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ABREVIATURAS.

- 5-HT. Serotonina.

- Adrenalina

- AAAD. Aminodcido aromdtico descarboxilasa.

- AA-NAT. Arilalquilamina N-acetiltransferasa.

- A-NAT. Arilamina N-acetiltransferasa.

- AcCh. Acetilcolina.

- AMP. Adenosin monofosfato

- AMPc. Adenosin monofosfato ciclico

- ADP. Adenosin difosfato.

- APB. Acido 2-amino-4-fosfonobutirico.

- Asp. Aspartato

- ATP. Adenosin trifosfato.

- CCG. Capa de las células ganglionares.

- CNE. Capa nuclear externa.

- CNI. Capa nuclear interna.

- CPE. Capa plexiforme externa.

- CPI. Capa plexiforme interna.

- CSE. Capa de los segmentos externos de los fotorreceptores.
- CSI. Capa de los segmentos internos de los fotorreceptores.
- CV. Coeficiente de variacion de la media.

- DA. Dopamina.

- DME. Medio de Eagle modificado por Dulbecco.
- DMSO. Dimetilsulféxido.

- E. Enzima.

- E,. Energia de activacion.

- EI. Complejo enzima-inhibidor

- ES. Complejo enzima-substrato

- G. Tabla de desarrollo de Gosner para larvas de anuros.
- GABA. Acido gamma-aminobutirico.

- GAD. Glutamato descarboxilasa.

~ Glu. Glutamato.

- Gly. Glicocola.

- HIOMT. Hidroxindoi-O-metiltransferasa.



- HPLC. Cromatografia liquida de alta resolucidn.

- IBMX. Isobutiimetilxantina.

- k.. Constante catalitica.

- Ky. Constante de Michaelis.

- K. Constante de tnhibicién.

- L-DOPA. L-dihidroxifenilalanina.

- NA. Noradrenalina.

- NAT. Serotonina N-acetiltransferasa

- NMDA. N-Metil-D-aspartato.

- MAO. Monoamino oxidasa.

- MLE. Membrana limitante externa.

- MLI. Membrana limitante interna.

- NF. Tabla de desarrolio de Nieuwkoop-Faber para Xenopus laevis.
- PKA. Proteina quinasa dependiente de AMPc.

- PKC. Proteina quinasa dependiente de calcio.

- PK(Ca*™*/CM)II. Proteina quinasa dependiente de Ca+ +/calmoduiina, de tipo II.
- Q- Coeficiente de temperatura

-~ TK. Tabla de desarrollo de Taylor-Kollros para Rana pipiens.
- TLC. Cromatografia liquida en capa fina.

- TPH. Triptéfano hidroxilasa.

- Trp. Triptéfano.

- TH. Tirosina hidroxilasa.

- VIP. Péptido intestinal vasoactivo.

- Voax- Velocidad mdxima,
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1. DESCRIPCION MORFOFUNCIONAL DE LA RETINA.

1.1. Anatomia del ojo de anuros.

El ojo de los vertebrados pertenece al tipo de ojo en cdmara, las imdgenes se forman
de forma invertida en el interior de dicha cdmara (u globo ocular), la cual se encuentra
tapizada por un tejido fotosensible (Land y Fernald, 1992).

El ojo de los anuros tiene la peculiaridad de poder retraerse dentro de las Orbitas. La
mayoria de las especies poseen pdrpados que cubren exteriormente al globo ocular, el
parpado superior es un pliegue del tegumento con una movilidad limitada, en cambio, el
parpado inferior es mucho mds mdévil, cuya parte superior es transparente o translicida,
denomindndose membrana nictitante. A lo largo del borde del parpade inferior existe un
tendén que cuando el globo ocular se retrae dentro de la Orbita, distiende la membrana
nictitante que pasa a cubrir el globo ocular por completo (Duellman y Trueb, 1986).

El globo ocular se encuentra lubrificado por gldndulas lacrimales modificadas que se
denominan gldndulas de Harder, situadas en la parte anterior de la 6rbita.

El globo ocular estd formado por una seric de capas que se envuelven
concéntricamente al humor vitreo. La capa mds externa es de tejido conjuntivo
denomindndose esclerdtica. La parte posterior de la misma es de naturaleza cartilaginosa y
su funcidn es principalmente de sostén (Tsukamoto, 1987). La parte anterior de la esclerdtica
se denomina cérmea, es totalmente transparente permitiendo asi el paso de la luz.
Recubriendo la comea y en contacto con el exterior se encuentra una capa epitelial
denominada conjuntiva (Duellman y Trueb, 1986).

Tapizando la cara interna de la esclerdtica, a excepcién de la zona de la cornea, se
encuentra la coroides, capa profusamente vascularizada y fuertemente pigmentada.

En contacto intimo con la coroides se encuentra la retina. Dicho tejido tapiza el fondo
del globo ocular, siendo Ia tnica parte fotosensible del ojo. El limite anterior de l1a retina
{(ora serrata) se une a la esclerdtica mediante la estructura denominada cuerpo ciliar.

Por debajo de la cornea, se dispone el cristaline, estructura totaimente transparente que
funciona como una lente convergente, encargindose del enfoque de las imdgenes en la
superficie de la retina. El cristalino se mantiene suspendido del cuerpo ciliar mediante las

fibras de la zonula (véase Ilustr. 1). La posicién del cristalino dentro del ojo se puede
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Tlustr. 1 Diagrama semiesquemdtico de un corte sagitai del ojo de Rana pipiens (Duellman
y Trueb, 1986).

modificar por accién del muisculo protractor lentis, estos movimientos sirven para la
acomodacién ocular, es decir, permiten el enfoque de objetos situados a distancias variables
respecto al animal (Duellman y Trueb, 1986).

Cubriendo la parte anterior del cristalino se encuentra una estructura circular muy
pigmentada denominada iris. El iris est4 constituido por dos capas epiteliales, entre las cuales
se localizan dos conjuntos de fibras musculares con acciones antagénicas, el miisculo
dilatador de la pupila, con fibras musculares de orientacién radial cuya contraccién produce
la dilatacién de la apertura central o pupila, y un conjunto de fibras circulares denominadas
esfinter de la pupila que se encargan de su contraccién. El tamafio de la pupila reguia la
cantidad de luz que pasa al interior del ojo, es decir, el iris funciona de forma andloga al
diafragma de una cdmara fotogréfica.

El humor vitreo, es un gel transparente que llena la cavidad interna del globo ocular.
Tiene una funcién fundamentalmente estructural, manteniendo la forma esférica del giobo
ocular (Duellman y Trueb, 1986).
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1.2. Neuroanatomia de la retina.

La retina puede dividirse en dos capas principales. La situada exteriormente es un
epitelio uniestratificado de origen neuroepitelial que se denomina epitelio retinal o
pigmentado debido a la gran cantidad de grdnulos de melanina que se encuentran en el
citoplasma de estas células. Interiormente a dicho epitelio se sitia la denominada retina
neural, formada enteramente por tejido nervioso (Rodieck, 1973).

La retina neural de los vertebrados estd invertida, las células fotorreceptoras se
encuentran en la parte mds alejada de la fuente de luz, que debe atravesar el resto de las
neuronas que la componen antes de alcanzar los fotorreceptores (Land y Fernald, 1992).
Mediante microscopia Optica la retina neural puede dividirse en una serie de estratos que a
continuacién se describen brevemente, comenzando desde la capa mds externa hacia la mas
interna (véase Ilustr. 2):

- Capa de los segmentos externos (CSE). En contacto con el epitelio pigmentado, estd
formada por los segmentos externos de los fotorreceptores, es la unica regién que posee
pigmentos fotosensibles.

- Capa de los segmentos internos (CSI). Parte del cuerpo celular de los fotorreceptores en
intimo contacto con el segmento externo, cuya funcidn principal es satisfacer las necesidades
metabdlicas de la fotorrecepcion.

- Capa nuclear externa (CNE). Formada por los miicleos de las células fotorreceptoras.

- Capa plexiforme externa (CPE). En esta capa tienen lugar los contactos sindpticos entre los
siguientes tipos de células: fotorreceptores, células bipolares y células horizontales.

- Capa nuclear interna (CNI). En esta capa se encuentran los micleos de tres tipos de
neuronas (horizontales en la parte mds externa, bipolares en el centro, y en la parte mds
interna los micleos de las células amacrinas. En esta capa también se localizan los niicleos
de las principales células gliales de la retina, las células de Miiller.

- Capa plexiforme interna (CPI). En esta capa se localizan los contactos sindpticos entre las
células bipolares, amacrinas y ganglionares.

- Capa de las células ganglionares (CC(G). Formada por los nicleos de dichas células.

- Capa de las fibras dpticas. Constituida por los haces de los axones de las células
ganglionares. Una vez que abandonan el ojo forman el nervio 6ptico, que constituye la via

de transmisién de la informacidn visual al sistema nervioso central,



Ritmos de NAT y melatonina en retina de anuros I. INTRODUCCION 5

Coroides

CSI

A, Cél. epitelial con el pigmento
i3y cPE extendido; B. cél. epitelial con el
pigmento retraido; a, baston

*L NI verde; b, bastén rojo; c, bastén
verde oblicuo; d, cono; e, cél.

bipolar desplazada; f, filamento
- de Landolt; g, cél. bipolar
cel grande; h, cél. bipolar pequefia
con filamento de Landolt; i, cél.

horizoatal; k, m, n, r, s, t, cél
amacrinas; o, ©p, cél.
A T SE ganglionares; g, cél amacrina

Humor vitreo desplazada_

Hustr. 2 Seccién vertical de la retina de Rana esculenia
mostrando los distintos tipos celulares (Rodieck, 1973).

En algunas especies de anuros (Rana, Xenopus) se han descrito fibras retinopetales en
el nervio 6ptico, contienen en su mayorfa substancia P, y corresponden a cuerpos neuronales
dispuestos en la lamina terminalis en el drea septopredptica (hipotilamo), aunque su
importancia funcional se desconoce en la actualidad (Uchiyama et al., 1988).

1.2.1 TIPOS DE CELULAS EN LA RETINA,
a) Epitelio pigmentado.

Es un epitelio de células poligonales, que se encuentran unidas entre s{ por complejos
de unién, que incluyen una zonula adherens (formada por desmosomas), uniones tipo GAP,
y en la parte mds apical la zona ocludens. A esta (ltima zona los microscopistas dpticos le
dieron ¢l nombre de Membrana de Verhoeff (Rodieck, 1973).

El epitelio posee una marcada asimetrfa entre las dos superficies del mismo, la
membrana basal muestra una serie de invaginaciones no muy profundas pero que incrementan

su superficie en unas 30 veces. En el espacio extracelular en contacto con la membrana basai
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se encuentra la membrana de Bruch, matriz extracelular formada por la lamina basal del
epitelio pigmentado junto con la correspondiente del endotelio vascular coroidal (Hewitt,
1986). La membrana apical posee una seric de interdigitaciones de gran tamano que
envuelven totalmente los segmentos externos de las células fotorreceptoras. El espacio
extracelular queda ocupado por la matriz interfotorreceptora, no existiendo contacto entre las
membranas del epitelio y la de los fotorreceptores. En el citoplasma de las células epiteliales
se han descrito una serie de inclusiones:
- Grénulos de pigmento. (melanina), que pueden desplazarse de forma activa dentro del
citoplasma.
- Fagosomas. Relacionados con la renovacion de los segmentos externos de las células
fotorreceptoras.
- Gotas lipidicas. Donde se almacenan vitamina A y otros retinoides en forma de ésteres
con 4cidos grasos (Clark, 1986).

El epitelio pigmentado sirve de sostén estructural para los segmentos externos,
manteniendo la cohesién de la matriz interfotorreceptora, y por tanto la unién entre este

epitelio y la retina neural (Ostwald y Steinberg, 1980).

b) Células de Miiller.

Son las principales células gliales de la retina neural, y sus citoplasmas se extienden

ocupando el ancho total de la retina neural. En la cara externa forman complejos de unién
con los segmentos internos de los fotorreceptores formando la membrana limitante externa
(MLE). El la cara vitreal (o interna) los extremos de estas células se unen entre si mediante
complejos de unién con zonula adherens, formando la membrana limitante interna (MLI,

véase [lustr. 2). En su citoplasma abundan los grdnulos de glucégeno (Rodieck, 1973).

c¢) Fotorreceptores.

La célula fotorreceptora de los vertebrados puede dividirse en una serie de regiones
morfoldgica y funcionalmente especializadas (Ilustr. 3):
1. Segmento externo. Orgdnulo membranoso derivado de la membrana plasmdtica que tienc
estructura lamelar formada por discos apilados dispuestos perpendicularmente al eje del
fotorreceptor. Incluidas en las membranas de los discos se encuentran los pigmentos visuales

(rodopsina) formadas por retinoides unidos covalentemente a una protefna integral de
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membrana que llegan a representar el 50 % del total protéico del segmento externo
{Besharse, 1986).
2. Segmento interno. Es la parte del fotorreceptor que se encuentra entre los segmentos
externos y el niicleo celular, dicha regién queda fuera de la MLE. Contiene varias estructuras
que a continuacidén se describen:
- Cilio. Semejante a los cilios de células sensoriales (sin microtibulos centrales), se encuentra
en contacto con los segmentos externos. Tiene una funcién estructural manteniendo la
diferenciacidn entre las membranas del segmento externo € interno (Besharse, 1986).
- Gota lipidica. Dependiendo del tipo de fotorreceptor, puede estar presente o no. Estd
compuesta por lipidos insaturados coloreados por carotenoides. Su funcién serfa actuar como
un filtro de color, o funcionar como una lente convergente enfocando la luz incidente sobre
los segmentos externos.
- Elipsoide. Estd formado por una agregacién de mitocondrias encargadas de la produccién
de energia necesaria para la funcién visual.
- Paraboloide. Granulos de glucégeno que podrian ser un almacén de reserva para la
actividad metabdlica del segmento interno.
- Mioide. Es la regidon del segmento interno que contiene el reticulo endoplasmdtico
rugoso y el aparato de Golgi, en esta zona tiene lugar Ia sintesis de proteinas del
fotorreceptor, incluyendo los propios pigmentos visuales (Bird er al., 1988). El mioide es
capaz de modificar su longitud mediante cambios en su citoesqueleto como respuesta a
estimulos luminosos (movimientos retinomotores).
3. Pericario. Regién que contiene el nicleo celular.
4, Cuerpo sindptico. Terminacién especializada donde se producen los contactos sindpticos
con las neuronas de segundo orden, las células bipolares y horizontales.

Atendiendo a la morfologia de los segmentos externos los fotorreceptores se pueden
dividir en dos tipos:
- Bastones. Fotorreceptores muy alargados con los segmentos externos cilindricos de gran
longitud abarcando el ancho total de la CSE (Zhang y Straznicky, 1991). Los discos
membranosos se encuentran totalmente aislados de la membrana plasmadtica siendo por tanto,
organulos intracelulares. Los micleos se sitdan en la mitad exterior de la CNE. En los anuros
se han descrito dos subtipos distintos atendiendo a su morfologfa y a la naturaleza del
pigmento visual. Bastones rojos con una absorciéon maxima a 502 nm, y bastones verdes mds

pequeiios y con el maximo de absorcién a 432 nm (Zhang y Straznicky, 1991).
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Dustr. 3. Tipos de fotorreceptores y regiones especializadas de los mismos de la retina de
anfibios anuros (Duellman y Trueb, 1986).

- Conos. Los segmentos externos tienen forma cdnica y son de menor longitud que la de los
bastones, todos los discos membranosos tienen una continuidad con la membrana piasmdtica,
es decir, la membrana fotosensible es en realidad una misma estructura formada por muiiltiples
pliegue apilados. Los atcleos celulares se sitian en la mitad interior de la CNI (Zhang v
Straznicky, 1991).

En los anuros se han descrito dos tipos de conos principales: conos simples que se
caracterizan por la posesion de una gota lipidica en el segmento interno, y un maximo de
absorcion a 580 nm, y conos dobles, dos conos adosados mediante uniones en sus
membranas, el elemento principai de la pareja es idéntico a un cono simple mientras que el
cono accesorio posee el mismo pigmento que los bastones rojos, sus segmentos externos son

mds largos y finos y su segmento interno acumula glucégeno (paraboloide) (Réhlich et al.,
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1989). Recientemente, en Xenopus se ha descrito un tipo minoritario de cono enano, que
probablemente contenga un pigmento visual con el méximo de absorcién en el azul (Réhlich
et al., 1989).

Las proporciones relativas de los distintos tipos de fotorreceptores se han determinado
en Rana pipiens, siendo las siguientes: bastones rojos 50 %, bastones verdes 8%, conos
simples 18% y conos dobles 24 % (Liebman y Entire, 1968).

Las cuerpos sindpticos de fotorreceptores se disponen en la CPE a distintas alturas. En
la zona més externa se encuentran los terminales de los bastones ro0jos, mientras que en la
més interna estin los de los bastones verdes, entre estas dos zonas se encuentran las
terminaciones sinapticas de los conos.

Aunque poseen varios pigmentos visuales con longitudes de onda diferentes, la
capacidad de vision del color por parte de los anfibios anuros, no se conoce con seguridad.
Se sabe que el comportamiento del animal depende de la iluminacién, en intensidades altas
el individuo muestra fototaxis negativa, respondiendo especificamente al rojo y al violeta. En
iluminacién baja, tiene comportamiento fototdctico positivo, respondiendo fundamentalmente
al azul. En cambio, en iluminaciones intermedias, se muestran indiferentes al color (Hailman
y Jaeger, 1976). Recientemente, se ha propuesto que los anuros podrian tener una vision

dicromdtica guiada por los bastones verdes y los conos. (Burggren y Just, 1992).

d) Células horizontales.

Las células horizontales se caracterizan por tener sus nicleos en la CNI y todas sus
terminaciones sindpticas dentro de la CPE. En anuros, se pueden dividir en dos subtipos
atendiendo a la posicién del nicleo (Rodieck, 1973):

- Células horizontales externas. Poseen un axén largo sin arborizacién terminal. Sinaptan
tanto con conos como con bastones rojos (Witkovsky et al., 1988a), y son andlogas a las
denominadas células H1 en otras clases de vertebrados.

- Células horizontales internas. De gran tamafio, no poseen axdn, y tienen contactos
sindpticos con bastones verdes y con conos (Ogden er al., 1985). Posiblemente estén

implicadas en la respuesta cromdtica (Stone er al., 1990).

e) Células bipolares.
Como su nombre indica, estas neuronas cuyo niicleo se encuentra en la CNI, tienen una

morfologia bipolar, el drbol dendritico se encuentran dirigido hacia la CPE donde se ramifica
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- Grandes subtipo I. Arbol dendritico tipo H, grande, simétrico y biestratificado. (Clase
3 de Pomeranz, 1972).

- Grandes subtipos II y III. Arbol dendritico tipo T, muy amplio, monoestratificado y
asimétrico que se ramifica en la parte mds interna de la CPI (Téth y Straznicky, 1989b). El
axoén se encuentra muy mielinizado (Straznicky et al., 1990). (Clase 4 de Pomeranz, 1972).

Recientemente se ha descrito un subtipo de células ganglionares cuyas dendritas tienen
contactos con las dos capas plexiformes (CPE y CPI), su nimero es reducido y su
importancia fisioldgica se desconoce (Té6th y Straznicky, 1989a).

La estructura estratificada de la retina se conserva en toda su extensién, pero la
densidad celular varia. Los anuros terrestres poseen una banda desde el extremo temporal al
nasal de la zona ecuatorial de la retina, denominada banda visual. Dicha zona tiene una
densidad neuronal y de conos superior al resto de la retina, (Tsukamoto, 1987; Zhang y
Straznicky, 1991). Se podria considerar una estructura andloga a la févea de los primates,
cuya funcién seria aumentar la agudeza visual facilitando la captura de presas vivas. Dicha
banda visual no se observa en especies de anuros totalmente acudticos, como en el género
Xenopus (Zhu et al., 1990).

1.2.2 IRRIGACION DE LA RETINA,

La retina neural en los anuros es un tejido avascular (Miodoniski y Bar, 1987). No
obstante, su consumo de oxigeno es muy superior en comparacién con otros tejidos
nerviosos, lo cual supone la necesidad de un sistema vascular muy elaborado para abastecer
los requerimientos respiratorios y de nutrientes. La vascularizacidn de la retina es externa
y tiene un componente doble (Miodoriski y Bér, 1987):

- La circulacién coroidal. Proporciona un flujo sanguineo elevado, que mantiene un alto
contenido de O, en los capilares coroidales, con lo cual se consigue un gradiente muy
favorable a la entrada de O, en la retina. Este sistema se encarga de abastecer de O, y
nutrientes la parte mds externa de la retina neural, fundamentalmente los fotorreceptores.

- El sistema hialoideo superficial (membrana vasculosa retinae). Se trata de una red de
capilares que discurre por la cara vitreal de la retina, en contacto con la MLI. El aporte
sanguineo de esta red capilar se lleva a cabo mediante un anillo arterial a altura de la ora
serratq (arteria hialoidea), mientras que el drenaje se realiza mediante otro anillo venoso

paralelo al anterior (vena hialoidea) y por una vena que recorre la parte ventral de la retina
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profusamente. El axén se dirige en direccidon opuesta hacia la CPI. En los anfibios anuros
se han descrito dos subtipos morfoldgicos:

- Células bipolares grandes (o0 externas). Con un campo dendritico amplio, que desarrollan
sinapsis con los conos y con los bastones rojos.

- Células bipolares pequeias (o internas). De menor tamano. Estas células conservan el
contacto con la superficie del neuroepitelio, caracteristico de los neuroblastos embrionarios,

también mantienen el cilio, denomindndose a esta prolongacion filamento de Landolt.

f) Células amacrinas.

Son interneuronas que no poseen un axon diferenciado, sus nicleos se disponen en ia

parte més interna de la CNI. Los drboles dendriticos se dispersan a la largo de 1a CPI.
En los anuros se han descrito varios tipos morfolégicos distintos:
- Difusas. Con terminaciones distribuidas por toda la extension de la CPI.
- Estratificadas. Cuyos terminales sindpticos se distribuyen exclusivamente en estratos

concretos de la CPI,

g) Células interplexiformes.
Es el subtipo celular descrito mds recientemente. El cuerpo celular y el arbol dendritico

son morfolégicamente muy similares a los de las células amacrinas, pero se diferencian de
ellas en la posesidn de un axdn que contacta con la CPE (Rayborn er al., 1981), tanto con

células bipolares como con células horizontales (Witkovsky et al., 1988a).

h) Células ganglionares.

El drbol dendritico se desarrolla en la CPI, pudiendo ser difuso o estratificado. Sus
niicleos forman la CCG y sus axones forman el nervio 6ptico.

En anuros, la morfologia de este tipo celular es muy variable dependiendo de la especie
estudiada. Las clasificaciones se basan normalmente en el tamafio de cuerpo celular y la
forma del 4rbol dendritico (Frank y Hollyfield, 1987a; Straznicky er al., 1990).

- Pequeiias. Arbol dendritico de pequefia extensidn, sélo se han descrito en individuos
adultos (Clase | de Pomeranz, 1972).

- Medianas. Arbol dendritico tipo E, de tamafio mediano y difuso. (Clase 2 de Pomeranz,
1972).
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(ramo venoso ventral). Ambos sistemas, arterial y venoso, abandonan el globo ocular a través
del punto mds ventral del cuerpo ciliar.

La arteria Gptica, que en otros vertebrados penetra en la retina a través del nervio
Gptico y cuyos capilares discurren a través de la CPI, en anuros queda reducida a la
irrigacién del nervio éptico exclusivamente (Miodonski y Bér, 1987).

Como en el resto del sistema nervioso central, el paso de nutrientes desde la circulacion
sanguinea hacia las neuronas se encuentra regulado mediante una barrera (barrera
hemato-retiniana). En la circulacién coroidal, debido al hecho de que los capilares son de
tipo fenestrado, dicha barrera queda constituida por los complejos de unién presentes en las
superficies laterales del epitelio pigmentado, aunque no se descarta un papel de barrera de
filtracion selectiva de la membrana de Bruch debido a su elevada carga negativa (Pino ef al.,
1982). Luego, los nutrientes llegan a los fotorreceptores pasando obligatoriamente a través
del citoplasma de las células del epitelio pigmentado. La nutricién de los fotorreceptores se
ve también facilitada debido al hecho de que la MLE formada por las prolongaciones de las
células de Miiller no posee zona ocludens.

Los capilares del sistema vascular hialoideo son de tipo continuo, presentando las
células endoteliales uniones del tipo mdcula ocludens. Las prolongaciones de las células de
Miiller en contacto con la MLI estin unidas entre si mediante complejos de unién con zona
ocludens, lo que constituye la barrera hemato-retiniana para las neuronas de la parte interna
de l1a retina (Miodoriski y Bir, 1987).

1.3. Neuroquimica de la retina de anfibios.

La retina posee una serie de ventajas que merecen ser tenidas en cuenta como modelo
experimental para desarrollar estudios funcionales del sistema nervioso. Posee varios tipos
celulares anatémica y funcionalmente diferenciables, o que permite el estudio de diversos
sistemas de comunicacién celular y de circuitos neuronales en este tejido. Es un tejido
accesible lo cual permite la administracion de farmacos especificos a través del humor vitreo,
y ademds es adecuado para la microdiseccidn, lo que facilita el aislamiento de tipos celulares
concretos para su cultivo in vitro. Su estructura plana permite que este tejido pueda captar
los nutrientes por simple difusién lo cual posibilita su cultivo, convirtiéndose asf en un
modelo inmejorable para estudios en neuroquimica (Daw er al., 1989). Por iltimo cabe
destacar una caracteristica especifica de este tejido que acentiia su interés como objeto de

estudio, su capacidad de fotorrecepcion.
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La comunicacién intercelular en el sistema nervioso se lleva a cabo mediante
mensajeros quimicos, que pueden clasificarse en dos tipos distintos atendiendo a su funcién
(Iuvone, 1986a):

- Neurotransmisores. Substancias liberadas en el terminal presindptico que se unen un
receptor especifico de la membrana postsindptica, que por lo general es un canal de iones
(receptores Clase I; Strange, 1988). La union del neurotransmisor provoca una respuesta
electrofisioldgica rdpida, del orden de milisegundos. La eliminacién del neurotransmisor debe
ser también rdpida, mediante degradacién enzimdtica o por recaptura por parte del terminal
presindptico.

- Neuromoduladores. Mensajeros quimicos producidos por las neuronas fundamentalmente,
o en algunos casos también por la glia, desarrollan una accién especifica sobre las neuronas,
al igual que los neurotransmisores, pero las respuestas son mucho mds lentas. El receptor
implicado es de la Clase II (Strange, 1988), y normalmente se encuentra acoplado a un
miembro de la familia de proteinas G. La neuromodulacién puede modificar los siguientes
aspectos de la funcién nerviosa (Cooper ef al., (1991):

- En el terminal presindptico puede modificar la cantidad de neurotransmisor liberado,
sintetizado o recapturado, o también puede afectar a la respuesta electrofisiolégica de dicho
terminal a un estimulo eléctrico.

- En el terminal postsindptico, puede modificar su sensibilidad frente a los neurotransmisores,
alterando la densidad de los receptores o su afinidad mediante procesos de desensibilizacién
e hipersensibilizacién. También puede modificar la respuesta electrofisioldgica postsindptica.

La accién de los neuromoduladores puede llevarse a cabo a corta distancia mediante
sinapsis tipicas, o a una distancia mayor, en este caso el neuromodulador debe ser capaz de
difundir entre las células del tejido nervioso (funcién paracrina).

En los dltimos afios, el conocimiento sobre los sistemas de neurotransmisores y
neuromoduladores de la retina de los vertebrados ha tenido un gran avance. A continuacién
describiremos brevemente el estado de conocimiento actual sobre los neuroquimicos
asociados a cada tipo celular especifico, poniendo especial atencién en la retina de los

anfibios.

a) Céluias fotorreceptoras.
Se han propuesto vartos neuroquimicos como probables neurotransmisores y

neuromoduladores del fotorreceptor:
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- Glutamato y Aspartato.

El mayor nimero de pruebas experimentales apuntan hacia el glutamato como
neurotransmisor principal del fotorreceptor (Daw et al., 1989). Los fotorreceptores son
capaces de recapturar Glu y Asp activamente del espacio extracelular mediante
transportadores especificos. Ademds, los conos y bastones posee una alta actividad aspartato
aminotransferasa citoplasmdtica encargada de la sintesis tanto de Glu como Asp (Slaughter
y Miller, 1983b).

La liberacion de Glu tiene lugar de forma continua en oscuridad, deteniéndose ésta
como respuesta a la iluminacién debido a 1a hiperpolarizacién de la membrana del
fotorreceptor. En anuros, esta liberacién regulada por la luz ha sido demostrada en un estudio
realizado por Miller y Schwartz (1983) en los fotorreceptores de Bufo.

- Melatonina (MEL).

Mientras que el Glu es considerado como el neurotransmisor principal del fotorreceptor
responsable de la transmisién de la informacién luminosa al resto de las neuronas retinales,
la MEL podrfa ser un neuromodulador sintetizado por los fotorreceptores para proporcionar
una sefial quimica difusible encargada de la regulacién coordinada de los procesos de la
adaptacion de la retina a la oscuridad (ver apartado 2.5). La regulacion de su sintesis y las

funciones de este neuromodulador constituyen el objetivo principal de esta Memoria.

b) Células horizontales.
Las células horizontales se encuentran despolarizadas en oscuridad como consecuencia

de la liberacién de Glu por parte de los fotorreceptores. Estas células poseen en su membrana
receptores glutaminérgicos de los subtipos AMPA, kainato y quiscualato (Slaugther y Miller,
1983a, 1986; Yang y Wu, 1991).

El posible caracter GABAérgico de estas neuronas que demostrado por la presencia
actividad Glu descarboxilasa (GAD) responsable de la sintesis de GABA (Iuvone, 1986a),
asi como la capacidad de capturar este aminodcido del espacio extracelular (Voaden et al.,
1974). Cabe destacar una caracteristica de estas células inusual para una neurona, no
acumulan neurotransmisores en granulos de secrecién, la liberacidn del neurotransmisor se
lleva a cabo mediante un cotransporte con Na* por medio de un transportador de membrana
especifico (Schwartz, 1982).

La funcién principal de las células horizontales es crear un lazo de retroalimentacién

negativa sobre los conos, la despolarizacién de los fotorreceptores (conos y bastones)
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promueve la liberacién de GABA de las células horizontales, que a su vez hiperpolariza

exclusivamente a los conos (Stone er al., 1990).

¢} Células bipolares.
Todas las células bipolares responden al Glu de los fotorreceptores, sin embargo se

pueden dividir en dos subclases atendiendo a los tipos de receptores glutaminérgicos y a su
respuesta electrofisioldgica frente al estimulo luminoso.

- Bipolares OFF. Se hiperpolarizan con la luz. Los agonistas glutaminérgicos del tipo
NMDA despolarizan la membrana, indicando la existencia de este subtipo de receptor en
estas células (Slaughter y Miller, 1983b).

- Bipolares ON. Se despolarizan con la luz. Estas células poseen una sinapsis inversora de
signo, es decir, responden a la hiperpolarizacién del fotorreceptor provocada por la luz
despolarizdndose. Esta respuesta se debe a que poseen receptores glutaminérgicos del tipo
APB (Slaughter y Miller, 1981).

d) Células amacrinas.

Se han descrito varios subtipos morfologicos de células amacrinas, y dicha
heterogeneidad viene avalada por el gran nimero de neurotransmisores y neuromoduladores
localizados en estas células.

- Acetilcolina (AcCh).

Un subtipo de células amacrinas, que morfolégicamente se ha asociado al tipo
estrellado (Daw et al., 1989), posee la maquinaria enzimdtica necesaria para la sintesis y
degradacién de la AcCh. Ademds, este tipo de neuronas es capaz de recapturar colina
activamente (Iuvone, 1986a).

Tanto la luz como agentes despolarizantes (como el potasio) promueven la liberacién
de AcCh. Estudios electrofisiolégicos demuestran que la AcCh modifica la respuesta de las

células ganglionares a través de receptores de los tipos nicotinico y muscarinico (Iluvone,
1986a).

- Dopamina (DA).
La células amacrinas dopaminérgicas representan el 2-5 % del total de este tipo celular
(Nguyen-Legros y Savy, 1988). Morfolégicamente se caracterizan por tener un cuerpo celular

grande, con drbol dendritico amplio, uniestratrificado y distribuido fundamentalmente en la
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parte mds externa de la CPI, también presentan tirosina hidroxilasa en su citoplasma (Sarthy
et al., 1981; Zhu y Straznicky, 1990a).

Como en el caso de la AcCh, la luz y el potasio promueven la sintesis y liberacién de
DA por las células amacrinas {Iuvone, 1986a). Aunque en un principio se consideraron que
s6lo tenian sinapsis con otras células amacrinas, recientemente se han descrito ¢jemplos de
contactos sindpticos entre células amacrinas conteniendo tirosina hidroxilasa y células
bipolares y gangiionares (Gdbriel er al., 1992b).

A la DA se le han asignado funciones de neuromodulador en la funcién visual,
modificando la respuesta electrofisiolégica de las células amacrinas AlI glycinérgicas (Voigt
y Wassle, 1987). Ademds, la DA actia como factor paracrino.

- Adrenalina (A) y noradrenalina (NA).

Aunque se han descrito en la retina de teledsteos (Brujan er al., [989) y algunas
especies de mamiferos (Osborne y Nesselhut, 1983), la existencia de células amacrinas
adrenérgicas o noradrenérgicas en la retina de anfibios es un tema debatido, en la actualidad.
Algunos autores consideran que la NA medida en la retina de algunas especies procede del
sistema simpdtico, siendo la A el verdadero neurotransmisor de las neuronas adrenérgicas
retinales (Hadjiconstantinou ez al., 1983).

- Serotonina (5-HT).

Células amacrinas serotoninérgicas se han descrito en varias especies de anuros (Rana,
Gléasener et al., 1988; Xenopus, Frederick et al., 1989). Constituyen una poblacidn de células
amacrinas dispuestas en la cara interna de la CNI, con un drbol dendritico difuso y muy
amplio {(Zhu y Straznicky, 1990b). Andlogamente al caso de la DA, a la 5-HT se le ha
asignado un papel de neuromodulador en la retina interna, debido tanto a la morfologia como
por la densidad de las células serotoninérgicas. Interviene, mediante un proceso de
retroalimentacién positiva, en la transmision nerviosa entre las células bipolares y las
amacrinas (Brunken y Daw, 1987).

- GABA.

Es el aminodcido inhibidor més abundante en la CPI, demostrandose su existencia en
células amacrinas (Gdbriel et al., 1992a) tanto por la localizacion de la GAD (Brandon ef al.,
1980}, como por el sistema de recaptura de GABA (Voaden er al., 1974). Las células
amacrinas GABAérgicas parecen tener una importancia destacable dentro de la fisiologfa de
la retina interna, son postsindpticas respecto a las células bipolares, con lo que la

estimulacién luminosa afecta directamente la actividad de estas células. Tienen contactos
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presindpticos con células ganglionares del canal ON y otros tipos de células amacrinas
(colinérgicas y dopaminérgicas fundamentalmente) sobre las que ejercen un papel de
interneuronas inhibitorias (Yang et al., 1992).

- Glicocola (Gly).

El aminoécido inhibidor Gly estd presente en un tipo especifico de células amacrinas
que son capaces de captar activamente este aminodcido del medio extracelular (Voaden et af.,
1974). Su funcion se relaciona con el procesamiento lateral de la informacién visual en la
CPI, llevando acciones inhibitorias andlogas a las células amacrinas GABAérgicas (Daw et
al., 1989).

- Neuropéptidos.

Se han descrito un gran nimero de neuropéptidos en las células amacrinas de los
anfibios, como colecistocinina, somatostatina, sustancia P, Glucagén, VIP, etc (Yamada er
al., 1981; Yamada y Basinger, 1982; Eskay er al. 1980 y 1981; Hiscock y Straznicky, 1989
y 1990). Suelen localizarse en neuronas de cuerpo celular pequefio y de campo dendritico
ancho, uni- o biestratificadas (Hiscock y Straznicky, 1989 y 1990). Se les asigna un papel
de neuromoduladores, modificando los niveles de AMPc intracelular (glucagén y VIP) asi
como la actividad eléctrica de las células ganglionares (sustancia P y encefalina) (Iuvone,
1986a).

e) Células interplexiformes.

Se han descrito células interplexiformes glicinérgicas para Xenopus laevis (Rayborn et
al., 1981). Dichas neuronas tienen principalmente contactos presindpticos con las células
horizontales externas (Smiley y Yazulla, 1990), cuya funcién es despolarizar dicha células
promoviendo la liberacién de GABA (Smiley y Basinger, 1990).

Recientemente, se han descrito terminaciones dopaminérgicas en la CPE de células
procedente de la CPI en anuros, indicando la posible existencia de células interplexiformes
dopaminérgicas en estos animales (Gdbriel er al., 1991).

Las funciones atribuidas a las células interplexiformes estdn relacionadas con la

actividad de las células horizontales.

f) Células ganglionares.

La mayoria de las células ganglionares presentan receptores NMDA en su membrana

presindptica, recibiendo la aferencia de las células bipolares. No obstante, estas células
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también reciben la aferencia de células amacrinas colinérgicas a través de receptores
muscarinicos y nicotinicos (luvone, 1986a). En cuanto al neurotransmisor sintetizado y
liberado por estas células en el sistema nervioso central parece ser mayoritariamente Glu,
aungque también en han descrito neuronas colinérgicas y GABAérgicas en Buyfo (Oswald er
al., 1979; Gabriel er al., 1992a), siendo estas uitimas minoritarias con respecto a las

glutaminérgicas.

1.4. Desarrollo ontogénico de la retina.

El desarrollo de la retina puede dividirse en dos etapas consecutivas, morfogénesis y
citodiferenciacion. Para cada uno de ambos procesos embriolégicos se hard referencia a las
tablas de desarrollo de Gosner, 1960 (G) y Nieuwkoop y Faber, 1967 (NF).

a) Morfogénesis.
La retina procede de una evaginacion del tubo neural que formard la vesicula 6ptica

primaria (16 G; 21 NF). El neuroepitelio de la vesicula sufre una invaginacion secundaria
para dar lugar a la fisura Optica que desaparecerd en estados posteriores (Griin, 1982),
quedando definitivamente la forma de la copa dptica (19 G; 26-31 NF), (véase Ilustr. 4)
(Rodieck, 1973).

La zona del ectodermo en contacto con la vesicula dptica sufre una invaginacién que
terminard aisldndose del exterior formando la vesicula del cristalino (20 G; 33-34 NF).
Alrededor de la copa odptica y del cristalino se forma una capa de tejido de origen
mesodérmico que se transformard en la pared del globo ocular, del cual forman parte la
esclerdtica y la cornea.

Aunque en un principio se conserva la comunicacién del ventriculo dptico con el
ventriculo del cerebro, posteriormente, la aparicién del nervio Jptico colapsa dicha
comunicacidén (21 G; 35 NF). El ventriculo dptico también resultard colapsado, quedando
como resto del mismo la matriz interfotorreceptora.

Todo el proceso de morfogénesis de la vesicula dptica parece estar regulado por el
cido retinoico, ya que la administracién de altas dosis de este morfégeno inhibe la formacidn
de la copa Optica, aunque no logra detener la citodiferenciacioén, siendo posible identificar
neuronas ganglionares y fotorreceptores en el ventriculo cerebral de los embriones sin ojos

tratados con dcido retinoico (Manns y Fritzsch, 1991).
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éptico

Ectodermo 2

Tustr. 4 Génesis de la vesicula dptica a partir del tubo neural embrionario (Rodieck, 1973).

b) Citodiferenciacién.

En un principio tanto la pared interna como la externa del epitelio de la copa 6ptica son
monoestratificados. La pared externa se diferenciard en el epitelio pigmentado. De este
mismo tejido embrionario proceden también los epitelios det cuerpo ciliar y del iris del ojo
adulto. La pared interna sufre una serie de mitosis para dar lugar a un neuroepitelio
pluriestratificado formado por neurcblastos de cuya citodiferenciacién posterior se originaran
todos los tipos de neuronas retinianas. En la primera etapa se produce una migracién de parte
de los neuroblastos hacia el borde marginal del neuroepitelio dando lugar a la capa nuclear
secundaria (o capa neurobldstica interna), quedando el resto de los neuroblastos en la parte
mds cercana del ventriculo (capa nuclear primaria, o capa neurobldstica externa), esta tltima
capa conserva ain su capacidad de mitosis. Entre ambas capas se establece la capa transitoria
de Chievitz.

En este momento del desarrolio (Estado 2, Ilustr. 5) la estructura en estratos es andloga
a la corteza cerebral. Dicha disposicion se conservard en la retina adulta de los cicldstomos
(Fritzsch, 1991), aunque en el resto de los vertebrados sufrird cambios importantes.

El proceso de citodiferenciacion tiene lugar de forma progresiva comenzando desde la
parte mds interna y prosiguiendo hacia el ventriculo de la vesicula dptica. En primer lugar,
la capa neurobldstica interna se diferenciard en células ganglionares, amacrinas y células de
Miiller. En una segunda etapa, la capa neurobldstica externa dar4 lugar a las células bipolares
y células horizontales, y en iltimo lugar se diferenciardn los fotorreceptores (Rodieck, 1973).
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Dustr. 5. Esquema de la citodiferenciacién de la retina neural de vertebrados, desde el estado
de vesicula éptica hasta la retina funcional.

La capa transitoria de Chievitz desaparecerd durante el desarrollo y los nicleos de las
células amacrinas, horizontaies, bipolares y de Miiller formardn conjuntamente la CNI en el
adulto. Las células de Miiller se alargan ocupando el ancho de la retina neural, estas células
sirven de sostén para la diferenciacién del resto de neuronas.

La superficie del ventriculo éptico se encuentra tapizada por células ependimarias
ciliadas, a partir de estos cilios se formardn los segmentos externos y dichas céiulas se
diferenciaran en fotorreceptores.

La superficie externa del tubo neural se encuentra recubierta por una limina basal
caracteristica de todos los epitelios. Dicha estructura se conserva en la retina del aduito
estando situada en la cara vitreal de la retina, en contacto directo con las prolongaciones de
las células de Miiller. Mientras que en la superficie externa formar4 parte de la membrana
de Bruch (Hewitt, 1986).
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El desarrollo ontogénico de la retina de Xenopus se conoce con detalle, pudiendo
dividirse en etapas sucesivas, comentdndose a continuacién los sucesos mds sobresalientes
dentro de cada una de ellas (Griin, 1982):

1. Estados 28-34. Comienza la migracién de las células ganglionares a su situacion
definitiva. El resto de las células terminan su proceso de mitosis excepto las precursoras de
las células bipolares.

2. Estados 35-37. El ax6n de las células ganglionares se desarrolla, entrando en contacto con
el techo dptico, mientras que el drbol dendritico comienza su desarrollo. Finaliza la mitosis
de las células bipolares. Se pueden distinguir ya las dos capas plexiformes. Indicios de
sintesis de acetilcolina.

3. Estados 37-38. Arbol dendritico de las células ganglionares completo. Se distingue la capa
de células amacrinas. Se diferencia el segmento interno de los fotorreceptores. Las células
horizontales desarrollan prolongaciones estableciendo sinapsis con los fotorreceptores.
Aparecen los primeros discos del segmento externo. Primera identificacién de GABA en las
neuronas (Marc, 1986).

4. Estados 39-40. Se distinguen ya todas las capas retinianas. Los segmentos externos de los
fotorreceptores ya estdn formados. Aparicién del 11-cis retinal en la retina (Azuma et al.
1988 y 1990).

5. Estados 41-43. Fotorreceptores funcionales distinguiéndose entre conos y bastones.
Sinapsis entre células bipolares y fotorreceptores. Respuesta electrofisioldgica del nervio
dptico a estimulos luminosos. Indicios de sintesis de catecolaminas.

6. Estados 44-46. Sinapsis entre células horizontales y bipolares. Al final de esta etapa se
observa la liberacién activa de DA en la CPI (Sarthy ez al., 1981).

7. Estados 46-47. Mielinizacién de los axones del nervio dptico. Las células horizontales
desarrollan una respuesta electrofisiolégica madura. Los fotorreceptores acumulan glucégeno.
8. Estados 47-66. Morfologia y fotorrespuesta de la retina similar a la del adulto. Células
ganglionares maduras.

9. Modificaciones postmetamorficas. Aparicion del antagonismo centro-alrededor de los
canales visuales ON Y OFF (Marc, 1986).

Este orden cronoldgico de la citodiferenciacién de la retina se repite para otros anuros,
aunque en las especies de anuros terrestres tienen lugar una serie de modificaciones

postmetamdrficas que no suceden en Xenopus, entre otras la aparicidn de la banda visual
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especializada (Zhu er ai., 1990), asociada con una diferenciacién tardia de un subtipo
concreto de células ganglionares grandes (Frank y Hollyfield, 1987b).

E! crecimiento postmetamérfico de la retina ocurre a lo largo de toda la vida del
individuo, siempre por la adicidén concéntrica de nuevas neuronas a partir de la divisién de
los neuroblastos existentes en la ora serrata (Burggren y Just, 1992). El crecimiento es
simétrico respecto al nervio dptico en los anuros terrestres, pero en Xenopus es muy
asimétrico (Straznicky y Hiscock, 1984).

Durante la vida larvaria, el pigmento visual es la porfiropsina, formada por la proteina
opsina unida al 3-deshidrorretinal (Vitamina A,) para dar lugar a la porfiropsina con un
mdximo de absorcion a una longitud de onda 30-50 nm mds larga que la rodopsina, lo que
parece ser una adaptacion de los fotorreceptores al espectro luminoso existente en el ambiente
acudtico de las larvas. Durante la metamorfosis los pigmentos visuales sufren un cambio en
el retinoide unido a la opsina que pasa a ser retinal (Vitamina A,) formdndose la rodopsina.
El cambio de pigmento puede no llegar a ser total, por ejemplo los adultos de R. catesbeiana
conservan porfiropsina en el tercio superior de la retina, pudiendo ser una adaptacién a la
caza de presas sumergidas en el agua (Reuter er gl. 1971).

Durante la metamorfosis se producen también una serie de cambios morfolégicos del
0jo, las dos cérneas que existieron durante toda la fase larvaria (la conjuntiva de origen
ectodérmico y la cornea propiamente dicha de origen mesodérmico) se fusionan en una iinica
estructura. El cristalino que tenia forma esférica se aplana en las formas terrestres, para

acomodar la vision al medio aéreo (Burggren y Just, 1992).

1.5. Neurofisiologia de la retina. Fotorrecepcion.

La fototransduccién consta de una serie de procesos fotoquimicos, bioquimicos y
electrofisioldgicos mediante los cuales la absorcién de un fotén por una molécula fotosensible
dispara la cascada de sucesos que finalmente conducen a cambios en el potencial de
membrana del fotorreceptor. Dicha célula se comporta, frente al estimulo, de forma contraria
a las neuronas, en respuesta a la luz se hiperpolariza, mientras que las neuronas se
despolarizan como respuesta al estimulo eléctrico. En oscuridad, que puede ser considerado
como el estado de reposo (ausencia de estimulo), los fotorreceptores se encuentran

despolarizados como consecuencia de tener abiertos sus canales de iones en la membrana.
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a) Mensajeros intracelulares implicados.

En los bastones, la ausencia de una conexidn entre los discos de los segmentos externos

(parte fotosensible de la célula) y la membrana plasmdtica (donde se producen los
movimientos ionicos) implica la existencia de un mensajero intracelular soluble que se
encargue de la transduccidn de la sefial entre estas dos estructuras celulares. El GMPc es
considerado como el candidato mds probable, tanto en los conos como en 10s bastones, para
la regulacidn de los movimientos iénicos a través de la membrana, mediante la apertura de
un canal especifico para Na* y Ca** activado por la unién del GMPc a la cara citoplasmatica
del canal (Pugh, 1987).

El calcio intracelular, puede ser considerado como otro mensajero intracelular que
mediante modificaciones de sus niveles regula una serie de funciones como la sensibilidad
del fotorreceptor, y la velocidad de recuperacién del mismo tras la estimulacién luminosa
(Kaupp y Koch, 1992).

b) Absorcidén del fotén.

La opsina en una proteina transmembranar con un peso de 40 kDa, perteneciente a la
superfamilia de receptores con 7 dominios de hélice « transmembranales. Dicha proteina estd
unida covalentemente a una molécula de 11-cis retinal, que es el grupo fotosensibie del
complejo denominado rodopsina (Rh). El primer paso tras la captura de un fotén es la
isomerizacidn del 11-cis retinal a trans retinal {metarrodopsina I) proceso que tiene lugar en
un tiempo de 107 s. A continuacién se producen una serie de cambios conformacionales en
la parte proteica, dando lugar a la metarrodopsina 1I (Rh), forma activada de 1a rodopsina,
de corta vida media y capaz de activar a la siguiente proteina de la cascada visual, la
transducina (T). La transducina es una protefna periférica de membrana perteneciente a la
familia de proteinas G (ligantes de GTP) relacionadas con los sistemas de transduccién de
sefiales intracelulares (ej. AMPc y Ca**). La transducina (T) esta formada por tres
subunidades («,B,7) de las cuales 1a subunidad o tiene un sitio de unién para nucleétidos de
guanosina. La unién de la Rh™ a la transducina favorece el recambio de una molécula de
GDP por GTP (Chanbre y Deterre, 1989), con lo cual la subunidad « se separa del complejo
de la transducina. Cada molécula de Rh™ puede difundir dentro de la membrana de los discos
activando cientos de moléculas de Taf7, lo que constituye un paso de amplificacién de la
sefial de 107-10° veces (Chanbre y Deterre, 1989). El siguiente paso en el proceso de

fototransduccion se basa en la unién de la subunidad o de la transducina (Tawm) a la
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fosfodiesterasa de GMPc (PDE). Dicha enzima es también una proteina periférica de
membrana compuesta por tres subunidades formando un tetrdmero de la forma PDEaBr, de
las cuales 7 es una subunidad inhibidora de la actividad enzimdtica, estando la capacidad
catalitica situada en el dimero PDEaB (Takemoto y Cunnick, 1990). La activacién de la PDE
se basa en el secuestro de las subunidades 7 por parte de la Taw (Yamazaki, 1992), cuando
ambas subunidades 7 son retiradas, 1a actividad de PDEaf es mdxima (Takemoto y Cunnick,
1990). La hidrdlisis del GMPc por la PDEaf3 constituye otro paso de amplificacién en la
cascada visual, resultando un factor final de amplificacién del proceso de fotorrecepcion de
10° veces (Chambre y Deterre, 1989).

El descenso de la concentracion de GMPc inducido por la luz provoca el cierre de los
canales Na*:Ca*" de la membrana del fotorreceptor, por lo que la célula se hiperpolariza
(Bauer y Drechsler, 1992). En este momento, el intercambiador de Na:Ca-K (Schnetkamp
et al., 1991) reduce las concentraciones de calcio intracelulares, es decir, secundariamente

a la reduccién del GMPc inducida por luz, el calcio intracelular también disminuye.

¢) Terminacién de la seial.

Existe una incongruencia entre la duracién del proceso completo de fotorrecepcién (0,5
s), y la desactivacién espontédnea de la metarrodopsina II (varios minutos), €s necesario pues,
la existencia de mecanismos especificos que aceleren este proceso de terminacidn de la sefial.

En primer lugar, la desactivacion de la rodopsina se lleva a cabo por la accién de otras
dos proteinas presentes en el segmento externo, la rodopsina quinasa (Rh-K) que fosforila
el dominio intracelular de la Rh’, lo que favorece su unién a la arrestina (Arr, proteina
reguladora especifica), bloquedndose totalmente la activacién de nuevas moléculas de
transducina (Palczewski y Benovic, 1991).

El siguiente paso es la desactivacion de la PDEaB, para lo cual se debe liberar la
subunidad inhibidora 7 del complejo PDEr-Tawrm. La Ta posee una actividad GTPasa lenta.
La reduccién de los niveles de GMPc provocados por la PDEaf activan esta actividad
GTPasa provocando la hidrélisis del GTP unido a ella (Arshavsky ef al., 1991). La forma
Tawor se separa de la PDEr que ahora puede formar el tetrdmero inactivo PDEaf7,
(Yamazaki, 1992).

Por iltimo, es necesario restaurar los niveles de GMPc intracelulares, la guanilato
ciclasa (GC), proteina soluble del fotorreceptor, esta regulada por una proteina semejante a
la calmodulina denominada recoverina (Rec) (Lambrecht y Koch, 1991; Pugh y Lam, 1990).
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Tras el pulso de luz, el calcio intracelular se encuentra reducido debido a la accién del
intercambiador i6nico Na:Ca-K, en esta situacién la recoverina se une a la GC activdndola,
restaurando asi los niveles de GMPc. Por ultimo, este nucledtido ciclico abre el canal

Na*-Ca** de la membrana recuperando el estado inicial despolarizado de la céluia (Kaupp
y Koch, 1992) as{ como los niveles estacionarios de calcio.

d) Regeneracién del pigmento visual.

En primer lugar, se produce la hidrélisis del grupo trans retinal de la metarrodopsina
II fosforilada (Liebman et al., 1987), que debe ser isomerizado a su forma 11-cis para poder
ser reutilizado, dicha reaccidn tiene lugar en el epitelio pigmentado (Perlman, er al., 1982).
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Dustr. 6. Ciclo visual de los fotorreceptores de vertebrados, incluyendo los procesos de

respuesta a la luz y los mecanismos de recuperacién tras el estfmulo luminoso. Las
abreviaturas vienen explicadas en el texto.

El trans retinal, que es inmediatamente reducido a trans retinoi, abandona el
fotorreceptor pasando a la matriz interfotorreceptora donde se une a la protefna
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transportadora especifica IRBP (proteina ligante de retinoides de la matriz interfotorreceptora)
(Rayborn ez al., 1984; Okajima ez al., 1990). El trans retinol es captado rapidamente por ¢l
epitelio pigmentado, donde es isomerizado a 11-cis retinol. Dentro del epitelio pigmentado
tanto el 11-cis retinol como el trans retinol puede almacenarse temporalmente en forma de
ésteres con dcidos grasos. Por iltimo, el 11-cis retinol sufre una oxidacién para dar 1i-cis
retinal y en esta forma ser captado por el segmento externo. El lugar de esta oxidacién no
se conoce con exactitud, aunque parece ser que tiene lugar fuera del fotorreceptor (Okajima
et al., 1990).

Excepcionalmente, en anuros se propone la existencia de una via rdpida de regeneracion
del pigmento mediante una isomerasa situada en el fotorreceptor, que transforma el trans
retinal directamente en 11-cis retinal, que es captado rdpidamente por la opsina. No obstante,

la cantidad de pigmento visual recuperado de esta forma parece ser minima (Rodieck, 1973).

e) Diferencias en el proceso de fotorrecepcién entre conos v bastones.

Las principales diferencias entre conos y bastones, estriban en la sensibilidad y en la
rapidez de recuperacién en ambos tipos de fotorreceptores, estas caracteristicas posibilitan
la visién bajo condiciones de iluminacién muy distintas, como las que se dan durante el dia
o la noche.

Los bastones tienen una sensibilidad mucho mayor (visién escotdpica o nocturna),
poseen mayor superficie fotosensible para captar los fotones incidentes y la cantidad total de
rodopsina por célula es muy superior. Ademds, existen sinapsis quimicas entre los bastones,
con lo cual se aumenta el campo efectivo de fotorrecepcién (Wu, 1991), sumdndose los
impulsos eléctricos de cada uno de ellos.

Los conos estdn adaptados a la visidn con iluminacién elevada (visién fotOpica o
diurna), bajo la cual son capaces de responder muy rdpidamente (5 veces mds rdpido que los
bastones). Se ha propuesto al calcio como responsable de esta diferencia, al existir una
conexion entre los discos y la membrana plasmatica de los conos, hay una mayor superficie
por la cual el calcio puede entrar y salir del segmento externo acelerando los cambios en los
niveles intracelulares de Ca** (Liebman et al, 1987; Pugh, 1987).

f)} Canales visuales.

La capa de fotorreceptores puede considerarse como un mosaico sobre el cual se crea

la imagen por la alternancia de zonas claras y oscuras. La retina neural tiene como funcién
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principal la integracién de la informacién tanto espacial como temporal procedente de dicho
mosaico, mientras que el sistema nervioso central se encargard de la interpretacién de las
imdgenes recibidas de la retina.

La retina se puede dividir electrofisioldgicamente en una serie de canales visuales,
constituidos por el sistema sindptico fotorreceptor-célula bipolar-célula ganglionar, que se
pueden clasificar en dos tipos atendiendo a su respuesta eléctrica a la luz (Schiller, 1992):
- Canal ON. Cuando las neuronas de despolarizan debido al impulso luminoso.

- Canal QFF. Cuando las neuronas de despolarizan en oscuridad.

La diferencia entre ambos tipos de canales se debe tanto a caracteres
morfoldgicos como neuroquimicos de las células bipolares. Cada tipo de célula bipolar tiene
un receptor glutaminérgico distinto, la célula bipolar OFF tiene en su membrana postsindptica
receptores del tipo NMDA (excitatorio), es decir, 1a sinapsis en conservadora de la sefial,
en cambio la célula bipolar ON tiene receptores glutaminérgicos del tipo APB (inhibitorio}).
Este tipo de sinapsis es inversora de la sefial, es decir la unién del agonista provoca la
hiperpolarizacion de la membrana, inhibiéndose la transmision del impulso eléctrico (Nawy
y Jahr, 1991).

Los criterios morfoldgicos para distinguir los dos tipos de células bipolares se basan
en la altura de sus terminaciones sindpticas dentro de la CPI. Las sinapsis de las células
bipolares OFF tienen lugar en la mitad externa de la CPI (subldmina a). Mientras que, las
células bipolares ON tienen sus contactos sindpticos con las células ganglionares mds
profundamente, en la subldmina b (mitad interna de la CPI).

La estructura en canales ON y OFF es la solucién utilizada a lo largo de la evolucién
para la codificacién de la informacién luminosa, el canal ON responderia especificamente a
los puntos con luminosidad creciente, mientras que el canal OFF seria sensible a los puntos

con luminosidad decreciente (Schiller, 1992).

2. MELATONINA OCULAR EN LOS VERTEBRADOS.

2.1. Sintesis de melatonina.

La ruta biosintética de MEL es comiin para todos los vertebrados estudiados (Binkley,
1981; Dodt y Meissl, 1982), tanto para la glindula pineal como para la retina (Zawilska y
Nowak, 1992). Consta de cuatro actividades enzimdticas que actian de forma sucesiva,

siendo ¢l precursor inmediato el triptéfano circulante (Tlustr. 7). Las dos primeras enzimas
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son comunes a la ruta de sintesis de 5-HT, mientras que las dos ilimas es encuentran
especificamente en los érganos que pueden sintetizar este metoxindol, fundamentalmente la
glindula pineal y la retina.

Hemos subdividido el estudio de la sintesis de melatonina en la retina en varias partes

atendiendo al conocimiento actual de cada una de ellas.

2.1.1 SINTESIS DE SEROTONINA A PARTIR DE TRIPTOFANO.

Debido a la escasez de referencias especificas para la retina, nos hemos basado en los
estudios llevados a cabo sobre la glindula pineal, fundamentalmente para los datos
concernientes a las caracteristicas enzimdticas, suponiéndose que tales propiedades generales
deben ser similares para estos dos érganos (Weichmann, 1986).

El triptéfano, amino 4cido esencial precursor de la MEL, procede de la dieta y es
distribuido por la circulacidn hasta la retina (Pang y Allen, 1986). La captacidn del triptéfano
se lleva a cabo a través del transportador de membrana de aminodcidos aromdticos. Dicho
transportador posee una afinidad de 60 uM para el Trp (Redburn y Mitchell, 1989), en la
retina de polio se ha descrito una elevacién significativa en la concentracién de triptéfano

coincidiendo con la noche (Siuciak et al., 1992).

a) Triptéfano hidroxilasa.

La L-triptéfano, tetrahidropterina:oxigeno oxidorreductasa 5-hidroxilante (TPH)
(EC.1.14.16.4) se encuentra emparentada molecularmente con otras hidroxilasas de aminas
aromdticas presentes en el sistema nervioso, como la tirosina hidroxilasa o la fenilalanina
hidroxilasa {Cooper et al., 1991). Estas analogias se extienden también a su localizacidn
celular en la matriz mitocondrial, al tipo de cofactor que utilizan (tetrahidrobiopteridina) y
a los sistemas de regulacién de su actividad. El pH 6ptimo para la actividad enzimdtica se
encuentra entre 7,7 y 8, que coincide con el pH mitocondrial (Roos y Baron, 1981). Para la
gldndula pineal de mamiferos se han descrito las siguientes constantes cinéticas: 16-100 uM
para el tript6fano y 5-40 uM para el cofactor (King y Steinlechner, 1985), desconociéndose
hasta el momento su valor para la retina. En condiciones in vivo, puede constderarse que esta
enzima se encuentra saturada por el O, debido a su alta afinidad por el mismo. Estudios
llevados a cabo sobre la capacidad sintética de 5-HT en la retina de Xenopus parecen indicar

que la triptéfano hidroxilasa trabaja a concentraciones saturantes de triptéfano (Cahill y
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Besharse, 1990), lo cual indicaria un posible papel de esta enzima como regulador de flujo
de la ruta.

Su regulaci6n parece llevarse a cabo mediante varios mecanismos que difieren en su
velocidad de actuacion:

1. Fosforilacién de la enzima preexistente mediante protefnas quinasas, que produciria un
incremento de la actividad (McLennan y Lees, 1978). Dicha fosforilacion puede llevarse a
cabo mediante la PKA (Makita e al. 1990) o la PK(Ca**/CM)II (Sawada y Nagatsu, 1988),
con lo cual queda implicado tanto el sistema de mensajeros intracelulares del AMPc como
el del Ca*™* intracelular.

2. Estimulacién de la sintesis de novo de la TPH. Se sabe que esta enzima presenta un ritmo
diario en su actividad en la gldndula pineal de los mamiferos, mostrando el mdximo durante
la noche (Shibuya er al., 1978), pero hasta hace pocos afios no se han obtenido datos relativo
a dicho ritmo en la retina.

Se han descrito variaciones diarias en su actividad, incrementindose en unas 4,4 veces
en la retina de Gallus durante la noche, dependiendo dicho ritmo diario de la sintesis de
proteinas de novo (Thomas y Iuvone, 1991). Parece ser que la regulacion de la expresién
génica través de AMPc es la responsable final de la aparicién de dicho ritmo (Ehret ef al.,
1991). Como consecuencia de la actividad ritmica de la TPH, y aunque los niveles enddgenos
de 5-hidroxitriptéfano son dificiles de estudiar debido a su baja concentracion, en la retina
de Gallus este indol muestra una oscilacion diaria con valores superiores durante la noche
(Thomas y Iuvone, 1991; Siuciak et al., 1992).

-hidroxitriptéfan rboxil

La L-aminodcido aromdtico carboxiliasa (AAAD) (EC.4.1.1.28), no ha sido estudiada
en la retina pero si extensamente en la gldndula pineal. Tiene una localizacién citoplasmdtica,
con un pH éptimo para su actividad entre 7,5 y 8. Utiliza como cofactor piridoxal 3-fosfato,
interviniendo en 1la sintesis de varias monoaminas cerebrales (catecolaminas
fundamentalmente) dado el amplio nimero de posibles amino4cidos aromdticos sobre los que
puede actuar.

La alta actividad de esta enzima provoca que el S-hidroxitriptéfano se mantenga en
concentraciones bajas en la gldndula pineal (5-20 uM; King y Steiniechner, 1985), similares
a los valores de la Km (5-16 uM; Cooper er al., 1991), no siendo, por lo tanto, una enzima
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limitante en Ia ruta biosintética. No parece presentar un ritmo diario, aunque puede tener

cambios a largo plazo como respuesta a la iluminacién ambiental (Klein er al., 1981).

2.1.2 REGULACION DE LOS NIVELES DE SEROTONINA.

El andlisis de los niveles de 5-HT en la retina es complejo debido al hecho de que la
retina de los vertebrados posee neuronas serotoninérgicas en la CNI, salvo la retina de rata
que posee un nimero reducido de dichas neuronas (Redburn y Mitchell, 1989). Este hecho
imposibilita identificar 1a fraccion de la 5-HT que actia como neurotransmisor de la que es
precursora de ia melatonina.

Los estudios sobre la evolucidn diaria de la concentracién total de esta indolamina en
la retina dan resultados contradictorios. En el ratdn se han descrito niveles de 5S-HT 2,5 veces
mds elevados durante el dia (Baker y Hoff, 1978), y en la retina de rata la luz estimuia la
acumulacion de 5-HT en los fotorreceptores (Redburn y Mitchell, 1989). Estos trabajos
apoyan la existencia de un ritmo diario de 5-HT similar al descrito para la gldndula pineal
(Mahapatra er al., 1986; Vivien-Roéls ef al., 1979). En cambio, en la retina de pollo aparece
el caso contrario, mostrando un maximo en su contenido durante la noche (Ehinger y Rose,
1988).

En el fotorreceptor, ademds de la sintesis enddgena de 5-HT a partir del triptéfano, no
se puede excluir una posible contribucién de la 5-HT de origen extrafotorreceptor como una
fuente alternativa (Zawilska y Nowak, 1992), en base a la existencia de un eficaz sistema de
captura de esta monoamina (afinidad aparente del transportador 0,2 uM, Redburn y Mitchell,
1989).

La monoamino oxidasa (MAOQO; amina:oxigeno oxidorreductasa, desaminante,
conteniendo flavina E.C.1.4.3.4) se localiza en la membrana externa mitocondrial de las
neuronas monoaminérgicas. En la retina de bévidos, 1a 5-HT es oxidada exclusivamente por
la MAO tipo A, presentando una K elevada para la 5-HT (113 uM, Ferndndez de Arriba
et al., 1991), lo que indica que dicha enzima solamente puede regular activamente los niveles
de 5-HT cuando éstos sean elevados, mientras que su papel seria despreciable en el momento

del ciclo diario en el que sus niveles estén reducidos.

2.1.3 SINTESIS DE MELATONINA A PARTIR DE SEROTONINA.
a) Arilalguilamina N-acetiltransferasa.
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La Acetil CoA:arilalquilamina N-acetiltransferasa (AA-NAT; E.C.2.3.1.87) es una
enzima citoplasmdtica (Klein y Weller, 1970) con pH éptimo de 6,5-6,8. Posee una Ky para
la 5-HT inferior a otras enzimas de la ruta, lo cual apoya su papel como enzima reguladora
de la sintesis de MEL.

Se han demostrado oscilaciones diarias en la actividad AA-NAT en la retina de un gran
nimero de vertebrados (anfibios, Besharse y Iuvone, 1983; aves, Binkley et al., 1979;
Hamm y Menaker, 1980; Zawilska y Tuvone, 1989 y mamiferos, Miller ef al., 1980; Nowak
et al., 1988; Olcese y Moller, 1989), alcanzdndose niveles significativamente mds altos
durante Ja noche que durante el dia. En la glindula pineal se ha demostrado que esta
oscilacién no se debe a modificaciones en sus caracteristicas cinéticas (Chan y Ebadi, 1980)
sino a cambios en la cantidad de enzima.

Como consecuencia de la accion ritmica de la NAT, la concentracién de su producto
(N-acetilserotonina) muestra un perfil ritmico paralelo al de la actividad NAT en la retina
(Pang et al., 1981 y 1983},

b) Hidroxindol-O-metiltransferasa.

La S-adenosil-1-metionina:  N-acetilserotonina  O-metiltransferasa (HIOMT;
E.C.2.1.1.4) es una enzima citoplasmdtica (Cardinali y Wurtman, 1972) con un pH éptimo
entre 7,5 y 8 (King y Steinlechner, 1985), que ademds de la N-acetilserotonina es capaz de
metilar otros 5-hidroxindoles, utilizando como donador de acetilos la S-adenosil-metionina.
Las constantes cinéticas (K,y) de la retina de Rana pipiens para la acetilserotonina y para el
cofactor son 8,5 uM y 7,8 nM, respectivamente (Eichler y Moore, 1975). En condiciones
in vivo 1a enzima se encuentra saturada por el cofactor debido a la alta concentracién de éste
en la célula (0,1 mM; King y Steinlechner, 1985), muy superior al valor de su Ky,. De forma
andloga a lo que sucede con la AAAD, la aita actividad de la HIOMT enzimatica determina
que no sea un paso limitante en la sintesis de MEL, manteniendo siempre muy bajos los
niveles de su principal substrato (N-acetilserotonina).

La HIOMT no muestra una oscilacion ritmica dia-noche (Wainwright 1979; Gern ef
al., 1984) en la retina. En la gldndula pineal de mamf{feros se han descrito cambios a largo
plazo, reduciéndose dicha actividad considerablemente como consecuencia de largos perfodos
de luz continua (Sugden y Klein, 1983). También se han descrito cambios estacionales en la
glandula pineal (Balemans et al., 1981).
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Tlustr. 7. Sintesis de la melatonina en la retina de los vertebrados, incluyendo las
oscilaciones ciclicas dfa-noche de las actividades enzimdticas e indoles intermedios.

En resumen, la produccién de metoxindoles por la HIOMT in vivo sigue la ley de
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accién de masas, es decir, depende exclusivamente de la concentracion de los substratos y

de su afinidad por la enzima (Morton, 1987b).

¢) Localizacién de la sintesis de melatonina.

En cuanto a la localizacién de la sintesis de MEL dentro de la retina, existen una serie
de pruebas que indican que se produce enteramente en el cuerpo celular de los
fotorreceptores. Estas células son capaces de acumular 5S-HT (Redburn y Churchill, 1987),
habiéndose descrito las actividades enzimdticas especificas (NAT y HIOMT) en esta capa
celular (Wiechmann et al., 1985; Wiechmann y Hollyfield, 1989; Iuvone et al., 1990).
Ademds, se ha localizado la MEL por inmunohistoquimica en estas células (Bubenik et al.,
1976; Vivien-Roéls er al., 1981). Por dltimo, en estudios in vitro utilizando células de
retinoblastoma humano (Y79), que derivan de la linea celular de los conos (Bogenmann et
al., 1988), se ha demostrado que son capaces de expresar NAT y HIOMT en cultivo
(Kyritsis et al., 1987; Janavs ef al., 1991).

2.2. Degradacion de la melatonina.

La MEL es metabolizada siguiendo varias vias distintas dependiendo de su origen. La
MEL periférica es catabolizada principalmente en el higado, donde sufre una hidroxilacidn
en la posicién 6 del anillo inddlico, y una posterior conjugacién con grupos sulfato o 4dcido
glucurénico, aumentando asi su solubilidad en medios acuosos. Estos compuestos se excretan
por la orina (Reiter, 1984; Arendt, 1985) de forma rdpida, siendo su vida media en el plasma
de los mamiferos de unos 20 minutos (Gibbs y Vriend, 1981).

La liposolubilidad de la MEL favorece su liberacién directa desde los 6rganos
productores a la circulacién sin pasar por una etapa de almacenamiento previa (Redburmn y
Mitchell, 1989). Esta hipétesis viene corroborada por el alto coeficiente de permeabilidad de
la MEL, cuyo paso a través del epitelio pigmentado seria por difusién simple (Pautler y Hall,
1987). Segiin la literatura consultada, en algunas especies esta contribucién de la MEL ocular
a la total circulante puede llegar a ser importante dependiendo de determinadas circunstancias
(Yu er al., 1981; Underwood et al., 1984; Pang, er al., 1987, Delgado y Vivien-Roéls,
1989) mientras que otros trabajos indican que es metabolizada en su totalidad de forma
intraocular (Cahill y Besharse, 1989).

La degradacidn ripida de la MEL dentro del ojo ha sido descrita en varias especies de
vertebrados (Cahill y Besharse, 1989; Grace er al., 1989; Nowak, 1990). Se lleva a cabo
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Nustr. 8. Catabolismo de la melatonina en la retina de los vertebrados.

mediante varias etapas sucesivas (ver llustr. 9), que incluyen una desacetilacién de la MEL
mediante la arilacilamidasa (aril-acilamida amidohidrolasa, E.C. 2.5.2.13) y una posterior
desaminacién oxidativa de la 5-metoxitriptamina mediante la MAO. Por iitimo, el
5-metoxindolacetaldehido resultante puede sufrir una oxidacién o una reduccién, dando lugar
al dcido 5-metoxindolacético o 5-metoxitriptofol, respectivamente, metabolitos finales de la
degradacién de la MEL en el ojo.

2.3. Regulacién de la sintesis de melatonina.



Ritmos de NAT y melatonina en retina de anuros 1. INTRODUCCION 35

2.3.1R i6n _en

Una oscilacién diaria en la MEL sintetizada por la retina ha sido demostrada en varios
grupos de vertebrados: anfibios (Besharse y Iuvone, 1983; Delgado y Vivien-Roéls, 1989),
aves (Hamm y Menaker, 1980; Underwood ef al., 1984}, y mamiferos (Pang er al., 1980
y 1983). En estos trabajos se sefiala el estrecho paralelismo entre MEL y NAT, siendo
considerada esta enzima como el paso limitante de la sintesis del metoxindol.

La regulacion intracelular de la actividad NAT estd intimamente ligada a los niveles
de AMPc intracelulares, el incremento de los mismos tiene como consecuencia dos efectos,
una estimulacién de la sintesis de novo de la NAT a través de un incremento de su expresién
génica (Iuvone y Besharse, 1983; Wiechmann, 1986), y una estabilizacién de la enzima
preexistente (Janavs et al., 1991).

Los tratamientos farmacoldgicos que incrementan el AMPc, como puede ser la
activacién de la adenilato ciclasa por forscolin o la inhibicién de las fosfodiesterasas por
IBMX, también tienen como consecuencia un incremento de la NAT (Iuvone y Besharse,
1983; Iuvone er al. 1990) y de la MEL (Pierce er al., 1989). La utilizacién de andlogos no
hidrolizables del AMPc que pueden permear las células también provoca el mismo tipo de
respuesta, estimulando tanto la NAT (Iuvone y Besharse, 1986a) como la MEL (Pierce ef al.,
1989) en la retina.

La estimulacién de la adenilato ciclasa en las células eucariotas puede realizarse
mediante varias vias alternativas: estimulacién directa por medio de las proteinas G (Neer
y Clapham, 1988) acopladas a receptores de membrana de la superfamilia de la rodopsina
y del receptor B-adrenérgico (Janssens, 1987), o indirectamente mediante componentes del
sisterna de mensajeros intracelulares fosfatidilinositol-caicio. En el caso de los fotorreceptores
de la retina, parece ser que la estimulacién de la adenilato ciclasa en oscuridad depende de
los niveles de calcio intracelular: mientras que la adicién de inhibidores de canales de calcio
dependientes de voltaje o la omisién de este catién en el medio de cultivo reduce de forma
importante la NAT (Iuvone y Besharse, 1986b), la entrada de calcio a través de 1a membrana
estimulada por la despolarizacion con potasio eleva los niveles de AMPc (Iuvone er al.,
1991) y la actividad NAT (Avendano et al., 1990).

En resumen, la sintesis de MEL ocular podria estar regulada mediante mecanismos que
dependen del calcio y AMPc como mensajeros intracelulares. En los pinealocitos de
mamiferos el papel del calcio estd subordinado a la estimulacién mediada por receptores -

adrenérgicos (Ho er al., 1992), en cambio en los fotorreceptores de la retina, el incremento
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del AMPc debe estar precedido por una entrada de calcio extracelular al citoplasma
(Avendano et al., 1990).

La primera enzima de la ruta de sintesis de MEL, la TPH, presenta en la retina de
Gallus 1as mismas propiedades que la NAT en cuanto a su ritmicidad y a su sensibilidad a
los inhibidores de sintesis de proteinas (Thomas y Iuvone, 1991), sugiriéndose que
probablemente el ritmo de MEL ocular en esta especie dependa de 1a regulacion conjunta de
ambas enzimas de la ruta (TPH y NAT).

2.3.2 RE ACION AMBIE R
a) Efecto de la luz v el fotoperiodo.

Estd demostrado que la MEL ocular (Cahill y Besharse, 1990) y dos enzimas de su ruta
sintética, la NAT (Hamm y Menaker, 1980; Iuvone y Besharse, 1983) y 1la TPH (Thomas
y Iuvone, 1991) presentan un ritmo circadiano que puede mantenerse en oscuridad constante
con un periodo aproximado de 24 horas. Ademds, esta ritmicidad es anulada por el efecto
directo de la luz (MEL: Reppert y Sagar, 1983; Pang et al., 1982 y 1985; NAT: Iuvone y
Besharse, 1983; Nowak y Zurawska, 1989; Nowak, 1990; Hamm et ql., 1983; TPH:
Thomas e Iuvone, 1991).

La influencia de la longitud del fotoperiodo sobre el cardcter ritmico de la sintesis de
melatonina en la gldndula pineal ha sido ampliamente estudiado en los vertebrados: (peces:
Duston y Bromage, 1989; Kezuka et al., 1988, reptiles: Underwood, 1985; Vivien-Roéls et
al., 1988, aves: Zeman y Illnerovd, 1988 y mamiferos: Arendt ef al., 1981; Darrow et al.,
1986; Brainard et al., 1982; Steinlechner ef al., 1987; lason y Ebling, 1989; Ravault ef al.,
1986). Sin embargo e! nimero de trabajos realizados sobre la melatonina ocular es mucho
menor, restringiéndose sdlo a los anfibios (R. perezi: Delgado y Vivien-Roéls, 1989) y aves
(Coturnix coturnix: Underwood y Siopes, 1985). En todos ellos se ha demostrado una
relacion directa entre la extensién de la fase oscura y 1a duracién del pico nocturno de
melatonina, no modificindose ni la altura del mdximo nocturno de melatonina ni las

pendientes del pico como consecuencia del fotoperiodo.

b) Efecto de la temperatura.

La respuesta de ritmo de MEL a los cambios de temperatura ha sido mucho menos
estudiada, centrdndose fundamentalmente en la gldndula pineal. En poiquilotermos existe una
correlacion positiva entre la temperatura ambiental y la amplitud méxima del pico de MEL
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(Vivien-Roéls et al., 1979, 1988; Firth et al., 1989 M-548; Rawding y Hutchison, 1992),
desapareciendo el ritmo a temperaturas bajas (4nolis, Underwood y Calaban, 1987). Con
respecto a la MEL de la retina, parece ser que muestra una respuesta similar a la variacién
de temperatura en R. perezi (Delgado y Vivien-Roéls, 1989),

Esta inhibicién del pico de melatonina parece ser una consecuencia directa de la
temperatura baja, ya que también se da en los mamiferos hibernantes (Marmota: Florant et
al., 1984; hamster: Darrow er al., 1986; Vanecek et al., 1984). En cambio, en aves que no
entran en hibernacidn, se produce un aumento de 1a MEL ocular como respuesta al frio (Lee
et al., 1989).

La interacci6n de la luz y la temperatura se pone de manifiesto, cuando ambos factores
oscilan independientemente, en Anolis se ha demostrado que la aparicion del pico de MEL
tiene lugar durante la oscuridad, o en su lugar, en la fase fria del termociclo, stendo este
dltimo factor tan eficaz que s6lo una oscilacién de 2°C pueden desencadenar el pico de
melatonina en condiciones de iluminacién constante (Underwood y Calaban, 1987). Este
efecto del termociclo tarmbién se ha demostrado en otras especies, normalmente la
temperatura alta durante la noche anula totalmente el pico nocturno, en cambio un descenso
moderado de la temperatura coincidiendo con la fase oscura aumenta la sintesis de MEL en
este periodo (Zachmann er al., 1991; Firth y Kennaway, 1989).

No hay que olvidar que la MEL es fundamentalmente un mensajero quimico que
integra la informacidn ambiental regulando funciones ciclicas en los vertebrados. En los
mamiferos se han propuesto una serie de hip6tesis para tratar de indicar qué componente del
ritmo de melatonina codifica la informacién temporal (Reiter, 1991).

- Hipétesis de la duracién. Partiendo de la base de que la duracién de los niveles elevados
de melatonina que se corresponden con la extensién de la noche, los 6rganos diana recibirian
entonces una informacién puramente temporal. Una serie de pruebas experimentales, basadas
en la simulacién del ritmo endégeno de MEL mediante infusién intravenosa de melatonina
en animales pinealectomizados, apoyan esta hipdtesis (Reiter, 1991).

- Hipdtesis de la coincidencia interna. El 6rgano diana tiene una variacién diaria en su
sensibilidad a la melatonina, luego la melatonina sélo actia eficazmente si los niveles
elevados de este metoxindol coinciden con la ventana temporal de sensibilidad mdxima del
organo diana. La duracién total del pico nocturno de melatonina tendria una importancia
secundaria. Apoyandose en esta hipdtesis se ha tratado de explicar la existencia de perfodos
refractarios al fotoperiodo en algunos mamiferos (Reiter ez al., 1979).
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- Hipétesis de la amplitud. Segin esta hipétesis, la accion de la melatonina depende de su
concentracién, como en la mayoria de los sistemas hormonales de los vertebrados. Hay pocas

evidencias experimentales que apoyen esta hipétesis.

2.4. Funciones oculares de la melatonina.

La retina presenta una serie de mecanismos de adaptacién frente a los cambios de
intensidad luminosa para conservar su funcionalidad durante todo el ciclo diario y anual (Wu,
1991). Dichos mecanismos estdn regulados de forma enddgena mediante neuromoduladores
retinales. Entre ellos la MEL tiene un papel central, coordinando la sucesién temporal de
dichos mecanismos asi como, regulando la sintesis de los otros neuromoduladores encargados
de esta misma funcién.

Se han descrito receptores especificos para MEL en la retina de rana, situados
concretamente en la CPI (Wiechmann y Wirsig-Wiechman, 1991). No obstante, la gran
mayoria de los trabajos describen los receptores de MEL en distintas regiones del sistema
nervioso central de mamiferos (Krause y Dubocovich, 1991) y en la hipéfisis (Morgan ez al.,
1991), lo que hace suponer un extenso espectro de acciones de este metoxindol, tanto
oculares como extraoculares. Aparte de su localizacién, se conoce poco sobre la naturaleza
de los receptores y los sistemas de segundos mensajeros implicados en la respuesta, la
mayoria de los trabajos apuntan hacia receptores de membrana pertenecientes a la
superfamilia de la rodopsina (Morgan et al., 1991), y que estarian acoplados negativamente
a la AC, modificando también la entrada de calcio extracelular en las células dianas, como
se ha demostrado en los melandforos, y en las células dopaminérgicas de la retina (Krause
y Dubocovich, 1991) y del cerebro (Zisapel et al., 1985).

2.4,1 SISTEMA DQPAMINA-MELATONINA,

Se ha propuesto que la DA de la retina actuaria como factor paracrino, debido a la
ausencia de contactos sindpticos entre las neuronas dopaminérgicas situadas en la CPI y sus
correspondientes células diana de la retina externa (células horizontales, fotorreceptores y
epitelio pigmentado). En apoyo de esta hipdtesis, se ha demostrado que la degradacién de
la DA se lleva a cabo exclusivamente de forma intracelular en las neuronas monoaminérgicas
(ausentes en la retina externa), y ademds la retina muestra una alta concentracién de 4cido

ascorbico que reduce su oxidacion espontdnea (Witkovsky y Schiitte, 1991).
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El paso limitante en la sintesis de DA es la primera enzima de la ruta, la tirosina
hidroxilasa (TH) (L-tirosina tetrahidropterina: oxigeno oxidorreductasa, E.C.1.14.3). Esta
enzima hidroxila la tirosina dando lugar a L-DOPA, a continuacién fa L-DOPA sufre una
descarboxilacién por la AAAD para dar lugar a la DA. Las analogias con la sintesis de 5-HT
implican tanto a la TH, estrechamente emparentada con la TPH, como a la AAAD, que es
comun para ambas rutas biosintéticas (Iuvone, 1986a).

La regulacién de los niveles de DA se realiza mediante procesos que implican tanto su
sintesis como su liberacién. El nimero de neuroquimicos que ejercen control sobre el sistema
dopaminérgico es muy amplio, tanto con acciones estimuladoras como inhibidoras. La AcCh,
substancia P, «-MSH y la 5-HT (procedentes de células amacrinas) estarian entre los agentes
activadores de la sintesis y liberacion de DA, mientras que las acciones inhibidoras estarfan
desarrolladas por GABA, adrenalina (mediante receptores o2) y péptidos opidceos (luvone,
1986a), concretamente, la inhibicién mediada por GABA ha sido ampliamente estudiada
(Kamp y Morgan, 1981; O’Connor et al., 1986), proponiéndose una liberacién ténica de este
aminodcido que inhibirfa las células dopaminérgicas durante la oscuridad. En luz,
desaparecida esta inhibicién, la DA serfa liberada durante esta fase del fotociclo (Boatright
y Iuvone, 1989b).

El efecto directo de la luz tanto sobre la actividad TH como sobre la liberacion de DA,
determina la ritmicidad en los niveles de esta catecolamina en la retina, aunque en este caso
el perfil se encuentra invertido respecto a la melatonina (Iuvone, 1986a; Witkovsky es al.,
1988a). Ademds del efecto directo de la luz, el cardcter ritmico de la liberacién de ambos
neuromoduladores se conserva en condiciones de iluminacién constante, implicando una
regulacién coordinada de los mismos, que se realiza mediante dos lazos de retroalimentacién
negativa:

a) La MEL inhibe directamente la liberacién de DA afectando directamente el proceso de
exocitosis dependiente de calcio, como se ha demostrado con la utilizacién de agentes
despolarizantes de la membrana, como el potasio o la estimulacién eléctrica (Dubocovich,
1983; Nowak, 1988).

b) La DA inhibe la sintesis de MEL a través de receptores D, presentes en el fotorreceptor
(Iuvone y Besharse, 1986¢; Witkovsky er al., 1988a; Zawilska y luvone, 1989; Nowak et
al., 1989). La adenilato ciclasa resulta inhibida y por tanto desciende la actividad NAT y la
sintesis de MEL (Iuvone, 1986b; Qu er al., 1989).
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2.4.2 FUNCIONES REGULADAS POR EL SISTEMA DOPAMINA-MELATONINA.,
Se han descrito numerosas funciones intraoculares del sistema DA-MEL, a continuacion

resumiremos las mds importantes.

a) Acciones sobre las células horizontales.
La DA liberada durante ¢l dia modifica la respuesta electrofisioldégica de las células

horizontales mediante la activacién de la adenilato ciclasa a través de receptores D,
(Witkovsky er al, 1988a), como consecuencia de ésto se favorece la transmisién de la
informacion eléctrica procedente de los conos hacia las c€lulas horizontales (funcionalmente
activos durante el dia) en contra de la importancia de los bastones (Witkovsky er al., 1988b;
Witkovsky y Shi, 1990).

b) Movimientos retinomotores.

Se denominan movimientos retinomotores a una serie de movimientos celulares que
experimentan los fotorreceptores de peces, anfibios y aves como respuesta a los cambios de
iluminacién. Dichos movimientos se deben fundamentalmente a cambios en la longitud del
mioide, mostrando una ritmicidad ciclica que en muchas especies es enddgena,
manteniéndose en condiciones de oscuridad constante (Burnside y Dearry, 1986).

Cada tipo de fotorreceptor responde de forma contraria y caracteristica, los conos se
contraen en luz mientras que en oscuridad se distienden (Dearry et al., 1990; Besharse y
Witkovsky, 1992; Besharse, 1992). En cambio, los bastones muestran una extensién del
mioide hasta que sus segmentos externos quedan ocultos a la luz dentro del epitelio
pigmentado, mientras que la oscuridad contrae el mioide exponiendo los segmentos externos
a la escasa luz incidente (Dearry er al., 1990; Burnside y Dearry, 1986).

La administracién de MEL reproduce los movimientos retinomotores nocturnos de los
fotorreceptores (Pierce y Besharse, 1987), mientras que la DA simula la accién de la luz
(Deary et al., 1990; Besharse, 1992), indicando que estos dos compuestos son los

responsables de estos movimientos.

¢) Migracién del pj itelio pi
El epitelio pigmentado experimenta una serie de movimientos de su pigmento
citoplasmdtico coordinados con los movimientos retinomotores de los fotorreceptores, lo que

determina que los vertebrados posean una retina funcionalmente doble, adaptada a la
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variacion diaria de intensidad luminosa. Durante la fase de luz, se produce una rdpida
dispersion de los granulos de pigmento del epitelio pigmentado a la zona apical del mismo,
lo cual protege de la luz incidente a los segmentos externos de los bastones. En cambio, en
oscuridad, los granulos se agregan en la parte basal de las células del epitelio, quedando los
bastones expuestos (Burnside y Dearry, 1986). En los anuros, ¢l sistema DA-MEL regula
dichos movimientos del pigmento, la DA, a través de receptores D, del epitelio, capaz de
provocar la dispersién del pigmento (Dearry ef al., 1990}, mientras que la MEL tiene una
accion antagoénica provocando la agregacion del mismo (Pang y Yew, 1979), probablemente

mediante modificaciones en el calcio intracelular (Mondragdn y Frixione, 1989).

d) Recambio de discos.

Al igual que los otros tipos de neuronas, los fotorreceptores no se dividen, sin embargo
los segmentos externos se renuevan constantemente. Discos nuevos se forman en la base y
migran hacia la punta de cono o del bastén, donde son fagocitados por las células del epitelio
pigmentado. El recambio de discos es ritmico y esta acoplado al ciclo de luz-oscuridad (Dahl
y Gordon, 1992; Besharse, 1986).

El proceso ritmico de fagocitosis sélo se dispara al comienzo de la fase luminosa del
ciclo para los segmentos externos de los bastones (Dahl y Gordon, 1992), y al final de la fase
luminosa para los conos (Besharse, 1986), implicindose en su regulacién tanto a la MEL
como a la DA (Besharse y Dunis, 1983a; Dahl y Gordon, 1992; Dahl, 1992)).

3. CINETICA ENZIMATICA.

Las propiedades mds caracteristicas de las enzimas son, por un lado su capacidad para
acelerar las reacciones quimicas en condiciones compatibles con la vida (catalizadores
biolégicos), y por otro su gran especificidad respecto a los compuestos sobre los que pueden
actuar como substratos. El conocimiento de la cinética enzimdtica es un paso de
vital importancia cuando se pretende comprender la funcién de las enzimas en procesos
biolégicos. La cinética proporciona una informacién muy valiosa e inalcanzable con otros
métodos de estudio, sobre la funcién de la misma.

Debido a la gran dependencia de la funcionalidad de la enzima respecto a factores como
el pH, la temperatura, substratos, etc., se impone conocer en primer lugar los requerimientos

Optimos de la misma para poder cuantificar, de forma fiable y reproducible, dicha actividad.
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Concretamente, para la realizacién de estudios cinéticos deberfan cumplirse una serie de
condiciones:
- Linealidad de la reaccion respecto al tiempo del ensayo, cantidad de enzima y temperatura.
- Actividad enzimdtica mdxima a pH, temperatura y concentracién de substratos éptimos.
Si se dispone de una solucién de enzima purificada se obtendrdn los resuitados mds
validos, evitdndose asi interferencias en el ensayo provocadas por otras enzimas o metabolitos
presentes en las muestras biolégicas. Sin embargo, muy pocas enzimas se disponen en estado
puro, debido a que el proceso de purificacién suele ser largo, lo que conlleva la perdida de
una parte de la enzima activa durante el proceso. Si no es posible disponer de la enzima
purificada, debe llevarse a cabo una serie de pruebas previas con el fin de demostrar la

validez de la preparacién enzimdtica para los estudios cinéticos,

3.1. Factores que afectan a la actividad enzimdtica.
3.1.1 CONCENTRACION DE ENZIMA,

Manteniendo el resto de las condiciones constantes, la velocidad de la reaccion
debe ser directamente proporcional a la cantidad de enzima (v = k [E]). En esta premisa se
basan los métodos de estimacién de enzimas utilizando su actividad como pardmetro
cuantitativo. Este es el caso mds general para las enzimas purificadas, pero cuando se utilizan
preparaciones sin purificar, frecuentemente se pierde dicha proporcionalidad entre actividad
y [E] debido a diversas causas:

- Presencia de pequerias cantidades de activadores o inhibidores en algiin componente de la
mezcia de reaccién (tampdn, substratos, cofactores, etc.).

- Presencia de un cofactor necesario para la catdlisis en la muestra biolégica. Cuando se
utiliza la enzima muy diluida dicho cofactor también resuita diluido. En los dos casos
anteriores la falta de linealidad de la reaccién se corrige utilizando grandes concentraciones
de enzima.

- Cambios en la actividad enzimatica relacionados con la dilucién de la muestra. Las enzimas
oligoméricas pueden disociarse como consecuencia de un efecto de dilucién, que conlleva
cambios en su actividad.

- Agotamiento de algin componente de la mezcla durante la reaccién, o la aparicién de un
producto de la reaccién que inhibe la enzima.

3.1.2 SUBSTRATOS
a) Modelo cinético de Michaelis-Menten.
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La reaccion catalizada por una enzima puede dividirse en tres etapas:
1. Formacién del complejo enzima-substrato.
2. Catilisis, formacion del producto.
3. Disociacién del complejo enzima-producto

1 2 3

Vo
E+S~ESaES " éw [ PamE+ P

Como se observa en el esquema, la etapa 1 indica el equilibrioc quimico del complejo
enzima-substrato con sus correspondiente formas libres. La etapa 2 es el paso limitante de
la reaccién, en el que se forma el complejo activado (ES"). La formacion del producto es
directamente proporcional a la concentracién del complejo ES (v = k [ES]) donde k indica
la velocidad de formacion de ES°. El paso 3, la disociacién del producto P, puede
considerarse irreversible al comienzo del ensayo cuando su concentracién es despreciable.

Si se mantiene la enzima en una concentracidon constante y limitada, el efecto de la
concentracién de substrato sobre la reaccién se puede dividir en dos etapas.

- Cuando la concentracién de substrato es baja, la formacién del complejo ES depende de
forma casi lineal de la [S], consecuentemente, se observa un incremento cuasilineal de la
velocidad de la reaccién respecto a [S].

- A concentraciones altas de substrato, debido a que la enzima se encuentra mayoritariamente
en la forma ES, la cantidad de enzima se hace limitante, no pudiéndose incrementar mds la
velocidad de reaccion, en esta situacion se dice de la enzima se encuentra saturada ([E]w
= [ES]).

Como consecuencia de este comportamiento la representacion de la velocidad de
reaccion frente a la concentracién de substrato para una cantidad fija de enzima tiene una
forma de hipérbola rectangular que pasa por el origen y con una asintota horizontal (v =
Voo que se denominada ecuacién de Michaelis-Menten (Cleland, 1967).

] (5]
V= Voax 1 5]

Ky indica la concentracion de substrato a la cual se alcanza la mitad de la velocidad
méxima (V,,,), estd relacionada con la afinidad del substrato por la enzima y corresponde
a Ia constante del equilibrio 1. La V_,, representa la velocidad de reaccién cuando toda la
enzima se presenta en forma ES (saturada) que viene determinada por la velocidad de los

pasos 2 y 3. Este pardmetro cinético se relaciona linealmente con la cantidad de enzima a
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través de la constante k., (V. = k.[E]) la cual indica la capacidad catalitica de la enzima
o el nimero de moléculas de substrato que puede transformar una enzima en una unidad de
tiempo.

Para la aplicacién del modelo de Michaelis-Menten a una cinética enzimadtica, se
requieren dos condiciones:

- La formacién del complejo ES debe encontrarse en equilibrio, es decir, la formacion del
complejo ES (paso 1) debe ser mds répida que el progreso de la reaccidn (pasos 2 y 3).

- La [S] libre se debe mantener constante a lo largo del ensayo, es decir, que la [ES] debe
ser pequea frente [S), para lo cual la [E] debe ser muy baja.

Puede darse el caso que la reaccion sea demasiado rdpida (k,, alta) como para que la
formacion de ES se encuentre en equilibrio (paso 1), se habla entonces del modelo cinético
del estado estacionario. Las cinéticas siguen presentando el perfil hiperbolico pudiendo
aplicarse los métodos de cdlculo tradicionales, pero en este caso aunque la Ky sigue
indicando la {S] a la cual se alcanza la V,,,/2, este pardmetro no representa la afinidad de
la enzima por el substrato, ya que las velocidades relativas del paso 1 y del paso 2

contribuyen af valor de esta constante.

b) Métodos de calculo de las constantes cinéticas.

El cdlculo de las constantes cinéticas debe realizarse siempre con las velocidades
iniciales, es decir, cuando se cumplen todas las condiciones de proporcionalidad entre
actividad enzimdtica, [E] y tiempo de reaccién. Cuando esto no es posible, como sucede en
el caso del método de valoracién de la actividad enzimdtica denominado "a punto final"
(método empleado en esta Memoria para valorar la actividad NAT), es necesario probar
previamente que se conserva la linealidad de la reaccion respecto a la cantidad de enzima
utilizada y durante todo el periodo de tiempo del ensayo.

- Métodos algebraicos. Son muy precisos para la estimacién de las constantes cinéticas,
debido a la aplicacién de técnicas de cdlculo complejos, como por ejemplo, la regresién no
lineal (Wilkinson, 1961). Ademds, poseen una gran flexibilidad a la hora de aplicar modelos
cinéticos complicados (Duggleby, 1981). Se comentardn en profundidad en la seccién de
materiales y métodos de esta memoria.

- Métodos grdficos. Son mucho menos precisos para la estimacién de las constante
cinéticas, pero no se¢ han abandonado debido a su gran valor como aproximacion cualitativa

para la clasificacién de tipos de cinéticas, tipos de inhibicion, etc. La mds utilizada es la
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representacion doble reciproca (Lineweaver-Burk, 1/v frente a 1/5), que transforma la curva
hiperbélica de la cinética en una recta. La linealidad de dicha representacion grifica, se toma
como un criterio de validez del ensayo enzimdtico.

La falta de linealidad en la representacién de Lineweaver-Burk puede deberse a varias
causas, como la existencia de una reaccion espontdnea (no catalizada), que no se satura a
concentraciones altas de substrato, este problema se puede corregir utilizando unos tubos
blanco (sin enzima) apropiados (Dixon y Webb, 1979). La presencia de substrato enddgeno
en la preparacién enzimética también puede dar lugar a la desaparicién de la linealidad,
debido a que la concentracién real de substrato no coincide con la afiadida, lo que provoca
errores significativos en las caracterizaciones cinéticas especialmente a bajas concentraciones
de substrato (Dixon y Webb, 1979).

¢) Especificidad de la reaccién.

Cuando se utilizan preparaciones enzimdticas sin purificar es necesario comprobar la
especificidad de la reaccién, incluyendo tanto la especificidad de la enzima por el substrato
utilizado como la de dicho substrato por la enzima a determinar. Para comprobar estas
cuestiones se pueden utilizar una serie de criterios cinéticos.

- UNA ENZIMA ACTUANDO SOBRE DOS SUBSTRATOS.

Cuando una enzima no es completamente especifica para un substrato, es posible que
pueda actuar sobre dos substratos distintos al mismo tiempo. La utilizacién simultdnea de dos
substratos se ha utilizado como aproximacién experimental para los estudios de especificidad
enzimdtica. No puede ser considerado simplemente como un caso de dos reacciones paralelas,
debido a que la cantidad de enzima es limitada, estableciéndose una competencia entre los
substratos por el sitio activo del enzima (Dixon y Webb, 1979).

Si se dispone de varias muestras enzimdticas de origenes distintos, €l criterio mds
sencillo es la utilizacién de un estudio de correlacién entre las actividades valoradas con cada
substrato, una correlacién significativa indica que solamente existe una enzima en las
muestras capaz de actuar sobre ambos substratos.

En el caso de utilizar una sola preparacidon enzimdtica, se dispone de dos criterios
cinéticos:

a) En el caso de valorar s6lo uno de los productos posibles, cada substrato (a ¢ b) debe
gjercer una inhibicién competitiva sobre el otro, luego los datos experimentales deben

ajustarse a la cinética:
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V.

Va
]_+_I.{_‘3. 1+_}2_
a( Kb)

b) Método de los substratos mezclados o test de la aditividad, en el que se valora la suma
de los productos procedentes de ambos substratos. Este método ha sido utilizado para conocer
si dos reacciones distintas son llevadas a cabo por la misma enzima de la preparacion
enzimdtica o por dos enzimas. Para este fin se necesita conocer las respectivas V ,, para cada
substrato y la V,,, cuando se utiliza una mezcla equimolecular de los mismos (V,). Los
posibles resultados y sus correspondientes conclusiones se resumen a continuacion:

V= Voax, * Viax, (€xisten 2 enzimas)
Vi< Viax,* Vpax, (€Xiste 1 enzima)

max,

- DOS ENZIMAS ACTUANDO SOBRE UN MISMO SUBSTRATO.

En el caso de tener una unica preparacion enzimadtica se puede utilizar la representacién
de Lineweaver-Burk, la pérdida de la linealidad determinaria la existencia de dos enzimas
distintas actuando sobre el mismo substrato. No obstante la conservacién de la linealidad de
la representacién Lineweaver-Burk no es un criterio concluyente sobre la existencia de una
enzima unica, debido a que si las enzimas tienen K,, similares, o sus V_,, son muy distintas,
la representaciéon no podria distinguirse de una verdadera recta (Dixon y Webb, 1979).

Si se utilizan varias preparaciones enzimdticas un método valido serfa la comparacién
de la razén de las actividades enzimdticas obtenidas a dos concentraciones de substrato
(vei/Vgy). En muestras con una sola enzima la razdn vg/vy, debe conservarse,
independientemente de la cantidad total de enzima en cada muestra, debido a que dicha razén
depende exclusivamente del valor de la K, y de las concentraciones S1 y S2 utilizadas en el
ensayo.

Ve, SL1(K+S52}

Vs, S2(K,+51)

En cambio, si en las muestras existe mds de una enzima cinéticamente distintas, la
razén v, /vy, dependerd de la cantidad relativa de cada una de las enzimas, luego pequeiios

cambios en la cantidad de alguna de ellas provoca que la razén vg,/vg, no se conserve.

3.1.3 EFECTO DEL pH,
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Normalmente las enzimas sélo pueden permanecer activas en un intervalo muy estrecho
de valores de pH. Fuera de este intervalo 6ptimo, caracteristico de cada enzima, se produce
la pérdida de la actividad, debido a diversas causas (Dixon y Webb, 1979):

- Alteracién de la integridad estructural de la enzima lo que provoca la inactivacion
irreversible de la misma.

- Cambios en la Ky, cuando la afinidad de la enzima por el substrato depende del estado de
ionizacidn del substrato o del centro activo. La utilizacién de [S] saturantes deberfan anular
los efectos del pH sobre la Ky,.

- Cambios en la V,,,, cuando el proceso de formacién del complejo ES™ es dependiente del
pH. Aunque se utilicen {S] saturantes la velocidad de reaccién resulta afectada por el pH.

La inhibicion reversible se debe a cambios en el estado de ionizacién de E, S 6 ES, lo
cual provoca un pico simétrico en la actividad enzimdtica alrededor del pH 6ptimo, la enzima
pasa por varios estado de ionizacion distintos, de los cuales el intermedio es la forma
cataliticamente activa, la perdida o la ganancia de un protén de esta conformacién éptima

inactiva la enzima.

3.1.4 EFECTOS DE LA TEMPERATURA.

Los efectos de la temperatura sobre la actividad enzimatica suelen ser extremadamente
complejos. De forma andloga a los efectos del pH, la temperatura puede afectar a la
integridad de la estructura de la enzima, o sélo a sus caracteristicas cinéticas (Ky ¥ V,0-

La termoestabilidad de la enzima se puede tratar estudiando la linealidad de la reaccién
con el tiempo, incubando la enzima a varias temperaturas en condiciones saturantes de los
substratos, con el fin de evitar interferencias debidas a cambios en la afinidad por los
substratos como consecuencia de la temperatura. En este tipo de estudios se pueden observar
dos efectos distintos y simuitdneos provocados por la temperatura, el efecto estimulador sobre
la velocidad de la reaccién, y la destruccién de la enzima a altas temperaturas. La
temperatura Optima de la enzima queda determinada por la combinacién mds favorable de
ambos efectos, es decir, la temperatura mds alta a la cual no se observe destruccion de la
enzima en el tiempo que dure el ensayo.

- Ecuacidn de Arrhenius.
Cada uno de los pasos de la catdlisis enzimdtica puede asimilarse a un equilibrio

quimico entre especies distintas, cada equilibrio estd asociado a un cambio en la energia del
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sistema, para cada temperatura dicha relacién termodindmica viene definida por la ecuacion
general:
AG = -RT Ln{K) K = constante del equilibrio quimico.

La accién de l1a temperatura sobre 1a velocidad de la reaccién fue explicada por primera
vez por Arrhenius (revision Hill y Wise, 1992). De la poblacién total de moléculas cuya
energfa se distribuye siguiendo la ecuacién de Maxwell-Boltzman, s6lo una minima parte de
ellas es capaz de reaccionar, ya que poseen la energfa cinética suficiente para superar la
barrera que supone la energia de activacién (E,) de Ia reaccion.

La ecuacién de Arrhenius relaciona la tasa de una reaccion y la temperatura de la

siguiente forma.

XK, FE
Ln-f=-12 1.1 R=Constante de 1os gases
kK, R\T, T,

K, vy K, representan la tasa de reaccién medida a las temperaturas T, y T, (°K)
respectivamente.

De dicha relacién se puede concluir que un incremento pequeiio en la temperatura de
s6lo unos 10°K, que significa un pequefio aumento en la energia total de la poblacién de
moléculas (3-4 %), supone un gran incremento en la velocidad de la reaccién debido a que
se duplica, en la mayoria de los casos, el nimero de moléculas que pasan la barrera de la
E,.

A partir de la ecuacion de Arrhenius se puede obtener la informacién termodindmica

de cualquier constante cinética. Despejando el Ln K, de la ecuacién de Arrhenius se obtiene:

Ln(k,) =Ln(k)+ £ L - E L1

L }

Esta representacién de Arrhenius es una regresién lineal en la que el término
constante es el valor de Ln(K) cuando la temperatura al infinito y la pendiente de la recta
(AH/R) indica una constante relacionada con el cambio de energia del equilibrio quimico.

Este tratamiento matemdtico puede aplicarse al cdlculo de los pardmetros
termodindmicos que gobiernan cada equilibrio quimico que constituye el proceso completo
de la catdlisis, concretamente se pueden calcular los cambios de entalpia asociados al
equilibrio de formacién del complejo ES (relacionada con la constante de la K,,), o formacién

del complejo EI (relacionada con la K|, cuando exista un inhibidor en el reaccién). La
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energia de activacidn (o entalpia de activacién, E,) puede ser calculada tomando la constante
V.. Y2 Que este pardmetro cinético representa la constante de equilibrio de la formacién de
complejo ES activado (ES"), paso limitante de la velocidad de reaccion.

Resumiendo, a partir de la representacion de Arrhenius se puede calcular:

_K  pendiente AE

V puax -E/R E, (Energia de activacidn)

Ky AH/R AHgs (Entalpia de formacién ES)
K, AH/R AHg, (Entalpia de formacién EI)

Si la formacién del complejo ES es exotérmica el valor del la Ky, aumentard con la
temperatura, en cambio si la formacién del complejo es endotérmica, la Ky, se reducira con
la temperatura.

La E, toma siempre un valor positivo, debido a que este pardmetro termodindmico
representa una barrera energética para la reaccidn. La E, parece ser caracteristica de cada
enzima, no siendo modificada de forma importante por la naturaleza del substrato utilizado.

L aparicién de discontinuidades en la representacion de Arrhenius, observadas como
cambios en la pendiente, puede deberse a varias causas (Dixon y Webb, 1979):

- Cambio de fase en el solvente, tipico de las enzimas asociados a membranas bioldgicas, que
pueden sufrir un cambio de fase (Kumamoto er al., 1971) por accién de la temperatura,
pasando del estado de gel al de cristal liquido.

- Dos reacciones paralelas. Cuando dos enzimas o dos isoformas de la misma enzima
sensibilidades térmicas distintas lievan a cabo la misma reaccion. A temperaturas altas
predomina la accién de la enzima térmicamente mas sensible (pendiente mayor).

- Cuando el proceso estudiado incluye dos reacciones consecutivas con sensibilidades
térmicas distintas, el proceso menos sensible térmicamente limita la velocidad final del

sistema a temperaturas altas.

3.2. Cinética de las reacciones bisubstrato.

La mayorfa de las reacciones enzimdticas se basan en la transferencia de grupos
quimicos de una molécula a otra (transferasas), esto supone que las enzimas suelen actuar
sobre varios substratos distintos durante el mismo proceso de catdlisis. La cinética enzimdtica
de estas reacciones es mucho mds compleja que para el caso de un solo substrato, ya que

ademds de depender de la concentracién de cada substrato, también depende del mecanismo
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seguido durante la reaccién, como por ejemplo, el orden en el que los substratos se unen al
centro activo de la enzima.

El andlisis cinético de estas reacciones se puede simplificar si se mantiene constante
uno de los cosubstratos y se varia el otro. La cinética se convierte en una curva de tipo
Michaelis-Menten, pero el valor de la Ky y la V,,, estimadas depende de la concentracidn
de cosubstrato utilizada, debido a 1o cual se denominan K, y V,,, aparentes. Cuando el
cosubstrato se afade en concentracion saturante, el valor de [as constante aparentes se
aproximan a su verdadero valor.

A continuacidén se comentardn los dos mecanismos cataliticos mds caracteristicos:

a) Reacciones con unién aleatoria de los substratos.

Los substratos se pueden unir al centro activo de forma aleatoria. El modelo mds
general de este tipo de cinética, supone que la unidn de cada substrato a la enzima puede
modificar la afinidad de la enzima por el otro. Una simplificacién de este modelo general
supone que la afinidad por cada substrato es independiente entre si. Este tipo de cinética se
ha descrito para multitud de transferasas como para la carnitina acetiltransferasa (Dixon y
Webb, 1979).

EA v
PRENN A, B=Substratos v= ” max p
E\'\ }..(E'AB—-E+P+Q P, O=Productos [1+._a)(l+_,_£)

EB a b

En este caso, las representaciones de Lineweaver-Burk obtenidas para varias

concentraciones fijas del cosubstrato, se cruzan en el mismo punto sobre el eje 1/S, lo cual
7 indica que la K, se mantiene constante independientemente de la concentracion de
cosubstrato utilizada. Por tanto, el valor de dicha constante puede calcularse utilizando una

inica concentracién fija de cada cosubstrato.

b) Mecanisino de unién ordenada de los substratos.

En este caso, la unién de cada cosubstrato se realiza en una forma ordenada, esta
restriccion del modelo tiene como consecuencia mds llamativa que la Ky, para cada substrato
depende de la concentracion del otro cosubstrato (K,, aparente).

Multitud de transferasas, muestran un subtipo especifico de este mecanismo de unién

denominado transferencia en dos etapas 0 mecanismo ping-pong, tras la unién del primer
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substrato, la enzima queda modificada covalentemente por un grupo quimico (E’) y es en esta
forma cuando se une el segundo substrato que acepta el grupo unido a la enzima,

recuperandose ésta en el estado inicial.

P V.
' v= — max =
E+A=EA«E =g/ BaE+0Q 1+ 5a, K
5 a b

Las representaciones de Lineweaver-Burk de esta cinética para varias
concentraciones fijas del cosubstrato dan lugar a rectas paralelas, indicando que segin se
aumenta la concentracién del cosubstrato ambas constantes cinéticas (V,,, ¥ Ky) aumentan

de forma proporcional.

3.3. Inhibidores de enzimas.

Se denominan inhibidores enziméticos a una serie de substancias quimicas que tienen
la propiedad de reducir la capacidad catalftica de una enzima. En el campo de las ciencias
bdsicas, los inhibidores han sido utilizados como herramientas imprescindibles para
profundizar en el estudio enzimdtico. Atendiendo a su forma de actuacion se pueden dividir
en dos grandes grupos.

- Irreversibles, Cuando se unen a la enzima inactivindola de forma irreversible. Se
caracterizan por un progresivo incremento de la inhibicién con el tiempo. La eficacia del
inhibidor viene expresada por una constante de velocidad en lugar de una constante de
equilibrio, lo cual indica que aunque se utilice una concentracién baja del inhibidor, si
transcurre el tiempo suficiente, puede conseguirse la inhibicidn total de la enzima .

- Reversibles. Cuando la union del inhibidor con la enzima depende de un equilibrio
quimico, y por lo tanto puede ser definido con una constante (K;) que es una medida de la
afinidad de la enzima por el inhibidor, Esta inhibicion es reversible debido a que siempre
puede ser eliminada reduciendo la concentracién del inhibidor.

Los inhibidores reversibles se clasifican atendiendo a sus efectos sobre las constantes
cinéticas en las siguientes categorfas (Dixon y Webb, 1979):

a) Inhibicién competitiva. El inhibidor se une al centro activo de la enzima desplazando al
substrato. El efecto sobre la cinética es un incremento de la K, aparente. El cardcter
competitivo se demuestra utilizando grandes concentraciones de substrato, condiciones que

determina la desaparicién de la inhibicién (se debe conservar la V,,,).
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b) Inhibicién no competitiva. La unién del inhibidor a la enzima afecta al proceso de
catdlisis del compiejo ES (y por tanto a la V,,), pero no a la unién del substrato con la
enzima (se conserva la K,). Ideaimente, a concentracidn infinita del inhibidor la actividad
enzimdtica tiende a cero. Un aumento en la [S] no revierte la inhibicion. Es un caso de
inhibicién que raramente se da en condiciones experimentales, debido a que la accién del
inhibidor dificilmente puede afectar exclusivamente a la V,,, sin modificar la unién del
substrato a la enzima.

¢) Inhibicién mixta. El inhibidor modifica ambas constantes cinéticas (V,,, ¥ Kn). Es el
tipo de inhibicion mds comun tras la inhibicién competitiva.

d) Inhibicién acompetitiva. Puede considerarse un tipo especial de inhibicion mixta, en el
que como consecuencia de la accidn del inhibidor quedan modificadas tanto la K, como la
V. €N la misma proporcién, conservandose la razon Ky/V ...

Para distinguir entre los distintos tipos de inhibicidn, tradicionalmente se viene
utilizando las representaciones de Lineweaver-Burk, usando varias concentraciones del
inhibidor.

En la inhibicién competitiva, el punto de interseccion de las representaciones coincide
con el gje Y (1/V,,, se conserva), mientras que dicha interseccion tiene lugar en el eje X en
el caso de inhibicién no competitiva {-1/K,, se mantiene). Cuando la interseccién tiene lugar
en cualquier otro punto fuera de los ejes estamos ante una inhibicién mixta, mientras que si
se obtienen rectas paralelas (interseccidn en el infinito) significa que es un caso de inhibicion
acompetitiva.

A partir de los valores de V,,, y Ky aparentes (V. ., ¥ Ky ) estimadas a partir de
las representaciones de Lineweaver-Burk en presencia y ausencia del inhibidor, puede

calcularse la constante de afinidad del inhibidor:

= I‘
T Ky (TFI/KT)
KM
I=concentacion inhibidor
K;' =_‘_/_.I__._ K, inhibicién competitiva
Vm::‘ -1 K;' inhibicién no competitiva

En e] caso de la inhibicién mixta han de calcularse los dos valores de la constante de

inhibicién (K; y K’), mientras que en la inhibicién competitiva K’, toma valor infinito.
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3.3.1 INHIBICION POR EXCESO DE SUBSTRATO.

Es frecuente observar en muchas reacciones que mientras que las concentraciones de
substrato se mantienen bajas la cinética cumple la ecuacién de Michaelis-Menten, pero
cuando se utilizan concentraciones altas de substrato, la enzima muestra un descenso en la
actividad.

En muchas ocasiones, sucede que un determinado comportamiento cinético puede
interpretarse como una inhibicién por substrato cuando en realidad no lo es. Esta falsa
inhibicién puede deberse a varias causas (Dixon y Webb, 1979):

a) Existencia de pequefias cantidades de un compuesto que acompana al substrato y que puede
actuar como un inhibidor competitivo de éste (por ejempio, cuando la solucion de substrato
contiene una mezcla de isémeros Opticos). En el caso de utilizar concentraciones altas de
substrato, el inhibidor acompafiante puede producir una inhibicidn considerable de la
actividad enzimdtica. Dicho comportamiento andémalo se corrige utilizando el substrato
purificado.

b) Agotamiento de un activador esencial. En este caso el compuesto que se une al centro
activo (substrato verdadero) suele ser un complejo del substrato con un ién, la utilizacion de
altas concentraciones de substrato sin el efector acompafiante supone que el substrato mismo
inhibe la enzima, impidiendo la formacién del complejo ES activo. El efecto inhibidor
desaparece s1 se utiliza una cantidad suficiente del ién esencial.

Cuando existe una verdadera inhibicién por substrato ésta se debe a la formacién de
un complejo inactivo ES a altas concentraciones de substrato. Dicho complejo ES inactivo
puede formarse por la unién de mas de una molécula de substrato a un mismo sitio activo,
lo que provoca una orientacidn errénea del substrato, y por tanto a un descenso de la
actividad. O también, en el caso de las reacciones bisubstrato con un mecanismo catalitico
ordenado, es muy corriente la aparicion de la inhibicién por substrato, debido a que cuando
se utiliza el substrato que se une en segundo lugar en alta concentracién, se impide que el
primer substrato se una al centro activo, apareciendo la inhibicién, Este sistema fue tratado

por primera vez por Haldane (Dixon y Webb, 1979),
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K;=constante de inhibicidn

0 115 E\‘:
e hm

Como puede observarse en el modelo, S aparece dos veces en el denominador, lo que
provoca que la representacién Lineweaver-Burk de este tipo de enzimas no origine lineas
rectas.

La K, se define de forma andloga a la K, pero en este caso representa el valor de [S]
cuando la inhibicién es la mitad de la mdxima. A partir de dicho modelo se pueden obtener
una serie de pardmetros derivados:

r = constante de inhibicion relativa (r=K/K,,).

Seu = Concentracion optima de substrato sm= /Ku"Ki .

Ve = velocidad a S, Vam=me\/;l(2+\/;)

La representacién de la cinética de la inhibicién por substrato (velocidad frente a
log[S]) da lugar a curvas simétricas respecto a log[S], los valores de Ky y K; se pueden
obtener de los dos puntos de inflexion de esta curva. Esta representacion se puede considerar
andloga a las curvas que presentan efecto del pH sobre la actividad enzimdtica (recordemos |
que el pH se representa en escala logaritmica), indicando que la forma activa de la enzima
es el estado intermedio de ionizacion de la misma, donde la unién del primer H* actiia como
activador, pero la unién del segundo la inhibe.

El método grifico mds utilizado para la estimacién de las constantes cinéticas para este
tipo de reaccidn se basa en la utilizacién conjunta de dos representaciones distintas, la
representacion de Lineweaver-Burk para la estimacién de la K, despreciando las [S] que se
alejan del tramo lineal, y la estimacién de K| utilizando la representacién de Dixon (1/v
frente a S; Dixon y Webb, 1979), utilizando exclusivamente los puntos de [S] alta,
calculdndose dicha constante a partir del punto de corte de la recta con el gje X (-K), esto
es posible debido a que cuando la concentracién de S es alta el termino K,,/S de l1a ecuacién
de Haldane se hace despreciable frente a S/K..

La estimacion de la V,, se obtiene del punto de corte de la recta con el gje Y (1/V,),

cuyo valor debe coincidir en ambas representaciones (Lineweaver-Burk y Dixon).

3.4. Significado fisiolégico de la K,,.



Ritmos de NAT y melatonina en retina de anuros I. INTRODUCCION 55

Las enzimas vienen caracterizadas por su constante de afinidad por los substratos (Ky),
el significado fisiolégico del valor de dicha constante cinética ha sido explicado en numerosas
ocasiones mediante una serie de hipétesis, intentando relacionarla con la funcién de la enzima
en condiciones in vivo (Hochachka y Somero, 1984).

Dependiendo de la situacién de la enzima dentro de la ruta metabdlica, el valor de la
K, viene condicionado por distintas circunstancias.

a) Para las enzimas no reguladoras se supone que, en condiciones normales, deben trabajar
a una concentracion de substrato endégeno alrededor de su K,,. En este punto la enzima tiene
suficiente capacidad de respuesta tanto frente a aumentos como disminuciones de la
concentracidn de substrato, amortiguando dichas oscilaciones. Fuera de este rango, si la
concentracién de substrato estuviera muy por encima de la K,,, aumentos progresivos de la
concentracién supondrian que el substrato no podria ser transformado a una velocidad
suficiente por la accién de la enzima, creciendo de forma exponencial, pudiendo llegar a
tener efectos perturbadores o incluso téxicos para el metabolismo de la célula (Atkinson,
1969). En apoyo de esta hipétesis, conviene indicar que normalmente la concentracién
enddgena de substrato suele coincidir con la K, ademds esta relacion estd filogenéticamente
conservada (Hochachka y Somero, 1984).

b) En el caso de las enzimas reguladoras de rutas metabdlicas también se puede dar una
coincidencia entre el valor de la K, y la concentracién endégena de substrato, pero esto se
debe a que la regulacién se realiza modificando la afinidad por el substrato (debido por
ejemplo a la accién de factores alostéricos).

c) Existen también una serie de situaciones donde no se conserva la relacién entre Ky y
concentracién de substrato, como por ejemplo, las enzimas reguladoras cuyo control se basa
en cambios de su V,_, y no de su afinidad, normalmente, en condiciones basales se
encuentran saturadas limitando asi 1a sintesis del producto. Cuando la enzima es activada, su
V. aumenta considerablemente, lo que deriva en una aceleracién de la reaccidn.

d)} En otras enzimas, normalmente su Ky, se encuentra muy por encima de la concentracién
de substrato, con lo cual conservan una gran capacidad de respuesta frente a incrementos
bruscos en la concentracion de substrato respondiendo rdpidamente a los mismos. Las
enzimas destoxificantes (Lehninger, 1982; Martin er al., 1989}, o sistemas implicados en la
terminacidn de la senal de mensajeros celulares (Thompson, 1991) son ejemplos de enzimas

que muestran este comportamiento.
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4. LA TEMPERATURA COMO FACTOR DE ADAPTACION
BIOLOGICA.

Quizds la adaptacion sea la propiedad mds caracteristica de los seres vivos, en un
sentido general se puede definir como la modificacién de las caracteristicas de los organismos
con el fin de facilitar y aumentar la capacidad de supervivencia y reproduccién (Hochachka
y Somero, 1984).

Desde hace mucho tiempo se ha intentado sistematizar los mecanismos de adaptacion
que presentan los seres vivos como respuesta al ambiente, con el fin de poseer un substrato
tedrico bajo el cual llegar a entender dichos fenémenos. Jean Claude Bemnard introdujo el
concepto de homeostasis como el objetivo principal de-la adaptacion, es decir, la
conservacion del medio intemo frente a los cambios del medio ambiente. Mds adelante,
Magnun y Towle (1977) extendieron este concepto definiendo la enantiostasis, que se puede
resumir como la conservacién de la funcién como objetivo principal de la adaptacion, ain
a costa de no conservar el medio interno.

En nuestra opini6n, la temperatura es quizds el factor ambiental que de forma mds clara
influye sobre los seres vivos, desencadenando una serie de mecanismos de adaptacidn, con
el fin de conservar tanto la integridad estructural de las macromoléculas, como asegurarse
de un suministro adecuado de energia aprovechable (fundamentalmente en forma de ATP),

manteniendo un flujo constante en las rutas metabélicas (Hochachka y Somero, 1984).

4.1. Coeficiente de temperatura Q,,.

Es el método utilizado més corrientemente para cuantificar el efecto de la temperatura
sobre cualquier proceso biolégico (Rome er al., 1992). Se define como la razén obtenida de
un pardmetro cuando este se determina a dos temperaturas que difieren en 10°C. Los
coeficientes Q,, pueden ser calculados aunque no exista una diferencia exacta de 10°C entre

las dos temperaturas, aplicando la correccién de van’t Hoff (Hill y Wyse, 1992):

10

Qy =(£] -1 T,>T,

K,

El coeficiente de temperatura refleja la sensibilidad térmica del pardmetro K. Cuando

el valor de Q,, se mantiene constante en un intervalo amplio de temperaturas significa que
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el parametro estudiado varia exponencialmente con la temperatura, es decir, incrementos
aditivos de la temperatura provocan aumentos multiplicativos del pardametro (Hill y Wyse,
1992).

4.2. Mecanismos de adaptacion térmica.

Los procesos biolégicos se encuentran sometidos a las leyes termodindmicas,
concretamente la temperatura alta tiende a acelerar irremediablemente todos los procesos
fisico-quimicos, a este hecho se le ha denominado la tirania de la ecuacidn de Arrhenius (Hill
y Wyse, 1992), por tanto la adaptacion de los seres vivos a la temperatura se puede resumir
en desarrollar mecanismos que le permitan escapar de dicha tiranfa. Las soluciones seguidas
por los seres vivos para llevar a cabo dicho fin se pueden agrupar en dos grandes opciones
(Bligh y Johnson, 1973):

a) Homeotermia. Mantenimiento de la temperatura del organismo constante e independiente
de la temperatura ambiental. Esta solucién tiene una ventaja obvia, el metabolismo se
mantiene estable. A pesar de sus ventajas, esta estrategia no ha sido utilizada por un gran
nimero de organismos, posiblemente debido al gran costo energético que supone tener un
metabolismo basal altisimo, lo cual restringe la extensidn de este fendmeno a unos nichos
ecoldgicos muy concretos, de los que se pueda obtener un suministro de energia suficiente
para mantener dicho metabolismo elevado.

b) Poiquilotermia. Frente a la homeotermia como estrategia derrochadora, energéticamente
hablando, los animales poiquilotermos optan por reducir la sensibilidad térmica de todos sus
procesos bioldgicos al minimo, remodelando su maquinaria bioquimica para alcanzar, en la
situacién ideal, un coeficiente de temperatura Q;, = 1. Los mecanismos utilizados para
lograrlo se pueden resumir en dos estrategias distintas:

- Estrategia cuantitativa. Implica cambios en la concentracién de los componentes
biolégicos, para compensar el efecto de la temperatura y mantener constante la funcién
biolégica.

- Estrategia cualitativa. Conlleva cambios en las caracteristicas estructurales de las
macromoléculas, determinando alteraciones en la estructura primaria de las proteinas. Se da

por tanto, a escala evolutiva.

4.3. Adaptaciones enzimadticas frente a la temperatura.
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La funcionalidad de las macromoléculas (enzimas) depende de la estructura
terciaria de las mismas, determinada por enlaces no covalentes, siendo este tipo de uniones
muy sensible a los cambios de temperatura. A continuacién profundizaremos en los efectos
de la temperatura sobre las enzimas y los mecanismos de compensacién que se pueden
presentar.

- Equilibrio entre labilidad y termoestabilidad. Concepto de Semiestabilidad
(Alexandrov, 1977).

La catslisis de una enzima conlleva un cierto grado de flexibilidad del centro activo,
son imprescindibles ligeros cambios conformacionales inducidos por la unién del substrato
para la orientacién correcta de los substratos y cofactores. Si la enzima no puede sufrir estos
cambios conformacionales por tener una estructura terciaria demasiado rigida, la reaccién es
imposible, en cambio, si la enzima es demasiado flexible corre el riesgo de no unir
eficientemente los substratos. Como consecuencia de estas restricciones una enzima es sdlo
funcional en un estrecho intervalo de temperaturas, lo suficientemente aito como para que
exista flexibilidad en el centro activo, pero no excesivo como para desnaturalizarla.

- Relacién entre energia de unién del substrato y E,.

La adaptacion a las temperaturas altas provoca un incremento en la termoestabilidad
de la enzima, que conlleva un descenso en la eficacia catalitica. Las razones de esta situacion
no se conocen en profundidad, pero posiblemente se deba a que se ha de optar por una
solucién de compromiso, cuando la temperatura asciende, debe aumentarse la estabilidad del
complejo ES con el fin de conservar su Ky, esto conlleva una perdida de flexibilidad del
centro activo y por tanto una reduccion en la velocidad de catdlisis, que se muestra como un

incremento de Ia energia de activacion (E,) de la reaccion enzimdtica.

4.3.1 CONSERVACION DE LA K,, Y LA TEMPERATURA.

Si se comparan los valores de la Ky, cuantificados en su correspondiente intervalo
fisiolégico de temperaturas, de enzimas homélogas correspondientes a seres vivos que habitan
en climas distintos, se observa que estos valores se conservan (Somero, 1978). Dicho
intervalo de valores de K, suele coincidir con la concentracién enddgena de substrato. Parece
ser pues, que esta concordancia de Ky, y [S] in vivo no es accidental, la evolucion intenta
conservar la Ky, posiblemente porque las rutas metabdlicas no pueden trabajar fuera de un
estrecho margen de valores de la concentracion de los substratos sin afectar de forma

negativa al organismo completo.
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4.3.2 ESTRATEGIAS ADAPTATIVAS.

A continuacién comentaremos los distintos tipos de respuestas adaptativas de los
poiquilotermos frente a la temperatura, clasificdndola atendiendo al tiempo necesario para
llevarse a cabo. No obstante estos niveles de adaptacion no son excluyentes entre si, y su

importancia depende de la duracién temporal de los cambios ambientales.

a) Adaptacién térmica inmediata.

La respuesta a cambios bruscos de temperatura debe llevarse a cabo con las
macromoléculas preexistentes. La adaptacién bioguimica inmediata actda a nivel celular o
tisular, implicando cambios en las propiedades cinéticas de las enzimas. Se puede resumir
fundamentaimente en dos tipos (Hochachka y Somero, 1973).

- Modulacién térmica positiva. Se produce cuando el aumento de la temperatura se traduce
en incrementos de la K,,, es decir aparece un descenso de la afinidad por los substratos.
Sirve como un mecanismo de compensacion frente a cambio bruscos de temperatura, ya que
el incremento en la velocidad de reaccidn debido a la temperatura se compensa con una
perdida de la eficacia catalitica debido al aumento de la K,,. Este hecho se pone de manifiesto
en los valores de Q,, para la actividad enzimdtica medidos a concentraciones subsaturantes
de substrato (condiciones fisioldgicas), que son muy inferiores a los correspondientes a la
V. de la misma enzima (Walsh y Somero, 1982). La gran mayoria de las enzimas de los
poiquilotermos muestran este comportamiento.

- Modulacién térmica negativa. Se produce cuando la K,, se reduce con la temperatura.
A temperatura baja se observan los efectos combinados de una reduccién en la energia
cinética de las moléculas, y por tanto un enlentecimiento en la catdlisis, junto con una
reduccién de la capacidad enzimdtica debido al incremento de la K,. Por tanto, en
condiciones subsaturantes se obtienen valores de Q,, muy elevados, 1o que puede ser muy
perjudicial para el mantenimiento de una actividad enzimética adecuada a temperaturas bajas.
La modulacidn térmica negativa solamente seria 1itil para enzimas que necesitan aumentar su
capacidad catalitica de forma muy importante a temperaturas elevadas, como en el caso de
las enzimas destoxificantes, debido a que a temperaturas elevadas, la formacién de productos

téxicos resulta muy incrementada (Hazel y Prosser, 1974).

b) Aclimatacién térmica.
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Actia a nivel de organismo. Los cambios ambientales son de mayor duracién no alcanzando
en ningtn caso una duracién mayor que la propia del ciclo vital del organismo. Suelen incluir
cambios en la expresidn génica, que tiene como consecuencia cambios fenotipicos en el
animal (Rome er al., 1992). La activacién o represién génica es un sistema eficaz y
especifico para producir cambios en la concentracion de enzimas concretas. Este nivel de
adaptacion tiene el inconveniente de su lentitud, que puede prolongarse hasta varias semanas.
Es un ejemplo de estrategia cuantitativa, muy extendido en la adaptacidén estacional, tanto en
plantas como en animales (Hochachka y Somero, 1984).

La finalidad de los estudios de aclimatacion es establecer si dicho tratamiento
experimental provoca cambios en la cantidad de enzima y en su sensibilidad térmica
(respuesta aguda a la temperatura). Para lo cual, se comparan entre si las respuesta agudas
obtenidas de cada grupo de aclimatacién (respuesta crdmica), valorando la actividad
enzimdtica en el intervalo de temperaturas correspondientes a la aclimatacién. Los posibles
resultados son (Hazel y Prosser, 1974):

- No compensacién. Cuando las respuestas agudas de los grupos de aclimatacion son
idénticas, no apreciandose ningiin cambio como consecuencia del tratamiento experimental.
- Compensacion completa. Cuando tras el periodo de aclimatacién, la actividad enzimdtica
es idéntica para los grupos experimentales valorada a su correspondiente temperatura de
aclimatacién (Q,, = 1). Grificamente se observa que la pendiente de la respuesta crénica es
igual a cero.

- Compensacidn parcial. Cuando la aclimatacién no llega a compensar totalmente el efecto
de la temperatura sobre la actividad enzimdtica. La pendiente de la respuesta crénica es
mayor que O, pero menor que la que presentan las respuestas agudas de cada grupo. El
coeficiente Q,, se reduce.

- Sobrecompensacién. Cuando la compensacion supera al valor del grupo experimental de
referencia. La pendiente de la respuesta crénica es negativa (Q,, < 1).

- Compensacién inversa. Cuando la aclimatacién produce una respuesta inversa,
aumentando en lugar de disminuir la sensibilidad térmica de la enzima, y por tanto se
incrementa el valor de Q,,. Esto provoca que la pendiente de la respuesta cronica es mayor

que la de las respuestas agudas.
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La estrategia cuantitativa como mecanismo de adaptacién térmica s6lo es qtil frente a
variaciones moderadas de temperatura, debido a que cada enzima en particular estd adaptada
a un estrecho intervalo térmico.

Para salvar estas limitaciones, como adaptacién a grandes cambios estacionales de la
temperatura, seria la adquisicién de varios tipos de isoenzimas con comportamientos térmicos
distintos y cuya expresién depende de la temperatura ambiental. Se consigue pues conservar
la funcionalidad de una actividad enzimdtica en un intervalo muy amplio de temperaturas
ambientales.

La posesién de varias isoenzimas térmicamente distintas, permitiria escapar de los
efectos perjudiciales de la modulacion térmica negativa. Cuando, como consecuencia de la
temperatura baja, el coeficiente k,/Ky toma un valor demasiado bajo, otra isoenzima mejor

adaptada (k,/K, 6ptimo) ocuparia su lugar.

c) Adaptacién genética o evolutiva.

Actda a nivel de poblacién. Incluye cambios genotipicos (modificaciones en la estructura
primaria de las macromoléculas), que se traducen en cambios fenotipicos estables. Tiene
importancia como mecanismo de adaptacién a escala evolutiva, como supone la conquista de
nuevos habitats, o cambios climdticos globales.

Se ha observado que un cambio de sélo unos cuantos grados en la temperatura
ambiental media es un estimulo suficiente como para que a escala evolutiva se observen
cambios en las caracteristicas de las enzimas (Graves y Somero, 1982).

Las respuestas adaptativas observadas en las poblaciones bioldgicas frente a cambios
de temperatura de larga duracidn se pueden resumir en dos opciones:

- Adaptacién evolutiva a la temperatura baja, se basa en un aumento de su eficacia
catalitica, es decir, tienden a reducir la E, de la reaccién, y por tanto se observa un
incremento la k.

- Adaptaci6n evolutiva a 1a temperatura alta, se basa en un aumento de su termoestabilidad,
ain a costa de la perdida de su eficacia catalitica. Esta pérdida en Ia eficacia se ve
compensada por la aceleracién de la reaccién causada por la temperatura elevada.

En resumen, la adaptacién evolutiva intenta optimizar el cociente k.,/K,, (indicativo de
la eficacia catalitica a concentraciones fisiolégicas) a la temperatura ambiental propia de cada
poblacién biolégica, dicha respuesta se ha observado en multitud de trabajos realizados en

vertebrados e insectos (ver Hochachka y Somero, 1984).
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El conocimiento actual sobre distintos aspectos relacionados con la melatonina y la
regulacion de su sintesis se halla restringido fundamentalmente a los mamiferos, siendo estos
aspectos mucho menos conocidos en el resto de los vertebrados. Teniendo en cuenta el
caracter adaptativo de la melatonina, como molécula intermediaria entre ¢l ambiente y el
animal, nos planteamos estudiar la regulacién de la sintesis de melatonina en un grupo de
vertebrados poiquilotermos, los anfibios anuros, en los que existe una gran dependencia de
su fisiologia respecto a los factores externos.

Partiendo de trabajos previos realizados en nuestro equipo de investigacion acerca de
la reguilacion ambiental de los ciclos reproductores estacionales de Rana perezi, y el papel
desempenado por la melatonina en la sincronizacién de estas funciones ciclicas con el
ambiente, consideramos interesante profundizar en ciertos aspectos relacionados con la
regulacion de la sintesis de melatonina en esta especie. Aunque inicialmente se descubrié la
melatonina en la gldndula pineal, en la dltima década han sido numerosos los estudios que
demuestran que la sintesis de melatonina extrapineal puede ser muy notable, al menos en
determinados grupos zooldgicos. Concretamente en el género Rana la retina parece ser el

drgano principal productor de melatonina.

El objetivo global de esta tesis doctoral ha sido profundizar en los factores
ambientales y enddgenos que determinan la produccién de melatonina en la retina de los
anuros. La arilalquilamina N-acetiltransferasa (NAT), considerada como enzima limitante en
la sintesis de melatonina, se ha utilizado como indicador de la capacidad biosintética de la
retina.

La primera parte del estudio se centrd en la realizacién de los experimentos necesarios
para poner a punto en nuestro laboratorio las técnicas instrumentales necesarnias para el el
desarrollo de los objetivos. En la bibliograffa no existen trabajos que determinen la actividad
NAT en la retina de anfibios, por ello el primer objetivo era caracterizar el ensayo
radioenzimdtico, incluyendo la estabilizacién de la enzima in vitro y la optimizacién de las
condiciones fisico-quimicas del método, que permitiesen una estimacién fiable de la actividad
enzimitica. El radioinmunoensayo de melatonina hubo de ser validado como método para la
determinacion de los niveles de melatonina producidos por la retina de anuros. Por iltimo,

adaptamos un método de cultivo estdtico para las copas Opticas de Rana perezi, con el fin de
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obtener un modelo experimental apropiado para el andlisis de la regulacién enddgena de

sintesis de melatonina.

Una de las propiedades mds representativas de la NAT y la melatonina es su sintesis
ritmica diaria, bien caracterizada en adultos de numerosas especies, sin embargo se
desconoce las relaciones existentes entre dicho ritmo y el desarrollo ontogénico, por ello
consideramos importante conocer la ontogenia del ritmo diarioc de la NAT en anuros,
marcéndonos como objetivos concretos el andlisis del momento de la aparicién del ritmo de
NAT ocular, la evolucién de las caracteristicas cronobioldgicas del perfil del citado ritmo a
lo largo del desarrollo larvario, y la influencia del proceso de la metamorfosis sobre la
actividad ciclica de la enzima. Este estudio, realizado en varias especies de anuros con
distintas adaptaciones ambientales e historias evolutivas, nos permitirfa establecer desde un
punto de vista comparado, correspondencias entre los ritmos diarios de NAT y los factores
ambientales y filogenéticos.

Estudios preliminares realizados por nuestro grupo establecian una dependencia directa
entre niveles estacionales de melatonina y condiciones ambientales en R. perezi. Un
planteamiento a resolver es si estos efectos ambientales sobre la melatonina estdn regulados
a través de la NAT, tal y como se ha propuesto para la glandula pineal de homeotermos. En
otras palabras, habia que averiguar los posibles fenémenos de adaptacién experimentados por
la NAT frente a los cambios ambientales.

Para abordar este objetivo, seguimos dos aproximaciones experimentales, por un lado
realizamos el seguimiento estacional de los ritmos diarios de actividad NAT y melatonina en
la retina de R. perezi. Por otro, y conociendo la importancia de la temperatura como
regulador del ritmo de melatonina en los poiquilotermos, evaluamos la respuesta de la
actividad NAT ocular a este factor ambiental. Especificamente se analizé la dependencia de
la eficacia catalitica de la NAT respecto a la temperatura, mediante posibles modificaciones
de las constantes cinéticas, completdndose este apartado con el estudio del efecto de la
aclimatacién térmica sobre la actividad enzimética. El andlisis combinado de los efectos
agudos y crénicos nos permitirfa obtener una informacién mds completa acerca de los
mecanismos que operan en la integracién de la temperatura a través de la NAT.

Por ultimo, y para completar el cuadro de mecanismos de regulacién de la sintesis
de melatonina ocular a través de NAT, nos parecié interesante, mediante un modelo de

cultivo de copas Opticas, estudiar algunos aspectos del control endégeno de la NAT y la
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sintesis de melatonina. Considerando 1a informacidn bibliogrdfica existente sobre los estudios
realizados en la gldndula pineal y retina en otros vertebrados, por una parte nos planteamos
analizar los neuroquimicos que podrian canalizar la informacion extracelular al fotorreceptor,
centrdndonos en el papel de las catecolaminas, utilizando agonistas y antagonistas especificos
para los distintos tipos de receptores adrenérgicos y dopaminérgicos. Por otra parte, se
evalud el papel desempenado por los sistemas de mensajeros intracelulares en la expresién
del ritmo dia/noche de NAT y melatonina, eligiendo AMPc¢, GMPc y calcio como

representantes de este control intracelular.
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1. MATERIALES.

1.1. Productos.

a) Reactivos.

- Acetil Coenzima A (101.893, Boehringer Mannheim)
- Acido acético (141008, Panreac)

- Acido ascérbico (A-4544, Sigma)

- Acido clorhidrico (317, Merck)

- Acido ortofosférico (573, Merck)

- Agua bidestilada (Laboratorios Navarro, S.A.).
- Albdimina sérica bovina (A-7030, Sigma)

- Alcohol isoamilo (1-1381, Sigma)

- Azida sédica (S-2002, Sigma)

- Bicarbonato sédico (141638, Panreac)

- Carbdgeno (SEO)

- CO, (Carburos metdlicos)

- Carbonato sddico (6392, Merck)

- Cloroformo (2445, Merck)

- Cloruro potdsico (P-4504, Sigma)

- Cloruro sédico (141659, Panreac; S-9888, Sigma)
- Creatina, hemisulfato de (C-0264, Sigma)

- Diclorometano (17-3, Sigma)

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

- Dimetil-POPOP (D-3879, Sigma)

- Dimetilsulféxido (D-5879, Sigma)

- EGTA (E-4378, Sigma)

- Etanol (983, Merck)

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

- Fosfato dipotdsico (141512, Panreac)

- Fosfato disédico (6586, Merck)

- Fosfato monopotdsico (141509, Panreac)

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

- HEPES (H-3375, Sigma)

- Hidréxido potdsico (141515, Panreac)

- Hidréxido sédico (6498, Merck)

- Manitol (M-9647, Sigma)

- Medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (074-01600, GIBCO)
- Melatonina (M-3250, Sigma)

- Polietilenglicol 6000 (807491, Merck)

- Reactivo de Folin-Ciocalteau (251567, Panreac)

- Serotonina, hidrocloruro de (H-5755, Sigma)

- Serotonina, creatinina-sulfato de (H-7752, Sigma)
- Sulfato ciiprico (52367, Probus)

- Tartrato sddico-potdsico (8087, Merck)

- Tolueno (8317, Merck)

- Tricina (T-0377, Sigma)

- Triptamina, hidrocloruro de (T-9628, Sigma)

- Triton X-100 (37238, Serva)

b) FArmacos.

- Actinomicina D (A-1410, Sigma)

- Calmidazolium (C-1278, Sigma)

- Cicloheximida (C-6255, Sigma)

- Clonidina (C-7897, Sigma)

- Dibutiril-5’,3’adenosin monofosfato (D-0627, Sigma)
- Dibutiril-5’,3’guanosin monofosfato (D-3510, Sigma)
- Eserina (E-8500, Sigma)

- Fenilefrina (P-6126, Sigma)

- Forscolin (F-6886, Sigma)

- Gonadotropina coriénica humana, Physex (Leo)

- Isobutilmetilxantina, IBMX (I-5879, Sigma)

- Isoproterenol (I-6504, Sigma)

- Nifedipina (C-7634, Sigma)

- Prazosin (P-7791, Sigma)

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

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

- R-SKF 38393 (S8-101, RBI)

- Sulpirida (S-7771, Sigma)

- Yohimbina (Y-3125, Sigma)

c¢) Suergs y anticuerpos.

- Anticuerpo antimelatonina (Stockgrand RR/19549-16876)

- Suero de asno anti-inmunoglobulina de conejo (Stockgrand SAB/D/06)
- Suero de conejo (R-4505, Sigma)

d) Radionuci€idos.

- 1-["C] Acetil-Coenzima A (act. esp. 60 mCi/mmol) (Amersham)
- 2-['®I)-iodomelatonina (act. esp. 2000 Ci/mmol) (Amersham)

1.2. Instrumental.

- Agitador multitubos (Corning, modelo 4010)

- Balanzas de precision (Sartorius y Sauter 404)

- Bano de érganos termostatizado (Unitronic, modelo 320 OR).
- Camara de aclimatacién con fotoperiodo y temperatura regulable
- Cdmaras de cultivo herméticas, transparentes y opacas.

- Centrifuga refrigerada. (Sigma, modelo 3K-2)

- Colorimetro (Atom, modelo Data-test atom 366).

- Congelador a -25°C (Liebherr),

- Evaporador-concentrador (Howe, modelo Giro vap)

- Microcentrifuga (Heraeus, Modelo Biofuge 13)

- Contador 7 (LKB, modelo 1275 minigamma)

- Contador B (Beckman, modelo LS 3801)

- Lupa binocular (Zeiss y Meiji EMT)

- Material de diseccién

- Pipetas automdticas (Gilson y Kartell)

- Placas de cultivo de 24 pocillos (volumen 3 ml) (NUNCLON)

- Sonicador (Sonics and Materials Inc., modelo Vibra Cell)

1.3. Material biolégico: obtencién y mantenimiento.
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1.3.1 ES ADULTOS DE Rana perezi.

Todos los individuos de R. perezi, utilizados en la realizacion del trabajo
experimental, proced{an de Pontevedra. Una vez en el laboratorio, los animales fueron
mantenidos en acuarios con agua previamente desclorada por filtracién con carbon activado
durante al menos 2 dias. El agua era completamente renovada de los acuarios 3 veces por
semana.

La alimentacion se realizé de dos formas distintas, alimentacién forzada a base de
higado de pollo, o alimentacién ad libitum con larvas de dipteros (Calliphora). El tipo de
dieta y la frecuencia de alimentacién dependia de la época del afio y del disefio experimental

utilizado para cada trabajo.

1.3.2 LARVAS DE ANFIBIOS ANUROS.

A continuacién se describen los métodos de obtencién y mantenimiento en el
laboratorio de las larvas de anuros utilizadas para el desarrollo de esta Memoria.
a) Rana perez.

- Fecundacidn in vitro.

Hembras sexualmente maduras (Marzo) fueron inyectadas por via intraperitoneal con
un homogeneizado de hipéfisis de animales adultos de la misma especie (5-6 hipdfisis por
hembra). A partir de este momento las hembras se mantuvieron a 20°C hasta la aparicién
de los primeros huevos en el agua (2-3 dias). En este momento, machos sexualmente
maduros (con callosidades nupciales bien desarrolladas) fueron sacrificados y los testiculos
extraidos, los espermatozoides fueron liberados mediante desgarro de la pared del testiculo
en una placa Petri con solucidn de Ringer para anfibios diluida (1:10), obteniéndose una
suspension de espermatozoides cuya movilidad se comprobé con ayuda de un microscopio.
La suspension de espermatozoides se ajustd a una dilucién equivalente a 1 testiculo en 5 mi
de Ringer diluido.

Los huevos se obtuvieron aplicando un masaje abdominal a las hembras estimuladas,
y se depositaron sobre la suspensién de espermatozoides. 1.a fecundacién se confirma a los
60 minutos por la rotacién de orientacién que determina que el polo animal de los huevos
fecundados se sitiie en la parte superior, quedando el polo vegetativo orientado hacia abajo.
El porcentaje de fecundacion fue superior al 90 %.

- Puesta espontdnea.
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Las puestas espontdneas se produjeron en el laboratorio, durante la época de
reproduccién natural para esta especie (Abril-Junio), el porcentaje de huevos fecundados
obtenidos fué superior al 90 %.

b) Xenopus laevis.

Las larvas se obtuvieron por puesta inducida en el laboratorio mediante gonadotropina
coriénica humana (GCh). Los adultos sexualmente maduros de ambos sexos fueron
inyectados en dias sucesivos con GCh en el saco linfitico dorsal:

- 17 dia. Machos inyectados con 50 U.I. Hembras inyectadas con 150 U.I
- 2° dia. Machos inyectados con 200 U.I. Hembras inyectadas con 300 U.L

La temperatura del agua se mantuvo a 20-22°C durante este periodo. Los huevos

fecundados fueron inmediatamente retirados del acuario y depositados en bandejas con agua

desclorada.

c) Discoglossus pictus.

Estudios sistemdticos recientes realizados sobre esta especie, tienden a considerar la
existencia de varias especies pertenecientes al género Discoglossus en la peninsula Ibérica
(Barbadillo, 1987). Debido a la falta de acuerdo en cuanto a los limites de distribucion de
las distintas especies de este género de anuros, en esta Memoria se sigue conservando el
nombre anterior (D. pictus) indicando la localidad de procedencia de los individuos utilizados
(Pontevedra).

De forma similar al proceso utilizado con Xenopus laevis, 1a puesta se realizd de
forma inducida, durante los meses de Marzo y Abril, mediante la inyeccién de una Gnica
dosis de GCh. (250 U.1.) a individuos sexualmente maduros de ambos sexos.

d) Bufe calamita.

Huevos recién fecundados fueron recogidos de una charca temporal en un prado de
la provincia de Soria durante el mes de Mayo. La identidad de la especie se realizé en base
a la existencia de animales adultos en el misma charca, y fue confirmada posteriormente por

los caracteres larvarios especificos (Barbadillo, 1987).

Todas las larvas fueron mantenidas en un fotoperiodo 12 L:12 D y a una temperatura
de 23-25°C durante todo el desarrollo. La alimentacién se realizé ad [ibitum a base de

espinacas hervidas. En el caso de Xenopus laevis, debido a su alimentacién por filtracion,
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las espinacas debieron ser previamente trituradas. El agua, desclorada con antelacion, se

renovaba diariamente,

2. METODOS.

2.1. Extraccion de los tejidos.

2.1.1 OBTENCION DE COPAS OPTICAS DE EJEMPLARES ADULTOS DE R. perez.

Una vez decapitado y desmedulado el animal, se procedio a la extraccién del globo
ocular con unas tijeras de cirugia de punta curva, a continuacién con unas tijeras de
iridectomia y con ayuda de una lupa binocular se procedié a retirar la cornea y el iris
cortando el giobo ocular a nivel de la ora serrata. Seguidamente se extrajo el cristalino y el
humor vitreo, quedando la copa Optica preparada para su posterior procesamiento.
Dependiendo del destino de la copa dptica se realizaron las siguientes modificaciones al
protocolo general descrito:

a) Valoracién de melatonina ocular. La copa dptica recién obtenida se congelé de inmediato
en hielo seco. Las copas congeladas se conservaron a -25°C hasta el momento de la
determinacion de MEL.

b) Valoracidn de la actividad NAT. Todo el proceso de extraccién se realizé con el ojo
inmerso en tampén fosfato salino pH 7,2 (fosfato sédico 0,1 M, NaCl 0,14 M, EGTA
10 mM). La retina neural se separa del epitelio pigmentado y se sumerge en 300 ul de
tampoén de homogeneizacién del ensayo (ver apartado 2.3.1.a), congeldndose inmediatamente
sobre hielo seco. L.as muestras se mantuvieron a -25°C hasta el momento en que se realizé
el ensayo enzimidtico.

c) Cultives in vitro de copas épticas. La obtencién de las copas se realizé con el ojo
inmerso en el medio de cultivo (ver aparatado 2.3.4.a), preincub4ndose en el mismo durante

30 minutos antes det comienzo del cultivo.

2.1.2 EMBRIONES Y LARVAS DE ANUROS,

Debido al pequefio tamafio de los embriones en los primeros estados del desarrollo
(estado 37 de Xenopus laevis y estado 21-22 de Rana perezi), 1a actividad enzimdtica NAT
se valoré en la regién cefdlica completa, para lo cual se seccioné la regién cefilica
inmediatamente por detrds de los ojos.
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En el caso de larvas de anuros, los globos oculares se extrajeron enteros e
inmediatamente fueron congelados sobre hielo seco inmersos en €l tampén de
homogeneizacién (150 ul), tras lo cual, se conservaron a -25°C hasta el momento de la
determinacion de la actividad NAT.

Cuando la preparacién de las muestras se realizé durante la fase oscura del fotocicle
diario, tanto para los adultos como para las larvas, todas las operaciones fueron llevadas a

cabo bajo una tenue luz roja (15 w).

2.2. Diseiios experimentales.

Con el fin de evitar ambigiiedades en la especificacion del fotoperiodo en los distintos
disefios experimentales, por convenio se indica en primer lugar la duracién de la fase
luminosa en horas seguido de la letra L, y a continuacidn la fase oscura seguido de la letra
D. Ambas fases se separan por dos puntos. Ejemplo 12L:12D.

Cuando el factor tiempo aparece como una variable experimental ésta se expresa en
forma centesimal para facilitar el cdlculo y tratamiento estadistico de los resultados.

2.2.1 CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD N-ACETILTRANSFERASA DE LA RETINA DER.
perezd.
2.2.1.1. Arilalquilamina N-acetiltransferasa (AA-NAT)

Los animales adultos de R. perezi se mantuvieron en condiciones de fotoperiodo y

temperatura naturales durante el periodo de Abril a Septiembre. La alimentacién se realizé

con larvas de dipteros dos veces por semana. Los animales siempre fueron sacrificados en

la mitad de la fase oscura (2:00 h). Se caracterizaron los siguiente puntos:
a) Optimizacién del ensavo de la AA-NAT.
- Estabilidad de la enzima en las preparaciones bioldgicas. Se estudio el

efecto estabilizador de determinados compuestos (EGTA y AcCoA) sobre la enzima NAT en
homogeneizados, para lo cual retinas se homogeneizaron en los siguientes tampones:
a) Tampén fosfato 0,1 M Ph 6,5.
b) Tampodn fosfato suplementado con 85 uM de AcCoA.
¢) Tampén fosfato suplementado con 20 Mm de EGTA.
Los distintos tipos de homogeneizados fueron sometidos a una preincubacién desde

0 a 30 minutos a 25°C. Una vez transcurrido este perfodo de tiempo, se di6 comienzo a la
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reaccion (15 min) ailadiendo los substratos correspondientes (conc. finales: AcCoA =
62,5 uM, triptamina = 12,5 mM, EGTA 10 mM).

En un segundo experimento se probé la duracién del efecto protector del EGTA
(20 mM) durante largos periodos de tiempo, para lo cual alicuotas de homogeneizados de
retina se incubaron de 0 a 200 min. a 25°C (conc. finales: EGTA 10 mM, AcCoA 50 uM,
triptamina 10 mM).

Se realizé también la curva dosis-respuesta de la NAT frente a la concentracion de
EGTA. Una vez homogeneizadas las retinas en tampén fosfato 0,1 M pH = 6,5, se
afladieron cantidades crecientes de EGTA al homogeneizado de retina para conseguir una
concentracion final de EGTA en el intervalo de 0 a 40 mM (conc. finales de los substratos:
AcCoA 62,5 uM, triptamina 10 mM).

Por iltimo, se comprobé la conservacion de la actividad NAT de la retina de
R. perezi en congelacién (-25°C), para lo cual se valord la actividad enzimdtica de cada ojo
del mismo animal tras 1 6 20 dfas en congelacion.

- Optimizacién de las caracteristicas fisico-quimicas del ensayo. Se han estudiado una

serie de condiciones con el fin de conocer las condiciones dptimas del ensayo enzimdtico:
- Concentracién del tampodn del ensayo. Las retinas fueron homogeneizadas en tampdn
fosfato potdsico pH 6,5, 50 mM suplementado con EGTA 25 mM, vy a continuacién se
anadieron cantidades crecientes de tampon fosfato (pH 6,5) para conseguir una
concentracién final en el intervalo de 50-500 mM (conc. finales: EGTA 10 mM, AcCoA
50 uM, triptamina 10 mM),
- pH del tamp6n. Para cada pH seleccionado, se homogeneizaron dos retinas en tampén
fosfato 0,25 M (EGTA 20 mM) con un pH en el intervalo 6-7. La valoracién de la
actividad NAT se realizé por duplicado para cada ojo (conc. finales: EGTA 10 mM,
AcCoA 50 uM, triptamina 10 mM).
- Cantidad de tejido. Diferentes fracciones de homogeneizado de retina (equivalentes a
1/30 hasta 1/3 de retina) fueron analizados para estudiar la linealidad del desarrollo de la
reaccion enzimatica (conc. finales de los substratos: AcCoA 62,5 uM, triptamina 10 mM).
- Tiempo y temperatura del ensayo. Con el fin de probar la termoestabilidad de la enzima
en el ensayo, se valoré la actividad NAT durante distintos tiempos de reaccién (5 a 30
minutos) y a dos temperaturas distintas 25 y 35°C. El ensayo se repitié utilizando dos

concentraciones distintas de AcCoA (50 uM y 250 uM) (conc. finales: EGTA 10 mM,
triptamina 10 mM),
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- Preparacién de los tubos blanco del ensayo. Se estudié la forma de obtener los tubos

blanco més reproducibles dependiendo de los substratos utilizados (serotonina y triptamina).

b) Localizacién de la actividad NAT.

Se consideré necesario comprobar la asociacion de la actividad NAT con la retina
neural, tal y como se ha descrito en otras especies de vertebrados. Para lo cual, partiendo
de copas Opticas enteras se aislo la retina neural limpiando los restos de epitelio pigmentado,
pasando a continuacién a valorar la NAT en homogeneizados de retina neural y de copa
dptica sin retina neural (complejo esclerética-epitelio pigmentado).

En segundo lugar, y a fin de conocer localizacién de la actividad NAT dentro del
homogeneizado del tejido, éste se sometié a centrifugacion (10.000 g., 30 min.),
determindndose la actividad NAT tanto en el sobrenadante resultante, como en el precipitado
previamente reconstituido en el tampodn del ensayo (tampodn fosfato 0,25 M pH 6,5, EGTA
20 mM).

¢) Cinética enzimitica.

Con el fin de averiguar el tipo de cinética enzimdtica que muestra dicha enzima, asi
como los requerimientos de las concentraciones de substratos necesarias para el desarrollo
del ensayo, se realizé la caracterizacion cinética de la NAT respecto a los dos substratos de
la reaccién (AcCoA y triptamina). En ambos casos la reaccién se llevé a cabo a 25°C

durante 20 min. en alicuotas equivalentes a 1/3 de retina.

d) Dependencia de lg actividad NAT ocular del tamafio corporal. Puesto que los

animales adultos utilizados en la presente Memoria proceden de la naturaleza, por lo cual
existe una cierta variabilidad en el tamafio de los mismos, se estudié como afecta este
pardametro en la actividlad NAT ocular. Para lo cual se sacrificaron individuos

postmetamorficos hembras de R. perezi con un peso corporal de 3 a 80 gramos, valordndose

la actividad NAT de la retina neural aislada.

Se escogid el andlisis regresion lineal como el mejor método estadistico, si la
actividad NAT fuera idéntica en ambos ojos del mismo animal, los datos experimentales se

deberfan ajustar a la recta Y = X. Sin embargo, para obtener resultados vilidos con este
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método de andlisis hay que tener en cuenta las siguientes precauciones. Los animales deben
ser de tamafios muy similares para eliminar el efecto debido al tamafio de la retina sobre el
resultado de la regresion, y ademads, los animales deben estar en €l mismo momento dentro
del fotociclo para eliminar los efectos del ritmo diario de la NAT.

Se escogieron diez animales adultos de R. perezi de un peso corporal entre 17 y 24

g. (19,17 + 0,78) y fueron todos sacrificados a la medianoche.

f) Diferencia dia-noche en la actividad NAT.

En la primera parte, se estudié la evolucidn de la actividad NAT a lo largo del ciclo
dia/noche, para lo cual se seleccionaron dos puntos representativos del ciclo diario, mediodia
y medianoche. A su vez se estudid el efecto de la luz sobre la actividad NAT nocturna
exponiendo a individuos de R. perezi durante 10 minutos a una luz intensa (100 W).

En segundo lugar, se estudié la evolucion diaria de las caracteristicas cinéticas de la
enzima respecto a la concentracién de triptamina, utilizando retinas extraidas durante el

mediodia y durante la medianoche.

2.2.1.2. Arilamina N-acetiltransfe A-NA
Las condiciones de mantenimiento de los animales utilizados en este apartado
coinciden con las descritas en el apartado anterior para la AA-NAT. Excepto que el sacrificio

se realizd durante el dia.

g) Identificacién activi -NAT en | i

En primer lugar, es necesario probar la existencia de 1a actividad A-NAT en la retina
neural de R. perezi. Para ello, se utilizé p-fenetidina como substrato especifico de la A-NAT
con retinas obtenidas durante el dfa, a fin de reducir a niveles basales la actividad AA-NAT.
Se probaron dos factores distintos, el pH del tampén en el intervalo 6-8 y la concentracién

de p-fenetidina.

h) Interferencia de la A-NAT en el ensavo de la AA-NAT.

A fin de determinar si la A-NAT puede interfiere en el ensayo de la NAT ocular,
para lo cual se realizaron las siguientes aproximaciones experimentales:
- Diferencias entre ambas actividades enzimdticas con respecto a la concentracién de los
substratos del ensayo (triptamina y AcCoA). Se realizé el ensayo de la actividad NAT en
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retinas procedentes de animales durante el mediodia y durante la medianoche incubando cada
ojo del mismo animal a dos concentraciones para cada cosubstrato.

- Valoracién simultidnea de ambas actividades enzimdticas. A partir del mismo
homogenado de retina y de forma simultdnea se valoré la actividad AA-NAT, (utilizando
triptamina 1 mM) y la actividad A-NAT, (p-fenetidina 5 mM). Estas determinaciones se
realizaron con retinas procedenteS de animales sacrificados a medianoche y a mediodia.

- Cinética de la inhibicién competitiva de la serotonina con respecto a los substratos para
ambas actividades NAT. Para evaluar si existen diferencias en el proceso de catdlisis entre
las dos actividades NAT, se realiz6 el estudio cinético utilizando como un inhibidor
competitivo para ambas enzimas la serotonina (100 yM y 10 mM). La aparicién de
N-acetilserotonina por la accién enzimdtica no se valoré ya que se utilizé cloroformo para

la extraccion.

2.2.2 ESTUDIO ONTOGENICO DEL RITMO DE LA ACTIVIDAD NAT.

Debido al cardcter nocturno de la NAT y a la limitacién en el mimero de larvas
disponibles, los puntos de muestreo diario se seleccionaron para conseguir un mayor nimero
de puntos situados en la fase oscura del fotociclo diario, con el fin de caracterizar el perfil
nocturno de la enzima.

Las horas de sacrificio se distribuyeron segun el siguiente esquema:

] | | I | Horas de
12:00 20:00 0:00 4:00 12:00  sacrificio.

Para la determinacidn del estado de desarrolio de los embriones y larvas se utilizaron
las siguientes tablas:
- X. laevis (Nieuwkoop y Faber, 1967; NF)
- R. perezi, D. pictus y B. calamita (Gosner, 1960; G). Esta tabla de desarrollo ofrece una
gran ventaja frente a las tablas especificas, pues se basa en caracteres externos ficilmente
identificables en las especies de anuros utilizadas, facilitando asf la comparacién de los
resultados.

El desarrollo larvario se dividi6 en las siguientes etapas:
1. Eclosién. |
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2. Comienzo de la ingestién.
3. Premetamorfosis.
4, Prometamorfosis.
5. Postmetamorfosis.

Debido al répido desarrollo de las larvas en los primeros estados y al gran nimero
de embriones necesarios, en el estado m4s temprano utilizado para R. perezi (estado 21-22,
Tabla de Gosner, 1961) se utilizaron larvas obtenidas mediante fecundacidn in vitro en
nuestro laboratorio. El resto de los estados para esta especie se utilizaron larvas obtenidas
por puesta espontinea.

Para D. pictus y B. calamita sélo se utilizaron larvas en las etapas 4 y 5 de

desarrollo.

2.2.3 RITMOS ESTACIONALES DE LA ACTIVIDAD NAT Y MELATONINA EN R. perez.

Se utilizaron animales adultos de R. perezi de ambos sexos, con un peso corporal de
15-30 g, manteniéndose en el laboratorio en condiciones naturales de fotoperiodo y
temperatura. La alimentacién se realizé de forma no forzada ad libitum con larvas de
dipteros.

Los puntos seleccionados para la toma de muestras fueron distribuidos de la siguiente
forma, cada cuatro horas durante la fase luminosa, y cada 2 horas durante la fase de
oscuridad del fotociclo. Se utilizé un disefio por bloques para distribuir los animales
atendiendo a sus pesos corporales. En todos los puntos estacionales, la recogida de las

muestras comenzd en el primer punto correspondiente a la fase de luz (10 6 9 h).

14 18 22 0 2 4 6 10 14 Primavera y verano.
13 17 2y 23 1 3 5 9 13 Otofio e invierno.
] Periodo de oscuridad constante en todas las estaciones

Rango de oscilacidén anual de la fase de oscuridad

Las épocas del afio elegidas para el estudio estacional de
los niveles de MEL y NAT en la retina de R. perezi, corresponden

a un mes después de los solsticios y equinoccios. Las condiciones
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ambientales de los puntos estacionales en el dia del sacrificio

fueron las siguientes:

Estacidn Fecha Fotoperiodo Temp.aqua®C Temp.aire°C
(min-max) (min-max)
Primavera (29-4-91) 13:50 L - 10:10 D 15-18 15-19
Verano (1-8-91) 14:20 L - 9:40 D 22-26 29-33
Otofio (22-10-91) 10:50 L - 13:10 D 12-15 13-19
Invierno (13-1-92) 9:30 L - 14:30 D 5-8 9-17

Esta distribucién de los puntos estacionales se hizo en base
a obtener ritmos diarios en los momentos anuales en los que se
alcanzan los maximos y minimos anuales de temperatura ambiental.
Ademas, las diferencias en la longitud del fotopericdo entre
primavera-verano y otofio-invierno son pequefias, lo que nos
permite observar los efectos de la temperatura sobre la sintesis
de MEL (fotoperiodos largos en primavera y verano; fotoperiodos
cortos en otofio y invierno), disminuyendo al maximo las posibles
interferencias asociadas a fotoperiodos muy distintoes.

2.2.4 EFECTO DE LA TEMPERAT SOBRE LA NAT
aj) Efectos sobre la cinética enzimitica.

Los animales utilizados para el estudio del efecto de 1la
temperatura sobre la cinética enzimatica fueron mantenidos en el
laboratorio bajo un fotoperiodo 12L:12D a una temperatura 20~25°C
durante al menos 15 dias antes de su utilizacién. Su alimentacién
se realizé de forma forzada con higado de pollo. Los animales
siempre fueron sacrificados en la mitad de la fase oscura.

La primera parte de la caracterizacién cinética se centrd
en los dos substratos ensayados: AcCoA y triptamina. Utilizandose
las siguientes concentraciones:

- Respecto a AcCoA: AcCoA (intervalo 2,7~-250 uM)
Triptamina (10 mM)
- Respecto a triptamina: Triptamina (intervalo 0-2 mM)
AcCoA (250 mM)

En la segunda parte del estudio cinético se compard el
efecto de la temperatura sobre la cinética enzimadtica dependiendo
de 1la indolamina utilizando como substrato: triptamina o
serotonina. Las concentraciones utilizadas fueron:

- AcCoa (250 uM)
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- Triptamina y Serotonina, (intervalc 0-10 mM).
L.as caracterizaciones cinéticas se realizaron en el

intervalo de temperaturas 10-35°C.

b) Efecto de la aclimatacién térmica sobre la actividad NAT.

Para estudiar el efecto a largo plazo de la temperatura
sobre la actividad NAT de la retina de R. perezi, se realizaron
dos experimentos de aclimatacidén térmica:

- Efecto de la aclimatacidén sobre la cantidad de enzima.

Este experimento de aclimatacién térmica se realizé con
animales adultos de R. perezli aclimatados en las siguientes
condiciones:

Aclimatacién a calor: 24 * 1°C,.
Aclimatacidédn a frio: 4 * 1°C.
Fotoperiodo: 12L:12D (para ambos grupos).
Duracién: 1 mes (Diciembre).

Los animales se sacrificaron en dos momentos distintos del
fotociclo: a mediodia y a medianoche, que fueron tomados como
puntos representativos del cicleo luz-oscuridad diario. Ambos ojos
procedentes del mismo animal se sonicaron juntos con el fin de
conseguir suficiente homogeneizado para llevar a cabo el ensayo
de la NAT a tres temperaturas distintas (10, 20 y 30°C).

- Efecto de la aclimatacidén sobre las constantes cinéticas.

Las condiciones fueron las siguientes:

Aclimatacidén a calor: 26 * 1°C.
Aclimatacién a frio: 10 t 1°C.
Fotoperiodo: 12L:12D (para ambos dgruposj.
Duracién: 1 mes. (Mayo).

Los animales se sacrificaron en la mitad del periodo oscurc
y todos los ojos correspondientes a cada grupo de aclimatacién
fueron homogeneizados juntos para realizar la caracterizacidn
cinética de la NAT.

La alimentacién en ambos experimentos de aclimatacién se
realizé de forma forzada con higado de pollo (0,5-0,7 g), tres
veces por semana en el grupo aclimatado a calor, y una vez por
semana en el grupo aclimatado a frio. Con este régimen de
alimentacién el peso corporal de los animales se mantuvo
constante durante todo el periodo de aclimatacidn.
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2.2.5 MODELOQ in vitro PARA EL ESTUDIO DE LA SINTESIS DE MELATONINA.

Para la realizacién de los experimentos de cultivo de copas
épticas se utilizaron animales adultos de R. perezi con un peso
corporal de 15-25 gramos. Se aclimataron a fotoperiodo 12 L:12 D
y temperatura 22-25°C durante al menos un periocdo de 15 dias

antes del cultivo.

a) Sintesis de melatonina in vitro en copas 6gticas de R. perezi.

En primer lugar se estudid la viabilidad de un modelo in
vitro para el estudio de la produccién de MEL por parte de la
retina de R. perezi. Para ello se realizaron una serie de
estudios previos con el fin de buscar las condiciones dptimas de
cultivo, asi como la capacidad de las copas Spticas de reproducir
in vitro las caracteristicas ya observadas in vivo. Se analizaron
los siguientes puntos:

1. cantidad éptima de tejido. Se cultivé durante un periodo de
12 horas (6 en luz, 6 en oscuridad), fracciones de copa
optica de R. perezi (l1/4 y 1/2), compardndose con los
resultados de NAT y MEL obtenidos cultivando las copas
6pticas completas.

2. Cultivo de la retina neural aislada. Se estudid 1la
viabilidad del cultivo de la retina neural aislada en lugar
de la copa déptica completa, por un pericdo de 12 horas.

3. Produccién ritmica de melatonina. Se analizd la posibilidad
de reproducir in vitro la sintesis ritmica diaria de MEL in
vivo. Para lo cual se cultivaron copas Opticas de R. perezi

durante un ciclo completo valoradndose la MEL producida.

Para el estudio de los efectos de farmacos especificos sobre
la sintesis de MEL por parte de copas dpticas de R. perezi, se
escogidé el periodo de las primeras 6 horas de la fase oscura,
debido a que es el momento mds sensible del ciclo frente a
estimulos externos que sean capaces de modificar el ritmo.

4. Respuesta a la luz. Se evalud cultivando copas Opticas en
luz y en oscuridad durante las primeras 6 horas de la noche

subjetiva. En el mismo experimento se probé si el forscolin
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(50 uM), es capaz de contrarrestar el efecto de 1la 1luz
sobre la sintesis de melatonina.

5. Efecto de los _inhibidores de la sintesis de proteinas. En
dos experimentos consecutivos se comprobd si la adicién de
actinomicina D (inhibidor de 1la transcripcidén) o de
cicloheximida (inhibidor de la traduccidn) son capaces de
alterar tanto el cardcter ritmico de la actividad NAT, como
de la MEL producida por las copas en cultivo.

b) Control catecolaminérqgico de la sintesis de melatonina.
Se estudié la posible implicacidén de las catecolaminas en

el control de la produccién de MEL in vitro, que se ha demostrado
gue tienen un papel importante como reguladores de sintesis de
MEL en los vertebrados. Se utilizé agonistas y antagonistas
especificos de los siguientes receptores: 8-, a,, a,-~adrenérgicos,
y D,~-, D,-dopaminérgicos.

El disefio experimental utilizado fue el siguiente, los ojos
se extrajeron durante la Gltima hora del periodo diurno del
fotociclo, preincubandose las copas épticas hasta el comienzo de
la fase oscura (30 min.). En este momento las copas ©odpticas
fueron distribuidas de la siguiente forma:

Grupo control (n=5)

Agonista (n=5)

Antagonista (n=5)

Agonista + Antagonista (n=5).

El cultivo se 1llevé a cabo durante un periodo total de 6
horas (primera mitad de la noche subjetiva), cultivandose cada
grupo experimental tanto en condiciones de luz como de oscuridad.
El medio se renovaba totalmente cada 3 horas.

Los farmacos gque se especifican a continuaciédn fueron
elegidos por su alta especificidad para los distintos receptores
de catecolaminas, utilizandose una concentracién final de 10 uM
para estos farmacos en el medio de cultivo en todos los
experimentos. Dicha concentracidén se consiguidé anadiendo, al
medio de cultivo, una alicuota de una solucién concentrada de

cada compuesto preparada el mismo dia del experimento.
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RECEPTOR AGONISTA ANTAGONISTA
A-Adrenér. Isoproterenol (H,0) Propranolol (H,0)
a;-Adrenér. Fenilefrina (H,0) Prazosin (H,0)
a,-Adrenér. Clonidina {H,0) Yohimbina (H,0)
D,~Dopaminér. SKF 38393 {(ac.acético) SCH 23390 (H,0)
D,-Dopaminér. Quinpirol (ac.acético) Sulpirida (ac.acético)

cuando fue necesario disolver los farmacos en ac. acético
glacial, la concentracién final de este &cido en el medio fue
0,2 mM, afadiéndose una cantidad igual al medio de cultivo del
grupo control. Dicha cantidad de acido no alterd el pH del medio.

c) Bistemas de sequndos mensajeros implicados en la produccidn
de melatonina.

En esta parte del trabajo, se estudid la implicacidén de los
mensajeros intracelulares mas importantes en la requlacidn de la
sintesis de MEL en las copas o6pticas de R. perezi.

Los animales fueron preadaptados siguiendo el mismo
protocolo utilizado para el estudio del control
catecolaminérgico. El1 comienzo del cultivo dentro del fotociclo
y la duracién total del mismo, asi como el namero de copas
épticas por grupo experimental (n=5), fueron igualmente
conservados.

Nuestro trabajo se centrd en los siguientes sistemas:

- S8istema del AMP ciclico.

Cultivamos copas dpticas de R. perezi en condiciones de luz
y oscuridad durante las primeras 6 horas de la fase oscura del
fotociclo. A estas copas se les afiadié un andlogo del AMPc.

En una segunda parte, se cultivaron copas Opticas en luz
(con el fin de mantener la sintesis de MEL en niveles basales),
anadiendo al medio de cultivo el activador de la adenilato
ciclasa (forscolin 50 pM) y un inhibidor de las fosfodiesterasas
IBMX (75 uM y 1 mM).

- 8istema del GMP ciclico.

Una vez conocido el papel del AMPc, nos parecié interesante
analizar la posible regulacién de la produccién ocular de MEL por
parte de otro nucleétido ciclico (GMPc) capaz de funcionar como

mensajero intracelular. Se cultivaron copas épticas tanto en luz
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como en oscuridad a las gque se afadié el andlogo 1lipéfilo
dibutiril-GMPc.
- 8istema del Calcio.

Nos propusimos estudiar el <calcio como mensajero
intracelular implicado en la sintesis de MEL. Se cultivaron copas
opticas en 1luz y oscuridad en presencia de EGTA, dguelante
especifico de calcio con el fin de reducir el calcio disponible
para las células en cultivo.

Consideramos interesante no sélo 1impedir la entrada del
calcio a las células mediante EGTA, sino promover de forma
artificial la entrada del mismo. Para lo cual se cultivaron copas
édpticas en presencia de potasio a una concentracidén suficiente
como para despolarizar las células, y permitir asi la entrada de

calcio a través de los canales de calcio dependientes de voltaje.

Las soluciones de los farmacos utilizados en estos
experimentos se obtuvieron a partir de una solucidén concentrada
de cada uno de ellos preparada el mismo dia del experimento,
afadiéndose una alicuota al medio de cultivo hasta conseguir la
concentracidén final deseada. En la sigquiente tabla se indica el
método utilizado para disolver 1los farmacos, asi como 1la

concentracién final del disolvente en los medios de cultivo.

FARMACO DISOLVENTE (% Medio final)
Actinomicina D DMSO {0,1 %)
Cicloheximida H,0
Forscolin DMSO (0,1 %)
IBMX DMSO (0,1 %)
dibutiril-AMPc H,0
dibutiril-GMPC H,0
EGTA H,0
KC1l H,0 (1:6)
Manitol H,0 {(1:6)

En los medios de los grupos control se afiadid una cantidad
igual de cada disolvente para igualar la concentracién final del
mismo en todos los grupos de cada experimento.

Debido a la adicién de una solucién acuosa de EGTA al medio,
en el experimento correspondiente, se hizo necesario reajustar
el pH del mismo a 7,4 con NaOH 0,1 N.
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En el experimento donde se probdé el efecto del KCl1l, una
solucién acuosa de dicha sal fue afiadida al medio de cultivo en
una proporcién 1:6 con el fin de conservar la osmolaridad del
medio. En su correspondiente grupo control, el KCl se substituyd
por manitol. Con este procedimiento la concentracién total de

solutos se incrementd sd6lo en 9,23 %.

2.3. Técnicas Instrumentales.
2.3.1 IOENZIMOENSAYO DE EA ACTIVIDAD NAT,
a) Principioc del ensayo.

Dentro de las células fotorreceptoras, la NAT realiza la
transferencia de grupos acetilo desde el acetil-coenzima A
(AcCoA) a la serotonina.

En el ensayo se incluye AcCoA marcado con “C en el grupo
acetilo que es transferido a la amina aceptora por la accién de
la enzima. Después de la incubacidn se separa el producto marcado
formado por la accidén de la enzima de la mezcla de reaccidén y se
valora la radiactividad del extracto. La actividad enzimatica es
directamente proporcional a la cantidad de producto marcado

formado.
AcCoA Triptamina-Ac
+ Triptamina ----- > CoA +
[*C1AcCoa [“C)Triptamina-Ac

b) Reactivos.
- Tampén fosfato potésico 250 mM pH = 6,5.
KH,PO, 27,14 g/l.
K,HPO, 8,725 g/1.
Ajustar el pH con KOH 10 % (p/Vv).
- EGTA (20 mM) en tampdn fosfato.
EGTA 00,1522 g/20 ml de tampdn fosfato 250 mM pH=6,5.
Ajustar el pH a 6,5 con KOH 10% (p/v).
- Solucién de Bray.

Tolueno (grado centelleo) 667 ml.
Triton X-100 (calidad centelleo) 333 ml.
PPO 10 g.
Dimetil POPOP 0,25 g.

La solucién debe ser protegida de la luz directa.
- Conservacion de los reactivos.
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La solucidén madre de AcCoA (10,5 mM) en tampdn fosfato 0,25 M
pH 6,5 se mantiene congelada a -25°C. Es estable al menos
durante 6 meses.

La solucién de [“C]AcCoA (0,328 mM) se consigue por dilucién
del compuesto marcado en tampén fosfato 0,25 mM pH 6,5 (1
1£Ci/60 pl). Las alicuotas de 100 ul se conservan congeladas a -
25°C,

c) Procedimiento para la determinacién de la NAT.
- Preparacién de los homogeneizados,.
Método A.
Cada copa Optica se sonica en 300 ul de tampdn fosfato

potdsico pH 6,5 EGTA 20 mM, tres veces durante 5 segundos, al

70% de la potencia de salida a 25 W.

Centrifugacidén del homogeneizado durante 10 min. a 2000 g
(4°C).

El sobrenadante es utilizado para el ensayo.

Método B.

La retina neural es extraida de la copa oéptica inmersa en
tampé4n fosfato sbédico salino (0,1 M, NaCl 0,14 M, EGTA 10 mM,
pR 7,2).

Congelacién en 300 ul de tampdn fosfato potéasico 0,25 M,
pH 6,5 (EGTA 20 mM), conservandose a -25°C hasta la realizacién
del ensayo.

La retina neural se sonica, utilizdndose después el
homogeneizado directamente en el ensayo.

- Procedimiento del ensayo.

Previo al ensayo se preparan la solucidn de trabajo que consta
de triptamina 100 mM suplementado con [“C]AcCoa en tampén
fosfato potasico 0,25 M pH 6,5 (2.000 cpm/ul)

A cada tubo del ensayo se ahaden:.

100 pl del homogeneizado de retina
80 ul de AcCoA (125 uM)
20 ul de la solucidn de trabajo (40.000 cpm/tubo).

Los tubos blancos se realizan substituyendo el homogeneizado
del tejido por 100 ul de tampdédn de homogeneizacidn.

Incubacién durante 20 min. a 25°C.

Parar la reaccién con 1 ml de cloroformo frio.
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Agitar durante 1 min. La eficacia de extraccién de la
N-acetiltriptamina con cloroformo es del 98% (Parfitt et al.,
1975) .

Centrifugacién a 6000 g durante 1 min.

Eliminar por aspiracidn el sobrenadante.

Afiadir 200 ul de tampén fosfate y agitar durante 1 min.

Centrifugar a 1500 g durante 10 min. Aspirar sobrenadante.

Este proceso de lavado de la fase cloroférmica con tampén
fosfato se repite dos veces.

Recoger 0,5 ml fase de cloroformo en un vial y evaporacidn
a temperatura ambiente.

Reconstitucién del residuo seco en 100 ul de etanol. Afadir
2 ml de solucidn de Bray.

Contaje de la radiactividad.

La eficacia del contaje se calculd mediante las colas del
canal de contaje, utilizando estandares externos de (['%C] para
obtener la curva de calibracién. La eficacia fue siempre superior
al 95 %.

- Variaciones del ensayo para ojos de larvas de anuros.

Para la realizacidén del ensayoc de la actividad NAT de ojos
procedente de larvas de anuros, debido a la menor cantidad de
tejido, se incrementdé la sensibilidad del ensayo reduciendo el
volumen total de reaccién de 200 a 100 ul. Cada tubo del ensayo
contiene:

50 ul homogeneizado de ojos de larvas.

30 ul de AcCoA (166,66 uM).

20 ul de solucidén de trabajo [“C]AcCoA-Triptamina 50 mM,
(40.000 cpm/tubo).

Las concentraciones finales de AcCoA (50 uM) y triptamina
{10 mM) se conservan respectc a las concentraciones utilizadas
para el ensayo en la retina de adultos.

- Utilizacidén de serotonina como substrato.

Cuando el ensayo de la actividad NAT se realiza utilizando
serotonina como substrato, la extraccidén se realiza con alcohol
iscamilo en lugar de cloroformo. La eficacia de extraccidén de la
N-acetilserotonina con este disolvente es del 90% (Deguchi y
Axelrecd, 1972}, el resto de las condiciones del ensayo se
mantienen iguales.
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Ccuando los resultados se comparan con los obtenidos con
triptamina utilizando el mismo homogeneizado, 1la actividad
enzimatica se corrige respecto al porcentaje de recuperacién
(apartado 5.e de resultados).

- Valoracién de la actividad A~NAT.

Para la determinacidén de la actividad A-NAT se utilizé p-
fenetidina como amina aceptora de grupos acetilo, el resto de las
condiciones del ensayo se mantuvieron constantes. Como tampén del
ensayo se utilizdé tampén fosfato potésico 250 mM pH=7.

La preparacién de la solucidn de p-fenetidina, se realizd
mezclando en una proporcién 1i:1 p-fenetidina con DMSO. A
continuacién se afhade tampén fosfato hasta alcanzar la
concentracién deseada de la amina. Las concentraciones finales
de los substratos en el ensayo fueron:

- AcCoA 50 uM.
- p-fenetidina 5 mM.

La p-fenetidina acetilada puede ser extraida de la mezcla
de reaccidn mediante cloroformo (eficacia de extraccién de la
N-acetilfenetidina 95%, Voisin et al, 1984), cuantificandose la
actividad enzimdtica de forma andloga a la AA-NAT.

d) Célculo de resultados.

La actividad enzimatica se calcula a partir de las cpm
valoradas en el extracto clorofdérmico de la mezcla de reaccién.
Para ]lo cual ha de tenerse en cuenta la cantidad total de AcCol
afiadida (incluyendo AcCoA y [“C]AcCoA) en el tubo de ensayo.

NAT(nmol/ tubo) = {com(muestra) -cpom{blanco) ]

xAcCoA (nmol) x2
cpm{totales)

El resultado obtenido debe ser multiplicade por 2 debido a
que sblo se valora la mitad del extracto total (500 ul).
Para expresar los resultados en nmol de producto formado por

hora y por oérgano se debe hacer la siguiente correccién:

. NAT{nmol})
NAT(nmol/h/ojo) =— ——— —= ;
( /B/0jo) tiempo reaccidn(hy xXfraccién érgano

Cuando la preparacién de los homogeneizados se realizé
siguiendo el método B, los resultados de la actividad NAT se

expresaron referidos a mg proteina de retina neural.
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2.3.2 RADIOINMUNOENSAYO DE MELATONINA.

a) Principio del ensayo.
El radioinmunoensayc (RIA) se basa en 1la inhibicidn

competitiva entre un antigeno marcado radiactivamente y un
antigeno sin marcar por un anticuerpo especifico. Se establece
un equilibrio quimico entre las formas unidas y 1libre del
antigeno, gobernado por la constante de afinidad del anticuerpo
por el antigeno. En el caso de que la concentracién de antigeno
marcado y del anticuerpo sean contantes, existe una relacién
entre la concentracién de antigeno frio y la proporcidén del
marcador desplazada del complejo antigeno-anticuerpo, una vez
alcanzado el equilibrio tras la incubacién. Esta caracteristica
permite estimar concentraciones desconocidas del antigeno (u
hormona) en una muestra por comparacién de la cantidad del
marcador unido al anticuerpo con una curva estandar hecha con
concentraciones conocidas de hormona verdadera.

Para poder llevar a cabo una cuantificacién correcta, es
necesario poder separar de forma fiable las fracciones libre y
unida del marcador, para lo cual existen varios métodos:

- Separacidén por adsorcién. Mediante una mezcla de particulas de
carbdén activado y dextrano, se consigue que el marcador libre se
una a dichas particulas y gue los complejos antigeno-anticuerpo
permanezcan solubles, la radiactividad remanente se cuantifica
en el sobrenadante. Este método se utiliza con marcadores
emisores de radiacién 8 (CH, “¢).

- Separacién por precipitacién de los complejos antigeno-
anticuerpo. Dicha precipitacidn se suele consegquir con el uso de
un 2° anticuerpo contra las inmunoglobulinas de la especie animal
productora del primer anticuerpo. La radiactividad se mide en el
precipitado (fraccién unida). Este método se utiliza generalmente
cuando el marcador emite radiacién 7 (I, "Y'I). Este segundo
método fue el utilizado en el RIA de MEL. Como 2° anticuerpo se

utilizé suero de asno inmunizado contra inmunoglobulinas de
coneio.

b) Reactivos.
- Tampdén del RIA.
Tricina 17,9 g/1.
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NacCl 9,0 g/l.
Gelatina 2,0 g/l.
Azida sbdica 0,5 g/l.

Se ajusta a pH = 8 con NaOH. Conservacidén a 4°C. Duracién
maxima 4-5 dias.
- Anticuerpos.

El anticuerpo antimelatonina (Stockgrand RR/19549-16876) se
disuelve previamente en 2 ml de H,0 destilada. Tanto el
anticuerpo antimelatonina, como el suero de conejo y el segundo
anticuerpoc se mantuvieron congelados a =-25°C, divididos en
alicuotas para ser utilizadas en series de 50 6 100 tubos de RIA.
- curva estandar de melatonina.

Para la realizacién de la curva estandar de MEL se parte de
una solucidén madre (1 mg/ml). Dicha solucidén se prepara
disolviendo la MEL en etanol absoluto, ahadiendo a continuacién
H,0 destilada hasta una concentracién final de etanol del 20 %.
Se conserva a 4°C. La solucidn es estable al menos 1 afo.

A partir de dicha solucidén madre de MEL (1 mg/ml) se
realizan las siquientes diluciones:

Solucién A (10 ng/ml)}: mediante dos diluciones sucesivas en
H,0 de la solucién madre de MEL (dilucién final 1:100000).

Dilucién en tampdn del RIA de la solucidédn A, para conseguir
dos diluciones (1:25 = 400 pg/ml y 1:500 = 20 pg/ml).

Partiendo de las diluciones dGe 400 pg/ml y 20 pg/ml, se
obtienen las siguientes concentraciones de MEL en un volumen
final de 0,% ml:.

1, 2, 5, 10, 25, 50, 100, 200 pg de MEL.

c) Método de extraccién de melatonina.

El contenido de melatonina ocular se ha valorado en el
complejo retina-epitelio pigmentado, debido a que este dltimo
contiene la mayor parte de la melatonina ocular (Zawilska e
Tuvone, 1989; Skene et al., 1991; Barret y Underwood, 1991).

Con ayuda de una lupa binocular se separa el complejo retina
neural-epitelio pigmentado de la esclerédtica.

Sonicacién en 300 pul de tampén dél RIA (sin gelatina).

Se retira una alicuota de homogeneizado (20 ul) para la
valoracién de proteinas.
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Adicién de 1,5 ml de diclorometano. Agitacién 10 veces, 20
segundos.

Centrifugacién (3500 g, 15°C) durante 15 min. Aspiracién de
la fase acuosa y de la interfase proteica.

Adicidén de 0.3 ml de tampdn bicarbonateo 0,1 M (Ph 10).
Agitacién 3 veces, 20 segundos.

Centrifugacién (1500 g, 15°C) 5 min. y aspiracién de la fase
acuosa.

Congelar los restos de fase acuosa con acetona enfriada con
hielo seco.

Después de 1la decantacidn, la fase de diclorometano se
evapora bajo atmésfera de N,.

Reconstitucién afiadiendo 10 ul de etanol absoluto. Agitar
hasta la disolucidn completa del precipitado. Adicién de 1,1
ml de tampdédn del RIA.

d) Procedimiento del RIA.

Pipetear 0,5 ml de cada uno de los puntos la curva estdndar
Yy las muestras.

Anadir 100 pl del anticuerpo antimelatonina diluido 1:200 en
el tampén del RIA.

Afiadir 100 ul de MEL marcada (10.000 cpm/tubo).

Incubacidén 15-18 horas a 4°C.

La precipitacién de los complejos antigeno-anticuerpo se
realizé afladiendo:.

100 ul del 2" anticuerpo diluido (1:20) en tampén de RIA
100 ul sueroc de conejo diluido (1:200) en tampdn del RIA
500 pl polietilenglicol 6% (p/v).

Agitacidn, e incubacidn 4 horas a 4°C.

Centrifugar 40 minutos a (3500 g, 4°C).

Decantacidn rapida del sobrenadante y escurrir totalmente el
sobrenadante sobre papel de filtro.

Medir 1la radiactividad en el precipitado (contador 7).
Eficacia del canal de '"I 70%.

e) Célculo de resultadog.
Para la realizacidén del RIA deben incluirse los siguientes
tubos controles:
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Cuentas totales (T). Indica la cantidad total de marcador
afiladido a todos los tubos.

Unién maxima (Bo). Dichos tubos no tienen hormona fria,
representando la unidén maxima del marcador al anticuerpo
(estéandar 0).

Unién inespecifica (NSB). En este tubo no existe anticuerpo

y define la unién no especifica del marcador al tubo de ensayo.

A partir de estos tubos y de los obtenidos de la curva estandar

se realizaradn los siguientes célculos:

Capacidad de unién (%) = (Bo-NSB)/T x 100

Unién inespecifica (%) = NSB/T x 100

Unién para esténdares y muestras (Y):

Y (%) = [muestra(cpm) - NSB] / [Bo(cpm) - NSB] x 100

La representacidédn grafica de la curva estandar puede
realizarse de las siguientes formas:

- Y frente a [H] {lineal-lineal). Da lugar a una curva de perfil
hiperbélico, tiene la ventaja que los datos representados nc
sufren ninguna transformacidén, evitandose asi los errores
asoclados a ella.

- ¥ frente a log[H] (lineal-logaritmica). La curva resultante
tiene un perfil sigmoideo, se aprecia con claridad el intervalo
de la curva con mayor precisién, gque corresponde a la mayor
pendiente.

- Logit(Y) frente a log[H] (logit~logaritmica). La transformacién
logistica de Y da lugar a lineas rectas.

Logit(Y) = log(¥Y/(100-Y))
Simplifica el andlisis matematico, pero tiene el inconveniente
de que la doble transformacién conlleva errores importantes en
la estimacién de los resultados.
El calculo de las concentraciones de las muestras se puede
realizar utilizando varios métodos:
- Método de regresién lineal. Los datos de la curva estandar son
transformados aplicando la transformacidén logistica a la unidn
especifica y la logaritmica a las concentraciones, se consigue
pues la linealizacién de la curva estdndar, permitiendo el uso
del método de los minimos cuadrados para obtener la regresidn
lineal. Este método sélo produce resultados aceptables cuando las
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muestras entran en la parte central de la curva (Y situado entre
10 % y 90 % del Bo).

- Funcién hiperbélica. A partir de la ecuacidén general de una
curva hiperbélica y utilizando métodos de regresidn no lineal se
ajusta la curva de este tipo a los puntos estandares.

- Métodos de interpolacién. Estos métodos no estan basados en
modelos matemdticos concretos. Se conectan los puntos estandares
consecutivos mediante segmentos de funciones matemdticas, que
pueden ser lineas rectas o curvas de 2° & 3 grado.

El método utilizado en la presente Memoria se basa en un
método de interpolacién utilizando segmentos de curvas de 3¢
grado, estos segmentos son unidos para obtener una curva continua
con un minimo de oscilaciones, para consequirlo el procesoc es
repetido varias veces por calculo iterativo asistido por
ordenador.

f) criterics de validez del RIA. (Midgley et al,. 1969).

El método de RIA de MEL utilizado en esta Memoria esta
basado en el protocolo utilizado para la valoracidén de MEL en
plasma mediante RIA directo (Fraser et al., 1983}, al cual se le
han afiadido algunas modificaciones: se usa un marcador yodado y
un anticuerpo de conejo obtenido frente a la MEL conjugada en
posicién 2 con albGmina sérica humana. Este método ha sido
adaptada por nosotros para su utilizacién en R. perezi (ver
resultados apartado 2.).

Los criterios de validez que debe cumplir un RIA son los

siguientes:
- Especificidad. Es la capacidad del anticuerpo de discernir
selectivamente entre varios compuestos quimicamente relacionados
con la hormona a valorar y gque podrian existir en las muestras
biolégicas. Se calcula como los coeficientes de reaccidn cruzada,
gue representan la relacién en tanto por ciento entre las
concentraciones de hormona y el compuesto similar, necesarios
para obtener un desplazamiento del 50 % de una cantidad conocida
de marcador.

En nuestro caso, el anticuerpo antimelatonina utilizado ha
sido previamente caracterizado (Fraser et al., 1983) obteniéndose

las siguientes reacciones cruzadas con varios compuestos indélicos:
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Compuesto Reaccidn cruzada %
Melatonina 100
6-Hidroximelatonina 5,33
6-Sulfatoximelatonina 0,229
N-acetil-5-hidroxitriptamina 0,084
Ac. S-Hidroxi~-indolacético 0,080
5-Metoxitriptamina <0,003
N-acetiltriptéfano <0,003
5-Metoxitriptofol <0,003
Triptéfano <0,0003

- Paralelismo. Entre la curva estdndar y una serie de diluciones
de una muestra. Este método de validacién es utilizado como un
indice de la similitud de la inmunoreactividad entre el compuesto
estandar y el valorado en la muestra. La existencia del
paralelismo muestra que el factor de dilucién utilizado no afecta
a la estimacidn de la concentracién final de hormona.

- Recuperacidén. Se define como la diferencia en tanto por ciento
entre el valor estimado mediante RIA y la cantidad real de
hormona afadida. En el casoc de que se realice utilizando varias
concentraciones de hormona, debe establecerse una correlacién
lineal entre la cantidad real y la estimada.

- S8ensibilidad. Se define como la menor concentracién de hormona
gue puede ser discriminada de la unién maxima (Bo) con una
p < 0,05, La sensibilidad se calcula como el punto que dista del
Bo en 2 veces su desviacién estandar.

- Precisién y reproductibilidad. Se mide por medio de 1los
coeficientes de variacidén (desviacién tipica/media %) intra- e
interensayo, determinados a varias concentraciones de la curva
estandar. Dichos parametros muestran la reproductibilidad del
método bajo las condiciones del ensayoc utilizadas. Dichos
coeficientes deben ser siempre inferiores a la variabilidad
encontrada en las muestras bioldégicas.

2.3.3 DETERMINACION DE PROTEINAS,

Se utilizd el método descrito por Lowry et al., 1951.
a) Reactives.

Tartrato Na-K (2 %): 2 g en 100 ml de H,0.
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cCuso, (1 %¥): 1 g en 100 ml de H,0.
Solucién B: NaOH 1 g + Na,CO; 5 g en 250 ml de H;0.
Solucién C: 1 ml CuSO, (1 %) + 1 ml tartrato (2 %) en 100 ml

de solucién B.

b) Procedimiento.
Afadir 2,5 ml de la solucién C a 0,5 ml de muestra.
Agitar e incubar 15 minutos a 30°C.
Anadir 0,25 ml de reactivo Folin:H,0 (1:1).
Agitar e incubar 30 minutos a 30°C.
Lectura de la absorbancia a 505 nm.
Patrén de sercalbimina bovina (BSA) en el intervalo 5-400 pug.

2.3.4 METODO DE CULTIVO ESTATICO.
a) Preparacién del medio de cultivo.

DME ("Dulbecco modified Eagle Medium") 6,6 g/1.
Acido ascérbico (0,1 mM) 17,6 mg/l.
HEPES (7,5 mM) 1,785 g/1.
Alblimina sérica bovina 0,75 g/l.
NaHCO, (35 mM) 2,94 g/l.
Gentamicina 50 mg/1l.

Después de la disolucidn completa de los componentes en agua
bidestilada, el medio se satura con carbdgeno (95% 0,: 5% CO,).
Ajustar el pH a 7,4 con NaOH 0,1 M.

En tiempos de cultivo de 6 horas de duracién o inferiores
no se afiadidé gentamicina al medio.

La presidén osmdtica calculada del medio es 224,87 mOsmoles.

b) Procedimiento general del cultivo.

Tras la diseccidn de las copas dpticas, siguiendo el método
explicado en la seccién 2.1.1, éstas fueron sometidas a un
periodo de preincubacién de 30 minutos en 6 ml medio de cultivo
antes del comienzo del cultivo. Dicho periodo es necesario tanto
para conseguir la acomodacién del tejido ocular al medioc, como
para lavar la MEL contenida en la copa éptica en ese momento.

Tras esta preincubacidén, las copas fueron colocadas
individualmente en placas de cultivo de 24 pocillos con un
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volumen de medio de 1,5 ml/pocillo. Una vez situadas las copas
en los pocillos, las placas se colocaron en camaras
herméticamente cerradas, las cuales se saturaron con carbdgeno.
Dependiendo de las condiciones de cultivo, dichas camaras fueron
transparentes {cultivo en luz), o totalmente negras (cultivo en
oscuridad) .

La incubacidén se realizdé a una temperatura de 20%0,1°C,
introduciendo las camaras herméticas en un bafio termostatizado.
El cultivo en condiciones de luz se realiza exponiendo las
cdmaras transparentes a la luz proporcicnada por tubos
fluorescentes (intensidad total 45 W).

Los cambios de medio se realizaron rutinariamente cada 3
horas, las alicuotas resultantes de 1,5 ml del medio se
congelaron a -25°C hasta el momento del ensayo de MEL.

Al final del periodo de incubacidn, las retinas neurales
fueron extraidas de las copas oOpticas con ayuda de una lupa

binocular, para la valoracién de la actividad NAT en las mismas.

2.4. Métodos de calculo y estadistica.

2.4.1 METODOS DE REGRESION.
a) Comparacidén de la pendiente de dos rectas.

En algunas ocasiones resulta necesario probar si las lineas
de regresidn obtenidas a partir de varios conjuntos de datos
andlogos son iguales, para lo cual se comparan las pendientes de
ambas rectas, con el fin de averiguar si ambas proceden de la
misma poblacidn.

Para llevar a cabo dicho andlisis se utiliza un ANOVA en el
cual se compara, mediante un estadistico F, el cuadrado medio
debido a la diferencia entre las distintas pendientes (variacién
entre regresiones), con el promedio ponderado de las desviaciones
respecto de la regresién (variacién dentro de las regresiones).
Si dicho estadistico es mayor que el valor critico F,, . ,, entonces
se concluye que las pendientes son estadisticamente diferentes
y que los datos proceden de poblaciones distintas (Sokal y Rohlf,
1979) .

Este test estadistico ha sido utilizado para comparar las
pendientes de las representaciones de Arrhenius de las cinéticas
enzimaticas y en la validacién del RIA de MEL (paralelismo entre
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muestras biolégicas y curvas estandares del RIA, previa
transformacién logistica-logaritmica para conseguir la

linealizacidédn de las curvas).

b) Reqresién potencial.
Para comparar el crecimiento de los distintos érganos de un

animal normalmente se utiliza el modelo de crecimiento
alométrico, basado en que el cociente entre incrementos de dos
estructuras de diferente tamafio debe permanecer constante (Sokal
y Rohlf, 1979). El modelc matematico que cumple esta premisa es
una funcidén potencial.
Curva de crecimiento alométrico Y =ax

La transformacién logaritmica de las dos variables modifica
la relacién potencial en una relacién lineal, permitiendo asi
aplicar el analisis de regresién lineal, que es el analisis
estadistico mads utilizado para este tipo de estudios.

Log({¥) = Log(a) + b Log(X)
La regresién potencial se utilizd para evaluar 1la

dependencia de la actividad NAT respecto al tamafio del animal.

c) Regresidén no lineal con dos pardmetros.
Frecuentemente, el andlisis de los datos experimentales

requiere la comparacidén de estos con algin modelo matematico
concreto. La aplicacidn de la regresidén lineal se encuentra
limitada pues, a los casos en que se supone una relacién lineal
entre las variables dependiente e independiente. Cuando esto no
se cumple se puede optar por la aplicacidédn de una serie de
transformaciones matematicas de 1los datos, con el fin de
conseguir la linealizacién de las variables. En el caso concreto
del estudio de las constantes cinéticas, el perfil hiperbdélico
de la relacidén entre concentracién de substrato y velocidad de
reaccidén puede linealizarse mediante la transformacién doble

reciproca (método de Lineweaver-Burk).



Ritmos de NAT y melatonina en retina de anuros 1. MATERIALES Y METODOS 98

V= x s = ..2'. = l + KM b4 —l.
e S+KM Ad Vmax Vmax s

l i l |

Y= a+ b X

Cualquier transformacién de los datos originales 1lleva
asociada una serie de sesgos que afectan a la estimacidn de las
constantes cinéticas. Esto se elimina si los datos experimentales
son ajustados directamente a una curva hiperbdlica. Para lo cual
es necesario el uso de la regresién no lineal.

Para cualquier funcidn no lineal f(x,c) definida por varios
parametros (c) gue han de ser estimados, se puede realizar una

aproximacién lineal del siguiente tipo:

f(x,c)=f(x,co)+(c—co)x9£i§Lfﬁl

Esto corresponde al desarrollo de Taylor ignorando los
términos de orden mayor de 1. En este caso, c, seria la
estimacidn provisional del parametro c. E1 valor no es exacto
debido a que se desprecian los términos de orden elevado de la
gserie de Taylor. El proceso de calculo se repite una serie de
veces (cdlculec iterativo), con el fin de reducir el cuadrado
medio debido al error (parametro gque mide la bondad del ajuste
de la curva tedérica a los datos experimentales), obteniéndose asi
una aproximacién mayor de la estimacién de c a su verdadero
valor. El error estidndar de la estimacién del parametro se
calcula a partir de la desviacién media de los puntos

experimentales respecto a la curva de regresién.

d) Reqresién no lineal con tres parametros.

El método de aproximacién descrito por Duggleby en 1981,
tiene la ventaja de una gran flexibilidad en su aplicacién a
modelos matemé&ticos, debido a que los cadlculos se realizan a
partir de las diferencias entre los resultados experimentales y
los estimados a partir del modelo matematico.

Para una funcién y = f(x,¢,,C,;,C;) con tres parametros se
obtiene la siguiente aproximacién lineal:

z = (Y - 9) = 8§ip1 + 6;p, +63p,
¢, valor calculado de y a partir del modelo matematico.

z, diferencia entre el valor experimental y el teérico.
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§,, correccidédn del parametro g.
p;» derivada parcial de f respecto al parametro c;.

Los sumatorios a utilizar son:

s, = Z(p)’ s, = (py)’ sy = 2(ps)’
Sz = IPi-P2 Sy = IP-Ps Sy = IpP;-P;

Sy = ZZ.P; Sy; = 22.P Sy3 = Z2.Ps
s,, = 2’

Mediante calculo de los determinantes se obtiene:

5 835 Sps Sy; S12 S13
A=51, 8; Sy 8 =Sy, S, Sx|/A
S13 S35 53 Syz Sa3 5,

Sl Slz Syl
8,=IS12 Syz Saal/A 8,551, S; S,4/A
S13 Sz3 Sy

Er = s,/(n-3) (Cuadrado medio debido al error, se pierde un
grado de libertad por cada parametro del modelo
estimado) .
Las nuevas estimaciones de las constantes se obtienen
sumando los correspondientes §; a los valores de c;:
c, =¢° + 8
La repeticién del cadlculo mediante un proceso iterativo da
lugar a una estimacidén fiable de los parametros después de 10 &
12 iteraciones. Durante este proceso los valores de §;, tienden a
0 (la sucesién converge), en este momento los errores de la
estimacién de los §;, coinciden con los errores de los parametros

c; correspondientes.

S,8 3,S
EE(8,) =VErx ﬂsﬁs? /A] EE(S,) =yErx ﬂslis? /A]
5,8
EE(63): Erx ﬂsizszz/A]

2.4.2 E I L T
a) Ecuacién de Michaelis-Menten
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La aplicacién de este método de regresién no lineal a la
ecuacién de Michaelis-Menten fue descrita por Wilkinson en 1961.
Consiste en la siguiente aproximacién lineal.

OF (S, Viaxs Kif)

Vb, XE (S, Viax, Ky} +D; X

3K,
v
b, = —max by=b,x (Ky~Ki{)
Vinax

F(s, ooy, Ky} Ecuacidén de Michaelis-Menten

Las estimaciones iniciales de los pafémetros Vo ¥ Ky se
obtienen mediante el método de Lineweaver-Burk. Utilizando estas
estimaciones provisionales se procede a la aproximacidén partiendo
de los siguientes sumatorios:

s, = £(b)? s, = Z(b,)? sS;; = Zb,.b,
s, = Zv.b, s, = Sv.b, s, =3IV

Mediante célculo de los determinantes se obtiene:

8,5 s.,S 8,8
A= 1¥12 =~ vi=12 A D.= 1 v;i A
5125, Sy25 / 2 18128y /
Er = (s,-D;.s,~-D,.8,,}/(n=-2) (cuadrado medio debido al error).

Las estimaciones nuevas de las constantes y sus errores son:
Vimax = Vau XD Ky = Ky’ + Dy/D;
EE(V,,) = VaxXVErxv(s,/A) EE(Ky) = (VErxv(s,/A))/D,

El cdlculo puede repetirse en un bucle iterativo,
obteniéndose las estimaciones ajustadas en 5 & 6 iteraciones
consecutivas.

b) Cinética con inhibicidn por exceso de substrato.

Se aplicd el método de calculo de regresidén no lineal con
tres parametros para la estimacién de los parametros tipicos de
la cinética enzimdtica con inhibicién por exceso de substrato.

En este caso los parametros a estimar fueron Ky, K Y Vou-

2.4.3 RITMOS DIARI E MELATONINA Y ACTIVIDAD NAT.
a) An&lisis estadistico.



Ritmos de NAT y melatonina en retina de anuros . MATERIALES Y METODOS 101

Ky=Constante de Michaellis

V=___%;2L__ K;=Constante de inhibicidn
1+ "?M + ?S Voax=Velocidad mdxima

Para el andlisis estadistico de los datos obtenidos durante
ciclos diarios, se utilizé un ANOVA de una via con el fin de
probar la existencia de un ritmo diario, es decir, que las
diferencias entre los valores obtenidos en distintos puntos del
ciclo sean significativas.

Si el ANOVA anterior es significativo, se pasa a averiguar
en que puntos nocturnos el parametro estudiado (NAT o MEL) se
encuentra elevado sobre los niveles basales (diurnos). En primer
lugar, debe comprobarse que no existen diferencias significativas
entre los puntos diurnos, si esto es asi, se comparara el valor
medio diurno con los distintos puntos nocturnos del ciclo
utilizando el test de Student-Newman-Keulst para comparaciones
miltiples. En el <caso de gque si existan diferencias
significativas entre los distintos puntos diurnos, para las
comparaciones miltiples con los puntos nocturnos, se toma como
referencia el tGltimo punto de la fase luminosa del ciclo.

Debido al método utilizado en la estimacidn de los valores
de MEL sobre una funcidén curvilineal (curva estandar del RIA),
aparece una marcada correlacidn entre la desviacién y la media
de los datos, con lo cual no se cumple 1la condicidén de
homogeneidad de las varianzas, requisito para la aplicacidén del
ANOVA. Para conseguir esta homocedasticidad se realizd la
transformacién logaritmica de los valores de MEL, tras esta
transformacién se aplicé el test de Bartlett para probar si la
homogeneidad de varianzas se ha conseguido.

Cuando los niveles de MEL fueron inferiocres al limite de
sensibilidad del ensayo, se tomd este dltimo como valor para el
andlisis estadistico de los datos.

b) Modelizacién de l9s ritmos djarios.

El ritmo diario de la actividad NAT, tanto para individuos
adultos de R. perezi como para larvas de anuros, fue ajustado a
una funcién ciclica de tipo sinuscidal. Se utilizd el método de

Duggleby (1981) para ajustar los datos experimentales al modelo:
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V=A,+A,xCOS (txn/12-9)

Los parametros estimados fueron:

A,, Nivel medio o "mesor". Indica la media de los datos
ajustada al ritmo sinusoidal.

A,, Amplitud sinusoidal. Indica la oscilacidén de la funcidn
sinusoidal a partir del valor de A,.

¢, fase. Indica el desplazamiento de la curva sinusocidal
respecto al origen, su valor coincide con el momento del méximo
nocturno.

El tiempo (t) gque se representa en horas debe ser
transformado a radianes para introducirlo en el modelo. El
periodo de la curva sinusoidal, en nuestro caso, toma el valor
de 24 horas (24 horas = 2w radianes).

Para los ritmos de MEL ocular se utilizé una curva gausiana
ciclica debido al perfil en forma de campana que presenta la

distribucién de los valores experimentales.

y=A+erxp(~£(

L sin(txn/24-¢) )j

G +OxsITIiEXX/TZ=¢9)

Los parametros a estimar son:

A, Nivel basal. Representa el nivel constante de la MEL a
través de todo el ciclo diario.

H, Altura gausiana. Representa la altura maxima del pico
nocturno sobre el nivel basal.

o, Anchura gausiana. Este parametro se encuentra relacionado
con la duracién del pico nocturno.

§, coeficiente de asimetria.

¢, fase. Muestra el desplazamiento de la curva respecto al
origen de tiempos. El valor corresponde con el momento del
madximo nocturno.

El modelo propuesto por Vivien-Roé&ls y colaboradores (1979)
es valido cuando el maximo de MEL se encuentra centrado en la
fase oscura. Si el maximo nocturno no tiene lugar a medianoche
dicho modelo no puede describir de forma fiable el ritmo. Por
ello, es necesario incluir un nuevo parametro (§) que modifica
el perfil del pico, este parametro indica la asimetria del pico
nocturnc, pudiendo tomar valores desde -0 a +o. Cuando § = 0 1la

curva es simétrica respecto al maximo. Si 6§ > 0 el maximo se
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encuentra retrasado respecto a la medianoche, en cambio cuando
§ < 0 el maximo nocturno tiene lugar en la primera parte de 1la
fase oscura.

El método de cilculo de Duggleby (1981) fue utilizado para
la estimacién de los parametros del modelo gausiano ciclico, pero
debido a que este método sélo puede estimar 3 parametros
simultianeamente, mientras que el modelo de la curva gausiana
tiene 5 (A, H, 0, § y ¢}, el calculo fue repetido en varias veces
sucesivas hasta obtener la estimacién de todos los parametros.
El orden de calculo fue:

1". Estimacién de A, H, ¢
2°. Estimacién de A, H, o
3°. Estimacién de H, o, ¢

La relacién entre los parametros que determinan la anchura
del pico (0 y 6) y el tiempo durante el cual los niveles
nocturnos de MEL se mantienen elevados, se calcula a partir de

las dos soluciones (+ y =) de la siguiente ecuacidédn implicita.

(t)t=24/nxarcseqc(0+6xsen«f)txn/12»]

c=1,17741 = t,=[(-)¢t, {(+)¢t]

Las soluciones de dicha ecuacidén definen los limites del
intervalo de tiempo durante el cual los niveles de MEL se
encuentran por encima de un determinado limite definido por el
parametro c. En nuestro caso, cuando ¢ = 1,17741 el intervalo
definido (t,) muestra el periodo de tiempo durante el cual la MEL
es superior a la mitad de la altura maxima del pico gausiano.

Para ambos modelos (curvas sinusoidal y gausiana) se
considerd como origen del tiempo la medianoche (hora 0). En las
condiciones experimentales utilizadas por nosotros se consideré
gue la duracidn del ciclo completo fué de 24 horas.

Para determinar la consistencia del ritmo, tanto para el
modelo sinuscoidal como el gausiano, se utilizé 1la razén
sefial/ruido como estadistico. Cuando este parametro es menor que
0,3 se considera que la existencia del ritmo es significativa.
(Halberqg y Reinberg, 1967). El coeficiente sefial/ruido se calculé
de la siguiente forma:

Curva sinuscidal: EE(A,) /A,

Curva gausiana: EE(H) /H
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2.4.4 ANALISIS ESTADISTICO PARA CULTIVOS DE COPAS OPTICAS,
a) ANOVA de mialtiple via . (Sckal y Rohlf, 1979)

El ANOVA de midltiple via, debido a sus miltiples ventajas,
es un método de andlisis estadistico muy utilizado en modelos que
estudian los efectos de varios factores (efectos principales)
dentro del mismo disefio experimental. Ademés de analizar el
efecto de cada factor sobre el parametro en estudio, es capaz de
proporcionar informacidn sobre la interaccién de los efectos
principales entre si. Dicha interaccién es propia de multitud de
procesos biolégicos y en general se puede clasificar en dos
clases.

- B8inergia. cCuando el efecto observado al actuar dos factores
conjuntamente es mucho mayor que la suma de los efectos de cada
factor por separado.
- Interferencia. Cuando el efecto de los dos factores actuando
conjuntamente es mucho menor que la suma del efecto de cada
factor por separado.

Este método estadistico se basa en descomponer el valor
experimental en una suma de una serie de componentes.

Y = u + 0o + ...+ a + Z[interac.] + €

4, media de los valores experimentales.
a;, efectos principales de cada factor.
Z[interac.], sumatorioc de todas las interacciones entre
factores.
€, componente aleatorio.
- Modelo aditivo de los efectos principales.

La hipdtesis fundamental que permite la aplicacidn de este
método es la aditividad de los efectos principales, la cual se
cumple cuando las interacciones entre factores (I[interac.]) no
son significativas.

- Modelo multiplicativo de los efectos principales.

Si los efectos principales son multiplicatives en lugar de
aditivos, la descomposicidén de los valores experimentales tiene
la forma.

Y =p Xa X...Xq X[| [interac.] X €
Es posible simplificar el andlisis estadistico de este

modelo aplicando la transformacidn logaritmica, gque reduce el
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modelo multiplicativo a uno aditivo, aplicandose el ANOVA de via
miltiple.
log(Y) = log(u)+log(a,)+..+log(qa;) +Xlog(interac.)+log(€}.
En este caso, cuando no hay interaccién significativa entre
los efectos principales, significa que son puramente
multiplicativos, y que la interaccién de los mismos es de tipo

sinérgico en el sentido estadistico de la palabra.

b) Actividad NAT.

Para el analisis estadistico de 1los resultados de la
actividad NAT se utilizé un analisis ANOVA de via mdltiple,
utilizando la hipdtesis de aditividad de los efectos principales
en estudio. Los factores a estudiar fueron las condiciones de
iluminacidén de 1las copas Opticas (luz y oscuridad), y los
distintos tratamientos farmacolégicos aplicados al cultivo.

Tras el ANOVA miltiple, se utilizd el test de Student-
Newman-Keulst para comparaciones mdltiples, con el fin de conocer

la significacidn estadistica de las diferencias entre los grupos.

c) Melatonina.

De forma similar a la estadistica descrita para la actividad
NAT, los datos fueron analizados mediante un ANOVA de via
miltiple. Pero a diferencia del caso anterior, para la MEL se
aplicd un modelo multiplicativo en lugar del aditivo, 1lc que
conlleva una transformacién logaritmica previa de los datos. El
test de Bartlett fue aplicado para probar la homogeneidad de las
varianzas.

Debide al hecho de que se obtienen varias muestras de medio
consecutivas de cada <copa Optica, se utilizaron dos
aproximaciones distintas dependiendo del nimero de muestras de
medio por pocillo, con el fin de estudiar el efecto del tiempo
de cultivo sobre la sintesis de MEL.

- Para el caso de tener solo 2 muestras de medio por pocillo (dos
pericdos de cultivo consecutivos de 3 horas), se aplicd el test
t de Student para datos emparejados.

- Para el caso de mas de 2 muestras de medio por pocillo, se

aplicd el analisis de multivarianza para datos repetidos. Las
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comparaciones midltiples entre puntos se restringieron a la
comparacién entre puntos consecutivos.



IV. RESULTADOS
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1. CARACTERIZACION DE ACTIVIDAD NAT DE LA RETINA DE R.

perez.

1.1. Actividad AA-NAT.

1.1.1 OPTIMIZACION DEL ENSAYO DE LA NAT.
a) Estabilidad de la actividad NAT en muestras biolégicas.

La enzima NAT es un enzima caracterizada por su gran inestabilidad, lo cual dificulta
su estudio. En primer lugar, nos planteamos buscar la forma para conservar la enzima activa
en las muestras bioldgicas.

- Proteccién de la actividad enzimdtica en los homogeneizados de retina.

Del estudio del efecto estabilizador de EGTA y AcCoA sobre la enzima NAT en
homogeneizados se obtuvieron los siguientes resultados (Fig. la), el homogeneizado en
tampdn fosfato exclusivamente (grupo control) muestra niveles no detectables de actividad
NAT para todos los tiempos de preincubacion, indicando una inestabilidad elevada de la
enzima (Fig. la). La adicién de EGTA (20 mM) muestra un importante efecto protector,
conservandose el 70 % de la actividad inicial de la NAT tras 30 minutos de preincubacidn.
Por dltimo, la preincubacion con AcCoA no parece mostrar ningun efecto protector sobre
la actividad NAT.

- Efecto del EGTA sobre la estabilidad de la NAT a tiempos largos.

Después de 200 min. de preincubacién del homogeneizado en presencia de EGTA
no se observo ningun descenso en la actividad enzimdtica (Fig. 1b). Por tanto, la adicién de
EGTA al tampdn de homogeneizacion resulta imprescindible para el mantenimiento de la
actividad NAT en homogeneizados crudos de retina de R. perezi durante el
radioenzimoensayo.

- Curva dosis-respuesta del EGTA sobre la actividad NAT.

Los resuitados (Fig. 1¢) mostraron un fuerte incremento de la actividad NAT con la
concentracion de EGTA en el intervalo 0-4 mM, por encima de dicha concentracién la
actividad NAT se mantiene estable no presentando incrementos adicionales.

- Conservacidon de la retina en congelacién. Efecto sobre la actividad NAT.
Del efecto de la congelacién sobre la actividad NAT se obtuvieron los siguientes

resultados.
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Tiem dias actividad NAT (nmol/h/ojo + e.)
1 2,17 £ 0,10 (3)
20 2,10 + 0,13 3)

Queda demostrado que al menos durante 20 dias la congelacién a -25°C no afecta la
actividad NAT. No obstante, los ensayos de NAT se realizaron rutinariamente, no mas tarde

de una semana después de la obtencién del tejido ocular.

b) Caracteristicas del tampén del ensayo.
- Concentracién.

Como puede observarse en la Fig. 2a. La actividad NAT se incrementa con la
concentracion del tampodn, alcanzando el maximo a 250 mM, a partir de esta concentracion
la actividad enzimdtica sufre un ligerc descenso no significativo.

- pH.

La actividad NAT muestra una marcada respuesta al pH. Para valores de pH de 6,1

6 inferiores, o mayores de 6,9 la actividad enzimdtica se encuentra muy reducida, siendo el

intervalo de 6,3-6,5 6ptimo para la determinacién de la actividad NAT (Fig. 2b).

de la reaccién respecto a la cantidad de tejido. Como se
observa en la Fig. 3a, la velocidad de reaccion se mantiene proporcional a la cantidad de
homogeneizado. El coeficiente de correlacion obtenido fue r=0,995 (p<0,001). Dicho

resultado indica que no se producen efectos negativos por la utilizacién de grandes cantidades

de tejido.
d) Efecto de la temperatura sobre el desarrollo de la reaccién.

Los resultados (Fig. 3b) demuestran que la linealidad de la reaccién se conserva
durante al menos 30 minutos a las dos temperaturas ensayadas. Esta linealidad se mantiene
a las dos concentraciones de AcCoA probadas. Los coeficientes de correlacion y su
correspondiente significacién estadistica se recogen a continuacién.

Temperatura (°C)  AcCoA (50 gM) AcCoA (250 uM)
25 r=0,995 (p<0.001) r=0,996 (p<0,001)
35 r=0,992 (p<0,001) r=0,995 (p<0,001)
Se puede concluir pues, que la NAT muestra una termoestabilidad suficiente para el

desarrollo del ensayo durante 20 6 30 minutos, tanto a 35 como a 25°C. También se observa
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un efecto estimulador de la temperatura sobre la actividad enzimdtica, un incremento de 10°C
supone, aproximadamente, una duplicacion de la actividad NAT. La concentracion de la
AcCoA utilizada no influye sobre 1a linealidad de la reaccion, pero si sobre la actividad
obteniéndose un incremento significativo de la misma a concentraciones altas de AcCoA, esto

demuestra que a 50 uM de AcCoA la enzima no se encuentra saturada para este substrato.

e) Tubos blanco del ensayo.

Con en fin de estudiar la especificidad de la reaccidn, y elegir la forma mds adecuada
para obtener los tubos blanco en el ensayo enzimdtico, se realizaron los siguientes tubos
blanco que se describen a continuacién (Tabla I):

La ebullicidn destruye totalmente la actividad enzimdtica del homogeneizado de retina
de R. perezi. El sobrecalentamiento del homogeneizado producido por la sonicacién durante
1 min. solamente inactiva el 95 % de la enzima. Este resultado demuestra la existencia de
una enzima termosensible en el homogeneizado que se desnaturaliza a altas temperaturas.
Esta circunstancia demuestra que la radiactividad extraida del tubo de reaccién se debe a la
accidén de dicha enzima.

Las cuentas observadas en los tubos blanco solamente constituyen el 0,25 % de las
cpm totales, pero en realidad las cpm correspondientes al [**C] afiadido al ensayo, y que son
extraidas por el disolvente orgdnico, son mucho menores (0,05 %) ya que la mayoria de las
cpm de los blancos son radiacion de fondo.

Puede observarse que tanto los tubos blanco extraidos con cloroformo y realizados
omitiendo el tejido o la triptamina, muestran unas cpm ligeramente superiores al fondo de
contaje. Mientras que los tubos blanco extraidos con alcohol isoamilo, muestran un ligero
incremento sobre los tubos blanco anteriores. El mayor cardcter polar del alcohol isoamilo
respecto al cloroformo incrementa el nimero de cuentas, probablemente debido a trazas de
[*C]AcCoA disueltas en él.

Al no existir diferencias significativas entre los tubos blanco realizados omitiendo la
amina aceptora o los hechos sin homogeneizado, se demuestra que la acetilacion de las
aminas endégenas presentes en el tejido es despreciable.

A partir de estos resultados, en el ensayo de la NAT utilizando triptamina como
substrato los tubos blanco se realizaron substituyendo el homogeneizado por tampdn,
mientras que en el ensayo utilizando serotonina se utilizé el tubo blanco con homogeneizado,

pero omitiendo la serotonina.
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Tabla I. Comparacidén de los métodos utilizados para preparar los
tubos blanco del ensayo de la actividad NAT en la retina de Rana

perezi, incluyendo los distintos métodos de extraccidén empleados.

Método de preparacién de los tubos blanco cpm + e. n
Cuentas totales 40.320

Fonde (sin [M™C]AcCoA) 79,22 + 1,79 (10)
Ensayo estandar (1/3 retina) 635,20 + 31,32 (5)
Homogeneizado 100°C, 5 min. 114,30 + 7,18 (5)
Homogeneizado sonicado 1 min. 137,65 + 7,65 (4)
Extrac. cloroformo (sin retina) 109,43 + 3,20 (10)
Extrac. cloroformo (sin triptamina) 119,10 * 7,45 (5)
Extrac. alc.isoamilo (sin retina) 120,30 + 4,48 (5)
Extrac. alc.isocamilo (sin serotonina) 129,16 + 6,93 (5)

Los resultados se representan comc¢ la X + e. El namero de datos

se muestra entre paréntesis.
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1,1.2 LOCALIZACION OCULAR DE LA NAT.
a) Localizacién de la actividad NAT dentro de la retina.
LLa actividad NAT reside fundamentalmente en la retina neural, el 92 % del total

(3,31 + 0,20 (4) nmol/h/ojo, frente a 0,28 + 0,1 (4) del complejo esclerdtica-epitelio
pigmentado). Por tanto, la valoracién de la actividad NAT puede llevarse a cabo en la retina

neural aislada sin que suponga una perdida de actividad enzimdtica debido a la diseccién.

b) Localizacién subcelular de la NAT.

Se encontrd que la actividad NAT estd asociada mayoritariamente al sobrenadante del
homogeneizado sometido a centrifugacién (2,85 + 0,18 nmol/h/ojo), restando en el
precipitado (grdnulos de pigmento y nicleos) sélo el 3,3 % (0,10 £+ 0,02 nmol/h/ojo) de la
actividad total.

1.1.3 CINETICA DE LA NAT. ESTIMACION DE LAS CONSTANTES CINETICAS,

En la Fig. 4a, se muestra la caracterizacion respecto a la AcCoA (conc. final de
triptamina 10 mM}), y en la Fig. 4b, respecto a la triptamina (conc. final de AcCoA 50 uM).
Para ambos substratos, la cinética se ajusta a la ecuacién de Michaelis-Menten, El
cardcter hiperbélico de la cinética se pone de manifiesto cuando los resultados son expresados
como el inverso de la velocidad frente al inverso de la concentracién de substrato
(representacion de Lineweaver-Burk), dando lugar a una linea recta (Fig. 4).
- Influencia de la monoaming utilizada como substrato sobre la cinética enzimatica.

En las enzimas con reacciones bisubstrato, las constantes cinéticas de la reaccién
respecto a un substrato dependen de la concentracién del cosubstrato que se mantiene a
concentracidon constante. Se estudié pues, el efecto de la concentracién de AcCoA sobre la
cinética de la NAT. Para lo cual se caracterizé la actividad NAT para la triptamina y
serotonina utilizando dos concentraciones distintas de AcCoA (50 uM y 250 uM).

Las constantes cinéticas obtenidas se representan en Ia Tabla I1. Se observa que tanto
la concentracién alta como la baja de AcCoA no modifican el valor de la K, ni para la
triptamina ni para la serotonina. En cambio se observa que la afinidad de la NAT es siempre
mayor para la serotonina (menor K,,) que para la tﬂptamina. Como consecuencia de esta
mayor afinidad el cociente V /K,  (aclaramiento intrinseco) es siempre mayor para la

serotonina que para la triptamina. Con respecto a la V,,,,, los valores estimados son similares
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Tabla II. Constantes cinéticas de la NAT para triptamina y serotonina en homogeneizados de retina
de Rana perezi a diferentes concentraciones de AcCoA.

AcColA Triptamina Serotonina
Ky (uM) Vo (nmol/h/ojo) Vear K Kp_ (M) Vo (nmol/h/ojo) Vinaxd Kyt
50 uM 60,40 £ 11,60 3,62 * 0,36 0,0599 20,66 + 5,75 4,75 + 0,20 0,2299
250 uM 48,54 £ 9,15 8,43 + 0,29 00,1737 19,35 £ 5,13 8,79 + 0,67 00,4543

Las constantes cinéticas se han estimado mediante el método de regresién no lineal de Wilkinson
(1961). Cada estimacién representa la X * EE. de la estimacién para dos determinaciones
independientes.
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para ambas aminas, pero la concentracién alta de AcCoA incrementa este pardmetro

independientemente de la amina usada como substrato.

1.1.4 DEPENDENCIA DE LA ACTIVIDAD NAT OCULAR CON EL TAMANO CORPORAL.

a) Correlacién tamaiio corporal-actividad NAT.
Previamente al andlisis de los resultados de la actividad enzimdtica, se estudié la

correlacién entre el tamafo corporal (g) y el peso del ojo (g), encontrdndose una regresion
lineal estadisticamente significativa (r=0,9941 p<0,001) con los siguientes coeficientes
a=0,0321 b=0,0049.

Puede observarse la relacion entre el contenido proteico de la retina y la actividad
NAT (Fig. 5a), existiendo una correlacién significativa entre ambos pardmetros (r=0,914;
p<0,001). Parece ser pues que la actividad NAT aumenta de forma directamente
proporcional al tamafio de la retina neural (expresado como su contenido proteinico) en
individuos postmetamorficos de R. perezi.

Para estudiar la relacién entre el peso del ojo y la actividad NAT, se aplicé una
regresion potencial utilizando los logaritmos de ambos pardmetros (Fig. 5b), €l coeficiente
de correlacién es estadisticamente significativo (r=0,962; p<0,001), teniendo dicha

regresion potencial un exponente de 0,472.

b) lacién en ividad NAT de ambos ojos del mismo animal.

Una vez conocida la relacién entre el tamaiio del animal y la actividad NAT, nos
planteamos estudiar si son niveles de NAT de ambos ojos del mismo animal son similares.

Una vez realizado el ensayo de la actividad NAT, cada ojo del mismo animal se
repartié al azar entre los dos conjuntos de datos X e Y. Como cabrfa esperar, no se
encontraron diferencias significativas entre las medias de los dos conjuntos de datos (Grupo
X: 2,23 £ 0,10; Grupo Y: 2,37 £+ 0,13 nmol/h/ojo: n = 10). Del andlisis de regresién se
obtuvo una correlacion significativa (r=0,898 p<0,001). Los valores de la pendiente (b) y

del punto de corte con el eje Y (a) se expresaron como estimaciéon + EE:

a+ EE. b + EE.
Esperado 0 1
(NS) (NS)

Experimental - 0,227 + 0,455 1,165 + 0,202
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Se puede concluir que, la actividad NAT es idéntica en ambos ojos del mismo animal
en base a dos criterios: un coeficiente de correlacion significativo, y la no diferencia

significativa entre los coeficientes de la recta de regresién calculada y la esperada.

1.1.5 DIFERENCIA DIA-NOCHE EN LA ACTIVIDAD NAT.

a) Efecto de la luz sobre la actividad NAT nocturna.
Los resultados se muestran en la Fig. 6a, puede observarse un incremento

significativo durante 1a noche de actividad NAT en retina de R. perezi (p <0,01). Se puede
observar también que la exposicién a la luz por un periodo de sélo 10 minutos durante la
noche produce una reduccién significativa de la actividad NAT (p<0,01) alcanzdndose

valores similares a los diurnos.

b) Variacién diaria de las constantes cinéticas.

Los resultados obtenidos de la caracterizacion cinética de retinas de R. perezi en dos
momentos del ciclo diario se muestran en la Fig. 6b mediante ia representacion de
Lineweaver-Burk. El valor de la K, se conserva (70,22 t 3,2 uM (mediodia) frente a 76,45
+ 7,65 uM (medianoche)) como puede observarse en el punto de corte con el eje X de la
representacion grafica, mientras que la V,, se incrementa significativamente durante la noche
llegando casi a duplicarse, de 3,9 + 0,04 a 6,47 + 0,15 (nmol/h/mg prot).

Se concluye pues, que el incremento nocturno observado en la NAT ocular se debe
a un incremento en la cantidad de enzima, no a cambios en su afinidad por la amina

aceptora.

1.2. Actividad A-NAT.

1.2.1 EXISTENCIA DE LA ACTIVIDAD A-NAT EN LA RETINA.

En la Fig. 7a), se muestra el efecto del pH del tampdén sobre la actividad NAT
utilizando p-fenetidina como substrato. Puede observarse que entre 6,5 y 7,2 se obtiene la
actividad mdxima, disminuyendo significativamente la actividad enzimdtica fuera de este
intervalo.

En segundo lugar, se estudid el efecto de la concentracién de la amina aceptora (p-
fenetidina) sobre la actividad enzimdtica valorada a pH 7 (6ptimo de la enzima) (Fig. 7b).
Para concentraciones mayores de 0,5 mM la enzima se encuentra saturada. La cinética

mostré un perfil hiperbdlico (linealidad en la representacion Lineweaver-Burk) calculdndose
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las siguientes estimaciones de las constantes cinéticas: Ky = 11,18 + 3,17 uM y V,, =

0,49 + 0,013 nmol/h/mg prot.

1.2.2 INTERFERENCIA DE LA A-NAT EN EL ENSAYO.

Una vez conocida la existencia de una actividad A-NAT en la retina, se estudi6 la
posible interferencia de esta enzima en el ensayo de la AA-NAT, para lo cual se aplicaron

varios criterios distintos para su estudio:

a) Efecto de la concentracién de los substratos del ensayo (triptamina y AcCoA) sobre
ambas actividades NAT.

En primer lugar, se utilizaron dos concentraciones distintas de AcCoA: 50 uM
(alrededor de la K,y y 500 uM (considerada saturante), los resultados obtenidos se muestran
en la Fig. 8a. Con la concentracién alta de AcCoA se observa un incremento de la actividad
tanto diurna como nocturna, pero cuando se compara la razén entre las actividades medidas
a las dos concentraciones de AcCoA (NAT(500 uM)/NAT(50 uM)) en los dos momentos del
ciclo diario se observa que no existen diferencias.

En segundo lugar se utilizaron dos concentraciones de triptamina diferentes (1 mM
y 10 mM). En este caso (Fig. 8b) la concentracidén de triptamina afecta del mismo modo a
la actividad NAT de ojos procedentes de animales durante el dia y durante la noche. No
encontirandose diferencias en la relacion NAT(1 mM)/NAT(10 mM).

b) Valoracion simultdnea de ambas actividades enzimgticas, v su correlacién,

En la Fig. 8c) se muestran los resultados obtenidos para ambas actividades
enzimdticas valoradas a partir de la misma retina. Se puede observar que, mientras que la
actividad AA-NAT valorada con triptamina muestra una clara oscilacién dfa-noche,
mostrando valores mayores durante 1a noche (p <0,01), 1a actividad A-NAT determinada con
fenetidina no muestra estos cambios.

Cuando se calcula la correlacién entre ambas actividades enziméticas valoradas a

partir de la misma muestra no se observa una significacion estadistica (1=-0,414; p>0,1).

c) Test de la aditividad enzimdtica,
Se utilizo esta prueba para demostrar 1a especificidad de cada una de las dos formas

NAT con respecto a sus substratos correspondientes, para lo cual se utilizaron
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concentraciones saturantes de triptamina y fenetidina (5 mM), las cuales se afiadieron por
separado y conjuntamente a alicuotas de un dnico homogeneizado de retina de R. perezi,
obteniéndose los siguientes resultados expresados en nmol/h/mg prot:
Triptamina (S mM) Fenetidina (5 mM) Triptamina+fenetidina
6,11 + 0,02 (3) 0,97 + 0,03 (3) 6,97 + 0,24 (3)

Se concluye que tanto la triptamina como la fenetidina son acetiladas por dos enzimas
distintas ya que la suma de las dos actividades enzimdticas obtenidas por separado coincide

con la valorada utilizando las dos aminas conjuntamente.

d) Diferencias cinéticas entre las dos NAT utilizando serotonina como inhibidor
enzimdtico.

En la Fig. 9a) se muestra el efecto de la serctonina sobre la actividad AA-NAT
nocturna (representacion LIneweaver-Burk) valorada utilizando triptamina como substrato.
La inhibicién competitiva queda demostrada por el fuerte incremento de la K,, aparente con
la concentracion de serotonina, aunque el descenso de la V. (sobretodo con serotonina 10
mM) muestra que la inhibicién no es del tipo competitivo puro, sino mds bien es una
inhibicién de tipo mixto. La estimacion de la K, utilizando la representacion de Dixon
muestra un valor de 16,4 uM. La utilizacién conjunta de los valores de la Ky y Vi,
aparentes (Fig. 9a) permite la estimacidén de las dos constantes de afinidad asociadas con la
inhibicién de tipo mixto, la constante de valor menor (que corresponde a la competencia del
inhibidor con el substrato) dié un valor de 13,6 uM (similar al valor calculado a partir de
la representacién de Dixon y al valor de la K, para esta amina, Tabla II), mientras que el
valor mayor de la K; (que corresponde a la inhibicién no competitiva) fue de 1,6 mM.

En Ia Fig. 9b, se muestran los resultados obtenidos respecto a la cuantificacién de la
actividad A-NAT de retinas diurnas (pH del tamp6n = 7). Andlogamente al caso anterior,
aparece una inhibicién de tipo mixto por parte de la serotonina sobre la actividad A-NAT,
pero dicha inhibicién es cuantitativamente muy distinta, mientras que la K, aparente
incrementa en sdlo un 45 % a la concentracién mdxima de serotonina, para la AA-NAT hay
un incremento de mas de 100 veces en esta constante. En cuanto al efecto sobre la V,,,
observamos un resultado similar, la serotonina 10 mM reduce hasta el 1/7 del valor de la
Vs determinada en ausencia de esta amina para la AA-NAT, mientras que para la A-NAT
este descenso solo es de aproximadamente el 50 %. La K| estimada para esta enzima fue 7,25

mM para la constante de la inhibicién no competitiva, y 177 uM para la constante de
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Figura 9. Inhibicién de la serotonina sobre las dos actividades
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AcCoA 50 uM (representacidén Lineweaver-Burk). a) AA-NAT valorada
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inhibicién competitiva.

2. VALIDACION DEL RIA DE MELATONINA.

En primer lugar, se realizod la titulacion del anticuerpo antimelatonina con el fin de
hallar la dilucién Optima del mismo que proporcione una unién especifica de
aproximadamente el 50 %. Esta concentracién proporciona la sensibilidad mdxima en el
ensayo. Para ello, se valord la unién de una cantidad constante de marcador (13.000 cpm)
con respecto a diluciones sucesivas del anticuerpo. Los resultados se muestran en la Fig. 10,
escogiéndose la dilucién final 1/300.000 como la dptima del anticuerpo para ¢l desarrolio del
RIA (unién del 50 %).

2.1. Valoracion de melatonina en los medios de cultivo.

A continuacidn, se procedi6 a la validacion del RIA de MEL para ser utilizado en la

determinacién de los niveles de MEL en €l medio de cultivo de copas dpticas.

a) Paralelismo.

En primer lugar, se realiz6 el paralelismo entre una curva estindar de MEL y
diluciones sucesivas de medio procedente del cuitivo de copas Opticas estimuladas con
forscolin y IBMX. Como se observa en la Fig. 11a) hay un marcado paralelismo, no
encontrdndose diferencias significativas (p > 0, 1) entre las pendientes de las rectas obtenidas
tras la transformacién logit-log de los datos (estindar b=-0,912 + 0,026, diluciones del
medio b=-0,878 + 0,037).

b) Recuperacidén analitica.

A continuacién se compararon cantidades conocidas de MEL afiadidas a medio de
cultivo fresco y su estimacién mediante RIA, valordndose asi la recuperacién analitica. Como
se observa en la Fig. 11b, hay una correlacién significativa entre la cantidad de MEL afadida
y Su estimacién mediante RIA. (r=0,998 p<0,001). La pendiente de la recta de regresion
es 1,06, lo cual indica una relacién de 1 a 1 entre la MEL aiiadida y la MEL medida en el
€nsayo.

Se puede concluir pues, que el método de valoracién empleado por nosotros cumple

las condiciones necesarias para ser utilizado en la cuantificacién de MEL presente en el
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medio de cultivo de copas Opticas de R. perezi, mediante RIA directo.

2.2. Valoracion de melatonina en la retina de R. perez.

a) Efecto de la extraccién con diclorometano sobre el RIA.

Para la valoracién de la MEL en la retina de R. perezi, es necesaria una extraccion
previa del tejido con diclorometano. En primer lugar, se probd el posible efecto del proceso
de extraccién sobre el desarrollo del RIA, para lo cual, se compard una curva estandar con
una curva extraida con diclorometano siguiendo el protocolo general descrito en el apartado
de materiales y métodos. No se encontrd diferencias significativas entre ambas curvas cuando
se compararon ias pendientes tras la transformacion logit-log (b=-0,76 £ 0,04; b=-0,67 £
0,05: p>0,1; Fig. 12). El paralelismo indica que el diclorometano no modifica las

caracteristicas del RIA, no alterando la capacidad de union del anticuerpo.

b) Eficacia de la extraccién.
La eficacia de extraccion mediante diclorometano de la MEL disuelta en el tampodn

del RIA fue del 95 al 105 % para todas las concentraciones de las curvas (Fig. 12).

A fin de determinar si dicha eficacia de extraccién se mantiene en las muestras
bioldgicas, se extrajeron retinas de individuos de R. perezi sacrificados durante el dia a las
cuales se anadio 100 pg de MEL estdndar, compardndose con 1a otra retina del mismo animal

a la que no se anadié MEL.

—pg/retina n
- Melatonina 4,11 + 1,22 5
+ 100 pg Melatonin 104,16 + 2,97 5

La eficacia de extraccion del diclorometano para la MEL en la retina fue del 100,05
+ 3,8 % (n=5).

¢) Lavado del extracto con NaHCO,.

Aunque la reaccién cruzada del anticuerpo antimelatonina con otros indoles es muy
baja, siendo unicamente superior al 1% con la 6-hidroximelatonina (5,3 %), es necesario
confirmar que no existen interferencias por parte de los hidroxindoles presentes en las
muestras bioldgicas que pudieran dar una reaccién cruzada con el anticuerpo antimelatonina.
Para lo cual el extracto de retinas con diclorometano fue lavado con tampén bicarbonato 0, 1

M, pH 10 con el fin de eliminar los hidroxindoles, que pasardn a la fase acuosa. Los



Ritmos de NAT y melatonina en retina de anuros IV. RESULTADOS 131

120 -

100

80

60

§.Y
o
I

Unién (B/Bo %)

i

1 7 No extraida

N
o

1" " Extraida

T T T T T Ty T T 7T T 77

10 100 1000
Melatonina (pg/ml)

o
-

Figura 12. Paralelismo entre las curvas estandares para el RIA
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resultados fueron comparados con extractos de la retina procedentes del mismo animal que

no sufrieron este lavado.

—_pg/retina_ n
- NaHCO, 31,28 + 3,06 4
+ NaHCO, 37,76 + 4,51 4

Aunque no existen diferencias significativas entre los dos grupos, el ligero aumento
en los niveles de MEL valorados en el grupo que fue lavado con tampén bicarbonato, sugiere

la conveniencia de realizar dicho paso en el método de extraccién de MEL.

2.3. Sensibilidad y reproductibilidad del RIA.

Por iiltimo, se muestran a cortinuacién una serie de pruebas realizadas para

determinar la sensibilidad y reproductibilidad del método de valoracion de MEL.

a) Limite de sensibilidad.

La unién especifica mdxima (Bo %) para todos los ensayos realizados en esta
memoria se mantuvo en el intervalo 31,7-50,8 (%). Mientras que la unién inespecifica no
fue nunca superior al 5 % (3,17 + 0,17; n=15). El limite de sensibilidad del RIA fue de
1,07 pg/ml.

b) Variacién intra- e interensayo.

Para el cdlculo de la variacién intraensayo se utilizaron los coeficientes de variacién
de la unidn especifica (%) obtenidos para el Bo y para tres concentraciones distintas de MEL
correspondientes al tramo alto, medio y bajo de la curva estindar (4, 50, 200 pg/ml
respectivamente, n=10). Para la variacion interensayo se utilizaron tambié€n los coeficientes
de variacién de los mismos puntos estdndares procedentes de 10 curvas estdndares obtenidas
en diferentes dias.

Los coeficientes de variacién CV (%) calculados a partir de la curva estdndar se
compararon con los valores de los CV determinados a partir de muestras cuyo contenido

medio de MEL ([x] pg/ml) fuera similar a las concentraciones estdndares seleccionadas.
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CV (%) Curva estidndar Medio Retinas
Intra- Inter- CV _[x] CV_ _Ix]

BoOpg/mt 1,5 48 -- -
4pg/ml 25 49 7,5 [4,8] 12,4 [5,3]
50 pg/ml 4,2 10,0 10,8 [47,3] 17,9 [53,8]

200 pg/ml 8,5 18,3 26,5 [132,00 24,1 [107,0]

Aunque el valor de la desviacién tipica correspondiente a las distintas concentraciones
de MEL se mantiene constante independientemente de la zona de la curva, se puede observar
que el CV incrementa con la concentracién de MEL. Esto es debido a la forma de la curva
estdndar, a concentraciones altas de MEL la unién especifica es menor, y por lo tanto el CV
resultante tiende a aumentar.

Si se comparan los CV intra- e interensayo se observa que estos dltimos suelen ser
unas dos veces mayores que [os primeros.

Los CV correspondientes a las muestras resultaron ser mayores gue los obtenidos a
partir de la curva estdndar, obviamente esto es debido a la mayor variabilidad de las muestras
bioldgicas frente a la variacién tipica del RIA. Por tanto, podemos concluir que el RIA de
MEL posee una reproductibilidad aceptable para la valoracidon de muestras biolégicas.

[.os valores de CV mas altos obtenidos en los valores de MEL de retinas respecto a
los medios de cultivo, se deben a que el proceso de extraccién conlleva una serie de pasos
adicionales, y por tanto una mayor dispersion de los resultados en comparacion con el RIA

directo utilizado para los medios de cultivo.

3. DESARROLLO ONTOGENICO DEL RITMO DIARIO DE
ACTIVIDAD NAT.

Los estados de desarrollo utilizados, asi como ¢l nimero de ojos para cada ensayo se

presentan en la Tabla III.

3.1. Rana perez.

En las Fig. 13 y 14 se muestran los resultados obtenidos para larvas de R. perezi. La
aparicién del ritmo diario significativo tiene lugar en el estado 25 (G), (ruido/sefial < 0,3,

Tablas IV y V) mostrando la actividad NAT nocturna niveles significativamente elevados a



Ritmos de NAT y melatonina en retina de anuros IV. RESULTADOS 134

Tabla III. Estados de desarrollo de las diferentes especies de anfibios anuros
utilizadas para el estudio de la evolucidn ontogénica del ritmo de 1la
actividad NAT ocular.

Especie Fecundacidn Estado Peso ind. (mg) Ensgayo NAT
(x * &.) {ojos/tubo)
Rana (G) (TK)
perezi In vitro 21-22 - 3,7 * 0,24 10 cab.
Espontanea 25 - 12,2 = 0,38 20
Esponténea 26-27 I-11 70,6 * 1,4 6,66
Espontanea 40 XV-XVI 438,4 * 8,6 2
Espontanea 46 XXV 327,0 £ 19,0 1,33
Xenocpus {NF) {TK)
laevis Inducida 37-38 - 2,1 = 0,14 10 cab.
Inducida 43-44 - 3,6 + 0,17 20
Inducida 46-47 I-I1 20,5 + 0,1 10
Inducida 52-53 VIII 131,7 * 4,0 6,66
Inducida 65-66 XXIV-XXV  282,2 % 11,3 1,33
Discoglossus {G) {TK)
pictus Inducida 38-39 XIII-XIV 102,7 + 3,
Inducida 46 XxXv 55,5 * 1,
Bufo (G) (TK)
calamita Espontanea 40 XV-XVI 154,9 * 2,6
Esponténea 46 XXV s8,7 * 1,

Los estados de R. perezi, D. pictus y B. calamina estan referidos a la tabla
de Gosner, 1960 (G). Los estados de X. laevis estdn referidos a la tabla de
Nieuwkoop y Faber, 1967 (NF). Se ha incluido la correspondencia con la tabla

de Taylor y Kollros, 1946 (TK) para permitir la comparacién entre especies.
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Figura 13. Ritmos dia/noche de la actividad NAT en el ojo de
larvas de R. perezi, en los siguientes estados de desarrollo:
a) 21-22, b) 25 y e¢) 26-27 (Gosner). Los datos se representan
como la X * e. (n=4). Las curvas representan el ajuste de los
datos a una funcién sinusoidal. E1 area sombreada indica la fase

oscura del ciclo. * p<0,05; ** p<0,0l1 respecto a los valores
diurnos.
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las 20:00, 0:00 (p <0,01) y 4:00 horas (p <0,05) respecto a los niveles diurnos (Fig. 13b).

El ritmo se hace mds pronunciado en los estados 26-27 (G) (Fig. 13c) y 40 (G) (Fig
14d), En ambos casos, los valores de la NAT durante la fase oscura (20:00 y 0:00) son
significativamente mayores, respecto a los diurnos (p<0,01). A las 4:00 h los niveles de
actividad NAT comienzan a disminuir, alcanzando la significacién estadistica (p <0,05) s6lo
en el estado 40 (G). Los niveles mdximos durante la fase oscura son de 2 a 3 veces
superiores respecto a los niveles diurnos.

Inmediatamente después de la metamorfosis (estado 46 (G), Fig. 14e) el ritmo sigue
siendo significativo (p<0,01 de los puntos nocturnos respecto al mediodia).

En las Tablas IV y V se muestran los parimetros cronobioldgicos que definen la
curvas sinusoidales ajustadas a los puntos experimentales. Durante el desarrollo no se
observan grandes cambios en la actividad NAT especifica manteniéndose constantes a lo
largo del desarrollo a partir del estado 25 (G) (400-500 pmol/h/mg prot. en el maximo
nocturno). En cambio, la actividad NAT total por 6rgano aumenta (Tabla IV), probablemente
debido al crecimiento general del animal. Tras la metamorfosis la actividad NAT especifica
(referida al contenido proteinico) se reduce de forma notable, tanto en el nivel medio (A)
como en la amplitud (A,) (Tabla V).

En cuanto al momento del maximo nocturno (acrofase) cabe destacar que, después de
la metamorfosis, se produce un considerable retraso de alrededor de una hora (Tablas IV y
V).

3.2. Xenopus laevis.

Con respecto a las larvas de X. lgevis, los resultados se muestran en las figuras 15
y 16. La aparicién del ritmo diario de NAT tiene lugar en el estado 43-44 (NF) (Tablas IV
y V), encontréandose diferencias significativas en todos los puntos nocturnos (p<0,01)
respecto a los valores del mediodia. El ritmo de actividad NAT se muestra también
significativo en los estados 46-47 (NF) Fig. 15¢); y 52-53 (NF) Fig. 16d).

En el mismo sentido de lo ya sefalado para R. perezi, tras la metamorfosis se
observa un ligero desplazamiento de alrededor de una hora del mdximo nocturno hacia la
segunda mitad de la fase oscura (Tablas IV y V). Otro importante resultado a destacar es que
aunque se observa un incremento en la actividad NAT total a lo largo del desarrollo, en
realidad, la concentracién de la enzima muestra un descenso sostenido durante el desarrollo,

siendo mds notable en los animales postmetamérficos (lineas discontinuas en las Fig. 15 y
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Figura 14. Ritmos dia/noche de la actividad NAT en el ojo de
larvas de R. perezi, en los siguientes estados de desarrollo:
d) 40 y e) 46 (Gosner). Los datos se representan como la X * e.
(n=4). Las curvas representan el ajuste de los datos a una
funcidén sinusoidal. El drea sombreada indica la fase oscura del
ciclo. * p<0,05; ** p<0,0]1 respecto a los valores diurnos.
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Figura 15. Ritmos dia/noche de la actividad NAT en el ojo de
larvas de X. laevis, en los siguientes estados de desarrollo:
a) 37-38, b) 43-44 y ¢) 46-47 (Nieuwkoop-Faber). Los datos se
representan como la X + e. (n=4). lLas curvas representan el
ajuste de los datos a una funcién sinusoidal. El area sombreada

indica la fase oscura del ciclo. * p<0,05; ** p<0,01 respecto a
los valores diurnos.
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Figura 16. Ritmos dia/noche de la actividad NAT en el ojo de
larvas de X. laevis, en los siguientes estados de desarrollo:
d) 52-53 y e) 65-66 (Nieuwkoop-Faber). Los datos se representan
como la X * e. (n=4). Las curvas representan el ajuste de los
datos a una funcidn sinusoidal. El1 &rea sombreada indica la fase

oscura del ciclo. * p<0,05; ** p<0,01 respecto a los valores
diurnos.
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16; Tabla V).

Al comparar las curvas sinusoidales de R. perezi y X. lgevis se puede observar que
existen grandes diferencias entre estas dos especies, mientras que en R. perezi la oscilacidn
dia/noche es de 3 veces como maximo, en X. laevis ésta es mucho mayor (> 6 veces) en
todos los estados estudiados (Tabla V). Estas especies difieren también en la acrofase,
mientras que en R. perezi tiene lugar en la primera parte de la fase oscura, en X. laevis esta
retrasada apareciendo siempre después de ia medianoche (Tablas IV y V).

De los resultados anteriormente expuestos, parece inferirse un marcado efecto del
proceso de metamorfosis sobre el perfil ritmico de actividad NAT ocular. A tenor de este
hecho, se evalud el efecto de la metamorfosis en otras especies de anuros con el fin de
estudiar la extension de este fendmeno. Se escogieron Discoglossus pictus y Bufo calamita

como especies representativas de otros grupos de anuros.

3.3. Discoglossus pictus.

Los resuitados obtenidos para D. pictus se muestran en la Fig. 17, en el estado
premetamérfico (Estado 38-3%9 (G) ya se encuentra un perfil ritmico significativo en la
actividad NAT apareciendo diferencias significativas entre todos los valores nocturnos con
respecto a los niveles de medio dia (p<0,05 para 20:00, p<0,01 para 0:00 y 4:00). Tras
la metamorfosis el perfil no sufre cambios importantes, conservdndose los niveles de NAT

(600 nmol/h/mg prot. durante la noche y 250 nmol/h/mg prot. durante el dia).

3.4. Bufo calamita.

En ia Fig. 18 se muestran los resultados obtenidos para B. calamita para estados,
pre- y postmetamoérficos, existe un ritmo diario de la actividad NAT encontrandose valores
significativamente elevados en los dos primeros puntos de la noche. Para esta especie no se
aprecian efectos marcados sobre el perfil del ritmo debido a la metamorfosis (Tablas IV y
V).

Para B. calamita cabe estacar las siguientes diferencias respecto a las especies
anteriores, los niveles medios de la actividad especifica son los mds altos (Tabla V), mientras

que el perfil muestra que la acrofase tiene lugar muy pronto dentro de la fase oscura (20-21

horas).
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Figura 17.
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Ritmos dia/noche de la actividad NAT en el ojo de
en los siguientes estados de desarrollo:

a) 38-39 y b) 46 (Gosner). Los datos se representan como la X %

e. (n=4).

Las curvas representan el ajuste de los datos a una

funcién sinuscidal. El area sombreada indica la fase oscura del

ciclo.

* p<0,05; ** p<0,01 respecto a los valores diurnos.
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Ritmos dia/noche de la actividad NAT en el ojo de

larvas de B. calamita, en los siguientes estados de desarrollo:
a) 40 y b) 46 (Gosner). Los datos se representan como la X % e.

(n=4}).

las curvas representan el ajuste de los datos a una

funcién sinusoidal. El1 Area sombreada indica la fase oscura del

ciclo.

* p<0,05; ** p<0,01 respecto a los valores diurnos.



Tabla IV. Parametros de la funcién sinusoidal que describen la evolucién ontogénica del ritmo
diario de la actividad NAT total en la retina de distintas especies de anfibios anuros. Unidades
de la actividad NAT pmol/h/ojo.

Nivel medio Amplitud Ruido/sefial Acrofase Max/Min
Especie (Tabla} {pmol/h/ojo) (pmol/h/ojo) {h)
y estado A, + EE A, + EE EE(A,) /A, ¢ * EE
Rana perezi (G)
21-22(/cab.) 1,20 + 0,12 0,269 * 0,15 0,569 22,59 + 0,42 1,58
25 5,12 + 0,11 0,997 * 0,15 0,151% 21,28 + 0,10 1,48
26=27 30,11 * 1,41 14,57 = 2,00 0,137%* 20,95 * 0,17 2,88
40 144,7 £ 6,04 55,74 + 8,06 0,145%* 22,11 = 0,17 2,25
46 197,1 * 8,47 75,44 + 10,8 0,143* 23,26 t 0,18 2,24
Xenopus laevis (NF)
37-38(/cab.) 1,737 + 0,14 0,405 * 0,17 0,422 0,51 + 0,40 1,61
43-44 3,251 = 0,17 1,901 + 0,21 0,112% 0,50 = 0,22 3,82
46-47 12,60 * (0,58 12,23 + 0,74 0,066% 0,51 + 0,14 17,89
52-53 50,18 * 1,87 37,69 t 2,43 0,064%* 1,17 + 0,13 7,04
65-66 82,04 * 2,18 79,80 *+ 2,87 0,036% 1,92 + 0,09 >31
Discoglossus pictus (G)
38-39 29,97 + 2,02 12,94 *+ 2,72 0,215% 1,96 * 0,26 2,52
46 72,99 + 2,70 36,74 £ 3.67 0,099%* 2,25 t 0,14 3,03
Bufpo calamita (G}
40 109,2 + 2,82 26,03 £ 3,80 0,146%* 21,36 + 0,11 1,63
46 150,2 + 5,78 65,91 + 8,68 0,132% 19,69 t 0,14 2,56

* El1 ritmo es considerado
EE = error estandar de la

consistente cuando la relacién ruido/sefial <

estimacidén del parametro.
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Tabla V. Parametros de la funcidén sinusoidal que describen la evolucién ontogénica del ritmo
diario de la actividad NAT especifica en la retina de diferentes especies de anfibios anuros.
Unidades de la actividad NAT pmol/h/mg prot.

Nivel medio Amplitud Ruido/senal Acrofase Max/Min
Especie (Tabla) (pmol/h/mg prot) (h)
y estado A, £ EE A, * EE EE(A,) /A, ¢ t EE
Rana perezi (G)
21-22(/cab.) 12,05 * 1,03 1,454 * 1,43 0,981 20,20 + 0,39 1,27
25 346,1 * 10,4 57,60 £ 14,0 0,243%* 21,69 + 0,15 1,40
26-27 262,6 + 14,2 139,9 £ 20,1 0,144%* 20,92 * 0,19 3,28
40 331,0 * 15,6 164,2 + 21,3 0,129* 21,69 + 0,18 2,97
46 211,3 + 8,77 02,6 * 11,5 0,112% 22,55 t 0,16 2,89
Xenopus laevis (NF)
37-38(/cab.) 40,61 * 4,00 12,29 *+ 5,16 0,420 1,91 + 0,38 1,87
43-44 479,4 * 26,3 293,9 * 33,0 0,112% 0,62 * 0,21 4,17
46-47 440,3 * 36,0 390,2 * 30,2 0,077% 0,48 * 0,18 16,58
52-53 380,6 * 15,4 276,7 £ 19,9 0,072% 1,13 + 0,14 6,33
65-66 218,5 + 10,5 225,8 t 14,6 0,065% 2,33 + 0,14 >59
Discoglossus pictus (G)
38-39 412,3 + 20,9 146,8 = 27,1 0,184% 0,81 + 0,20 2,11
46 442 ,5 = 12,7 220,8 + 17,4 0,079%* 2,24 + 0,11 2,99
Bufo calamita (G)
40 868,2 £ 24,4 272,1 * 35,5 0,131* 20,40 + 0,11 1,91
46 816,8 + 24,7 271,2 + 36,8 0,136* 19,83 + 0,12 1,99

* El ritmo es considerado consistente cuando la relacidén ruido/sefal < 0.3.
EE = error estandar de la estimacién del parametro.
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En cuanto a la amplitud de la oscilacién dia/noche tanto D. pictus como B. calamita
tienen valores similares, o ligeramente inferiores a los anteriormente mencionados para
R. perezi (Tablas IV y V).

En la Fig. 19 se muestran las relaciones entre varios pardmetros del modelo sinusoidal
(datos de {a Tabla V), comparando las distintas especies, en relacion a los estados de
desarrollo que presentaron un ritmo significativo. En la Fig. 19a) se representa la relacion
de la acrofase con la magnitud de la oscilacién dfa-noche. Atendiendo al momento del la
acrofase, las especies se pueden agrupar en dos bloques: uno, en el que se incluyen R. perezi
y B. calamita, tiene la acrofase antes de la medianoche, mientras que el segundo (X. laevis
y D. pictus) tiene el maximo nocturno en la segunda mitad de la fase oscura. En cuanto a
la oscilacion, se observa que X. laevis es cualitativamente diferente al resto de las especies,
mostrando una diferencia mdximo-minimo muy superior.

En la Fig. 19b) se muestra la relacién entre el nivel medio y la amplitud sinusoidal
del ritmo de actividad NAT. Puede observarse que, dentro de cada especie (R. perezi y X.
laevis) existe una relacion positiva entre estos dos pardmetros, exceptuando los estados muy
tempranos de desarrollo. Es decir, los distintos estados de cada especie parecen situarse
aproximadamente sobre lineas rectas que parten del origen de coordenadas. Cuando se
comparan las especies entre si, se observa que B. calamita, aunque tiene €l mayor nivel
medio, su amplitud es inferior a la que cabria esperar, esto puede verse también en la
relacién Max/Min, que no supera el valor de 2 para esta especie (Tabla V).

Un importante hecho a destacar cuando se comparan las especies entre si, es que los
pardmetros del modelo sinusoidal obtenidos para todos los estados de la misma especie se

encuentran siempre proximos (lineas discontinuas Fig. 19).

4. RITMO ESTACIONAL DE NAT Y MELATONINA OCULAR EN
R. perez.

La evolucion estacional de la produccion ritmica diaria de MEL en la retina de
individuos adultos de R. perezi fue valorada mediante la determinacion de la actividad NAT
y de los niveles de MEL en las cuatro estaciones del ano, obteniéndose los siguientes

resultados:
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actividad NAT obtenidos durante la ontogenia de larvas de
anfibios anuros. a)} Relacidén entre la acrofase y la amplitud de
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4.1. Primavera.

Aparece un ritmo dia/noche significativo tanto para la actividad NAT (ANOVA
P<0,01) como para la MEL de la retina (ANOVA p<0,01), encontrdndose que ambos
pardmetros estdn significativamente elevados respecto a los niveles diurnos a las 20, 22, 24
y 2 horas de la fase oscura (p<0,01).

A partir del modelo sinusoidal, se pone de manifiesto la significacin del ritmo de la
actividad NAT (Tabla VI: ruido/sefial 0,157) mostrando ademds un incremento nocturno de
1,46 veces respecto a los niveles diurnos. La acrofase tiene lugar | hora antes de la
medianoche (Tabla VI).

La MEL ocular presenta también un mdximo nocturno significativo con una relacién
ruido/senal inferior a 0,3 (Tabla VII). Pero la acrofase tiene lugar antes de la medianoche.

Esta situacion da lugar a una marcada asimetria del pico noctumno (6/0 75,2 %; Tabla VIII}.

4.2. Verano.

En esta época se mantiene el cardcter ritmico de la sintesis de MEL (ANOVA,
p<0,01), encontrandose diferencias significativas (p<0,01) para todos los puntos nocturnos
(Fig. 21a).

Para la NAT también se aprecia este ritmo (ANOVA, p<0,01), resultando la
actividad enzimdtica de todos los puntos nocturnos, significativamente superior respecto a los
valores de dia (p <0,01). El ritmo sinusoidal de la actividad NAT muestra la significacién
estadistica del mismo, llegidndose a duplicar la cantidad de enzima en el mdximo nocturno
respecto a los niveles durante el dia (Tabla VI).

El perfil de MEL se muestra paralelo al anteriormente descrito para primavera,
apareciendo el mdximo en la primera mitad de 1a noche. En este caso también se muestra una
acusada asimetria (88,2 %; Tabla VIII), ademds en esta época los niveles nocturnos de MEL
son mds elevados que en primavera (la altura gausiana casi duplica a ia correspondiente en
primavera, Tabla VII). Hay que tener en cuenta que la diferencia en la duracién de la fase
oscura entre estas dos épocas es de sélo 30 minutos, lo cual explicaria la estrecha similitud

entre los perfiles de MEL de ambas estaciones.

4.3. Otoiio.
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Figura 20. a) Ritmo diario de la actividad NAT ocular en animales
adultos de R. perezi durante la primavera; la linea continua
representa la funcién sinusoidal estimada a partir de los valores
experimentales. b) Ritmo diario de melatonina en la retina de los
mismos animales; la linea punteada representa la funcién gausiana
ciclica estimada a partir de los valores experimentales. Los
datos se representan como la X + e. (n=8) El Aarea sombreada
indica la fase oscura del ciclo diario (duracién 10:10 horas).
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Figura 21. a) Ritmo diario de la actividad NAT ocular en animales
adultos de R. perezi durante el verano; la 1linea continua
representa la funcién sinuscoidal estimada a partir de los valores
experimentales. b) Ritmo diario de melatonina de la retina de los
mismos animales, la linea punteada representa la funcidén gausiana
ciclica estimada a partir de los valores experimentales. LoOS
datos se representan como la X + e. (n=8). El area sombreada
indica la fase oscura del ciclo diario (duracién 9:40 horas).
* p<0,01 respectoc a log valores diurnos.
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Figura 22. a) Ritmo diario de la actividad NAT ocular en animales
adultos de R. perezi durante el otofio; la linea continua
representa la funcidn sinusoidal estimada a partir de los valores
experimentales. b} Ritmo diario de melatonina en la retina de los
mismos animales; La linea punteada representa la funcidn gausiana
ciclica estimada a partir de los valores experimentales. Los
datos se representan como la x * e. (n=8). El Area sombreada
indica la fase oscura del ciclo diario (duracién 13:10 horas).
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Los ritmos de actividad NAT y MEL en la retina se mantienen (ANOVA, p<90,01
Fig. 22), y aunque los valores nocturnos de MEL son inferiores respecto a los de primavera
y verano, todos 10s puntos nocturnos estdn significativamente elevados (p <0,01) respecto
a los niveles diurnos.

En esta época el ritmo sinusoidal de la actividad NAT muestra una oscilacion
dfa/noche menor con respecto a la época anterior, aunque los niveles medios (A,, Tabla VI)
se encuentran elevados respecto a verano y primavera.

En cuanto al ritmo de MEL el perfil es muy diferente en esta época del afio, la altura
del mdximo nocturno es claramente inferior con respecto a los valores de primavera y
verano. Ademds, la duracién del pico noctumo se duplica (valor de o) y la asimetria es

mucho menor respecto a las épocas anteriores (36,4 % frente > 75 %; Tabla VIII).

4.4. Invierno.

En esta época del ano no se detectd ritmo en la actividad NAT ni en el perfil de MEL
(ANOVA no significativo, Fig. 23). Tanto el modelo sinusoidal como el gausiano demuestran
esta ausencia de ritmo (ruido/sefiat > §,3 en ambos casos, Tablas VI y VII). Sin embargo,
el nivel medio de la actividad NAT en esta €poca es ¢l mds alto comparado con el resto de
las estaciones, mientras gue el nivel de MEL es el mds reducido.

En la Fig. 24 se muestra la relacion entre la temperatura del agua medida durante el
dia y la noche (mdxima y minima respectivamente), y los niveles de actividad NAT y MEL
determinados en cada época del afio. En cuanto a los niveles diurnos (Fig. 24a), se observa
que la actividad NAT muestra un perfil inverso con la temperatura, siendo superior durante
el invierno, cuando la temperatura es mas baja. Sin embargo, para la MEL se observan
niveles basales a lo largo del afio, siendo los niveles diurnos independientes de la temperatura
ambiental. El efecto de la luz suprimiendo la sintesis de MEL resulta ser muy superior al
efecto de la temperatura.

En la Fig. 24b) se muestran los resultados obtenidos respecto a las temperaturas
nocturnas, en este caso la actividad NAT presenta un patrén paralelo al descrito durante la
fase diurna, aunque con niveles absolutos mayores, excepto en el invierno, época en la que
no hay ritmo diario en la actividad de esta enzima. En cambio, la MEL nocturna muestra una
fuerte dependencia de la temperatura ambiental, incrementdndose los niveles con la

temperatura en una forma lineal.
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Figura 23. a) Ritmo diario de la actividad NAT ocular en animales
adultos de R. perezi durante el invierno; la linea continua
representa la funcidén sinusoidal estimada a partir de los valores
experimentales. b) Ritmo diario de melatonina en la retina de los
mismos animales. Los datos se representan como la X + e. (n=8).
El &rea sombreada indica la fase oscura del ciclo diario
(duracién 14:30 horas). NS Ritmo estadisticamente no
significativo.



Tabla VI. Parametros de la funcidn sinusoidal que describe la evolucidn estacional del ritmo diario

de la actividad NAT de la retina de Rana perezi.

Nivel medio Amplitud Ruido/sefial Acrofase (h) Max/Min
Estacién A, + EE A, * EE EE,, /A, ¢ * EE
Primavera 2,06 + 0,045 0,383 * 0,060 0,157% 23,03 £ 0,101 1,46
Verano 1,80 + 0,035 0,608 + 0,047 0,077%* 23,12 + 0,078 2,02
Otoho 3,09 £ 0,079 0,617 £ 0,107 0,177%* 23,49 + 0,108 1,50
Invierno 3,86 + 0,139 0,356 + 0,193 0,542 2,31 0,172 1,20

Los unidades de los parametros A, y A, son nmol/h/mg prot.
* El ritmo es considerado significativo cuando la relacidn ruido/sefial < 0,3.

EE = error estandar de la estimacidén del parametro.
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Tabla VII. Parametros de la funcidn gausiana ciclica que describen la evolucién estacional del

ritmo diario de los niveles de melatonina en la retina de Rana perezi.

Nivel constante Altura Ruido/sefial Acrofase (h) sigma Asimetria
Estacién A, + EE H t EE EE (H) /H ¢ t EE o + ES § t EE
Primavera 2,19 + 1,38 28,84 * 3,46 0,12* 21,43 + 0,46 0,21 + 0,042 0,158 * 0,088
Verano 1,85 + 1,84 46,39 * 3,53 0,07* 22,01 + 0,63 0,27 + 0,098 0,237 + 0,098
Otofio -0,62 * 3,13 17,97 = 3,86 0,21%* 21,55 + 1,09 0,56 £+ 0,065 0,204 %= 0,100
Invierno -0,09 * 2,20 3,70 * 2,00 0,54 22,42 £ 0,60 0,59 + 0,280 0,080 % 0,120

Las unidades de A, y H son pg/mg prot.
* El ritmo es considerado consistente cuando la relacién ruido/sefial < 0,3.

EE = error estandar de la estimacidon del parametro.
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Tabla VIII. Relacién entre los parametros o y § del modelo gausiano ciclico con la asimetria del
madximo nocturno, y la duracidén en horas de los niveles elevados de melatonina dentro de la fase

oscura del ciclo, correspondientes a la evolucidj estacional en retina de R. perezi.

Estacién Fase oscura (h) g § /0 (%) ty, (h) ts5/Noche (%)
Primavera 10,17 0,21 0,158 75,2 4,345 42,7
Verano 9,67 0,27 0,237 88,2 6,328 65,4
otofio 13,17 0,56 0,204 36,4 11,686 88,7
Invierno 14,50 NS N5 - -- --

ty, Periodeo durante el gue los niveles de melatonina son superiores al 50 % del maximo
nocturno.

NS = El ritmo no es significativo.
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Figura 24. Evolucién estacional de la actividad NAT (linea
punteada) y niveles de melatonina (linea continua) determinados
en la retina de adultos de R. perezi en relacidn con:
a) Temperatura maxima del agua durante el dia, b) Temperatura

minima del agua durante la noche. Los datos se representan como
la X + e, (n=8).
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Por tltimo, en Ia Tabla VIII, se muestran los resultados obtenidos de la relacion entre
los pardmetros que definen la anchura del pico del modelo gausiano ciclico (¢ y §) y la
duracion en horas de los niveles elevados durante la noche. Se observa que, ¢l periodo de
tiempo durante el que la concentracién de MEL se encuentra por encima de la mitad de la
altura del maximo (t;,) es muy similar para las épocas de primavera y verano, suponiendo
aproximadamente S0 % del tiempo total de oscuridad. En cambio, en otofio, con fotoperiodo
corto, el valor de ts, duplica al de las estaciones anteriores, abarcando casi la totalidad de la
duracién de la noche (8% %). No se realizaron los célculos correspondiente al invierno

debido a la inexistencia de ritmo en los niveles de MEL para esta época.

5. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA CINETICA DE LA
NAT.

a) Interferencias de otras enzimas en el ensayo de la NAT.
- Adicidn de la pargilina.

Para permitir la inhibicién completa de la MAO de la retina, se incluyé pargilina en
el tampdn, preincubdndose los homogeneizados a 25°C durante 5 minutos, antes del
comienzo del ensayo de la NAT.

En primer lugar se realizd la curva dosis respuesta de la pargilina (de 1 pM a 5§ mM)
respecto a la actividad NAT, no encontrindose efectos significativos entre los
homogeneizados incubados a las distitas concentraciones de pargilina utilizadas (Fig. 25a).

Debido a la necesidad de utilizar bajas concentraciones de substrato para los estudios
cinéticos, las anteriormente mencionadas interferencias pueden resultar amplificadas. Para
averiguar este posible efecto se afadid pargilina (100 uM) a varias concentraciones de
triptamina utilizadas en el estudio cinético. Como puede observase en la Fig. 25b) no hay
diferencias entre los homogeneizados incubados con o sin pargilina a ninguna de las

concentraciones de triptamina.

- Adicién de eserina.

La accidn de las arilacilamidas podrfan interferir en el ensayo hidrolizando !a amina
recién acetilada por la enzima (dada su estrecha homologia estructural entre la N-
acetiltriptamina y la melatonina), y por lo que la actividad NAT seria subestimada. Para

probar esta posibilidad se incluyé en el ensayo eserina (inhibidor no especifico de esterasas),
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Figura 25. a) Efecto de la concentracién de pargilina sobre la actividad NAT en retina de R.
perezi. b) Efecto de la adicién de pargilina (100 uM) en el ensayo de la actividad NAT utilizando
concentraciones crecientes de triptamina. ¢) Efecto de la adicién de eserina sobre la actividad
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capaz de inhibir también la arilacilamidasa encargada de la degradacion de la MEL. Puesto
que parece ser que la acilamidasa se localiza principalmente en el epitelio pigmentado en el
ensayo también se incluyd este tejido, no apreciandose diferencias entre los ensayos
realizados en ausencia o presencia de eserina 100 uM (Fig. 25¢).

A partir de los resultados obtenidos utilizando pargilina y eserina, puede concluirse
que bajo las condiciones experimentales utilizadas, no se observan efectos negativos de otras
enzimas presentes en el homogeneizado de retina de R. perezi, sobre de determinacion de la
actividad NAT en este tejido, por lo cual, el método utilizado es totalmente valido para lievar

a cabo estudios cinéticos de este enzima.

b) Efecto _de la temperatura de incubacién sobre ia cinética utilizando AcCoA y

triptamina como substratos.
Se estudio el efecto de la temperatura sobre la cinética de la NAT. Para lo cual se

utilizé un rango de temperaturas que abarca el intervalo en el cual puede encontrarse R.
perezi a lo largo del aiio.

En la Fig. 26a) se muestra la evolucion de los valores de Ky, para la AcCoA respecto
a la temperatura del ensayo. La K, incrementa desde un valor de 13 uM a 10°C hasta 212
uM a 35°C. En el mismo sentido se observa un incremento sostenido de la V., con la
temperatura (de 1,2 a 15 nmol/h/ojo) (Fig. 26b).

En cuanto a la caracterizacion respecto a la triptamina se observa también un marcado
efecto de la temperatura sobre ias constantes cinéticas, el aumento de la temperatura siempre
va acompafiado con un incremento de los valores de Ky y V,,, (Fig. 27).

Al representar la relacién existente entre Ky, y V. se observa que para ambos
parametros existe una correlacién positiva y significativa (modulacién térmica positiva) para
ambos substratos (AcCoa Fig. 28a, r=0,958 p<0,01; Triptamina Fig. 28¢c, r=0,986
p<0,01).

Utilizando la representacidn de Arrhenius con los valores de las constante V. ¥y Ky,
se calcularon la energia de activacién (E,) y la entalpia de formacién del compilejo ES,
respectivamente. Se puede observar que existe una correlacion significativa entre el inverso
de la temperatura y el Ln de las constantes cinéticas (Fig. 28b y d). La formacién del
complejo ES es exotérmica (AHg<0) para ambos cosubstratos, aunque la entalpia es
ligeramente mayor para el AcCoA que para la triptamina (-1,11 % 0,036 respecto a -0,70
+ 0,146 KJ/mol).
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Figura 26. Efecto de la temperatura del ensayo sobre los valores
de la Km (a) y Vmax (b) de la cinética de la NAT en retina de
R. perezi con respecto a AcCoA, utilizando Triptamina (10 mM)
como cosubstrato. Cada punto representa el valor de la constante

* EE. de la estimacién. Método de Wilkinson (1961).
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Figura 27. Efecto de la temperatura del ensayo sobre los valores
de la Km (a) y Vmax (b) de la cinética de la NAT de retina de
R. perezi con respecto a la triptamina, utilizando AcCoA (250 uM)
como cosubstrato. Cada punto representa el valor de la constante
* EE de la estimacién. Método de Wilkinson (1961).
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substratos: a) AcCoA ¢) Triptamina. Representacién de Arrhenius para las constantes V_, y Ky,
procedentes de la cinética de la NAT de retina de R. perezi utilizando b) AcCoA y d) triptamina.

1/T inverso de la temperatura.
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Tabla IX. Coeficientes de temperatura (Q,) en el intervalo de temperaturas (10-35°C), para las

constantes cinéticas de la NAT de la retina de R. perezi, respecto a los dos cosubstratos: AcCoA

y triptamina, y para la actividad de la misma enzima valorada a una concentracién de los

cosubstratos inferior a sus respectivas K.

Intervalo T2 010 (Ky) O (Vi) QO (NAT, )
AcCoA Triptamina AcCoa Triptamina AcCoA Triptamina
(12 uM) (10 uM)
10-15 4,30 1,77 1,49
1,68 3,10 1,64
15-20 2,49 4,11 1,15
20-25 2,27 1,56 1,61 1,58 1,30 1,05
25-30 3,20 4,12 8,42 3,47 1,56 1,47
30-35 3,42 -- 1,49 - 1,29 -
X t e 3,14+0,36 2,45+0,83 3,48%1,33 2,71+0,58 1,36%0,07 1,3940,17
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Los coeficientes de temperatura (Q,,) tanto para la K, como para laivm‘ se recogen
en la Tabla IX. Puede observarse que los valores son siempre mayores que 1, lo que indica
que, en todos los intervalos de temperatura estudiados, siempre se incrementa el valor de las
dos constantes cinéticas, de una forma continuada y homogénea. Comparando la media de
los valores de Q,, obtenidos para cada cosubstrato, se observa que la cinética de la NAT es
mds sensible térmicamente con respecto a AcCoA (Q,, para Ky v V,..>3) que para la
triptamina (Q,, 2,45 y 2,7 respectivamente). En esta misma tabla se incluyen los valores de
Q,, obtenidos para la actividad NAT en el intervalo de temperaturas utilizado en el estudio
cinético, medidos a una concentracion subsaturante de los cosubstratos (AcCoA 12 uM,
triptamina 10 pM). Puede observase que la modulacion térmica positiva compensa la
actividad NAT, ya que la media del coeficiente de temperatura es muy inferior que el
correspondiente de la Ky y V..., ¥ solo ligeramente superior a 1 (que representaria la

compensacion térmica completa).

¢} Inhibicién por exceso de serotoning.

Como se mostré en la Tabla II, existen marcadas diferencias en las constantes
cinéticas de la NAT dependiendo de la indolamina utilizada como substrato, por lo cual, en
primer lugar se realizé el estudio de la cinética de la NAT utilizando la serotonina que es el
substrato endégeno de esta enzima (Fig. 29a). Aparece una significativa inhibicion de la NAT
cuando la concentracién de serotonina es superior a 100 uM. La representacion de Dixon
(inverso de la velocidad de reaccidn respecto a la concentracion de substrato, figura incluida
en la Fig. 29a) muestra una correlacién positiva a altas concentraciones de serotonina,
indicando una cinética de inhibicién por exceso de substrato.

Debido al hecho de que en este andlisis se usé el complejo de serotonina-sulfato de
creatinina, cabe la posibilidad de que la creatinina sea la responsable de la inhibicién
observada, pudiendo ser malinterpretada como una inhibicién producida por la serotonina.
Para probar esta posibilidad, se desarrolld el ensayo de la NAT utilizando concentraciones
crecientes de sulfato de creatina (compuesto que se isomeriza a creatinina en solucién acuosa)
en el mismo intervalo que el utilizado para la caracterizacién cinética (0-10 mM),
demostrindose la falta de efecto de la creatina sobre la actividad NAT, usando como

substratos el hidrocloruro de triptamina o serotonina (Fig. 29b).
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Figura 29. a) Caracterizacién cinética de 1la actividad NAT
procedente de la retina de R. perezi, respecto a la concentracién
de serotonina. Se incluye la representacién de Dixon en el angulo
superior para mostrar la inhibicién por exceso de substrato.
b) Efecto de la concentracidn de creatina sobre la actividad NAT
utilizando hidrocloruros de serotonina y triptamina como
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d) Efecto de la temperatura sobre la cinética de la NAT utilizando serotenina coma

substrato.

La caracterizactdn cinética para la triptamina y serotonina fue desarrollada en el
intervalo de temperaturas (10-35°C) en dos ensayos sucesivos realizados a 10, 20, 30°C y
15, 25, 35°C respectivamente. El intervalo de concentraciones de las aminas usadas fue de
0 a 10 mM, manteniendo constante la concentracion de AcCoA (250 uM) en los dos ensayos.

En la Fig. 30 se resumen los resultados obtenidos. Se observa un incremento de la
V .ax €ON la temperatura para ambos substratos (Fig 30 a). La V,, para la triptamina result
ser superior que para la serotonina a todas las temperaturas ensayadas. De una forma paralela
la Ky, para ambas aminas incrementa (descenso en la afinidad) con la temperatura, la afinidad
de la NAT por la serotonina es siempre mayor que para la triptamina (Fig. 30b). La
evolucién de la constante de inhibicidn (K)) respecto a la temperatura se muestra en la
Fig. 30c). La K, para la triptamina muestra un ligero incremento con la temperatura, en
cambio, la K, para la serotonina muestra un patrén complejo en relacién con la temperatura.
El valor minimo de la K, se observa a 25°C, mostrando un incremento en su valor tanto a
temperatura superiores como inferiores. A 10°C no se observa una inhibicién significativa
(K;> 10° xK,p).

Por (ltimo, en la Fig. 31a) se muestra la relacién entre la V_,, y la Ky, la
correlacién significativa observada entre ambos pardmetros (r=0,9657; p<0,01) indica la
existencia de una modulacién térmica positiva para la serotonina.

La representacion de Arrhenius para las constantes V.., Ky y K; respecto a la
serotonina se muestran en la Fig. 31b). La energia de activacién es ligeramente superior
(1,28 £ 0,15 KJ/mol) que para el caso de AcCoA y triptamina (ver Fig. 28) aunque esta
diferencia no llega a ser significativa. La unién del substrato a la enzima muestra una
AHg < 0 lo que indica el caracter exotérmico de dicha unién. El valor de -0,79 + 0,149
KJ/mol, es comparable a lo obtenido para la triptamina. En cambio, la energia de unién de
la serotonina a la enzima como inhibidor muestra un cambio de fase a 25°C, mientras que
a temperaturas inferiores a esta temperatura muesta una AH; de 1,71 + 0,77 KJ/mol
(endotérmica), a temperaturas altas la unién de la serotonina es exotérmica -0,91 + 0,25
KJ/mol.

El modelo tedrico utilizado para la inhibicién por substrato propuesto por Haldane
(@ver Dixon, 1979) permite calcular una serie de pardmetros derivados (Tabla X):
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Figura 31. a) Correlacidén entre los valores de Km y Vmax
determinados para la NAT en la retina de R. perezi siguiendo el
método de Duggleby (1981) a distintas temperaturas, utilizando
serotonina como substrato. b) Representacidén de Arrhenius para
las constantes V_,,, Ky Y K, procedentes de la cinética de la NAT
de retina de R. perezi utilizando serotonina como substrato.



Tabla X. Parametros derivados de la cinética de la NAT de la retina de Rana perezi.

Substrato Temperatura Inhibicién relativa Sopt Vata
(°C) (r) (LM) (nmol/h/mg prot.)
Serotonina 10 >10° >1450 0,65
" 15 2040,9 282,9 1,35
" 20 485,6 265,8 2,78
" 25 218,7 164,0 4,61
f 30 207,9 308,8 6,21
" 35 199,8 389,1 10,47
Triptamina 10 354,7 242,1 2,27
" 25 170,0 598, 2 9,29
" 30 96,3 854,6_ 11,01
r = K/Ky
Sopt = V(KMXKi)

Ve = Voo X VE/ (2+VE)
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a) Inhibicién relativa (r=K/K,,). Este pardmetro indica la potencia de la inhibicién respecto

a la constante de afinidad (K,). Cuanto menor sea su valor, mayor serd la inhibicién.

b) Concentracion de substrato optima (Sop= / WK Indica la concentracién de substrato

en la cual se obtiene la mayor actividad enzimatica.

¢) Velocidad alta, [V, =V_ _x/r/(2+/r]. Es la velocidad de reaccién a la concentracién

Optima de substrato (S,).

Los valores de r para la serotonina muestran un pronunciado descenso desde 10 a
25°C, este aumento en la inhibicidn se detiene a temperaturas superiores a 25°C. Para la
triptamina, aunque la inhibicién relativa aumenta ligeramente, este efecto se debe en su
mayor parte al marcado incremento de los valores de K, ¥y no a un descenso importante de
la K;. El valor mds bajo de la S, para la serotonina se observa a 25°C, en cambio para la
triptamina la S, aumenta con la temperatura. Para ambas indolaminas V,,, mantiene un
estrecho paralelismo con la V,,,, como cabria esperar debido a la relacién existente entre
estos dos pardmetros.

En la Tabla XI, se presenta la evolucion del coeficiente de temperatura (Q,,) para
las tres constantes cinéticas (V,,, Ky y KJ). Qo para la V_,, muestra valores altos indicando
la gran dependencia de esta constante cinética con la temperatura, especialmente para la
serotonina (Q,, >3). En cuanto a los valores de Q,, correspondientes a la K, aparece un
comportamiento andlogo, es decir, un incremento continuado de K,, con la temperatura, pero
en este caso ), es mayor para la triptamina que para la serotonina.

Puede observarse que la compleja respuesta de los valores de la K, con respecto a la
temperatura para el caso de la serotonina, provoca que los valores de Q,, por debajo de 25°C
muestren valores muy inferiores a 1, lo cual significa un pronunciado descenso del parimetro
con la temperatura. En cambio para temperaturas superiores a 25°C los valores de Q,, son
mayores que 1. Este resultado demuestra que la inhibicién no tiene una dependencia simple
con respecto a la temperatura, como sucede para los casos de V. y Ky.

Los valores de Q,, correspondientes a la actividad NAT valorada en el estudio
cinético utilizando una concentracién de serotonina equivalente a la S, muestran una alta
sensibilidad térmica de la enzima a dicha concentracién de substrato, esta sensibilidad térmica
se reduce progresivamente con ¢l incremento de temperatura (desde 4,5 a 10°C hasta 1,72
a35°C)



Tabla XI. Coeficientes de temperatura (Q,,) en el intervalo de temperaturas (10-35°C), para las
constantes cinéticas de la NAT de la retina de R. perezi respecto a las dos indolaminas: triptamina
y serotonina, y para la actividad de la misma enzima valorada a la concentracidén o6ptima de
serotonina para la NAT.

intervalo T# Q10 { Vi) Qo {Kp) Qo_{K;) Qo (NAT,,)

Serctonina Triptamina Serotonina Triptamina Serctonina Triptamina Sexotonina {200 uM)

10-15 4,75 2,16 - 4,51
15-20 4,61 2,63 3,71 2,34 0,21 1,43 4,50
20-25 2,98 0,85 0,17 2,92
25-30 1,82 1,53 3,73 3,60 3,37 1,17 2,33
30-35 2,86 - 1,65 - 1,53 -- 1,73
Xt e, 3,40%0,56  2,08%0,55 2,42+0,57 2,97+0,64 - 1,340,13 3,20%0,56

SOINUE 2p BUNRI US BUIGOIR[SWL 4 YN 9p Somnny

SOQV.LINSHY "Al

ILT



Ritmos de NAT y melatonina en retina de anuros IV. RESULTADOS 172

6. EFECTO DE LA ACLIMATACION TERMICA SOBRE LA NAT.

a) Efecto sobre la cantidad de enzima.

Se analizaron las modificaciones provocadas por la aclimatacidn térmica a dos
temperaturas (4 y 24°C) sobre la actividad NAT de la retina, para lo cual después del
periodo de aclimatacién de un mes los animales fueron sacrificados a mediodia y a
medianoche, valordndose la NAT a tres temperaturas distintas 10, 20, 30°C.

La aclimatacién en frio produce un incremento de aproximadamente 1,5 veces en la
actividad NAT con respecto a [a aclimatacién en calor (Fig. 32). Dicho incremento se
mantiene para todas las temperaturas del ensayo. Puede observarse también que la oscilacion
dia-noche, tipica de la actividad NAT, se conserva para las dos temperaturas de aclimatacidn,
presentando valores superiores durante la noche en relacién a sus correspondientes valores
diurnos.

Los coeficiente de temperatura (Q,,) para la actividad NAT se muestran en la Tabla
XII. No hay diferencias significativas en los valores de Q,, como consecuencia de la
aclimatacién, indicando que no ha habido ningin cambio en la sensibilidad térmica de la

enzima.

b) Efecto sobre la cinética enzimgtica.

Como segunda parte del estudio de la aclimatacién térmica sobre la NAT, se probé
el efecto de dicho tratamiento experimental sobre las constantes cinéticas. Tras la
aclimatacion de animales adultos de R. perezi durante un mes a 10 °C y a 26°C se
sacrificaron a medianoche, encontrindose los siguientes resultados de la caracterizacién

cinética respecto a la AcCoA (conc. final triptamina 10 mM):

Aclimatacién Ku(uM) V...(nmol/h/ojo)
10°C 42,53 + 10,24 6,77 + 0,26
26°C 49,26 + 2,55 4,78 + 0,083

Mientras que se observa un efecto claro de la temperatura alta reduciendo la V,,,,, no

existen diferencias entre los valores de la K,, como consecuencia de la aclimatacién.

7. SINTESIS DE MELATONINA EN COPAS OPTICAS IN VITRO.
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Figura 32. Efecto de la aclimatacidn térmica sobre la actividad
NAT en la retina de R. perezi. Las temperaturas de aclimatacién
fueron 4°C y 24°C. La linea discontinua representa la respuesta
crdnica de la NAT a la aclimatacidén térmica. Los datos se
representan como la x * e. * p<0,05; ** p<0,025; *** p<0,01 entre
los grupos de aclimatacién. (#) indica 1la significacién



Tabla XII. Coeficientes de temperatura (Q,) para los valores de actividad NAT de retina de
R. perezi determinada a varias temperaturas, en animales aclimatados a calor (24%1°C) y frio

(4+£1°C) durante un mes.

Intervalo Ta Aclim. 24°C Aclim. 4°C

Dia Noche Dia Noche
10-20 2,17 * 0,07 2,18 + 0,12 2,16 + 0,09 2,28 *+ 0,14
20-30 2,12 + 0,08 2,01 + 0,08 1,96 £ 0,06 2,03 t 0,06

I+
o

Los datos se expresan como la X

SOINUE ap BUNSL US BUIUCIE[AW 4 JWN Jp sowry

SOAv.LINSTA "Al

PLl



Ritmos de NAT y melatonina ea retina de anuros IV. RESULTADOS 175

7.1. Condiciones éptimas de cultivo de copas dpticas.

a) Cantidad déptima de tejido ocular.
En primer lugar, se estudié la capacidad de sintesis de MEL por parte de cantidades

variables de tejido ocular. En la Fig. 33a) se muestra la actividad NAT tras el cultivo en
funcidén de las fracciones de retinas utilizadas. Puede observarse una relacion lineal entre la
cantidad de tejido y la actividad enzimdtica, concluyéndose que el cultivo de la copa optica
completa no presenta efectos deletéreos sobre la actividad NAT.

Los niveles de MEL sintetizada en este experimento se muestran en la Fig. 33b). Las
copas Opticas completas producen cantidades de MEL significativa y progresivamente
superiores a lo largo del tiempo de cultivo. Durante el cultivo en oscuridad dicha sintesis
resulta altamente estimulada observandose incrementos significativos consecutivos (p<0,01).
Cuando se cultivd 1/2 copa optica sélo se aprecid un incremento en la sintesis de MEL sobre
los niveles basales en el iiltimo periodo de cultivo, tras 6 horas de cultivo en oscuridad.
Cuando se cultiva 1/4 de copa dptica la MEL sintetizada presenta niveles basales durante

todo el periodo de cultivo, siendo la oscuridad incapaz de estimular la sintesis.

b) Cultivo de la retina neural aislada.

En el cultivo de la retina neural aislada de! epitelio pigmentado, la retina neural no
mostré ninguna estimulacién por la oscuridad, mostrando niveles basales de MEL durante
todo el experimento (Fig. 34). Sin embargo, la copa dptica completa mantiene intacta su
capacidad biosintética, observiandose incrementos significativos en la produccion de MEL
durante el cultivo en oscuridad (p<0,01 entre intervalos de tiempo consecutivos).

La actividad NAT de la retina neural medida tras las 12 horas de cultivo no mostré
diferencias entre los dos grupos (copa dptica completa y retina neural aistada), indicando que
¢l aislamiento de la retina del epitelio pigmentado no afecta a la enzima NAT, pero si a la
sintesis de MEL.

Se concluye pues que para mantener intacta la capacidad biosintética de MEL es

necesario cultivar las copas Gpticas completas.

¢) Ciclo diario de sintesis de melatonina in vitro.
En la Fig. 35) se muestran los resuitados obtenidos tras el cultivo de copas dpticas
de R. perezi durante un ciclo diario completo, respetando el fotoperiodo al que estaban

aclimatados previamente los animales. Durante la fase luminosa del ciclo los niveles de MEL
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Figura 33. Capacidad biosintética de melatonina en funcidén de la
fraccidén de copa éptica de R. perezi en cultivo. a) Correlacién
entre la actividad NAT de la retina y la fraccidén de copa optica
cultivada. b) Melatonina liberada al medio durante el cultivo.
La barra oscura indica el periodo de oscuridad. Los datos se
representan como la X = e. (n=4) *#*%* p<0,0l1 entre fracciones de
copa Optica. ### p<0,01 entre periodos de cultivo consecutivos
del mismo grupo experimental.
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Figura 34. Produccién de melatonina y actividad NAT de la retina
neural aislada de R. perezi cultivada durante 12 horas. La barra
oscura indica el periodo de cultivo en oscuridad. Los datos se
representan como la X t e. (n=4). *** p<0,0l1 respecto a la retina
neural aislada. (#) Dentro de las columnas indican significacién
estadistica entre periodos de cultivo consecutivos.



Ritmos de NAT y melatonina en retina de anuros IV. RESULTADOS 178

50 -
£ 40+ T
-.-g L
~—30- *::T 1
g ]k
€ o kK
g2 kL x
L kk%k ST BT
210 — .
0_——:=—[‘:;:* B N S [ 5355'i3§zf |
O OB o 92 A O
N AN N oV N N LN
AT S Y W A

Intervalo de cultivo (h)

Pigura 35. Ritmo diario de la sintesis de melatonina de retinas
de R. perezi 1n vitro. Las barras sombreadas indican el periodo
de oscuridad. Los datos se representan como la x + e. (n=8).
**x* p<0,0l respecto al dltimo punto del periodo de luz del
fotociclo.
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son muy bajos (< 7 pg/ml), aunque muestran un incremento sostenido a lo largo de la
misma (ANOVA p<0,01, entre todos los puntos de la fase luminosa). En el periodo de
oscuridad, se observan valores significativamente superiores de este metoxindol en el medio
de cuitivo (= 30 pg/ml, p<0,01), unas 5 veces respecto a los valores diurnos excepto en
las primeras tres horas de la fase oscuridad, donde el incremento observado no llega a ser
significativo. Luego, las copas Opticas de R. perezi conservan su capacidad ritmica de
sintetizar MEL, como sucede in vivo,

Como puede apreciarse en la Fig. 35, existen diferencias significativas entre el primer
y el dltimo punto del experimento (intervalo 7-10 horas) aunque corresponden al mismo

punto temporal dentro del fotociclo, presentando el segundo intervalo valores mayores.

d) Efecto de la luz sobre la sintesis de melatgnina en cultivo.
La luz mostrd un efecto depresor de la actividad NAT (p<0,025; Fig. 36a). Dicho

efecto es contrarrestado compietamente por el forscolin (p <0,01), no existiendo diferencias
entre los grupos cultivados con forscolin en luz o en oscuridad (Fig. 36a). Los efectos
estimuladores del forscolin y de la oscuridad sobre la actividad NAT son aditivos, ya que el
andlisis de varianza de dos vias (los factores son condicidn de iluminacidn y presencia de
forscolin), no mostrd una interaccién significativa entre ambos factores.

En cuanto a los niveles de MEL medidos en el medio de cultivo se obtiene un
resultado paralelo (Fig. 36b), tanto en las primeras 3 horas como en el segundo periodo de
cultivo, la luz reduce significativamente la MEL producida por las copas épticas (p<0,05
y p<0,025, respectivamente). La adicién del forscolin al medio estimula significativamente
(p<0,01) la sintesis de MEL tanto en condiciones de luz como de oscuridad. No se observa
sinergia entre la oscuridad y el forscolin. Aunque el forscolin es un agente mucho mds
potente, incrementando los niveles de MEL en seis veces aproximadamente, mientras que la
oscuridad sélo los duplica, el efecto de los factores conjuntamente sélo provoca un ligero

incremento no significativo sobre los valores de MEL del grupo de forscolin cultivado en luz.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que la adicidn de actinomicina D
(8 uM) en oscuridad reduce la actividad NAT (p<0,03; Fig. 37a) a niveles préximos a los
obtenidos en el cultivo en luz. El firmaco no desarrolla ningiin efecto significativo sobre la

actividad enzimdtica de las copas dpticas cultivadas en luz.
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Figura 36. Efecto de la luz y del forscolin (50 uM) sobre la
capacidad biosintética de melatonina de copas opticas de
R. perezi en cultivo. a) Actividad NAT de 1la retina, b)
Melatonina liberada al medio de cultivo. La barra oscura sefiala
los grupos incubados en oscuridad. Los datos se representan como
la Xx t e. (n=5). * p<0,05; ** p<0,025; *** p<0,01l. (*) dentro de
las columnas indican la significacién estadistica respecto al
grupc correspondiente cultivado en luz.
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Figura 37. Efecto de la Actinomicina D (8 uM) sobre la capacidad
biosintética de melatonina de copas &pticas de R. perezi en
cultivo. a) Actividad NAT de la retina, b) melatonina liberada
al medio de cultivo. La barra oscura sefiala los grupos incubados
en oscuridad. Los datos se representan como la X * e. (n=5).
* p<0,05; *** p<0,01. (*) dentro de las columnas de a) indican
significacién estadistica respecto al grupo correspondiente
cultivado en 1luz. (#) Indica significacidn estadistica de 1la
melatonina medida en periodos de cultivo consecutivos del mismo
grupo.
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Durante las primeras tres horas de cultivo no se encontraron diferencias significativas
en los niveles de MEL procedentes de las copas cultivadas con o sin actinomicina D (Fig.
37b). En cambio, a las 6 horas de cuitivo se redujo significativamente la produccién de MEL
en oscuridad en presencia de actinomicina D (p <0,05).

El andlisis de varianza de doble via demuestra que, para la actividad NAT, los efectos
de la oscuridad y los de la actinomicina D son aditivos (la interaccion de los dos factores no
es significativa). En cambio, para la MEL existe una interferencia significativa, como pone
de manifiesto el hecho de que la accion de la actinomicina I dependa de la condicién
luminica del cultivo. La actinomicina D no.tiene efecto en el cultivo en luz, mientras que en
oscuridad tiene un cardcter inhibidor a periodos de tiempo largos (al menos 6 horas).

En el segundo experimento, se probo el efecto de la cicloheximida como fidrmaco
inhibe la traduccién proteica. La cicloheximida inhibe la actividad NAT (Fig. 38a) de forma
significativa, tanto en luz (p <0,025) como en oscuridad (p <0,01). El andlisis de varianza
de dos vias, muestra el cardcter aditivo de la luz y de la ciclcheximida reduciendo ambos la
actividad enzimdtica. La sintesis de MEL también se encuentra afectada por la cicloheximida
(Fig. 38b). Durante las tres primeras horas de cultivo la MEL producida en oscuridad se
reduce a la mitad (p<0,025). Después de 6 horas la inhibicién es mayor, reduciéndose los
niveles hasta alcanzar casi los valores de Jas copas cultivadas en luz (p <0,01). El andlisis
de varianza de dos vias muestra una interferencia significativa entre la oscuridad y la
cicloheximida a las 6 horas de cultivo, esta interaccién se debe a que la cicloheximida en luz

no es capaz de reducir la sintesis de MEL mads alld de los niveles basales.

7.2. Control catecolaminérgico de la sintesis de melatonina ocular.

En primer lugar, comprobamos si los farmacos utilizados para este estudio no
interferian en el desarrollo del RIA de MEL, debido a que varios de ellos tienen estructuras
quimicas muy similares a los indoles. Para ello, medimos la reactividad cruzada de los
mismos frente al anticuerpo antimelatonina utilizado en el RIA, comparando la unién
especifica entre medios de cultivo frescos, con otros a los que se les afiadié los agonistas y
antagonistas especificos a la concentracion utilizada en los experimentos (10 uM). Como
puede observarse (Tabla XIII), la unién especifica de los medios con los firmacos no es
estadisticamente distinta respecto al medio de cultivo sin compuesto alguno, encontrandose
todos ellos dentro del intervalo de confianza al 95 % del grupo control. Con esta prueba se
descarta toda posibilidad de interferencia de los farmacos utilizados en la cuantificacién de



Ritmos de NAT y melatonina en retina de anuros 1V. RESULTADOS 183

a) 2|5_
s 27 . dederke
2 ~ T F 1
a
g1,5- =
£
s .|
E T :%ﬁ
—
0,5 \\ §"
O \\\ ] _
LUZ OsC
b)
120-
1 —kkk—
100 - ek kR xR
80; Rk Rk T
’ 1

Meiatonina (pg/mil)
£ [0)]
o O
N i i

n
o
f

0-3 3-6

Horas de cultivo (h)

o

Cicloheximida (100 uM)

Figura 38. Efecto de la cicloheximida (100 uM) sobre la capacidaad
biosintética de melatonina de copas épticas de R. perezi en
cultivo. a) Actividad NAT, b) Melatonina liberada al medio de
cultivo. La barra oscura indica los grupos incubados en
oscuridad. Los datos se representan como la X * e. (n=5).
* p<0,05; ** p<0,025; **+ p<0,0l1. (*) dentro de las columnas
de a) indican significacién estadistica respecto al grupo
correspondiente cultivado en 1luz. (#) Indica significacién
estadistica de la melatonina medida en periodos de cultivo
consecutivos del mismo grupo.
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Tabla XIII. Unidn especifica de los medios de cultivo conteniendo
los agonistas y antagonistas especificos para receptores de

catecolaminas a una concentracidédn de 10 uM.

RECEPTOR COMPUESTO UNION ESPECIFICA
(% respecto al control)

Control 100 £ 3,18 (93,64-106,36)

SKF 38393 98,85 + 4.18
Di-dopaminérgico

SCH 23390 98,20 = 5,39

Quinpirol 102,07 + 3,35
D2-dopaminérgico

Sulpirida 102,47 * 3,50

Isoproterenol 100,80 * 3,63
B~Adrenérgico

Propranolol 99,88 * 2,65

Fenilefrina 103,28 * 0,80
al-Adrenérgico

Prazosin 95,68 + 3,50

Clonidina 97,87 * 4,14
a2~-Adrenérgico

Yohimbina 102,31 * 4,95

Los datos se representan como el % de la unidén especifica * la
desviacidn estadndar, tomando el control como el 100 %. Entre
paréntesis se indica el intervalo de confianza al 95 % del
control.



Ritmos de NAT y melatonina en retina de anuros [V. RESULTADOS 185

MEL mediante RIA.

a) Control dopaminérgico.
En primer lugar, se probd el papel de la dopamina como moduiador de la sintesis de

MEL de la retina, para lo cual se afiadieron agonistas y antagonistas especificos para los dos
subtipos principales de receptores dopaminérgicos.
- D1-dopaminérgico. (Fig. 39).

La actividad NAT (Fig. 39a) no se ve modificada por la adicion del agonista D1 (SKF
38393) ni del antagonista (SCH 23390) en ninguna de las dos condiciones de cultivo, luz u
oscuridad. La oscuridad siempre incrementa de forma significativa (p<0,01) la actividad
NAT en todos los grupos experimentales. La MEL producida durante las tres primeras horas
del cultivo (Fig. 39b) mostré una respuesta paralela a la descrita para ia actividad NAT, ni
el agonista ni el antagonista son capaces de modificar la estimulacién inducida por la
oscuridad (p<0,01 para todos los grupos). En cambio, en el segundo periodo de cultivo
(Fig. 39c¢) se obtuvo una respuesta especifica en los ojos cultivados en oscuridad en presencia
del agonista SKF 38393, resultando reducida la sintesis de MEL con respecto al grupo
control (p<0,025). El antagonista SCH 23390, en la dosis utilizada, no muestra ningin

efecto por si solo, ni es capaz de revertir el efecto del SKF 38393.

- D2-Dopaminérgico (Fig. 40).

La actividad NAT (Fig. 40a) muestra una respuesta compleja tras la administracién
de los farmacos especificos para los receptores D2-dopaminérgicos. En condiciones de luz,
el agonista D2 quinpirol reduce significativamente la actividad NAT si se administra junto
con sulpirida (p<0,01), la NAT también se reduce en el grupo con quinpirol exclusivamente,
aunque no llega a ser significativo. El efecto estimulador de la oscuridad (p<0,01 con
respecto al control en luz), se ve suprimido por la accién del quinpirol (p<0,01)
observandose niveles de actividad enzimdtica similares a los que presentan las copas dpticas
cultivadas en luz. En cuanto al efecto del antagonista sulpirida, a la concentracién utilizada
no es capaz de revertir el efecto del quinpirol, cuando se administran de forma conjunta.

La MEIL muestra un comportamiento andlogo al descrito para la NAT en respuesta
a la adicién de agentes D2-dopaminérgicos, aunque con pequenas diferencias. El analisis de
varianza de via miiltiple muestra interferencias significativas (p <0,025) entre la luz y la

presencia de agonista o del antagonista, indicando que los factores no tienen efectos
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Figura 39. Efecto del agonista (SKF 38393) y del antagonista
(SCH 23390) Dil-dopaminérgicos sobre la capacidad biosintética de
melatonina de copas 6pticas de R. perezi en cultivo. a) Actividad
NAT. Melatonina liberada al medio: b) a las tres horas y ¢) a las
seis horas del cultivo. La barra oscura indica 1los grupos
incubados en oscuridad. Los datos se representan como la X * e.
(n=5}). * p<0,05; ** p<0,025; *%** p<0,01. (*} dentro de las
columnas indican significacidén estadistica respecto al grupo
correspondiente cultivado en 1luz. (#) Indica significacién
estadistica de la melatonina medida en periodos de cultive
consecutivos del mismo grupo.
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Figura 40. Efecto del agonista (quinpirol) y del antagonista
(sulpirida) D2-dopaminérgicos sobre la capacidad biosintética de
melatonina de copas épticas de R. perezi en cultivo. a) Actividad
NAT. Melatonina liberada al medio: b) a las tres horas ¢) a las
seis horas de cultivo. La barra oscura indica los grupos
incubados en oscuridad. Los datos se representan como la X * e.
(n=5) * p<0,05; ** p<0,025; *** p<0,0l. (*}) dentro de las
columnas indican significacidén estadistica respecto al grupo
correspondiente cultivado en 1luz. (#) Indica significacién
estadistica de la melatonina medida en periodos de cultivo
consecutivos del mismo grupo.
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multiplicativos sobre la sintesis de MEL, y por lo tanto el andlisis posterior se debe realizar
atendiendo por separado cada factor. Durante las tres primeras horas de cultivo (Fig. 40b),
en condiciones de luz, la adicién de sulpirida incrementa de forma significativa (p <0,025)
la produccién de MEL, dicho efecto estimulador es anulado completamente cuando el
quinpirol se administra conjuntamente con sulpirida (p<0,01). En oscuridad, el quinpirol
muestra un fuerte efecto inhibidor de la sintesis de MEL (p<0,01 respecto al control),
ademds se sigue observando el efecto estimulador de la sulpirida (p <0,05 con respecto al
grupo control). La especificidad del efecto del quinpirol sobre los receptores D2 queda
demostrada por el hecho de que el antagonista sulpirida contrarresta, aunque solo
parcialmente, el efecto del agonista (p <0,01).

En el segundo periodo de cultivo (Fig. 40c) se observan los mismos resultados,
aunque con alguna pequeiia diferencia. El efecto estimulador de la sulpirida en luz no se
presenta en este caso, siendo la concentracion de MEL significativamente inferior comparado
con este mismo grupo durante el primer periodo de cultivo (p<0,05). En oscuridad, se
observa la misma respuesta que en el primer periodo de cultivo, salvo que ahora no se
aprecia un incremento significativo de MEL en el grupo cultivado con sulpirida respecto al

control.

b) Control adrenérgico.

Probamos el posible papel de los tres subtipos principales de receptores adrenérgicos;
dos con cardcter estimulador (8- y «l-) y uno inhibidor (aZ-adrenérgico).
- B-Adrenérgicos (Fig. 41).

De la actividad NAT (Fig. 41la), cabe destacar el efecto inhibidor del agonista
isoproterenol en luz (p<0,05). La adicién de isoproterenol anula el incremento inducido por
la oscuridad (p <0,05), mientras que el antagonista propranolol administrado conjuntamente
con el agonista es incapaz de revertir este efecto a la concentracién utilizada (p<0,01
respecto al grupo con propranolol exclusivamente).

En condiciones de luz, no se observa ninguna diferencia en la produccién de MEL
entre los distintos grupos experimentales. En cambio, en oscuridad la MEL incrementa
significativamente en los grupos control y tratado con propranolol respecto a sus
correspondientes grupos en luz (p<0,01). Como sucede con la actividad NAT, el
isoproterenol reduce significativamente (p<0,01) la MEL producida en oscuridad, y el

propranolol no es capaz de revertir el efecto del isoproterenol.
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Figura 41. Efecto del agonista (isoproterenol) y del antagonista
(propranoclol) B-adrenérgicos sobre la capacidad biosintética de
melatonina de copas 6pticas de R. perezi en cultivo. a) Actividad
NAT. Melatonina liberada al medio: b) a las tres horas, ¢) a las
seis horas de cultivo. La barra oscura indica los grupos
incubades en oscuridad. Los datos se representan como la X + e,
{n=5) * p<0,05; ** p<0,025; *** p<0,01l. (*) dentro de las
columnas indican significacién estadistica respecto al
correspondiente grupo cultivado en luz. (#) Indica significacién

estadistica de la melatonina medida en periodos de cultivo
consecutivos del mismo grupo.
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Los resultados obtenidos durante el segundo periodo de cultivo (Fig. 41c), son
comparables a los obtenidos en el periodo anterior, no existiendo diferencias entre los
distintos grupos. Se encuentra una ausencia de accién de dichos farmacos en condiciones de
cultivo en Iuz. En oscuridad, con respecto al periodo de cultivo anterior, cabe destacar una
ligera reversion del efecto del isoproterenol por el propranolol (p<0,05, comparando el
grupo cultivado con isoproterenol respecto al grupo que lleva agonista y antagonista

conjuntamente).

- al-Adrenérgicos (Fig. 42).

La actividad NAT ocular (Fig. 42a) medida tras el cultivo en luz muestra una
inhibicién significativa frente al agonista fenilefrina, tanto si se administra de forma aislada
{p<0,01), o junto con el antagonista prazosin (p <0,025). El cultivo en oscuridad aumenta
la actividad NAT en todos los grupos, aunque sigue observidndose el efecto inhibidor de la
fenilefrina reduciendo la actividad enzimdtica (p <0,01), andlogamente a o que sucede en
el cultivo en luz el prazosin no es capaz de revertir el efecto del agonista a la concentracién
utilizada. Por tanto, el prazosin no induce respuesta alguna en la actividad NAT bajo las
condiciones de cultivo utilizadas.

En cambio, en cuanto a la MEL producida, el antagonista tiene un efecto muy claro,
incrementando significativamente (p<0,01) la MEL producida en luz durante las tres
primeras horas de cultivo (Fig. 42b), la adicidn del agonista reduce significativamente
(p<0,05) este efecto del prazosin. En oscuridad, el efecto estimulador del prazosin se
amplifica mds adn, siendo significativa la diferencia entre los grupos cultivados en luz y en
oscuridad (p <0,03).

Durante el segundo periodo de incubacién (Fig. 42¢) cabe destacar las siguientes
respuestas: la oscuridad incrementa de forma considerable la MEL sintetizada en los grupos
control y suplementado con fenilefrina (p<0,01). El efecto estimulador del prazosin se
mantiene tanto en luz (p<0,01) como en oscuridad (p<0,025) respecto a sus
correspondientes grupos control. La adicién del agonista y el antagonista de forma conjunta
anula totalmente el efecto del prazosin, igualando los niveles de MEL a los del grupo
control.

El andlisis de varianza de miiltiple via muestra que, mientras que para la actividad
NAT no hay interacciones significativas entre los distintos factores, para la MEL hay una

clara interaccién (p <0,01) entre el prazosin y la fenilefrina. Dicha interaccion se basa a los
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Figura 42. Efecto del agonista (fenilefrina) y del antagonista
(prazosin) al-adrenérgicos sobre la capacidad biosintética de
melatonina de copas 6pticas de R. perezi en cultivo. a) Actividad
NAT. Melatonina liberada al medio: b) a las tres horas, c) a las
seis horas de cultivo. La barra oscura indica 1los grupos
incubados en oscuridad. Los datos se representan como la X t e.
(n=5) * p<0,05; ** p<0,025; *** p<0,0l. (*) dentro de las
columnas indican significacién estadistica respecto al
correspondiente grupo cultivado en luz. (#) Indica significaciédn
estadistica de la melatonina medida en periodos de cultivo
consecutivos del mismo grupo.



Ritmos de NAT y melatonina en retina de anuros [V. RESULTADOS 192

siguientes resultados, mientras que ia fenilefrina por si sola no es capaz de modificar la
produccién de MEL, cuando se administra conjuntamente con prazosin anula los efectos de
este tiltimo tanto en luz como en oscuridad, lo que determina la ausencia de aditividad entre

los efectos del agonista y el antagonista.

- o2-Adrenérgicos (Fig. 43).

En cuanto al estudio del posible papel de los receptores a2-adrenérgicos, sobre la
sintesis de MEL, se encontrd que la actividad NAT (Fig. 43a) no se vio afectada por el
agonista (clonidina) ni por el antagonista (yohimbina). Estos dos compuestos tampoco
modificaron la actividad enzimdtica de las copas Opticas cultivadas en la oscuridad,
aprecidndose incrementos significativos en todos los grupos respecto a sus correspondientes
cultivados en luz (p <0,025).

Los resultados de la sintesis de MEL se muestran en las Fig. 43b y c¢). De forma
andloga a lo comentado para la NAT, los formacos especificos para los receptores o2 no
tuvieron ningun efecto sobre la sintesis de MEL, aunque se observa un ligero incremento
{(p<0,05) de la concentracion de este metoxindol en el grupo cultivado en oscuridad en
presencia de agonista y antagonista conjuntamente. En €l segundo periodo de incubacidn, no
se obtiene ninguna diferencia entre los grupos experimentales, conservdndose el efecto
estimulador de la oscuridad en todos los grupos (p<0,01). El incremento es de unas 5-6

veces respecto a la MEL producida en luz.

- Modo de accién de los agentes B-adrenérgicos (Fig. 44).

Con el fin de averiguar si el efecto del isoproterenol se debe a la existencia de
verdaderos receptores B-adrenérgicos en la retina o a una union inespecifica a receptores
D2-dopaminérgicos, cultivamos copas dpticas de R. perezi en presencia de isoproterenol
(10 uM) y del antagonista D2 sulpirida (50 uM) en condiciones de oscuridad, cuando la
sintesis de MEL se encuentra activada.

La actividad NAT resulta inhibida por el isoproterenol (Fig. 44a; p <0,025) hasta
alcanzar niveles similares a los observados en las copas cultivadas en luz. Este efecto
inhibidor del isoproterenol es contrarrestado por la sulpirida (p <0,01), incrementindose la
actividad enzimdtica hasta alcanzar el nivel del grupo control cultivado en oscuridad.

La MEL confirma el papel antagénico de la sulpirida respecto al isoproterenol.

Durante las tres primeras horas de cultivo (Fig 43b), la reduccion de los niveles de MEL
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Figura 43. Efecto del agonista (clonidina) y del antagonista
(yohimbina) a2-adrenérgicos sobre la capacidad biosintética de
melatonina de copas dpticas de R. perezi en cultivo. a) Actividad
NAT. Melatonina liberada al medio: b) a las tres horas, c) a las
seis horas de cultivo. La barra oscura indica 1los dgrupos
incubados en oscuridad. Los datos se representan como la X * e.
(n=5) * p<0,05; ** p<0,025; *** p<0Q,01. (*} dentro de las
columnas indican significacién estadistica respecto al
correspondiente grupo cultivado en luz. (#) Indica significacién

estadistica de la melatonina medida en periodos de cultivo
consecutivos del mismo grupo.
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Figura 44. Efecto del isoproterenocl y de la sulpirida sobre la
capacidad biosintética de melatonina en copas ©&épticas de
R. perezi en cultivo. a) Actividad NAT, b) Melatonina liberada
al medio. La barra oscura indica 1los grupos incubados en
oscuridad. Los datos se representan como la X * e. (n=5).
* p<0,05; ** p<0,025; ***x p<0,01. (*) dentro de las columnas
indican la significacién estadistica respecto al grupo cultivado
en luz. (#) indica significacidén estadistica entre la melatonina
medida del mismo grupo en periodos de cultivo consecutivos.



Ritmos de NAT y melatonina en retina de anuros IV. RESULTADOS 195

obtenida por la accién del isoproterenol (p<0,025 respecto al control de oscuridad) es
contrarrestada por la sulpirida (p <0,025).

A las seis horas de cultivo, el efecto inhibidor del isoproterenol es mucho menor no
existiendo diferencias significativas entre este grupo y el control, mientras que el efecto
estimulador de la sulpirida administrada conjuntamente con isoproterenol resulta
incrementado (p<0,01).

El efecto de la sulpirida a la dosis utilizada (50 pM), es capaz por si sola de
incrementar la sintesis de MEL, demostrdndose que en las condiciones de cultivo utilizadas,
existe un cierto tono dopaminérgico en la copas Gpticas cultivadas en oscuridad, que resulta

anulado por la adicidén del antagonista D2.

7.3. Sistemas de segundos mensajeros.

Una vez conocidas las catecolaminas implicadas en el control y generacién del ritmo
de NAT y MEL ocular, a continuacién nos propusimos estudiar los sistemas de segundos
mensajeros intracelulares encargados de transportar los mensajes quimicos desde la

membrana del fotorreceptor al citoplasma, donde tiene lugar la sintesis de MEL.

a) Sistema del AMPc.
- Efecto del dibutiril-AMPec.

El hecho de que el forscolin revierta el efecto inhibidor de la luz sobre la actividad
NAT y la sintesis de MEL (Fig. 36) sugiere que el sistema del AMPc se encuentra implicado
en el control de la sintesis de MEL. A tenor de estos resultados nos planteamos profundizar
sobre la implicacién de este nucledtido ciclico en la sintesis de MEL.

Como puede observarse en la Fig. 45a) el dibutiril-AMPc es capaz de aumentar la
NAT en las dos condiciones de cultivo, luz y oscuridad. Por lo tanto, el dibutiril-AMPc en
la concentracion empleada (1 mM) es capaz de revertir el efecto inhibidor de la luz. El
andlisis de varianza de dos vias, demuestra el caricter aditivo de la oscuridad y del dibutiril-
AMPc estimulando la actividad NAT.

Los resultados de la MEL (Fig. 45b), muestran también el efector estimulador del
dibutiril-AMPc. El andlisis de varianza de dos vias confirma el cardcter multiplicativo de los
dos factores estimulando la sintesis de MEL. La oscuridad incrementa la MEL en
aproximadamente 6 veces (p<0,01) mientras que el dibutiril-AMPc sélo lo duplica

(p<0,01). Cuando ambos factores actian conjuntamente, la MEL sintetizada aumenta unas
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Figura 45. Efecto del dibutiril-AMPc (1 mM)} sobre la capacidad
biosintética de melatonina de copas opticas de R. perezi en
cultivo. a) Actividad NAT, b) Melatonina liberada al medio. La
barra oscura indica los grupos incubados en oscuridad. Los datos
se representan como la X * e. (n=5) * p<0,05; ** p<0,025;
**k* p<0,01. (*) dentro de las columnas indican significacidn
estadistica con respecto al grupo correspondiente cultivado en
luz. (#) Indica significacién estadistica de la melatonina medida
en periodos de cultivo consecutivos del mismo grupo.
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10 veces. No existen grandes diferencias como consecuencia del tiempo de cultivo, sélo se
observa un ligero incremento en la MEL sintetizada por las copas dpticas en oscuridad
(p<0,05) a las 6 horas.

Una vez demostrado el papel de los niveles intracelulares del AMPc en la generacién
del ritmo de sintesis de MEL, nos propusimos estudiar la importancia, tanto de la sintesis
como de la degradacién del nucleétido ciclico, en el mantenimiento de la funcionalidad del
fotorreceptor.

- Efecto del forscolin y IBMX.

En la Fig. 46a) muestra como la actividad NAT se incrementa significativamente tanto
por la adicién de IBMX (p < 0,05) como de forscolin (p<0,05). Cuando ambos compuestos
se anaden de forma conjunta, el incremento de NAT es mayor que cuando se afiaden por
separado (p<0,01 frente a p<0,05). Con respecto a la sintesis de MEL, el ANOVA de
doble via muestra el efecto sinérgico de ambos tratamientos, es decir, el IBMX (75 uM)
duplica la produccion de MEL (Fig. 46b), el forskolin la cuadruplica, y ambos farmacos
conjuntamente aumentan la produccion de MEL en 10-12 veces (p<0,01).

Dado que el efecto inhibidor del IBMX sobre las fosfodiesterasas no muestra un perfil
tipico dosis-respuesta, sino que para conseguir el 100 % de la inhibicién de dichas enzimas
es necesario utilizar concentraciones muy aitas de IBMX, repetimos el experimento anterior
aumentando la concentracion de IBMX empleada (1 mM), para asegurarnos de la inhibicidn
total de la actividad fosfodiesterasa en los fotorreceptores.

No se observan diferencias importantes entre el efecto del IBMX a 75 uM (Fig. 46a)
y 1 mM (Fig. 47a) sobre la actividad NAT. De nuevo se manifiesta un efecto aditivo
significativo entre el forskolin y el IBMX incrementando ambos factores la actividad
enzimdtica. En cuanto a la produccién de MEL, ¢l IBMX a una concentracién de 1 mM,
incrementa la produccién de MEL unas 10 veces (p<0,01), dicho incremento es muy
superior al observado a la concentracién de 75 uM, que sélo lo duplicaba. El efecto del
forskolin (50 uM) se mantiene, estimulando la produccion de MEL en unas 4 veces
(p<0,01), mientras que la accién conjunta de ambos firmacos es capaz de elevar la sintesis
de MEL entre 40-50 veces (p<0,01). Este efecto estimulador del IBMX sobre los niveles
de MEL resulta ligeramente aumentado durante el segundo peﬁodo de cultivo (p<0,01).

b} Sistema del GMPc.
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Figura 46. Efecto del IBMX (75 uM) y del forskolin (50 uM) sobre
la capacidad biosintética de melatonina de copas o6pticas de
R. perezi cultivadas en luz. a) Actividad NAT, b) Melatonina
liberada al medio de cultivo. Los datos se representan como la
X * e. (n=5) * p<0,05; *** p<0,01.
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Figura 47. Efecto del IBMX (1 mM) y del forskolin (50 uM) sobre
la capacidad biosintética de melatonina de copas opticas de
R. perezi cultivadas en luz. a) Actividad NAT, b) Melatonina
liberada al medio de cultivo. Los datos se representan como la
X t e. (n=5). ** p<0,025; *** p<0,0l1. (#) Dentro de las columnas
indica significacidén estadistica de la melatonina medida en
periodos de cultivo consecutivos del mismo grupo.
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Pigura 48. Efecto del dibutiril-GMPc (1 mM) sobre la capacidad
biosintética de melatonina de copas &pticas de R. perezi en
cultivo. a) Actividad NAT, b) Melatonina liberada al medio. La
barra oscura indica los grupos incubados en oscuridad. Los datos
se representan como la x * e. (n=5) * p<0,05; ** p<0,025;
**%x p<0,01l. (*) dentro de las columnas indican significacién
estadistica con respecto al correspondiente grupo cultivado en
luz. (#) Indica significacién estadistica de la melatonina medida
del mismo grupo en periodos de cultivo consecutivos.
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Tras el tiempo de cultivo, la actividad NAT no se vio afectada por la adicion del
nucleétido ciclico, no mostrando diferencias significativas, ni en las copas cultivadas en luz,
ni en oscuridad (Fig. 48), aunque en estas iltimas se observé el efecto estimulador de la
oscuridad (p<0,01).

El dibutiril-GMPc no modificé la MEL producida por las copas 6pticas cultivadas en
oscuridad (Fig. 48b), en cambio la MEL producida en luz se vio significativamente aumenta

con la adicién del andlogo del GMPc.

c) Sistema del Calcio.
- Efecto del EGTA.

En la Fig. 49a) se muestran los resultados obtenidos de la actividad NAT. Mientras
que en luz el EGTA no tiene ningun efecto sobre la actividad enzimdtica, en oscuridad el
EGTA es capaz de anular totalmente el incremento de NAT que se produce normalmente en
estas condiciones (p <0,01). Es mds, dicho efecto inhibidor es capaz de reducir la actividad
enzimdtica por debajo de los niveles correspondientes del grupo cultivado en luz (p <0,025).

En cuanto a la MEL producida (Fig. 49b), se observa un resultado similar, el EGTA
no tiene ningun efecto en las copas dpticas cultivadas en luz, mientras que en oscuridad se
anula totalmente el incremento nocturno de MEL (p<0,01). Dicho efecto inhibidor se
mantiene durante todo el periodo de cultivo.

- Efecto del potasio.

En contra de lo que cabria esperar la despolarizacién masiva de las células provacada
por el potasio, tiene un efecto inhibidor sobre la actividad NAT (Fig. 50a), la adicién de
potasio reduce de forma muy significativa la actividad enzimdtica, tanto en luz como en
oscuridad (p <0,01 en ambos casos). La produccién de MEL (Fig. 50b) también se encuentra
afectada negativamente, el potasio anula totalmente la sintesis de MEL estimulada por la
oscuridad (p<0,01).
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Figura 49. Efecto del EGTA (2 mM) sobre la capacidad biosintética
de melatonina de copas ©&pticas de R. perezi en cultivo.
a) Actividad NAT, b) Melatonina liberada al medio. La barra
oscura indica los grupos incubados en oscuridad. Los datos se
representan como la X t e. (n=5). * p<0,05; **% p<0,025;
*** p<0,01. (*) dentro de las columnas indican significacién
estadistica con respecto al correspondiente grupo cultivado en
luz. (#) Indica significacién estadistica de la melatonina medida
del mismo grupo en periodos de cultivo consecutivos.
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Figura 50. Efecto del potasio (35 mM) sobre 1la capacidad
biosintética de melatonina de copas &pticas de R. perezi en
cultivo. a) Actividad NAT, b) Melatonina liberada al medio. La
barra oscura indica los grupos incubados en oscuridad. Los datos
se representan como la X + e. (n=5). **% p<0,01. (*) dentro de
las columnas indican significacidén estadistica con respecto al
correspondiente grupo cultivado en luz. (#) Indica significacidén
estadistica de la melatonina medida del mismo grupo en periodos
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ENSAYO ENZIMATICO Y CARACTERIZACION CINETICA

Desde que la actividad NAT de la gldndula pineal fue detectada por primera vez en
1960 por Weissbach y colaboradores, utilizando [“*C]serotonina como substrato y aislando
la ["*C}N-acetilserotonina y [**C]melatonina resultante mediante TLC, esta enzima ha sido
objeto de un gran nimero de trabajos, enfocados al estudio de su implicacion como enzima
limitante de la sintesis de melatonina. La técnica radioisotdpica, basada en el uso de TLC
para aislar y cuantificar los productos de la reaccién, fue utilizada hasta los primeros afios
de la década de los 70 (Klein et al., 1970).

El método de valoracidn de la actividad NAT ha sido mejorado paulatinamente con
dos objetivos principales: estabilizar la enzima durante el ensayo e incrementar la sensibilidad
del mismo (Sudgen er al., 1983). Deguchi y Axelrod en 1972 utilizaron la triptamina y
[“*C]AcCoA como substratos de la enzima, deteniendo la reaccién con tampén borato pH 10
y extrayendo los productos marcados con una mezcla de tolueno:alcohol 1soamilo (97:3).

Este método original posteriormente fue simplificado (Parfitt er al., 1975),
sustituyendo el tolueno:isoamilo por cloroformo para parar la reaccién y extraer los
productos, y utilizando una concentracion mayor de substratos para medir la actividad
enzimatica en condiciones saturantes. Este método descrito por Parfitt y colaboradores ha
sido utilizado por numerosos grupos de investigacion para la determinacidn de la actividad
NAT. Posteriormente fueron introducidas una serie de leves modificaciones en el ensayo
radioenzimdtico, con el fin de mejorar la estabilidad de la enzima durante el ensayo (Hamm
y Menaker, 1981), o en su lugar, para adaptar el ensayo a distintas especies animales
(hdmster, Steinlechner ef al., 1984; polio y rata Rodriguez-Cabello et al, 1990a), incluyendo
modificaciones en el pH, el volumen de reaccidn o el procedimiento de extraccién.

La reduccién de los volimenes del ensayo (microensayos), se ha empleado también
como un medio eficaz para aumentar la sensibilidad, hasta el punto de que es posible medir
la NAT en un 1/50 de gldndula pineal de rata (Sugden et al., 1983).

En los ultimos afios, las técnicas de HPLC han permitido disponer de un método
alternativo al radioenzimoensayo para cuantificar los productos de la reaccién (Thomas et al.,
1990; Fajardo et al., 1992). Esta variante aumenta la sensibilidad debido a que permite el
uso de concentraciones altas de AcCoA, obviando el problema de la dilucién excesiva del
marcador que se produce en el radioenzimoensayo, ademds el uso de los detectores
fluonmétricos o electroquimicos permiten una valoracién mds especifica de los productos de

la reaccion,
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Ya se ha comentado previamente en esta Memoria la gran inestabilidad de la NAT,
tanto en condiciones in vivo tras la exposicion del animal a la luz durante la noche (Klein y
Weller, 1972), como in vitro en los homogeneizados de tejido (Olcese y Moller, 1989). Esta
caracteristica ha imposibilitado hasta la fecha el conocimiento de muchos de 10s aspectos de
esta enzima, a pesar del gran mimero de trabajos publicados (Binkley ef al., 1979; Binkley,
1981). Ademds, la aita inestabilidad propia de la enzima reduce su vida media a unos pocos
minutos, 1o que implica que ha de ser sintetizada de novo constantemente en la célula.

Hasta el momento, se han propuesto una serie de hipotesis concretas para explicar la
inestabilidad de la NAT. Una primera hipétesis se basa en la inactivacion rapida de la NAT
mediante un mecanismo de intercambio tiol:disilfido, que conduce a la oxidacién del centro
activo por la formacién de un puente disulfuro en un residuo de Cys esencial para la catdlisis
enzimdtica (Namboodiri ez al., 1980). En apoyo de esta hipdtesis se ha observado que la
adicién al ensayo de compuestos con grupos -SH libres, como por ejemplo la cisteamina o
ditiotreitol, protegen la enzima manteniéndola en su estado activo (Binkley ef al., 1979). En
la actualidad se desconocen los compuestos celulares endégenos que podrian llevar a cabo
esta regulacién, por lo que la importancia fisiolégica de este mecanismo en condiciones in
vivo resulta bastante cuestionable.

Para la inactivacion especifica de la NAT en la glandula pineal de rata se ha propuesto
otra hipétesis, basada en la existencia de un factor responsable de la inactivacion (Chan y
Ebadi, 1981). Dicho factor apareceria exclusivamente durante el dia inhibiendo la actividad
NAT (Khoory y Schloot, 1986).

En el caso de la retina de Rana la actividad NAT en el homogeneizado de retina es
especialmente 1dbil, lo que posiblemente haya determinado la ausencia total de trabajos
enfocados al estudio de esta enzima en los anfibios. La actividad enzimdtica se reduce a
niveles no detectables durante el tiempo del ensayo (15-20 min.). Una posible explicacién
para esta rdpida inactivacion de la enzima es que alguna de las condiciones fisico-quimicas
del ensayo estén muy alejadas de las condiciones intracelulares necesarias para permitir la
expresion de su actividad. Por ejemplo, la destruccién de la compartimentacidn intracelular
es una de las causas propuestas para explicar una perdida similar de la actividad enzimdtica
en la gldndula pineal de pollo in vitro (Rodriguez-Cabello er al., 1989).

El efecto protector del EGTA, quelante especifico del calcio, sobre la NAT en
homogeneizados de retina de R. perezi, indicarfa que el calcio estaria implicado en la

inactivacion de la enzima. Este efecto del EGTA ha sido descrito anteriormente para la NAT
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de la gldndula pineal de pollo, rata (Rodriguez-Cabello et al., 1990} y bévidos (Fajardo et
al., 1992). Los dcidos policarboxilicos (con propiedades quelantes inespecificas de iones
metdlicos) también protegen de forma significativa la NAT (Namboodiri e al., 1979). Por
tanto, una reduccion de la concentracion del calcio libre es una condicién necesaria para
mantener activa la enzima. El EGTA es especialmente eficaz para este propdsito ya que
hemos observado que es capaz de mantener la actividad NAT durante mds de 3 horas a 25°C
sin reducciones significativas .

Por otra parte, la accién del calcio sobre la NAT parece ser muy compleja,
posiblemente este 16n esté involucrado tanto en los mecanismos que regulan la sintesis y la
degradacion de la enzima como en su capacidad catalitica. En condiciones in vitro, el calcio
es un potente activador de la NAT en la gldndula pineal de rata (Morton, 1987a), no obstante
la importancia fisioldgica de esta accidn activadora puede que no sea relevante, debido a que
la concentracién activadora éptima de calcio es 10 mM, muy superior a las concentraciones
de este i6n en el citoplasma, lugar donde se encuentra la NAT in vivo.

El equipo de la Dra. Agapito ha sugerido que el efecto del calcio sobre la NAT se
debe a la activacion de algtin proceso de degradacién especifico (Rodriguez-Cabello et al.,
1989). Las proteasas activadas por calcio {calpainas) podrian llevar a cabo este proceso, en
este sentido la adicion de detergentes no idnicos, como Triton X-100 o Nonidet P40, al
homogeneizado de glindula pineal de pollo contrarresta el efecto protector del EGTA
(Rodriguez-Cabello er al., 1990). El detergente podria solubilizar las calpainas unidas a las
membranas (Johnson, 1990) promoviendo la degradacién de la NAT.

En cuanto al efecto de la dilucién del homogeneizado sobre la actividad NAT, parece
ser que depende de varias circunstancias, mientras que utilizando homogeneizados de
glindula pineal de rata se obtiene una correlacién positiva entre la cantidad de
homogeneizado y la actividad enzimdtica (Deguchi y Axelrod, 1972), Binkley y
colaboradores en 1979, observaron que la dilucidn del homogeneizado de pineal de pollc
incrementa la estabilidad de la NAT, mostrando asi la existencia de substancias inhibidoras
en ¢l homogeneizado. En nuestro case ne observamos ningin efecto, ni de tipo favorable ni
desfavorable, como consecuencia de la dilucién de la enzima, conserviandose la linealidad
entre actividad NAT y cantidad de homogeneizado. Es decir, las condiciones del ensayo
utilizadas en el presente trabajo aseguran la linealidad de la reaccidn, no produciéndose
pérdidas de actividad asociadas a agotamiento de los substratos o a una posible inhibicién de

la enzima por otros componentes del homogeneizado.
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Otro método ampliamente utilizado para estabilizar 1a NAT en el ensayo es la adicién
de AcCoA en altas concentraciones durante la homogeneizacion del tejido (Binkley er al.,
1976; Binkley ef al., 1979, Hamm y Menaker, 1981). La unién de este substrato a la enzima
protege su centro activo, evitando la oxidacion del mismo y consecuentemente la
desactivacion de la NAT.

En nuestro estudio la adicién de AcCoA previa al ensayo no protege la NAT ocuiar
de R. perezi en ausencia de EGTA. Parece ser pues, que el mecanismo de inactivacion de
la NAT depende del tejido bioldgico y del método de valoracién utilizado. En el caso de la
retina de rana la inactivacion de la NAT por proteasas activadas por calcio podria ser mucho
mds importante que la desactivacion por intercambio tiol:disilfido, mecanismo que podria
ser la via mayoritaria existente en la glandula pineal de algunas especies (Webb et al., 1986).

En el andlisis de las condiciones fisico-quimicas necesarias para conseguir la actividad
Optima de esta enzima in vitro, se ha descrito que la actividad NAT depende de la
concentracién de iones del tampdn del ensayo (Namboodiri et al., 1979), siendo necesaria
una concentracion de al menos 150 mM de Na*, o en su lugar K*, para obtener su actividad
optima {Morton, 1989). Esto indica que la NAT necesita una fuerza idnica alta para su
proceso de catalisis, aunque no muestra especificidad por el cation monovalente. La
estimulacién de la NAT por la fuerza idnica puede venir determinada por cambios en el
estado de polimerizacién de la enzima, ya que se ha determinado que en la gldndula pineal
de rata la NAT puede presentarse en varias formas oligoméricas (Namboodirt er al., 1987b).
También se ha descrito un efecto estimulador especifico del fosfato para la NAT de pollo
(Hamm y Menaker, 1981). La utilizacidn de un tampdn fosfato con una concentracién de 250
mM para el ensayo de la NAT de retina de R. perezi satisface estos dos requisitos, alta
concentracion de potasio y fosfato.

Compuestos relacionados con el fosfato ricos en enlaces de alta energia, como el
pirofosfato, trifosfatos y difosfatos de nucleé6tidos, también tienen un claro efecto protector
para la enzima (Namboodiri er al., 1979), sugiriéndose que la NAT activa podria ser una
forma fosforilada.

El pH tiene una importancia crucial tanto en la conservacion de la enzima activa
(Namboodiri er al., 1979) como en su capacidad catalitica. En general, el pH para la
determinacién de la NAT en vertebrados se encuentra en el intervalo 6,5-6,8 (Deguchi y
Axelrod, 1972; Vanécek y Illnerova, 1980; Namboodiri er /., 1987), observindose que pH

superiores a 6,9 inactivan irreversiblemente la NAT (Steinlechner et al., 1984). Para la retina
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de R. perezi s6lo es posible detectar actividad NAT en un intervalo muy estrecho de pH,
entre 6,1 y 7, obteniéndose la actividad éptima a 6,4-6,5. La actividad enzimdtica disminuye
bruscamente a pH menores de 6, lo que puede deberse a la pérdida de la capacidad quelante
de calcio del EGTA.

La NAT muestra también una extrema termosensibilidad (Morton, 1982), a 37°C la
enzima de pineal de pollo se reduce al 45 % de su valor inicial tras 20 minutos de incubacidn
(Binkley er al., 1979). Debido a este hecho, el tiempo del ensayo debe reducirse para
conservar a linealidad durante ¢l ensayo, por ejemplo, en el método original se recomienda
una incubacién de 10 min a 37°C para la gldndula pineal de rata (Deguchi y Axelrod, 1972).
La NAT de la retina en roedores es atin mds sensible, solo mantiene su linealidad durante
los primeros 5 min. del ensayo (Meriones unguiculatus, Olcese y Moller, 1989). Por el
contrario la NAT de la retina de R, perezi protegida con EGTA conserva la linealidad de la
reaccion durante al menos 30 min. cuando se incuba a 25°C 6 a 35°C

En relacidn con los blancos del ensayo, en la descripcidn del método radioenzimadtico
original para la NAT se recomienda que tras la extraccion el disolvente debe evaporarse antes
del contaje, con el fin de reducir las cuentas que no corresponden al producto marcado,
obteniéndose asi unos tubos blanco mds reproducibles (Deguchi y Axelrod, 1972). En el
protocolo utilizado en esta Memorta para la valoracién enzimdtica se siguieron estas
recomendaciones, obteniéndose unos tubos blanco sélo ligeramente por encima del fondo del
contaje, con lo que el limite de sensibilidad de ensayo es muy bajo.

En el método original también se recomienda la utilizacién de triptamina como
substrato por una serie de ventajas, por ejemplo una evaporacién del disolvente mds sencilla,
y la ausencia de transformaciones posteriores del producto de la reaccién en el
homogeneizado. Cuando, de forma alternativa, se emplea serotonina como substrato es
necesario la utilizacién de alcohol isoamilo para la extraccidn, sin embargo este disolvente
tiene el inconveniente de proporcionar unos tubos blanco mds altos debido a su mayor
polaridad, arrastrando mds [“CJAcCoA que el cloroformo o el tolueno (Deguchi y Axelrod,
1972). A priori, la serotonina endégena presente en el homogeneizado podria interferir en
el ensayo, sin embargo en el caso concreto de la retina de rana, hemos observado que esta
interferencia con la serotonina enddgena es depreciable (tras la extraccién con alcohol
isoamilo no se obtuvieron diferencias entre blancos sin homogeneizado y blancos sin

serotonina).
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La mayor parte (92 %) de la actividad NAT en la retina de R. perezi se ha localizado
en la retina neural, corrobordndose los resultados obtenidos en otras especies (Iuvone y

Besharse, 1983).

En relacion con la caracterizacién cinética, cuando se utiliza un método "a punto
final", como en el caso que nos ocupa, han de tomarse una serie de precauciones adicionales
para asegurarse que se estd estimando la velocidad real (o inicial), siendo requisitos
imprescindibles que los substratos no se agoten durante la duracién del ensayo, y que los
productos formados no se acumulen en cantidad suficiente como para inhibir la reaccién. En
nuestro caso, el producto formado es siempre inferior al 10 % de la AcCoA total afadida,
por lo que los substratos no son nunca limitantes, ademds la linealidad de la reaccion se
conserva durante al menos 30 minutos, aun cuando se acelere la reaccién con temperatura
elevada (35°C), lo que indica que el producto formado en el ensayo no inhibe la NAT.

La cinética de la NAT en la retina de R. perezi muestra una forma hiperbdlica tipica
de la ecuaciéon de Michaelis-Menten para ambos cosubstratos (triptamina y AcCoA),
permitiendo asi la estimacion de las constantes K, y V.. Hasta la fecha no se ha realizado
ningtn estudio cinético en la retina de los vertebrados, por lo cual las comparaciones de las
constantes cinéticas nos vemos obligados a compararlas con las descritas para la glindula
pineal.

La diferencia en los tamafios de la gldndula pineal en las distintas especies estudiadas
impide la comparacién interespecifica de la V.. Este problema podria solucionarse
expresando la actividad enzimdtica especifica, referida al contenido de proteinas, sin embargo
los distintos métodos de valorar la actividad enzimdtica en el homogeneizado con o sin
centrifugacidn previa, también dificultan dicha comparacién.

Los valores obtenidos por nosotros en relacién a la K, para la AcCoA en la retina
de Rana perezi (69 pM) se encuentran dentro del intervalo descrito en la bibliografia para
la glandula pineal de otras especies (rata: 11-150 uM Deguchi, 1975a; Morton, 1982; Voisin
et al., 1984; Reiter et al., 1990. Ovis: 78 uM Voisin et al., 1984. Bos 25-50 uM Chan y
Ebadi, 1980; Fajardo er al., 1992). En cambio, la K, para la triptamina es muy variable
dependiendo de la especie estudiada, mientras que en la pineal de rata esta contante presenta
un valor muy elevado (1-4 mM: Voisin et al., 1984; Deguchi, 1975a; Morton, 1982; Khoory
y Schloot, 1986; Reiter et al., 1990), en la pineal de otros mamiferos la K,, es muy inferior
(Ovis: 85-100 uM, Voisin et al, 1984; Bos: 5-31 uM, Chan y Ebadi, 1980; Fajardo et al.,
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1992; Meriones: 100 uM, Olcese y Moller, 1989; Orycrolagus: 160 uM, Heim et al., 1991)
y mds acorde con el valor calculado por nosotros (48-65 uM) para la retina de R. perezi.
Estas diferencias en la cinética de la NAT con respecto a la amina aceptora puede ser
indicativo de diferencias en la sintesis de melatonina entre las distintas especies.

En los estudios anteriormente mencionados no aparecen grandes diferencias entre las
K, de la triptamina y la serotonina, en cambio la NAT de la retina de R. perezi muestra una
afinidad mayor por la serotonina que por la triptamina (Ky = 20 uM frente a 50-60 uM;
Tabla IT). Ademds, la afinidad para ambas indolaminas resulta ser independiente de la
concentracion de AcCoA anadida. El cociente V_, /Ky, ha sido utilizado en los estudios de
especificidad de substrato como criterio de eleccion de! mejor substrato para una enzima
determinada (Grant e al., 1991), en nuestro caso, debido a la mayor afinidad de la
serotonina, este cociente es mayor para este indol que para la triptamina (ver Tabla II).

Los estudios cinéticos realizados con homogeneizados crudos de tejidos tienen el
inconveniente de posibles interferencias por parte de otras actividades enzimadticas presentes
en la preparacién, y que pueden determinar tanto una degradacién del substrato como del
producto. Por ejemplo, la MAO, enzima responsable del metabolismo de monoaminas en el
tejido nervioso, podria interferir en los estudios cinéticos reduciendo la concentracidén de las
indolaminas utilizadas como substratos para la NAT. La adicion de pargilina (potente
inhibidor de la actividad MAQO en poiquilotermos, Olcese y de Vlaming, 1979) o eserina
(inhibidor de la degradacién de melatonina, Cahill y Besharse, 1989) demuestra que, esta
posible interferencia en los resultados finales resulta despreciable, al menos en nuestras
condiciones de ensayo.

Teniendo en cuenta las pruebas obtenidas podemos afirmar que la actividad NAT
puede determinarse en la retina de R. perezi por un método radioenzimdtico con las
siguientes condiciones dptimas:

- Tampén del ensayo: Fosfato potdsico 0,25 M pH=6,5

- Tamp6n de homogeneizacién: Tampén fosfato suplementado con 20 mM EGTA

- Cantidad de tejido: 1/3 de retina por tubo.

- Tiempo de incubacién: 20 minutos.

- Temperatura de incubacién: 25°C

- Substratos: triptamina (10 mM) o serotonina (10 mM), indistintamente. AcCoA (50
uM).
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La eleccién de las concentraciones de substratos para la realizacion rutinaria del
ensayo de la NAT se hizo atendiendo a los siguientes criterios. Es conveniente utilizar
concentraciones saturantes de la amina aceptora de grupos acetilo, no solo para obtener la
actividad enzimdtica mdxima, sino también para minimizar los efectos negativos de otras
enzimas presentes en €l homogeneizado crudo, en su competencia por este substrato
(Namboodiri er al., 1987a). En cuanto a la amina que conviene utilizar, a priori la serotonina
deberia ser el substrato elegido, debido a su mayor cociente (V. /Ky), no cbstante en la
estimacion de la actividad NAT en Ia retina de R. perezi se eligié la triptamina en base a la
mayor sencillez del proceso de extraccion, ya que en condiciones saturantes (las utilizadas
en el ensayo) no hay diferencias en la determinacién de la actividad enzimadtica con ambas
aminas. Sin embargo, pensamos que para el desarrollo de los estudios cinéticos debe
utilizarse la serotonina como substrato, con el fin de obtener una idea mds cercana de la
situacion de la enzima in vivo.

La concentracion de AcCoA (50 uM) se eligié en base a dos motivos, es un valor
cercano a las concentraciones fisiolégicas determinadas en la glindula pineal de varios
mamiferos (King y Steinlechner, 1985), y ademds la utilizacién de concentraciones elevadas
de AcCoA produciria una dilucién excesiva del substrato marcado, con lo cual la sensibilidad
y precision del ensayo resultarfan muy disminuidas.

En varias especies de aves y mamiferos se ha observado que la sintesis de melatonina
se reduce con la edad, una vez superado el periodo de crecimiento (Skene e al., 1990; Pang
et al., 1990; Pang et al., 1989). Esta disminucidn se ha correlacionado con una pérdida del
ndimero de células de la gldndula pineal (Reuss er al., 1990), y un descenso de las actividades
enziméticas de la ruta biosintética (NAT y HIOMT, Dax y Sugden, 1988). Una reduccién
similar con la edad también se ha descrito para la retina de aves (Pang er al., 1989) y
mamiferos (Pulido y Clifford, 1986). Los anuros son animales de crecimiento continuo
(Jorgensen, 1992), encontrandose en R. perezi una relacién directa entre el tamafio corporal
y la edad (Paton et al., 1991). Antes de interpretar los resultados obtenidos de la relacién
entre tamafio y NAT ocular, hay que tener en cuenta que la retina de anuros sélo crece por
los bordes externos, no cambiando su grosor (Zhu er al., 1990), es decir, que mientras que
el tamano total del ojo crece proporcionalmente al cubo de su radio, la retina sélo lo hace
proporcionalmente al cuadrado del mismo. La ley alométrica que relaciona la superficie con
el volumen presupone que el crecimiento de ambas estructuras debe estar relacionado por un

exponente de 0,667 (Hill y Wyse, 1992). En cambio, experimentalmente hemos obtenido un
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exponente de sélo 0,472 (Fig. 8b) para la actividad NAT ocular. En consecuencia, aunque
la actividad NAT en la retina crece con el tamafio corporal, su cantidad relativa disminuye
en los animales grandes. Presentando pues en la rana una correlacion con el tamafio corporal
similar a la descrita en otros vertebrados poiquilotermos (Firth ef al., 1979; Gern et al.,
1978).

La actividad NAT es idéntica en ambos 0jos del mismo animal, como lo demuestra
la significacion estadistica del coeficiente de correlacién. El hecho de que los ojos sean una
estructura par, con un patrén de NAT idéntico en ambos, y que la retina tenga un mayor
tamafio que la pineal implica una serie de ventajas para el estudio experimental de esta
enzima en la retina frente a su andlisis en la gldandula pineal, tanto in vivo como in vitro. En
los tratamientos experimentales siempre se puede disponer de un ojo control procedente del
mismo animal, aparte de la indiscutible ventaja que supone poder disponer de una cantidad

de tejido varias veces superior a la proporcionada por la gldndula pineal de los anuros.

Se ha demostrado la existencia de una oscilacién dia-noche en la actividad NAT de
la retina de varias especies de vertebrados, presentando durante la noche un incremento de
2-3 veces en la retina de los mamiferos (Miller er al., 1980; Olcese y Moller, 1989), siendo
este incremento mucho mds marcado en aves y en cultivo de copas Opticas de Xenopus
(Hamm y Menaker, 198]1; Zawilska y Nowak, 1992; Iuvone y Besharse, 1983). La retina
de R. perezi muestra una diferencia pequefia, pero significativa, entre los valores de dia y
noche de la actividad NAT, que se debe a un aumento en la cantidad de enzima durante la
noche y no a cambios en la afinidad por los substratos, ya que se conserva la K. Esta
conservacion de la K, concuerda con resultados obtenidos en la glandula pineal de mamiferos
{King y Steinlechner, 1985).

El incremento nocturno de la NAT en la retina de R. perezi es inhibido por la
exposicion a la luz, obteniéndose los valores tipicos diurnos tras una exposicién de solo 10
minutos. Esta fotosensibilidad de 1la NAT ocular nocturna ha sido demostrada anteriormente
en numerosos trabajos (Iuvone y Besharse, 1983; Hamm et al., 1983; Nowak y Zurawska,
1989; Nowak, 1990)

Resulta llamativo la alta actividad NAT observada durante el dia en Ia retina de la
rana, hecho que no se ha encontrado en otras especies. Estos niveles diurnos podrian
depender de la accién de otras enzimas (N-acetiltransferasas) presentes en la retina, que in

vivo pueden no intervenir en la sintesis de melatonina, pero pueden contribuir en la actividad
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enzimdtica total valorada en el ensayo radioenzimdtico. En relacion a este aspecto se ha
demostrado la existencia de otras enzimas capaces de acetilar aminas aromaticas como la
triptamina, pudiendo llegar a constituir una parte importante de la actividad valorada durante

la fase luminosa del fotociclo en la retina de R. perezi.

Bajo la denominacién N-acetiltransferasas (NAT) se agrupan una serie de enzimas
caracterizadas por acetilar aminas aromdticas utilizando AcCoA como donador de grupos
acetilo (Deguchi, 1992). La clasificacién de estas enzimas se realiza atendiendo a su
especificidad de substrato, la arilalquilamina NAT (AA-NAT) solo es capaz de acetilar
grupos amino unidos al anillo aromatico por una cadena alquilica de dos carbonos, mientras
que la arilamina NAT (A-NAT) tiene un espectro de substratos mds amplio acetilando grupos
amino unidos directamente al anillo aromdtico. Estos dos tipos de enzimas, ademds, difieren
entre s{ en su funcién bioldgica. La AA-NAT estd implicada en la sintesis de melatonina en
los vertebrados y en la inactivacidon de aminas cerebrales en insectos (Smith, 1990), aunque
se desconoce si aparte de su especificidad de substrato estas enzimas AA-NAT poseen otras
analogias a nivel molecular o en su regulacidn. La funcidn principal de la A-NAT es la
destoxificacién de multitud de aminas exdgenas, lo que explica su alta concentracion y amplia
distribucion en distintos tejidos (Deguchi, 1992).

Las A-NAT forman un gran grupo de isoenzimas que muestran variantes especificas
de cada tejido (Reeves et al., 1991), e incluso dentro del mismo tejido pueden expresarse
varias formas con especificidades de substrato distintas, La A-NAT del higado de mamiferos
(y otras regiones de tubo digestivo) ha sido estudiada con mayor profundidad, presentdndose
al menos dos isoenzimas con especificidades de substrato caracteristicas (Heim et al., 1991;
Ogolla et al., 1990). En la especie humana existe un polimorfismo genético para una de estas
isoenzimas hepdticas, que se ha relacionado con la predisposicién a padecer ciertos tipos de
cancer (Kirlin er af., 1991; Blum et al., 1990).

Una serie de estudios confirman la existencia de A-NAT en la pineal de los
vertebrados (Voisin er al., 1984), y en el resto del sistema nervioso del pollo (Ohtomi y
Deguchi, 1990) y la rata (Gaudet et al., 1991), presentando una actividad moderada en la
retina. En estos estudios se ha utilizado p-fenetidina para la valoracién de la A-NAT en el
sistema nervioso, debido a que esta amina es el substrato mds general para todas las
isoenzimas de A-NAT descritas (Ohsako y Deguchi, 1990), y en especial 1a A-NAT cerebral
muestra una alta afinidad por este substrato (K, 22 uM Ohtomi y Deguchi, 1990),
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comprobdndose que esta enzima es incapaz de acetilar arilaquilaminas (Ohtomi et al.,1990).
La funcién de la A-NAT en el sistema nervioso posiblemente esté relacionada con la
metabolizacién de aminas enddgenas no identificadas en la actualidad (Gaudet er al., 1991).

Las dos actividades NAT estudiadas en la gldndula pineal, y aistadas por métodos
cromatograficos pueden diferenciarse por una serie de caracteristicas distinttvas, la A-NAT
no muestra una oscilacién diaria, y tampoco responde a agentes estimulantes de la AA-NAT
como el isoproterenol, o tratamientos depresores como la cicloheximida o la denervacién de
la glandula (Voisin er al., 1984). Recientemente, se ha demostrado la falta de semejanza a
nivel inmunoldgico entre ambas formas de NAT en el conejo (Heim ef al., 1991).

En esta Memoria hemos utilizado p-fenetidina como substrato para los estudios
realizados sobre A-NAT en la retina de R. perezi. La A-NAT muestra una baja actividad
(0,5-1 nmol/h/mg prot) en comparacidn con la descrita para otras especies, como por
ejemplo en la retina de pollo (300 nmol/h/mg prot; Ohtomi y Deguchi, 1990), lo que indica
que en el caso hipotético de que esta enzima fuese capaz de acetilar triptamina,
cuantitativamente dicha contribucién seria minima.

La A-NAT es mucho menos dependiente del pH del tampon del ensayo que la
AA-NAT, detectindose actividad en el intervaio 6-8. Parece ser que el pH 6ptimo para la
actividad de esta enzima depende del estado de ionizacién de la amina, las arilaminas son
bases muy débiles con pK, en torno a 3-5, lo que significa que se encuentran sin carga a pH
fisioldgicos (Mattano et al., 1989), por el contrarioc las arilaquilaminas son bases
moderadamente fuertes, por ejemplo la serotonina posee un pK, de 9,8, lo que quiere decir
que a pH neutros se encuentra protonada dificultando la accién de la A-NAT sobre ella.
Concretamente, sdlo se conoce con certeza un caso en que una A-NAT puede acetilar de
forma significativa serotonina, corresponde a la enzima hepdtica de paloma que muestra un
pH 6ptimo de 9,5 para esta indolamina (Mannens er al., 1990).

La cinética de 1a A-NAT de la retina de R. perezi muestra un perfil hiperbolico, cuya
contante Ky, es 11 uM. Este valor coincide con lo descrito para la A-NAT de la gldndula
pineal de pollo (K, 10-20 uM; Obtomi ez al., 1989), presentando valores ligeramente
superiores en los mamiferos (rata 270 uM, oveja 380 uM; Voisin er al., 1984).

Ante la cuestion de si la A-NAT presente en los érganos productores de melatonina
puede acetilar indolaminas in vive, una serie de caracteristicas enzimoldgicas distintivas entre
la actividad NAT global valorada durante el dfa y durante la noche (Binkley, 1983), serfan

evidencias indirectas que podrian apoyar esta hipétesis, por ejemplo el efecto protector del
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EGTA observado en la glindula pineal de rata y pollo sobre la NAT nocturna no se
manifiesta en la actividad enzimdtica valorada durante el dia (Rodriguez-Cabello, 1990). Por
otra parte, la NAT diurna de la gldndula pineal de rata presenta un pH 6ptimo distinto al de
la NAT nocturna (Friedhoff y Miller, 1977).

En el caso de la retina de R. perezi, hay una serie de hechos en contra de la
acetilacion de arilalquilaminas por parte de la A-NAT. Entre los criterios cinéticos que
apoyan la hipétesis de que la triptamina es acetilada exclusivamente la AA-NAT, destacamos
la linealidad de la representacion de Lineweaver-Burk respecto a la concentracion de
triptamina (Fig. 4b y 6b) y la constancia en el cociente entre la actividad NAT medida a dos
concentraciones de substrato en dos momentos distintos del ciclo diario (Fig. 8a y b), lo que
indica que en el ensayo se estd valorando solo una enzima.

Sin embargo, estos criterios cinéticos utilizando un sélo substrato tienen el
inconveniente de que sélo son capaces de diferenciar dos enzimas si sus constantes cinéticas
son muy diferentes, pero €sto no podria demostrarse si las diferencias en sus respectivas Ky
fueran menores a un orden de magnitud (10 veces).

Por otra parte, cuando en homogeneizados de retina de rana se utilizan dos substratos
que tedricamente son especificos para cada una de las dos formas de la NAT (triptamina y
p-fenetidina), se obtiene una oscilacién dia-noche tipica de la actividad AA-NAT, mientras
que la A-NAT no muestra diferencias dia-noche. Ademads, no existe correlacion significativa
entre la actividad valorada con las dos aminas en la misma muestra. Por iltimo, el test de
la aditividad indica que cada amina es acetilada iinica y exclusivamente por una enzima,
como sucede en la gldndula pineal de rata (Voisin et al., 1984). Teniendo en cuenta todas
estas consideraciones, podemos afirmar que utilizando triptamina en el ensayo, tinicamente

se valora la actividad AA-NAT ocular.

Ademas de las diferencias entre la A-NAT y la AA-NAT en cuanto a la especificidad
de sustrato y a los requerimientos en el pH, estas dos enzimas son también distintas en
cuanto al mecanismo de catdlisis.

El mecanismo catalitico de la AA-NAT parece ser de tipo ordenado (Morton, 1986b), para
que tenga lugar la reaccién se necesita la formacién de un complejo intermedio entre la
enzima y los dos cosubstratos simuitineamente. En cambio, la A-NAT muestra una cinética
de tipo ping-pong o de doble desplazamiento (Cribb et al., 1991; Andrés et al., 1988; Blum

et al., 1990), es decir, nunca se unen los dos substratos a la enzima de forma simultdnea,
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en primer lugar el centro activo resulta acetilado por la AcCoA en un residuo Cys (Andres
et al., 1988), y tras la liberacion del resto CoA, se une la amina para ser acetilada.
Cinéticamente, se detecta este mecanismo con la aparicién de lineas paralelas en la
representacion de Lineweaver-Burk a medida que aumenta la concentracion del cosubstrato
(Kilbane er af., 1991).

Los resultados obtenidos en los experimentos realizados estudiando la inhibicién
aparente de la serotonina sobre ambas actividades AA-NAT y A-NAT en la retina de R.
perezi, cuando éstas se valoran utilizando triptamina y p-fenetidina, respectivamente,
corroboran las diferencias cinéticas entre ellas. En este tipo de estudios el valor estimado de
la K; puede ser considerado como una medida de la capacidad de la serotonina para actuar
como sustrato alternativo de cada una de las dos enzimas. Este tipo de andlisis se utilizé en
el método original que describia el ensayo de NAT en la glindula pineal de rata para
comprobar que tanto la triptamina como la serotonina eran acetiladas por la misma enzima
(Deguchi y Axelrod, 1972).

La K| para la A-NAT es muy superior comparada con el valor de esta constante calculada
para la AA-NAT, indicando que la serotonina es un substrato muy pobre para la A-NAT en
comparacién con la p-fenetidina. El valor de la K| para la AA-NAT es similar al valor de la
Ky para la serotonina, confirmando la idea de que la serotonina es un substrato especifico

tinicamente para la AA-NAT.

DESARROLI.O ONTOGENICO DE LA NAT OCULAR.

El nimero de trabajos dedicados al estudio de la aparicién de la sintesis ritmica de
melatonina durante la ontogenia es muy escaso y estdn referidos la mayoria de ellos a la
gldndula pineal de los mamiferos.

Los mamiferos constituyen un caso especial dentro de los vertebrados debido a la
estrecha relacidn que tiene el feto respecto a la madre. Durante la gestacién la melatonina
materna atraviesa la placenta (Zemdegs et al., 1988), sirviendo de sefial quimica para los
receptores de melatonina situados en el sistema nervioso del feto (Carlson et al., 1991).
Durante los primeros dias de vida extrauterina la leche, com vehiculo de la melatonina
materna hacia el neonato, sigue manteniendo esta conexién mateno-fetal (Duncan et al.,
1986). Debido a estas razones, el desarrollo de la sintesis de melatonina en el recién nacido

se encuentra muy retrasado respecto a otros vertebrados.
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En los roedores aparece en primer lugar el ritmo de NAT y el ritmo de melatonina
durante la primera semana de vida (Klein er al.,1981), antes de que la retina muestre una
respuesta a la luz (Torres y Lytle, 1990). La aparicién de este ritmo en la gldndula pineal
es anterior al desarrolio de la inervacién simpatica de la glandula (Kaufman y Menaker,
1991), luego el ritmo del neonato estd determinado por la influencia de la madre (Deguchi,
1975a). En la especie humana el ritmo de melatonina aparece tardfamente, a los tres meses
de edad (Attanasio ef al., 1986).

En el pollo, las actividades enzimdticas relacionadas con la sintesis de melatonina
aparecen durante la dltima semana de incubacidn (HIOMT, Bernard er al., 1991; NAT
Zeman y Illnerovd, 1990), en la glindula pineal en primer lugar, y 24 horas después en la
retina (Iuvone, 1990). En el dia 20 de desarrollo aparece un ritmo claro tanto de melatonina
(Zeman et al., 1992) como de NAT (Iuvone, 1990) en la retina, coincidiendo con la
aparicion de la respuesta ocular a la luz (Zeman er al., 1992). Tras la eclosién, las
actividades enzimdticas aumentan muy rdpidamente durante las primeras semanas de vida,
alcanzdndose en muy poco tiempo €l perfil tipico del animal adulto (Bernard er al., 1991;
Iuvone, 1990).

Los primeros estudios realizados sobre el origen ontogénico de la melatonina en los
anuros se realizaron en los afios setenta con X. laevis, utilizando técnicas espectrofoto-
fluoriméticas para medir este indol. Estos autores encontraron un incremento en el contenido
de melatonina en el estado 41-42 (Baker, 1969), conteniendo los ojos laterales entre 75-90
% del total {Baker and Hoff, 1971). La aparicion de la actividad HIOMT ocular tiene lugar
mds temprano, coincidiendo con €l momento de la eclosion (Baker et al., 1965).

El presente estudio es el primero que muestra la ontogenia del ritmo de NAT ocular
en diferentes especies de anfibios anuros. En el primer estadio elegido para la determinacion
de la NAT, inmediatamente después de la eclosién, no se apreci¢ una diferencia dia-noche
estadisticamente significativa en los niveles de NAT de R. perezi, ni en X. laevis. Estudios
morfolégicos realizados en esta misma etapa del desarrollo indican que los fotorreceptores
de la retina ya presentan segmentos externos (Nilsson, 1964) conteniendo los componentes
de la cascada visual (Korf et al., 1989), ademds desarrollan una respuesta eléctrica a la
estimulacién luminosa, aunque el mensaje eléctrico no se propaga aiin a otras células de la
retina (Nilsson y Crescitelli, 1970). Por tanto, cabria esperar que en este estado de desarrollo

la retina de anuros fuera capaz de sintetizar melatonina, sin embargo hay que tener en cuenta
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que el nimero de fotorreceptores es escaso (Nilsson, 1964), lo que explicaria la no deteccién
del ritmo de NAT en esta etapa tan temprana.

Un auténtico ritmo dia/noche de NAT aparece por primera vez en el estado 25 (G)
en R. perezi y en el 43-44 (NF) en X. laevis. En esta etapa ya se puede distinguir
morfoldgicamente los conos de los bastones (Korf er al., 1989), los contactos sindpticos
desde el fotorrecetor hasta el techo éptico se encuentran desarrollados (Griimn, 1982),
observandose respuesta electrofisiolégica a estimulos luminosos en el nervio dptico (Nilsson
y Crescitelli, 1970; Marc, 1986).

Si se compara el perfil ritmico de la NAT en esta etapa inicial con el ritmo
encontrado en los estados de desarrollo posteriores, se observa que los valores diurnos son
mds elevados al principio, mientras que el miximo nocturno es similar (ver Tabla V). Esta
diferencia posiblemente se deba a que las células amacrinas dopaminérgicas se desarrolian
tarde en la retina de los anuros (estados 44-46 en Xenopus, Sarthy et al., 1981 y 26 en Rana,
Reh? y Tully, 1986 @D-160), por lo cual el papel depresor de esta catecolamina en el ritmo
de NAT demostrada en los adultos por Iuvone (1986b) no tendria lugar en esta etapa,
justificindose asi los relativamente altos niveles diurnos.

En el resto de los estados estudiados, no se observan grandes cambios cualitativos en
el patrén ritmico de la actividad NAT, aunque parece ser que ¢l proceso de metamorfosis
provoca cambios cuantitativos, reduciendo considerablemente los niveles de la actividad NAT

tanto para R. perezi como para X. laevis.

Se ha intentado sistematizar las formas de los perfiles ritmicos de MEL y la NAT con
el fin de buscar correlaciones entre éstos y sus posibles funciones. Como puntos descriptivos
del ritmo se consideran el momento del méximo dentro de la fase oscura del ciclo, y las
pendientes que delimitan el pico, (Illnerovd, 1992).

El perfil ritmico de la NAT observado en esta Memoria resulta ser muy variable
dependiendo de la especie de anuro estudiada. Se pueden observar caracteristicas similares
entre R. perezi y B. calamita, ambos muestran el mdximo en la primera mitad del periodo
obscuro, lo que implica un ascenso muy rdpido en la actividad NAT y un descenso
progresivo durante el resto de la noche. Este tipo de ritmo no se ha descrito para ninguna
especie de mamifero, aunque si se ha encontrado en otros poiquilotermos (reptiles, Terrapene

(Vivien-Roéls, 1988). Sin embargo, D. pictus y X. laevis muestran el pico de la actividad
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NAT en la segunda mitad del periodo nocturno, pudiendose asimilar al perfil ritmico
caracter{stico de la mayoria de los mamiferos.

Estos diferentes patrones descritos podrian representar posibles relaciones filogenéticas
entre una especie y su ritmo de NAT. D. pictus y X. laevis son representantes muy antiguos
dentro de los anuros (suborden Archaeobatrachia), en cambio los géneros Rana y Bufo
corresponden a las ramas filogenéticas mas modernas (suborden Neobatrachia; Duellman y
Trueb, 1986). La zona climdtica de donde proceden las especies estudiadas también
podria constituir un factor que determine las caracteristicas cronobioldgicas del ritmo de la
NAT ocular. Mientras que X. laevis es un anuro tropical de origen africano, las otras
especies habitan en la zona templada. En este sentido, el perfil de X. laevis muestra una
caracteristica distintiva respecto a las otras especies, su actividad NAT durante el dia es casi
indetectable, en contraposicion a los anuros de la zona templada. Aungue con el nivel de
conocimientos actuaimente disponibles resulta muy especulativo relacionar las caracteristicas
del ritmo de NAT con el ambiente que ocupan las distintas especies, es una hipétesis
atractiva plantear a la melatonina y su regulacién a través de los ritmos de NAT como

elementos adaptativos de los animales frente a los cambios estacionales.

La melatonina ha sido relacionada con acciones sobre el crecimiento de varias
especies de anfibios (R. ridibunda, D. pictus, y X. laevis, Delgado et al., 1984, 1987) y
sobre la metamorfosis (Wright et al., 1988, 1991; Burns et ai., 1987), implicando a este
metoxindol en la accién del fotoperiodo sobre estos procesos del desarrollo de larvas de

anuros. En principio, los perfiles de mamiferos se clasificaron en tres tipos (Reiter, 1991):

ESTACIONALES

En el presente estudio se ha caracterizado la evolucion estacional de los perfiles
diarios de la actividad NAT y la produccidn de melatonina por la retina de R. perezi. En la
evolucién estacional de la sintesis de melatonina en vertebrados son varios los factores
ambientales que a priori pueden intervenir, de ellos el mds evidente es la duracion del
fotoperiodo, ya que los drganos que sintetizan melatonina responden a la informacién
luminosa, no obstante es imprescindible considerar el papel que la temperatura puede
desempeiiar, al ser éste un pardmetro ambiental que experimenta cambios importantes a lo
largo de las estaciones en las zonas templadas del planeta. Analizaremos por separado los

efectos de estos dos factores ambientales sobre la MEL ocular y la actividad NAT.
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Los ritmos de MEL en R. perezi muestran la mdxima oscilacién en verano, siendo
totalmente anulados en invierno. Una respuesta similar se ha descrito para la pineal de
poiquilotermos (Zestudo: Vivien-Roéls et al., 1979; Saimo: Birks and Ewing, 1986). En un
estudio estacional anterior realizado en nuestro laboratorio en la misma especie de anuro se
han obtenido resultados similares en los ritmos de melatonina en 0jos, pineal y plasma
{Deligado y Vivien-Roéls, 1989). Sin embargo, en los mamiferos en condiciones naturales
se ha descrito una evolucion opuesta, niveles de melatonina menores (Brainard ez al., 1982),
0 ausencia de ritmo diaric en verano (Eloranta er al., 1992).

La correlacion clasica entre extension de la fase oscura y la duracién del méximo
nocturno en los niveles de MEL descrita para numerosas especies de vertebrados, se observé
tambien en R. perezi. La duracién de los niveles elevados de melatonina ocular es muy
similar en primavera y verano (con fotoperiodos muy parecidos), en cambio en otoiio dicha
duracién aumenta, coincidiendo con el mayor nimero de horas de oscuridad en esta época.
En este sentido, se ha propuesto que la duracidn del pico estd controlada por dos osciladores
enddgenos independientes, que controlarian especificamente el aumento y el descenso
nocturno (lllnerovd y Vanélek, 1983). Experimentalmente, se ha comprobado que el tiempo
necesario desde €l comienzo de la oscuridad hasta que se produce el mdximo nocturno se
conserva en hamster, independientemente del fotoperiodo (Steinlechner er al., 1987). La
constancia de la acrofase en el ritmo de MEL ocular de R. perezi, dos horas antes de

medianoche, apoya esta hipotesis.

No obstante, en algunos trabajos el cambio del fotoperiodo tambien implica cambios
en la amplitud del ritmo de MEL (Felis: Leyva et al., 1984; Macropus: McConnell e al.,
1985). El hamster europeo (Cricetus cricetus) constituye el caso extremo, fotoperiodos
largos, propios de primavera y verano, anulan el ritmo de melatonina y de la actividad NAT
en la gldndula pineal (Pévet er al., 1989). Conviene tener en cuenta que esta especie tiene
un pico de melatonina del tipo 2, es decir, hay un periodo de latencia nocturna anterior a la
aparicion del pico, en fotoperiodos largos este periodo de latencia puede ser tan largo como
la fase oscura, por lo que el ritmo de melatonina no lega a expresarse.

En la regulacién de la amplitud del pico nocturno de MEL, la temperatura se ha
propuesto como un factor esencial, desempefiando funciones netamente distintas dependiendo
del grupo animal. En R. perezi la amplitud del pico nocturno muestra una correlacion

positiva con la temperatura ambiental, como ha sido descrito en otras especies de
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poiquilotermos (Vivien-Ro€ls et al., 1979, 1988; Menaker and Wisner, 1983; Firth et al.,
1991; Firth et al., 1989 M-548; Rawding y Hutchison, 1992), el ritmo desaparece totalmente
a temperaturas bajas (Anolis, Underwood y Calaban, 1987; Delgado y Vivien-Roéls, 1989).
Este efecto de la temperatura baja inhibiendo el pico de melatonina aparece también en los
mamiferos, pero sélo cuando abandonan su condicion de homeotermia, por ejemplo durante
la hibernacién (Marmota (Florant et al., 1984) hamster (Darrow er al., 1986; Vanecek et al.,
1984). En cambio, cuando los mamiferos no estan en hibernacidn, la temperatura baja
normalmente tiene un efecto estimulador sobre la MEL (Stokkan et al., 1991). Este efecto
agudo del frio se ha relacionado con una activacién de sistema simpdtico inducida por el
estrés térmico, lo que aumenta la liberacion de noradrenalina, y la consecuente estimulacién
de la sintesis de melatonina a través de receptores B y al. Sin enbargo, en aves se produce
la respuesta contraria, reduccién que posiblemente se deba a la NA actuando sobre receptores
a? (Coturnix, Lee et al., 1990). En esta misma especie también se ha mostrado un aumento
de la MEL ocular como respuesta al frio, aunque se desconoce a través de que mecanismo
se produce (Lee er al., 1989).

Nuestro resultados confirman la hip6tesis previamente sugerida para otras especies
de poiquilotermos (Vivien-Roéls, 1985; Vivien-Roéls er al., 1988), la temperatura determina
la altura del pico nocturno de melatonina, mientras que la longitud del fotoperiodo determina
el periodo de tiempo durante el cual estos niveles se encuentran elevados en la retina de R.

perezi.

El unico estudio sobre la variacion estacional de la actividad NAT en poiquilotermos
se ha realizado en la gldndula pineal de Salmo gairdneri, no apareciendo cambios estacionales
en los niveles de esta enzima (Morton y Forbes, 1988). En mamiferos, la evolucién
estacional de la actividad NAT muestra un estrecho paralelismo con los niveles de MEL. Sin
embargo, nuestros resultados muestran una situacion totalmente contraria para R. perezi, la
temperatura baja durante el invierno induce un aumento de la actividad NAT diurna y
nocturna, aunque esta mayor actividad enzimdtica no se correlaciona con una mayor
produccion de MEL. En verano, los niveles medios de NAT estin reducidos, pero la
amplitud tanto del ritmo de NAT como de MEL es maxima.

La discrepancia entre sintesis de melatonina y actividad NAT podria deberse a una
alta sensibilidad térmica de la enzima, lo que impedirfa una catdlisis efectiva a temperatura

baja. También es necesario considerar el efecto de la temperatura sobre otros pasos de la ruta
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de la sintesis de melatonina, como por ejemplo la formacién de serotonina, u otras
actividades enzimdticas, como la triptéfano hidroxilasa o la HIOMT. Esta tltima enzima no
muestra ritmo diario en la retina de rana a temperatura constante, pero en cambio cuando se
encuentra sometida a un descenso nocturno de la temperatura, aparece un incremento en la
actividad HIOMT al comienzo de la fase oscura (Eichler y Moore, 1975), coincidiendo

temporalmente con el mdximo de melatonina encontrado por nosotros.

En los mamiferos la actividad NAT de la pineal parece ser un buen indice para
estimar la sintesis de melatonina, aunque en algunas especies como en hamster (Steinlechner
et al., 1984) el miaximo nocturno de melatonina tiene lugar antes que para la NAT, o en
oveja donde factors que afectan a la NAT no modifican la producciéon de melatonina y
viceversa (Van Camp ef al., 1991). En nuestro caso, la retina de R. perezi presenta el mismo
hecho, 1a melatonina asciende rdpidamente durante la noche mostrando el maximo entre una
y dos horas antes que la actividad NAT (ver Tablas VI y VII). Hipotesis de la amplitud, pero
posiblemente sea el modo de accidn de la melatonina mds problable en poiquilotermos,
debido a que en estos vertebrados la variacion del ritmo de melatonina como respuesta a los
factores ambientales se basa principalmente en cambios en la concentracion, siendo en
comparacion los cambios en la duracién del pico mucho menores.

La regulacion dual (mediante el fotoperiodo y temperatura) de la sintesis de
melatonina podria tener un significado adaptativo. En anfibios, la funcién de la melatonina
con mayor soporte experimental es su papel como factor antigonadotropico regulando la
funcion ovdrica y testicular (Delgado er af., 1983; Alonso-Bedate er af., 1988). La atresia
ovdrica, que se¢ sabe esta promovida por la melatonina (Alonso-Gémez et al., 1990), tiene
lugar durante el verano cuando los niveles de melatonina son mdximos pero la duracién del
pico es menor, sefalando hacia la hipdtesis de la amplitud como mds probable en esta

especie.

Los resultados obtenidos en los experimentos de aclimatacion térmica, apoyan la
hipétesis de que las diferecnias estacionales observadas en los niveles de NAT en retina de
R. perezi se deben a la temperatura ya que en este experimento el fotoperiodo (12L:12D) fué
el mismo en los dos grupos. La reduccion de los niveles de actividad NAT en los grupos
aclimatados en calor, determina la existencia de un fendmero de compensacién térmica para

esta enzima. Ademds, la pendiente positiva que muestra la respuesta crénica a la aclimatacién
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(Ifnea discontinua Fig. 32) indica que dicha compensacién es parcial, es decir, que aunque
la cantidad de enzima se ha reducido dicha reduccién no es suficiente como para compensar
el descenso de actividad enzimdtica debida a la temperatura baja. Procesos de compensacion
parcial se han descrito para numerosas enzimas sin enbargo los mecanismos de compensacion
completa (Gil y Barja de Quiroga, 1988) estin mucho menos extendidos.

De forma general, el tipo de compensacién que desarrolian durante la aclimatacion
depende del intervalo de temperaturas utilizado, una misma enzima puede mostrar
compensacién a temperaturas correspondientes al intervalo de variacién térmica anual durante
el periodo de actividad del animal, y a temperaturas inferiores mostrar una compensacion
inversa (Hazel y Prosser, 1974). Este mecanismo se ha relacionado con la adaptacion a la
hibernacién, con el fin de que el animal reduzca su metabolismo al mdximo en épocas de
inactividad o reposo. La desaparicién total de la sintesis de melatonina ocular en R. perezi
durante el invierno, podria inducir a pensar que la NAT, como enzima responsable de su
sintesis, mostrase un fenémeno de compensacion inversa en esta época del afo, sin embargo,
tanto los datos estacionales con el experimento de aclimataciéon no confirman este
planteamiento, sino que se observa un fendmeno de compensacion parcial de la enzima, que
significa que altos niveles de NAT no se traducen en altos niveles de melatonina. Por lo que
una vez mds, nuestros resultados llevan a concluir que no es la cantidad de NAT la tinica
responsable en la sintesis ritmica de melatonina, sino que otros factores deben intervenir
activamente.

Comparando exclusivamente la actividad enzimdtica medida a distintas temperaturas
no se puede concluir si la aclimatacién térmica produce cambios cuantitativos o cualitativos
en la enzima. La respuesta aguda de cada grupo de aclimatacién a la temperatura puede
considerarse como un indice de la sensibilidad térmica de la enzima. Cuando las pendientes
de )as respuestas agudas comparando distintos grupos de aclimatacién son distintas, significa
que durante el tiempo de aclimatacién se han producido modificaciones en alguna de las
caracteristicas enzimdticas (por ejemplo la sensibilidad térmica de la K, o cambios en su
energia de activacién). En este sentido, una posible estrategia adaptativa frente a la
temperatura es la existencia de varias isoenzimas térmicamente distintas, como se ha descrito
en ciertas especies de salmonidos (Baldwin, 1971) y anuros (Barja de Quiroga et al., 1985;
Gil y Barja de Quiroga, 1988). No obstante el fendmeno de las isoenzimas como estrategia
adaptativa estd muy poco extendido en el reino animal, probablemente debido a problemas

de indole genético, ya que se necesita que las especies tengan un origen poliploide (como
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sucede en los salmonidos y en algunas ranas verdes europeas, (Tunner y Heppich-Tunner,
1991). R. perezi es un buen candidato para localizar isoenzimas como mecanismo de
adaptacién térmica, sin embargo, el paralelismo obtenido entre las rectas de aclimatacion
correspondientes a nuestros grupos experimentales descartan esta posibilidad para la NAT.

Se concluye pues, que el efecto de la aclimatacion se debe fundamentalmente a
cambios en la cantidad de enzima (representado por la V,,,), y no debido a cambios de las

caracteristicas cinéticas de la enzima, por ejemplo, en su afinidad por el substrato AcCoA.

Aunque también se han descrito efectos directos de la temperatura en la glindula
pineal en cultivo de lucio (Esox lucius; Falcén y Collin, 1989), reduciendose la actividad

NAT para temperaturas superiores al optimo para esta especie (20°C}).

El caso concreto de la actividad NAT de R. perezi las respuestas agudas de esta
enzima a la temperatura del ensayo son totalmente paralelas (como tambien se refleja en los
del coeficiente Q,,, ver Tabla XII). Ademds, tampoco aparecen cambios en el valor de la Ky;.
Se puede concluir que, la temperatura cambia exclusivamente la cantidad de enzima, sin
modificar sus caracteristicas enzimdticas. En este sentido se sabe que el frio es un

estimulador de sintesis general de proteinas en poiquilotermos (Hazel y Prosser, 1974).

La comprensidon de como la temperatura puede afectar la sintesis de melatonina a
través de la NAT, ademds de conocer como este factor ambiental modifica la cantidad de la
enzima, debe incluirse estudios sobre la depedencia de las caracteristicas cinéticas con la
temperatura. Este es el primer estudio que muestra la accién de la temperatura sobre la
cinética de la NAT en anfibios.

Los hechos mds importantes a destacar de la temperatura sobre las constantes cinéticas
de la NAT de retfina de R. perezi, es su dependencia respecto a este factor ambiental, tanto
para la AcCoA como para la triptamina, el incremento de la temperatura provoca una subida
en el valor de la V,,, y la K, mostrando un coeficiente de temperatura Q,, muy elevado
(superior a 2,5 ver Tabla IX). El incremento de 1a Ky, y la V., es exponecial en el intervalo
de temperaturas ensayado, como puede observarse por la linealidad de de representacion de
Arrhenius (Ver Fig. 28). En cambio, en la NAT de glindula pineal de rata se observa una
discontinuidad en este tipo de representacién a una temperatura de 30,5°C (Morton, 1982),

la explicacion dada en este trabajo para este comportamiento se basa en un hipotético cambio
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de fase a esa temperatura critica. En retina de R. perezi no aparece ningln cambio de fase
asociado a la E, 0 a AHy, indicando una importante diferencia cualitativa entre la sensibilidad
térmica de la enzima de mamiferos y anfibios.

Tedricamente, la energia de activacién es caracteristica de cada enzima (Dixon y
Webb, 1979), no influyendo la naturaleza quimica del substrato, esto es cierto para la NAT
de R. perezi, ya que no existen diferencias entre las correspondientes E, calculadas para cada
substrato. En cambio, la energia de unién de cada cosubstrato a la enzima es muy distinta,
siendo m4s exotérmica, y por lo tanto mds sensible térmicamente, la union de la AcCoA que
la de la triptamina. L.as implicaciones funcionales de estas diferencias se desconocen.

El incremento de 1a Ky, y la V,,, con la temperatura (modulacién térmica positiva)
ha sido considerado como un tipo de estrategia adaptativa efectiva para proporcionar una
compensacion inmediata de la actividad catalitica frente a cambios rdpidos de temperatura,
ya que la aceleracion de la reaccion provocada por la subida de temperatura se contrarresta
con una perdida de afinidad por los substratos.

Ademds de la NAT, otras enzimas del sistera nervioso de anuros muestran esta
estrategia adaptativa, como por ejemplo la MAO (Urefia y Hall, 1982). Pero la extension de
este fendmeno en poiquilotermos es mucho mds amplia, habiendo sido descrita para multitud
de enzimas de las rutas bioquimicas encargadas en la generacidon de energia, como la
glucdlisis, ciclo de Krebs y cadena de transporte electronico (Hazel y Prosser, 1974,
Mendiola y De Costa, 1990).

La modulacion térmica positiva indicaria que la actividad NAT seria independiente
de la temperatura. Pero hay que tener en cuenta que la compensacién inmmediata solo se
produciria en concentraciones de substrato bajas (no saturantes). Experimentalmente, se
observa esta compensacion en la NAT cuando se valora su actividad a concentraciones muy
bajas de substrato (AcCoA 12 uM, triptamina 10 uM ver Tabla IX).

En general, se considera que in vivo las enzimas trabajan con concentraciones de
substrato alrededor del valor de su K, (Fersht, 1977), pero tambien hay excepciones a esta
regla, apareciendo concentraciones endégenas de substrato muy superiores al valor de esta
constante cinética (Mendiola y De Costa, 1990). La concentracion enddgena de substratos
de la NAT en la retina se desconoce, luego la modulacién térmica positiva no tiene por que
implicar necesariamente una compensacion inmediata en R. perezi.

Aunque la utilizacién de triptamina como amina en el ensayo de la NAT tiene ventajas

metodoldgicas, hay que tener en cuenta que para los estudios cinéticos destinados a averiguar
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el papel de ta NAT en ia regulacién de la sintesis de melatonina in vive, es preferible la
utilizacion del substrato endogeno, la serotonina, razén por lo cual se comparé el
comportamiento cinético de la NAT ocular frente a la temperatura del ensayo utilizando dos
aminas (triptamina y serotonina).

Cuando la NAT se caracteriza cinéticamente respecto a la concentracion de serotonina
cabe destacar la aparicién de una inhibicion asociada a altas concentraciones de serotonina.
Este resultado puede deberse a la existencia de un contaminante que acompaie al substrato
y que inhiba la enzima (Dixon y Webb, 1979), aunque este podria se nuestro caso ya que el
substrato utilizado es una sal de serotonina con creatinina, esta explicacidn queda descartada
pues la creatina (que se transforma en creatinina en solucion acuosa) no tiene ningun efecto
sobre la actividad NAT.

Los estudios cinéticos de la NAT realizados en otras especies no muestran evidencias
de una inhibicion por la serotonina, excepto el trabajo realizado por Khoory y Schloot (1986)
en la gldndula pineal de rata, en el que se describe una inhibicién similar, aparece aunque
solo para la NAT diurna. Aunque no se puede descartar que este mecanismo de inhibicidn
por sustrato sea especifico de determinados grupos animales, conviene hacer constar que
posiblemente la inhibicidon no ha sido detectada debido a que la mayoria de los estudios se
realizan utilizando triptamina como substrato, o a que las concentraciones utilizadas se
encuentran dentro del intervalo subinhibitorio.

La inhibicion por substrato comunmente observada en las reacciones bisubstrato con
un mecanismo catalitico ordenado para la unidn de los substratos (como es el caso de la
NAT, Morton, 1986b), se produce por un error en el orden de entrada de los substratos. Si
el substrato que entra en segundo lugar en la catalisis normal, se une al centro activo antes
de la union del primer substrato, el resultado final es un complejo ES inactivo, este parece
ser el caso de la inhibicién por substrato de la HIOMT (Morton, 1986a). Pero para la NAT
esta no puede ser la explicacién debido a que la serotonina se une antes que la AcCoA
(Morton, 1986b), posiblemente el efecto inhibidor de la serotonina se deba a que a altas
concentraciones impida la salida del centro activo de la CoA una vez transferido el grupo
acetilo.

Cinéticamente, esto se traduce en que la serotonina muestra dos constantes de afinidad
distintas, un lugar de baja afinidad cuando actia como substrato, y otro de afinidad mayor
cuando actda como inhibidor. Esta hipdtesis del doble papel de la serotonina queda

corroborada por la inhibicién mixta que ejerce la serotonina cuando la actividad NAT se
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valora con triptamina (ver Fig. 9a), la constante de inhibicidn competitiva (X; = 13,6 uM)
corresponde a la Ky de la serotonina (11,1 xM) por la NAT, mientras que la inhibicién no
competitiva (K;" = 1,6 mM) estd de acuerdo con la constante de inhibicion para la serotonina
estimada en la caracterizacién a 25°C (2,4 mM).

La inhibicién de la NAT por el substrato se muestra dependiente de la temperatura
de incubacién y de la amina utilizada, la inhibicién por la serotonina desaparece a
temperaturas bajas, mientras que cuando se utiliza triptamina esta inhibicion se conserva.
Esta misma dependencia termal ha sido descrita para la HIOMT de la glindula pineal de
Salmo gairdneri (Morton y Forbes, 1989) aunque la enzima homologa de mamiferos no la
presenta (Morton y Kock, 1990).

Observando la representacion de Arrhenius respecto a la constante K;, (Fig. 31b) es
evidente que se produce un punto de inflexién a 25°C, transformdndose la unién de la
serotonina al sitio inhibidor de la enzima de endotérmica a temperaturas inferiores a 25°C
a exotérmica para temperaturas superiores. Este cambio de fase en la constante de inhibicién
se ha descrito para otras enzimas como la fumarato hidratasa (Dixon y Webb, 1979) aunque
las implicaciones en la funcién de esta iltima enzima no estin claras.

Proponemos que la inhibicion por substrato podria ser un mecanismo utilizado por la
retina de rana para amplificar el ritmo diario de melatonina a partir del ritmo de NAT. Por
un lado, la accion de la NAT, incrementada durante la noche, reduciria la concentracién de
serotonina, lo que reduciria la inhibicién y como consecuencia la produccién de melatonina
resultarfa aumentada por encima de la que serfa esperable por el pequefio incremento
nocturno de la cantidad de NAT. En apoyo de esta hipdtesis, la serotonina en la glindula
pineal muestra un perfil invertido o adelantado respecto al ritmo de melatonina tanto en
pioquilotermos (Mahapatra et al., 1986; Vivien-Roéls er al., 1979) como mamiferos
(Meftford er al., 1983). Este mecanismo podria explicar la diferencia de amplitudes noche/dia
observadas entre la melatonina (15-20 veces y la NAT (1,5-2 veces) de rana en verano (ver
Tablas VI y VII).

La oscilacién diaria de la temperatura (o termociclo), que se ha demostrado que
interviene en la sintesis de melatonina de otras especies (Underwood y Calaban, 1987),
también podria influir en la sintesis de melatonina de R. perezi a través de la cinética de
inhibicién de la NAT, debido a la influencia de temperatura sobre la K; y la concentracién
optima de la serotonina (S,) para la NAT. Este efecto influirfa mds claramente en el

intervalo de temperaturas del verano en el habitat natural de los animales), ya que la
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inhibicién midxima (K; mds baja) aparece a 25°C o ligeramente superior {correspondiente a
la temperatura diurna), mientras que temperaturas ligeramente inferiores (20°C temperaturas

nocturnas) la acetilacion de serotonina se veria favorecida por una S, menor,

REGULACION ENDOGENA DE LA SINTESIS DE MELATONINA

El cultivo de la gldndula pineal de mamiferos y aves ha sido ampliamente utilizado
para la realizacién de estudios farmacoldgicos y cronobioldgicos sobre la sintesis de
melatonina. Puesto que uno de los objetivos de la presente Tesis era contribuir al
conocimiento de la regulacién enddgena de la sintesis de melatonina ocular, nos planteamos
la puesta en marcha de un modelo experimental in vitro para la retina de R. perezi.

La utilizacion del cultivo de tejidos de anfibios tiene una serie de ventajas e
inconvenientes frente a los, comtinmente utilizados, tejidos de mamiferos (Rafferty, 1976).
Las primeros son, por lo general, mucho mds resistentes a alteraciones en las condiciones
de cultivo, como por ejemplo, cambios en la presién osmética del medio, siendo posible
cultivar dichos tejidos de forma dptima en un intervalo de 120 a 290 mQOsmoles, sin observar
efectos negativos en la viabilidad celular. La principal ventaja del empleo de este tipo de
tejidos es su cardcter poiquilotermo, la utilizacién de temperaturas bajas en el cultivo mejora
la solubilidad del O, y CO, en el medio, luego la posible necrosis tisular producida por
hipoxia es menos frecuente, lo que permite cultivar fragmentos de érganos de gran tamario.
La temperatura infertor también simplifica el manejo de estos tejidos, ya que las
caracteristicas del medio se conservan durante mds tiempo, y por tanto los cambios del
mismo pueden espaciarse. A pesar de las ventajas expuestas, el cultivo de tejidos de anfibios
no estd muy extendido como modelo experimental (salvo los ovocitos de Xenopus),
probablemente debido a la dificultad que conileva la obtencidn de cultivos asépticos dado el
cardcter acudtico de la mayoria de los anfibios, lo que complica inevitablemente la obtencién
de cultivos primarios libres de microorganismos (Rafferty, 1976).

Los tejidos de anfibios tienen unos requerimientos nutricionales similares a los de
mamiferos y aves. Por regla general, se suelen utilizar los mismos medios de cultivo, aunque
diluidos al 60-80% con respecto a la concentracién en el cultivo de tejidos de mamiferos.
Para el trabajo experimental realizado en nuestro laboratorio sobre el cultivo de copas 6pticas
de R. perezi se siguid el método descrito por Stamper y Licht (1990), utilizando un medio
general de cultivo de tejidos (DME), que se ha preparado diluido en una proporcién 2:3

respecto al método de preparacion original. Ademds se incluyeron una serie de
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modificaciones especificas para el cultivo de la retina, como la adicién de dcido ascdrbico
(100 uM) y la utilizacién de una concentracién alta de bicarbonato (35 mM), que ha
demostrado ser la 6ptima para el mantenimiento de la funcionalidad de la retina (Besharse
y Dunis, 1983b).

Como primer paso, se ha de comprobar que las copas opticas de R. perezi mantienen
la capacidad de sintetizar melatonina en cultivo. La divisidn de la copa dptica en fragmentos,
aunque no afecta a la actividad NAT, reduce considerablemente la cantidad de melatonina
liberada al medio. LLa gldndula pineal de pollo en cultivo también manifiesta una influencia
negativa consecuente a la maniputacién del tejido, la divisién de la misma reduce la cantidad
total de melatonina producida (Takahashi y Menaker, 1984), posiblemente debido a una
recduccion importante en el nimero de células viables.

Trabajos realizados con la retina de trucha demostraron que la retina neural aislada
es capaz de sintetizar MEL a partir de serotonina (Germn y Ralph, 1979), en cambio en
R. perezi la retina neural pierde dicha capacidad. Mantener un contacto directo entre el
epitelio pigmentado y los fotorreceptores posiblemente resulte imprescindible, debido al papel
desempefiado por dicho epitelio en el proceso de nutricién de los fotorreceptores in vivo
(Clark, 1986).

En segundo lugar, ha de demostrarse que las copas Opticas conservan in vitro la
ritmicidad en la sintesis de melatonina, y que son capaces de responder a estimulos externos.
Las copas opticas de R. perezi mantienen la sintesis ritmica de melatonina en cultivo durante
al menos un ciclo completo de 24 horas, mostrando niveles superiores de melatonina en el
medio durante la noche. El estimulo de 1a [uz durante el periodo oscuro del fotociclo anula
totalmente 1a sintesis de melatonina, reduciéndose también los niveles de NAT hasta alcanzar
los valores diurnos, respuesta andloga a la observada en la retina de Xenopus (Iuvone et al.,
1987).

Esta ritmicidad y fotosensibilidad de la retina de R. perezi en cultivo, contrasta con
la gldndula pineal de mamiferos, la cual pierde estas propiedades en el momento que pierde
su conexion con el sistema simpdtico, 0 por la estirpacion del ganglio cervical superior
(Reiter, 1991 Z-728) o por el cultivo de dicha gldndula (Daya y Fata, 1986; Santana er al.,
1989).

En cambio la gldndula pineal de aves sigue conservando su sintesis ritmica de
melatonina en cultivo con un periodo de 24 horas (Riebman y Binkley, 1979; Deguchi,

1979), indicando el caracter circadiano del ritmo en esta gldndula. Ademds existen evidencias
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experimentales suficientes como para suponer que cada célula es en si un oscilador endégeno
debido a que la glindula fragmentada (Takahashi y Menaker, 1984), y el cultivo de
pinealocitos disgregados coservan esta ritmicidad (Zatz er al., 1988).

La gldndula pineal de teledsteos también muestra las caracteristicas propias de un
ritmo circadiano, expresion en condiciones de oscuridad constante, y fotosensibilidad del
ritmo (Falcén et al., 1991).

En cuanto a los trabajos que indiquen la existencia de un oscilador enddgeno en la
retina son menos numerosos, in vivo el 0jo separado del nervio dptico sigue mostrando la
sintesis ritmica de melatonina en aves (Barret y Underwood, 1991) indicando que en estos
vertebrados la melatonina ocular no depende de la conexion con el resto del sistema nervioso.

Las copas Opticas de Xenopus en cultivo muestran un ritmo circadiano en la actividad
NAT, con unos valores de la actividad enzimadtica similares a lo observado in vivo (Besharse
e Iuvone, 1983; Iuvone y Besharse, 1983). Estos resultados indican que la sintesis de
melatonina ocular tiene una regulacién auténoma respecto a la glindula pineal (Cahill y
Besharse, 1990). En cambio, la localizacion del oscilador es més controvertida, el cultivo de
fotorreceptores retinianos de pollo aislados (Iuvone et al., 1990) y de las células de
retinoblastoma humano (Janavs ef af., 1991) muestran que aunque estas células poseen la ruta
de biosintesis de melatonina intacta no presentan un ritmo enddégeno. Estos resultados
indicarfan que es necesaria la conservacion de la estructura retinal para la expresién del
ritmo, y que en este caso el oscilador seria la retina completa (Cahill y Besharse, 1990), pero
hay que tener en cuenta que las células anteriormente mencionadas puede que no representen
las condiciones de los fotorreceptores in vivo ya que son células embrionarias o cancerosas,
y el mecanismo de oscilacién puede que no esté desarrollado. La solucién a la incognita de
si los fotorreceptores de la retina poseen en si mismos ¢l oscilador endégeno (analogamente
a los pinealocitos de aves), serfa posible si se dispusiera de un modelo experimental con
fotorreceptores retinianos de animales adultos.

En todos los vertebrados estudiados hasta la fecha se ha demostrado que para la
aparicion del pico nocturno de melatonina tanto en la glindula pineal como en la retina es
necesaria la sintesis proteica de novo, la adicién de inhibidores de la transcripcién o de la
traduccién anulan dicho ritmo (Riebman y Binkley, 1979; Deguchi, 1979; Janavs er al.,
1991; Besharse et al., 1984). Ademds, la accién de la cicloheximida (inhibidor de la
traduccién) es mds rdpida que la accién de la actinomicina D (inhibicién de la transcripcidn)

(Iuvone et al., 1990). Los resultados obtenidos con estos firmacos en copas dpticas de R.
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perezi son andlogos, posiblemente la permanencia de ARNm activo en la célula cuando se
utiliza la actinovicina D explique porqué este firmaco tiene una accién mds lenta, aunque
igual de eficaz, respecto a la cicloheximida.

El modelo in vitro de las copas dpticas de R. perezi muestra una reproductibilidad
aceptable, tanto en luz como en oscuridad, la actividad NAT de las copas Opticas coinciden
los los valores determinados in vivo. Esta concordancia entre la situacion in vivo e in vitro
tambien se ha descrito para las copas Opticas de Xenopus (Besharse e Iuvone, 1983) y en
gldndula pineal de pollo (Wainwright y Wainwright, 1979).

En cuanto a la melatonina liberada al medio, los niveles basales de las copas
cultivadas en luz son iguales o inferiores a 5 pg/ml en todos los cultivos, en cambio hay una
variacién mayor en los valores maximos de melatonina entre los distintos experimentos, que
se explica por el distinto tamafio de los animales utilizados en cada experimento. En
conclusién, el cultivo estético de copas épticas de R. perezi es un modelo experimental vélido
para estudio farmacoldgicos sobre la neuroquimica de la retina, que se pueden realizar en un
méximo de 12 horas. Para poder utilizar este método en estudios cronobioldgicos sobre la
ritmicidad endégena en este tejido seria necesario demostrar que el cultivo es viable al menos

durante varios dias.

En el control extracelular de la sintesis de melatonina en vertebrados estd
fundamentalmente realizado por las monoaminas. La validez de los resultados de los estudios
farmacolégicos depende de la utilizacién de agonistas y antagonistas especificos para estos
compuestos dada la gran analogia estructural entre las distintas catecolaminas e indolaminas,
y al gran nimero de subtipos de receptores de membrana existentes, en los iltimos afios ha
habido un gran avance en este campo debido a la aparicién de firmacos cada vez mds
especificos, lo que simplifica la inerpretacién de los resultados obtenidos.

En la gldndula pineal de mamiferos y aves estd demostrado que la regulacién de la
sintesis de melatonina se lleva a cabo principalmente, por un control adrenérgico procedente
de la inervacion simpdtica de la glindula. En mamiferos, el ritmo de melatonina (y de la
acttvidad NAT) dependen de liberacién nocturna de noradrenalina de los terminales
sindpticos, lo que estimula la sintesis de melatonina. En los primeros trabajos, el receptor
postsinaptico implicado en esta respuesta es el subtipo 8 (Reiter, 1984), pero mds adelante
se demostré que la noradrenalina se une tambien a receptores de tipo a1 (Ho y Klein, 1987).

La accién de la NA a través de este (iltimo receptor no es directa, debido a que es necesario
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a activacién conjunta de los receptores B y o1 para observar la accidn sinérgica en la sintesis
de melatonina. Recientemente, se ha descrito variaciones interespecificas sobre este esquema
general de la regulacién dual, por ejemplo en oveja parece que la accion de la noradrenalina
sobre los receptores al y 8 no es simultdnea, el receptor 8 controla los niveles de MEL
durante las horas centrales de la noche, correlacionandose con el incremento de 1a actividad
NAT, en cambio el abrupto incremento de MEL durante las primeras horas de la noche se
produce sin cambios en la NAT y estdn regulados exclusivamente por receptores del tipo al
(Van Camp er al., 1991). La serotonina, ademds de ser el precursor de la melatonina, puede
actuar como un factor autocrino en la gldndula pineal de mamiferos, esta indolamina puede
liberarse del pinealocito y unirse a receptores especificos de tipo 5-HT, (Govitrapong et al.,
1991), 1a consecuencia de esto es una amplificacién de la estimulacidon provocada por los
agonistas  (Sugden, 1990).

En la gldndula pineal de aves la regulacion catecolaminérgica es distinta, la actividad
maxima del sistema simpético en la glindula pineal de estos vertebrados esta invertida
respecto a los mamiferos, teniendo lugar durante el dfa, el receptor implicado en la
regulacion simpdtica es del subtipo o2 de caracter inhibidor (Rudeen er al.., 1990; Pratt y
Takahashi, 1987). También se han descrito receptores de tipo 8 cuya activacidon provoca un
aumento de AMPc que no se traduce en una estimulacién de la actividad NAT, posiblemente
estos receptores se encuentren en las células pineales no productoras de melatonina (Voisin
et al., 1990). Junto al control catecolaminérgico, la adenosina puede ser considerada como
un factor autocrino en la glindula pineal de pollo, este compuesto €jerce un accion doble,
a bajas concentraciones es inhibidora (a través de receptores Al) pero a concentaciones
elevadas estimula la gldndula pineal (receptores A2) (Falcén et al., 1988).

Se conoce mucho menos sobre el control adrenérgico en la gldndula pineal de los
vertebrados poiquilotermos, los escasos trabajos realizados se refieren a pineal de teleosteos,
donde la NAT resulta estimulada por agonistas 8- (Falcén er al., 1991) e inhibida por
agonistas al (Falcén y Collin, 1989). El origen de la NA es incierto debido a que la glandula
pineal de estos vertebrados no tiene inervacién simpdtica, implicandose a las catecolaminas
circulantes como responsables de la regulacién de la gldndula pineal (Falcédn er al., 1991).

En cuanto a la regulacion en la retina las catecolaminas tambien estin implicadas,
principaimente la dopamina. Los agonistas D2 (quinpirol) reducen la actividad NAT en retina
de Xenopus (Tuvone, 1986b), y de pollo (Zawilska y Tuvone, 1989). Los datos experimentales

indican que la dopamina actia directamente sobre el fotorreceptor, debido a que la
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estimulacién de la NAT inducida por forscolin y/o IBMX es contrarrestada por ia dopamina,
en cambio cuando se utilizan andlogos del AMPc este efecto no se observa (luvone y
Besharse, 1986c; Nowak er al., 1990; Iuvone et al., 1990). Esta accidn directa sobre los
fotorreceptores estd tambien apoyada por el efecto sobre cultivo de fotorreceptores aislados
donde no existen sindpsis funcionales entre las células (Iuvone er al., 1990).

Los resultados obtenidos en R. perezi concuerdan con los anteriores, la dopamina
reduce la actividad NAT y la melatonina liberada al medio por las copas opticas a través de
receptores D2, la especificidad de la respuesta queda demostrada por la accion antagénica
de la sulpirida sobre el quinpirol en la melatonina sintetizada. Aunque el efecto inhibidor del
SKF 38393 (agonista D1) sobre la melatonina podria indicar un papel importante por parte
de este otro tipo de receptor dopaminérgico. Este hipotético control D1-dopaminérgico en la
retina de R. perezi posiblemente no se realice directamente sobre el fotorreceptor ya que su
actividad NAT no resultdé modificada, sino mas bien afectaria a otro paso en la ruta
biosintética, como por ejemplo la captacién de triptéfano, en la que estaria implicado el
epitelio pigmentado. En favor de esta hipdtesis se conoce que agonistas D1 actuan sobre este
epitelio de Rana catesbeiana promoviendo la situacidn tipica diurna de los granulos de
pigmento, ademds de otros procesos celulas (Dearry et al., 1990 F-335).

Se conoce que la luz es capaz de activar la liberacion de dopamina en la retina
(Boatright et al., 1989), pero existe controversia sobre la ruta que sigue la informacién
luminosa desde el fotorreceptor hasta las células dopaminergicas en la retina interna. Por una
parte, hay una serie de trabajos que implican al canal visual ON, las células bipolares ON
(sensibles a APB) estimularian directamente las células amacrinas dopaminérgicas (Besharse,
1992; Besharse y Witkovsky, 1992; Necrurus Dong y McReynolds, 1991). Pero por otra
parte hay evidencias que sugieren que el canal visual OFF tambien tendria un papel
destacado, en este caso se trataria de una via indirecta, ya que las células bipolares OFF
utilizarian una interneurona amacrina GABAérgica para suprimir de forma ténica la
liberacién de dopamina durante la noche (Boatright e Iuvone, 1989a y b; Witkovski y
Dearry, 1992).

Durante los iltimos afios han ido apareciendo una serié de trabajos que discrepan del
esquema rigido anteriormente descrito: un control adrenérgico en la glandula pineal y un
control dopaminergico en la retina (Zawilska e Iuvone, 1989). Se han descrito receptores
dopaminergicos (D1 y D2) en gldndula pineal de mamiferos (Govitrapong et al., 1989) y
teledsteos (Brandstitter y Meissl, 1992), describiendose ademds un efecto de esta
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catecolamina sintetizada por células pineales distintas a los pienalocitos sobre la actividad
NAT (Govitrapong et al., 1989).

En la retina se estdn acumulando una serie de pruebas en favor de que la NA sea un
neuromodulador retinal mostrando cambios diarios en su contenido (teledsteos Jaffé er al.,
1991; aves Siuciak er al., 1992), que actuaria como un factor regulador del sistema
dopamina-MEL de la retina. El origen de la NA estd sujetoc a debate, entre un origen
intrarretinal en células amacrinas adrenérgicas, o un origen simpatico (Hadjiconstantinou ef
al., 1983).

Se ha demostrado que la noradrenalina inhibe la liberacién de dopamina a través de
receptores o2 (Witkovsky y Dearry, 1992), y que en retina de pollo puede que la
noradrenalina tenga un papel regulador de la sintesis de melatonina (Lee et al., 1989),

Los resultados obtenidos por nosotros sobre en control adrenérgico de la sintesis de
melatonina en R. perezi, aparece un efecto de los firmacos especificos para los receptores
B y al adrenérgicos, en ambos casos muestran un papel inhibidor sobre la NAT y la sintesis
de melatonina en cultivo. En cuanto a los trabajos realizados en otras especies, los resultados
son contradictorios, mientras que en unos aparece un efecto inhibidor de los agentes
adrenérgicos sobre la NAT (Besharse er al., 1984), en otros no se observa efecto alguno
(Iuvone y Besharse, 1986¢c; Nowak y Zurawska, 1989). Estas diferencias quizas se deban a
las distintas vias de administracién, entre los experimentos de cultivo, y los experimentos in
vivo (Zawilska e Iuvone, 1989).

De la accién directa de las agonistas 8 y «l sobre el fotorreceptor cabria esperarse
que estimulasen la sintesis de melatonina (andlogamente al efecto de estos firmacos sobre la
gldndula pineal de mamiferos), pero el resultado experimental es el contrario. La hipétesis
mds probable es que el efecto de estos agentes adrenérgicos sea indirecto, a favor de esta
hipétesis estan la descripcion de receptores B en el epitelio pigmentado de la retina de pollo
(Koh y Chader, 1984) y los resultados obtenidos de la utilizacién conjunta del isoproterenol
y sulpirida en copas Opticas de R. perezi, el efecto antagénico de la sulpirida indica que los
receptores  estarfan activando la liberacién de dopamina que a su vez inhibe la sintesis de
melatonina de los fotorreceptores. En este \ltimo experimento, las copas dpticas muestran
tambien una cierta acomodacién a la presencia del agonista 8, ya que tras seis horas de
cultivo, el efecto inhibidor del isoproterenol se encuentra muy reducido, y por contra, la
sulpirida aumenta la melatonina producida cuando se admistra conjuntamente con

isoproterenol (ver Fig. 44). Estos resultados indicarfan una desensibilizacién de los receptores
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B, caracteristica comunmente presentada por los receptores B-adrenérgicos (Kobilka, 1992)
¥ que tiene lugar en un intervalo de horas (Cooper, et al., 1991).

Por iiltimo, combiene mencionar que para asegurar la existencia del hipotético control
adrenérgico sobre la sintesis de melatonina en retina de R. perezi, es necesario estudiar la
evolucidn diaria de adrenalina y noradrenalina en la retina de esta especie, y completarlo con
estudios de lesion neuronales utilizando neurotéxicos especificos contra células
dopaminérgicas.

Los resultados obtenidos tras la adicién de forscolin, muestran que el efecto inhibidor
de la luz sobre la sintesis de melatonina ocular puede estar mediado por una reduccién en los
niveles de AMPc dentro de las células fotorreceptoras (ver Fig. 36). Esto explicaria los
efectos en el mismo sentido que presentan la oscuridad y forskolin, ya que ambos factores
incrementarian la cantidad de este segundo mensajero.

Aunque ¢l forscolin es un diterpenoide muy utilizado en estudios sobre el sistema del
AMPc debido a su alta capacidad para activar de forma directa la adenilato ciclasa de las
eucariotas, se han descrito otra serie de acciones de este compuestos que no implican al
AMPc (Laurenza et al., 1989), por lo cual en el estudio de este mensajero intracelular es
necesario la realizacidn de experimentos complementarios con el fin de demostrar el efecto
del forscolin sobre los niveles de AMPc.

La utilizacion directa del AMPc en estudio con células intactas se encuentra impedida
por la baja capacidad de este nucleétido ciclico de atravesar las membranas biolégicas, en
su lugar se suelen utilizar compuestos de estructura andloga que han sido modificados con
el fin de aumentar su liposolibilidad sin perder sus propiedades bioquimicas, entre los mds
utilizados estd de dibutiril-AMPc que ademds posee la ventaja de ser mds resistente a la
degradacion enzimdtica mediante fosfodiesterasas.

El efecto estimulador del andlogo de AMPc sobre la actividad NAT y la sintesis de
melatonina ha quedado demostrado en la retina de R. perezi, as{ como en otras especies (ver
revision Zawilska y Nowak, 1992). Pero para que estos efectos aparezcan es necesario
utilizar concentraciones del orden milimolar (Iuvone y Besharse, 1983; Iuvone et al., 1990;
Iuvone, 1986b; Besharse ez al., 1984), mientras que las concentraciones endégenas de AMPc
son unas mil veces menores (Barrit, 1992). Esta discrepancia en las dosis efectivas
posiblemente se deba a que aunque el dibutiril-AMPc puede entrar en las células se necesitan
dosis elevadas para conseguir concentraciones fisioldgicas dentro de la celula (Hamm, 1990),

capaces de activar la PKA (concentraciones de orden micromolar, Binder er al., 1989).
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La accién del AMPc sobre la actividad NAT, puede deberse a una activacion de la
enzima provocada por su fosforilacién mediante la PKA, pero este efecto parece no tener
relevancia, ya que la activacion de la PKA en homogeneizados de retina de Xenopus no se
traduce en un aumento de la actividad NAT (Iuvone y Besharse, 1986a). Es mucho mds
probable que el AMPc actue sobre la expresion génica apareciendo un ritmo diario en la
sintesis de novo de NAT (luvone y Besharse, 1983), y posiblemente de alguna otra enzima
de la ruta biosintética de la MEL como la TPH (Thomas e Iuvone, 1991; Ehret ef al., 1991).
Esto también explicaria los efectos de la actinomicina D y de la cicloheximida observados.

Posiblemente el ritmo diario de la sintesis de NAT sea enddgeno, debido a que las
copas opticas de Xenopus son refractarias a la adicién de andlogos de AMPc durante la fase
de luz, no observandose ningin efecto (Iuvone y Besharse, 1983).

De los resultados anteriores se puede sugerir que la luz y la oscuridad regulan el
ritmo de MEL mediante modificaciones en los niveles de AMPc, puediendo estar implicadas
tanto la sintesis como la degradacién de este mensajero intracelular. El IBMX es un inhibidor
general de PDE, capaz de inhibir todas las isoformas de esta enzima descritas hasta la fecha
(Thompson, 1991). La accién del IBMX parace ser compleja, ya que incluye una inhibicién
competitiva y no competitiva al mismo tiempo (Barritt, 1992).

La activacién de la adenilato ciclasa (mediante forscolin) y la inhibicién de las PDE
(IBMX) de forma simultanea tiene como consecuencia una estimulacidn sinérgica en la
cantidad de melatonina producida por las copas de R. perezi, esto se explica debido a que
ambos firmacos actuan a niveles distintos pero sus consecuencias finales son las mismas,
incremento en los niveles de AMPc. Este efecto sinérgico también se ha descrito copas
6pticas de Xenopus (Iuvone y Besharse, 1986a), gldndula pineal de pollo en cultivo (Deguchi,
1979; Riebman y Binkley, 1979; Wainwright y Wainwright, 1984) y en fotorreceptores de
la retina aislados (Iuvone er al., 1990).

La luz probablemente no solo actue deteniendo la sintesis de AMPc, el hecho de que
la adicién de IBMX a copas R. perezi cultivadas en luz provoque por si sola una estimulacién
en la sintesis de MEL indicaria una degradacion de AMPc regulada directamente por la luz,
como ha sido previamente demostrado en la retina (Miki et al., 1973).

Concluimos, pues que la luz como inhibidor de la produccién de MEL desarrollaria
un efecto doble sobre los niveles intracelulares de AMPc, una reduccién de su sintesis
mediante la inhibicién de la adenilato ciclasa, y una activacién de su hidrélisis por medio de

las fosfodiesterasas.
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El otro gran sistema de nucledtidos ciclicos (GMPc) parece tener una importancia
menor sobre la sintesis de MEL, aunque dentro del fotorreceptor cumple la funcion de
mensajero quimico del proceso de fotorrecepcién. El las copas Opticas de R. perezi, la
adicién del andlogo lipéfilo de GMPc tiene un ligero efecto estimulador sobre la MEL
producida en luz, pero puede que no se deba a un efecto directo, sino mds bien por la
interferencia con el sistema del AMPc, debido a que el dibutiril-GMPc se une con una
afinidad baja al canal de GMPc del segmento externo del fotorreceptor (Kaupp y Koch, 1986;
Tanaka et al., 1989). En las copas de Xenopus (Besharse et al., 1984) y en las células de
retinoblastoma Y79 (Pierce et al., 1989) no tiene ninglin efecto, en cambic en los
fotorreceptores de pollo aislados, eleva ligeramente la actividad NAT, posiblemente debido
a interferencias entre el sistema de fotorrecepcion y la adenilato ciclasa, o por el efecto

inhibidor del andlogo del GMPc sobre la PDE (Iuvone er al., 1990).

Se ha relacionado a la entrada de calcio extracelular en las neuronas como uno de los
requerimientos necesarios para la aparicidn de osciladores circadianos en células nerviosas
de invertebrados (Collwell er al., 1992). Esto unido a su implicacién en los procesos de
inactivacion de la NAT en retina de R. perezi, indicaria un papel muy relevante de este
cation bivalente como mensajero intracelular en los fotorreceptores.

Se han descrito diversos componentes del sistema del fosfatidilinositol en el segmento
externo, como la PLC (Choe ez al., 1990), el IP, (Brown et al., 1987), la PKC (Binder et
al., 1989; Ou y Ebadi, 1992), todos ellos relacionados con la regulacién de la
fotosensibilidad del fotorreceptor. En el cuerpo celular y en el cuerpo sindptico se han
localizado otros elementos del sistema del calcio, como canales dependientes de voltaje de
tipo L (Gleason et al., 1992), y la calmodulina (Pochet er al.,1991), esto indicaria una
asimetria en la distribucién del sistema del calcio dentro de la célula fotorreceptora, 1o que
indicaria tambien una separacién de funciones.

La omisidn del calcio en el medio de cultivo fue utilizado en primer lugar con el fin
aislar sindpticamente al fotorreceptor del resto de la retina, y porder localizar si la
estimulacién de la adenilato ciclasa tenian lugar dentro del fotorreceptor, o en otras neuronas
que a través de algiin neurotransmisor estimulara transindpticamente la actividad NAT en
retina de Xenopus (Iuvone y Besharse, 1986a). Pero se observé que el calcio es necesario

para que se exprese el incremento nocturno de la NAT (Iuvone, 1986b), indicando asi un
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papel fundamental de este cation. En retina de R. perezi se observa también esta dependencia
respecto al calcio del medio de cultivo.

Se encuentra establecida la dependencia de la produccion de melatonina respecto a la
actividad de la adenilato ciclasa, y se conoce tambien la accién de la dopamina inhibiendo
esta ciclasa en luz a través de los receptores D2. En cambio, se desconoce como se logra la
estimulacidn de 1a produccién de AMPc en oscuridad. El caicio extracelular podria llevar a
cabo esta funcion, en oscuridad el fotorreceptor se encuentra parcialmente despolarizado
permitiendo la entrada de calcio a través de canales dependiente de voltaje de tipo L, este
incremento en el calcio intracelular estimularfa la adenilato ciclasa, y por tanto la produccion
de melatonina. Esta hipétesis ha sido confirmada en los fotorreceptores de pollo aislados
(Iuvone er al., 1991; Avendano ef al., 1990), utilizando potasio como agente despolarizante.

Existe pues una interaccion entre el AMPc y el calcio en los fotorreceptores, este tipo
de interconexiones ha sido ampliamente estudiado en las células nerviosas, donde tanto la
calmodulina como la calcineurina (proteina fosfatasa dependientede calcio) juegan un papel
central (Armstrong, 1989).

El efecto del calcio sobre la sintesis de melatonina tanto en la gldndula pineal como
en la retina parece ser muy complicado y posiblemente estén implicados varios procesos
antagénicos, ya que la respuesta observada depende de la especie, del érgano y de la dosis
utilizada. Por ejemplo, en 1a gldndula pineal de los mamiferos, la entrada moderada de calcio
al pinealocito tiene un efecto estimulador sobre el AMPc y la NAT, que corresponde al
efecto sinérgico observado en la estimulacion de los receptores 8 y al, en cambio si la
entrada de calcio es elevada aunque el AMPc sigue alto debido a la estimulacién de la
adenilato ciclasa por la calmodulina (Ho ef al., 1991), la NAT se reduce (Parfitt ez al., 1975;
Ho er al., 1992). Este resultado concuerda con lo obtenido en la retina de R. perezi, cuando
se utiliza potasio como agente despolarizador la NAT vy la sintesis de MEL se deprimen.
Posiblemente en este caso el calcio actuaria sobre la NAT en un paso posterior a la adenilato
ciclasa, sobre su degradacién o sobre la expresién génica de la enzima (Ho er al., 1992).

En otras especies el papel del calcio no estd tan claro, la adicion de EGTA en el
cultivo de gldndula pineal de pollo no tiene ningin efecto sobre la NAT (Wainwright y
Wainwright, 1984), en cambio el potasio estimula la sintesis de melatonina en cultivo de este

mismo tejido (Zatz et al., 1988).
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Hay que tener en cuenta que el potasio despolariza todas las células de la retina, luego
el efecto negativo del potasio puede deberse a la liberacion masiva de neurotransmisores de

la retina con funcién inhibidora (dopamina, por ejemplo) que anularian la sintesis de MEL.
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El radioenzimoensayo es un método vilido y reproducible para la cuantificacién de
la NAT en retina de anfibios anuros, siendo imprescindible la adicion de EGTA en el tampén
de homogeneizacion del tejido para proteger la enzima de su rapida degradacion in vitro. La
actividad AA-NAT ocular de R. perezi muestra un ritmo diario en su actividad, apareciendo
los valores médximos durante la noche. La exposicion a la luz durante la fase oscura del
fotociclo reduce los niveles de la actividad NAT hasta valores equivalentes a los basales

diurnos.

En la retina de R. perezi existe una actividad arilamina N-acetiltransferasa que puede
distinguirse de la AA-NAT por una serie de caracteristicas enzimoldgicas, como el pH
optimo, la cinética y 1a especificidad de substrato. Ademds, no presenta oscilaciones diarias
en su actividad. /n vivo solo la AA-NAT es capaz de acetilar serotonina. In vitro la

contribucidn de la A-NAT a la acetilacidn de triptamina en el ensayo resulta despreciable.

La aparicion del ritmo ocular de la actividad AA-NAT durante la ontogenia de los
anuros coincide temporalmente con el inicio de la funcién visual. El ritmo adquicre
progresivamente el perfil de los adultos, en paralelo a la maduracién de una regulacion
dopaminérgica procedente de la retina interna. Existe una variacién interespecifica en el

perfil ritmico.

Las variaciones estacionales del fotoperiodo y la temperatura determinan el perfil
diario de MEL ocular y actividad AA-NAT en adultos de R. perezi. l.a temperatura regula
la amplitud de la oscilacion dia/noche de MEL, y el fotoperiodo la duracién del pico
nocturno. La temperatura eleva los niveles de AA-NAT amortiguando las oscilaciones
dia/noche. No existe un estrecho paralelismo entre AA-NAT y MEL, lo que sugiere que el

ritmo de sintesis de MEL no depende exclusivamente de la actividad AA-NAT en la retina.

LLa aclimatacion térmica provoca una compensacion parcial de la actividad AA-NAT,

modificando la cantidad de enzima pero no sus caracteristicas cinéticas.

La cinética de la AA-NAT muestra una modulacién térmica positiva, que podria

indicar un mecanismo de compensacion inmediata a bajas concentraciones de substrato.
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Ademds, la AA-NAT muestra una inhibicién por exceso de serotonina dependiente de la
temperatura. Este comportamiento cinético podria actuar como un mecanismo de
amplificacién de la oscilacién diaria de MEL, si la enzima funcionase in vivo alrededor de

SU Sy

La retina mantiene su capacidad de sintesis ritmica de MEL en cultivo estitico durante
al menos 24 horas, conservando 1a sensibilidad a la luz. La expresidn de los ritmos de MEL
y AA-NAT depende de la sintesis de protefnas de novo, siendo la tasa de recambio de la

AA-NAT mas {enta que la descrita en otros vertebrados.

La regulacién catecolaminérgica de la sintesis de MEL se realiza fundamentalmente
por la dopamina, a través de receptores D2, inhibiendo dicha sintesis. No obstante, no se
puede descartar un control adrenérgico mediado por receptores B y «l, aunque éste parece

no ser un efecto directo sobre el folorreceptor, sino regulando la liberacion de dopamina.

El AMPc es el mensajero intracelular principal que regula la sintesis de MEL en la
retina de R. perezi. La luz, como factor inhibidor de la sintesis de MEL, actia sobre los
niveles de AMPc con un efecto doble, reduciendo la actividad adenilato ciclasa y activando
las fosfodiesterasas de nucledtidos ciclicos. Sin embargo, el GMPc actiia de forma marginal
sobre la sintesis de MEL, los efectos provocados por €l andlogo pueden deberse a

interferencias en el proceso de fotorrecepcion, o a una inhibicién de las fosfodiesterasas.

Los niveles de calcio intracelulares reguian la sintesis de MEL mediante un
mecanismo multiple. Es necesario el calcio extracelular para la expresion del ritmo de
sintesis de MEL, aunque la entrada masiva de este mensajero, provocada por la
despolarizacion inducida por potasio, activa la degradacion de la AA-NAT, reduciendo los
niveles de MEL.
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