion de los niveles de calcio
citoplasmatico. En este sentido, la melatonina inhibe en forma inmediata (luego
de 10 seg) la captacion de 45Ca2* en fracciones sinaptosomales crudas.

La melatonina incrementa la captacion de 3H-glutamato, a través de un
mecanismo independiente del calcio extracelular, asi como la liberacion de 3H-
glutamato, por un mecanismo dependiente del cation. La exposicion mas
prolongada a melatonina (durante 20 min) estimula la captacion de 45Ca2* por
fracciones crudas sinaptosomales. Considerando que analogos permeables del
GMPc provocan efectos similares a los de la melatonina sobre estos
parametros, el metoxiindol podria actuar a través del incremento en el
contenido del nucledtido.

En este trabajo de tesis, se describe también la presencia de receptores
especificos, de alta afinidad, con un perfil farmacoldgico compatible con el
descripto para receptores de melatonina de tipo ML-1. Los resultados sugieren
ademas que estos receptores podrian estar acoplados con una proteina G
inhibitoria. De este modo, la melatonina disminuye significativamente los
niveles retinianos de AMPc, quien a su vez podria actuar como un segundo
mensajero del metoxiindol y/o regular negativamente su propia sintesis.

En todos los casos, los efectos de la melatonina fueron dependientes del
horario, mostrando una alta correlacion con la variacion diaria en la
concentracion de receptores al metoxiindol. La densidad maxima se observo a
la medianoche, coincidiendo con el horario de maxima sensibilidad. La
variacion diaria en la concentracidon de sitios receptores podria deberse a
mecanismos de "up y down-regulation” inducidos por el ligando endégeno.

En conjunto, los resultados obtenidos permiten postular la participacion
de la melatonina retiniana en los mecanismos de transduccion y procesado de
la informacion fotica como una sefal "senso-paracrina”, es decir una molécula
sintetizada y liberada por los fotorreceptores en respuesta a un estimulo
sensorial (la oscuridad) y que actua localmente modulando diversos aspectos
de la fisiologia retiniana.
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SUMMARY

Melatonin was initially characterized in the pineal gland and later
identified in the retina of several species, along with its synthesizing enzymes
serotonin N-acetyltransferase (NAT) and hydroxyindole-O-methylitransferase
(HIOMT). Although the Golden hamster is one of the most widely used models
in the investigation of pineal melatonin physiology, retinal melatonin in this
species has received relatively little attention. The aim of this work was to
examine the biosynthesis of melatonin in the hamster retina, as well as to
elucidate the mechanisms involved in the regulation of its synthesis.
Additionally, some aspects of the physiological role of retinal melatonin were
studied.

A daily rhythm in hamster retinal melatonin levels, which peaks late in
the night, as well as the ability of the hamster retina to regulate melatonin
synthesis in isolated conditions, were found. Melatonin synthesis was
independent on pineal activity. and was directly regulated by photic stimuli. In
fact, a circadian rhythm was absent in the ex vivo experiments performed under
free running conditions. GABA, a retinal transmitter that mediates dark-related
processes, stimulated melatonin synthesis in vitro, probably acting through a
GABA, receptor. Moreover, the dark-induced increase in melatonin production
was blocked by a specific GABA, antagonist receptor (bicuculline). Retinal
GABA turnover was maximal at night and preceded the increase of melatonin
levels by about 4 hours. These results indicate that GABA could be the
intercellular message linking darkness with melatonin biosynthesis.

Cyclic AMP has been postulated as the intracellular messenger involved
in the genomic induction of retinal NAT. A temporal correlation between
melatonin and cAMP content (mainly influenced by the photic stimulus), which
supports previous studies, was observed. A significant increase of melatonin
synthesis stimulated by cGMP analogs, and a temporal relationship between
rhythms in cGMP levels and melatonin content were also described.
Considering that GABA stimulates cGMP and decreases cAMP accumulation,
GABA effects on melatonin synthesis could be mediated by an increase in
cGMP levels.

A dual effect of melatonin on cGMP biosynthesis was described, i.e. by
increasing its synthesis and by inhibiting its degradation, both resulting in an
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increase of cGMP levels. This effect could occur by rapid (about 10 sec)
melatonin inhibition of calcium uptake, since calcium could inhibit retinal
guanylate cyclase and stimulate retinal phosphodiesterase activities.

Melatonin significantly increased S3H-glutamate uptake, this effect
persisting in a Ca2*-free medium. On the other hand, melatonin increased 3H-
glutamate release through an effect that was Ca2* sensitive. Melatonin
significantly increased 45Ca2+ uptake by a crude synaptosomal retinal fraction,
after a 20 min incubation. Taking into account that melatonin affects the cGMP
system and that 3H-glutamate uptake and release and 45Ca2* uptake were
stimulated by cGMP analogs, these results suggest that melatonin could
increase 3H-glutamate release by increasing cGMP levels.

The presence of specific high-affinity receptors, showing a
pharmacological profile consistent with a ML-1-like site, was also
demonstrated. In addition, an equipotent decrease in the total specific binding
of 2-[125()-melatonin caused by GTP and GDP suggested that these binding
sites could be G inhibitory protein-coupled receptors. Likewise, melatonin
significantly decreased cAMP accumulation. This cyclic nucleotide might act as
a second messenger for melatonin action, and/or regulate melatonin
biosynthesis by a negative feed-back mechanism.

In all cases, melatonin effects occurred in a time-dependent manner,
showing a high correlation with daily variations in 2-[125I]-melatonin specific
binding sites density found in hamster retina. Maximal density was observed at
24.00 h in coincidence with the maximal sensitivity window for the melatonin
effects. Daily variations in the density of melatonin binding sites is probably
regulated through up- and down-regulation mechanisms, induced by melatonin
on its own binding sites.

Collectively, the foregoing resuits suggest that in the hamster retina,
melatonin could participate in the photic information transduction or processing
mechanisms, as a "sensory-paracrine" signal. In fact, meiatonin is released by
photoreceptor cells in response to a sensorial stimulus (darkness), and acts
locally by modulating several aspects of retinal physiology.



Abreviaturas-pag. 19

ABREVIATURAS

ADN Acido desoxirribonucleico

ADP Adenosina difosfato

5'-AMP 5'-Adenosina monofosfato

AMPc Adenosina monofosfato ciclico

ATP Adenosina trifosfato

Bmax Concentracion maxima de sitios de unién
8-Br-GMPc 8-bromoguanosina monofosfato ciclico
°C Grados centigrados

CACA Acido cis-4-aminocroténico

Ci Curie

cm Centimetro

cpm Cuentas por minuto

dibutiril-GMPc 2'-O-dibutirilguanosina monofosfato ciclico
Dopamina 3,4-dihidroxifeniletilamina

dpm Desintegraciones por minuto

EDTA Acido etiléndiamino tetracético

EGTA Acido etilenglicol tetracético

EP Epitelio pigmentario

ES Error standard

FAD Flavin adenina dinucleotido

fmol Femtomol

GABA Acido gama-aminobutirico

GABA-T GABA-transaminasa

GAD Glutamico descarboxilasa

GC Guanilato ciclasa

GCAP Proteina activadora de la guanilato ciclasa
GDP Guanosina difosfato

Gi Proteina G inhibitoria

GMP Guanosina monofosfato

5'-GMP 5'-guanosina monofosfato

GMPc Guanosina monofosfato ciclico

GnRH Hormona liberadora de gonadotrofinas

Gs Proteina G excitatoria
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NSQ Nucleos supraquiasmaticos
NOS Oxido nitrico sintetasa
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pmol Picomol

PMSF Fluoruro fenilmetilsulfonilo
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Practicamente la tercera parte del nivel mas elevado de organizacion del
cerebro humano, la corteza cerebral, esta dedicada al procesado visual. Desde
nuestros ojos, emergen 2 millones de fibras que conforman el nervio 6ptico, en
tanto que el nervio auditivo, instrumental en el proceso de audicion, incluye
apenas 30.000 fibras. La visién valida todos los otros sentidos; cuando oimos,
olemos, tocamos algo, usualmente y en forma espontanea tendemos a
observarlo. Una prueba curiosa de la importancia de este sentido en nuestra
vida, es como la vision trasciende a nuestro lenguaje cotidiano: "ver para creer”
dice el esceéptico, "prevision” nos recomiendan los economistas. Probablemente
por estas razones, la vision es el sentido mas profundamente estudiado por los
investigadores, sin embargo, los mecanismos de procesado de informacién
visual a nivel retiniano en particular o a cualquier otro nivel de la via visual,
estan aun muy alejados de la comprensién de cémo vemos. El objetivo de este
trabajo de tesis ha sido contribuir a la elucidacién de algunos de los complejos
mecanismos a nivel retiniano, esenciales para comunicarnos eficientemente
con el mundo exterior.

I. LA RETINA
I. 1. ANATOMIA DE LA RETINA

La arquitectura funcional y la complejidad del circuito sinaptico de la
retina de mamiferos difiere entre las distintas especies, pero esencialmente
sigue un principio comun de organizacion, que permite a la retina codificar e
interpretar la sefal visual (Kolb y Nelson, 1984). La retina codifica el mundo
visual, transformando los estimulos luminosos en impulsos nerviosos que son
enviados al cerebro. En la corteza, las sefales son interpretadas y configuran
la percepcion visual: una sensacion subjetiva de la forma, el color, la
profundidad, el movimiento de los objetos y el espacio que nos rodea.

La retina es una lamina fina de tejido nervioso situada en el fondo del
ojo, de aproximadamente un cuarto de milimetro, que constituye una
prolongacién del sistema nervioso central (Figura A). Esta constituida por tres
capas de cuerpos neuronales separadas por dos capas formadas por las
sinapsis entre los axones y dendritas de estas células. Esencialmente la retina
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esta constituida por cinco tipos celulares (Dowling, 1979), que se conectan a
través de sinapsis: los fotorreceptores (conos y bastones), las ceélulas
bipolares, ganglionares. horizontales y amacrinas. A pesar de la existencia de
estos cinco tipos de células retinianas, desde un punto de vista funcional, la
retina posee en realidad muchos mas elementos celulares, dado que cada tipo
presenta a su vez varios subtipos con caracteristicas propias.

esclerdbcs

cristalino

Figura A. Localizacion de la retina en un corte sagital de ojo humano (izquierda). A la

derecha se muestra un detalle de la retina en la zona de la fovea.

En la mayoria de las especies, los bastones son mucho mas numerosos
que los conos, aunque la cantidad de ambos tipos celulares varia
marcadamente sobre la superficie de la retina. En el centro de la retina, donde
la agudeza visual es maxima, se observan solo conos, mas densamente
distribuidos que en el resto de la superficie de la retina. Esta area de
aproximadamente medio milimetro de espesor se denomina fovea. Los
fotorreceptores se encuentran en la capa de la retina mas cercana al fondo del
globo ocular, mas alejada de la cornea y de la entrada de la luz. Por
consiguiente, ésta debe atravesar las otras capas retinianas antes de alcanzar
la capa de fotorreceptores, salvo en la fovea, donde la luz incide directamente.
La posicién de la retina, por lo tanto, se encuentra invertida respecto de la
entrada de la luz. A través de esta disposicidn los fotorreceptores se
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encuentran en contacto con una capa de células que contienen un pigmento
de color negro llamado melanina (Hubel, 1988). Esta ultima capa celular se
denomina epitelio pigmentario (EP) y posee tres funciones fundamentales: 1)
aporta vitamina A para el proceso de fototransduccion (Davson, 1990), 2) la
melanina del EP protege al fotorreceptor de la incidencia de niveles excesivos
de iluminacion (Carr y Siegle, 1979) y 3) a través de un mecanismo de
fagocitosis, las células del EP participan activamente en el recambio de los
discos de membrana de los fotorreceptores, que posibilita la restauracion de
los niveles del fotopigmento (Bok, 1985).

Desde el fondo hacia el centro del globo ocular, los 5 tipos celulares
descriptos se disponen de la siguiente manera: los somas de los
fotorreceptores se localizan en la capa denominada nuclear externa, con los
segmentos externos (lado apical de la célula) dirigidos hacia el EP y los
terminales sinapticos hacia el centro del globo ocular. Los terminales de los
fotorreceptores hacen sinapsis con las prolongaciones neuriticas de las células
horizontales y bipolares en la capa plexiforme externa. Los somas de las
células horizontales, bipolares y amacrinas se encuentran ubicadas en la parte
media, entre la capa de fotorreceptores y las células ganglionares, en el area
denominada capa nuclear interna. Las células bipolares son mas numerosas y
dominan la capa media de la retina. Las sinapsis establecidas entre las
proyecciones neuriticas de las células bipolares, amacrinas y ganglionares se
localizan en la capa plexiforme interna. Por ultimo, en la capa retiniana mas
cercana al centro del globo ocular se dispone la capa de células ganglionares,

cuyos axones proyectan fuera del ojo, a través del disco optico, para formar el
nervio optico (Figura B).
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Figura B. Los 5 tipos celulares
principales quc conforman la retina. Se
disponen en 3 capas nucleares (nuclear
externa: conos (C) v bastones (B): nuclear
interna: horizontales (H). amacrinas (A) v
bipolares (Bi): capa de ganglionares (G)) v
dos capas donde se localizan las concxiones
entrc estos tipos celulares (capas

plexiformes intcrna v externa).

Las células bipolares reciben "input" directo de los fotorreceptores, y
hacen sinapsis con las células ganglionares directamente. Las células
horizontales conectan los fotorreceptores con las células bipolares, a través de
proyecciones que se extienden paralelas a las capas retinianas. Las células
amacrinas establecen conexiones sinapticas, paralelas a la superficie
retiniana, entre neuronas bipolares y ganglionares. En base a las conexiones
anatomicas y funcionales entre los distintos tipos celulares retinianos, se
postula que la informacion fluye a través de la retina siguiendo dos vias: un
camino directo desde los fotorreceptores a las células bipolares y de éstas a
las ganglionares; y uno indirecto, en el que las células horizontales se
interponen entre los fotorreceptores y las células bipolares, y las células
amacrinas entre las bipolares y las ganglionares. La via directa de transmision
de informacidon es altamente especifica, puesto que uno o pocos
fotorreceptores se conectan con una célula bipolar y una o pocas de éstas con
las células ganglionares. La via indirecta, en cambio, es mas difusa,
conectando un mayor numero de células a través de sus proyecciones
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laterales. Este plan general de conexiones retinianas, fundamentalmente a
nivel de las vias directas, varia dramaticamente entre las zonas localizadas
cerca o dentro de la fovea y las zonas periféricas de la superficie retiniana. En
la fovea o las zonas adyacentes sélo un fotorreceptor se conecta con una
célula bipolar y ésta a su vez con una sola célula ganglionar. Al alejarse
progresivamente de la fovea hacia la periferia, un nimero cada vez mayor de
fotorreceptores convergen sobre una unica célula bipolar y varias de éstas
sobre una ganglionar. El aito grado de convergencia en la periferia junto con la
alta especificidad en la zona central retiniana, permiten comprender la relacion
existente entre el niumero de fotorreceptores y la cantidad de fibras en el nervio
optico (125:1), sin pérdida de la agudeza visual (Hubel, 1988).

. 2. MECANISMO DE FOTOTRANSDUCCION

La principal funcion diferenciada de la retina es el mecanismo de
fototransduccioén.

La visién se inicia con la transformacion de los paquetes de energia
electromagnética, fotones, en sefales nerviosas susceptibles de ser
interpretadas por el cerebro. Los ojos de la mayoria de los vertebrados poseen
los dos tipos de fotorreceptores, bastones y conos. Los primeros intervienen en
la visién con luz escasa, ya que son capaces de responder a unos pocos
fotones y pierden su capacidad de emitir sefiales al aumentar la intensidad
luminica ambiental (a un nivel de pleno dia), debido a su répida saturacion.
Los conos en cambio, permanecen activos durante la vision diurna a plena luz.
Los conos no son capaces de dar respuesta en luz muy tenue, ya que
necesitan cientos de fotones para ser estimulados. Por lo tanto, son menos
sensibles que los bastones y presentan umbrales elevados de saturacion. La
senal interpretada por los conos es mas rica en detalles y permite la
percepcion del color.

El fotorreceptor esta formado por un segmento externo, donde se
produce la absorcion de la luz y la traduccion de ésta en una sefial eléctrica
(mecanismo de fototransduccion). El terminal sinaptico se localiza en el
extremo opuesto, donde se produce la liberacién del neurotransmisor, por
intermedio del cual la sefal alcanza los otros tipos celulares. Entre el
segmento externo y el terminal se encuentra el segmento interno, donde
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ocurren la mayoria de los procesos metabolicos celulares. Las diferencias
morfoldgicas entre los conos y los bastones se representan en la figura C.

segmento
externo

sagmento

segmento
Interno

terminal
sinaptico

terminal

ﬂnlwco\"

Figura C. Representacion esquematica de los conos y bastones.

Ambos tipos de segmentos externos poseen una gran extension de
membrana, formando una pila ordenada de discos de membrana, donde se
encuentran altas concentraciones de un pigmento fotosensible, la rodopsina en
el caso de los bastones y tres tipos distintos de conopsinas (en la retina
humana) en las tres clases de conos. Uno de estos tipos de conopsina
absorbe méaximamente a longitudes de onda cortas (azul), otro a longitudes
medias (verde) y el tercero a longitudes largas (rojo) del espectro visible. La
diferencia en las bandas de absorcion de los conos es la base, al menos en
una primera etapa, de la percepcion del color.
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¢ Como se origina la senal eléctrica a partir de la absorcién de la luz en
un bastén o en un cono?

Sorprendentemente, en oscuridad completa. el fotorreceptor se
encuentra despolarizado. Este fenébmeno se debe a una elevada conductancia
a los iones sodio en el segmento externo que fluyen desde el espacio
extracelular hacia el interior de la célula, originando lo que se denomina la
"corriente oscura”, una corriente eléctrica entrante que provoca la
despolarizacion del fotorreceptor. El circuito de corriente es completado por un
flujo saliente de iones potasio en el segmento interno y en el terminal, cuyas
membranas presentan alta permeabilidad a este cation. En presencia de luz, el
fotorreceptor se hiperpolariza, es decir, incrementa la magnitud de la diferencia
de potencial transmembrana. Esta hiperpolarizacion es provocada por el
bloqueo del influjo de sodio y por consiguiente de la corriente oscura. El
potencial de membrana de un fotorreceptor en reposo (en completa oscuridad)
es de aproximadamente unos -40 mV. Un pulso de luz provoca una
hiperpolarizacion que aumenta con la intensidad del estimulo. La respuesta
maxima corresponde a un cambio en 30 mV, alcanzando el potencial
transmembrana un valor de -70 mV, cercano al potencial de equilibrio del
potasio.

En 1975, Fettiplace y Baylor demostraron que la hiperpolarizacion del
fotorreceptor es necesaria y suficiente para transmitir informacién a otros tipos
celulares. La hiperpolarizacién del fotorreceptor mediante estimulos eléctricos
induce cambios en la frecuencia de disparo de una célula ganglionar, de
manera similar a la modificacién provocada por la aplicacién de un estimulo
luminoso sobre ese fotorreceptor (Schnapf y Baylor, 1987).

En condiciones de oscuridad, el glutamato es liberado de manera tonica
por el terminal sinaptico del fotorreceptor. El cambio de potencial
transmembrana generado por la luz en el segmento externo se propaga hacia
el terminal, donde se traduce en un fenédmeno quimico: la inhibicién de la
liberacion del transmisor. A nivel postsinaptico, el decremento o inhibicién de
la liberacién de glutamato provoca cambios en la conductancia de la
membrana de las células conectadas con los fotorreceptores: las bipolares y
las horizontales (Nicholls, 1992).

El pigmento visual de los bastones, la rodopsina, estda compuesto por
dos moléculas: una proteina llamada opsina y un cromoéforo, formado por el
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aldehido 11-cis de la vitamina A, denominado retinal. La absorcion de un foton
produce la isomerizacion del retinal que pasa a una configuracion 11-trans. La
proteina sufre rapidos cambios conformacionales con varios intermediarios.
Uno de ellos, conocido como metarrodopsina |l, es el estado activo del
pigmento (Matthews et al., 1963, Nathans y Hogness, 1984). Una vez que la
rodopsina ha sido estimulada, el 11-trans retinal se separa de la opsina y en
estas condiciones ya no responde a la luz. Este proceso se denomina
"blanqueo" del fotopigmento (Dowling, 1987).

¢ Cudl es la secuencia de eventos que causa la hiperpolarizacion del
fotorreceptor?

Mediante el uso de registros de "patch clamp" y de técnicas
moleculares, varios autores demostraron que el compuesto guanosina
monofosfato ciclico (GMPc) es el segundo mensajero involucrado en la
transmision de la sefal luminosa, desde la membrana de los discos hasta la
superficie interna de la membrana plasmatica del segmento externo de los
bastones (Fesenko et al, 1985; Stryer, 1987; Yau y Baylor, 1989). En
condiciones de oscuridad, el nucleétido ciclico mantiene abiertos canales
cationicos (de sodio, calcio y magnesio) en la membrana plasmatica del
segmento externo. El flujo de iones por estos canales genera la corriente
oscura, que como ya se menciond, es producida en un 80 % por el influjo de
sodio y en un 15 % por calcio, a favor de sus gradientes electroquimicos (el
5% restante es debido al magnesio) (Yau y Baylor, 1989). Al incidir sobre el
fotorreceptor, la luz induce la caida abrupta de los niveles de GMPc, el
consecuente cierre de los canales y la interrupcion de la corriente oscura que
causa la hiperpolarizacion del fotorreceptor (Baylor, 1987, Yau y Baylor, 1989).
Luego de la transformacion de la rodopsina a su estado conformacional
activado (la metarrodopsina ll), se activa una proteina G particular de la
membrana de los discos de los fotorreceptores, denominada transducina
(Matthews et al., 1963; Stryer y Bourne, 1986). Esta proteina es activada
intercambiando GDP por GTP. La subunidad o de la transducina, separandose
de las subunidades B-y, produce la activacion de una fosfodiesterasa
especifica de GMPc, que cataliza la transformacion de éste en 5'-guanosina
monofosfato (5'-GMP). Consecuentemente, los niveles del nucleétido
disminuyen, se cierran los canales cationicos dependientes de GMPc y el
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fotorreceptor se hiperpolariza. La secuencia de eventos iniciados por la luz a
nivel del fotorreceptor se esquematiza en la figura D.

Figura D. Mccanismo
de fototransduccion, en
el segmento externo de
un baston de la retina de
Luz vertcbrados. La luz
causa la disminucién en
los niveles de GMPc, la
hiperpolarnizacion del
fotorreceptor v la
inhibicion de la
liberacién de glutamato

en el terminal.

(-4
GLUTAMATO

Esta secuencia de eventos permite una gran amplificacién de la
respuesta a la luz. Una sola molécula de metarrodopsina Il puede activar a
cientos de subunidades a de la proteina G y cada una de éstas, a su vez,
activa a fosfodiesterasas que hidrolizan miles de moléculas de GMPc. De esta
manera, la fotoactivaciéon de una sola molécula de rodopsina puede provocar
la hidrélisis de 100.000 moléculas de GMP ciclico por segundo (Baylor y
Fuortes, 1970; Kandel, 1991).

. 3. MECANISMOS REGULATORIOS DE LA FOTOTRANSDUCCION

Los fotorreceptores responden a incrementos en la intensidad de luz y
se adaptan o desensibilizan frente a la iluminacién constante. La activacion por
la luz de los fotorreceptores de los vertebrados, involucra la secuencia de
eventos ya mencionada, cada uno de los cuales es susceptible de ser regulado
por mecanismos de inactivacion. La hidrolisis de la rodopsina inducida por la
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luz genera una lenta desensibilizacion del fotorreceptor dada la menor
disponibilidad de pigmento.

Existe un segundo mecanismo de inactivacién mucho mas rapido, que
involucra la fosforilacién de la metarrodopsina I, catalizado por una rodopsina
quinasa que actua antes de que se produzca su hidrélisis. La fosforilacion de
la metarrodopsina Il reduce su capacidad para estimular a la transducina y
aumenta su afinidad por una proteina llamada arrestina. La unién de la
arrestina a la metarrodopsina Il inhibe su accion estimulatoria sobre mas
moléculas de transducina (Gurevich y Benovic, 1993; Ohguro et al., 1994). Se
ha descripto que la rodopsina es también sustrato de la proteina quinasa C
(PKC) (Newton y Williams, 1993). En experimentos in vitro se observo gue
concentraciones elevadas (aunque fisioldgicas) de Ca2* inhiben el mecanismo
de fosforilacion de la rodopsina, es decir impiden su inactivacion, en presencia
de una proteina que une Ca2t conocida como S-modulina o recoverina
(Kawamura et al., 1993).

Un tercer mecanismo de inactivacion del proceso de fototransduccion es
debido a la actividad GTPasa intrinseca de la subunidad « de la transducina (T
o). Esta subunidad se "auto-inactiva" hidrolizando el GTP unido y, por
consiguiente, perdiendo la capacidad de activar mas moléculas de
fosfodiesterasa (Noel et al., 1994). Adicionalmente, se describid la existencia
de una proteina llamada fosducina que interactua con las subunidades B-y de
la transducina, impidiendo que se unan a la T o (Lee et al., 1992). Esto
provoca una menor disponibilidad de transducina trimérica, que es la forma
activable por la metarrodopsina Il.

La fosfodiesterasa especifica de GMPc¢ es un tetréamero formado por dos
subunidades cataliticas (P o y PB) y dos subunidades inhibitorias iguales (Py)
(Koutalos y Yau, 1993). Esta enzima es inhibida cuando las subunidades Py se
reasocian con las subunidades cataliticas. Las subunidades P a y PB son
activas en estado libre, mientras que las subunidades Py permanecen unidas a
ta Ta de la transducina. Cuando la Ta hidroliza el GTP unido, se inactiva y
deja libres las subunidades Py de la fosfodiesterasa, las que a su vez se
reasocian con las subunidades cataliticas inactivandolas (Clerc y Bennett,
1992). Sin embargo la inactivacion de la PDE ocurre aun en ausencia de la
hidrolisis de GTP. Se ha sugerido que tal mecanismo podria ocurrir a través de
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la fosforilaciéon de la subunidad Py, que disminuye su afinidad por la Ta y
aumenta su afinidad por las subunidades cataliticas (Erickson et al, 1992).

Multiples evidencias sefalan que el calcio intracelular esta involucrado
en el proceso de recuperacion de la repuesta del fotorreceptor al estimulo
fotico y en el mecanismo de adaptacion a la luz (Yau, 1991). Algunos
mecanismos de inactivacion se basan en una disminucién del calcio
intracelular que ocurre como respuesta a la luz. Los niveles de caicio
citoplasmatico en el segmento externo son regulados por la entrada de Cal* a
través de los canales cationicos activables por GMPc y su eflujo a través de un
intercambiador de Na*/ Ca2*-K*, ademas de un proceso de "buffering"
intracelular de Ca2* que incluiria a varias proteinas intracelulares que se unen
al cation (Kaupp y Koch, 1992). La hidrdlisis de GMPc inducida por la luz,
reduce el influjo sin modificar el eflujo de calcio (Lagnado et al., 1992).

El efecto del calcio es mediado, al menos, por tres mecanismos. Uno de
ellos ocurre a través de la modulaciéon de la afinidad del canal por el GMPc, a
través de un mecanismo dependiente de calmodulina, que disminuye la
afinidad del canal por el nucleétido (Hsu y Molday, 1993). Por otra parte, el
decremento en los niveles de calcio intracelular induce la resintesis del
nucleétido ciclico, a través de la activacion de la guanilato ciclasa (Koch y
Stryer, 1988; Gorczyca et al., 1994a). Se ha sugerido que este efecto esta
mediado por proteinas denominadas GCAP (proteina activadora de la
guanilato ciclasa), que estimulan la actividad de la guanilato ciclasa de la
membrana del fotorreceptor en condiciones de bajo calcio intracelular
(Gorczyca et al.,, 1994b). Se han identificado al menos dos proteinas
aparentemente distintas con pesos moleculares de 20 y 24 kDa con funcién de
GCAP (Gorczyca et al., 1994a; MacFarland, 1995). La consecuente sintesis de
GMPc por la guanilato ciclasa restaura, al menos parcialmente, los niveles del
nucledtido, causando la reapertura de canales. La entrada de calcio genera
una disminucién en la actividad de la guanilato ciclasa y un retorno a un
estado intermedio entre el estado inicial (fotorreceptor mas despolarizado) y el
estado de hiperpolarizacion del fotorreceptor, inmediatamente después de la
aplicacion del estimulo luminoso. La retroalimentacion por calcio de la
guanilato ciclasa permitiria el mantenimiento de niveles constantes de GMPc
en la oscuridad y la recuperacién de los niveles del nucledtido ciclico,
siguiendo al estimulo fotico. Consecuentemente, el potencial de membrana del
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fotorreceptor retorna a un estado menos hiperpolarizado, permitiendo que siga
respondiendo a niveles continuos o mas elevados de iluminacién ambiental
(Koch y Stryer, 1988).

Un tercer mecanismo regulatorio vinculado al calcio ocurre a través de
un efecto estimulatorio sobre la fosfodiesterasa especifica de GMPc
(Kawamura y Murakami, 1991; Kawamura et al., 1992). Se ha sugerido, sin
embargo, que el efecto estimulatorio del calcio sobre la fosfodiesterasa podria
ser una consecuencia del retraso generado por el cation en la inactivacion de
la metarrodopsina ll, a través de la S-modulina, como se describid previamente
(Lagnado y Baylor, 1992; Kawamura, 1993). Es decir que la disminucién en los
niveles de calcio intracelular resultaria en una mas rapida inactivacion de la
metarrodopsina |l y, en consecuencia, en una mas rapida inhibicién de la
fosfodiesterasa activada por la luz.

l. 4. PROCESADO DE LA INFORMACION FOTICA

Los circuitos de neuronas que conforman la retina efectuan analisis
complejos de la imagen visual, acentuando ciertas caracteristicas y mitigando
otras (procesado visual) (Masland,1987). Los primeros indicios sobre el
proceso de codificacion de la informacion fética en la retina de los mamiferos
datan de 1952. Los experimentos iniciales fueron realizados por Stephen W.
Kuffler, quien observdé cambios en la actividad eléctrica de células
ganglionares en respuesta a estimulos luminosos. Al registrar eléctricamente
células ganglionares individuales, observd una descarga continua de
potenciales de accidon aun en ausencia de estimulo. Estas células, en
presencia del estimulo luminoso, modifican su patron de descarga,
incrementando o disminuyendo la frecuencia de disparo. Kuffler observé que
cada célula ganglionar respondia maximamente al estimulo ubicado en un area
precisa del campo visual (o de la superficie de la retina), que se denomino
"campo receptivo”. El campo receptivo de las células retinianas se define como
el area de la retina sobre la que la aplicacion del estimulo fético modifica la
actividad de la célula en cuestion. Por definicion, la iluminaciéon que incide en
un area fuera del campo receptivo de una célula en particular no produce
ningun efecto sobre la actividad de esa célula (Kuffler, 1953). Los "campos
receptivos" de las células ganglionares presentan la caracteristica de ser
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conceéntricos, con un centro y una periferia antagoénicos. Las células pueden
dividirse a su vez en dos poblaciones distintas, las que se excitan ("on-center")
y las que se inhiben ("off-center”) al estimular el centro de su campo receptivo.
Algunos tipos de células ganglionares dan mejor respuesta a manchas
circulares de luz, bordes en movimiento o cambios bruscos en la intensidad de
iluminacion, y otros tipos, a manchas de luz de un determinado color que se
hallan sobre un fondo de color contrastante. De este modo, todas estas clases
celulares apoyan una regla comun en el procesado visual: el sistema esta
diseflado para responder a diferencias de iluminacién (luces y sombras), de
color entre objetos, o entre un objeto y su medio circundante. Es decir,
interpreta contrastes mas que intensidades o longitudes de onda absolutas.
Todas las células ganglionares comparten la caracteristica de no responder o
responder pobremente a la iluminacién difusa del campo visual (Kuffler, 1953).

Las células bipolares como ya se describio, ocupan una posicion
"estratégica” de manera que todas las sefales originadas en los
fotorreceptores deben pasar a través de ellas para llegar a las células
ganglionares. Esto significa que forman parte tanto de la via directa como
indirecta; en contraste, las células horizontales forman parte Unicamente de
esta ultima. Cada célula bipolar recibe el "input" desde conos o bastones. Las
celulas bipolares y las horizontales presentan solamente respuestas
graduadas, despolarizantes o hiperpolarizantes, en respuesta a la iluminacioén
de los fotorreceptores. Algunas de las células bipolares responden a la
iluminacion despolarizandose, mientras que otras dan respuestas
hiperpolarizantes. Esta diferencia en la respuesta al estimulo luminoso esta
determinada por las caracteristicas de los receptores postsindpticos en cada
tipo de célula bipolar, ya que los fotorreceptores siempre se hiperpolarizan en
respuesta a la luz y liberan exclusivamente glutamato como neurotransmisor,
liberado tonicamente en oscuridad (Miller y Schwartz, 1983; Sarthy et al., 1986;
Daw et al., 1989). Estas diferencias funcionales determinan la existencia de
bipolares de tipo "on-center" y "off-center". El tipo de sinapsis que presentan
las céluias bipolares con los fotorreceptores es excitatoria para las "off-center"
(ya que se despolarizan en ausencia de luz, al igual que los fotorreceptores) e
inhibitoria para las "on-center" (se despolarizan en presencia de luz, en tanto
que los fotorreceptores se hiperpolarizan) (Baylor y Fettiplace, 1977).
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Los fotorreceptores transmiten informacion a las células horizontales a
través de sinapsis excitatorias, ya que son despolarizadas cuando el
fotorreceptor libera glutamato. Se ha postulado que las células horizontales en
oscuridad liberan GABA ténicamente, hiperpolarizando los terminales de los
fotorreceptores adyacentes (Marc et al., 1978; Ehinger y Dowling, 1987).
Cuando la luz hiperpolariza a un fotorreceptor, la célula horizontal que recibe
su "input" también se hiperpolariza y el terminal del fotorreceptor que recibe el
"input" desde la célula horizontal, se libera de la inhibicién.

En resumen: las células bipolares presentan campos receptivos con
antagonismo centro-periferia de tipo "on-center” y "off-center". El centro del
campo receptivo de una célula bipolar estd formado por uno o varios
fotorreceptores que ocupan un area retiniana relativamente pequefia y se
conectan directamente con esa célula bipolar. Si estas conexiones son
inhibitorias se trata de una célula bipolar "on-center", que se despolariza
cuando la luz incide en el centro de su campo receptivo. Si las conexiones son
excitatorias se trata de una bipolar "off", y en ese caso la luz en el centro de su
campo receptivo provoca su hiperpolarizacion. La misma célula bipolar, recibe
a su vez "input” fético por una via indirecta, a través de células horizontales
inhibitorias, desde fotorreceptores localizados en la periferia de su campo
receptivo (Figura E).
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Figura E. Las respuestas de las células bipolares son determinadas por el “input”

fotico desde los fotorreceptores directamente y desde las células honzontales.

El mecanismo por el cual la periferia del campo receptivo de una célula
bipolar, ejerce su efecto antagénico sobre el centro del mismo se conoce como
mecanismo de inhibicion lateral y se establece a través de las sinapsis
inhibitorias de las células horizontales sobre los fotorreceptores que hacen
sinapsis sobre esta célula bipolar. El efecto de iluminar el centro del campo
receptivo de una célula bipolar "on-center” es estimulatorio (se despolariza y
libera mas neurotransmisor) y si se ilumina la periferia, el efecto es inhibitorio
sobre la actividad de esta célula. Para una célula bipolar off-center, ocurre el
mecanismo inverso.

Las sinapsis entre las células bipolares y las ganglionares son
probabiemente excitatorias, conectando por lo tanto, bipolares "on-center” con
ganglionares "on-center" y bipolares "off-center" con ganglionares "off-center”
(Baylor y Fettiplace, 1977). Presumiblemente, el neurotransmisor de las células

bipolares es también el glutamato (Nawy y Jahr, 1990; Massey, 1991;
Barnstable, 1993).
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Las células amacrinas presentan una amplia variedad de formas vy
utilizan una gran variedad de neurotransmisores entre ellos glicina, dopamina,
indolaminas, acido gamma-aminobutirico (GABA) y acetilcolina (Masland,
1988). Existen evidencias que indican que estos transmisores regulan
principalmente la sensibilidad visual y contribuyen al antagonismo centro-
periferia. Adicionalmente, el péptido intestinal vasoactivo (VIP), liberado por
estas células, tendria un rol tréfico en el desarrollo del ojo (Stone et al., 1988).
Las células amacrinas como las ganglionares, pueden disparar potenciales de
accién.

Se han descripto vias separadas de transmision de la informacién para
los conos y los bastones (Kolb y Famiglieti, 1974, Sterling et al, 1988; Miller,
1989). Los conos y los bastones contactan distintos tipos de células bipolares.
Las bipolares especificas de los conos (tipo "on y off ") y las bipolares
especificas de los bastones que son siempre de tipo "on". Por consiguiente, la
luz sobre el bastén genera la despolarizacion de la célula bipolar a la que se
conecta. Estas células bipolares hacen sinapsis, en la capa plexiforme interna,
con una célula amacrina particular de tipo A Ii, también especifica de la via de
los bastones. Tanto la via de los conos, mas directamente, como la de los
bastones, a través de este tipo de células amacrinas, convergen en las mismas
células ganglionares. La activacién de la via de los bastones provoca la
estimulacion de las células ganglionares de tipo "on-center” y la inhibicién de
las "off-center”.

La funcién principal de la retina, convertir las sefales luminosas en una
serie de impulsos nerviosos, requiere una maquinaria muy compleja. La retina,
a través de algunos de los mecanismos ya descriptos, posee la extraordinaria
capacidad de modificar sus niveles de sensibilidad a la intensidad luminosa.
Estos ajustes permiten a la mayoria de los mamiferos ver adecuadamente
tanto a la luz del sol como a la de las estrellas. La retina es también capaz de
transmitir informacién sobre las distintas longitudes de onda del espectro de
luz, permitiendo asi la percepcion del color, ademas de la forma, la
profundidad y el movimiento (Masland, 1987).
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Il. El GABA EN LA RETINA

El acido gamma-aminobutirico, es el principal neurotransmisor
inhibitorio en el sistema nervioso central (SNC). EI GABA fue el primer
compuesto que satisfizo todos los criterios para ser establecido como un
neurotransmisor en la retina de vertebrados (Bolz et al., 1985, Massey y
Redburn, 1987; Dowling 1987).

El GABA juega un rol fundamental en el procesado de informacién
visual en la retina, a través de elementos celulares laterales inhibitorios como
las células horizontales y amacrinas, que modulan el flujo vertical de
informacion visual desde los fotorreceptores hasta las células ganglionares.
Recientemente se ha comenzado a comprender el circuito sinaptico detallado y
los mecanismos receptores gabaérgicos en la retina. Las neuronas
gabaérgicas representan aproximadamente la mitad de las neuronas
inhibitorias y tres cuartas partes de las sinapsis inhibitorias de la retina de
vertebrados. Un ejemplo de estos circuitos laterales son las células
horizontales que interactian con conos, bastones y células bipolares de una
manera no completamente elucidada. Se ha descripto que las células
horizontales de algunos vertebrados son gabaérgicas. Este tipo celular se ha
estudiado mas detalladamente en la retina de vertebrados inferiores tales
como peces, anfibios y reptiles (Wu, 1991). En mamiferos existen al menos
dos tipos de células horizontales. Las evidencias que indican la presencia de
inmunorreactividad para GABA y la enzima de sintesis, acido glutamico
descarboxilasa (GAD), en estos tipos celulares son controvertidas (Brandon et
al.,, 1979, Bolz et al.,, 1985; Osborne et al., 1986;: Agardh et al., 1987). En
células horizontales de mamiferos se ha descripto inmunomarcacion
esporadica para GABA, que parece depender de la localizacion de las células
horizontales en la retina (Mosinger y Yazulla, 1987; Grunert y Wassle, 1990).
Recientemente, en |a retina de hamster dorado, se describid
inmunorreactividad para GABA en la zona mas externa de la capa nuclear
interna retiniana, en células con una morfologia compatible con las
horizontales, aunque la mayor senal positiva se encontré en las células
amacrinas. Existen convincentes evidencias que indican que en la retina de
gato y conejo, aproximadamente un 25-40 % de las células amacrinas son
gabaérgicas, (Freed et al, 1983, Mosinger y Yazulla, 1985).
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Una tercera clase de circuito modulador, es el constituido por las células
interplexiformes  (un tipo particular de célula amacrina) (Dowling y
Ehinger,1978. Wulle y Schnitzer,1989), que establecen circuitos de
retroalimentacion negativa sobre las dendritas de las células bipolares en la
capa plexiforme externa (Pourcho y Goebel, 1983). En mamiferos existen al
menos dos tipos de células interplexiformes gabaérgicas (Nakamura et al.,
1980; Wassle y Chun, 1989). En células amacrinas se ha descripto la co-
localizacion de GABA, con otros neurotransmisores como acetilcoling,
dopamina y posiblemente indolaminas (Massey et al., 1991; Wassle y Chun,
1988; Kosaka et al.,, 1987). Se ha postulado que fas células horizontales y
amacrinas gabaérgicas, constituyen los principales componentes de la
periferia de los campos receptivos de las células bipolares y ganglionares
retinianas (O' Hare y Owen, 1990; Slaughter y Pan, 1992).

El GABA ejerce su accién a través de receptores de membrana
especificos. Los receptores gabaérgicos de los vertebrados se clasifican en
tres grupos: 1) los receptores GABAp, de tipo ionotropico, que poseen un
canal de ClI- formando parte de la molécula receptora. La respuesta gabaérgica
de tipo A es agonizada por muscimol y antagonizada por bicuculina. Este tipo
de receptor es un complejo supramolecular formado por 5 subunidades
proteicas (2 a, B, v, 8) (Olsen y Tobin, 1990) y es susceptible de modulacion
por una variedad de ligandos. Por ejemplo, las benzodiazepinas se unen
especificamente a la subunidad y y los barbituricos a las subunidades o y B
(Bowery et al., 1984; Olsen y Venter, 1986; Stephenson, 1988; Bormann y
Feigenspan, 1995). 2) Los receptores GABAR, acoplados a una proteina G y a
un sistema de segundos mensajeros, regulan canales de Ca2+* y/lo K* (Bowery
et al., 1984, Bormann, 1988; Bormann y Feigenspan, 1995). El baclofen (Hill y
Bowery, 1981) es un agonista especifico de este tipo de receptores, mientras
que el saclofen, 2-hidroxisaclofen y el faclofen (Kerr et al., 1987, 1989), entre
otros, son antagonistas especificos. 3) Los receptores GABA( al igual que los
GABAp regulan canales de Cl- acoplados al receptor y estan formados por
subunidades proteicas de tipo p (Bormann y Feigenspan, 1995; Djamgoz,
1995). Estos canales, como los de los receptores de tipo GABAp, son
bloqueables por picrotoxina, aunque son insensibles tanto a bicuculina como a
baclofen. Los agonistas especificos de los receptores GABAC son los acidos
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trans- y cis-4-aminocrotoénico (TACA y CACA) (Djamgoz, 1995). Sin embargo el
TACA es también considerado un agonista GABAp (Johnston et al., 1975).

Existen varias evidencias, obtenidas a partir de estudios
electrofisiologicos y farmacoldgicos, que indican que los receptores
gabaérgicos en los fotorreceptores de vertebrados inferiores, son
principalmente de tipo GABAp (Lam et al., 1978; Murakami et al., 1982a,
1982b; Tachibana y Kaneko, 1984; Kaneko y Tachibana, 1986, Wu, 1991).
Algunas de las subunidades proteicas que forman parte del receptor
gabaérgico tipo A se han identificado en los fotorreceptores de retina de pez,
pollo, gato y rata (Yazulla et al., 1989; Djamgoz, 1995). Adicionalmente, se ha
descripto la presencia de receptores GABAp en las células amacrinas y
bipolares de la retina de rata (Feigenspan et al., 1993).

Los receptores gabaérgicos descriptos en las células horizontales
podrian actuar como autorreceptores. Los datos disponibles indican que los
receptores, localizados en este tipo celular en la retina de peces, son
principalmente, aunque no exclusivamente, de tipo GABAc (Quian y Dowling,
1993; Djamgoz, 1995). Asimismo, este tipo de receptor se ha localizado en
células bipolares de retina de rata y salamandra (Feigenspan et al., 1993;
Quian y Dowiling, 1993). Sin embargo, algunos autores sugieren que es
inapropiado llamar GABAG a este tipo de receptores, ya que existirian, al
menos en ceélulas bipolares de peces, dos tipos distintos de receptores, con
caracteristicas farmacolégicas de tipo C, uno acoplado a canales de calcio a
través de un mecanismo dependiente de GTP, y otro acoplado a un canal de
cloruro; por consiguiente, estos receptores insensibles a baclofen y bicuculina
representarian dos subtipos de la familia de receptores B y A respectivamente.
Los mismos autores proponen que la resistencia a bicuculina o a baclofén y la
sensibilidad a CACA, resulta insuficiente como criterio farmacologico confiable
en el cual basar la caracterizacion de receptores gabaérgicos en la familia de
receptores GABAC (Matthews et al., 1994).

En mamiferos, el baclofen carece de efecto sobre las células bipolares y
en las células ganglionares sélo se han descripto conductancias
caracteristicas de los canales asociados a los receptores de tipo GABAp
(Lipton, 1989; Yeh et al., 1990). En la retina de peces y anfibios, sin embargo,
se ha descripto la presencia de receptores de tipo GABAg, que modulan la
liberacién de transmisor desde los fotorreceptores (Eliasof y Werblin, 1989; O'
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Hare y Owen, 1990) e inducirian el cierre de canales de calcio en las células
bipolares (Maguire et al., 1989), ademas de abrir canales de potasio en células
amacrinas y ganglionares (Slaughter y Bai, 1989).

lil. LA MELATONINA

En 1958 Lerner y colaboradores aislaron una sustancia con la
capacidad de aclarar el color de la piel de renacuajos, ranas, sapos y peces.
(McCord y Allen, 1917, Kitay y Altschule, 1954). Mas tarde, se elucidé la
estructura quimica de esta sustancia: N-acetil-5-metoxitriptamina, y se la
denomind melatonina (Lerner et al., 1959; Lerner y Case, 1959) (Figura F).
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Figura F. Estructura quimica de la melatonina.

La melatonina es una hormona secretada primariamente por la glandula
pineal a la circulacién general en la mayoria de las especies estudiadas. Ha
sido involucrada en el control del medio interno de los organismos a través de
diversos efectos fisiolégicos. Participa en el control de la reproduccion vy
comportamiento estacional, el metabolismo, la inmunidad, la termorregulacién,
la presion sanguinea y posiblemente en el proceso de envejecimiento. Mas
recientemente, la melatonina se ha asociado con fisiopatologias relacionadas
con el cancer, la epilepsia, los desdrdenes afectivos estacionales y patologias
oculares (Yu y Reiter, 1993).

En los vertebrados inferiores, la glandula pineal es directamente un
organo fotorreceptor que traduce el estimulo luminoso en un impulso nervioso.
En las aves, la glandula pineal es un fototransductor, ya que responde en
forma directa a los cambios de luz, modificando Ia secrecion de melatonina. En
los mamiferos, la pineal es un 6rgano neuroenddcrino. La informacion fética es
transmitida hacia la glandula a través del sistema nervioso simpatico cuyo
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neurotransmisor postganglionar es la noradrenalina. La liberacion de
noradrenalina desde el terminal simpético se traduce en la secrecion pineal de
melatonina (Taylor y Wilson, 1970; Moore y Klein, 1974). Se ha establecido
que la actividad biosintética y secretoria de la glandula pineal responde
primariamente a estimulos luminosos (regulacion de tipo neural) y
secundariamente a estimulos hormonales provenientes de los tejidos
periféricos (regulacion de tipo hormonal) (Moore y Klein, 1974; Alonso et al.,
1993).

lll. 1. BIOSINTESIS Y METABOLISMO DE LA MELATONINA

La biosintesis de melatonina se inicia por la conversion de triptofano en
5-hidroxitriptofano catalizada por la enzima triptofano hidroxilasa. Este a su
vez, es transformado en serotonina (5-HT) por accion de la descarboxilasa de
aminoacidos aromaticos. La 5-HT principalmente en la glandula pineal, pero
también en otros tejidos como la retina, es una molécula precursora de la
sintesis de compuestos indolicos, biolégicamente activos, como la melatonina
(Sudgen, 1989; Nowak et al., 1989). La 5-HT es convertida en melatonina, a
través de dos reacciones catalizadas enzimaticamente. En una primera etapa,
es acetilada a N-acetilserotonina por la accion de la enzima serotonina N-
acetiltransferasa (NAT). Subsecuentemente, la hidroxindol-O-metiltransferasa
(HIOMT), transfiere el grupo metilo de la S-adenosilmetionina a la posicién 5-
hidroxi de la N-acetilserotonina, dando como resultado final la sintesis de
melatonina (Ebadi, 1984 ) (figura G). Ademas de la glandula pineal, se ha
descripto sintesis de melatonina en una variedad de tejidos tales como la
retina, la glandula harderiana, la glandula lacrimal, el cerebro y el intestino de
mamiferos (Pang et al., 1992).

En la induccién de la sintesis de melatonina en la glandula pineal, la
noradrenalina, a través de receptores B-adrenérgicos, provoca un incremento
en los niveles de AMPc que induce la expresion génica de la NAT (Binkley,
1983; Klein, 1985). Existen fuertes evidencias que sugieren que el AMPc es el
principal factor estimulatorio involucrado en este proceso de induccion génica,
también en la retina de diversas especies (luvone y Besharse, 1986a; Nowak y
Zawilska, 1994). En este sentido, el AMPc y sus analogos, son estimulatorios
sobre la actividad de la NAT en condiciones de luz, en la retina de Xenopus,
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pollo, rata y conejo (luvone y Besharse,1983; luvone y Besharse, 1986a;
Zawilska et al., 1991; Zawilska y Nowak, 1992) asi como en fotorreceptores de
polio en cultivo (luvone et al., 1990).

El 84 % de la melatonina circulante es metabolizada periféricamente en
el higado, a través de la hidroxilaciéon en posicién 6 para dar 6-
hidroximelatonina, que luego es conjugada con acido sulfurico o glucurénico y
excretada en la orina o en las heces. El 1% de la melatonina permanece
inalterada y el 15 % como un metabolito no inddlico, la N-acetil-5-
metoxiquinurenamina. En el sistema nervioso central (SNC) el metabolismo de
la melatonina involucra la ruptura del anillo indblico, formandose N-formil-5-
metoxiquinurenamina y N-acetil-5-metoxiquinurenamina, compuestos con
comprobada accion bioldgica (Yu y Reiter, 1993). En la retina de Xenopus se
demostrd que la melatonina es desacetilada a 5-metoxitriptamina (Grace et al.,
1989) en lugar de ser metabolizada a 6-hidroximelatonina (Kopin et al., 1960),
como se observa en la figura G. Esta parece ser una via comun de
metabolizacién en la retina de vertebrados no mamiferos incluyendo a las
aves, aunque no ha sido demostrada en mamiferos (Grace et al., 1991).
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Figura G. Biosintesis (A) v mctabolismo (B v C) dec la melatonina.
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lll. 2. LA MELATONINA EN LA RETINA DE VERTEBRADOS

Desde que se aisl6 e identifico la melatonina en extractos de pineal
bovina, la glandula pineal fue considerada como el unico sitio de origen del
indol (Axelrod, 1974). Por su alta lipofilicidad (Pardridge y Mietus, 1980) la
melatonina secretada por la glandula pineal puede acceder facilmente al ojo
por via sistémica (Bubenik et al, 1978, Cassone et al., 1986). Por
consiguiente, la concentracion ocular de melatonina podria depender de la
secrecion de la glandula pineal. Sin embargo, multiples pruebas
experimentales demuestran que la melatonina es sintetizada localmente en la
retina (Quay, 1965; Cardinali y Rosner, 1971a; Gern y Ralph, 1979; Pang y
Allen, 1986). En este sentido, se demostrd la presencia de 5-hidroxitriptofano
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en la retina de pollo sugiriendo la presencia de la enzima que cataliza su
sintesis (la triptofano hidroxilasa) en este tejido, aunque su actividad
inicialmente no habia sido detectada. (Parkinson and Rando, 1981). En la
retina de Xenopus, se demostro la conversién de 5-hidroxitriptofano en
serotonina, catalizada por la descarboxilasa de aminoacidos aromaticos
(Baker, 1966). Asimismo, se describio la presencia de serotonina en la retina
de diversas especies (Quay,1965; Suzuki et al.,1977; Osborne, 1980;
Parkinson y Rando, 1981; Osborne et al., 1982). Mediante métodos quimicos,
inmunohistolégicos y autorradiograficos, se demostré la presencia de
serotonina localizada en las células amacrinas y sus procesos en la capa
plexiforme interna de la retina de vertebrados inferiores (Hauschild y Laties,
1973). También se describié la actividad de la NAT en la retina de pollo,
gorrion, rata y hamster (Binkley et al.,, 1979) y en los afios 80 se confirmo la
presencia de esta actividad enzimatica en la retina de otras especies de
vertebrados (Miller et al., 1980; Nowak et al., 1989). En retinas de aves y
mamiferos se demostré la presencia del producto de esta enzima, la N-
acetilserotonina (NAS), compuesto precursor de la melatonina (Pang et
al.,1977; 1981a; 1981b; 1983). En 1965 se demostrd por primera vez una alta
actividad de la HIOMT en retina de anfibios, que fue corroborado
posteriormente en la retina de un mayor numero de especies, con excepcion
de los mamiferos (Axelrod et al.,1965; Baker et al, 1965; Quay, 1965). En la
década del 70 qued¢ definitivamente demostrada la presencia de esta enzima
en la retina de mamiferos (Cardinali y Rosner 1971b; Cardinali et al., 1972,
1974; Pévet et al., 1978; Cremer-Bartels, 1979). Otra evidencia a favor de la
sintesis local de melatonina en la retina, se obtuvo mediante la localizacién
inmunohistoquimica de HIOMT en los fotorreceptores bovinos, de rata y de
humanos (Wiechmann y Hollyfield, 1989). La hipotesis fue adicionalmente
avalada por experimentos que demostraron la biosintesis in vitro de melatonina
en retinas de rata, a partir de precursores marcados (Cardinali y Rosner,
1971a). Posteriormente se demostro la sintesis in vitro de melatonina en la
retina de otras especies de mamiferos (Pévet et al., 1978, 1980, 1981). Estas
evidencias establecen firmemente la existencia de un sistema completo de
enzimas y precursores para la sintesis de melatonina en la retina de
vertebrados (Nowak et al., 1989).
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La primera confirmacion de la presencia de melatonina en la retina, se
obtuvo a partir de las mediciones en los ojos laterales de las larvas de
Xenopus (Baker y Hoff, 1971). Posteriormente se detectd la presencia de
melatonina en la retina de pollo, mediante un bioensayo utilizando melanoforos
de renacuajo (Mull y Ralph, 1972). Adicionalmente, en estudios utilizando
cromatografia liquida de alta presidn, se determiné la presencia de melatonina
en la retina bovina (Hall et al., 1985). Contenidos cuantificables del metoxiindol
fueron detectados mas tarde en la retina de peces, anfibios, aves y mamiferos
(Pang et al., 1977, 1980, 1982b, 1983, 1985; Gern et al.,, 1978a;, Hamm y
Menaker, 1980; Reiter et al., 1981, 1983: Yu et al., 1981a; Underwood et al,,
1984).

La melatonina retiniana fue localizada mediante el desarrollo de un
antisuero anti-melatonina y anti-N-acetilserotonina, en la capa nuclear externa
de la retina de rata donde se localizan los somas de los fotorreceptores
(Bubenik et al, 1974). En estudios posteriores, con el desarrollo de un
antisuero mas especifico para melatonina y otro para ambos compuestos
inddlicos, se determind la presencia de concentraciones comparables de
melatonina y N-acetilserotonina en la capa de fotorreceptores de la retina de
rata (Pang et al., 1977). Mediante el uso de distintos tipos de antisueros de
melatonina, se determind su presencia en la capa de fotorreceptores de la
retina de hamster, ratén, codorniz, reptiles y peces (Bubenik et al., 1976a,
1978, Grota y Brown, 1974; Vivien-Roels y Dubois, 1980; Vivien-Roels et al.,
1981). Més recientemente, Mennenga y colaboradores (1991) avalaron los
estudios previos, localizando melatonina inmunohistolégicamente en la capa
nuclear externa de la retina de rata. Utilizando un método in vitro que consiste
en la lisis selectiva de las capas de células ganglionares y de la nuclear
interna, tanto de la glia como la parte neural, Cahill y Besharse (1992)
observaron biosintesis de melatonina sensible a la luz, en la capa nuclear
externa de la retina de Xenopus. En otros estudios in vitro se halldé una alta
correlacion entre el numero de fotorreceptores y actividad de la NAT, en un
sistema de cultivo de células retinianas de pollo (luvone et al.,, 1990). En
conjunto, estas evidencias sugieren que los fotorreceptores son el sitio mas
probable para la sintesis de melatonina retiniana.

La ablacion pineal no posee ningun efecto significativo sobre el
contenido de melatonina retiniana en aves (Mull, 1975; Reppert y Sagar, 1983,
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Underwood et al., 1984). De la misma manera, no se observaron cambios en la
actividad de la NAT retiniana luego de la pinealectomia (Hamm y Menaker,
1980). En contraste, en retinas de ratas pinealectomizadas, se observaron
niveles incrementados de melatonina retiniana, un mes después de la
remocion pineal (Yu et al., 1981; Reiter et al.,, 1983). Esta observacion se
correlaciona con el incremento en la actividad de la HIOMT retiniana en rata,
luego de la pinealectomia (Nagle et al., 1973).

Aungue no existen evidencias directas de la secrecion de melatonina
retiniana al torrente sanguineo, en retinas de cobayo se ha descripto la
liberacién del metoxiindol al medio de incubacion (Yu et al., 1982), asi como la
presencia de N-acetilserotonina en el medio de incubacion de retinas de rata
(Chow et al.,, 1980). Estos resultados fueron corroborados por otros autores
quienes demostraron que la [3H]-serotonina es convertida en [3H]-me|atonina
y liberada al medio de cultivo en retinas de rata (Redburn y Mitchell, 1989). En
conjunto, las evidencias establecen que la retina de algunos vertebrados
posee los mecanismos necesarios para sintetizar y secretar melatonina al
espacio extracelular retiniano, regulando sus niveles in situ y posiblemente en
otros tejidos oculares (Yu, 1993).

Con el objeto de examinar si la melatonina de origen retiniano
contribuye a los niveles plasmaticos del metoxiindol, Pang y colaboradores
observaron que la enucleacion bilateral en pollos no reduce los niveles
plasmaticos de melatonina después de varias semanas (Pang et al.,, 1974) y
que estos niveles se incrementan ligeramente un dia después de la cirugia en
ratas (Tang y Pang, 1982). Experimentos realizados por varios investigadores
corroboran que los niveles plasmaticos de melatonina en diversas especies
son de origen exclusivamente pineal (Pang et al., 1985). Por consiguiente,
estos resultados indican que la retina no contribuye significativamente a los
niveles de melatonina circulante. Sin embargo, en vertebrados inferiores se ha
descripto que la pinealectomia reduce sélo parcialmente los niveles
circulantes de melatonina (Gern et al., 1978b; Roth et al., 1980; Ralph,1980;
Karn, 1983). De manera similar, se observaron niveles plasmaticos detectables
de melatonina en ratén, rata, oveja y codorniz, pocas semanas después de la
ablacion pineal (Yu et al.,, 1981; Underwod et al., 1984; Reiter et al., 1983)
sugiriendo que la melatonina es secretada por algun tejido extrapineal
(Ralph,1980).
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lll. 3. REGULACION DE LA MELATONINA RETINIANA

Las enzimas NAT y HIOMT pineales responden rapidamente a cambios
en la luz ambiental con maxima actividad durante la fase de oscuridad, en
todas las especies examinadas incluyendo al hombre. La melatonina retiniana
en algunas especies, al igual que la melatonina pineal (Klein, 1985; Reiter,
1989), exhibe un ritmo diario con niveles maximos en el periodo de oscuridad.
El primer estudio fue realizado por Mull (1975), quien demostro que en la retina
de pollos adaptados a un ciclo de luz:oscuridad (12:12), los niveles de
melatonina son altos en la fase de oscuridad y bajos durante el dia. Mas tarde,
varios autores describieron variaciones diarias en el contenido de melatonina
con valores maximos durante la etapa de oscuridad en la retina de diversas
especies de aves y mamiferos (Bubenick et al., 1978; Pang et al., 1980, 1982,
1983; Hamm and Menaker, 1980; Chow et al., 1980; Binkiey, 1983; Underwood
et al., 1984; Grota et al.,, 1982). Estos resultados son compatibles con las
oscilaciones durante el ciclo de 24 horas de la N-acetilserotonina, observadas
en la retina de varias especies (Pang et al.,, 1981b, 1983). En este sentido, se
ha demostrado actividad ritmica de la NAT en la retina de ratas, pollos,
gorriones y ranas (Binkley et al., 1979; Hamm y Menaker, 1980; Besharse et
al.,,1984). La actividad retiniana de la NAT en el periodo de oscuridad es
usualmente tres veces mas elevada que la observada en la fase de luz.

En la retina de vertebrados se ha descripto la existencia de variaciones
diarias de la actividad de la enzima HIOMT. En la rata y en la rana, esta
enzima presenta variaciones diarias significativas con valores maximos en la
ultima etapa del periodo de luz (Nagle et al., 1972; Eichler y Moore, 1975),
desfasada con respecto al ritmo diario de melatonina (Wainwright, 1979;
Kazula et al., 1993). En la retina del hamster dorado no se observaron
variaciones diarias significativas de la HIOMT (Pévet et al.,1980). Estos
resultados, junto con muchas otras pruebas experimentales, sugieren que la
enzima regulatoria en la biosintesis de melatonina en la retina, asi como en la
glandula pineal, es la NAT. Sin embargo, se ha postulado que el ritmo en la
biosintesis de melatonina en la retina, a diferencia de la melatonina de origen
pineal, podria estar regulado por 2 ritmos circadianos paralelos a la variacion
diaria en los niveles de melatonina. Uno de ellos es el ritmo en la actividad de
la triptofano hidroxilasa y otro en la actividad de la NAT, mientras que la
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enzima HIOMT no parece tener un rol regulatorio clave (Hamm y Menaker,
1980; luvone y Besharse, 1983; Wainwright, 1979; Thomas e luvone, 1991,
Zawilska y Nowak, 1992; Kazula et al., 1993).

Al igual que en la glandula pineal, la iluminacion ambiental es uno de
los factores mas importantes en la regulacion de la sintesis de melatonina
retiniana. Ratas expuestas a iluminacion continua no presentaron variaciones
diarias de la actividad de la HIOMT (Cardinali et al., 1972);, en cambio, en
oscuridad constante se observaron variaciones diarias significativas en la
actividad de esta enzima (Nagle et al., 1972). La actividad de la HIOMT
retiniana en ratas adaptadas a oscuridad es mas alta que la de las adaptadas
a luz (Cremer-Bartels, 1979). Por otra parte, el ritmo diario de actividad de la
NAT persiste en la retina de pollos expuestos a oscuridad continua, con una
actividad enzimatica mas elevada durante la "noche subjetiva” (periodo en el
que el animal se comporta como si fuera de noche) (Hamm y Menaker, 1980;
Binkley et al., 1980). En estudios realizados en retina de rana, el ritmo en la
actividad de la NAT persiste hasta tres dias en oscuridad constante (luvone y
Besharse, 1983). En todos los estudios realizados, el ritmo de actividad de la
NAT desaparece en condiciones de iuz continua. En pollos pinealectomizados,
mantenidos en oscuridad constante, el ritmo retiniano de actividad de la NAT
persiste, aunque la actividad de esta enzima durante el "dia subjetivo” (periodo
en el que el animal se comporta como si fuera de dia) fue mas elevada que
durante la fase diurna de los animales adaptados al fotoperiodo normal (Hamm
y Menaker, 1980). En cobayos expuestos a un periodo prolongado de
oscuridad, los niveles de melatonina en la retina aumentan significativamente;
en cambio, cuando los animales son expuestos a un periodo prolongado de
luz, el contenido retiniano de melatonina disminuye (Pang et al., 1982). Estos
resultados fueron corroborados en la retina de rana. Los niveles normalmente
bajos de melatonina en la retina de estos anfibios en condiciones de luz,
aumentaron significativamente luego de 6 horas de exposicion a la oscuridad.
Asimismo, los altos niveles observados en oscuridad, disminuyeron
significativamente luego de la exposicion a dos horas de luz (Pang et al,
1985).

Los resultados mencionados se obtuvieron en experimentos in vivo en
los que no puede descartarse la influencia de un mecanismo de control desde
el sistema nervioso central. Sin embargo, en experimentos in vitro, se observo
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que la sintesis y liberacion de N-acetilserotonina y melatonina son
directamente regulados por la iluminacion ambiental, siendo incrementadas por
la oscuridad y reducidas por la luz (Yu et al., 1982, Redburn y Mitchell, 1989).
Adicionalmente, se observaron cambios en la actividad de la NAT en retinas de
rana in vitro, en respuesta a la luz y a la oscuridad (luvone y Besharse, 1983).
En la retina de Xenopus se ha demostrado que no es necesaria la presencia
de las capas internas retinianas para responder a la sefal fética en la sintesis
de melatonina (Eichler y Moore, 1975). Recientemente, se han descripto ritmos
oculares de melatonina en palomas, que persisten en condiciones de luz tenue
constante, con valores elevados durante la noche subjetiva y valores bajos en
el dia subjetivo. Adicionalmente, la exposicion de las aves a 2 horas de luz en
la mitad de la noche suprime agudamente los niveles nocturnos del metoxiindol
(Adachi et al., 1995).

En el caso de confirmarse que la sintesis de melatonina ocurre en el
fotorreceptor, el conjunto de resultados previamente mencionados podria
sugerir que la hiperpolarizacion del fotorreceptor por la luz provoca una
disminucién en la sintesis de melatonina; en contraste, la despolarizacion del
fotorreceptor inducida por oscuridad podria provocar un incremento en la
sintesis del compuesto inddlico (Yu et al., 1982; Pang y Yew, 1979).

La regulacion de la biosintesis de melatonina ha sido extensivamente
estudiada en la retina de Xenopus, que al igual que en la retina de mamiferos,
es sensible a la luz y la oscuridad; se ha postulado sin embargo que podria
existir un oscilador circadiano enddgeno en la retina de esta especie regulando
paralelamente este proceso (Cahill et al., 1991).

En la glandula pineal, como ya se mencionara, el estimulo luminoso
provoca la inhibicién de la liberacion de noradrenalina de los terminales
simpaticos inhibiendo la produccion de melatonina. En oscuridad, en cambio,
la noradrenalina activa receptores B-adrenérgicos que estimulan la sintesis y
secrecion de melatonina por los pinealocitos (Axelrod, 1974; Reiter, 1991). La
noradrenalina estimula la secrecion de N-acetilserotonina en la retina de
cobayo en cultivo (Yu et al., 1982; Chow et al., 1980). En retinas de rana, en
contraste, la sintesis de melatonina no es afectada por noradrenalina. El
isoproterenol, agonista B-adrenérgico, no estimula la liberacién de melatonina
en ojos de Xenopus (Cahill y Besharse, 1991).
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Existen multiples evidencias que sefialan a la dopamina retiniana como
una sefal trascendente en la regulacion de la biosintesis de melatonina
(luvone, 1988). En este sentido, se describid un efecto inhibitorio de la
dopamina sobre la actividad de la NAT en cultivos de retina de rana (luvone y
Besharse, 1986). El efecto de la dopamina es blogueado por antagonistas
dopaminérgicos sugiriendo que su accion es mediada por receptores
especificos. Se ha descripto que el tratamiento de ratas y conejos in vivo, con
un agonista dopaminérgico, inhibe la actividad de la NAT retiniana (Nowak et
al., 1989). Los antagonistas dopaminérgicos revierten el efecto inhibitorio de la
luz sobre la actividad de la NAT. Por consiguiente, se ha sugerido que la
dopamina es un mediador del efecto inhibitorio de la luz sobre la sintesis de
melatonina en la retina (luvone, 1988). Un estudio mas reciente en cultivos de
ojos de Xenopus senala la participacion de un receptor dopaminérgico de tipo
Do en este efecto inhibitorio (Cahill y Besharse, 1991). La activacion de
receptores dopaminérgicos D-2 y D4 suprimen el incremento nocturno de la
actividad de la NAT y del contenido de melatonina en retina de Xenopus,
(luvone y Besharse, 1986b; Zawilska e luvone, 1989) y de pollo (Zawilska y
Nowak,1994a, b), a través de un mecanismo que involucra la inhibicién de la
adenilato ciclasa y la consecuente disminucion en los niveles de AMPc
(Zawilska y Nowak, 1995). El bloqueo de receptores dopaminérgicos con
espiperona o la inhibicion de la sintesis de dopamina, incrementa la actividad
de la NAT en presencia de luz (Kazula et al., 1993). En la retina de muchos
vertebrados, la sintesis y liberacion de dopamina son estimuladas por la luz y
exhiben un ritmo diario, con valores diurnos elevados, opuesto al ritmo
descripto para la melatonina retiniana (Besharse et al., 1988; Boatright et al,
1987, 1989, 1994, Dearry y Burnside, 1989; Gibson, 1990).

En forma paralela al bien establecido rol inhibitorio de la dopamina
sobre la sintesis de melatonina, existen algunas evidencias que sugieren la
participacion del sistema gabaérgico en este proceso. Un bloqueante del canal
de CI- del receptor gabaérgico de tipo A, la picrotoxina, inhibe el incremento de
la actividad de la NAT inducido por la oscuridad en ojos de Xenopus, en tanto
que agonistas gabaérgicos aumentan su actividad durante la fase de luz
(Boatright e luvone, 1989a, b). Se ha sugerido que el efecto gabaérgico podria
estar mediado por la inhibicion de la liberacion de dopamina, a través de
receptores especificos localizados en las células amacrinas o interplexiformes
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dopaminérgicas (Yazulla, 1986; Kamp y Morgan, 1980). Evidencias mas
recientes indican que la administracion sistémica o intraocular de muscimol,
agonista gabaérgico del receptor GABAA, incrementa los niveles retinianos de
melatonina y la actividad de la NAT en pollos adaptados a la luz. Estos efectos
fueron inhibidos especificamente por antagonistas del receptor GABAA
(Kazula et al., 1993). Ademas, inhibidores de la recaptacion y de la
degradacion gabaérgica incrementan la actividad de la NAT retiniana en
animales adaptados a la luz. La administracion de los blogueantes
gabaérgicos picrotoxina y bicuculina disminuye significativamente el
incremento nocturno en la actividad retiniana de la NAT en pollos. Diversas
evidencias indican que la sintesis y secrecion de dopamina estimulada por la
luz es significativamente inhibida por GABA (Kamp y Morgan, 1981; Boatright e
luvone, 1989b, 1990; Boatright et al., 1994). El incremento en la actividad de la
NAT inducido por muscimol es inhibido por la administracién de agonistas
dopaminérgicos. Los efectos del muscimol y los antagonistas dopaminérgicos
no son aditivos. Asimismo, la disminucién de la actividad de la NAT por
antagonistas gabaérgicos en oscuridad es revertida por la aplicacién de un
antagonista dopaminérgico (Kazula et al., 1993). En la retina de Xenopus,
estudios in vitro indican que la biosintesis de melatonina es regulada por
agonistas y antagonistas gabaérgicos (Boatright e luvone, 1989a). Estos
efectos podrian involucrar la modulacion de la liberacion de dopamina
(Boatright e luvone, 1989b, 1990).

Si bien el rol de la dopamina ha sido claramente demostrado, no parece
ser ésta la Unica responsable del efecto supresor de la luz sobre la produccién
de melatonina retiniana, dado que la estimulacion maxima con antagonistas
dopaminérgicos y agonistas gabaérgicos no reproduce el incremento de los
niveles de melatonina inducido por la oscuridad. Esta observacion sugiere que
existen factores adicionales que regulan la produccién de melatonina en la
retina. Estudios en ojos de Xenopus sugieren que el incremento retiniano de la
actividad de la NAT en oscuridad, es mediado por un proceso dependiente de
calcio (luvone y Besharse, 1986a, 1986c). Aunque se desconoce el
mecanismo de accidn del calcio, se ha postulado que este ion afecta la sintesis

de melatonina a través de su efecto sobre la sintesis de AMPc (Zawilska et al.,
1992).
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Los fotorreceptores contienen canales de calcio activables por voltaje
(Fain et al.,, 1980; Corey et al., 1984), que se encuentran abiertos en
condiciones de oscuridad. Se ha postulado que el influjo de calcio por estos
canales en el terminal del fotorreceptor esta involucrado en la regulacion de la
actividad de la NAT. En este sentido, estudios en cultivos de fotorreceptores
de retina de pollo, indican que la despolarizacidn por potasio incrementa la
acumulaciéon de AMPc y la actividad de la NAT, efecto mediado por el influjo de
calcio a través de canales de tipo L dependientes de voltaje (Avendano et al,,
1990; luvone et al.,, 1991). En el mismo sistema, la sintesis de AMPc y el
incremento en la actividad de la NAT, inducidos por alto potasio, son
incrementados por inhibidores de la fosfodiesterasa y bloqueados por
inhibidores de la adenilato ciclasa (luvone et al., 1991). Una evidencia
adicional indica que la administraciéon de inhibidores de los canales de calcio
voltaje dependientes tipo L decrece la actividad de la NAT estimulada por la
oscuridad, pero no la estimulada por analogos del AMPc en retinas de pollo
(Zawilska et al., 1992). De esta manera, la accion de la luz sobre el potencial
de membrana acoplada a su accién sobre la dopamina, podrian combinarse
para mediar la supresidn de la melatonina retiniana inducida por la luz (Kazula
et al., 1993).

Por otra parte, se ha descripto que la sintesis de melatonina retiniana es
sensible a la temperatura. En vertebrados superiores, los niveles de
melatonina retiniana fueron significativamente incrementado luego de exponer
animales durante 30 6 90 minutos a temperaturas bajas (Shiu y Pang, 1985).
Se demostré que el ritmo de actividad de la HIOMT en retina de rana, no es
modificado por el fotoperiodo si se mantiene constante la temperatura (Eichler
y Moore, 1975).

Adicionalmente, la disponibilidad de serotonina parece ser un factor
limitante en la biosintesis de melatonina retiniana, al menos en el modelo de
"copa ocular" de Xenopus (Cahill y Besharse, 1990). Teniendo en cuenta que
la adicidn de 100 mM de serotonina y no de triptofano al medio de perfusion,
incrementa 70 veces la liberacién de melatonina, los autores concluyen que el
paso limitante en el camino biosintético de la melatonina en este modelo, es la
5-hidroxilacion del triptofano (Cahill y Besharse, 1990).

Por otra parte, la castracion en ratas macho (Pang y Allen, 1986; Reiter
et al., 1983) provoca una disminucién de los niveles de melatonina retiniana.
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Luego de la orquidectomia, la actividad de la HIOMT fue reducida y el efecto
de la castracion fue revertido por la administracion de testosterona (Nagle et
al., 1974). Sin embargo, los niveles de melatonina en retina de rata no son
significativamente diferentes entre machos y hembras (Bubenik et al., 1978).
En hembras, el dafo inducido por la luz en la retina, fue menos severo en
animales ovariectomizados, y se ha sugerido que este efecto es mediado por
la disminucién de melatonina retiniana (Bubenik y Purtill, 1980).

En los animales afiosos se ha observado una pérdida de la ritmicidad de
la melatonina retiniana que se ha relacionado con la mayor susceptibilidad al
dano inducido por la luz en ratas viejas (Pulido y Clifford, 1986).

lll. 4. RELOJ CIRCADIANO INTRAOCULAR

Los relojes y calendarios internos permiten a los organismos medir el
transcurso del tiempo, para poder asi organizar su fisiologia en ritmos diarios o
estacionales, sincronizados con el tiempo externo prevaleciente, mediante el
uso de claves tales como la iluminacidon ambiental. El sistema circadiano en
mamiferos posee tres componentes principales: la retina y sus proyecciones
especificas al nucleo supraquiasmatico hipotalamico (NSQ) y al nucleo
intergeniculado talamico; el NSQ y sus proyecciones al hipotalamo, talamo y
cerebro basal-anterior; y el nucleo intergeniculado y sus proyecciones al NSQ
(Moore, 1993).

Los ritmos de aproximadamente 24 h en mamiferos, son generados por
osciladores circadianos enddgenos en el NSQ y son sincronizados con los
ciclos diarios de luz-oscuridad a través de fotorreceptores especializados en la
retina. En mamiferos, el NSQ posee el rol de "marcapasos maestro" en el
control de un amplio espectro de ritmos comportamentales y fisiologicos,
incluyendo locomocion, suefo-vigilia, termorregulacion, funciéon cardiovascular,
y muchos procesos endocrinos (Cassone et al., 1993). Los osciladores
endogenos expresan ritmos a pesar de que el organismo se encuentre
expuesto a un medio ambiente constante, es decir en condiciones de "libre
curso”, con una frecuencia endogena natural cercana a las 24 horas. En
presencia de sefales periddicas exdgenas (sincronizador o “zeitgeber"),
generalmente el ciclo de luz-oscuridad, los ritmos circadianos se sincronizan
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exactamente a 24 horas. Entre los ritmos regulados por el NSQ se encuentra la
regulacion de la sintesis y secrecion de melatonina pineal (Kiein, 1979).

La existencia de un marcapasos distinto del NSQ en mamiferos, ha sido
objeto de gran controversia (Rusak, 1989). En varias especies de vertebrados
existen evidencias que indican la regulacién local de los ritmos oculares. Otras
evidencias a favor del control local de los ritmos oculares se basan en que
manipulaciones endoécrinas en la rata, gangliectomia cervical superior,
oclusion monocular o transeccion del nervio 6ptico (La Vail y Ward, 1978,;
Tamai et al., 1978; Goldman et al., 1980; Terstein et al., 1980) no suprimen el
ritmo de recambio de los discos de membrana en los fotorreceptores, aunque
la posible existencia de eferencias centrales que regulen este proceso ritmico
ocular no puede ser descartada. Teirstein y colaboradores (1980) no lograron
inducir un cambio de fase del ritmo de recambio de los discos de membrana de
los fotorreceptores, en animales con transeccion del nervio optico. Estos
resultados sugieren la posibilidad de una via eferente de control desde el SNC
que podria regular la sincronizacion de este ritmo a distintos ciclos de luz-
oscuridad.

En experimentos realizados en codorniz, se demostrd que el ritmo en el
contenido de melatonina retiniana es sincronizable por la luz en forma
independiente en cada ojo, sugiriendo la presencia de marcapasos en ambos
0jos. En esta especie, el ritmo retiniano de melatonina persiste luego de
seccionar el nervio 6ptico (Underwood et al., 1984; Underwood y Siopes, 1985,
Underwood et al.,1988). En ojos de Xenopus mantenidos in vitro, los ritmos
retinianos en la actividad de la NAT y en los niveles de melatonina persisten
durante 3 dias en oscuridad constante y la ritmicidad puede ser sincronizada
mediante la reversion del ciclo de luz-oscuridad (Basinger et al, 1976;
Besharse e luvone, 1983). En ratas, con lesion bilateral de los nucleos
supraquiasmaticos, expuestas a condiciones de oscuridad constante, el ritmo
de recambio de los discos de membrana de los fotorreceptores fue
indistinguible del de las ratas controles (Remé et al., 1991). Estas evidencias
plantean dudas sobre la participacion del NSQ en la generacidon de los ritmos
oculares y hacen factible la hipdtesis de la existencia de un marcapasos
retiniano.

Se ha descripto que los pinealocitos, asi como los fotorreceptores
retinianos de las aves responden directamente a la luz y la oscuridad en la
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regulacion de la biosintesis de melatonina; la presencia de un marcapasos
circadiano enddgeno parece estar asociada a la sefal fética en la regulacion
de este proceso.

Durante la redaccion de este trabajo de tesis, Tosini y Menaker (1996)
demostraron que la retina de hamster dorado in vitro, posee la capacidad de
mantener el ritmo ocular de melatonina, aun en condiciones ambientales
constantes.

lll. 5. FUNCIONES DE LA MELATONINA EN LA RETINA

Los ojos de los vertebrados poseen importantes mecanismos de
adaptacion en respuesta a las variaciones de la iluminacién ambiental. En
particular, los ojos de los vertebrados inferiores presentan movimientos de los
nucleos y los segmentos externos de las células fotorreceptoras en presencia
de luz o de oscuridad. La importancia adaptativa de estos cambios
fotomecanicos es la de incrementar la sensibilidad visual en condiciones de luz
tenue u oscuridad o bien mejorar la agudeza visual, disminuyendo la
sensibilidad del fotorreceptor en condiciones de luz (Pang et al., 1978). Los
fotorreceptores de los vertebrados inferiores presentan movimientos
retinomotores que no han sido observados en mamiferos. En peces y ranas,
los cambios en la iluminacidn ambiental provocan la elongacién de los conos
en oscuridad y la contraccién en luz, mientras que los bastones presentan
movimientos opuestos. Se han descripto cambios circadianos en los
movimientos retinomotores en varias especies (Welsh y Osborne, 1937;
Burnside y Nagle, 1983). La melatonina induce la contraccion de los conos en
la retina de rana (Quay y McLeod, 1968). Se ha postulado que los sistemas
intrarretinianos de melatonina, GABA y dopamina, interactuarian
antagénicamente para regular los movimientos retinomotores en vertebrados
inferiores (Pierce y Besharse, 1986).

Los segmentos externos de los bastones son renovados activamente.
En la base del segmento externo del fotorreceptor se sintetizan continuamente
nuevos discos de membrana que contienen fotopigmentos (Young, 1967,
1978). Las celulas del epitelio pigmentario fagocitan los discos del extremo
apical del fotorreceptor a través de sus microvellosidades (La Vail, 1976; Bok y



Introduccion-pag. 60

Young, 1979). La tasa de recambio ("turnover") de los discos de membrana
presenta un ritmo diario con valores maximos 0.5 a 2.5 horas inmediatamente
después del encendido de la luz (La Vail, 1976). En los conos. el proceso de
renovacion de los discos es similar al de los bastones. El ritmo de recambio de
los discos en los conos es bifasico con picos alas2 63 horasy alas 566
horas luego del apagado de la luz (Young, 1977, 1978, Steimberg et al., 1977,
Long et al., 1986). Besharse y Dunis (1983) observaron en retina de rana, que
la melatonina in vitro estimula el recambio de los discos de membrana inducido
por la luz. Otros autores describieron en retina de rata, un incremento en el
turnover de los discos, inducido por implantes subcutaneos de melatonina
(White y Fisher, 1989). Muchos autores han coincidido en demostrar que la
pinealectomia y la gangliectomia cervical superior no afectan la frecuencia de
recambio de los discos, por consiguiente la participacion de la glandula pineal
en la regulacion de este mecanismo fue descartada (Hollyfield y Basinger,
1978; Goldman, 1982; La Vail y Ward, 1978; Tamai et al.,, 1982). Se ha
especulado, asimismo, que el efecto de la melatonina ocurre primariamente a
través de modificaciones sobre la morfologia de las células del epitelio
pigmentario y sus microvellosidades que intervienen en la fagocitosis de los
discos. Dado que la melatonina afecta el recambio de los discos de membrana
de los fotorreceptores mientras que la glandula pineal y la melatonina
sistémica no parecen estar involucradas, se ha sugerido que la ritmicidad de
este proceso esta asociada con el ritmo de melatonina de origen focal.

La melatonina en concentraciones picomolares y de manera
dependiente del calcio extracelular, inhibe el eflujo de 3H-dopamina inducido
por alto potasio o estimulo eléctrico. Este efecto podria estar mediado a traves
de la activacion de heterorreceptores presinapticos para el metoxiindol
(Dubocovich, 1983; Dubocovich y Takahashi, 1987). Los mas potentes
agonistas dopaminérgicos para los autorreceptores D-2, agonistas opiodes o
agonistas de los receptores ap presinapticos, requieren dosis 500-6000 veces
mas altas que la concentracién de melatonina que provoca una inhibicion
equivalente en la liberacion de 3H-dopamina en la retina de rata. Teniendo en
cuenta estos resultados se ha sugerido que, en condiciones de oscuridad, una
elevada concentracion de melatonina podria inhibir la liberacion de dopamina
en la retina. En contraste, los bajos niveles de melatonina en el periodo de luz,
liberarian el freno de las células amacrinas dopaminérgicas, resultando en un
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incremento en la liberacién de dopamina (Dubocovich,1984). Ademas, se ha
demostrado que la melatonina inhibe la unidn especifica de dopamina en la
retina neural de mamiferos. Esta inhibicion es reducida por el antagonista de la
melatonina, luzindol, en la retina de conejo (Dubocovich, 1988b), aunque la
especificidad de este compuesto no ha sido concluyentemente demostrada en
otros sistemas.

En hamsteres, inyecciones diarias subcutaneas de melatonina provocan
un incremento en el peso de los 0jos, asi como un incremento en el contenido
de fluido en el espacio intraocular (Quay, 1982, 1984). La pinealectomia no
afecta significativamente los resultados obtenidos en retina de hamsteres
inyectados con vehiculo o en los tratados con melatonina. En 1985, Chiou y
colaboradores sugirieron la participacion de la melatonina en la variacion
diaria de la presién intraocular, con valores altos durante la noche (Chiou et
al., 1985). Inyecciones intraoculares de melatonina pero no de serotonina o de
NAS, aumentan la presién intraocular en conejos. En un estudio reciente, la
melatonina, administrada por via endovenosa o infusién intra-arterial, no
modificd la presion intraocular (Kiuchi y Gregory, 1992). En contraste, en
humanos mantenidos deliberadamente despiertos en condiciones de luz tenue,
la melatonina administrada oralmente gener6é una disminucion de la presién
intraocular (Samples et al., 1988).

La interacciéon entre los fotorreceptores y el epitelio pigmentario es
esencial para la fisiologia visual (Bok, 1985). La melatonina induce la
agregacion de melanosomas en el epitelio pigmentario de la retina de peces
(Chez y Ali,1976). Asimismo, se demostrd que la melatonina provoca
agregacion del pigmento en los melanocitos del epitelio pigmentario de cobayo
y de hamster (Pang y Yew,1979; Krasovich y Benson, 1983). Existen
evidencias que sugieren que la melatonina y la dopamina locales actian en el
epitelio pigmentario en respuesta a luz u oscuridad (Dearry y Burnside, 1989;
Besharse e luvone, 1992; Pierce y Besharse, 1986).

La agregacién de granulos de melanina inducida por la melatonina en la
retina, conjuntamente con el rol regulatorio de la iluminacion ambiental sobre la
sintesis y la liberacion de melatonina en el fotorreceptor, apoyan la siguiente
hipotesis: en luz, el fotorreceptor hiperpolarizado no produce melatonina. Los
granulos de pigmentos, en el epitelio pigmentario, se dispersan en ausencia de
melatonina, posiblemente a través de la dopamina o de la hormona estimulante
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de los melanocitos (MSH), generando una mayor absorciéon de la luz, que
suprime consecuentemente la excesiva reflexion a través de las capas
visuales, desde la coroides. Este mecanismo disminuye la sensibilidad a la luz
pero aumenta la agudeza visual en los vertebrados. En contraste, en
condiciones de oscuridad, el fotorreceptor despolarizado libera melatonina que
actua localmente sobre el epitelio pigmentario y la coroides induciendo la
agregacion del pigmento, lo que permite mayor difusion y reflexion de la luz
(Carr y Siegle, 1979). Este mecanismo conduce a una mayor sensibilizacién de
los fotorreceptores en detrimento de la agudeza visual. La sensibilidad visual
varia durante el ciclo de 24 horas, incrementandose en el transcurso de la
noche (Remé et al, 1991). La melatonina administrada intraocularmente
incrementa la sensibilidad visual en conejos (Arendt, 1995). En conjunto, las
evidencias descriptas ponen de manifiesto la importancia de la melatonina de
origen local sobre los mecanismos retinianos involucrados en los procesos de
adaptacion a la luz o la oscuridad.

Varias evidencias indican que la melatonina aumenta el dafio retiniano
inducido por la luz (Bubenik et al, 1978; Leino et al., 1984). La exposicién a luz
continua causa danos irreversibles en la retina de rata (Noell et al.,1966;
O'Steen y Lytle, 1971), a través de la ruptura de los discos de membrana
seguida por una completa desorganizacion y degeneracion de Ios segmentos
externos, picnosis nuclear y por ultimo degeneracion de los segmentos
internos (O'Steen y Lytle, 1971; Bubenik y Purtill, 1980). El grado de
degeneracion es incrementado por la inyeccion de melatonina (Bubenik y
Purtill, 1980). Una de las hipotesis postuladas para explicar este efecto es que
la melatonina aumenta la sensibilidad del fotorreceptor a la luz al inducir la
contraccion del pigmento, potenciando la acciéon degenerativa de la luz. Una
explicacion alternativa involucraria la liberacién de dopamina y el cambio de la
tasa metabolica. Puesto que se ha descripto un rol principalmente inhibitorio
para las neuronas dopaminérgicas (Kramer, 1971), una disminucion en la
liberacion de dopamina provocada por la melatonina (Dubocovich, 1983, 1984)
podria inducir un incremento de la tasa metabdlica retiniana. Un metabolismo
excesivamente elevado podria redundar en un severo dafno en la estructura de
la retina. Por ultimo, se ha postulado que la melatonina a través de su accion
sobre las microvellosidades de las células del epitelio pigmentario, provoca
una fagocitosis anormal de los discos de membrana y un consecuente dafo
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retiniano. Aislados o en combinacion, estos procesos podrian explicar el efecto
potenciador de la melatonina sobre los mecanismos degenerativos, inducidos
por la exposicién a luz continua.

La melatonina inhibe la proliferacion in vitro de las células del epitelio
pigmentario bovino y humano. La melatonina interfiere con el efecto
estimulatorio del factor de crecimiento epidérmico humano sobre las células
del EP (Yu et al.,, 1991) a través de un efecto antiproliferativo sobre células
mitoticamente activas, sin citotoxicidad sobre células confluentes en cultivo
(Crews et al., 1992). Estos resultados son consistentes con el efecto de la
melatonina sobre otros tipos celulares del sistema visual y parecen indicar que
la melatonina no es citotoxica pero si oncostatica (Blask y Hill, 1988; Aldous et
al., 1985).

Se ha observado que la melatonina causa una disminucion de Ia onda C
del electrorretinograma y del potencial de reposo (Textorius y Nilsson, 1987).
En el EP de pollo se ha demostrado que la melatonina altera el potencial de
membrana y las respuestas evocadas por la luz (Nao-i et al., 1989). La
melatonina puede afectar el potencial de membrana del EP de retina de pollo
directamente o a través de las células retinianas o de la coroides, puesto que
la perfusiéon de melatonina sobre el lado retiniano genera despolarizacion de la
membrana apical del EP y aumento de la resistencia, seguido de
hiperpolarizacion e incremento de la resistencia de la membrana basal, como
ocurre cuando se perfunde melatonina del lado de la coroides (Nao-i et al.,
1989).

Por otra parte, se ha descripto que la melatonina incrementa la
sensibilidad de las células horizontales de la retina de salamandra
(Wiechmann et al.,, 1988). Los autores sugieren que la melatonina retiniana
liberada en oscuridad, aumenta la sensibilidad de las neuronas de segundo
orden cuando el “input" fotico que llega a la retina es bajo.

lll. 6. MECANISMO DE ACCION DE LA MELATONINA

Multiples pruebas experimentales demuestran que la melatonina ejerce
su efecto a través de la interaccion con receptores especificos. Inicialmente se
caracterizaron sitios de unién a melatonina en membranas de hipotalamo
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bovino, corteza cerebral y cerebelo asi como en cerebro de rata y de hamster y
en tejidos periféricos, utilizando [3H]-melatonina como radioligando. Mas tarde,
se describio la coexistencia de sitios de unidén tanto en citosol como en
membranas de diferentes areas cerebrales. La constante de disociacion (Kd)
de los sitios descriptos fue de 1 a 10 nM y la concentracion maxima de sitios
de union alrededor de 100 fmol/mg de proteina (Dubocovich, 1988; Cohen et
al., 1978; Niles et al., 1979; Cardinali et al., 1979).

Posteriormente, la introduccion del uso de 2-[125])-melatonina como
radioligando, puesto que posee una mayor actividad especifica, permitio la
caracterizacion y localizacién de sitios de union de alta afinidad en el sistema
nervioso central (Laudon y Zisapel, 1986; Dubocovich y Takahashi, 1987;
Vanecek et al., 1987; Duncan et al., 1988). A través de estudios funcionales y
estudios de "binding" de 2-[125|}-melatonina, por métodos bioquimicos y
autorradiograficos se han descripto receptores con constantes de disociaciéon
en el orden picomolar en nlcleo supraquiasmatico, pars tuberalis, area
postrema, retina de pollo y conejo, y cerebro de hamster (Dubocovich, 1988;
Reppert et al., 1988), asi como en el nucleo paraventricular talamico, coliculo
superior, arteria caudal y poligono de Willis (Dubocovich, 1995). Los sitios de
baja afinidad previamente evidenciados a través del ligando tritiado fueron
también revelados mediante el uso de 2-[12511-melatonina.

Se ha propuesto la existencia de dos sitios receptores distintos para
melatonina, denominados ML-1 y ML-2 (Dubocovich, 1988). El sitio ML-1
inicialmente caracterizado en la retina de polio, representa el sitio de unidén de
alta afinidad (Dubocovich y Takahashi, 1987; Dubocovich, 1988, 1988a). Este
sitio presenta a su vez, un estado de alta afinidad y uno de baja afinidad. El
sitio ML-2, identificado en el cerebro de hamster y de ratdn, posee una Kd en
el orden nanomolar y se ha localizado en hipotalamo, corteza cerebral,
cerebelo e hipocampo, asi como en testiculo y riidn (Dubocovich, 1988;
Laudon y Zisapel, 1987; Zisape! et al.,, 1988, 1991: Duncan et al., 1988;
Duncan et al., 1989). El sitio de unién ML-2 ha sido frecuentemente confundido
con el estado de baja afinidad del ML-1. Sin embargo existen diferencias en las
propiedades cinéticas y las caracteristicas farmacologicas entre ambos (Figura
H). La unién de 2-[125I]melatonina al sitio ML-1 es reversible, saturable, y de
alta afinidad; presenta cinéticas lentas de asociacion y disociacion y es
sensible a la temperatura con maxima afinidad a 25°C (Dubocovich y
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Takahashi, 1987; Krause y Dubocovich, 1991; Dubocovich, 1988, 1995,
Stankov et al., 1991,1992; Sciuciak et al., 1991). El sitio ML-2, en contraste,
presenta baja afinidad y cinéticas rapidas de asociacién y disociacion. La
maxima afinidad fue observada a una temperatura de 4°C (Duncan et al., 1988;
Dubocovich et al., 1989; Dubocovich, 1995). Adicionalmente, se encontré que
los sitios ML-1 y ML-2 muestran marcadas diferencias en cuanto a la presencia
de iones y nucledtidos de guanina (Dubocovich y Takahashi, 1987; Duncan et
al.,, 1989; Laitinen y Saavedra, 1990a; 1990b; Morgan et al., 1989; Dubocovich,
1995), (Figura H). En contraste, Sudgen y Chong (1991) proponen la
existencia de una sola clase de sitios receptores, con un perfil farmacolégico
similar en diferentes especies, y sugieren la posibilidad de que la distincion
entre sitios de binding de alta y baja afinidad, sea ficticia.

En condiciones fisioldgicas, los niveles de melatonina circulante se
encuentran en el rango picomolar (Pang, 1985). Por consiguiente, sélo un
pequeno porcentaje de los sitios de baja afinidad podrian ser activados,
sugiriendo una limitada relevancia fisiologica para estos (Dubocovich, 1983).
En contraste, la afinidad de los sitios ML-1 correlaciona con los niveles de
melatonina circulante y podrian ser los responsables de la accion del
metoxiindol en condiciones fisiologicas (Dubocovich, 1988; Stankov y Reiter,
1990). Sin embargo, debe tenerse en cuenta que las concentraciones de la
hormona alcanzadas en espacios reducidos dentro del SNC en condiciones
fisiologicas son desconocidas. A este respecto, existen evidencias que en el
hipotalamo mediobasal las concentraciones de melatonina son 50 veces mas

elevadas que las circulantes y se encuentran en el rango nanomolar (Cardinali
et al., 1991).
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Figura H. Caractensticas de los sitios de unién a 2-{ 1251)melatonina

ML-1

ML-2

Nombre corriente

Sitio de alta afinidad (pM)

Sitio de baja afinidad (nM)

Estados de afinidad

Alto (10-300 pM) - Bajo
(0.3-5 nM)

Alto (0.9-10 nM)

Cinéticas: asociacion

lenta (t1/2= 9-60 min)

rapida (t1/2= 1-2 min)

disociacion lenta (t1/2= < 40 min) rapida (t1/2= 1-2 min)
Regulacion
GTP y analogos si no
Na+ si no
Ca2+ si no
Mg2+ no no
Temperatura si (aumenta la afinidad) si (disminuye la afinidad)

Perfil farmacologico
Secuencia de afinidades

2-Iodomelatonina >
melatonina >
6-OH-melatonina>>N-
acetilserotonina >>
prazosina > serotonina

2-lodomelatonina >
prazosina>
N-acetilserotonina>
6-OH-melatonina >
melatonina >> serotonina

Localizacion

Retina, NSQ, Nucleo
Paraventricular Talamico,
Coliculo Superior, Pars
Tuberalis, Area Postrema,
Arteria Caudal

Cerebro de raton y hamster
Testiculos y rifion de
hamster
Células de melanoma RPMI
1846

Un gran nimero de evidencias demuestra la existencia de variaciones
diarias en la respuesta biolégica a la melatonina (Reiter, 1987). La
administracion de melatonina en fa fase de luz tardia resulta critica para los
efectos del metoxiindol sobre el sistema hipotalamo-hipofisario-gonadal
(Tamarkin et al., 1976; Reiter et al., 1980). Se ha sugerido que la sensibilidad
de los receptores puede jugar un rol muy importante en los cambios diarios de
la respuesta a la accion de la melatonina (Margolis y Linch, 1881; Stankov y
Reiter, 1990).

Recientemente, a partir de melanéforos de Xenopus Ilaevis
inmortalizados, se ha clonado un "ADN copia" que codifica para un receptor de

melatonina. Este ultimo pertenece a una nueva subfamilia de receptores con
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siete dominios transmembrana, acoplados a proteina G (Ebisawa et al., 1994).
Asimismo "ADN copias” clonados de células humanas y de ovejas, codifican
para un receptor de melatonina que une 2-[125)melatonina con alta afinidad
(Reppert et al.,, 1994). La expresion del ARN mensajero del receptor para
melatonina fue observada por hibridizacién in situ, sélo en areas del cerebro e
hipdfisis de mamifero, que también exhibieron sitios de binding de alta afinidad
por métodos autorradiograficos (Reppert et al., 1994).

Se ha sugerido que los receptores de melatonina en la retina neural y
en el coliculo superior podrian estar involucrados en la regulacién de la
funcion visual (Dubocovich, 1983, 1987, 1995). Los receptores localizados en
el NSQ se han relacionado con el efecto de la melatonina sobre los ritmos
circadianos (Armstrong y Redman, 1993), en tanto que los sitios ubicados en el
nucleo paraventricular taldmico han sido involucrados en la regulacion de la
funcién limbica (Krause y Dubocovich, 1990; Reppert et al.,1994). Se ha
sugerido que los receptores no neurales como los localizados en la pars
tuberalis regulan la funcién reproductiva en especies con reproduccidon
estacional (Reppert et al., 1994; Dubocovich, 1995).

La melatonina retiniana actia aparentemente a través de receptores
especificos, como fue inicialmente descripto por Gern y colaboradores (1980),
en homogenatos de retina neural, epitelio pigmentario y coroides de peces.
Utilizando 3H-melatonina como radioligando se demostrd la existencia de
union especifica, tanto en la retina neural como en el epitelio pigmentario. Los
sitios de unién para 3H-melatonina han sido localizados principalmente en la
capa nuclear externa de la retina de vertebrados (Wiechman et al., 1986).
Mediante el uso de 2-{1251)melatonina, se ha demostrado la presencia de sitios
especificos de alta afinidad en la retina de rana, polio, conejo y rata, con una
Kd en el orden picomolar (Skene, 1992). Sitios de unién de alta afinidad se han
localizado principalmente en la capa plexiforme interna de varias especies de
vertebrados (Wiechmann y Wirsig-Wiechmann, 1991; Laitinen y Saavedra,
1990a; Blazynski y Dubocovich, 1991). La capa nuclear interna de la retina de
conejo asi como las capas de segmentos internos y externos de los
fotorreceptores de la retina de raton presentan union especifica de alta
afinidad a 2-[125I]melatonina (Blazynski y Dubocovich, 1991). A pesar de la
existencia de sitios de unién especificos en la retina, pocos estudios han
correlacionado estos sitios con una respuesta funcional mediada por el
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metoxiindol. Como se menciond previamente, Dubocovich y colaboradores
demostraron una correlacion altamente significativa entre la capacidad de la
melatonina y sus analogos inddlicos de inhibir la liberacién de dopamina y la
capacidad de competir por los sitios de union a 2-{125)melatonina en la retina
de polio y conejo (Dubocovich, 1988). El efecto de la melatonina sobre la
liberacion de dopamina esta mediado a través de la activacién de un receptor
con las caracteristicas farmacologicas del subtipo ML-1. Los ligandos mas
potentes del subtipo ML-2 resultaron completamente inactivos en la induccion
de este efecto (Dubocovich, 1985; Dubocovich, 1995). Asimismo, en
membranas de retina de pollo, estudios de "binding" con 2—[125l]melatonina
han revelado la existencia del sitio ML-1 con dos estados de afinidad
(Dubocovich, 1991). Este tipo de receptor en la retina del pollo muestra el
mismo perfil farmacoldgico del heterorreceptor presinaptico, involucrado en la
inhibicién de la liberacion de dopamina (Dubocovich, 1983, 1987, 1988;
Krause y Dubocovich, 1991). La localizacién de los sitios de union de
melatonina en la capa plexiforme interna dan un aval anatomico a estos
resultados, ya que las neuronas dopaminérgicas se encuentran entre las
células amacrinas e interplexiformes retinianas, que hacen sinapsis en la capa
plexiforme interna (Ehinger y Dowling, 1987).

Por otra parte, existen evidencias a favor de la existencia de sitios
citosolicos y nucleares, a través de los que la melatonina podria ejercer una
variedad de efectos celulares, en tejidos desprovistos de receptores de
membrana (Mennenga et al., 1991; Menendez Pelaez y Reiter, 1993).

fll. 6. a. MECANISMOS INTRACELULARES INVOLUCRADOS EN LA
RESPUESTA A LA MELATONINA

Evidencias experimentales senalan que el mecanismo intracelular
acoplado al sitio receptor ML-1 involucra una proteina Gi, que produce
inhibicién de la adenilato ciclasa. Los analogos del GTP, que interfieren con la
regeneracion de receptores acoplados a proteinas Gi, decrecen la afinidad y
algunas veces la capacidad de "binding" de la 2-[125I]-melatonina en reptiles,
aves y mamiferos. La primera evidencia en este sentido se obtuvo a través de
la disminucién en el contenido de AMPc estimulado por MSH en la piel de
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anfibios. Se ha demostrado que la pinealectomia aumenta, la administracion
de melatonina in vivo y el tratamiento con melatonina in vitro disminuyen el
contenido de AMPc, en el hipotalamo mediobasal de rata (Vacas et al., 1981).
En células gliales, la hormona inhibe el incremento en la sintesis de AMPc
inducido por estimulacién del receptor B-adrenérgico (Vacas et al., 1984). En
cerebro de lagartijas, piel de anfibios, cerebro de hamster y células de la pars
tuberalis, la melatonina inhibe la produccién de AMPc inducido por forskolina,
efecto bloqueado por la preincubacién con toxina pertussis (Morgan et al.,
1989a, b). En 1984, Niles demostré que la melatonina modula los niveles de
AMPc retinianos en la rata. La melatonina en una concentracion 0.1
micromolar suprime significativamente la actividad de la adenilato ciclasa en
presencia de 10 micromolar de GTP. Sin embargo, se ha descripto que la
melatonina incrementa la actividad de la adenilato ciclasa y los niveles
intracelulares de AMPc en las capas plexiforme externa e interna de retinas de
conejo en experimentos in vitro (Blazynski et al.,, 1985). Por otra parte, se ha
demostrado que la melatonina incrementa los niveles de AMPc en células
fetales de epitelio pigmentario de pollo, provocando un efecto inhibitorio sobre
la fagocitosis de segmentos externos de los bastones (Ogino et al., 1983).
Asimismo, se ha descripto que receptores recombinantes de melatonina,
aislados de oveja y Xenopus, y expresados en células COS-7, utilizan también
esta via de transduccion de sefales (Ebisawa, 1994; Reppert, 1994).

Los receptores de melatonina de alta afinidad, podrian estar acoplados
a otros segundos mensajeros. En hipofisis anterior de ratas neonatales, la
melatonina inhibe la acumulaciéon de AMPc y GMPc inducida por GnRH, asi
como la sintesis de diacilglicerol y la liberacion de acido araquidonico
(Vanecek y Kiein, 1994). En este tejido, la melatonina inhibe el incremento en
el influjo de Ca2* inducido por GnRH a través de canales dependientes de
voltaje (Vanecek y Klein, 1994).

Por su parte, el receptor ML-2 ha sido involucrado en el cambio de los
niveles de Ca2* intracelular, GMPc, AMPc y prostaglandinas (Cardinali et al.,
1980; Vacas et al., 1984a). La inyeccion de melatonina en la cisterna magna
de conejo, incrementa los niveles de GMPc cuantificados en el liquido
cefalorraquideo (Rudman, 1976). En concentraciones nanomolares, la
melatonina incrementa la acumulacién de GMPc en el hipotadlamo mediobasal
de rata (Vacas et al., 1981) y estimula la actividad de fa guanilato ciclasa en el
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testiculo de esta especie (Kano y Miyachi, 1976). Se ha postulado que un
receptor con caracteristicas similares al ML-2, estaria ligado a un sistema de
transduccion de sefnales a través de la hidrolisis de fosfoinositidos por la
fosfolipasa C, mediado por el acoplamiento a una proteina G (Popova y
Dubocovich, 1995). Las potencias relativas de los agonistas para estimular la
hidrolisis de fosfoinositidos correlacionan con la posibie activacién de un sitio
de tipo ML-2 (Popova y Dubocovich, 1995). En células de melanoma de
hamster y cerebro de ave, la estimulacion de la hidrélisis de fosfoinositidos es
antagonizada por luzindol y N-acetiltriptamina (Dubocovich, 1995). La
prazosina, un antagonista aq-adrenérgico, que posee alta afinidad por el sitio
ML-2, bloguea selectivamente el incremento en la hidrolisis de fosfoinositidos
inducida por melatonina (Dubocovich, 1995). El antagonista adrenérgico
fentolamina, que no posee afinidad por el sitio ML-2, no afecta la respuesta a
los agonistas de la melatonina. Este efecto tampoco fue reproducido por
antagonistas serotoninérgicos (Popova y Dubocovich, 1995).

El rol fisiologico del sitio ML-2 es incierto. No se ha podido determinar
aun la localizacion de estos sitios en areas cerebrales especificas, dificultando
la prediccidn de su funcion fisioldgica. Existen evidencias que postulan que el
sitio ML-2, ademas de reconocer a la melatonina, podria unirse a sus
precursores 0 metabolitos enddégenos (Popova y Dubocovich, 1995).

La melatonina, a través de su union a calmodulina (Benitez-King vy
Anton-Tay, 1993), podria afectar directamente la senal de Ca2+ por su
interaccion con enzimas claves (por ejemplo: la adenilato ciclasa y la
fosfodiesterasa) y con proteinas estructurales como la tubulina (Cardinali,
1980), o indirectamente a través de proteinas quinasas. En este sentido, se ha
descripto que el tratamiento con melatonina o la induccion de la liberacién de
melatonina enddgena afectan los niveles de tubulina en el hipotalamo. La
melatonina inhibe algunos procesos dependientes de microtubulos, como por
ejemplo, la migracién del pigmento en la piel de anfibios, o el transporte
axoplasmatico en nervios de anfibios y mamiferos (Cardinali, 1980).

Por otra parte, en el nucleo, la melatonina podria actuar como un
aceptor de radicales libres, protegiendo al ADN de efectos citotoxicos (efectos
que no parecen involucrar a un receptor) y regular la expresion génica a través
de su unidn con receptores nucleares (Menéndez-Pelaez y Reiter, 1993; Reiter
et al.,, 1994). En este sentido, se ha descripto que la melatonina se une
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especificamente a los receptores RZR/ROR, pertenecientes a la familia de
receptores nucleares denominados "orphan nuclear receptors" (Carlberg et al.,
1996).
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OBJETIVOS

El hamster es considerado un modelo relevante para el estudio de la
melatonina pineal, ya que la hormona regula la reproduccion estacional en
esta especie, entre otros procesos fisioldgicos ritmicos. Teniendo en cuenta
estos antecedentes, los objetivos generales de los experimentos cuyos
resultados se describen y discuten a continuacion son:

. Estudiar la biosintesis de melatonina en la retina del hamster
dorado

1.1. Examinar si la retina del hamster dorado es un sitio de sintesis activa de
melatonina.

|.2. Examinar el efecto de la sefal fotica ambiental sobre este mecanismo
biosintético.

1.3. Estudiar el ritmo de melatonina retiniana en condiciones de iluminacion
ambiental constante.

1.4, Estudiar los efectos y el mecanismo de accion del sistema gabaérgico
sobre la sintesis de melatonina retiniana.

Il. Elucidar las implicancias fisiolégicas de la melatonina en la retina
del hamster dorado.

I.1. Examinar los efectos de la melatonina sobre el sistema de GMPc retiniano.

I1.2. Examinar los efectos de la melatonina sobre la liberacion y la captacion de
[3H)-glutamato.

I1.3. Estudiar el mecanismo de accion de la melatonina sobre estos
parametros.

l.4. Examinar la existencia de sitios de union especificos para melatonina en la
retina del hamster dorado.

11.5. Caracterizar farmacoldgica y funcionalmente el tipo de sitio de unién a

2-[125))melatonina.
I1.6. Examinar la existencia de variaciones diarias de los sitios de union a 2-
[1251)melatonina.






MATERIALES Y METODOS
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Animales y Tejidos

Se utilizaron hamsteres dorados (Mesocrisetus auratus), con un peso
promedio de 120 £ 20 g.

Los animales se mantuvieron en nuestra colonia bajo un fotoperiodo de
14 h de luz - 10 h de oscuridad, con encendido de la luz a las 06.00 h y
apagado a las 20.00 h (salvo excepciones que se indican en cada caso), con
libre acceso a alimento y agua.

Cuando se examind el efecto de la oscuridad durante el dia, los
animales se mantuvieron en oscuridad desde el horario de transicion (06.00 h)
hasta las 20.00 h. Para estudiar el efecto de la exposicion a luz durante la
noche, 10s animales se mantuvieron con la luz encendida hasta 10 h después
del horario de transicion (20.00 h). Los experimentos llevados a cabo en
condiciones de libre curso ("free-running") se realizaron luego de exponer a los
animales a oscuridad constante durante tres dias.

Se sacrificé a los animales por decapitacion, se enuclearon los 0jos y
las retinas se extrajeron y mantuvieron a -20°C hasta su posterior tratamiento,
o entre 04°C en el caso de ser utilizadas inmediatamente luego de su
extraccién.

El sacrificio de los animales, la extraccién de las retinas y, en los casos
indicados, las incubaciones y/o ensayos enzimaticos en las retinas de
animales mantenidos en condiciones de oscuridad, se realizaron bajo luz roja
tenue.

Cirugia

La pinealectomia se llevd a cabo bajo anestesia etérea, tres semanas
antes del sacrificio de los animales. Se utilizo el siguiente procedimiento: luego
de la exposicion del craneo, con un torno de uso odontologico se realizo el
corte de la calota, de manera de exponer la desembocadura del seno venoso
longitudinal superior en los senos laterales. Luego de ligar el seno iongitudinal
superior, se disecaron las meninges de manera de exponer la glandula pineal.
Esta se extirpd tomandola con una pinza de relojero (Bruselas N° 7). Los
animales con operacién simulada ("Sham") fueron intervenidos
quirdrgicamente de la misma manera, disecandose el seno longitudinal
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superior hasta exponer la glandula pineal, sin extirparla. Luego se procedio a
la sutura y recuperacion de los animales.

Determinacién del contenido de melatonina

Las retinas se homogeneizaron en 2 ml de HCI 0.1 M con un
homogeneizador de vidrio-teflon. Para la determinacion de proteinas se
utilizaron dos alicuotas de 50 pl de este homogenato. Se extrajo la melatonina,
a través de la adicion de 5 ml de diclorometano. Los tubos se agitaron dos
veces durante 20 seg y se centrifugaron a 900 x g durante 3 min. La fase
acuosa se descartd y se agregaron 2 ml de NaHCO3 2 % sobre la fase
organica, procediendo de igual manera que en la etapa anterior. Se aspird la
solucion de bicarbonato y se lavo la fase organica con 2 ml de agua destilada;
se repitio el procedimiento y, por ultimo, se aspird6 completamente la fase
acuosa y la grasa emulsionada. Se tomaron 2 alicuotas de 1.5 ml de la fase
organica de cada muestra (correspondiente a una retina), se llevaron a
sequedad bajo vacio y se guardaron a -20°C hasta que se realizara el
radioinmunoanalisis (RIA). Todo el procedimiento de extraccion de la
melatonina se llevo a cabo a una temperatura de O - 4°C. La recuperacion del
procedimiento de extraccién fue de 76 + 5%, y se determind por la extraccién
paralela de [3H]melatonina.

Se resuspendieron las muestras en 100 pul de buffer (NaN3 3 mM,
KH2PO4 0.05 M y gelatina 1mg/ml, llevado a pH 7.0 con KOH). Se agregaron
50 ul de [3H]—melatonina (20.000-24.000 dpm; actividad especifica 38.8
Ci/mmol) y 50 pl de un antisuero de conejo anti-melatonina (dilucion final
1:1600). Los tubos se incubaron durante 2 h a 37° C. Finalizada la incubacién
se agregaron 250 pl de sulfato de amonio saturado, se agitaron las muestras,
se incubaron a 4°C durante 40 min y se centrifugaron a 13200 rpm durante 4
min a 4°C. El sobrenadante se aspird y el "pellet" se resuspendié en 100 ul de
agua destilada a 37°C. La radiactividad se cuantificé por espectrometria de
centelleo liquido. Los valores del contenido de melatonina se determinaron a
partir de una curva estandar de melatonina, con un rango de 20 pg a 5000
pg/tubo. Los coeficientes de variacion intra e interensayo fueron,
respectivamente, 4.5y 8.5 %
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E! RIA para la medicién de los niveles de melatonina en la retina del
hamster dorado, se valido mediante estudios paralelos en los que, diluciones
seriadas de extractos retinales mostraron curvas de desplazamiento paralelas
a las curvas de melatonina estandar. El antisuero anti-melatonina se desarrolld
en nuestro laboratorio. El inmunégeno (cedido por el Dr. Bernhard Manz. IBL.
Hamburgo, F.R.G.) fue hemisuccinamida 5-metoxitriptamina unido a
seroalbumina bovina. Este antisuero tuvo reaccion cruzada con serotonina (<
0.4 %), aunque se descarto la posible interferencia de serotonina en el RIA por
el procedimiento de extraccién, dado que esta es retenida en la fase acuosa
alcalina. No se observé competencia significativa con 5-metoxitriptamina, 5-
metoxitriptofol, N-acetilserotonina o 5-hidroxitriptofol.

Determinacion de la sintesis in vitro de melatonina

Se sacrificaron los animales a las 10.00 h. Las retinas aisladas y
separadas del epitelio pigmentario, se incubaron a 37°C durante 8 horas, en
medio esencial minimo (MEM), ajustado a pH 7.4 con HNaCO3 y burbujeado
con carbogeno (5 % CO2 y 95 % 05) durante todo el periodo de incubacion.
Las incubaciones se realizaron en condiciones de luz o de oscuridad continua
durante 8 horas en presencia o ausencia de los diferentes compuestos
examinados (dibutiril-GMPc, 8-Bromo-GMPc, GABA, baclofen y bicuculina)
segun lo indicado en cada caso. Al final de este periodo, se separaron las
retinas de los medios de incubacion y se congelaron a -20°C para ser
procesadas como se describié previamente.

Determinacién del contenido de AMPc y GMPc

Para determinar el efecto de la melatonina, el GABA y agonistas y
antagonistas gabaérgicos sobre el contenido de los nucledtidos ciclicos, se
incubaron las retinas a 37°C durante 30 min en 500 pul de buffer que contenia
NaCl 140 mM, KCI 5 mM, CaCly 2.5 mM, MgClo> 1 mM, HEPES 10 mM, glucosa
10 mM e IBMX 0.5 mM (inhibidor de la fosfodiesterasa), ajustado a pH 7.4 con
Tris base. Las incubaciones se terminaron por remocion del medio y
homogeneizacién rapida en 1 ml de 4&cido perclérico 1 M, en
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homogeneizadores de vidrio-teflén. Las muestras se mantuvieron a 4°C, hasta
ser purificadas, para determinar el contenido de AMPc o GMPc acumulado
durante 30 min. Para determinar los niveles de GMPc, se realizaron
incubaciones en presencia o en ausencia de IBMX 0.5 mM segun se indica.
Para determinar los niveles de los nucleétidos ciclicos en los distintos horarios,
las retinas extraidas se homogeneizaron directamente y se purificaron como se
indica a continuacién. Se tomaron 2 alicuotas de 25 pl del homogenato para la
determinacion del contenido de proteinas. Los tubos se centrifugaron a 13.000
rpm durante 5 min a 4°C. Se purificaron los sobrenadantes por cromatografia
secuencial en columnas de alumina (AG 7, 100-200 mesh) y Dowex 50W-X8
(forma H*). Las columnas se lavaron previamente utilizando el siguiente
protocolo: 1) columnas de alumina (2.5 cm de altura). se agregaron
secuenciaimente 5 ml de imidazol 0.1 M (2 veces), 5 mide H2O, 2 mlde 0.2 M
de NH4COOH y 4 ml de agua destilada (4 veces). 2) Las columnas de Dowex
(4 cm de altura) se lavaron 3 veces con 5 ml de agua destilada, 2 veces con 5
ml de NaOH 0.5 M, 2 veces con 5 ml de agua, 5 ml de HCI 2 M, 2 veces con 5
ml de agua, 5 ml de HCI 0.1 M y por ultimo 4 veces con 4 ml de agua destilada.
Las muestras se sembraron sobre las columnas de alumina previamente
hidratadas. Se agregaron secuencialmente dejando escurrir el eluato, 4 ml de
agua (2 veces), 2 mi de agua, 5 ml de HC| 0.6 M en etanol 95 %, 5 ml de
etanol 50 % y 2 mi de agua. Se montaron las columnas de alumina sobre las
de Dowex y se agregaron 4 ml de formiato de amonio 0.2 M sobre la alumina, a
fin de colectar la fraccidn de las muestras en las columnas de Dowex. Una vez
escurrido el volumen de las Dowex, se agregaron 3 veces 1 ml de agua,
recogiendo este eluato (fraccion de GMPc) y luego se agregaron 4 veces 1 ml
de agua, recogiendo estos ultimos 4 ml (fraccién de AMPc). El porcentaje de
recuperacion de este procedimiento se determiné por la purificacion en
paralelo de [CH]-AMPc y [3H]-GMPc. La recuperacion de las columnas para
AMPc y GMPc fue usualmente 80-85 %. Los contenidos de AMPc y GMPc se
determinaron por RIA.
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RIA de AMPc

Alicuotas de 100 pul de las muestras y los estandares (rango de la curva
10-5000 fmoles) se acetilaron mediante el agregado de 5 ul de anhidrido
acético : trietilamina (en proporcidén 1:2) con agitacion inmediata. Luego de 5
min del agregado de la mezcla de acetilacion, se mezclaron las muestras y la
curva estandar con 50 pl de [1251]-AMPc (15.000 a 20.000 dpm; actividad
especifica 140 mCi/mmol). Se agregaron 50 pl de un antisuero de conejo anti
AMPc proporcionado por el "National Institute of Diabetes and Digestive and
Kidney Disease. Bethesda. Md. USA" (diluido 1:5000). La incubacion se realizo
durante toda la noche (8-16 horas) a 4°C. El complejo ligando-anticuerpo se
precipité con 2 ml de etano! a 4°C, y se utilizaron 50 ul de seroalbumina bovina
2 % como "carrier". Se incubaron las muestras durante 5 min a 4°C y se
centrifugaron a 2000 x g durante 30 min. Se separd el complejo ligando-
anticuerpo por aspiracion del sobrenadante. La radiactividad se determind en
un contador gamma.

La reacciéon cruzada del anticuerpo con otros nucleétidos (ATP, ADP,
5'AMP, adenosina y GMPc) es menor que 50 partes por millén.

RIA de GMPc

El protocolo utilizado para la determinacion de los niveles de GMPc en
la retina de hamster es esencialmente similar al descripto para el AMPc.
Alicuotas de 100 pl de la fraccion eluida de las columnas y los estandares,
previa acetilacién como ya se describio, se mezclaron con 50 pl de [1251)-
GMPc (15.000-20.000 dpm; actividad especifica 150 mCi/mmol). Se agregaron
S50 pl de un antisuero de conejo anti-GMPc (Chemicon International Inc.,
diluido 1:150) y se incubaron toda la noche (8-16 horas) a 4°C. La curva
estandar de GMPc fue lineal en un rango de 10 a 5000 fmol/tubo. La reaccidn
cruzada de este anticuerpo con otros nucleétidos es menor que 5 partes por
milién.



Materiales v Métodos-pag .82

Determinacion de las actividades guanilato ciclasa y fosfodiesterasa

Las retinas se incubaron durante 15 min a 37°C en 500 pl del buffer
Tris-HEPES previamente descripto, en presencia o ausencia de melatonina. Al
final del periodo de incubacion, se removid el medio y se homogeneizaron las
retinas.

Para determinar la variacién diaria de la actividad de las enzimas, las
retinas se extrajeron y homogeneizaron sin incubacién previa.

Ensayo de la actividad de quanilato ciclasa

Las retinas se homogeneizaron en un buffer que contenia Tris-HCI 40
mM pH 7.6, con fluoruro fenilmetilsulfonilo (PMSF 1 mM). Los homogenatos se
centrifugaron (luego de tomar alicuotas para la determinacion de proteinas) y
los sobrenadantes se utilizaron como fuente de enzima. La actividad de la
enzima se determiné por el método descripto por Domino et al. (1991). La
mezcla de reaccion contenia 50 pl de una solucién buffer consistente de Tris-
HCI 40 mM a pH 7.6, MnClp 6 mM, IBMX 2 mM, GMPc 2mM, seroalbumina
bovina 1 mg/ml, creatina kinasa 0.6 mg/ml y creatina fosfato 13.24 mg/ml,
[32P)GTP (700.000 cpm por tubo, actividad especifica de 1500- 3000
Ci/mmol); mas 25 ul de 0.5 mM de GTP y 25 pl de la fuente de enzima.

Para determinar los parametros cinéticos (Km y Vmax) se utilizaron seis
concentraciones de GTP frio (0.025 - 1 mM). Los tubos se incubaron a 37°C
durante 15 min. La reaccion se termind por el agregado de 100 pl de EDTA 30
mM a 4°C. El [32P]GMPc se separd del sustrato no reactado y otros
compuestos que contuvieran [32P], por cromatografia en columnas (alimina,
2.5 cm de altura, AG 7, 100-200 mesh, Bio-Rad laboratories) y se eluyé con 2
lavados de 2.5 ml de buffer Tris-HCI 0.1 M, pH 7.5. La formacion no enzimatica
de GMPc, se cuantificé mediante el agregado de buffer o de tejido hervido
durante 1 min, en lugar de la fuente de enzima activa. La radiactividad de las
muestras se determind por cromatografia de centelleo liquido. La recuperacion
de cada columna se determin6 por el agregado de una cantidad conocida de
[3H]-GMPc que se eluyd con cada muestra. Los valores de actividad se
corrigieron con el porcentaje de recuperaciéon que fue usualmente de 70-80 %.
La melatonina no afecto la recuperacién de GMPc de las columnas.
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Ensayo de la actividad de fosfodiesterasa.

La actividad de PDE se determind por el método de Thompson et al.
(1974) con modificaciones. Las retinas se homogeneizaron individualmente en
300 pl de agua destilada fria y se centrifugaron a 12.000 x g durante 15 min a
4°C. El sobrenadante se utilizé como fuente de enzima. Se tomaron alicuotas
del sobrenadante para la determinacién de proteinas. La mezcla de reaccidn
contenia Tris-HCI 40 mM (pH 8.0 a 37°C), B-mercaptoetanol 8 mM, MgCiy 5
mM, GMPc 100 mM, GTP 1 mM, [3HJGMPc (80.000 cpm/tubo, actividad
especifica 15 Ci/mmol) y alicuotas de 50 pul del tejido en un volumen final de
100 pl. Los tubos se incubaron a 37°C durante 10 min. La reaccion se termino
hirviendo los tubos por 1 min. Luego de enfriarios en hielo, se agregaron 50 ul
de 5'-nucleotidasa (1 mg/ml en agua destilada) y se incubaron a 30°C durante
10 min. Este paso permite la conversién de 5-GMP en guanosina. Los
nucledtidos ciclicos residuales se removieron mediante el agregado de 1 ml de
una mezcla que contenia: 1 parte de resina (Dowex 1X8, 200 a 400 mesh,
Sigma Chemical Co.), mas tres partes de metanol. Los tubos se mantuvieron
en hielo durante 15 min, con agitaciéon esporadica, y luego se centrifugaron a
900 x g durante 15 min a 4°C. Los sobrenadantes se recolectaron en viales y
la radiactividad se determiné en un contador B, luego del agregado de liquido
de centelleo. La conversion inespecifica de [3H]-GMP a 5'-GMP, se determind

por el agregado de buffer o de fuente de enzima inactivada por calor en lugar
de tejido.

Determinacion de la actividad de 6xido nitrico sintetasa (NOS).

Para determinar el efecto de la melatonina sobre la actividad de la
enzima 6xido nitrico sintetasa, se incubaron las retinas en buffer Tris-HEPES
previamente descripto, durante 20 min a 37°C, en presencia o ausencia de
melatonina. Al final de la incubacion, las retinas se homogeneizaron en buffer
Hepes 10 mM (pH 7.4), que contenia sacarosa 0. 32 M y EDTA 0.1 mM. La
actividad de la NOS se determind, por la conversion de [3H]arginina en
[3H]citrulina, por el método de Bredt y Snyder (1990), con pequefas
modificaciones. Alicuotas de 100 ul de los homogenatos (3 mg de
proteinas/ml) se incubaron por 30 min a 37°C en presencia de 40 pl de buffer
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que contenia Hepes 10 mM, CaCl2 3 mM, H202 0.2 %, NADPH 1mM, FAD 5
mM y [3H]-arginina (11 Ci/ml, actividad especifica 37.4 Ci/mmol) (volumen final
140 pl). Las muestras se enfriaron a 4°C y se agregaron 250 ul de resina
Dowex AG 50 WX-8 resuspendida en el buffer de incubacion (11 g de resina
en 14 ml de buffer). Las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente por
5 minutos, con agitacién esporadica, y se centrifugaron a 12.000 rpm por 5
min. La radiactividad del sobrenadante se cuantificé por espectrometria de
centelleo liquido. La formacion inespecifica de producto se determiné
utilizando alicuotas de homogenato del tejido hervido, durante 1 min, en lugar
de la fuente de enzima activa.

Determinacién del "turnover” de GABA

La determinacion del turnover de GABA se realizd mediante la
cuantificacion de la acumulacion del aminoacido luego de la inhibicion de la
enzima de degradacién, GABA transaminasa por la administracion
intraperitoneal de gamma-acetilénGABA (200 mg/kg), 62.5 min antes del
sacrificio. Para prevenir el aumento post-mortem en el contenido de GABA se
administré un inhibidor de la enzima de sintesis (GAD), el acido 3-
mercaptopropionico (3-MPA), 2.5 min antes del sacrificio, en una dosis de 50
mg/kg (i. p.) (Fonnum, 1985). Para determinar el contenidc de GABA
acumulado, se utilizé el ensayo de radiorreceptor (Bernasconi et al., 1980).
Alicuotas de 100 pl de una preparacion cruda de membranas sinapticas de
cerebelo de rata (aproximadamente 300 ug de proteina) en buffer Tris-citrato,
pH 7.2, se incubaron con 100 pl de muestras de tejido o con varias
concentraciones de GABA disueltas en agua destilada. Se agregaron 100 pl de
[3H]muscimol (actividad especifica 27.8 Ci/mmol, New England Nuclear) en
una concentracion final de 5 nM. La union inespecifica se determind en
presencia de 200 uM de GABA; cada determinacion se realiz6é por triplicado.
Se incubaron las muestras durante 10 min a temperatura ambiente y luego se
centrifugaron a 12.000 x g por 10 min a 4°C. Se descarté el sobrenadante y el
precipitado se lavd superficialmente 2 veces con buffer Tris-citrato frio. El
precipitado se digirid con hidroxido de hiamina durante toda la noche. La
radiactividad se cuantificé de la manera habitual. El rango de deteccion para
GABA fue de 1-20 ng. Los coeficientes de variacion inter e intraensayo fueron
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de 5y 20 % respectivamente. A fin de verificar que el desplazamiento del 3H-
muscimol de su sitio de union se debe a GABA presente en el tejido, una serie
paralela de muestras de tejido se incubaron en presencia de un sistema
enzimatico de degradacion de GABA altamente especifico, (GABAsa, Sigma)
antes del ensayo. Tanto el GABA auténtico como el contenido en la
preparacion del tejido fue completamente degradado por la GABAsa (mas del
85 %) (Graham y Aprison, 1966).

Determinacion de la captacion de [3H]qlutamato

La captacién de glutamato se examind mediante la incubacion del tejido
a 37°C con [3H]g|utamato (5-6 x 105 dpm/tubo, actividad especifica 17.25
Ci/mmol) en 500 pl de buffer que contenia NaCl 140 mM, KCI 5 mM, CaClp 2.5
mM, MgClo 1mM, HEPES 10 mM, glucosa 10 mM (ajustado a pH 7.4 con Tris
base). Para los experimentos en medio libre de Ca2*, el catién no se incluyo
en el medio y se agreg6 EGTA 5 mM. La melatonina, 8-Br GMPc o dibutiril
GMPc se agregaron 20 min antes que el agregado de [3H]glutamato. Luego de
10 min, las retinas se separaron rapidamente del medio por filtracion, se
lavaron con buffer frio 5 veces y se pesaron. Se digirio el tejido, durante toda la
noche, con hidroxido de hiamina y la radiactividad se cuantificé por
espectrometria de centelleo liquido. La captacion inespecifica de 3H-glutamato
se determind en un medio en el que se reemplazo, isosmoéticamente, el Nat
por colina. La captacién inespecifica fue usualmente el 20 % de la total.

Determinacién de la liberacion de [3H]glutamato

Las retinas se incubaron durante 30 min a 37°C con [3H]-glutamato (1-
1,5 x 108 dpmiretina) en 500 pl de un buffer Tris-HEPES, similar al usado en
los experimentos de captacion. Para los experimentos en medio libre de Ca2*,
el cation no se incluy6 en el buffer y se agregd EGTA 5 mM. Las retinas se
lavaron 6 veces en buffer frio de manera de remover el exceso de radiactividad
y se incubaron durante 20 min, con agitacion suave, en 500 pl del mismo
buffer, en presencia o ausencia de melatonina, 8-Bromo GMPc o dibutiril
GMPc. Al final del periodo de incubacion, las retinas se separaron del medio y
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se digirieron toda la noche con hidroxido de hiamina. La radiactividad en el
medio de incubacion y la contenida en el tejido se cuantificd por
espectrometria de centelleo liquido. Los resultados se expresan como
liberacion fraccional calculada como la relacidon entre radiactividad
liberada/radiactividad total captada por el tejido. Esta ultima se calculé como el
contenido remanente en el tejido mas lo liberado al medio de incubacion. La
radiactividad liberada por el tejido se identificdé como glutamato (70 %) por
cromatografia en placa delgada.

Determinacidon de la captacion de [450a2+]

La captacion de [45032+] se examind en una fraccion sinaptosomal
cruda. Las retinas se homogeneizaron en una solucién de sacarosa 0.32 M
que contenia MgCly 1 mM, y se centrifugaron a 2500 rpm durante 10 min a
4°C. El "pellet" se descarté y el sobrenadante se centrifugd a 20000 rpm
durante 20 min. El "pellet” resultante se resuspendié por homogeneizacién en
el buffer de incubacion (buffer Tris-HEPES descripto previamente). Se realizé
una nueva centrifugacion a 20000 rpm por 20 min, el "pellet” se resuspendié
en el medio de incubacidn y se tomaron alicuotas de 100 pl (300 a 600 pg de
proteina). La fraccién sinaptosomal cruda se incubd, por 20 min (salvo en los
casos indicados en la seccién de resultados) a 37°C, en presencia o ausencia
de melatonina, 8-Br GMPc o dibutirii GMPc. Transcurrido el tiempo de
incubacion se agregaron a cada tubo 100 pl de buffer que contenia [4sCa2+]
(8-10 x 105 dpmitubo, actividad especifica de 7.57 mCi/mg). Luego de 10 seg,
la captacion de [45Ca2+] se interrumpid por el agregado de 500 pl de una
solucién fria de EGTA 5 mM vy, luego de 5 seg, se agregaron 4 mi de buffer
Tris-HEPES. El contenido de los tubos se filtré rapidamente bajo presion
reducida, a través de filtros de fibra de vidrio, Whatman GF/B, embebidos en
una solucién gue contenia polietilenimina 0.5%. Los filtros se lavaron 2 veces
con 4 mi de buffer frio. Los filtros se transfirieron a viales de conteo y se
secaron. La radiactividad se cuantificod en un contador de centelleo liquido. La
captacion inespecifica se determind por la adicion de 500 pl de EGTA, antes
del agregado del [*°Ca2+],
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Ensayo de la unién especifica de 2-[125I]melatonina

Para los estudios de unidn especifica de 2-[1251)melatonina, se utilizo
una fraccién cruda de membranas preparadas de la siguiente manera: las
retinas se homogeneizaron en una solucion de sacarosa 0. 32 M; el
homogenato se centrifugd a 2500 rpm durante 10 min, el "pellet" se descartd y
el sobrenadante se centrifugd a 20000 rpm por 20 min. El "pellet" resultante se
lavd dos veces por resuspension y homogeneizacion en buffer Tris-HCI (50
mM, pH 7.4) y CaClp 4 mM, y se centrifugd nuevamente. Finalmente, el
precipitado se resuspendio en buffer Tris-HC! (100-200 ug de proteinas por
tubo) y se incubd con 2-{1251)melatonina en una concentracién no saturante
(100 pM, actividad especifica 2200 Ci/mmol, New England Nuclear Corp.).
Para determinar los parametros cinéticos del "binding" de 2-[125|)melatonina
por saturacién, se examinaron seis concentraciones diferentes de 2-
[1251)melatonina (20-400 pM).

Se realizd la caracterizacion farmacolégica de la union de 2-
[125()melatonina a través de estudios de "binding" por competencia. La
inhibicion de la unidn de 2-[125I]melatonina (70-100 pM) a las fracciones
sinaptosomales crudas se determind utilizando 6-8 concentraciones de cada
compuesto. Los valores de Ki se calcularon por el método de Cheng y Prusoff
(1973) a partir de los IC5q obtenidos en curvas de competencia.

Para determinar el efecto de nucleétidos de adenina y de guanina sobre
la unidon de 2—[125l]melatonina, se realizaron incubaciones de las alicuotas de
sinaptosomas crudos con el radioligando, en concentracion 100 pM, en
presencia de concentraciones variables de GTP, GDP, GMP y ATP (10 nM a
10 mM).

Las incubaciones se realizaron durante 2 h a 25°C. La reaccion se
termind por el agregado de 4 ml de Tris-HCl frio y filtrado rapido bajo presion
reducida. a través de filtros de fibra de vidrio, Whatman GF/B, embebidos en
una solucion de polietilenimina 0.5 %. Los filtros se lavaron tres veces con 4 ml
de buffer frio y se transfirieron a tubos de Khan. Se cuantificd |la radiactividad
en un contador gamma. La union inespecifica se determindé como el "binding"
en presencia de 10 uM de melatonina. La unién especifica del radioligando se
determind por la diferencia entre la unidn total y la unién inespecifica. Los
datos de union en el equilibrio obtenidos por el método de saturacion se
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analizaron por el método de Scatchard (1949) y los parametros cinéticos se
calcularon por regresion lineal.

El contenido de proteinas se determiné por el método de Lowry y
colaboradores (1951), utilizando seroalbumina bovina como estandar.

Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos se utilizaron los test de Student
para la comparacion entre dos grupos experimentales o ANOVA (dos colas o
factorial) seguido de test de Tukey o de Dunnett, para comparaciones
multiples. En los graficos de regresion por el método de Scatchard y de
Lineweaver Burk las pendientes y las ordenadas al origen se calcularon por el
método de cuadrados minimos.
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1. BIOSINTESIS DE MELATONINA EN LA RETINA DEL
HAMSTER DORADO.

En la Introduccion se han mencionado distintas evidencias que avalan la
capacidad de la retina de diversas especies de vertebrados de sintetizar
melatonina. En la mayoria de las especies examinadas, la melatonina retiniana
presenta variaciones significativas a lo largo del ciclo de 24 horas. Sin
embargo, existen indicios controvertidos acerca de la existencia de un ritmo
diario en el contenido de melatonina en la retina de mamiferos. Si bien el
hamster dorado es considerado el modelo mas conspicuo (como se
mencionara en los Objetivos) para el estudio de la melatonina de origen pineal,
la melatonina retiniana ha recibido relativamente escasa atencion. Por
consiguiente, se realizd la primera serie de experimentos con el objeto de
investigar distintos aspectos vinculados a la biosintesis de melatonina en la
retina del hamster dorado (Mesocricetus auratus).

.1 a. Variaciones diarias en el contenido de melatonina retiniana.

La figura 1 representa los cambios diarios en el contenido de melatonina
retiniana, en hamsteres sacrificados en nueve intervalos durante el ciclo de 24
horas. Los niveles de melatonina exhiben variaciones diarias significativas, con
valores maximos durante la noche tardia (04.00 y 06.00 h).
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Fig.1 Variaciones diarias en el contenido de melatonina en la retina del hamster
dorado. Los niveles de melatonina presentaron variaciones diarias significativas (p< 0.01,
ANOVA). El contenido del metoxiindol a las 04.00 y 06.00 h difirio significativamente
de todos los otros intervalos (** p < 0.01 por test de Tukey). Se representan medias =

ES, n=15-20 animales por grupo. La barra oscura en la base de la figura indica las horas
de oscuridad.

.1 b. Variaciones diarias en el contenido de AMPc retiniano.

Como se menciond en la Introduccién una sefal regulatoria clave en la
biosintesis de melatonina es el AMPc, a través de su efecto estimulatorio sobre
la expresidon de la NAT (enzima considerada limitante en el proceso
biosintético). Por lo tanto, se examinaron las variaciones diarias en el
contenido del nucledtido ciclico en retinas de animales sacrificados a lo largo
del ciclo de 24 horas (Figura 2). Los niveles de AMPc variaron en forma
significativa en funcion de la hora del sacrificio. El contenido de AMPc aumentod
4 horas después del apagado de la luz, con valores maximos a las 02.00 h,
dos horas antes del incremento en el contenido de melatonina.
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Fig.2 Variaciones diarias en los niveles de AMPc en la retina del hamster dorado.
El contenido de AMPc present6 vanaciones diarias significativas (p < 0.01, ANOVA).
Los niveles de AMPc durante la noche (excepto para las 22.00 h) fueron
significativamente mayores que los valores correspondientes a la fase de luz (*p < 0.05
por test de Tukey). Se representan las medias £ ES, n= 15 a 20 animales por grupo. La
barra oscura en el pie de la figura indica los horarios de oscuridad.

I.2. Determinacion del origen del contenido de melatonina en la retina.

Con el objeto de determinar el origen del metoxiindol, se realizaron dos
series de experimentos tendientes a examinar: 1) el efecto de la pinealectomia

sobre el contenido de melatonina retiniana y, 2) la produccién del metoxiindol
en retinas mantenidas in vitro.
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l.2.a. Efecto de la pinealectomia sobre el contenido de melatonina

retiniana. Estudio ex vivo.

La variacion diaria en el contenido de melatonina retiniana de hamsteres
pinealectomizados o con operaciéon simulada se representa en la figura 3. El
andlisis estadistico de los resultados indicoé un ritmo diario significativo en el
contenido de melatonina tanto en el grupo con operacion simulada (SHAM),
como en el grupo de animales pinealectomizados.
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Fig 3. Efecto de la pinealectomia u operacion simulada sobre el contenido de
melatonina en la retina del hamster dorado. Los niveles de melatonina presentaron
variaciones diarias significativas en ambos grupos En los animales pinealectomizados, los
valores de melatonina a las 20.00, 24.00, 04.00 o 06.00 h fueron significativamente
mayores que a las 08.00 o a las 12.00 h (**p < 0.01, test de Tukey). El contenido de
melatonina en la retina de los animales con operacién simulada a las 04.00 y 06.00 difirié
significativamente de los otros intervalos examinados (**p< 0.01, test de Tukey). Los
niveles de melatonina retiniana en los hamsteres pinealectomizados fueron
significativamente mas elevados que los del grupo con operacion simulada (p < 0.001,
ANOVA factorial). Se indican medias = ES, n= 15 a 20 animales por grupo.
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En el grupo SHAM, los niveles de melatonina fueron maximos entre las
04.00 y las 06.00 h (al igual que en los animales intactos), mientras que en los
pinealectomizados el maximo se observo en el intervalo comprendido entre las
2000 y las 2400 h. ElI contenido de melatonina retiniana, fue
significativamente mas alto en los hamsteres pinealectomizados que en el
grupo con operacién simulada (p < 0.001, ANOVA factorial).

l. 2. b. Produccién de melatonina retiniana. Estudio in vitro.

En la segunda serie de experimentos se examind la produccion de
melatonina en retinas de hamster mantenidas in vitro. Los resultados obtenidos
se esquematizan en la figura 4. La presencia de luz, durante 8 horas de
incubacion, suprimié significativamente el efecto estimulatorio de la oscuridad
sobre la produccion de melatonina retiniana.
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Fig 4. Efecto de la luz y la oscuridad sobre la sintesis de melatonina en retinas de
hamster dorado mantenidas in vitro. Las retinas fueron extraidas a las 10.00 h en
condiciones de luz y se incubaron como se describe en Materiales y Meétodos. Los
valores previos a la incubacién fueron determinados en retinas de animales expuestos a
luz. La oscuridad luego de 8 horas de incubacion, provocé un incremento significativo en
los niveles de melatonina (** p< 0.01, test de Dunnett). Las barras indican medias = ES,

n=15 animales por grupo experimental.
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{. 3. Efectos del estimulo fotico sobre el contenido de melatonina y AMPc.

Con el objeto de examinar el efecto del estimulo fético sobre los niveles
de melatonina y AMPc retinianos, se llevaron a cabo los experimentos
representados en las figuras 5,6, 7 y 8.

1.3.a. Efecto de la luz durante la noche.

La exposicién de los animales a luz (de manera aguda) en horarios de la
noche, resulté en la supresion del aumento nocturno del contenido de

melatonina (figura 5) y de AMPc (figura 6), alcanzando valores similares a los
diurnos.
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Fig 5. Efecto de la luz durante la noche sobre el contenido de melatonina en la
retina de hamster. No se hallaron diferencias significativas en los niveles de melatonina
entre los intervalos examinados (ANOVA). La barra clara indica los horarios de luz Se

representan medias = ES, n= 10 a 15 animales por grupo.
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Fig 6. Efecto de la luz durante la noche sobre los niveles de AMPc en la retina del
hamster dorado. Los niveles de AMPc no presentaron diferencias significativas entre los

intervalos examinados, con valores similares a los diurnos. Se representan medias = ES,
n= 10 a 15 animales por grupo.

I.3.b. Efecto de la oscuridad durante el dia.

La exposicidén de los hamsteres a oscuridad (en forma aguda) durante el
dia, provocd un incremento significativo sobre el contenido de melatonina y
AMPc, como se representa en las figuras 7 y 8 respectivamente. El aumento
en los niveles del nucleétido ciclico precediot al de melatonina, analogamente a
lo observado en condiciones de fotoperiodo normal. EI AMPc alcanzé valores
comparables a los de la etapa nocturna en el fotoperiodo normal. En contraste,
los niveles nocturnos de melatonina no alcanzaron los valores de la figura 1,
aunque fueron significativamente mayores que los diurnos.
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Fig 7. Efecto de la oscuridad durante el dia sobre el contenido de melatonina en la
retina del hamster. Los niveles de melatonina correspondientes a las 16.00 h difirieron
significtivamente de todos los otros intervalos, excepto de las 14.00 h. (* p< 0.05 por
test de Tukey). Se indican medias + ES, n= 6-8 animales por grupo. La barra oscura en
la base de la figura indica el periodo de exposicion de los animales a oscuridad.



Resultados-pag.99

AMP ciclico (pmol/mg prot)
=
1

0 | ———

06.00 08.00 10.00 12.00 14.00 16.00
HORAS

Fig 8. Efecto de la oscuridad durante el dia sobre el contenido de AMPc en la
retina. Los valores del contenido del nucledtido a las 10.00, 12.00 y 14.00 h presentaron
un aumento significativo respecto de los observados a las 06.00 y 16.00 h (**p < 0.01
por test de Tukey). Se representan medias + ES, n= 6-8 animales por grupo. La barra

oscura en la base de la figura indica el periodo de exposicion de los animales a oscuridad
durante los horarios diurnos.

.4. Efecto de la oscuridad constante sobre los niveles de melatonina
retiniana.

A fin de elucidar si paralelamente a la regulacién fética existe un ritmo
endogeno que controla los niveles de melatonina en la retina, se cuantificaron
los niveles del metoxiindol en seis intervalos durante el ciclo de 24 horas, en la
retina de hamsteres expuestos a oscuridad constante durante 3 dias (libre
curso). En la figura 9 se representan las variaciones diarias en el contenido del
metoxiindol en 4 experimentos realizados separadamente.

Los valores maximos en el contenido del metoxiindol se obtuvieron en

intervalos distintos del ciclo de 24 horas y los experimentos individuales
difirieron entre si.
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Fig 9. Variaciones diarias en el contenido de melatonina en la retina de hamsteres
mantenidos en oscuridad constante durante 3 dias. Los animales fueron sacrificados v
las retinas extraidas como se indica en Materiales y Métodos. Cada uno de los graficos
representa un experimento. Los datos indican medias £ ES con un n= 4-5 animales por
grupo para cada determinacion. Los valores maximos en el contenido de melatonina
variaron entre experimentos. En la figura 9 A) el contenido de melatonina presenta un
maximo a las 20.00 h. En el experimento graficado en la figura 9 B) se observa un
minimo a las 24.00 h. En la figura 9 C) los valores maximos de melatonina se
observaron entre las 08.00 y 12.00 h. mientras que en la figura 9 D) el contenido
maximo se observa a las 04.00 h (p< 0.01. test de Tukey).
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I. 5. Efecto del GABA sobre la produccion in vitro de melatonina retiniana.

I.5.a. Efecto del GABA en condiciones de luz.

Como se mencionara en la Introduccién, existen evidencias que llevan a
postular al GABA como una sefnal retiniana asociada a la oscuridad, en
algunas especies. Con el objeto de evaluar la posible vinculacion del sistema
gabaérgico y la melatonina en la retina de hamster, se analizé el efecto del
GABA sobre la produccion .. del metoxiindol (Figura 10). Las retinas, luego de
un periodo de 8 horas de incubacion en condiciones de luz, presentaron
valores de contenido de melatonina significativamente mas elevados en
presencia de GABA, que los observados en el grupo control. El efecto del
GABA fue revertido por bicuculina (antagonista del receptor de tipo GABA A).
El baclofen (agonista del receptor de tipo GABA B) no tuvo efectos
significativos sobre el contenido de melatonina, en tanto que el 2-
hidroxisaclofen (antagonista de tipo GABA B) no bloqueé el efecto gabaérgico.
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Fig 10. Efecto del GABA. agonistas y antagonistas gabaérgicos, sobre la
produccién de melatonina en retinas de hamster mantenidas in vitro, en condiciones de
luz Los animales fueron sacrificados a las 10.00 h y las retinas extraidas e incubadas
como se describe en Materiales y Métodos. en presencia o ausencia de GABA 10 uM,
bicuculina 10 uM, baclofen 10 uM y/o 2-hidroxisaclofen 200 pM. Las barras indican
media = ES. n = 15 animales por grupo. Las retinas incubadas en presencia de GABA
presentaron niveles de melatonina significativamente mas elevados que los del grupo
control. La bicuculina revirtid el efecto del GABA. El baclofen no tuvo efectos
significativos en la concentracion examinada, en tanto que el 2-hidroxisaciofen no
bloqueo el incremento inducido por GABA en el contenido de melatonina. (*p < 0.03,
test de Dunnett).
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I.5.b. Efectos de antagonistas gabaérgicos en oscuridad.

Con el objeto de evaluar la participacion del sistema gabaérgico en el
estimulo inducido por la oscuridad sobre la sintesis de melatonina, se estudié
el efecto de antagonistas gabaérgicos sobre la produccién de melatonina en
oscuridad (Figura 11). El incremento en el contenido de melatonina retiniana
inducido por la oscuridad, fue parcialmente bloqueado por bicuculina, en tanto
que el 2-hidroxisaclofen resulté inefectivo.
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Fig 11. Efecto de antagonistas gabaérgicos sobre la produccion de melatonina en
condiciones de oscuridad. Los animales se sacrificaron a las 10.00 h, las retinas se
extrajeron y se incubaron durante ocho horas, como se indica en Materiales y Métodos.
Las incubaciones se realizaron en presencia o ausencia de bicuculina 10 pM o 2-
hidroxisaclofen 200 pM. Los datos representan medias = ES, con un n= 15 animales por
grupo. La oscuridad incrementd significativamente el contenido de melatonina respecto
del valor observado en luz. La bicuculina disminuy6 de manera significativa el aumento

inducido por la oscuridad. El 2-hidroxisaclofen no tuvo efectos significativos. **p< 0.01,
por test de Dunnett.
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1.6. Variacion diaria en el "turnover” de GABA.

Dado que el efecto de la oscuridad sobre la sintesis retiniana de
melatonina parece estar vinculado con el sistema gabaérgico, se planted la
hipétesis de que los niveles locales de GABA variaran en funcion del ciclo de
tuz-oscuridad. Con este fin se examind la existencia de variaciones diarias en
el "turnover" de GABA en la retina del hamster. Los resultados de los
experimentos realizados se representan en la figura 12. El "turnover" de GABA
en la retina de animales sacrificados en seis horarios distintos del ciclo de luz-
oscuridad (L:O, 14:10), presentd variaciones diarias significativas con valores
maximos en la segunda mitad de la noche, a las 24.00 y 04.00 h y en la
primera parte de la manana (a las 08.00 h).
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Fig 12. Variacion diaria en el "turnover” de GABA en la retina de hamster dorado.
Los animales se sacrificaron en los horarios indicados y el contenido de GABA se
cuantifico como se describe en la seccion de Materiales y Métodos. Los valores indican
medias £ ES, n= 10 animales por grupo. El contenido acumulado de GABA en la retina
presento variaciones diarias significativas (p < 0.01, ANOVA). con valores maximos a
las 24.00, 04.00 y 08.00 h (*p< 0.035. test de Tukey).
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l.7. Mecanismo de accion del GABA en la induccion de la sintesis de
melatonina.

|.7.a. Efecto del GABA sobre el contenido acumulado in vitro de AMPc.

Con el objeto de evaluar el mecanismo de accion del GABA en la
induccion de la sintesis de melatonina y teniendo en cuenta la serie de
antecedentes que sefalan al AMPc como el modulador clasico de este
mecanismo, se examiné el efecto del GABA, sobre la acumulacion de AMPc,
en incubaciones de retina de hamster, en presencia de luz (Figura 13). El
GABA inhibid significativamente la acumulacion de AMPc. La bicuculina revirtio
el efecto del GABA, mientras que el baclofen no tuvo efectos significativos.
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Fig 13. Efecto del GABA, baclofen y bicuculina, sobre el contenido acumulado in
vitro de AMPc, en la retina de hamster dorado. Los hamsteres fueron sacrificados a las
10.00 h, las retinas extraidas e incubadas en luz, en presencia de IBMX (0.5 mM) como
se describe en Materiales y Métodos, con o sin GABA 10 uM, bicuculina 10 uM o
baclofen 10 uM. EI GABA inhibi6 significativamente la acumulaciéon de AMPc. Este
efecto fue bloqueado por bicuculina. El baclofen no tuvo efecto significativo a la
concentracion examinada. Se indican medias* ES. (n= 15 animales por grupo). ** p<
0.01 por test de Dunnett.
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|.7.b. Efecto del GABA sobre el contenido acumulado de GMPc.

Con el obieto de evaluar si el mecanismo de accion gabaérgico sobre la
sintesis de melatonina, podria ocurrir a través de una via alternativa a la del
AMPc, se examin6 el efecto del GABA sobre la acumulacion de GMPc,
teniendo en cuenta una serie de antecedentes que postulan a este nucleétido
como un inductor de la actividad de la NAT en algunas especies. Los
resultados obtenidos se representan en la figura 14. E| GABA incremento
significativamente el contenido acumulado de GMPc. Este efecto fue
completamente revertido por bicuculina. El baclofen no tuvo efectos
significativos a la concentracion examinada.
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Fig 14. Efecto del GABA, bicuculina y baclofen sobre el contenido acumulado in
vitro de GMPc, en retinas de hamster dorado. Los animales se sacrificaron a las 10.00 h.
las retinas se extrajeron e incubaron en luz, en presencia de IBMX (0.5 mM) como se
describe en Materiales y Métodos, con GABA. bicuculina o baclofen (en concentracién
de 10 uM). El GABA incrementd significativamente la acumulacion de GMPc. La
bicuculina bloqueo el efecto del GABA. El baclofen no provoco efectos significativos
sobre la acumulacion del nucledtido ciclico. Se representan medias + ES. n= 15 animales

por grupo. * p< 0.05 por test de Dunnett.



Resultados-pag. 107

I.8.a. Efecto del 8-Br-GMPc sobre la produccion in vitro de melatonina.

Con el objeto de examinar si el GMPc induce la sintesis de melatonina en
la retina del hamster, se estudid el efecto de analogos permeables del
nucledtido sobre este parametro (Figura 15). El 8-Br-GMPc indujo un
incremento significativo en la produccion de melatonina en retinas incubadas in
vitro en condiciones de luz. Este efecto fue reproducido por el dibutiril-GMPc
que provocd un incremento comparable (datos no mostrados).

melatonina (ng/mg de proteina)
4

0.0

CONTROL  8-Br-GMPc 0.5 mM

Fig 15. Efecto del 8-Br-GMPc sobre la produccién in vitro de melatonina. Los
animales se sacrificaron a las 10.00 h, se extrajeron las retinas y se incubaron durante 8
horas en presencia de luz, con o sin 8-Br-GMPc (0.5 mM) como se describe en
Materiales y Métodos. Las barras indican medias + ES, n=10 animales por grupo. El 8-
Br-GMPc provocé un incremento significativo en el contenido retiniano de melatonina
(**p <0.01, test de Student).
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1.8.b. Efecto del 8-Br-GMPc sobre la produccidn in vitro de melatonina en
funcion del tiempo de incubacidn.

En la figura 16 se muestra la curva temporal del efecto del 8-Br-GMPc
sobre la produccién de melatonina in vitro, en presencia de luz. E! efecto
estimulatorio de este analogo fue observado sélo en el periodo
correspondiente a 8 horas de incubacidon comparado con el grupo control
correspondiente. Los niveles basales de melatonina no presentaron diferencias
significativas entre los tiempos de incubacién examinados.
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Fig 16. Efecto del 8-Br-GMPc sobre la produccion de melatonina in vitro en
funcion de distintos tiempos de incubacion. Se representan medias = ES, n=8-10
animales por grupo. Los animales se sacrificaron a las 10.00 h y las retinas se incubaron
durante 2, 4, 6, 8 y 10 horas en presencia o en ausencia de 8-Br-GMPc (0.5 mM). Los
resultados indican que el contenido de melatonina fue significativamente mas alto en
presencia que en ausencia de 8-Br-GMPc luego de 8 horas de incubacion (**p< 0.01,
test de Student). El contenido de melatonina en los periodos de incubacion restantes no

mostro diferencias significativas con sus respectivos controles. Los valores basales no
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mostraron diferencias significativas entre los distintos tiempos de incubacion examinados
por ANOVA.

|.9.a. Variaciones diarias en los niveles de GMPc retinianos.

Para examinar una posible relacién fisioldgica entre el GMPc y los niveles
de melatonina in vivo, se determinaron las variaciones diarias en el contenido
de GMPc en la retina del hamster durante el ciclo de 24 horas. Los resultados
se representan en la figura 17. Los niveles de GMPc presentaron variaciones
diarias significativas con valores mas elevados durante la fase nocturna. Los
niveles del nucle6tido aumentaron después del apagado de las luces, con un
maximo a las 24.00 h.
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Fig 17. Variaciones diarias en los niveles de GMPc en la retina del hamster dorado.
Se indican medias = ES, n= 15-20 animales por grupo. Los niveles d¢ GMPc mostraron
variaciones diarias significativas (p< 0.01, ANOVA). Los niveles de GMPc durante la
noche fueron significativamente mas altos que los valores correspondientes a la etapa
diurna (*p< 0.05, test de Tukey).
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.9.b. Efecto de la senal fotica sobre los niveles retinianos de GMPc

durante la noche.

En la figura 18 se representa el efecto de la aplicacion de luz durante la
noche sobre los niveles de GMPc in vivo en la retina de hamster dorado. Los
animales fueron expuestos a luz continua durante la noche y sacrificados en 4
intervalos distintos. Los resultados indican que la luz suprime el incremento
nocturno en los niveles de GMPc, llevando los valores a los observados
durante la fase diurna.
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Fig 18. Efecto de la luz durante la noche, sobre el contenido de GMPc en la
retina del hamster dorado. Los animales adaptados a la luz o a la oscuridad fueron
sacrificados a las 22.00, 24.00, 02.00 y 04.00 h. Se extrajeron las retinas y se cuantifico
el contenido de GMPc como se describe en Materiales y Métodos. La luz inhibio
significativamente el incremento nocturno en los niveles de GMPc en todos los
intervalos examinados (**p< 0.01. test de Student). Se representan medias £ ES, n=7

a 12 hamsteres por grupo.
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Il. EFECTOS DE LA MELATONINA EN LA RETINA DEL
HAMSTER DORADO.

A diferencia de la melatonina pineal que es secretada a la circulacion
general, la melatonina retiniana podria tener una accion fundamentalmente
local. Con el objeto de examinar el rol fisiolégico de la melatonina en la retina
del hamster dorado, se realizo la serie de experimentos que se detalla a
continuacion.

1.1. Efectos de la melatonina sobre el sistema de GMPc retiniano.

Existe una serie de antecedentes, ya discutidos en la Introduccién, que
postulan un vinculo entre la melatonina y el GMPc en diversos tejidos. Dada la
relevancia del GMPc en la fisiologia retiniana en general y en el mecanismo de
fototransduccién en particular, se consideré de interés estudiar la posible
interaccion de ta melatonina con el sistema de GMPc retiniano.
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ll.1.a. Efecto de la melatonina sobre el contenido acumulado in vitro de
GMPc.

En la tabla | se resumen los resultados obtenidos cuando se estudio el
efecto de la melatonina sobre el contenido de GMPc acumulado in vitro.

En las retinas de hamsteres sacrificados a las 20.00, 24.00 6 04.00 h, la
melatonina incrementé significativamente la acumulacion de GMPc, en
presencia de un inhibidor de la fosfodiesterasa (IBMX). La melatonina no tuvo
efecto sobre este parametro a las 12.00 y 06.00 h en ninguna de las
concentraciones examinadas.

1200 h 20.00h 24.00 h 04.00 h 06.00 h
CONTROL 34426 | 30112 | 33517 | 28410 19665
(08) (14) (15) (2) (13)
MELATONINA
1 pM 377226 | 28.7+3.0 | 50.2£5.1%% | 36.6x1.9* 23738
an (10) (12) (14) an
100 pM 379215 | 41.0£ 1.8%* | 53.1£2.6%* | 46.9£2.2%¢| 13.6+23
(16) (ah (11 (12) (9)
10000 pM 27213 | 386+ 1.9%*| 80.5£3.4*%1440x1.9**] 17.1x20
(13) a7 (ah (12) (an

Tabla 1. Efecto de la melatonina sobre la acumulacion de GMPc en la retina del
hamster dorado. Los hamsteres fueron sacrificados en los horarios indicados. Las retinas
fueron disecadas e incubadas como se describe en Materiales y Métodos, con o sin
melatonina, en presencia de IBMX (0.5 mM). La melatonina increment6 significativamente
la acumulacion de GMPc a las 20.00, 24.00 y 04.00 h con una concentracion minima de |
pM (24.00 y 04.00 h) y 100 pM (20.00 h). Los valores son medias = ES. expresados como
pmol/mg de proteinas. (n) indica el nimero de animales por grupo. *p<0.05, **p<0.01. test
de Dunnett.
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Il.1.b. Efecto de la melatonina sobre la sintesis de GMPc retiniano.

El efecto de la melatonina sobre la actividad de guanilato ciclasa en la
retina del hamster analizado en diferentes intervalos del ciclo de 24.00 h se
representa en la tabla Il. La melatonina provocd un aumento significativo sobre
la actividad de la guanilato ciclasa a las 20.00 y 24.00 h, siendo inefectiva a
las 12.00, 04.00 y 06.00 h.

20.00 h 24.00 h 04.00 h

CONTROL 63.5£0.7 (17) 49.8+ 0.7 (17) 29.7% 0.4 (14)

MELATONINA 67.4+12*(19)| s32x14*a7)| 285207015
10 nsM

Tabla II. Efecto de la melatonina sobre la actividad de la guanilato ciclasa en la
retina del hamster dorado. Los hamsteres fueron sacrificados en los horarios indicados.
Las retinas fueron disecadas e incubadas como se describe en Materiales y Métodos, con
o sin melatonina (10 nM). La melatonina incrementa significativamente la actividad de la

enzima a las 20.00 y 24.00 h. Los valores indicados representan medias = ES, expresados
como pmol/mg.prot .min.

*p< 0.05, test de Student.
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Il.L1.c. Analisis cinético de la actividad guanilato ciclasa. Efecto de la
melatonina.

Con el objeto de determinar cual de los parametros cinéticos de la
guanilato ciclasa es susceptible a la accién de la melatonina, se realiz6 el
analisis cinético de la actividad enzimatica en presencia o ausencia de
melatonina (figura 19). Los animales fueron sacrificados a las 24.00 h y |la
actividad de la enzima fue examinada en presencia o ausencia de melatonina
(10 nM). La melatonina incremento significativamente el Km y Vmax aparentes
de la guanilato ciclasa. Los valores medios de estos pardmetros en presencia y
ausencia de melatonina se indican en la tabla lil.
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Fig 19. Efecto de la melatonina sobre la actividad retiniana de la guanilato ciclasa:
determinacion grafica de los valores aparentes de Km y Vmax. Las pendientes y
ordenadas al origen fueron calculadas por el método de cuadrados minimos. Los puntos
representan valores promedio de triplicados, utilizando 5 hamsteres por grupo. Las
diferencias entre los triplicados fueron menores del 10 %. Los valores aparentes del Km
(mM) y Vmax (nmol/mg de prot/min) en este experimento fueron 0.308 y 0.340

respectivamente, para el control y 0.414 y 0.498 respectivamente, para el grupo tratado
con melatonina.
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Km (mM) Vmax. (nmol/mg prot.min)
CONTROL 0.286 £ 0.019 0.386 = 0.020
MELATONINA 0.441 £ 0.025 * 0.507 £ 0.036 *
10 nM

Tabla III. Efecto de la melatonina sobre la actividad de guanilato ciclasa retiniana.
Determinacion grafica de los parametros cinéticos aparentes, Km y Vmax. de la
guanilato ciclasa, realizada como se indica en la figura 19. Los valores representan
medias + ES. Los resultados fueron analizados estadisticamente mediante el test de

Student. *p<0.05. Se representan las medias de los parametros cinéticos de la actividad
guanilato ciclasa retiniana (n=4).
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11.1.d. Variacion diaria de la actividad de quanilato ciclasa retiniana.

Como hemos demostrado previamente los niveles de melatonina
presentan una variacion diaria significativa en la retina del hamster dorado.
Para estudiar una posible relacion fisioldgica entre el efecto de la melatonina y
la actividad de guanilato ciclasa, se examiné la variacién diaria de la actividad
de esta enzima en la retina del hamster dorado (Figura 20). La actividad
enzimatica varié significativamente con valores maximos durante la noche.
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Fig 20. Actividad de la guanilato ciclasa retiniana a través del ciclo de 24 h. Los
valores indican medias = ES, n= 15 animales por grupo. La actividad de guanilato ciclasa
presentd variaciones diarias significativas (p < 0.01, ANOVA), con valores mas altos

durante la noche. excepto para las 04.00 h. (** p <0.01,* p< 0.05, por test de Tukey).
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I.1.e. Analisis cinético de la actividad de guanilato ciclasa. Diferencias
horarias.

En la figura 21, se grafican los resultados obtenidos a partir de la
determinacion de los parametros cinéticos aparentes de la guanilato ciclasa en
dos horarios distintos (a las 12.00 y a las 24.00 h) del ciclo de luz-oscuridad. La
Vméax a las 2400 h (1.068 + 0.083 nmol/mg prot .min. (n=3)) fue
significativamente mas alta que a las 12.00 h (0.351 + 0.025 nmol/mg prot .min.
(n=3)). El Km no presentd cambios significativos entre ambos horarios (0.455 +
0.15 mM para las 12.00 h y 0.497 + 0.06 mM para las 24.00 h).
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Fig 21. Determinacién grafica de los parametros cinéticos de la actividad de
guanilato ciclasa en dos horarios distintos del ciclo de 24 horas. Los hamsteres fueron
sacrificados y las retinas extraidas a las 12.00 y 24.00 h. Las pendientes y ordenadas al
origen fueron calculadas por el método de cuadrados minimos. Cada punto representa
los valores promedio de triplicados, utilizando 5 hamsteres por grupo. Las diferencias
entre los triplicados fueron menores del 10 %. En este experimento, representativo de
tres, los parametros aparentes Km (mM) y Vmax (nmol/mg de prot. min) presentaron
valores de 0.738 y 0.341 respectivamente, para las 12.00 h; 0618 y 1.046
respectivamente, para las 24.00 h.
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I.1.f. Efecto de la melatonina sobre la actividad de 6xido nitrico sintetasa
retiniana.

En multiples sistemas bioldgicos, se ha demostrado que el producto de la
actividad de la enzima oxido nitrico sintetasa (NOS), el oxido nitrico, posee
una accion estimulatoria sobre la guanilato ciclasa, que resulta en un aumento
de los niveles de GMPc. Considerando estos antecedentes y teniendo en
cuenta el efecto de la melatonina sobre el contenido retiniano del nucleodtido
ciclico, se evalud la posibilidad de que el efecto de la melatonina estuviera
mediado a traves de la activacion de la NOS. En la figura 22 se grafican los
resultados obtenidos. La melatonina a una concentracion 10 nM no presentd
efectos significativos sobre fa actividad de la NOS en retinas de animales
sacrificados a las 24.00 h.

actividad de oxido nitrico sintetasa
(pmol/mg de proteinas.min)

0.0 —_
control melatonina

10 nM

Fig 22. Efecto de la melatonina sobre la actividad de la NOS en la retina del
hamster dorado. Los animales fueron sacrificados a las 24.00 h. Las retinas fueron
extraidas e incubadas como se indica en Materiales y Métodos. en presencia o ausencia
de melatonina 10 nM. Los valores indican medias = ES. n= 10-15 animales por grupo. La
melatonina no modifico la actividad de la oxido nitrico sintetasa en la retina del hamster
(test de Student).



Resultados-pag. 119

I.1.g. Efecto de la melatonina sobre la degradacion de GMPc retiniano.

Con el objeto de determinar la existencia de una accion acoplada sobre la
sintesis y la degradacion del nucleétido por efecto de la melatonina, los niveles
de GMPc se cuantificaron en ausencia de [IBMX. Los resultados se
representan en la figura 23, junto con los resultados obtenidos en presencia de
IBMX (similares a los de la tabla ). La melatonina, en todas las
concentraciones examinadas, provocé un porcentaje de aumento respecto a
los niveles basales significativamente mayor, en ausencia que en presencia
del inhibidor de la fosfodiesterasa.
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Fig 23. Efecto de la melatonina sobre el contenido de GMPc en presencia o
ausencia de IBMX (0.5 mM). Los hamsteres se sacrificaron a las 24.00 h, se extrajeron
las retinas y se realizaron las incubaciones como se describe en Materiales y Métodos. La
melatonina incremento  significativamente el contenido de GMPc a todas las
concentraciones examinadas, con o sin IBMX. Las barras representan medias = ES (n=6
a 8 animales por grupo). Los niveles basales en ausencia o en presencia de IBMX se
expresaron como 100 %, siendo los valores absolutos 10.5 = 1.3 y 34.8 + 1.5 pmol/mg
de proteinas, respectivamente.
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Estos resultados podrian indicar un efecto de la melatonina sobre la
degradacion del nucleodtido. Por consiguiente, se estudid el efecto del
metoxiindol sobre la actividad de la fosfodiesterasa (Figura 24). La melatonina
disminuy6 significativamente la actividad de esta enzima a las 24.00 h.
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Fig 24. Efecto de la melatonina sobre la actividad de la fosfodiesterasa. Los
hamsteres se sacrificaron a las 24.00 h y las retinas se incubaron como se describe en
Materiales y Métodos. La melatonina (10 nM) disminuy6 significativamente la actividad
de la enzima. Los valores indican medias = ES, n= 10 animales por grupo. = p < 0.05.
analizado por test de Student.
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I.1.h. Efecto de la melatonina_y el IBMX sobre la actividad de
fosfodiesterasa.

A fin de descartar que el efecto de la melatonina sobre la actividad de la
guanilato ciclasa fuera una consecuencia de su accion potenciadora sobre la
inhibicidn inducida por IBMX, se examind la actividad de la fosfodiesterasa a
las 24.00 h, en presencia conjunta de melatonina y del inhibidor de la enzima.
Los resultados se resumen en la tabla IV. Los efectos inhibitorios de la
melatonina y del IBMX no fueron aditivos sobre la actividad de la
fosfodiesterasa.

Actividad de fosfodiesterasa
(nmol/mg prot)
CONTROL 460x0.1
MELATONINA 10 nM 3.70+0.16 *
IBMX 0.5 mM 1.19+0.03 **
IBMX 0.5 mM + MELATONINA 10 nM 1.16 £ 0.05 **

Tabla IV. Efecto de la melatonina y el IBMX sobre la actividad de la
fosfodiesterasa. Se extrajeron las retinas de animales sacrificados a las 24.00 h. Se
realizaron incubaciones como se indica en Materiales y Métodos, en presencia de
melatonina 10 nM y/o IBMX 0.5 mM. Los valores expresados como nmol/mg de prot.
min, indican medias = ES, n= 10 animales por grupo. El IBMX indujo una inhibicion
significativa del 75 % sobre la actividad de la enzima. Los efectos del IBMX vy la

melatonina no fueron aditivos sobre este parametro. **p < 0.01, *p < 0.05, test de
Tukey.
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1.1.i. Variacion diaria de la actividad fosfodiesterasa retiniana.

En la figura 25 se representa la variacidon diaria de la actividad de
fosfodiesterasa en la retina del hamster. La actividad de esta enzima no
presentd variaciones significativas durante el ciclo de 24 horas.
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Fig 25. Actividad de fosfodiesterasa retiniana durante el ciclo de 24 horas. Los
valores representan medias £ ES, n= 15 animales por grupo. La actividad de la enzima

no presento variaciones significativas entre los intervalos examinados. (analizados por
ANOVA)
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I.1.j. Efectos de la sefal fética sobre las actividades de gquanilato ciclasa
y fosfodiesterasa retinianas.

Para evaluar el efecto de la luz sobre las actividades de las enzimas de
sintesis y de degradacién del GMPc, se efectuaron los experimentos que se
resumen en la tabla V. La luz durante la noche suprimio6 el incremento nocturno
en la actividad de la guanilato ciclasa. En contraste, la luz durante la noche no
provocd modificaciones significativas en los niveles de actividad de
fosfodiesterasa.

22.00 h 24.00 h 02.00 h 04.00 h
1.651 £0.043 | 1.308£0.050 { 1.018 £0.053]0.843 £0.025
oscuridad (n (9) (12) (10)
0.539+0.03 | 0.507£0.014 | 0.495 +0.039]0.487 = 0.040
luz (8) ** (7) ** (8) ** (Ny**

Actividad de guanilato ciclasa en la retina de hamster dorado (nmol/mg de prot.min).

22.00h 24.00 h 02.00 h 04.00 h
233+£0.24 2.86 £ 0.41 2.17£035 | 2.15+£0.13
oscuridad (12) (10) (9) (10)
2.67+025 2.72+0.13 2.75+0.18 2321021
luz @A) €h) (8) N

Actividad de fosfodiesterasa en la retina de hamster dorado (nmol/mg de prot min)

Tabla V. Los animales fueron expuestos a luz u oscuridad durante la noche y se
sacrificaron a las 22.00, 24.00, 02.00 y 04.00 h. Las retinas fueron extraidas y las
actividades enzimaticas fueron determinadas como se describe en Materiales y Métodos.
La luz inhibid significativamente el aumento nocturno de la actividad de guanilato
ciclasa. La actividad de PDE no presentd cambios significativos. Los valores representan
medias = ES, (n° de animales). ** p< 0.01, test de Student.



Resultados-pag 124

11.2. Efectos in vitro de la melatonina sobre la transmision glutamatérgica

Considerando que la liberacion de glutamato en la retina es un proceso
inducido por la despolarizacion del fotorreceptor, debida a la activacion de
canales dependientes de GMPc, una continuacion de esta serie de
experimentos consistio en examinar, si el efecto estimulatorio de la melatonina
sobre el mensajero intracelular trasciende a nivel sinaptico, a través de la
regulacion de la transmisién glutamatérgica. En base a estas consideraciones
se examino el efecto de la melatonina sobre los mecanismos de recaptacion y
liberacién de glutamato en ensayos in vitro.

II.2.a. Efecto de la melatonina sobre la recaptacion de [3H]-qlutamato.

El efecto de la melatonina sobre la recaptacion de [3H]-glutamato en la
retina del hamster dorado, examinado en dos horarios distintos del ciclo de luz-
oscuridad, se observa en la figura 26. En las retinas extraidas a las 24.00 h, la
melatonina en concentraciones de 0.1 y 10 nM provocd un incremento
significativo sobre la recaptacion de [3H]—g|utamato, siendo inefectiva a las
12.00 h en todas las concentraciones examinadas.
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Fig 26. Efecto de la melatonina sobre la recaptacion de [3H]-glutamato en la
retina del hamster dorado. Los animales se sacrificaron a las 12.00 y 24.00 h, las retinas
se extrajeron e incubaron como se describe en Materiales y Métodos, en presencia o
ausencia de melatonina (1pM a 10 nM). Se representan medias = ES, n= 15 animales por
grupo. ** p<0.01, *p< 0.05 tratados vs control (test de Dunnett).
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El efecto de la melatonina sobre la captacion de [3H]-glutamato,
observado a las 24.00 h, persistio aun en ausencia de calcio extracelular como
se muestra en la Tabla VI. La ausencia de calcio en el medio de incubacion no
tuvo efecto significativo sobre |la captacion basal de [3H]—glutamato.

fmol/mg de tejido

CONTROL 33714

MELATONINA 10 nM 400+ 1.2*

Tabla VI. Efecto de la melatonina sobre la captacion de [3H)-glutamato en
ausencia de calcio extracelular. Las retinas extraidas a las 24.00 h se incubaron como se
describe en Matenales y Métodos, en ausencia del cation divalente y en presencia de
5mM de EGTA. con o sin melatonina 10 nM. Los datos indican medias £ ES, n= 10
animales por grupo, * p < 0.05 vs control (ANOVA).

II.2.b. Efecto de la melatonina sobre la liberacion de [3H]-q|utamato.

En la figura 27 se representa el efecto de la melatonina sobre la
liberacion de [3H]-glutamato en retinas de hamsteres sacrificados a las 12.00 y
24.00 h. La melatonina indujo un incremento significativo sobre la liberacién
fraccional de glutamato a las 24.00 h sin modificar significativamente este
parametro a las 12.00 h, en ninguna de las concentraciones examinadas.
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Fig 27. Efecto de la melatonina sobre la liberacion de [3H]-glutamato en la retina
del hamster dorado Los hamsteres se sacrificaron a las 12.00 y 24.00 h y las retinas se
incubaron como se indica en Materiales y Métodos. Se indican medias = ES (n= 15
animales por grupo). La melatonina con una concentracion umbral de 100 pM
incremento significativamente la liberacion de [3H]-glutamato a las 24.00 h. A las 12.00
h, la melatonina no provocé efectos significativos sobre este parametro (ANOVA). Los
valores de liberacion se expresaron como liberacion fraccional: radioactividad liberada /
radioactividad total captada por el tejido. ** p < 0.01, * p < 0.05 (test de Dunnett).
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La omision de calcio extraceiular del medio de incubacion, mas el

agregado de EGTA, suprimid el efecto de la melatonina sobre la liberacion de

[3H]-g|utamato en retinas de hamsteres sacrificados a las 24.00 h (tabia VII).

liberacion fraccional
(liberado/contenido)

CONTROL

0.411£0.016

MELATONINA 10 nM

0.426 £ 0.021

Tabla VII. Efecto de la melatonina sobre la liberacion de [3H]-glutamato a las

24.00 h, en ausencia de calcio extracelular. Los hamsteres se sacrificaron a las 24.00 h.

Se extrajeron las retinas y se incubaron como se indica en Materiales y Métodos con o

sin melatonina 10 nM en un medio sin calcio (con EGTA 5 mM). Los valores se

expresan como liberacion fraccional (radioactividad liberada / radioactividad total

captada por el tejido). Los valores indican medias + ES con un n=10 animales por grupo.

No se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos.

En el medio libre de calcio se observd una disminucion significativa

respecto de la liberacion en presencia del catiébn. Los valores basales en
presencia y en ausencia de calcio, expresados como liberacion fraccional
fueron: 0.65 + 0.01 y 0.41 £ 0.02. respectivamente.



Resultados-Pag. 129

IL.3.a. Efecto de la melatonina sobre la captacién de [45Ca2+].

Considerando que el efecto de la melatonina sobre la liberacion de [3H}-
glutamato fue dependiente del calcio extracelular, se contempié un posible
efecto de la melatonina sobre el influjo del cation. Para evaluar esta posibilidad
se estudio el efecto del metoxiindol sobre la captacion de [45Ca2*). En la
figura 28 se representa el efecto de la melatonina sobre la captacion de
[4SCa2+] a diferentes tiempos de incubacién en presencia de melatonina 10
nM, en fracciones sinaptosomales crudas de retinas de animales sacrificados a
las 24.00 h.

[ control
22 mel 10 nM

captacion de calcio (nmol/mg de proteina)
N
1

10 scg 60 seg 10 min 20 min

Fig 28. Efecto de la melatonina sobre la captacion de [49Ca2*] en fracciones
sinaptosomales crudas de retinas de hamster dorado. Los animales se sacrificaron a las
24.00 h, las retinas se extrajeron, se procesaron e incubaron con o sin melatonina durante
10 seg, 60 seg, 10 min'y 20 min como se indica en Materiales y Métodos. Se representan
medias + ES, n=10 animales por grupo. La melatonina inhibi6 significativamente la
captacion de calcio a los 10 seg, mientras que a los 60 seg y 10 min de incubacién, no
modifico significativamente este parametro. La melatonina al cabo de 20 min en el medio
de incubacion, incrementd de manera significativa la captacion de calcio en sinaptosomas
de retina. Test de Student (control vs melatonina). **p< 0.01, * p< 0.05.
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La melatonina provocd una inhibicion significativa en la captacion de
calcio luego de 10 seg. de agregada al medio de incubacion. A los 60 seg y 10
min la melatonina no tuvo efectos significativos. En contraste, la presencia de
melatonina durante 20 min en el medio de incubacién causé un incremento
significativo sobre este parametro.

1.3.b. Efecto de la melatonina sobre la captacién de [45Ca2*] en funcion
del horario.

Con el objeto de examinar el efecto de la melatonina (durante 20 min)
sobre la captacién de [45Ca2+] en funcion del horario, se estudid este efecto a
las 12.00 y 24.00 h (figura 29). La melatonina incrementd significativamente la
captacion de [49Ca2*] a las 24.00 h con una concentracion umbral de 100 pM,
siendo inefectiva a las 12.00 h en todas las concentraciones examinadas.
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Fig 29. Efecto de la melatonina sobre la captacion de [45Ca2*] por fracciones
sinaptosomales crudas de retinas de hamster. Los animales se sacrificaron a las 12.00 y

24.00 h, se extrajeron las retinas y se procesaron e incubaron como se indica en
Materiales y Métodos, con o sin melatonina (1 pM a 10 nM) durante 20 min. Las barras
indican medias + ES, n= 15 animales por grupo. La melatonina en concentraciones 100

pM y 10 nM provocé un aumento significativo en la captacion del cation a las 24.00 h
(** p < 0.01, test de Dunnett) A las 12.00 h la melatonina no modificd
significativamente este parametro a ninguna de las concentraciones examinadas

(ANOVA).
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Il.4. Efectos de analogos de GMPc sobre la transmision glutamatérgica
retiniana.

Con el objeto de evaluar la posibilidad de que los efectos de la
melatonina fueran mediados por el incremento en los niveles de GMPc segun
se ha descripto, se realizaron ensayos in vitro para estudiar el efecto del 8-Br-
GMPc sobre la recaptacion y liberacién de [3H]-glutamato, asi como en la
captacion de [4°Ca2*).

Il.4.a. Efecto del 8-Br-GMPc sobre la captacion de [3H1-glutamato.

El efecto del 8-Br-GMPc sobre la captacion de glutamato se observa en la
figura 30. E! 8-Br-GMPc incrementé significativamente la captacién de [3H]-
glutamato a las 12.00 y 24.00 h.
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Fig 30. Efecto del 8-Br-GMPc sobre la captacion de [3H]-glutamato en la retina
de hamster dorado. Los animales se sacrificaron a las 12.00 y 24.00 h, la extraccion de
retinas y las incubaciones se realizaron como se describe en Materiales y Métodos, con o
sin el analogo del GMPc en una concentracion 0.5 mM. Los valores representan medias
= ES, n= 6-12 animales por grupo. El 8-Br-GMPc incrementé significativamente la

captacion de glutamato en los dos horarios examinados (test de Student, *p < 0.03).
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I.4.b. Efecto del 8-Br-GMPc sobre la liberacién de [3H]-glutamato.

El efecto del 8-Br-GMPc sobre la liberacion de [3H]-glutamato se observa
en la figura 31. El andlogo del GMPc, en una concentracion 0.5 mM,
incrementé significativamente la liberacién de [3H]-glutamato en retinas de
hamster tanto a las 12.00 como a las 24.00 h.
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Fig 31. Efecto del 8-Br-GMPc sobre la liberacion de [3H]-glutamato en la retina
de hamster dorado. Las retinas extraidas a las 12.00 y 24.00 h fueron incubadas como se
describe en Materiales y Métodos. Las barras indican medias + ES, n= 10 a 14 animales
por grupo. Los valores se expresan como liberacion fraccional (radioactividad liberada/
radioactividad total captada por el tejido). El analogo del GMPc en una concentracion
0.5 mM incrementd significativamente la liberacion de [3H]-glutamato en los dos

horarios examinados (test de Student, *p< 0.05, **p < 0.01).
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I.4.c. Efecto del 8-Br-GMPc sobre la captacion de [45Ca2+].

En la figura 32 se representa el efecto del 8-Br-GMPc sobre la captacion
de [45Ca2+] en fracciones sinaptosomales crudas de retinas de hamster. El
efecto del analogo se examind a las 12.00 y 24.00 h. El 8-Br-GMPc (0.5 mM)

incrementd significativamente la captacién de calcio en los dos horarios
examinados.
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Fig 32. Efecto del 8-Br-GMPc sobre la captacion de [4Ca2*] en fracciones
sinaptosomales crudas de retinas de hamsteres sacrificados a las 12.00 y 24.00 h. Las
fracciones se prepararon y se incubaron como se indica en Materiales y Métodos con o
sin 8Br-GMPc¢ (0.5 mM) durante 20 min. Se indican medias = ES (n=7 a 12). El analogo
del nucleotido increment6 significativamente la captacidn de calcio a las 12.00 y 24.00 h.
(*p< 0.05, test de Student).

Los efectos del 8-Br-GMPc¢ sobre los parametros descriptos en las figuras

30, 31 y 32 fueron reproducidos por el dibutiril-GMPc¢ en una concentracion de
0.5 mM (datos no mostrados).
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IL5. Estudio de la unién especifica de 2-[125I]melatonina a membranas de
retina.

Como paso siguiente en la caracterizacién de los efectos de la
melatonina en la retina del hamster, se examiné la presencia de receptores
especificos para el metoxiindol mediante el uso de 2-[125I]melatonina como
radioligando.

Il.5.a. Analisis de Scatchard de la unién especifica de 2-[1 25|1melatonina.

En la figura 33 se muestra el andlisis de Scatchard de la union de 2-
[125I]melatonina a membranas de retina de hamster dorado. Los estudios de
saturacién se realizaron en retinas de animales sacrificados a las 20.00 h. La
concentracion maxima de sitios de unién (Bmax) calculada a partir del analisis
de Scatchard de tres experimentos fue 1.72 + 0.2 fmol/mg de proteinas y la Kd
de 98.3 + 11 pM. Se indican medias + ES (n=3).
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Fig 33. Grafico de Scatchard de la unidn especifica de 2-[125])melatonina en la
retina de hamsteres sacrificados a las 20.00 h. La pendiente y ordenada al origen se
calcularon por el método de cuadrados minimos. Cada punto representa medias de
triplicados utilizando 6 a 8 animales por grupo. Las diferencias entre los triplicados
fueron menores que el 10 %. En este experimento (representativo de tres) el valor de Kd
fue 111.3 pM y de Bmax 1.63 fmol/mg de proteinas. Las medias £ ES de los parametros

de los experimentos realizados se mencionan en el texto.

11.5.b. Curso temporal de asociacion y disociacion de la union especifica
de 2-[125l]melatonina.

En la figura 34 se observa el curso temporal de asociacion y disociacion
de la unién de 2-[125l]melatonina (50 pM) en fracciones sinaptosomales
crudas aisladas de retinas de hamster. La unidn especifica de 2-
[125l]melatonina, definida como la union total menos la union inespecifica en
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presencia de 10 uM de melatonina fria, alcanzé el equilibrio a los 60 min. y
permanecioé estable por 5 horas. El valor de la constante de asociacion (kq) fue
32.9 £ 26 x 107 1/ M. min (n=4). La disociacién del complejo de union se
inicio, luego de 120 min de incubacién con el radioligando, por la adicion de un
exceso de melatonina fria (10 uM). El valor de la constante de disociacion (k .
1) fue 0.0219 + 0.0061 1/min (n=4), con unt /2 de 48.5 + 12 min. El valor de
la constante cinética de disociacion (Kd) para la union especifica de 2-
[1251)melatonina se calculé como el cociente k _1/k 1 y fue 66.5 pM.

MELATOPﬁNA 10 pM

100

50

UNION ESPECIFICA DE 2-{125I]-MELATONINA

0 1 A i 1 ]
0 50 100 150 200 250

TIEMPO (MINUTOS)

Fig 34. Curso temporal de asociacion y disociacion de la union de 2-[125T)melatonina
a la fraccion sinaptosomal cruda de retina de hamster. Los animales se sacrificaron a las
20.00 h, las retinas se extrajeron y se procesaron como se indica en Materiales y
Meétodos. La unién especifica de 2-[1251)melatonina alcanzé un maximo a los 60
minutos, permanecio estable durante 5 horas y fue totalmente reversible por la adicion de

un exceso de melatonina fria (10 puM). Se indican medias de un experimento
representativo de tres.
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I.5.c. Caracterizacion farmacologica del sitio de union a
2-[125)1melatonina.

En la tabla Vlll se resume ia caracterizacion farmacologica del sitio de
unién a la 2-[1251)melatonina en la retina del hamster dorado. Las curvas de
competencia de la melatonina y los analogos del metoxiindol por el sitio de
union al radioligando fueron monofasicas sugiriendo la unioén a un unico sitio.
La caracterizacion farmacologica dido como resultado el siguiente orden de
afinidades (Ki): 2-iodomelatonina > 6-hidroximelatonina> melatonina >6-
cloromelatonina >>>n-acetil-5-hidroxitriptamina>5-metoxitriptamina >5-
hidroxitriptamina (serotonina).

Union de 2-[125T)melatonina
compuesto Ki (nM)
2-lodomelatonina 0603 (6)
6-hidroximelatonina 2.1+0.7 (3)
Melatonina 42x10(3)
6-Cloromelatonina 9.3x20(03)
N-acetil-5-Hidroxitriptamina 2180 = 800 (3)
5-Metoxitriptamina 8006 = 4000 (3)
5-hidroxitriptamina 8526 = 3800 (3)

Tabla VIIL. Perfil farmacologico del sitio de union a la 2-[1251melatonina en la
retina del hamster dorado. Los valores de Ki fueron calculados por el método de Cheng
y Prusoff (1973) a partir de los IC5q obtenidos de las curvas de competencia. La
inhibicion de la unién de 2-(1231melatonina (50-70 pM) se determind utilizando 6-8
concentraciones distintas de las drogas indicadas. Se representan medias = ES v (n)
indica el nimero de experimentos por grupo.
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I.5.d. Efecto de los nucledtidos de quanina y adenina sobre la union
especifica de 2-[125I]melatonina.

La figura 35 muestra el efecto de los nucledtidos de guanina (GTP, GDP
y GMP) y adenina (ATP) sobre la unién especifica de 2-[125I]melatonina en la
retina de hamster. La inhibicion del 50 % de la unién especifica maxima (1Csq)
se obtuvo con GTP 0.49 + 0.15 uM (n=5), GDP 0.76 £+ 0.15 uM (n=5), GMP
0.16 + 0.03 mM (n=3) y ATP 0.31 £ 0.05 mM (n=3).
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Fig 35. Curvas de inhibicion por nucledtidos de guanina y adenina de la union
especifica de 2-[1251)melatonina en retina de hamster dorado. Los animales fueron
sacrificados a las 20.00 h, las retinas se extrajeron y se trataron como se indica en
Materiales y Métodos. Las incubaciones se realizaron con [125])melatonina 100 pM y
varias concentraciones de los nucledtidos (1 nM a 10 mM). Los simbolos indican: ®
GTP, ® GDP, ¢ GMP y O ATP. Se representan los valores promedio de triplicados
para cada concentracion obtenidos de un experimento representativo de tres (n=6 a 8
animales por grupo).
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1.L6. Efecto de la melatonina sobre el contenido acumulado in vitro de
AMPc retiniano.

Los resultados obtenidos en el estudio de los efectos de los nucleotidos
sobre la unidén de 2-{1251}-melatonina, sefalan la posible interaccion del
receptor con una proteina Gi. Para evaluar esta posibilidad se estudio el efecto
del metoxiindol sobre la acumulacién in vitro de AMPc, en distintos intervalos
del ciclo de 24 horas. Los resultados obtenidos se resumen en la tabla IX. En
retinas extraidas de animales sacrificados a las 12.00, 24.00 y 04.00 h, la
melatonina inhibid significativamente el contenido acumulado de AMPc (en
presencia de un inhibidor de la fosfodiesterasa) a las 12.00 y 24.00 h. La
concentracion minima efectiva fue 1 pM y 10 pM para las 24.00 y 12.00 h,
respectivamente. A las 04.00 h la melatonina no tuvo efecto significativo en
ninguna de las concentraciones examinadas.

Contcnido de AMP ciclico (pmol/mg de proteinas)

12.00 h 24.00 h 04.00 h
control 26.1 £0.6 (25) 554 £ 1.3(18) 71.2+£54(17)
melatonina
1 pM 25412 (10) 45.1 4.1 (10)* 68.3£49(15)
10 pM 18.0=0.9 (20)~ 45728 (1) 87.9=x3.1(16)
100 pM 16.9% 0.6 (16)* 43.8+£2.3 (14" 81.6=7.4(15)
1000 pM 13.5=1.2(12)" 45.8+£2.6 (10)" 66.5+ 4.7 (14)

Tabla IX. Efecto de la melatonina sobre la acumulacion de AMPc en la retina del
hamster dorado. Los hamsteres fueron sacrificados a las 12.00, 24.00 y 04.00 h. Las
retinas se extrajeron y se incubaron como se describe en Materiales y Métodos. con o sin
melatonina en concentraciones de 1 a 1000 pM, en presencia de IBMX (0.5 mM). La
melatonina inhibio significativamente la acumulacion de AMPc a las 12.00 y 24.00 h, con
una concentracion mimima efectiva de 10 v 1 pM respectivamente. Se representan medias
= ES (numero de animales por grupo). *p< 0.05, test de Dunnett.
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Il.7.a. Variacion diaria de la unién especifica de 2-[125|]melatonina en la
retina.

Todos los efectos de la melatonina hasta ahora descriptos mostraron una
marcada dependencia horaria. Con el objeto de estudiar si la diferencia en la
respuesta a la melatonina se relaciona con cambios vinculados al receptor, se
determinoé la variacion diaria de la unién especifica de 2-[125I]melatonina en la
retina del hamster (figura 36). La union especifica de 2-{125I)melatonina
examinada con una concentracion no saturante del radioligando (100 pM)
presento variaciones diarias significativas. La unidon especifica fue maxima a
las 24.00 h y difirié significativamente entre todos los intervalos examinados.

1.5

union especifica de 2-[125l]me|atonina
(fmol/mg prot)

12.00  20.00 24.00 04.00
HORAS

Fig 36. Variacion diaria de la union especifica de 2-[!1251]melatonina en la retina
del hamster dorado. Los animales se sacrificaron a las 12.00, 20.00, 24.00 y 04.00 h, las
retinas se extrajeron y se trataron como se indica en Materiales y Métodos. Se utiliz6 una
concentracion no saturante del radioligando (100 pM). Cada barra representa la media +
ES, n= 10 animales. La union especifica difiri¢ entre todos los intervalos examinados con
un maximo a las 24.00 h (p < 0.01, ANOVA, seguido por test de Tukey).
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II.7.b. Analisis de Scatchard de la unién de 2-[125|melatonina a las 12.00 y
24.00 h.

Con el objeto de determinar cual de los parametros cinéticos del receptor
de 2-[125l]melatonina varia en funcién de la hora del sacrificio, se realizaron
estudios de saturacion en retinas de animales sacrificados a las 12.00 y 24.00
h, como se observa en |a figura 37. El valor de Bmax a las 24.00 h (3.24 + 0.3
fmol/mg de proteinas) fue significativamente mayor que a las 12.00 h (1.25 *
0.15 fmol/mg de proteinas) (p < 0.01). En contraste, las constantes de
disociacion no presentaron diferencias significativas entre ambos horarios (87
+ 12 pM para las 24.00 hy 95 + 10 pM a las 12.00).
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Fig 37. Analisis de Scatchard de la union especifica de 2-[1231)melatonina en la
retina de hamster dorado. Los animales se sacrificaron a las 12.00 y 24.00 h, las retinas
se extrajeron y se trataron como se describe en Materiales y Métodos. Cada punto

representa la media de triplicados de un experimento representativo de tres. Se utilizaron
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0-8 animales por grupo. En este experimento los valores de Kd fueron 90.5 pM a las
12.00 h v 106.6 pM a las 24.00 h. Los valores de Bmax fueron 1.39 fmol/mg de prot. a
las 12.00 h y 3.00 fmol/mg de prot. a las 24.00 h. Los valores de Kd no presentaron
diferencias significativas. La Bmax a las 24.00 h fue significativamente mayor que la
correspondiente a las 12.00 h. (p < 0.01. test de Student). Las medias y los ES. de los
Kd y Bmax para n=3 se incluyen en el texto.
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L. BIOSINTESIS DE MELATONINA EN LA RETINA.

La sintesis y el rol fisiologico de la melatonina en la retina del hamster
dorado, considerado el modelo clasico para el estudio de la melatonina pineal,
han sido relativamente poco examinados. Por consiguiente, en una primera
etapa, este trabajo de tesis tuvo como objetivo obtener evidencias que
indicaran la produccion retiniana de melatonina y estudiar aspectos vinculados
a la regulacion de la biosintesis del metoxiindol en la retina de esta especie.

La primera serie de experimentos que se muestran en la seccion de
Resultados (figura 1), indica que en la retina del hamster dorado, existen
variaciones diarias significativas en el contenido del metoxiindol durante el
ciclo de 24 horas, con valores maximos en la segunda mitad de la noche. La
existencia de variaciones diarias en el contenido de melatonina, con valores
maximos nocturnos, en paralelo a variaciones diarias de la NAT habia sido
previamente descripta en retinas de diversas especies de vertebrados
(Bubenick et al, 1978; Pang et al.,1980, 1981b, 1983; Binkley et al., 1979). Sin
embargo, en estudios previos en el hamster dorado, Beck y Pévet (1984) no
detectaron variaciones diarias en el contenido de melatonina retiniana,
cuantificado por cromatografia gaseosa-espectrometria de masa. La
discrepancia con los resultados descriptos podria deberse a que estos autores
utilizaron una mas baja frecuencia de muestreo y ademas extrajeron las retinas
de los animales sacrificados en la fase de oscuridad, en condiciones de luz
brillante, afectando quizas de esta manera los niveles de melatonina.

En la retina del hamster dorado, el contenido de AMPc presento
variaciones diarias significativas durante el ciclo de luz-oscuridad, como se
observa en la figura 2. Los niveles del nucleétido aumentaron luego del
apagado de la luz y alcanzaron valores maximos a las 02.00 h. El pico en el
contenido retiniano de AMPc precedié en dos horas, al valor maximo
observado para los niveles de melatonina (04.00 h). Existen muitiples
evidencias experimentales que indican que la expresidon génica de la NAT es
dependiente de AMPc (luvone y Besharse,1986; Nowak y Zawilska, 1994). El
hecho de que el valor maximo en el contenido de AMPc precede al incremento
maximo en los niveles de melatonina, sugiere la existencia de una relacion
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causal entre ambos parametros en la retina del hamster, de manera similar a lo
descripto en la glandula pineal.

La existencia de variaciones diarias en el contenido de melatonina y
AMPc, no constituyen por si mismas evidencias contundentes de la produccion
local de melatonina en la retina del hamster, ya que la presencia del
metoxiindol en este tejido podria, alternativamente, ser consecuencia de la
entrada de melatonina por via sistémica, a partir de la secrecion pineal. De
hecho, el ritmo de melatonina retiniana en el hamster dorado no difiere
significativamente del ritmo observado en la pineal de la misma especie
(Maywood et al., 1993). Sin embargo, los resultados representados en la figura
3, indican que la pinealectomia en hamsteres no suprime los niveles retinianos
de melatonina, aun cuando se ha descripto, en repetidas oportunidades, que la
ablacién pineal, en diversas especies de mamiferos incluyendo al hamster
dorado, reduce el contenido plasmatico del metoxiindol a niveles indetectables
(Yu et al,, 1981; Pang et al., 1985; Maywood et al., 1933).

En los hamsteres pinealectomizados el ritmo en el contenido de
melatonina retiniana presento una acrofase desplazada, respecto al descripto
para los animales con operacion simulada. El valor maximo en el contenido de
melatonina retiniana, en los animales pinealectomizados, ocurrié durante la
noche temprana, mientras que en los SHAM se observo en la noche tardia, de
manera analoga a lo descripto para los animales intactos. Por otra parte, el
contenido de melatonina en los animales pinealectomizados fue
significativamente mayor que en los animales con operacién simulada. Un
aumento similar en los niveles retinianos de melatonina se ha descripto en
ratas, un mes después de la pinealectomia. En condiciones agudas, en
cambio, la pinealectomia no afecta los niveles de melatonina retiniana, en
diversas especies (Underwood et al.,, 1984; Yu et al., 1981; Reiter, 1983). El
incremento, observado 3 semanas después de la ablacion pineal, podria
sugerir un mecanismo compensatorio de la melatonina retiniana. En este
sentido, se ha postulado un efecto inhibitorio desde la pineal, sobre la
produccion del metoxiindol en la retina, mediado posiblemente a través de un
mecanismo de retroalimentacién negativa por melatonina sistémica (Yu, 1993).



Discusion-pag. 149

Sin embargo, a pesar de que un mecanismo de estas caracteristicas podria
modular los niveles retinianos de melatonina , es improbable que se trate de la
unica senal que regula el contenido del metoxiindol durante el ciclo de 24
horas, ya que cuando los niveles plasmaticos de melatonina son bajos
(durante la etapa de luz) los niveles retinianos también se encuentran
disminuidos.

Existen relativamente pocos estudios sobre |a sintesis de melatonina en
retinas de mamiferos mantenidas in vitro. Se ha descripto sintesis del
metoxiindol a partir de precursores marcados en retinas aisladas de trucha y
rata (Cardinali y Rosner, 1971a; Gern y Ralph, 1979; Redburn y Mitchell,
1989), asi como la liberacién de melatonina producida in vitro a partir de
precursores no radioactivos, en retinas de cobayo, en la linea celular Y79 de
retinoblastoma humano y en ojos de Xenopus (Yu et al., 1982; Pierce et al,,
1989; Cahill y Besharse, 1990). Estos trabajos demostraron concluyentemente
la capacidad de la retina de estas especies de sintetizar melatonina. Los
resultados presentados en este trabajo indican que la retina de hamster dorado
aun en condiciones aisladas es capaz de producir melatonina en respuesta a
la senal fotica (figura 4), dado que en presencia de oscuridad los niveles del
metoxiindol son significativamente mayores que los niveles observados en las
retinas incubadas en luz, o que los cuantificados previamente al periodo de
incubacion. Si el aumento en el contenido de melatonina se debiera
exclusivamente a un oscilador enddgeno, los niveles detectados a las 18.00 h
(luego de un periodo de 8 h de incubacion para animales sacrificados a las
10.00 h) deberian permanecer bajos, ya que el incremento en el contenido de
melatonina en la retina de hamster in vivo ocurre durante la segunda mitad de
la noche. En contraste, los resultados representados en la figura 4, indican que
la oscuridad resulté un estimulo efectivo para incrementar el contenido de
melatonina en el hamster.

El conjunto de resultados observados en animales pinealectomizados y
en retinas in vitro demuestran en forma concluyente la capacidad de la retina
del hamster dorado de sintetizar melatonina. Dado que la oscuridad indujo la
sintesis de melatonina in vitro resulta probable que la produccion del
metoxiindol esté regulada por el estimulo fético. Para evaluar esta hipétesis se
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expuso a los animales a luz durante la noche y oscuridad durante el dia. La
exposicion a luz de hamsteres durante la noche, resultd en la supresion del
incremento nocturno en el contenido de melatonina retiniana (figura 5). La luz
durante la noche provoco también, la supresion del incremento nocturno en los
niveles de AMPc (figura 6). En cambio, la exposicion de los animales a
oscuridad durante el dia, caus6 un incremento significativo en el contenido de
meiatonina y de AMPc retinianos, como se representa en las figuras 7 y 8.

También en este caso, el valor maximo en el contenido de AMPc precedid al
de melatonina.

Se ha descripto que, en fotorreceptores de pollo en cultivo, la
despolarizacion por potasio incrementa la acumulacion de AMPc y la actividad
de la NAT. Este efecto podria estar mediado a través del influjo de calcio por
canales dependientes de voltaje, dado que bloqueantes especificos de los
canales de calcio de tipo L, inhiben el efecto estimulatorio de la oscuridad
sobre la actividad de la NAT pero no modifican el efecto inductor de analogos
del AMPc sobre la actividad enzimatica (Avendano et al., 1990; luvone et al.,
1991, Zawilska et al., 1992). De esta manera, los niveles elevados de AMPc
durante la noche podrian ser el resultado de la despolarizaciéon de los
fotorreceptores y la consecuente activacién de canales de calcio dependientes
de voltaje en el terminal sinaptico (Stryer, 1987; Corey et al., 1984). El
incremento en el contenido de AMPc podria inducir la sintesis de novo de la
NAT o de alguna proteina regulatoria necesaria para su actividad.
Adicionalmente, se ha descripto en fotorreceptores de pollo, que el AMPc vy el
Ca2* aumentan la vida media de las moléculas enzimaticas preexistentes.
(Alonso-Gémez e luvone, 1995).

Los niveles de melatonina y AMPc fueron cuantificados en retinas
enteras, por consiguiente, no es posible establecer el tipo celular donde
ocurren los fenémenos observados. Sin embargo, un amplio numero de
evidencias senalan a los fotorreceptores como el sitio mas probable de sintesis
de melatonina retiniana (Hall et al., 1985; Nowak et al., 1989; Skene, 1992;
Cahill y Besharse, 1992). Ademas, dado que los fotorreceptores son el tipo
celular mas abundante en la retina de hamster, parece posible que los
fendmenos descriptos, ocurran primariamente en estas células.
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En conjunto, estos resuitados sugieren que la produccién de melatonina
en la retina del hamster dorado es principaimente regulada por el estimulo
fotico. En este sentido, Pang y colaboradores describieron que ademas de la
existencia de un ritmo endégenc de melatonina en la retina de algunos
vertebrados no mamiferos, los niveles de melatonina retiniana son afectados
por manipulaciones artificiales de la iluminacién ambiental. En la retina del
hamster, en coincidencia con lo observado en diversas especies de
vertebrados, los niveles diurnos de melatonina retiniana se incrementan por
efecto de la oscuridad y los niveles de melatonina durante la noche,
disminuyen como consecuencia de la exposicién a la luz (Pang et al., 1982;
Pang et al.,, 1985; Pang et al., 1991). En experimentos in vitro en retinas de
cobayo, la oscuridad incrementa significativamente la liberacién de melatonina
al medio de incubacion (Yu et al., 1982). En base a estas evidencias, se ha
sugerido que la oscuridad estimula, en tanto que la luz suprime la biosintesis y
secrecion de melatonina por los fotorreceptores. Sin embargo, los resultados
obtenidos en este trabajo de tesis indican que el incremento en el contenido de
melatonina, por exposicidén a oscuridad durante el dia, no alcanza los niveles in
vivo del metoxiindol observados durante la noche, en las retinas de hamsteres
en fotoperiodo normal. Es posible que los niveles retinianos del metoxiindol
sean paralelamente regulados por un oscilador enddgeno sincronizable por el
ciclo de luz-oscuridad, como se ha descripto en la retina de aves y ojos de
Xenopus. En estas especies, el marcapasos intraocular (Ham y Menaker,
1980; Besharse e luvone, 1983; Underwood et al., 1988) parece estar
asociado a la fotosensibilidad retiniana (despolarizacion e hiperpolarizacion de
los fotorreceptores), en la regulacion de la biosintesis de melatonina local
(Pang y Yew, 1979; Yu et al., 1982).

La presencia de osciladores circadianos en los nucleos
supraquiasmaticos (NSQ) de mamiferos, ha sido concluyentemente
demostrada (Menaker, 1982). Por otra parte, existen evidencias que postulan
la existencia de relojes circadianos intraoculares (Remé et al., 1991). Cuando
se examino el contenido de melatonina retiniana en distintos intervalos del
ciclo de 24 horas, en animales mantenidos durante tres dias en oscuridad
constante, este parametro varié aparentemente en forma aleatoria (figura 9),
indicando la ausencia de la participacion de un oscilador circadiano endogeno,
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en la regulacion de este proceso. En contraste con estos resultados, Tosini y
Menaker (1996) han demostrado recientemente la existencia de ritmos
circadianos en el contenido de melatonina, en cultivos de retinas de hamster
dorado incubadas a 27 °C. Esta ritmicidad fue resincronizable por cambios de
fase del ciclo de luz-oscuridad (adelantos y retrasos) y persiste inalterada
durante 5 6 6 dias de oscuridad constante in vitro. Los autores concluyen que
la retina de mamiferos contiene un reloj circadiano que regula la biosintesis
local de melatonina en forma independiente del marcapasos localizado en los
NSQ. Los valores de las concentraciones de melatonina detectadas en los
estudios mencionados y los descriptos en este trabajo se hallan dentro del
mismo orden. Una posible explicacién de la discrepancia entre nuestros
resultados y el trabajo mencionado, es que nuestros estudios se basan en
mediciones realizadas con el animal in tofo, condicion experimental en la que
la expresion del reloj circadiano intraocular, podria ser influenciado por
eferencias desde el sistema nervioso, por ejemplo desde el NSQ u otras areas
cerebrales, incluso desde el sistema nervioso autbnomo, asi como por senales
sistémicas, de manera que la expresion del ritmo podria responder a multiples
factores de regulacion. Es importante destacar que en experimentos realizaaos
por varios grupos de investigacion, no se habia observado la existencia de
ritmicidad circadiana en la sintesis de melatonina en retinas de mamifero
incubadas a 37°C. El ritmo circadiano de este parametro en la retina del
hamster fue evidente sélo cuando las incubaciones se realizaron a 27 °C,
probablemente debido a que las bajas temperaturas incrementan la viabilidad
de las células retinianas en cultivo (Tosini y Menaker, 1996). Los autores
argumentan, para otorgar una justificacion fisioldgica a este hallazgo, que el
namster es un animal que hiberna y por lo tanto, presenta en determinadas
épocas del afo, menor temperatura corporal. En contraste, los animales
utilizados en este trabajo, adaptados a condiciones de fotoperiodo vy
temperatura constantes, presentan una temperatura corporal mas elevada. Si
bien existen evidencias que vinculan a la temperatura con la produccion de
melatonina retiniana (Shiu y Pang. 1985). no parece evidente que sea esta la
explicacion de la discrepancia.

Se ha propuesto que la dopamina participa de los mecanismos que
median la sefal luminosa para varios procesos fisioldégicos retinianos,
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incluyendo la regulacién de la biosintesis de melatonina (luvone, 1988).
Evidencias previas indican que el efecto inhibitorio de la luz sobre la actividad
de la NAT es bloqueado por antagonistas dopaminérgicos de tipo Do,
solamente en presencia de inhibidores de la fosfodiesterasa (luvone et
al.,1987). Recientemente, se ha descripto que el incremento de actividad de la
NAT inducido por la oscuridad o farmacolégicamente, puede ser suprimido por
agonistas dopaminérgicos de tipo Dy, a través de la inhibicién de los niveles
de AMPc inducidos por forskolina o por inhibidores de la fosfodiesterasa. Los
agonistas dopaminérgicos no bloquean el efecto de analogos no hidrolizables
del AMPc (luvone y Besharse, 1986b; luvone et al., 1990; Zawilska y Nowak,
1994a). Algunos antagonistas de la familia de receptores dopaminérgicos D-2,
administrados intraocularmente a pollos adaptados a luz, inducen un marcado
incremento de la actividad de la NAT retiniana y el contenido de melatonina
(Zawilska y Nowak, 1994b). El efecto de la dopamina sobre los niveles de
AMPc sensibles a la luz y la actividad de la NAT retiniana, parece ser, sin
embargo, indirecto y ocurriria a través de un mecanismo todavia desconocido,
puesto que agonistas de la familia de receptores D-2, a la que pertenecen los
receptores Do y Dg (Schwartz et al., 1992) no inducen inhibicion directa de la

adenilato ciclasa, ya que no modifican los niveles basales de AMPc (Zawilska
et al.,1995).

Si bien la dopamina es considerada la principal senal regulatoria de la
produccion de melatonina en la retina, existen evidencias que postulan al
GABA como un modulador adicional del contenido de melatonina retiniana. Los
resultados, representados en la figura 10, indican que el GABA incrementa la
produccidon de melatonina en retinas mantenidas in vitro durante 8 h en
condiciones de luz. Este efecto estd mediado a través de receptores
gabaérgicos de tipo A, puesto que fue revertido por el antagonista especifico
bicuculina, en tanto que el agonista especifico de tipo B, baclofen no tuvo
efectos significativos. El 2-hidroxisaclofen, antagonista especifico de los
receptores GABAR, no fue efectivo en bloquear el efecto gabaérgico sobre la
produccion de melatonina en la retina. Estos resultados se correlacionan con
evidencias previas en mamiferos que sugieren que los receptores que median
los efectos gabaérgicos, tanto a nivel del terminal de los fotorreceptores, como
en las células amacrinas y bipolares de la retina de rata, corresponden a
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receptores especificos para GABA de tipo A (Lam et al.. 1978: Murakami et al.,
1982a, 1982b; Tachibana y Kaneko, 1984; Kaneko y Tachibana, 1986; Wu,
1991; Qiang y Dowling, 1994). Otras evidencias indican que el baclofen no
afecta la respuesta de las células bipolares en mamiferos, y en las células
ganglionares solo se nan observado conductancias caracteristicas de los
canales asociados a los receptores de GABAj (Lipton, 1989; Yeh et al, 1990).

Se ha descripto que agonistas del receptor gabaérgico, tanto de tipo A
como B, administrados en la fase de luz en ojos de Xenopus incrementan la
actividad de la NAT retiniana (Canill et al., 1991). Existen varias evidencias
que postulan al GABA como una sefal intrarretiniana de adaptacién a la
oscuridad (Yazulla, 1986; Pierce y Besharse, 1988; Dearry y Burnside, 1986).
Teniendo en cuenta, el efecto estimulatorio del GABA sobre ia produccion de
melatonina en la retina, se considerd la posibilidad de que, la activacion del
sistema gabaergico participara del efecto estimulatorio inducido por la
oscuridad sobre este parametro. Los resultados, representados en la figura 11,
indican que el efecto estimulatorio de la oscuridad es suprimido por
antagonistas gabaérgicos especificos del receptor GABAa. En aves existen
antecedentes que coinciden con estos resultados, dado que el bloqueante del
canai de cloruro asociado al receptor de tipo A, picrotoxina, inhibe el
incremento nocturno de la actividad de la NAT retiniana (Boatright e
luvone,1989a).

Una evidencia adicional a favor de esta hipdtesis se obtendria al
demostrar un aumento de la actividad gabaérgica inducido por la oscuridad. El
método elegido para analizar este aspecto fue la técnica del radiorreceptor por
tratarse de un método especifico y altamente sensible. La determinacion del
contenido de un neurotransmisor es a menudo un indicador pobre de la
actividad neural del mismo. En particular en el caso del GABA, la
determinacion de los valores del contenido queda invalidada dado que pocos
minutos después de la muerte del animal ocurre un aumento en este
parametro, debido a la rapida inhibicidn de la GABA transaminasa por anoxia,
sin que se altere la actividad de la GAD. Por consiguiente un parametro mas
apropiado, consiste en la determinacién del "turnover” del transmisor
(evaluando su acumulacion por inhibicion de la enzima de degradacion) en
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lugar del contenido. Como se represento en la figura 12, el "turnover" de GABA
en la retina del hamster dorado varié significativamente en funcién del ciclo de
24 horas, con valores maximos nocturnos en el intervalo comprendido entre las
24.00 y las 08.00 h. El incremento en el "turnover" de GABA, determinado en
condiciones ex vivo, precede por al menos 4 horas, al valor méximo observado
en el contenido de melatonina retiniana durante el ciclo de luz-oscuridad.
Teniendo en cuenta estos resultados, conjuntamente con el efecto
estimulatorio gabaérgico sobre los niveles de melatonina en experimentos in
vitro, sumado a la reversion del estimulo inducido por la oscuridad en
presencia de antagonistas gabaérgicos, se sugiere una relacion causal entre
ambos parametros y avala el posible rol del GABA como parte de la via de
senales que traducen la oscuridad a nivel retiniano.

Los experimentos que siguieron a estos resultados fueron realizados
con el objeto de evaluar el mecanismo de accién del GABA en la produccion
de melatonina, en la retina del hamster. Contrariamente a lo esperado, dado el
bien establecido rol del AMPc en la induccion de la biosintesis de melatonina
(Besharse et al., 1988; luvone et al., 1990; Zawilska y Nowak, 1992, 1994a), el
neurotransmisor provocé una disminucién significativa en el contenido
acumulado de AMPc (figura 13). También en este caso, el receptor gabaérgico
involucrado es de tipo A, puesto que, en coincidencia con lo descripto
previamente, la acciéon del GABA fue bloqueada por bicuculina, mientras que el
baclofen no tuvo efectos significativos. Si bien por estos resultados no puede
descartarse un efecto del GABA sobre la fosfodiesterasa de AMPc, que en
esta serie de experimentos se encontraba inhibida por la presencia de IBMX,
las evidencias reunidas podrian sugerir un mecanismo alternativo en la
induccion de la sintesis de melatonina que no involucra al AMPc.

Existen algunos antecedentes que involucran al GMPc como un
modulador de la produccion de melatonina en la retina. La administracion
intraocular de analogos del GMPc, incrementa significativamente la actividad
de la NAT retiniana en pollos expuestos a la luz, 4 horas después de ser
administrados. Sin embargo, los autores sugieren que podria estar mediado a
través del AMPc, ya que andlogos de ambos nuclebtidos, administrados
simultaneamente no fueron sinérgicos, a las dosis intraoculares administradas
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(Nowak y Wawrocka, 1993). Considerando estos antecedentes y la hipotesis
del sistema gabaérgico como parte de ia via de sefales que transducen la
oscuridad, se evaluo la posibilidad de que el efecto gabaergico pudiera ocurrir
a través de la activacion de esta senal intracelular. Como se representé en la
figura 14, el GABA incrementé el contenido de GMPc en retinas de hamster
mantenidas in vitro, en presencia de un inhibidor de la fosfodiesterasa. Este
efecto fue antagonizado por bicuculina, en tanto que el agonista del receptor
GABAg, baclofen, no modifico este parametro. Estas evidencias sugieren un
efecto gabaérgico a través del receptor de tipo A, coincidiendo con lo
observado para la modulacion sobre el contenido de melatonina retiniana.

Con el objeto de convalidar el hecho de que un incremento en el
contenido de GMPc es capaz de inducir la sintesis retiniana de melatonina en
el hamster, se examino el efecto de analogos del nucleétido sobre la
produccion del metoxiindol (representado en las figuras 15y 16). Los analogos
permeables del GMPc y menos sensibles a la hidrélisis por fosfodiesterasas, 8-
Bromo-GMPc y dibutiril-GMPc, incrementaron el contenido de melatonina en
retinas de hamster dorado, mantenidas in vitro, luego de 8 h de incubacion, en
condiciones de luz. Este intervalo coincide con el observado para el aumento
en el contenido de melatonina durante el ciclo de 24 horas, que ocurre 8 h
después del apagado de la luz. De hecho en un estudio posterior sobre el
tiempc necesario para que el nucleétido induzca un incremento significativo
sobre el contenido de melatonina indicé que son necesarias precisamente 8 h
de incubacion.

Otra evidencia indirecta que avala la existencia de un vinculo entre el
contenido de melatonina y de GMPc en la retina de hamster dorado in vivo, es
la presencia de variaciones diarias significativas en el contenido del nucleotido
que aumentan después del comienzo de la fase de oscuridad, manteniéndose
elevados a lo largo de fa misma (figura 17).

El GMPc es una molécula clave en el mecanismo de fototransduccion,
regulada negativamente por la sefal fética (Stryer, 1987), de manera que las
variaciones diarias en el contenido del nucledtido coinciden con lo esperado.
Sin embargo, un ritmo en el contenido de GMPc en funcion de la hora del dia
no habia sido descripto previamente. En concordancia con estas evidencias, la
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exposicion de los animales a luz durante la noche, caus6 una disminucién de
los niveles de GMPc a valores diurnos (figura 18) en forma analoga a lo
observado para la melatonina.

Conjuntamente con el incremento en el contenido de melatonina
inducido por analogos del GMPc en la retina del hamster, estas evidencias
sugieren que los cambios en el contenido de GMPc podrian ser instrumentales
en la regulacion de la biosintesis de melatonina. Estas consideraciones no
atentan, en modo alguno, contra el bien establecido rol del AMPc como
inductor clave de la sintesis de melatonina, sin embargo, abren la posibilidad
de la existencia de multiples mecanismos regulatorios de este proceso, en
particular, teniendo en cuenta que el GABA, si bien produce una caida
aparente en los niveles de este nucleédtido, incrementa significativamente los
niveles de melatonina retiniana. Por otra parte tanto el AMPc como el GMPc
aumentan en forma significativa durante la oscuridad, en particular alcanzando
valores maximos previos al incremento del metoxiindol lo cual podria sugerir la
participacién conjunta de ambos en la induccidén de este proceso.

En condiciones de oscuridad, la liberacién de glutamato desde los
fotorreceptores o las células bipolares, podria inducir la liberacion de GABA
por las células amacrinas y quizas horizontales (Schwartz, 1987; Yazulla,
1986; Neal et al.,, 1992), que actuando a través de receptores especificos,
probablemente de tipo A, podria estimular la sintesis de GMPc. De esta forma,
un incremento en el contenido de GMPc en oscuridad podria aumentar la
actividad gabaérgica, que a su vez, podria contribuir a mantener elevados los
niveles del nucledtido. Esta serie de eventos podria prolongar la capacidad de
adaptacion a la oscuridad, que a su vez, de una manera compleja, no
completamente elucidada, redunda en un incremento de la melatonina
retiniana, evidente durante la noche tardia. El GABA podria ser sinérgico con
la oscuridad para mantener elevados los niveles de GMPc, en la retina de
hamster, favoreciendo la sintesis de melatonina.

Alternativamente, dado que existen antecedentes que postulan la
compartimentalizacion del GMPc en los fotorreceptores (de Azeredo et al,
1981, Cote y Brunnok, 1993) la oscuridad podria actuar directamente sobre un
"pool" de GMPc que regula la corriente de oscuridad y a través del GABA
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sobre otro "pool" del nucledtido ciclicc responsable de la sintesis de
melatonina retiniana.

Como se mencionara, la dopamina inhibe la produccion de melatonina a
través de la modulacion negativa indirecta de la adenilato ciclasa en los
fotorreceptores, que resulta en la disminucién de los niveles de AMPc. Sin
embargo, no se ha podido bloquear el estimulo de la oscuridad sobre los
niveles de AMPc con agonistas dopaminérgicos. Por consiguiente, el GABA
podria actuar en forma paralela, estimulando la sintesis de melatonina en
oscuridad, a traves de un mecanismo que involucra no exclusivamente la
inhibicion de la liberacién de dopamina como se ha postulado. El efecto
inhibitorio del GABA sobre el contenido acumulado de AMPc se observa en
condiciones en que la degradacién del nucleotido ciclico se encuentra inhibida,
sin embargo, en condiciones fisioldgicas este efecto podria no ser significativo
sobre los niveles basales, o aun los resultantes de la activacion de la adenilato
ciclasa, o bien, el estimulo sobre la via que involucra al GMPc podria
compensar el resultado de la inhibicion sobre el AMPc.

Los resultados obtenidos en la primera parte de este trabajo de tesis,
indican que la retina de hamster es un sitio de sintesis activa de melatonina,
que presenta variaciones diarias significativas en el conienido del metoxiindol,
con valores maximos nocturnos, regulados principalmente por la sefial fética.
El GABA podria estar involucrado en la induccidn de la sintesis de melatonina
como un intermediario de la sefal de oscuridad, basado en la inhibicion por
antagonistas gabaérgicos del incremento nocturno en el contenido de
melatonina. Este efecto gabaérgico podria estar mediado por un aumento en el
contenido de GMPc, probablemente en el fotorreceptor. Cabe senalar que, las
evidencias reunidas sugieren diferencias muy significativas en la regulacion de
la sintesis de melatonina en la glandula pineal y la retina. La biosintesis de
melatonina pineal esta probadamente asociada a la actividad del oscilador
endogeno en los NQS, en cambio, a nivel retiniano la melatonina parece
responder fundamentalmente al estimulo fético que, sin dudas, representa una
informacion relevante para un transductor de luz-oscuridad como es |a retina, o
bien, a un oscilador local intraocular, segun lo propuesto por Tosini y Menaker,
que podria tener relevancia en la fisiologia retiniana. Por otra parte, en la
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glandula pineal se ha demostrado que la sintesis de melatonina es inhibida por
GABA (Rosenstein et al., 1989), sefnal que resultd estimulatoria sobre la
melatonina retiniana. Por consiguiente, si bien los componentes fundamentales
de este mecanismo biosintético son esencialmente similares en la glandula
pineal y en la retina (de hecho ambas estructuras comparten caracteristicas
morfologicas y ontogénicas) los mecanismos regulatorios involucrados no
parecen coincidir estrechamente.

Los resultados de la primera parte de este trabajo de tesis, junto con
antecedentes de los mecanismos regulatorios de la biosintesis de melatonina
en la retina, se representan en el siguiente esquema:
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Representacion esquematica de los mecanismos regulatornios de la
biosintesis retiniana de melatonina.
Las flechas rojas indican los mecanismos descriptos previamente.
Las flechas negras indican los mecanismos descriptos en este
trabajo de Tesis. Los efectos gabaérgicos estan mediados por

receptores de tipo A.
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II. EFECTOS DE LA MELATONINA EN LA RETINA.

Los resultados sobre la reguiacion de la biosintesis de melatonina en la
retina, ponen de manifiesto un vinculo muy estrecho entre la melatonina
retiniana y la oscuridad. Se plante6 por consiguiente, la posibilidad de que el
metoxiindol participara, a su vez, en la transduccion de la sefal luminosa.

Como vya se mencionara, la melatonina en concentraciones
nanomolares incrementa la acumulacion de GMPc, en el hipotalamo
mediobasal de rata (Vacas et al., 1981) y estimula la actividad de la guanilato
ciclasa en el testiculo de la misma especie (Kano y Miyachi, 1976). Teniendo
en cuenta, ademas, que el GMPc es clave en el procesado de la informacion
fética tanto a nivel de los fotorreceptores, las células bipolares que se
despolarizan en respuesta a la luz, como de las células ganglionares, ya que
regula las conductancias de canales catidnicos, responsables de la
despolarizacién de estos tres tipos celulares (Pugh y Lamb, 1990; Nawy y
Jahr, 1990; Ahmad et al., 1994), se consideré relevante examinar el efecto y el
mecanismo de accién de la melatonina sobre este parametro (tablas | a V y
figuras 19 a 25).

La melatonina aumenta significativamente la acumulacion in vitro de
GMPc de manera dependiente del horario. El horario de mayor sensibilidad
corresponde al intervalo comprendido entre las 24.00 y 04.00 h, ya que el
metoxiindol tuvo efecto a partir de una concentracion de 1 pM, en tanto a las
20.00 h fue también efectivo aunque con menor sensibilidad (umbral: 100 pM).
El efecto de la melatonina no parece estar vinculado a las condiciones féticas
a la que los animales se encontraban expuestos, ya-que fue efectiva tanto en
fuz (20.00 h) como en oscuridad (24.00 h) e inefectiva también en ambas
condiciones (04.00 y 08.00 h, respectivamente). El hecho de que la melatonina
sea efectiva en determinados intervalos y no en otros, podria estar relacionado
con cambios diarios en la sensibilidad del tejido al metoxiindol, como se ha
descripto para los efectos centrales de la melatonina pineal (Reiter, 1987).
Alternativamente, dado que el contenido acumulado de GMPc in vitro en
ausencia de melatonina presenta variaciones significativas entre los distintos
horarios examinados, es posible que el sistema de GMPc presente diferente
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susceptibilidad a la accidon de la melatonina, que justifique la diferencia horaria
en respuesta al metoxiindol.

Teniendo en cuenta el ya discutido efecto del GMPc sobre la sintesis de
melatonina, la accion estimulatoria del metoxiindol sobre este nucledtido,
podria constituir la base de un mecanismo de retroalimentacion positiva.

Considerando que estos ensayos se realizaron en presencia de un
inhibidor de la fosfodiesterasa (IBMX), resulta probable que la actividad de
guanilato ciclasa sea el blanco de accion de la melatonina. EI metoxiindol
incrementa la actividad guanilato ciclasa (representado en la tabla Il) en los
mismos horarios en que aumenta la acumulacion de GMPc (a las 20.00 y 24.00
h), siendo inefectiva a las 12.00 y 06.00 h (horarios en los que tampoco
modifica la acumulaciéon de GMPc). La melatonina aument6é la actividad
enzimatica sélo con una concentracion de 10 nM y aun en este caso el efecto
fue pequeno, aunque significativo.

Es necesario senalar que la determinacion de la actividad de guanilato
ciclasa se realiza en presencia de todos los factores necesarios para una
actividad enzimatica maxima, algunos de los cuales, en condiciones
fisiologicas, podrian ser limitantes para la sintesis del nucleétido ciclico en el
ensayo de acumulacién. La melatonina podria actuar modificando alguno de
estos factores limitantes de la actividad de guanilato ciclasa. Este hecho podria
explicar la aparente inefectividad del metoxiindol exégeno sobre la enzima a
las 04.00 h, horario en el cual la acumulacién de GMPc aumenta en respuesta
a la melatonina. De hecho si se analiza la variacion entre los niveles controles
del contenido acumulado de GMPc y la actividad de guanilato ciclasa in vitro,
no parece existir una correlacion estrecha entre ambos parametros, ya que,
por ejemplo la actividad enzimatica a las 20.00 h es significativamente mayor
que a las 24.00 h, en tanto que los niveles de GMPc acumulados in vitro no
difieren entre ambos horarios.

El analisis cinético de la actividad de guanilato ciclasa a las 24.00 h,
demuestra que la melatonina incrementa tanto fa Km como la Vmax. El
incremento en la Vmax es compatible con los resultados obtenidos en el efecto
del metoxiindol sobre la acumulacion de GMPc¢. El aumento en la Km sugiere
en cambio, una disminucidon de la afinidad de la enzima por su sustrato. Sin
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embargo, considerando que la determinacidén de la enzima se realiza en un
homogenato de tejido, el valor de este parametro cinético es aparente, de
manera tal que su aumento podria reflejar un incremento en el contenido de
sustrato endégeno o en la accesibilidad de éste a la enzima.

En estos experimentos queddé demostrado que la melatonina modifica
significativamente la actividad de guanilato ciclasa retiniana. Con el objeto de
examinar la existencia de una correlacion fisiolégica entre el aumento nocturno
de la melatonina y la actividad de la guanilato ciclasa, se estudié la actividad
enzimatica en funcion del ciclo de 24 horas. La actividad de guanilato ciclasa
vario significativamente en funcion de la hora del sacrificio, con valores
nocturnos mas elevados, excepto a las 04.00 h. A partir de estos resultados se
infiere que las variaciones diarias de la actividad de guanilato ciclasa no
parecen estar relacionadas con la ritmicidad diaria en el contenido de
melatonina retiniana, ya que el aumento en la actividad de la enzima precede
al incremento en los niveles del metoxiindol. El ritmo diario de actividad de

guanilato ciclasa, en cambio, correlaciona con las variaciones en el contenido
de GMPc.

Muitiples evidencias demuestran que el producto de la enzima Oxido
nitrico sintetasa (NOS), el éxido nitrico (NO), posee una accion estimulatoria
sobre la actividad de la guanilato ciclasa de tipo soluble, resultando en un
incremento en los niveles de GMPc (Vaccaro et al., 1991; Margulis et al., 1992,
Yamamoto et al., 1993). Se ha sugerido que el NO a través de sus efectos
locales, podria participar en el procesado de informacion visual en la retina. En
este sentido, se ha descripto que el NO modula la transmisién desde los
fotorreceptores a las neuronas retinianas de segundo orden, a través del
aumento de una corriente de calcio dependiente de GMPc (Kurenny et al.,
1994). Se ha sugerido ademas, que el NO podria actuar sobre otros tipos
celulares retinianos (como las células ganglionares) en las que activaria
canales cationicos dependientes del nucledtido (Ahmad et al., 1994). Dado que
fa melatonina incrementa el contenido de GMPc presumiblemente a través de
la activacién de la guanilato ciclasa, se estudié el efecto del metoxiindol sobre
la actividad de la NOS. La melatonina en concentracion 10 nM carecid de
efectos significativos sobre la actividad de la NOS a las 24.00 h. La eleccion
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de este horario se baso en que este es el intervalo en el que la retina presenta
mayor sensibilidad al metoxiindol. Los resultados descartan la participacion del
NO en el mecanismo de accion de la melatonina y podrian indicar que la
guanilato ciclasa involucrada es de tipo particulada. Un mecanismo probable
que involucra al calcio extracelular, sera discutido en detalie mas adelante.

Con el objeto de examinar la existencia de una accién acoplada de la
melatonina sobre la sintesis y la degradacion del nucledtido se realizaron los
experimentos representados en las figuras 23 y 24. En primer lugar, se
determino el efecto del metoxiindol sobre el contenido de GMPc en ausencia
de IBMX. Cuando se compara el efecto de la melatonina sobre el contenido de
GMPc en presencia y en ausencia de IBMX, se observa que el efecto
estimulatorio relativo al basal, es significativamente mayor en ausencia que en
presencia del inhibidor de la enzima de degradacién. Esta diferencia podria
indicar que la melatonina afecta no solamente la sintesis sino también la
degradacién de GMPc. Por lo tanto, se examind el efecto de la melatonina
sobre la fosfodiesterasa de GMPc. Los resultados indican que la melatonina
inhibe la actividad de esta enzima a las 24.00 h. Dado que la melatonina y el
IBMX no mostraron efectos sinérgicos sobre la actividad de la fosfodiesterasa
(el IBMX en ausencia o presencia de melatonina provoca una inhibicion del
75%) se descarta la posibilidad de que el efecto estimulatorio de la melatonina
sobre la guanilato ciclasa fuera consecuencia de una inhibicién adicional de la
melatonina sobre la fosfodiesterasa, ya parcialmente inhibida por la xantina.

Las variaciones diarias en el contenido de melatonina retiniana podrian
regular los niveles de la actividad fosfodiesterasa (una molécula clave en el
mecanismo de fototransduccion) durante el ciclo de 24 horas. Con el objeto de
evaluar esta nipétesis se examino la actividad de fosfodiesterasa en funcion de
la hora del dia. La fosfodiesterasa no presentd variaciones diarias
significativas durante el ciclo de luz-oscuridad. Este resultado en principio,
analogamente a lo observado respecto al ritmo diario de actividad de guanilato

ciclasa, parece descartar un vinculo fisiolégico entre ambas enzimas con la
melatonina retiniana.
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Cabe senalar, sin embargo, que la demostracion formal de un vinculo
fisiolédgico entre la melatonina local y ambas enzimas requiere
excluyentemente, examinar el efecto de un antagonista especifico del
metoxiindol sobre las actividades enzimaticas, de manera de evidenciar los
efectos de la melatonina endogena. Hasta el presente, no se dispone de
compuestos con probada accion inhibitoria de la melatonina necesarios para
evaluar este aspecto. Por consiguiente, el efecto del metoxiindol local sobre
estas enzimas retinianas no puede descartarse en forma concluyente.

El mecanismo de fototransduccion implica la activacion de una
fosfodiesterasa especifica de GMPc en los fotorreceptores (Stryer, 1987), por
consiguiente, contrariamente a los resuitados obtenidos resulta esperable una
mayor actividad de la fosfodiesterasa en horarios de luz. Asimismo, las
variaciones diarias en la actividad de guanilato ciclasa parecen oponerse
también a lo esperado segun el paradigma clasico, ya que en oscuridad las
concentraciones elevadas de calcio intracelular, modularian negativamente la
actividad de esta enzima (Kaupp y Koch, 1992). Por lo tanto cabria esperar
una actividad de la guanilato ciclasa mayor en luz que en oscuridad. En
contraste, la luz durante la noche disminuyd la actividad de guanilato ciclasa a
los valores observados durante el dia, en coincidencia con los resultados
obtenidos para los niveles de GMPc, en tanto que la actividad de la
fosfodiesterasa no mostré cambios significativos en estas condiciones.

Es importante destacar que todos los estudios que establecieron y
corroboraron el paradigma del mecanismo de fototransduccion, se realizaron
sin excepcién, en condiciones de adaptacién de retinas o fotorreceptores
aislados a oscuridad continua interrumpida por puisos de luz en el orden de
milisegundos a segundos (Woodruff y Bownds, 1979). En condiciones
fisiolégicas, en cambio, los animales estan expuestos a la sucesion de
periodos prolongados de luz (en el rango de horas), seguidos de fases de
oscuridad de longitud comparable, llamada habitualmente fotoperiodo.

En las condiciones de fotoperiodo normal (14:10, L:0), la regulacién de
los niveles de GMPc y la actividad de las enzimas relacionadas, podrian
proceder de manera diferente a lo observado durante tiempos muy cortos de
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exposicion a la luz. En este sentido, se ha descripto que los niveles de GMPc
en condiciones de luz constante alcanzan niveles estacionarios, siendo su
velocidad de sintesis similar a la de degradacién de manera que el "turnover"”
de GMPc, mas que sus niveles estacionarios, seria suceptible a los efectos de
la luz (Kawamura y Murakami, 1986; Kondo y Miller, 1988).

En estudios recientes se ha descripto que el cambio en los niveles de
calcio intracelular inducido ya sea por pulsos (milisegundos) o por iuz incidente
durante varios segundos, muestran patrones diferentes tanto en la amplitud
como en el curso temporal (Gray-Keller y Detwiler, 1994). Por consiguiente, el
patrén de cambio en los niveles de calcio citoplasmatico durante tiempos
prolongados (al cabo de horas) de exposicion a condiciones de iluminacion u
oscuridad constantes, que pudiera explicar los cambios en la actividad de
guanilato ciclasa, no puede predecirse.

Por otra parte, un mayor numero de moléculas activas durante los
horarios de oscuridad podria explicar el incremento nocturno observado en la
actividad de esta enzima, a pesar de que cada molécula se encontrara menos
activa debido a la mayor concentracién de calcio intraceiular. De hecho, el
analisis cinético de la actividad de guanilato ciclasa, representado en la figura
21, indica que la Vmax a las 24.00 h fue significativamente mayor que a las
12.00 h, en tanto que la Km no se modifico.

El hecho de que la fosfodiesterasa responde a pulsos de iuz en el orden
de milisegundos, mientras permanece constante en presencia de horas de iuz,
seguidas de horas de oscuridad, podria deberse a la existencia de otros
mecanismos, diferentes a los regulados directamente por el estimulo fético.
Estos resultados no descartan la existencia de multiples ciclos de activacion y
desactivacion, que no fueron resueltos por la escala temporal utilizada en los
ensayos descriptos. Sin embargo, es posible que en condiciones de
iluminacion ambiental continua, la retina procese la sefal luminosa en forma
diferente. En el largo plazo, la regulacion de estos parametros podria estar
dada por un conjunto de factores sinérgicos aun no elucidados, mas que por
una sefial unica. De hecho, en estas condiciones, los niveles de GMPc
parecen correlacionar mucho mas estrechamente con la actividad de guanilato
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ciclasa, en tanto que la actividad de fosfodiesterasa parece tener un rol menos
relevante.

En conjunto los resultados discutidos muestran un efecto doble de la
melatonina sobre el GMPc retiniano, incrementando su sintesis e inhibiendo su
degradacion, ambos resultantes en un incremento en los niveles del
nucleétido.

Los eventos intracelulares desencadenados por la melatonina que
pudieran explicar estos efectos quedan por ser examinados. Se ha demostrado
que la melatonina inhibe la captacién de 49Ca2* inducida por alto K* en
sinaptosomas cerebrales (Vacas et al., 1984). La melatonina, a los 10
segundos de incubacion, inhibié significativamente la captacion de calcio en
fracciones sinaptosomales crudas de retina de hamsteres sacrificados a las 24
horas (representado en la figura28). Como ya se discutiera, la
concentracién elevada de calcio citoplasmatico modula negativamente Ila
actividad de la guanilato ciclasa de membrana y estimula la actividad de la
fosfodiesterasa especifica de GMPc (Koch y Stryer, 1988; Kawamura y
Murakami, 1991). Por lo tanto, a través de la inhibicion del influjo de calcio, la
melatonina podria afectar en forma simultanea ambas actividades enzimaticas
en el mismo sentido en que fueron observadas.

Como ya se mencionara, se ha propuesto que el GMPc se encuentra
compartimentalizado en los segmentos externos de los fotorreceptores (de
Azeredo et al., 1981; Cote y Brunnock, 1993), por consiguiente, es posible que
el efecto de la melatonina sobre la concentracion total de GMPc refieje
cambios mayores o menores, en la region cercana a los canales catidnicos
regulados por el nucleétido ciclico (Pugh y Lamb, 1990). Dada la superioridad
numeérica de los fotorreceptores respecto de otros tipos celulares, es posible
que los cambios observados ocurran en este tipo celular. Sin embargo, no es
posible descartar que la melatonina actue en otras células retinianas, como en
las céiulas bipolares de tipo "on-center" y ganglionares retinianas en los que
se ha descripto la existencia de canales catidnicos dependientes de GMPc
(Ahmad et al., 1994; Nawy y Jahr, 1990).
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Una continuacion de esta serie de experimentos, fue examinar si el
efecto descripto sobre el incremento de los niveles de GMPc retiniano
trasciende a la liberacion de glutamato a nivel sinaptico, dado que tanto los
fotorreceptores, como las células bipolares, liberan este transmisor a traves de
mecanismos que involucran la despolarizacion celular por flujos de corrientes
catidénicas activadas por GMPc (Pugh y Lamb, 1990; Nawy y Jahr, 1990). A tal
fin, se realizaron los experimentos representados en las figuras 26 a 32 y las
tablas VI y VII, con el objeto de examinar el efecto de la melatonina sobre la
transmision glutamatérgica en la retina del hamster.

Los resultados indican que la melatonina incrementa tanto la captacién
como la liberacién de 3H-glutamato de manera dependiente de la
concentracion y del horario del sacrificio.

La melatonina con una concentracién umbral de 100 pM incrementé
significativamente la captacion de 3H-glutamato, a las 24.00 h pero no a las
12.00 h. El efecto de la melatonina sobre la captacién de 3H-g|utarnato fue
independiente del calcio extracelular, cuya ausencia no afecté la captacion del
aminoacido en condiciones basales.

No existen enzimas extracelulares que degraden glutamato, por io tanto.
la accion del glutamato es terminada por difusion o por la recaptacion en
terminales neuronales y células gliales, a través de un "carrier" de alta
afinidad, que co-transporta iones sodio y glutamato y contra-transporta iones
potasio y oxhidrilos (Nicholls, 1993). Un transportador electrogénico de alta
afinidad se ha descripto en los fotorreceptores retinianos de varias especies
(Hertz, 1979; Marc y Lam, 1981; Eliasof y Werblin, 1993). La existencia de un
transportador de giutamato de alta afinidad, se ha demostrado también en las
células gliales, que constituye un mecanismo muy potente de regulacion de los
niveles del neurotransmisor en el espacio sinaptico (Attwell et al., 1993). Sin
embargo, otros autores demostraron que las células de Muller no captan 3H-
glutamato selectivamente, en retina de peces, (Marc y Lam, 1981) y poseen las
mas bajas concentraciones retinianas de glutamato endogeno. detectado por
técnicas inmunocitoquimicas, en retina de tortuga y pez dorado (Ehinger et al.,
1988, Marc et al., 1990). La discrepancia entre la potente captacion de
glutamato descripta para las células de Muller y la baja concentracién
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intracelular de glutamato detectada en este tipo celular, se deberia a un rapido
mecanismo de degradacién glial del aminoacido, que es convertido en
aspartato y glutamina (Marc et al., 1990). Los resultados obtenidos indican que
un 70 % de la radioactividad liberada por las retinas corresponde a 3H-
glutamato intacto.

El mecanismo de recaptacion de glutamato mantiene la concentracion
extracelular del transmisor dentro de ciertos limites, por consiguiente es
posible que el mecanismo de recaptacién se active en circunstancias en que la
liberacion del aminoacido se encuentre incrementada (Attwell et al. 1993,
Nicholls, 1993). Sin embargo, el hecho que la melatonina aumente
significativamente la captacion de 3H-glutamato, aun en ausencia de calcio
extracelular (tabla VI), sugiere que este efecto no es consecuencia de un
efecto primario sobre |a liberacién de glutamato.

La localizacion especifica del efecto de la melatonina sobre la captacién
de glutamato no puede ser establecida, ya que el proceso fue examinado en |la
retina in toto. Existen muchas evidencias que sugieren que la melatonina
podria actuar a través de las células amacrinas dopaminérgicas (Dubocovich,
1983; Boatright et al., 1994). Dado que los fotorreceptores son el tipo celular
mas abundante, parece factible que los efectos del metoxiindol ocurran sobre
este tipo celular, aunque no es posible descartar un efecto sobre las células de
Muller u ofros tipos celulares, en particular sobre las neuronas
dopaminérgicas.

Se desconocen los eventos intracelulares que podrian mediar el efecto
de la melatonina sobre la recaptaciéon de glutamato. Se ha demostrado que la
despolarizacion produce, mientras que la hiperpolarizacion bloquea la
captacion de glutamato por células horizontales de tortuga (Schutte y
Schlemermeyer, 1993). Asumiendo que una regulacion de estas caracteristicas
podria operar en la retina del hamster y considerando que la melatonina
incrementa el contenido de GMPc, podria especularse que el efecto de la
melatonina sobre la captacién de 3H-glutamato podria estar mediado por la
despolarizacion, inducida por el aumento en los niveles del nucleétido. Existen
dos lineas de evidencias que avalan esta hipétesis, por un lado el efecto sobre
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la captacion de glutamato se observa a las 24.00 h, en coincidencia con el
horario en que la melatonina incrementa el contenido de GMPc retiniano,
siendo inefectiva a las 12.00 h sobre ambos parametros. Por otra parte los
analogos de GMPc incrementan la captacion de 3H-glutamato tanto a las 12.00
como a las 24.00 h, como se represent6 en la figura 30.

La melatonina, con la misma concentracién umbral que para la
captacion del transmisor, incrementa de manera significativa la liberacién de
3H-glutamato a las 24.00 h, siendo tambiéen inefectiva a las 12.00 h en todas
las concentraciones examinadas. El efecto de la melatonina sobre la liberacion
de glutamato es dependiente del caicio extracelular, ya que la ausencia del
cation suprimié su efecto. La liberacion de 3H-glutamato en condiciones
basales, es parciaimente reducida en ausencia de calcio extracelular,
indicando la existencia de mecanismos de liberacion dependientes e
independientes de Ca2*. En este sentido, se ha descripto que la
despolarizacién de sinaptosomas cerebrales por alto potasio induce la
liberacién de glutamato, que en parte es liberado vesicularmente de manera
dependiente de calcio extracelular y en parte a través de la reversion de!
mecanismo de recaptacién (Adam-Vizi, 1992). La liberaciéon de 3H-glutamato
que persiste en ausencia de caicio extracelular podria deberse a un
mecanismo de esta naturaleza. La demostracion directa de la reversion de la
recaptacion por despolarizacién ha sido descripta en células gliaies (Attwell et
al., 1993). La despolarizacién inducida por el aumento de GMPc en los
fotorreceptores podria provocar la inversion del transportador de glutamato, sin
embargo el efecto de la melatonina ocurre exclusivamente sobre la liberacion
de glutamato dependiente de calcio extracelular sugiriendc la naturaleza
vesicular de este mecanismo.

En principio, podria suponerse que el efecto de la melatonina sobre la
liberacion de glutamato es una consecuencia del aumento en la captacion del
mismo. Sin embargo, la captacién de 3H-glutamato previa al ensayo de
liberacion, se realizd en ausencia de melatonina y luego de ser lavadas, las
retinas se fransfirieron a un medio en presencia del metoxiindol.
Adicionalmente, el efecto de la melatonina sobre la liberacion fue dependiente

del calcio extracelular, en tanto que su efecto sobre la captacion fue
independiente del catién.
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Dado que el efecto de la melatonina sobre la liberacion de 3H-glutamato
fue suprimido en ausencia de Cal+ extracelular, resulta probable que el
mecanismo de accion del metoxiindol involucre un aumento en el influjo de
calcio. La melatonina aumenta significativamente la captacién de 49Ca2* en
fracciones sinaptosomales crudas de retina, de animales sacrificados a las
24.00 h, pero no a las 12.00 h, coincidiendo el horario de sensibilidad y ia
concentracion umbral necesarios para estimular la liberacion de glutamato
(representado en las figuras 28 y 29). Este aumento resulté significativo luego
de 20 minutos de incubaciéon con melatonina. El efecto de la melatonina sobre
el "uptake" de 45CaZ* present6 un patron bifasico; en el orden de segundos,
COmMo ya se mencionara, se observé una inhibicion de este parametro, a los 10
minutos no se produjeron modificaciones evidentes, en tanto que a los 20
minutos causé un incremento significativo. En contraste con estos resultados,
estudios previos indicaron que la melatonina luego de 20 min inhibe la
captacion de 45Ca2* inducida por despolarizacion, en hipotalamo vy
sinaptosomas de cerebro de rata (Zisapel y Laudon, 1983; Vacas et al., 1984).
Una explicacién posible para esta diferencia reside en que la melatonina en la
retina incrementa los niveles de GMPc, de esta manera, su efecto sobre la
captacion de 49Ca2*, podria estar mediado por la despolarizacion inducida
por este nuclettido o directamente por la entrada de calcio a través de los
canales regulados por GMPc. De hecho, los analogos permeables del GMPc
incrementaron en forma significativa, tanto la liberacion y captaciéon de 3H-
glutamato, como la captacion de 45Ca2+, indicando que el efecto de Ia
melatonina sobre estos parametros podria estar mediado a través del
incremento en el contenido del nucleotido ciclico.

Esta hipotesis podria explicar incluso la mencionada curva bifasica
observada para la captacién de 45Ca2*. Una inhibicién temprana de este
parametro podria ser suficiente para explicar, a través de un solo evento, los
efectos de la melatonina sobre la enzimas de sintesis y degradacion del
GMPc, ambos resultantes en un incremento en los niveles del nucleétido. Este
incremento podria a su vez, explicar el aumento en la captacion de 45Ca2+
que se observo sélo después de 20 min de incubacién con el metoxiindol. Por
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consiguiente, la secuencia de eventos inducida por la melatonina que finaliza
en la liberacion de glutamato, podria involucrar:

1) En forma inmediata, la inhibicion del influjo de calcio, 2) la
consecuente estimulacidn de la guanilato ciclasa e Inhibicion de la
fosfodiesterasa. 3) el incremento de los niveles de GMPc, 4) la despolarizacion
de los fotorreceptores debido a la corriente de oscuridad activada por el GMPc,
en el segmento externo de los fotorreceptores, 5) la activacién de canales de
calcio dependientes de voltaje, 6) la induccidn de la liberacion vesicular de
glutamato (McNaughton, 1990).

Alternativamente, se ha descripto que el GMPc activa directamente
canales de calcio en el terminal del fotorreceptor de manera que la entrada del
catién divalente por estos canales, cercanos a los sitios activos de liberacidn
vesicular, podria provocar la exocitosis de las vesiculas de giutamato (Rieke y
Schwartz, 1994). En los conos de la salamandra este mecanismo permite el
influjo de calcio y la liberacién de neurotransmisor en un rango mas amplio de
voltajes. En contraste, el mecanismo de exocitosis en los bastones es inducido
exclusivamente por influjo de calcio a través de canales dependientes de
voltaje, que se inactivan a voltajes mas hiperpolarizados que -45 mV (Rieke y
Schwartz, 1994). La melatonina, a través del aumento en los niveles de GMPc,
podria contribuir a que los fotorreceptores (en particular los conos) liberen
glutamato en un rango mas amplio de voltajes de membrana, aun cuando los
canaies de calcio dependientes de voltaje estuvieran inactivos, por ejemplo, en
intensidades bajas de iluminacion ambiental, en las que el potencial de
membrana de los fotorreceptores no hubiera alcanzado el umbral necesario
para la apertura de los canales de calcio voltaje dependientes (-45 mV). Este
efecto podria estar relacionado con el incremento de sensibilidad fotica
retiniana descripto para la melatonina (Wiechmann et al., 1988; Arendt, 1995).

La caracterizacion farmacoldgica detallada de los canales de calcio
involucrados en los efectos de la melatonina, asi como la secuencia temporal
de las acciones del metoxiindol sobre los distintos pasos mencionados mas
arriba, serian necesarias para la demostracion formal de esta hipétesis.
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Los efectos de la melatonina descriptos en este trabajo fueron evidentes
en concentraciones relativamente bajas, generalmente en el rango picomolar,
compatible con la existencia de receptores especificos de alta afinidad
descriptos en diversos tejidos (Dubocovich, 1995). Por consiguiente, se
examino la existencia de sitios de unién especifica de 2-[1251]-melatonina en
membranas de retina de hamster dorado, como se represento en las figuras 33
y 34.

En retinas de animales sacrificados a las 20.00 h, el analisis de
Scatchard indica la presencia de union especifica de 2-[1251)-melatonina, que
corresponde a un unico tipo de sitios de unién, con una constante de
disociacion de 98.3 pM. Estos resultados fueron corroborados por estudios del
curso temporal de asociacion y disociacion del "binding” de 2-[125I]—
melatonina. La constante de disociacion aparente, obtenida a partir de las
constantes cinéticas (66.5 pM), correlaciona con la obtenida a través de los
estudios de saturacién. La union resulto estable, saturable, reversible y de alta
afinidad. Los valores de las constantes de disociacion en el rango picomolar,
obtenidas en estos estudios, correlacionan con los valores descriptos para las
retinas de diversas especies, asi como para distintas areas del cerebro de
mamiferos (Dubocovich, 1995).

Como se mencionara en la introduccién, se han descripto dos sitios de
union para 2-{125melatonina (ML -1 y el ML-2) que se diferencian
farmacologicamente y presentan distinto rango de afinidad por el radioligando
(Dubocovich, 1988). La diferencia farmacologica mas evidente entre estos dos
sitios de unidén, es que en membranas de cerebro de hamster (sitic ML-2) la
melatonina y la N-acetil-5-hidroxitriptamina (NAS), son equipotentes en
competir con la 2-{125()melatonina. En cambio, la melatonina es mucho mas
potente que la NAS, en desplazar al radioligando del sitio ML-1. El perfil
farmacolégico del sitio de unién a 2-[125[)melatonina en Ia retina de pollo y
conejo, presenta las caracteristicas del tipo ML-1. Con la unica excepcion dada
por la alta afinidad de la 6-hidroximelatonina por el sitio de unién a 2-
(1251)melatonina, mayor aun que la afinidad de la melatonina, el orden de
afinidades de los distintos compuestos examinados, como se muestra en la
tabla VIil, correlaciona, con el perfil farmacolégico observado para las retinas
de pollo y conejo (Dubocovich, 1995).
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En membranas de cerebro, retina y pars tuberalis de varias especies, Ia
unién de 2-[1251)melatonina es modulada por nucledtidos de guanina (Morgan
et al., 1989a; Laitinen y Saavedra, 1990). Con el objeto de evaluar si estos
afectan la union especifica de 2-{1251)melatonina en membranas de retina de
hamster, se analizé el "binding" especifico del radioligando en presencia de
distintas concentraciones de GTP, GDP, GMP y ATP, como se representd en
la figura 35. Los nucleétidos de guanina GDP y GTP fueron equipotentes en
inhibir la unién especifica del radioligando, mientras que el GMP y el ATP,
tuvieron una potencia tres 6rdenes de magnitud menor.

Se na postulado, que el GTP y el GDP son equipotentes en disminuir la
unién especifica en receptores acoplados a proteinas de tipo G inhibitorias
(Gi), mientras que el GDP es mas potente que el GTP en receptores acoplados
a proteinas de tipo G excitatorias (Gs). Los resultados obtenidos en este
trabajo sugieren que el receptor a 2-[125I]melatonina en membranas de retina
de hamster, esta acoplado a una proteina Gi.

En la pars tuberalis/leminencia media de hamsteres, cerebro de
lagartijas y piel de anfibios, se han descripto efectos inhibitorios de la
melatonina sobre la produccion de AMPc inducida por forskolina. Estos efectos
fueron bloqueados por toxina pertussis, sugiriendo que este receptor estaria
acoplado a una proteina Gi (Carlson et al., 1989; Morgan et al., 198943, b). La
melatonina suprime la actividad de la adenilato ciclasa en la retina de pollo
(Niles et al, 1991), disminuye los niveles de AMPc¢ estimulados por MSH en la
piel de anfibios, asi como el contenido de AMPc en el hipotalamo medio basal
de rata (Vacas et al., 1981).

En retina de hamster dorado, la melatonina inhibio significativamente el
contenido acumulado de AMPc, en presencia de un inhibidor de la
fosfodiesterasa (representado en la tabla IX). El efecto de la melatonina sobre
el AMPc fue también dependiente del horario. El metoxiindo! fue efectivo tanto
alas 24.00 h (a partir de una concentracion minima de 1 pM) como a las 12.00
h, aunque con menor sensibilidad. En cambio, careci6é de efectos significativos
sobre la acumulacion de AMPc a las 04.00 h. Los efectos de la melatonina
sobre ambos nucledtidos (AMPc y GMPc) ocurrieron con una sensibilidad
mayor a las 24.00 h que en el resto de los horarios examinados. En contraste,
a las 12.00 h, la melatonina fue efectiva sobre el AMPc¢, aunque no sobre el
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GMPc, en tanto que a las 04.00 h ocurrid lo contrario. Esto podria deberse a
diferencias horarias en la suceptibilidad de los sistemas que regulan los
niveles de ambos nucledtidos, a la accién de Ila melatonina.

El AMPc regula ciertas funciones del metabolismo de los conos vy
bastones ligadas a los mecanismos de adaptacion a la luz, aunque no ha sido
involucrado directamente en el mecanismo de fototransducciéon. En este
sentido, se ha descripto la participaciéon del AMPc en la regulacion del
"turnover” de discos de membrana en bastones y en los movimientos
retinomotores en los conos (Besharse et al., 1982). Altas concentraciones de
AMPc podrian inducir la elongacion de los conos, contrariamente al efecto
descripto para la melatonina (Yu, 1993). Asimismo, se ha demostrado que el
AMPc inhibe el mecanismo de fagocitosis (involucrado en el "turnover” de los
discos de membrana) en ios bastones de la retina de rata y rana, un efecto que
se opone a la accién estimulatoria de la melatonina sobre este proceso. En
este sentido, el AMPc podria ser un mensajero intracelular de ia accién de la
melatonina. Sin embargo, en células fetales de epitelio pigmentario de pollio,
otros autores describieron inhibicién de la fagocitosis provocada tanto por la
melatonina, como por el incremento de AMPc (Yu, 1993).

Por otra parte, dado el bien establecido rol del AMPc sobre la induccién
de la NAT, la melatonina podria regular su propia sintesis a través de la
disminucién en el contenido de AMPc, por un mecanismo de retroalimentacion
negativa. De hecho, la variacion diaria en el contenido de AMPc podria avalar
esta regulacién inhibitoria de la melatonina, dado que si bien el AMPc aumenta
luego del apagado de la luz, io que podria constituir ta sefal estimulatoria para
la sintesis del metoxiindol, los niveles del nucleétido declinan gradualmente
durante la segunda mitad de la noche, quizas en respuesta al aumento de la
melatonina. Nuevamente la validez de esta hipdtesis queda relegada a la
administracion de un antagonista especifico del metoxiindol.

Todos los efectos de la melatonina descriptos a lo largo de este trabajo
de tesis, mostraron una marcada sensibilidad diferencial en funcion de la hora
del dia. En general, la accion de la melatonina sobre los distintos parametros
es evidente al comienzo o durante la etapa nocturna, en tanto que durante el
dia o al final de la noche, la melatonina no presenta efectos significativos.
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Los efectos de los analogos del GMPc sobre la captacion y liberacion
de 3H-glutamato y la captacion de 45Ca2*, fueron evidentes tanto a las 12.00
como a las 24.00 h (figuras 30 a 32). en tanto que la melatonina fue efectiva
s6lo durante la noche. Esto podria sugerir una sensibilidad diaria diferencial
del tejido retiniano a la melatonina. mas que a diferencias diarias en la
suceptibilidad del sistema de sefales intraceluiares a la accion del metoxiindol.
En este sentido, se han descripto variaciones diarias en 10s sitios de unién a 2-
[1251)-melatonina en diversos tejidos, tales como la pars tuberalis y el NSQ de
rata (Gauer et al., 1993; Laitinen et al., 1989). En ambas estructuras el
“binding” fue maximo al final del periodo de oscuridad.

En la retina de hamster dorado, como se represento en la figura 36, la
union  especifica de 2—[125l]melatonina presenta variaciones diarias
significativas entre todos los horarios examinados. La union especifica fue
maxima a las 24.00 h y minima a las 12.00 h. En contraste, en cerebro de rata
y hamster, se ha descripto mayor densidad de receptores al final de la fase de
luz (Vacas y Cardinali, 1979).

Se ha descripto una relacién inversa entre los niveles plasmaticos de
melatonina y sus receptores en la pars tuberalis y el NSQ. La iluminacién
constante y/o la pinealectomia (dos situaciones que conducen a la supresion
del ritmo de melatonina plasmatica) induce un aumento en el nimero de sitios
de union al metoxiindol, sugiriendo la regulacion de los receptores por su
ligando (Gauer et al., 1992a, b, 1993). Una situacion similar se observa en la
retina de hamster, puesto que los sitios receptores decrecen a las 04.00 h,
coincidiendo con niveles maximos del metoxiindol. A pesar de que los niveies
de melatonina se encuentran bajos a lo largo de la etapa diurna, el incremento
en el numero de sitios receptores no se observa hasta el inicio de la noche.
Esto podria deberse a una cinética mas lenta de incremento que de
disminucion, en el numero de receptores que resulta en un valor maximo a las
24.00 h, en coincidencia con el periodo mas prolongado transcurrido desde el
pico nocturno de melatonina.
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Por consiguiente, se sugiere que los sitios de union a melatonina
podrian ser regulados por mecanismos de “up y down-regulation” por el
ligando endégeno. Se ha postulado que los receptores acoplados a proteina
G, son suceptibles a mecanismos de esta naturaleza (Sibley y Lefkowitz,
1985). No se puede descartar, sin embargo, que Ia ritmicidad diaria en el
numero de receptores esté regulada, al menos en parte, por un componente de
naturaleza circadiana enddgena y que el ritmo de los sitios receptores como el
de los niveles de melatonina retiniana sean dos procesos que fluctuan en
forma independiente. Las variaciones en el numero de sitios, no parecen
deberse a un distinto grado de ocupacién de los receptores por melatonina
endogena, ya que las membranas fueron exhaustivamente lavadas antes del
ensayo en cada punto horario y ademas porque la union de 2-[125I]melatonina
difiere significativamente entre intervalos en que los niveles de melatonina
endogena son similares.

En varias estructuras de cerebro de rata se han descripto cambios
diarios en la densidad de los sitios de union a melatonina, en el orden pico y
nanomolar, sin cambios en los valores de Kd (Vacas y Cardinali, 1979; Zisapel
et al.,, 1988; Laitinen et al., 1989; Yuang et al., 1980). En cambio, se ha
descripto en los NSQ de rata un cambio de una fraccion sustancial de los sitios
de unidn, de un estado de alta a uno de baja afinidad, al final del periodo de
luz (Laitinen et al., 1989). En la retina del hamster dorado, ia Bmax a las 24.00
h fue mayor que a las 12.00 h, sin cambios en la constante de disociacion
(figura 37). Esto sugiere que las variaciones diarias en la unidn especifica a 2-

[125I]melatonina estan relacionadas con cambios en la densidad de los
receptores.

La variacion diaria en el numero de sitios de binding a melatonina
podria presumiblemente ser causante de la variacién en ia respuesta del tejido
a la melatonina durante el ciclo de luz-oscuridad. Todos los efectos de la
melatonina examinados en este trabajo, presentaron maxima sensibilidad a las
24.00 h, coincidiendo con el intervalo de mayor densidad de sitios de unién al
metoxiindol. Teniendo en cuenta que la melatonina es efectiva en
concentraciones compatibles con la afinidad de los sitios de union a 2-
[1251)melatonina, junto con la relacion temporal entre el "binding" especifico de
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este radioligando y los efectos biolégicos de la melatonina, los sitios de union
especifica en la retina del hamster dorado podrian ser considerados
verdaderos receptores.

Se muestra a continuacién una representacion esquematica de las
evidencias obtenidas, en la segunda parte de este trabajo de tesis, sobre el rol
fisioldégico de la melatonina en la retina de hamster dorado.
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Representacion esquemdtica de los efectos de la melatonina en la retina del hamster dorado.
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III.CONSIDERACIONES FINALES.

Ahora bien, ;Cuales son las posibles implicancias fisiologicas de la
biosintesis de melatonina en la retina de mamiferos?

Los receptores sensoriales son neuronas especializadas o células
epiteliales que responden activamente a cambios ambientales. Cuando los
cambios ambientales alcanzan valores umbrales para uno o algunos de los
distintos tipos de receptores, estos responden ya sea activando o inhibiendo la
actividad fisico-quimica en: células receptoras, neuronas aferentes, neuronas
en el sistema nervioso central, neuronas eferentes y érganos efectores. Este
mecanismo clasico de procesado de la informacidon y transmision de senales
depende necesariamente de las conexiones anatomicas del sistema nervioso.

Desde hace algunos afnos se ha propuesto un mecanismo diferente de
procesado y transmision de la informacion por los receptores sensoriales. En
este modelo, estos receptores envian informacién directamente en forma de
una hormona que sirve como una senal necesaria para modificar procesos
fisico-quimicos en blancos remotos. Receptores sensoriales capaces de
traducir la sefal ambiental directamente en la secrecion de una hormona han
sido denominados células “senso-hormonales”. Como es evidente, en este tipo
de transmision no se necesita la contiguidad anatémica de una via neural. Una
célula senso-hormonal posee las siguientes caracteristicas: 1) es un receptor
sensorial con caracteristicas de transductor y codificador de estimulos
especificos y 2) posee la capacidad de sintetizar una hormona cuya secrecién
varia en funcion de la cantidad o cualidad del estimulo. Basandose en los 5
tipos de receptores sensoriales, podrian existir 5 tipos de células senso-
hormonales: mecanoendocrinas, termoendocrinas, quimioendocrinas,
electroendécrinas y fotoendocrinas. Sin embargo hasta el presente, se ha
caracterizado solo el tipo celular fotoendécrino. Un ejemplo de estos son los
fotorreceptores de peces (Pang et al., 1987) o pinealocitos de aves (Pang et
al., 1989), células fotoenddcrinas capaces de traducir las senales
electromagnéticas en un "output" hormonal: la melatonina.
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Las estrategias de regulacion de la sintesis y secreciéon de una hormona
por una ceélula senso-hormonal, implican un sensor para detectar los cambios
en la senal ambientai, un controlador para generar los cambios
correspondientes en la sefal neural y el sistema controlado para producir los
cambios en la sintesis y secrecion de la hormona. Los sistemas hormonales
tradicionales (por ejemplo el eje hipotalamo-hipdfiso-gonadal), utilizan el
mecanismo de retroalimentacion negativa como estrategia principal de control
de la sintesis y secrecién hormonal. En cambio, la anteroalimentacion parece
ser el mecanismo de control predominante en la regulacion de la sintesis y
secrecién hormonal de las células senso-hormonales. Los fotorreceptores de
peces y los pinealocitos de aves son transductores fotoendocrinos que liberan
melatonina como la sefal enddcrina para el control fotoperiodico de variables
fisiologicas. En este sistema, el factor regulatorio predominante es la
iluminacion ambiental. El "output " hormonal, la secrecion de melatonina,
proporciona al animal informacién precisa y predecible sobre el momento del
dia y/o la estacion del ano.

El sensor, el controlador y el sistema controlado en los sistemas
hormonales mas estudiados se localizan en diferentes tejidos. En las células
senso-hormonales en cambio, los tres componentes del sistema de control se
hallan dentro de la misma célula. Este tipo celular proporciona un sistema

simple pero especial, para el estudio de los principios de homeostasis en los
sistemas bioldgicos.

Durante el curso de la evolucidn ha existido una tendencia hacia el
incremento de la participacion del sistema nervioso central en la regulacion de
los procesos de transduccion senso-hormonales. Esta tendencia puede ser
ejemplificada por la evolucién de las células secretoras de melatonina en
vertebrados. El ejemplo mas temprano esta dado por los fotorreceptores de los
peces, células fotoenddcrinas simples cuya sintesis y secrecion de melatonina
es principalmente regulada por la luz ambiental. Mas tarde, aparecen en la
evolucion los pinealocitos de las aves, células fotoenddcrinas, en los que la
sintesis de melatonina es directamente regulada por la luz y parcialmente
regulada por el sistema nervioso central. Por ultimo, los pinealocitos de
mamiferos constituyen transductores fotoneuroendocrinos, en (os que la
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sintesis y secrecién de melatonina se encuentra bajo el control del sistema
simpatico, sin influencia directa de la luz.

Como ya se mencionara la glandula pineal y la retina poseen
caracteristicas morfologicas y ontogénicas similares, que avalan la presuncién
de que la glandula pineal de mamiferos evolucion6é a partir de érganos
fotorreceptores. A pesar de que la melatonina pineal y la melatonina retiniana
comparten ciertas caracteristicas, los factores regulatorios de su biosintesis y
los roles fisiolégicos en cada uno de estos organos parecen haber
evolucionado de manera diferente.

Dependiendo de su modo de accion la melatonina puede ser
considerada una hormona que actua sobre sitios remotos, o puede ejercer una
accion local como wun factor humoral, un neuromodulador y/o un
neurotransmisor.

La funcion de la melatonina como hormona, factor humoral y
neuromodulador ha sido demostrada en vertebrados (Pang et al., 1989, Reiter,
1987, Reiter y Pang, 1989; Dubocovich, 1983). Por ejemplo, en animales con
ciclos reproductivos estacionales, el efecto primario ocurre a través de su
accion sobre el eje hipotalamo-hipdfiso-gonadal. La presencia de sitios
especificos de unidn en el NSQ, la pars tuberalis y la hipdfisis anterior, pero no
en la glandula pineal, refuerzan el rol hormonal de la melatonina pineal
(Vanecek et al., 1987; Reppert et al., 1988). En contraste, se ha sugerido que
la melatonina en la retina juega probablemente un rol primario como
neuromodulador local en las capas retinianas y el epitelio pigmentario
(Dubocovich, 1988). De hecho, en condiciones fisioldgicas normales, la retina
de vertebrados superiores, no capta cantidades considerables de melatonina
desde la circulacién y tampoco libera cantidades significativas del metoxiindol
hacia el torrente sanguineo, dos observaciones que sostienen la hipdtesis de
su accidn intrarretiniana (Remé et al., 1991).

Los fotorreceptores retinianos, por consiguiente, pueden ser
considerados no solamente receptores sensoriales sino transductores
fotoneuroendécrinos (exclusivamente en vertebrados inferiores en los que la
melatonina  retiniana contribuye a los niveles plasmaticos) o
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fotoneurohumorales (en vertebrados en general) puesto que transducen la
sefal luminosa ambiental en una secrecion neurohumoral de accién retiniana
(Pang et al.. 1991).

Considerando que en los fotorreceptores retinianos la sintesis de
melatonina es estimulada primariamente por la oscuridad, el metoxiindol podria
reforzar o mantener durante la segunda mitad de la noche (al menos en el
hamster dorado) las senales que indican oscuridad a las células retinianas y/o
contribuir con el proceso de adaptacion a la ausencia de luz. Se ha descripto
que ia melatonina incrementa la sensibilidad de algunos tipos celulares
retinlanos. En este sentido, la melatonina liberada en oscuridad podria
modificar la sensibilidad de las células retinianas, incluidos muy
probablemente los mismos fotorreceptores, quizas incrementando la respuesta
a luz muy tenue, efecto que podria ser muy relevante para un animal de
habitos nocturnos como el hamster dorado.

En el marco de esta linea de pensamiento y considerando las
evidencias obtenidas en este trabajo de tesis, se postula la participacion de la
melatonina en el mecanismo de fototransduccion o en otros mecanismos
retinianos de procesado de la senal luminosa, a través de su rol como una
sefal "senso-paracrina” o "senso-autocrina”, es decir que se sintetiza y libera
primariamente en respuesta al estimulo sensorial y podria afectar en forma
trascendente algunos aspectos de la fisiologia retiniana.
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CONCLUSIONES GENERALES

1. Existen variaciones diarias significativas en el contenido de melatonina
retiniana en el hamster dorado, con valores maximos en la segunda mitad
de la noche.

2. Los niveles de AMPc retiniano presentan variaciones diarias significativas
que correlacionan temporalmente con el ritmo en el contenido de
melatonina, siendo regulados por la sefal fética de manera analoga a la
melatonina. Estas evidencias avalan una relacién causal entre ambos
parametros.

3. Las retinas en condiciones aisladas, poseen la capacidad de sintetizar
melatonina.

4. La pinealectomia cronica no suprime el ritmo en el contenido de melatonina
retiniana, provocando un incremento global y un adelanto horario en el
aumento nocturno del metoxiindol.

5. La biosintesis de melatonina tanto ex vivo como in vitro es principalmente
regulada por la senal fética ambiental.

6. La existencia de un ritmo circadiano de naturaleza endoégena no resulta
evidente a partir de los resultados presentados en este trabajo, dado que
en condiciones de oscuridad constante, los niveles de melatonina retiniana
fluctuaron azarosamente.

7. ElI GABA estimula la produccion in vitro de melatonina en luz. El antagonista
del receptor gabaérgico de tipo A, bicuculina, suprime este efecto.
Asimismo, la bicuculina suprime el incremento en el contenido de
melatonina inducido por oscuridad in vitro.

8. El "turnover" de GABA presenta variaciones diarias significativas con
valores maximos nocturnos que preceden al incremento en el contenido de
melatonina. Las evidencias reunidas sugieren que el GABA podria ser un
mensajero intercelular en la regulacién de la sintesis de melatonina
inducida por oscuridad.

9. El GABA inhibe significativamente el contenido acumulado de AMPc. En
cambio, la acumulacion in vitro de GMPc es significativamente estimulada
por el neurotransmisor.
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10. Analogos permeables del GMPc incrementan el contenido de melatonina

11

retiniana in vitro. Asimismo. los niveles de GMPc presentan variaciones
diarias significativas con valores maximos nocturnos, que correlacionan
temporalmente con la variacidon en el contenido de melatonina. Las
evidencias descriptas llevan a postular que el GABA incrementa
significativamente el contenido de melatonina a través de! aumento en los
niveles de GMPc.

Entre los efectos retinianos del metoxiindol se observa un incremento
significativo en los niveles de GMPc retinianos, a través de la estimulacion
de la sintesis y la inhibicién de la degradacion del nucledtido. Este efecto
podria ser resultado de la disminucién inmediata en |la captacion de calcio
inducida por la melatonina.

12. En condiciones de fotoperiodo normal, la actividad de guanilato ciclasa

presenta variaciones diarias significativas, con valores maximos nocturnos.
En contraste la actividad de fosfodiesteasa no muestra cambios diarios
significativos.

13. La melatonina incrementa significativamente el "uptake" y liberacion de 3H-

glutamato, asi como la captacion de calcio (al cabo de 20 min) a las 24.00
pero no a las 12.00 h. Estos efectos son reproducidos por analogos
permeables de GMPc, sugiriendo que la accion de la melatonina podria
estar mediada a través del aumento en los niveles del nucleotido.

14. Los efectos de la melatonina son dependientes de la hora del dia. En

cambio, los efectos inducidos por analogos de GMPc sobre los mismos
parametros ocurrieron tanto a las 12.00 como a las 24.00 h.

15. Se describieron sitios de union especificos a 2-[125()melatonina, de alta

afinidad, que podrian estar acoplados a una proteina G inhibitoria. En este
sentido, la melatonina disminuye significativamente la acumulacion de
AMPc. El AMPc podria actuar como un segundo mensajero de la
melatonina y/o regular su sintesis por un mecanismo de retroalimentacion
negativa.

16. Los sitios de union especificos de alta afinidad a 2-[125I]melatonina

presentan variaciones diarias significativas, con un maximo a la
medianoche y un minimo al mediodia, horarios de alta y baja
susceptibilidad retiniana a la accién del metoxiindol respectivamente.
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17. La variabilidad horaria de la unién a 2-[125I]melatonina, podria deberse a
cambios significativos en la densidad de los sitios receptores, que
probablemente resulten de mecanismos de "up y down regulation”
inducidos por el ligando endogeno.
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