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AANAT: Arilalkilamina N-
Acetiltransferasa.

AFMK: N'-N*-formil-5-
metoxiquinuramina.

AMK: N'- acetil-5-metoxiquinuramina.
aMT: Melatonina.

ASMT: Acetilserotonina O-
metiltransferasa.

BSA: Alblimina.
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CAMP: Adenosin monofosfato-3°,5"
ciclico.

CAT: Catalasa.

cGMP: Guanosin monofosfato-3",5 ciclico.

CL: Luz Continua.
CRE: Elemento de respuesta a cAMP.

CREB: Proteina de union al elemento de
respuesta.

CTE: Cadena de transporte electronico.
DBD: Dominio de union al ADN.

GCS: Ganglio cervical superior.

GPx: Glutation Peroxidasa.

GRd: Glutation Reductasa.

GSH: Glutation.

GSSG: Glutation oxidado.

G-6-P-DH: Glucosa-6-P-Deshidrogenasa.
HOCI: Acido hipocloroso.

H,0O,: Perdxido de hidrogeno.

ICER: Represor inducible temprano.

LBD: Dominio de unién a ligando.
LCR: Liquido cefalorraquideo.
Lz: Luzindol.

MAO: Monoamina oxidasa.

MAPK: Proteina quinasa activada por
mitogeno.

NADPH: Nicotinamida adenin
dinucledtido fosfato reducido.

NAS: N-acetil-serotonina/ N-acetil-5-
hidroxitriptamina.

NE: Norepinefrina.

nNOS: Oxido nitrico sintasa neural.
NSQ: Nucleo supraquiasmatico.

PD: Pars Distalis.

PDE4B2: Fosfodiesterasa 4B2.

PKA: Proteina quinasa A.

PKA: Proteina quinasa C.

PT: Pars Tuberalis.

Px: Pinealectomizado.

QR2: Quinona reductasa 2.

RORE: Elemento de respuesta a ROR.
ROS: Especies reactivas de oxigeno.
SIK1: Salt quinasa inducible 1.

SOD: Superoxido dismutasa.

TGI: Tracto gastrointestinal.

THP: L-triptéfano-hidroxilasa.
5-MIAA: Acido 5-metoxiindolacético.
5-ML: 5- metoxitriptofol.

5-MT: 5-metoxitriptamina.
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Introduccion






1. Estructura de la melatonina

La N-acetil-Smetoxitriptamina es una indolamina descrita inicialmente por
McCord y Allen (McCord CO y Allen EP, 1917), y aislada por primera vez a partir de
extractos de glandula pineal de vaca por Lerner en el ano 1958 (Lerner AB y colbs.,
1958). En 1959 se identifico la estructura quimica de esta indolamina, y se propuso el

nombre de melatonina (Lerner AB y colbs., 1959).

Desde un punto de vista quimico, esta indolamina es un cristal organico, de color
blanco, con un peso molecular de 232,38 Da, cuyo punto de fusion se encuentra entre
116-118° C, poco soluble en agua y muy soluble en etanol (Szmuskowvicz AW and

Heinzelman RV, 1960).

La melatonina estd muy conservada a lo largo de la evolucion ya que se
encuentra desde organismos muy primitivos como cianobacterias, algas unicelulares, y
parasitos como Tripanosoma cruzi, hasta organismos actuales (Paredes y colbs., 2009;
Hardeland, 2008; Hardeland y Poeggeler, 2003; Macias y colbs., 1999). La melatonina
se distribuye ubicuamente a través de todo el organismo, ya que su naturaleza anfipatica
le permite atravesar todas las barreras celulares. Se cree que su aparicion podria ser
consecuencia de una adaptacion de los organismos para utilizar el oxigeno, debido a que
esta molécula es capaz de neutralizar el efecto daiiino que ejerce este gas sobre las
diferentes estructuras celulares mediante la produccion de radicales libres. A lo largo de
la evolucidn, la melatonina ha ido adquiriendo numerosas funciones en el organismo,
actuando ademas de como antioxidante, como antinflamatorio y cronobidtico.
Actualmente sabemos que, si bien las principales dianas celulares de la melatonina son
el nucleo y la mitocondria, es su participacion en la regulaciéon de la homeostasis

mitocondrial la que cada vez refleja en mayor medida su papel como protector celular.



Figura 1. Estructura quimica de la melatonina.

Inicialmente se descubrid que la sintesis de la melatonina tenia lugar en la
glandula pineal, conectada con el ntcleo supraquiasmatico, lo que relacionaba su accion
en el marco de la fisiologia circadiana y reproductiva (Arendt, 1995). Sin embargo,
recientemente se ha comprobado que la mayor parte, sino todos, los 6rganos y tejidos
del organismo tienen los enzimas necesarios y la capacidad de sintesis de melatonina;
entre estos se encuentran: retina, rifidn, piel, glandula harderiana, higado, timo, tiroides,
pancreas, cerebelo, mucosa del intestino, epitelio respiratorio, ovarios, placenta,
endometrio, asi como en células no endocrinas tales como eosindfilos, plaquetas,
células endoteliales y células natural killer (Kvetnoy y colbs., 2002). La demostracion
de la existencia de melatonina tisular se determiné mediante PCR, observandose la
expresion de las dos enzimas clave para la biosintesis de la indolamina: la arialkilamina
N-acetiltransferasa (AANAT) y la hidroxindol-O-metil transferasa, conocida
actualmente como la acetilserotonina O-metiltransferasa (ASMT) (Stefulj y colbs.,

2001).



2. Biosintesis y metabolismo de la melatonina

2.1 Biosintesis

Su biosintesis se origina a partir del triptéfano, aminoacido captado del torrente
circulatorio por parte del pinealocito a través de un mecanismo de transporte activo que
se encuentra bajo control adrenérgico (Alonso R, 1999). El triptofano se hidroxila en
posicion 5 por la L-triptéfano hidroxilasa (TPH) origindndose 5-hidroxitriptéfano; este
paso ocurre en la mitocondria en presencia de una pteridina usada como cofactor,
posiblemente la tetrahidrobiopterina, y, tras una descarboxilacion mediada por la 5-
hidroxitriptofano descarboxilasa, pasa a 5-hidroxitriptamina o serotonina. Esta enzima
se localiza en el citosol, su actividad esta regulada por la iluminacién ambiental a través
de fibras simpaticas y requiere como cofactor el fosfato de piridoxal (Snyder y colbs.,
1964). En este paso la serotonina puede sufrir una desaminacion por accion de la MAO
o una acetilacion por accion de la AANAT, originandose la N-acetil-5-hidroxitriptamina
o N-acetil-serotonina (NAS). La NAS se metila por la ASMT produciendo finalmente
N-acetil-5-metoxitriptamina o melatonina. Aunque inicialmente se ha propuesto que la
enzima limitante en la sintesis de melatonina es la AANAT, ya que exhibe el mismo
ritmo circadiano que la melatonina y su actividad, asi como la produccion de
melatonina, se inhiben con la luz, estudios recientes en ratas Long Evans Cinnamon,
que tienen una disminucion del 90% en la actividad de AANAT, demostraron que
poseen los mismos niveles de melatonina que ratas controles. Ademds un aumento
mantenido de la AANAT no conlleva un incremento proporcional de melatonina, lo que
pone de manifiesto que la enzima limitante de la biosintesis de esta hormona podria ser

la ASMT (Liu y Borjigin, 2005).



Una vez sintetizada en la pineal, la melatonina se libera rapidamente al sistema
vascular, accediendo a todos los tejidos, compartimentos celulares y fluidos como el
liquido cefalorraquideo (LCR), saliva, orina, semen, liquido folicular, bilis, liquido
amniodtico, liquido sinovial y leche materna. Debido a que la melatonina no se acumula
en la glandula pineal, los niveles de la hormona en sangre son considerados el principal
indice de su sintesis pineal (Reiter, 1991b). Sin embargo, la melatonina producida en los
tejidos ocurre en cantidades mucho mayores que en la pineal, llegando a un rango
micromolar (Reiter y Tan, 2003). Esta melatonina extrapineal permanece en el interior
celular y no sale a la circulacion, lo que sugiere que su accion bioldgica debe ser

diferente a la de origen pineal.
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Figura 2. Ruta biosintética de la melatonina.

2.2 Metabolismo

La mayor parte de la melatonina que es vertida al torrente circulatorio se
metaboliza en el higado, donde se transforma en 6-hidroximelatonina mediante la
accion de diversos sistemas enzimaticos como el citocromo P450 (CYP1A2,CYPIAl y
CYPIBI1) (May colbs., 2005), o por depuracion de dos OH*. La 6-hidroximelatonina se
elimina a través de la orina, ya que es hidrosoluble debido a la conjugacion con sulfatos
y glucurdonidos (KOPIN y colbs., 1961; KVEDER y McISAAC, 1961; Hardeland y

colbs., 1993)



La melatonina en la retina, cerebro e higado puede sufrir desacetilacion y
desaminacion, convirtiéndose en S5-metoxindolacético y S-metoxitriptofol (Cahill y
Besharse, 1989). Existe otra via por la que tiene lugar su degradacion, ésta ocurre en
cerebro, plexo coroideo, pineal y piel, donde la melatonina se transformaria en primer
lugar en N'-N°-formil-5-metoxiquinuramina (AFMK) y posteriormente en N'- acetil-5-
metoxiquinuramina (AMK), por medio de la 2,3-deoxigenasa (Hirata y colbs., 1974;
Leon y colbs., 2006) (fig 3). Ademas de este origen, AFMK y AMK también se
producen de manera no enzimatica cuando la melatonina depura en primer lugar OH* y

después O,  (Fujiwara y colbs., 1978).
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Figura 3. Via quinureninica de degradacion de la melatonina.



La melatonina se metaboliza a AFMK cuando interacciona con el peroxido de
hidrégeno, oxigeno singlete y radical hidroxilo, aunque cuando interacciona con este
ultimo puede producir también otro metabolito, la 3-hidroximelatonina (Tan y colbs.,

1998).

La 2-hidroximelatonina es también un metabolito hidroxilado de la melatonina.
Es el principal producto procedente de la interaccion de la melatonina con el acido
hipocloroso (Dellegar y colbs., 1999). La 2-hidroximelatonina y su ceto tautémero, 2-
indolinona melatonina fueron identificados como productos de la interaccion con la
hemoglobina oxoférrica o con el hidroxilo (Agozzino y colbs., 2003; Horstman y colbs.,
2002). Tan y colbs, han propuesto que 2-hidroximelatonina y su forma cetonica pueden
ser generadas in vivo como un tautomero de 3-hidroximelatonina ciclica (Tan y colbs.,

1998).

Como productos de la interaccion de la melatonina con los peroxinitritos se
forman nitrosomelatonina y 1-nitromelatonina (Blanchard y colbs., 2000; Peyrot y
colbs., 2006). Sin embargo, el mecanismo de formacion de estos metabolitos in vivo es

aun desconocido.

3. Regulacion de la melatonina pineal

La melatonina pineal tras ser sintetizada se vierte rapidamente al torrente
circulatorio. Esta hormona sigue un ritmo circadiano, alcanzdndose unos niveles
maximos en plasma durante la noche, alrededor de las 2-3 de la madrugada. Los niveles
diurnos oscilan entre 10-20 pg/ml, mientras que los nocturnos aumentan unas diez

VECes.

En la glandula pineal, el incremento nocturno de la sintesis de melatonina se

controla por la liberacién de norepinefrina (NE) procedente de los nervios simpaticos
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que inervan el pinealocito (Klein, D. C. y colb., 1991). Esta liberacion esta controlada
por el reloj circadiano en el nucleo supraquiasmatico (NSQ), que envia una sefal
estimuladora a la gldndula pineal por la noche a través de un circuito neuronal que
incluye estructuras neuronales centrales y periféricas (Moore y Klein, 1974). El reloj
circadiano NSQ estd sincronizado por el fotoperiodo a través del tracto
retinohipotalamico (Klein, D. C. y colb., 1991; Ganguly y colbs., 2002). Tal disposicién
asegura que la estimulacion de la glandula pineal estd estrechamente acoplada al ciclo

ambiental de luz/oscuridad.

Durante el dia, la luz mantiene hiperpolarizados ciertos fotorreceptores de la
retina, lo que impide la transmision de la sefial al NSQ, bloqueando la activacion de la
via polisindptica que inerva al pinealocito y la liberacion de noradrenalina a éste. Sin
embargo, por la noche, los fotorreceptores generan potenciales de accién que son
conducidos via retinohipotaldmica hasta el NSQ, y de éste al ganglio cervical superior
(GCS), que activa entonces la via postganglionar simpatica que libera noradrenalina.
Esta noradrenalina estimula los receptores o y [ adrenérgicos del pinealocito,
provocando un aumento de hasta 100 veces en el nivel de cAMP (Klein, 1985),
fosforilando una proteina de union al elemento de respuesta a cAMP (CREB) a través
de la activacion de la proteina quinasa A (PKA) (Roseboom y Klein, 1995; Maronde y
colbs., 1997). Cuando CREB se fosforila, se une a CRE en el promotor de la AANAT
(Baler y colbs., 1997) y se inicia su transcripcion. La consecuencia es un aumento
mayor de 100 veces en los niveles de mRNA de la AANAT durante la oscuridad,
seguido por un aumento similar de la proteina AANAT, asi como de su actividad

(Roseboom y colbs., 1996).
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Figura 4. Via de regulacién de la melatonina pineal

Aunque esta es la via mas conocida, el mismo mecanismo est4 relacionado con

la induccion de otros genes diana. Recientemente se ha observado que algunos de los

mas de 600 genes inducidos por esta misma via de sefalizacion, juegan un papel

importante en la modulacion de la transcripcion de Aanat por la noradrenalina (Bailey y

colbs., 2009). Las moléculas implicadas en este proceso son MAP quinasas (proteinas

quinasas activadas por mitogenos), ICER (represor inducible temprano), PDE4B2
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(fosfodiesterasa 4B2), y SIKI1 (Salt quinasa inducible). Ademads, la PKA también
fosforila otras proteinas como factores de transcripcion y moléculas de sefializacion que

tienen impacto sobre la trascripcion de Aanat.

Estudios previos en la glandula pineal de rata muestran fosforilacion de
p42/44MAPK y p38MAPK por la noradrenalina (Ho y Chik, 2000; Chik y colbs., 2004;
Ho y colbs., 2006), estando la activacion de p42/44MAPK mediada a través de la PKG,
mientras que la p38MAPK es a través de la PKA. El incremento nocturno estimulado
por la noradrenalina provoca un aumento de p42/44MAPK y en la amplitud de
p38MAPK. Pero los mecanismos por los que MAPKSs median sus propios efectos sobre
AANAT permanecen por determinar, si bien podrian estar relacionados con la

estabilidad del enzima.

Este proceso también puede regularse mediante la participacion de la Aurora C,
una quinasa que cataliza la fosforilaciéon de la Ser10 de la H3 durante el proceso de
mitosis (Crosio y colbs., 2002; Sugiyama y colbs., 2002). Aurora C parece tener un
papel en la modulacion de la expresion de genes inducidos por noradrenalina en la
glandula pineal. Estudios recientes muestran que la ruta NE/cAMP/PKA también causa
fosforilacion en la histona por la activacion de Aurora C. Esta teoria propone que la
fosforilacion de la histona inicia una serie de modificaciones que promueve el
ensamblaje de la maquinaria transcripcional, la cual repercute en la transcripcion de

Aanat (Ho y Chik, 2010).

La trascripcion de Aanat también esta regulada por ICER. La via
NE/cAMP/PKA causa la sintesis de factores de transcripcion inhibidores como ICER,
un producto del gen Crem (Stehle y colbs., 1993) y Fra-2 (Baler y Klein, 1995), que por

competiciéon con pCREB para el sitio CRE puede inhibir la transcripcion de Aanat
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(Foulkes y colbs., 1997; Maronde y colbs., 1997). Ademas, Fra-2 que es también
inducido en la glandula pineal durante la noche puede inhibir la transcripcion de Aanat
por la interaccion con el factor de transcripcion AP-1 sobre el promotor del gen Aanat

(Baler y colbs., 1997).

Otro factor que influye en la regulacion de la Aanat es la fosfodiesterasa 4B2
(Pde4b2). El nivel de cAMP en la glandula pineal, que regula la transcripcion mediada
por PKA/pCREB, esta determinado por el balance que se establece entre su sintesis via
adenil ciclasa y su degradacion via fosfodiesterasa (PDE). La elevacion nocturna de la
actividad de PDE en la glandula pineal es debida a un aumento en la transcripcion de
Pdedb2 seguido del correspondiente incremento de la proteina y su actividad (Kim y
colbs., 2007). Estos cambios estan mediados a través del mecanismo cAMP/PKA, lo
que sugiere que la induccion de Pde4b2 por la noradrenalina puede afectar
negativamente al nivel de cAMP, limitando la duracion de respuestas a cAMP tales

como la transcripcion de Aanat.

Las riboproteinas nucleares también intervienen en la regulacion de la AANAT.
La degradacion del mRNA de AANAT se encuentra bajo la regulacién de un grupo de
proteinas cuya funcion es desestabilizar el RNA (Kim y colbs., 2005). Estas proteinas
son hnRNP R, hnRNP Q y hnRNP L, las cuales muestran un marcado ritmo circadiano
y sus elevados niveles nocturnos se correlacionan con el declive en los niveles de

mRNA de Aanat (Kim y colbs., 2005).

Por ultimo, otro factor que esta implicado en la regulacion de Aanat es SIK1
(Salt-inducible quinasa). Considerando el papel crucial de CREB en la regulacion de la
induccion de Aanat (Roseboom y Klein, 1995), su represion por SIK puede representar

un mecanismo importante a través del cual puede regularse la expresion de la Aanat en
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la glandula pineal. Estudios sobre la regulacion de la quinasa muestran una rapida
induccion de Sikl por la NE en cultivos de pinealocitos que precede a la induccion de
Aanat (Kanyo y colbs., 2009). La induccion de Sikl esta regulada a través de la via
receptores beta-adrenérgicos/cAMP/PKA, la misma ruta que origina la transcripcion de

Aanat (Klein y colbs., 1997).

Los mecanismos por los que SIK 1 ejerce su accion sobre la expresion de Aanat
no estan claros. Algunos estudios sugieren que SIK1 puede ejercer su accion por la
fosforilacion de TORC, un coactivador especifico de CREB (Takemori y colbs., 2002;
Takemori y colbs., 2007; Conkright y colbs., 2003), que permite exportar a TORC
desde el nucleo y secuestrarlo en el citoplasma por una via de fosforilaciéon dependiente
de la asociacion con la proteina 14-3-3. Esto resulta en la reduccion de la actividad

transcripcional de CREB (Screaton y colbs., 2004).

4. Mecanismos de accion de la melatonina

El descubrimiento en los ultimos afios de diferentes dianas celulares sugiere una
variedad de mecanismos de accion para la melatonina, actuando a través de sus
receptores, (tanto de membrana como nucleares), a través de proteinas citosdlicas o por
interaccion directa. En la actualidad se han descrito cinco mecanismos de accion de la
melatonina: 1) Union a receptores de membrana, 2) Unidén a receptores nucleares, 3)
Interaccidon con proteinas citosélicas, 4) Interaccion directa e 5) Interaccion con la

mitocondria.

4.1 Uniodn a receptores de membrana

El primer receptor de melatonina, denominado Mellc fue clonado en Xenopus

laevis en 1994 (Ebisawa y colbs., 1994). Mas tarde se describieron otros dos tipos de
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receptores de melatonina, clasificdndose seglin su afinidad en receptores de alta afinidad
(MT1 y MT2) (Reppert y colbs., 1994; Reppert y colbs., 1995) o de baja afinidad

(MT3) (Dubocovich, 1995).

Los receptores mejor caracterizados son los receptores de membrana MT1 y
MT2. La clasificacion entre MT1 y MT2 estd basada en diferencias cinéticas y
farmacoldgicas sobre la union de 2-['**1]-iodomelatonina al receptor. La union de la 2-
['*1]-iodomelatonina a MT1 es reversible, saturable y de alta afinidad (Kd < 300 pM)
(Ebisawa y colbs., 1994; Dubocovich y Takahashi, 1987; Krause y Dubocovich, 1991;
Reppert y colbs., 1994). Su cinética de asociacion y disociacion es lenta y depende de la
temperatura de incubacion, mostrando un aumento en la afinidad a medida que aumenta
la temperatura (Dubocovich y Takahashi, 1987; Krause y Dubocovich, 1991;
Dubocovich y colbs., 1989). Por el contrario, la unién de 2-['*I]-iodomelatonina con
MT?2 posee baja afinidad (Kd = 0.9-10 nM) y sus cinéticas de asociacioén y disociacion
son muy rapidas en la membrana cerebral de hamster y en la linea celular RPMI1846.
Como hemos mencionado anteriormente la clasificacion de los receptores se ha hecho
en base al perfil farmacoldgico obtenido a través de la union de 2-["*’I]-iodomelatonina
al receptor. Sin embargo, esta union se encuentra influenciada por cambios en la
afinidad dependiendo de la temperatura de incubacion, la pureza y concentracion del
radioligando, la presencia o ausencia de cationes y GTP endogeno. La union del ligando
al receptor disminuye en presencia de Na', mientras no se ve afectada por la presencia
de Mg2+ en cerebro y retina de pollo ni en el NSQ y area postrema en ratas (Dubocovich
y Takahashi, 1987; Dubocovich y colbs., 1989; Laitinen y Saavedra, 1990b; Laitinen y
Saavedra, 1990a). En otros tejidos el Ca** promueve la unién al receptor MTI
(Dubocovich y Takahashi, 1987; Dubocovich y colbs., 1989; Laitinen y Saavedra,

1990b). Por el contrario, la unién a MT2 en las membranas cerebrales del hamster no es
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sensible a los diferentes iones y al GTP (Duncan y colbs., 1988). En la retina y cerebro
de pollo la afinidad por MT1 aumenta con la temperatura de incubacidon, con unos
valores de Kd de 434,72 y 57 pM para unas temperaturas de incubacion de 4,25y 37° C,
respectivamente, con un aumento maximo a los 25° C. Sin embargo, la union a MT2 es
menor cuando aumenta la temperatura de incubacion (Dubocovich, 1995). Para eliminar
la influencia de todos estos factores se compararon bajo las mismas condiciones las
caracteristicas farmacologicas de los receptores de melatonina en la retina del pollo.
Tras la interaccidon de estos receptores con distintos agonistas y antagonistas, el perfil
farmacolodgico es el siguiente: 2-iodomelatonina > melatonina > 6-hidroximelatonina >>
N-acetil 5-HT >> 5-HT > prazosin, para MT1. El perfil farmacologico de MT1 en retina
de pollo es similar al descrito en neuronas de mamiferos, al de retina de conejo y
corteza cerebral (Stankov y colbs., 1992), al del NSQ y arteria caudal de rata y al de la
pars tuberalis de oveja (Viswanathan y colbs., 1990; Laitinen y Saavedra, 1990a). Sin
embargo el perfil es distinto para MT2, siguiendo el orden: 2-iodomelatonina > prazosin

> N-acetil 5-HT > melatonina > 6-hidroximelatonina >> 5-HT.

El receptor MT1 se localiza en humanos en el cromosoma 4q35.1 y posee 350
aminodcidos (Slaugenhaupt y colbs., 1995), mientras que MT2 se localiza en el
cromosoma 11q21-22 y contiene 363 aminoacidos, siendo la homologia entre ellos del
60% (Reppert y colbs., 1995). Ambos receptores muestran un alto nivel de similitud con
otras especies, como la rata, un 84,1 y 78,3 % para MT1 y MT2 respectivamente (Ishii y
colbs., 2009). Pertenecen a una familia de receptores de membrana acoplados a
proteinas G, y actian modulando sefiales intracelulares inhibiendo la adenilato ciclasa,
lo que provoca un descenso en la actividad de la PKA y la fosforilacion de CREB, y
estimulando el inositol fosfato (Godson y Reppert, 1997). Ambos receptores se

expresan en una amplia variedad de tejidos; asi, mientras que MT1 se expresa en
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cerebro, sistema cardiovascular, sistema inmune, testiculos, ovarios, piel, higado, rifidn,
corteza adrenal, placenta, retina, pancreas y bazo (Dubocovich y Markowska, 2005;
Fischer y colbs., 2008; Pandi-Perumal y colbs., 2008; Slominski y colbs., 2005;
Slominski y colbs., 2008), MT2 se expresa en sistema inmune, cerebro, retina,
pituitaria, testiculos, rifién, tracto gastrointestinal, glandulas mamarias, tejido adiposo y
piel (Dubocovich y colbs., 2005; Reppert y colbs., 1995; Roca y colbs., 1996;
Slominski y colbs., 2005). La expresion de estos receptores depende de varios factores,
como la especie, el tejido, la luz ambiental, el estado endocrino y el estado del
desarrollo en que se encuentre el individuo (Vanecek, 1998). Diversos estudios han
mostrado estas variaciones. En pars distalis (PD) de rata se vio que la densidad de los
receptores durante el desarrollo embrionario y el dia del nacimiento era de 30 fmol/mg,
pero decrece bruscamente 10 veces al llegar al mes de vida (Vanecek, 1988), aunque los
factores por los que se induce este descenso permanecen desconocidos. Sin embargo, no
se encontraron cambios durante el desarrollo en otras areas, como NSQ y pars tuberalis
(PT); en el hamster, sin embargo, se observa una reduccion de la expresion de MT2 en
NSQ a partir del dia 12 de vida (Duncan y colbs., 1989), y al llegar a adulto esta
expresion en NSQ se regula por el fotoperiodo (Gauer y colbs., 1994). Otro factor que
influye en la regulacion de estos receptores, aunque solo se ha observado en mamiferos,
es el nivel de estradiol circulante, donde aparece una relacion inversa entre los niveles
de este estrogeno y la densidad de receptores MT1 en arterias cerebrales y caudales de
ratas hembra (Seltzer y colbs., 1992). MT1 también se encontr6 en las capas epiteliales
y subepiteliales del intestino. En el intestino, MT1 esta regulado por la ingesta, ya que
tras someter a las ratas a un ciclo de 12:12 h luz/oscuridad, la expresion de la capa
subepitelial en el colon distal no presentd ritmo alguno, mientras que después de la

ingesta se observo que aumentaba la expresion de MT1 en la capa subepitelial del
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intestino grueso y delgado. Tras la ingesta, este incremento persistio a largo plazo sélo
en el colon, mientras que en determinados segmentos del intestino volvié a los niveles
basales (Sotak y colbs., 2006). Otros factores que actian en la regulaciéon de MT1 son
las hormonas ovaricas en el estroma antimesometrial. La funcion de estas hormonas se
estudio durante el ciclo estral, donde la ovariectomia con o sin tratamiento con estradiol
y/o progesterona provocd que la unién de 2-['*I]-iodomelatonina al receptor fluctuara
durante este ciclo. La ovariectomia redujo casi un 70% la unidn al receptor; sin
embargo, tras ser tratadas las ratas con estradiol o progesterona, a los 11 dias se observo
casi una completa restauracion, indicando que MT1 esta regulado por estas hormonas
(Zhao y colbs., 2002). La expresion de estos receptores (MT1 y MT2) en la piel de
mamiferos varia dependiendo de la especie y es especifica del tipo celular. La piel
humana presenta ambos receptores, aunque MT1 es el predominante. Por el contrario,
MT2 predomina o es el tnico receptor presente en la piel de ratones C57BL/6, donde se
expresa en funcion de la fase del ciclo de vida del pelo, y los niveles maximos se
encuentran asociados al proceso de involucion de los foliculos pilosos (Slominski y
colbs., 2003; Slominski y colbs., 2004; Slominski y colbs., 2005). La expresion de MT1
y MT2 en la piel también se modifica por factores medioambientales, como la radiacion
ultravioleta, patologias como el cancer de piel y por el background genético (Slominski
y colbs., 2005). Por ejemplo, la exposicion a la luz ultravioleta induce la activacion de
la expresion de MT1 en los melanocitos de recién nacidos y la inhibe en el caso de los
melanomas, mientras que esta misma exposicion estimula la expresion de MT2 en

melanocitos y fibroblastos en individuos adultos (Slominski y colbs., 2005).

Como hemos mencionado anteriormente, la melatonina ejerce muchas de sus
funciones a través de los receptores de membrana. Estos receptores participan en

numerosos procesos y, por ejemplo, MT1 actiia en el mecanismo de regulacion de los
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ritmos circadianos en NSQ, su activacion en PT en ratones induce una expresion de los
genes reloj (Ekmekcioglu, 2006), y estd implicado en la secrecion de prolactina. La
expresion de los receptores MT1 en los fotoreceptores del ojo humano indica que la
melatonina actua directamente en la via de la transduccion visual (Scher y colbs., 2002).
Esto sugiere la participacion en la regulacion del crecimiento y modulacion de las fibras
y las capas esclerales que afectan a la medida del ojo y a la refraccion. Ademas,
participa en la regulacion de la secrecion del humor acuoso y en el mantenimiento de la
presion intraocular (Osborne y Chidlow, 1994). Estos receptores actian también a nivel
del sistema cardiovascular. A pesar de haber encontrado receptores de membrana en la
pared ventricular, el proceso en el que participan no esta claro, si bien se cree que
podrian estar implicados en la modulacion de receptores B-adrenérgicos mediados por
cAMP o en la estimulacion de canales de calcio activados por voltaje (Mei y colbs.,
2001). Diversos estudios indicaron que la melatonina puede tener efecto vasodilatador
en los vasos sanguineos si se activa MT2, mientras que si lo hace MT1 su efecto es
vasoconstrictor. También se observd que estos receptores estaban implicados en
procesos de termorregulacion (Viswanathan y colbs.,, 1990) y que actuaban
disminuyendo la presion arterial en humanos (Arangino y colbs., 1999), aunque no se
conoce que tipo de receptor actlia en cada caso. En el sistema reproductor actian
modulando la contraccion del utero e incrementan los niveles del receptor de la
hormona luteinizante. También la melatonina ejerce diversas funciones en el sistema
gastrointestinal ya que puede modular el transporte de iones y participar en la motilidad
intestinal (Bubenik, 2002). Puesto que tras la ingesta se produce un aumento en la
secrecion de melatonina (Bubenik, 2008), ésta podria actuar disminuyendo la peristalsis,
proporcionando asi mas tiempo al tracto intestinal para absorber los nutrientes. La

melatonina también puede estimular la secrecion calcio-dependiente de bicarbonato en
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las células enterocromafines a través de MT2, ya que el luzindol y el antagonista N-
pentanoil-2-benziltriptamina inhiben este efecto (Sjoblom y colbs.,, 2003). La
melatonina actia a través de sus receptores de membrana también en rifion, donde los
protege de la inflamacioén (Quiroz y colbs., 2008) y regula la filtracién glomerular
(Drew y colbs., 1998). Se ha observado que también actia en el hueso a través de MT1,
aumentando la actividad osteoblastica y disminuyendo la osteoclastica (Cardinali y
colbs., 2003). Por ultimo, la melatonina ejerce sus propiedades antiproliferativas a
través de estos receptores, como ocurre en cancer de prostata, mama, ovario, colon y
piel (Slominski y colbs., 2012; Pandi-Perumal y colbs., 2008; Garcia-Navarro y colbs.,

2007).

Debido a las multiples acciones que ejerce la melatonina a través de sus
receptores, es importante conocer donde se localizan y la funcién que ejerce la
melatonina a través de éstos, ya que nos permitira la posibilidad de establecer terapias

contra diversas patologias en las que se encuentran implicados.

Aunque MT3 no ha sido identificado en humanos, se ha observado su expresion
en hamsters (Nosjean y colbs., 2001), donde los mayores niveles de expresion se
encontraron en el higado y rifion, seguido por el corazdn, tejido adiposo y cerebro
(Nosjean y colbs., 2001; Jaiswal, 1994; Long y Jaiswal, 2000). MT3 se caracteriza por

12 1]-iodomelatonina (5-50 nM), al contrario que

presentar una baja afinidad por 2-[
MT]1 y similar a MT2; ademas no esta acoplado a proteinas G y no esta regulado por la
presencia de Na', Mg+2 o Ca™ (Dubocovich, 1995). Posteriormente se identifico MT3
como la enzima quinona reductasa 2 (QR2), que pertenece a un grupo de reductasas que

participan en la proteccion contra el estrés oxidativo previniendo la transferencia de

electrones (Nosjean y colbs., 2000). Ademas, actia detoxificando xenobidticos, ya que
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se ha observado que tras la ruptura del gen de qr2 se genera hiperplasia mieloide (Long

y colbs., 2002).

GPR50 fue clonado en 1996 y clasificado en principio como miembro de la
familia de receptores de melatonina, ya que presentaba un 45% de homologia con MT1
y MT2 (Reppert, 1996) asi como propiedades caracteristicas de esta familia. A pesar de
esta homologia, la melatonina no se une a GPR50 y la identidad de su verdadero
ligando permanece desconocida. Mas de 15 afios después de su descubrimiento, la
funcién de GPR50 permanece desconocida, aunque recientes estudios genéticos estan
empezando a dilucidarla. Se ha observado que existen tres polimorfismos localizados en
el exén 2 en humanos, los cuales inducen cambios en el extremo carboxilo terminal,
uno de ellos concretamente es una delecion de 4 aminoacidos (Thr-Thr-Gly-His) que se
ha asociado a un incremento del riesgo de sufrir depresion o trastorno bipolar en
mujeres escocesas (Thomson y colbs., 2005); sin embargo, los efectos de esta delecion
no se han manifestado en la poblacion sueca (Alaerts y colbs., 2006). Recientemente se
ha observado que GRP50 puede formar heterodimeros con MT1 y MT2, regulando la
actividad de MT1 ya que inhibe la unién a su ligando, mientras que no modifica esta
propiedad cuando se une a MT2 (Jockers y colbs., 2008), lo que lleva a una nueva linea

de investigacion sobre los mecanismos de accion de la melatonina.

4.2 Interaccion con receptores nucleares

Los primeros indicios de la existencia de receptores nucleares para la melatonina
se pusieron de manifiesto tras aislar melatonina en el ntcleo celular, planteando que ésta
podria modificar la expresion génica celular (Withyachumnarnkul y colbs., 1986).
Posteriormente Menéndez-Peldez y colbs (1993) demostraron la presencia de
melatonina en el nucleo y, mediante el uso de 2-['*1]-iodomelatonina, Acufia-
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Castroviejo y colbs demostraron su union especifica a la fraccion proteica del nucleo de
higado de rata (Acuna-Castroviejo y colbs., 1993; Acuna-Castroviejo y colbs., 1994), lo

que sugeria la existencia de receptores nucleares para la melatonina.

En 1994 Becker-Andre y colbs (Becker-Andre y colbs., 1994) demostraron una
accion genomica de la melatonina a través de los receptores nucleares RORa. Existe
cierta controversia actual sobre si los factores de transcripcion ROR son verdaderos
receptores nucleares de melatonina, aunque hay numerosas publicaciones avalando este

punto de vista (Carrillo-Vico y colbs., 2005; Lardone y colbs., 2011).

La familia de receptores ROR se divide en tres subtipos, RORa (Becker-Andre y
colbs., 1993; Giguere y colbs., 1994; Giguere y colbs., 1995), RORJ (Andre y colbs.,
1998a; Carlberg y colbs., 1994) and RORy (He y colbs., 1998; Hirose y colbs., 1994),
localizados en los cromosomas 15q22.2, 9921.13 y 1q21.3 respectivamente (Jetten,
2009). Cada gen posee varias isoformas debido a las variantes de splicing,
diferenciandose so6lo en su extremo amino terminal (Andre y colbs., 1998a; Giguere y
colbs., 1994; Hamilton y colbs., 1996). En humanos se han encontrado 4 isoformas de
RORa (RORa1-4), mientras que en raton solo se han descrito las isoformas 1 y 4. De
las dos isoformas que genera ROR[, en humanos sélo se expresa la 1 (Andre y colbs.,
1998a) y en ambas especies se expresan las dos isoformas generadas por RORy (Hirose
y colbs., 1994; He y colbs., 1998; Medvedev y colbs., 1996). La mayoria de las
isoformas muestran una expresion especifica de tejido y estan implicadas en la
regulacion de diferentes procesos fisioldgicos. Aunque la mayoria de las isoformas se
encuentran bajo el control de diferentes promotores, apenas existe informacion sobre la
regulacion transcripcional de su expresion. RORa se expresa practicamente en todos los

tejidos periféricos, como en tejido adiposo, piel, testiculos, cartilago e higado (Smirnov,
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2001), RORP en cerebro y retina (Andre y colbs., 1998b) y RORy en tejido adiposo,
musculo esquelético, higado, rifién y sistema inmune (Smirnov, 2001; Hirose y colbs.,

1994; He y colbs., 1998).

La estructura de ROR es la tipica de un receptor nuclear, la cual contiene 4
dominios funcionales: un dominio N-terminal, seguido por un dominio de union al
DNA (DBD) altamente conservado, un dominio bisagra y un dominio de union a
ligando (LBD) (Evans, 1988; Giguere, 1999; Moras y Gronemeyer, 1998; Jetten y
colbs., 2001). El dominio DBD es un dominio muy conservado que contiene dos dedos
de zinc los cuales reconocen especificamente al elemento de respuesta de ROR
(RORE), el cual es una secuencia consenso (AGGTCA) precedida de una secuencia de
6 pares de bases rica en AT. A través de este elemento de repuesta, ROR regula la
transcripcion genética (Andre y colbs., 1998b; Carlberg y colbs., 1994; Giguere y
colbs., 1994; Jetten y colbs., 2001). ROR se une al DNA como mondémeros y reconocen
a RORE (Andre y colbs., 1998a; Carlberg y colbs., 1994; Giguere y colbs., 1994;
Moraitis y Giguere, 1999). Esta interaccion estd mediada por la P-box, situada entre las
dos ultimas cisteinas dentro del primer dedo de zinc y gracias a la cual se reconoce el
nucleo de un motivo concreto situado en el surco mayor, y una extension de 30 pares de
bases del extremo C-terminal, situada por debajo de los dos dedos de zinc, y que
interacciona con un segmento rico en AT de RORE presente en el surco menor (Andre y
colbs., 1998a; Giguere y colbs., 1995; Jetten y colbs., 2001). El extremo amino terminal
también participa confiriendo una alta especificidad en la union de varias isoformas de
RORs al DNA (Giguere y colbs., 1994; Andre y colbs., 1998a; Giguere y colbs., 1995;
Sundvold y Lien, 2001). Ademas de la secuencia de RORE y del extremo amino
terminal, el promotor puede determinar que ROR se una a un determinado RORE

(Jetten, 2009).
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En ciertas ocasiones, los receptores nucleares compiten entre ellos por el mismo
elemento de respuesta, como se ha visto en el caso de ROR y Rev-ErbAa y Rev-ErbAf
(Giguere y colbs., 1995; Burris, 2008). Rev-ErbA act@ia como represor transcripcional,
siendo capaz de inhibir ROR mediante su activacion transcripcional por competicion
con ROR por el mismo elemento de respuesta (Austin y colbs., 1998; Bois-Joyeux y
colbs., 2000; Downes y colbs., 1996; Jetten, 2009). Estudios recientes han identificado
su significado fisioldgico, ya que se observo que Rev-ErbA y RORa reprime y activa,
respectivamente, la transcripcion de Bmall, que codifica un factor de transcripcion que
regula el ritmo circadiano por competicion con RORE en el promotor de Bmall (Akashi

y Takumi, 2005; Albrecht, 2002; Gachon y colbs., 2004; Nakajima y colbs., 2004).

La expresion de los receptores nucleares depende del estado de desarrollo, tejido
y estado endocrino. Por ejemplo, la expresion de RORa es méxima a los 16 dias de vida
en el cerebelo, el tdlamo y el bulbo olfatorio, mientras que en el hipocampo la méxima
expresion ocurre a los 7 dias (Sashihara y colbs., 1996) y la expresion en los testiculos
se detecta Unicamente después de la maduracion sexual del individuo (Steinmayr y
colbs., 1998). En la actualidad, el mecanismo que regula dicha expresion permanece
desconocido, aunque se cree que esta regulacion puede ser mediada a través de sus

ligandos o por diferentes quinasas.

Otros estudios sobre ROR han puesto de manifiesto su papel en numerosos
procesos biologicos, regulando el desarrollo embrionario, los ritmos circadianos,
procesos de diferenciacion y proliferacion celular, regulacion del sistema inmune, y del
metabolismo celular. La expresion de RORy-t protege a los hibridomas de células T
contra la muerte mediante la inhibicion de la union al ligando Fas y la formacion de IL-

2, sugiriendo asi la participacion de RORy-t en la respuesta inmune (He y colbs., 1998).
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La participacion de RORa en la respuesta inmune estd relacionada con la
inhibicién de la enzima 5-lipooxigenasa, la cual participa en el proceso de biosintesis de
leucotrienos proinflamatorios en los linfocitos B humanos (Steinhilber y colbs., 1995).
RORa participa en la regulacion del desarrollo del sistema nervioso central, ya que su
déficit, ausencia o mutacion (espontanea o inducida con el extremo carboxilo terminal
truncando o sin dominio de unidon al ADN), provoca que los animales presenten temblor
cerebeloso, tamafio reducido, e incapacidad para mantener el equilibrio. El cerebelo de
estos animales no se encontraba desarrollado, y el nivel de células de Purkinje era muy
bajo (Dussault y colbs., 1998), siendo sus caracteristicas electrofisioldgicas diferentes a
los ratones normales (Steinmayr y colbs., 1998). Ademads, también se encontraron
diversas anormalidades tanto morfoldgicas como funcionales en el bulbo olfatorio
(Monnier y colbs., 1999). En estos animales mutantes se observo también que los
niveles de expresion de la apolipoproteina A-1 en el intestino delgado eran mas bajos
que en los controles, sugiriendo asi su papel en la regulacion del metabolismo lipidico.
Como resultado, se manifestdé una predisposicion al desarrollo de aterosclerosis
(Mamontova y colbs., 1998). RORJ participa en la formacion de elementos encargados
en el procesamiento de la informacion. La expresion de RORP en células de la retina
(procedentes de origen neuronal) se reduce cuando existe una mutacion nula del gen
Chx10, la cual induce un retraso en el desarrollo del ojo, mientras que la transfeccion de
RORSP en las células progenitoras acelera su proliferacion, sugiriendo su participacion
en el desarrollo ocular (Chow y colbs., 1998). La elevada expresion de RORa y RORy
en el musculo esquelético sugiere que deben participar en la regulacion de la funcion
muscular o en la miogénesis (Becker-Andre y colbs., 1993; Hirose y colbs., 1994; Lau y
colbs., 1999). En este sentido, los ratones deficientes en RORa sufren atrofia muscular,

aunque el mecanismo por el que ocurre esta atrofia no se conoce.
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4.3 Interaccion con proteinas citosolicas

La melatonina puede interactuar con proteinas citosélicas como la calmodulina
(Benitez-King y Anton-Tay, 1993), calreticulina (Macias y colbs., 2003), tubulina
(Cardinali y Freire, 1975) y proteina quinasa C (PKC) (Benitez-King y colbs., 1996). La
calmodulina es una proteina encargada de quelar el calcio, lo que le permite modular la
actividad de muchas enzimas. Entre éstas se encuentran la fosfodiesterasa y la adenilato
ciclasa (Cheung, 1970; Cheung y colbs., 1975). La unidon melatonina-calmodulina
inhibe la actividad fosfodiesterasa de forma concentracion-dependiente, modulando asi
las sefiales intracelulares de calcio (Benitez-King y Anton-Tay, 1993; Benitez-King y
colbs., 1996; Ouyang y Vogel, 1998). El complejo melatonina-calmodulina inhibe
también la CaM quinasa II (Benitez-King y colbs., 1996) y la 6xido nitrico sintasa
neural (nNOS) (Hardeland, 1997; Bettahi y colbs., 1996; Leon y colbs., 2000). La
melatonina activa la PKC de forma calcio-dependiente (Benitez-King y colbs., 1996).
Todas estas proteinas participan en el metabolismo del calcio y participan en la
modulacion de la estructura del citoesqueleto (Benitez-King y Anton-Tay, 1993;

Benitez-King, 2000).

4.4 Accion directa

La melatonina puede actuar como un potente antioxidante depurando diferentes
especies reactivas de oxigeno y de nitrogeno (Acuna-Castroviejo y colbs., 2001; Tan y
colbs., 1993). La melatonina principalmente actia sobre el radical OH* (Tan y colbs.,
1993; Reiter y Tan, 2002), ROO" (Pieri y colbs., 1994) y oxigeno singlete (Cagnoli y
colbs., 1995). También puede depurar el H,O, (Tan y colbs., 2000) el radical O, *

(Marshall y colbs., 1996; Zang y colbs., 1998) y el acido hipocloroso (HOCI) (Marshall
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y colbs., 1996). Cuando la melatonina interacciona con OH* le cede un electréon y se
origina un radical indolil. Este puede reaccionar con otro OH*® y producir 3-
hidroximelatonina ciclica, eliminando dos OH* (Reiter y colbs., 2001), o puede
reaccionar con O, y formar AFMK. Puesto que ambos metabolitos (3-
hidroximelatonina ciclica y AFMK), se eliminan a través de la orina, su cuantificacion
seria una forma indirecta de medir el indice de estrés oxidativo del organismo (Tan y

colbs., 1998).
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Figura 5. Ruta de eliminacion de dos OH® por una molécula de melatonina.

La melatonina también puede depurar H,O, produciendo AFMK (Tan y colbs.,
2000). La interaccién de la melatonina con el perdxido de hidrégeno puede ocurrir a
través del intermediario dioxenato o a través de la epoxidacion de un alqueno, seguido
de la hidrolisis del diol que es la futura forma oxidada. Finalmente, el AFMK es

enzimaticamente transformado a AMK por la catalasa.
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Si la melatonina tiene o no algin papel importante en la depuracion del radical
O, * estd en debate. Se ha sugerido que el radical melatonil formado cuando la
melatonina dona un electron puede secundariamente depurar el anién superdxido

(Hardeland y colbs., 1993).

Aunque el oxigeno singlete no es un radical libre, es un potente oxidante y dafia
una amplia variedad de moléculas. Al igual que el proceso de neutralizacion del
perdxido, la oxidacion que la melatonina sufre en la neutralizacion genera el metabolito

AFMK (de Almeida y colbs., 2003).

La melatonina también tiene la capacidad de depurar HOCI. La melatonina
reacciona con el HOCI protegiendo la catalasa de la oxidacion (Marshall y colbs.,
1996). El producto de esta interaccion es la 2-hidroximelatonina (2-OHM). La

melatonina es una molécula muy lipofilica y su capacidad para eliminar HOCI depende
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de la concentracion de agua, por lo que el mecanismo por el que desactiva HOCI en

porciones hidrofébicas de las células permanece atn sin estar claro.
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Figura 7. Mecanismo propuesto para la oxidaciéon de melatonina por **[O,(*A,)].

Tras la interaccion con peroxinitritos la melatonina se metaboliza a 6-
hidroximelatonina (Qi y colbs., 2000; Maharaj y colbs., 2003b; Maharaj y colbs.,
2003a). Los peroxinitritos se descomponen en presencia de CO, o proteinas que
contengan grupo hemo. Si en el medio hay iones bicarbonato como producto resultante

aparece 2-hidroximelatonina ciclica y 3-hidroximelatonina ciclica.

La melatonina ademas actua como antioxidante de accion indirecta. Es capaz de
activar a diversos sistemas antioxidantes como la superoxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT), glutation peroxidasa (GPx) y reductasa (GRd) (Acuna-Castroviejo y colbs.,

2001; Leon y colbs., 2004; Reiter y colbs., 2003). Ademads estimula la expresion de la y-
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glutamilcisteina sintasa (Urata y colbs., 1999), enzima limitante en la sintesis del
glutation. Y por ultimo, estimula la sintesis de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-
P-DH), enzima clave a la hora de generar el NADPH requerido por la GRd (Pierrefiche

y Laborit, 1995).
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Figura 8. Sistema enzimatico de defensa antioxidante.

La melatonina aumenta la eficiencia de otros antioxidantes naturales, ya que el
grupo N-acetil posee una accion sinérgica con las vitaminas C y E (Tan y colbs., 1993;

Reiter y colbs., 2003).

4.5 Efectos sobre la mitocondria

Se han encontrado dos lugares de union especificos de la melatonina a la
mitocondria, uno de alta (Kd = 150 pM) y otro de baja afinidad (ICsp = 0.8 uM),
relacionados con el cluster sulfoferroso del complejo I y con el poro de transicion
mitocondrial, respectivamente. En primer lugar, la melatonina puede interaccionar con

el cluster sulfoferroso N2, localizado en la rampa anfipatica del complejo I de la cadena
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de transporte electronico, actuando sobre el transporte de electrones y protones
(Hardeland y colbs., 2003; Hardeland, 2005). Como consecuencia de esta interaccion, la
melatonina puede reducir el flujo de electrones, la disipacion de protones y la
consecuente formacion de especies reactivas a este nivel de la cadena electronica
(Hardeland R y Poeggeler, 2007). El cluster sulfoferroso es un componente clave de la
fosforilacion oxidativa que determina la eficacia de la utilizacion del oxigeno y el
metabolismo energético por la mitocondria (Lenaz y colbs., 2006). La melatonina puede
aumentar la actividad del cluster sulfoferroso N2 y el potencial de membrana
mitocondrial (Hardeland, 2005; Poeggeler, 2005). El segundo lugar de uniéon de la
melatonina a la mitocondria estaria a nivel del poro de transicion mitocondrial y su
efecto seria una inhibiciéon de su apertura, previniendo la liberaciéon mitocondrial de

citocromo c y, consecuentemente, la apoptosis (Andrabi y colbs., 2004).

5. Melatonina extrapineal

Desde que Lerner identificé a la melatonina por primera vez hace cinco décadas,
y hasta mediados de los setenta, la melatonina se consider6é una hormona exclusiva de la
glandula pineal. Durante las Gltimas décadas, se han publicado una serie de estudios que
han hecho cambiar la concepcion clasica de la melatonina como hormona (Tan y col.,
2003). Una de las evidencias que distingue a la melatonina de una hormona clésica es su

sintesis en diferentes 6rganos extrapineales no endocrinos.

Los primeros indicios acerca de la existencia de fuentes alternativas de
melatonina extrapineales se debieron a los trabajos de Cardinali y Rosner, (1971) y de
Vlahakes y Wurtman (1972), que identificaron la presencia de la ASMT en la retina

(Cardinali y Rosner, 1971) y glandula de Harder (Vlahakes y Wurtman, 1972),
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sugiriéndose asi la sintesis de melatonina en dichos tejidos. Posteriormente, se observo
la presencia de melatonina en retina, glandula de Harder y cerebelo en ratas
pinealectomizadas (Bubenik y colbs., 1974; Reiter y colbs., 1983) que, junto con la
deteccion de las enzimas AANAT y ASMT en dichos tejidos, sentaron las bases de la
produccion extrapineal de melatonina. En 1975, Raikhlin y colbs, identificaron
melatonina en células enterocromafines de la mucosa intestinal humana. La
concentracion de melatonina en el tracto gastrointestinal (TGI) es mas de 400 veces
superior a la de la glandula pineal (Bubenik, 2002; Hardeland y Pandi-Perumal, 2005) y
de 10-100 veces superior a la cuantificada en plasma. Una de las fuentes de esa elevada
cantidad de melatonina en el TGI es derivada del plasma (Messner y colbs., 1998;
Messner y colbs., 1999). Por otra parte, una cantidad considerable de melatonina se
libera desde el intestino hasta el lumen (Messner y colbs., 1998). Por ultimo, se
describio un ciclo enterohepatico de la melatonina, encontrandose también altas
cantidades de esta hormona en la bilis (Tan y colbs., 1999; Bubenik y colbs., 1999).
Ademas de la melatonina captada de la circulacion por el TGI, la indolamina es captada
también a partir de la dieta. Los niveles diurnos de melatonina aumentaron con dietas
ricas en ella, mientras que estos niveles aparecen bajos cuando la dieta es pobre en
melatonina (Hardeland y Pandi-Perumal, 2005; Tan y colbs., 2003). Parece ser que las
bacterias intestinales pueden contribuir a elevar los niveles de melatonina en el
intestino, pero esta hipdtesis no esta atin confirmada (Hardeland y Poeggeler, 2003). La
melatonina localizada en el TGI sigue un ritmo circadiano, aunque no estd controlado
por el fotoperiodo. La amplitud del pico es mucho mas baja que la que presentan la
glandula pineal y la retina y normalmente s6lo duplica su amplitud e incluso a veces no
es detectable (Hardeland y Pandi-Perumal, 2005; Bubenik, 2002; Bubenik, 2001). En

algunas aves y mamiferos, el pico de melatonina en el duodeno aparece antes que el de
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la melatonina de la gldndula pineal (Zeman y colbs., 2005; Stebelova y colbs., 2005;
Poeggeler y colbs., 2005), demostrando una total independencia en la sintesis de
melatonina entre el intestino y la glandula pineal. La melatonina gastrointestinal apenas
pasa a la circulacion, aunque puede liberarse como respuesta a la ingesta de comida
(Hardeland y Pandi-Perumal, 2005; Bubenik, 2001; Bubenik, 2002) y a una alta
concentracion de triptéfano en la dieta (Konturek y colbs., 2007; Huether y colbs.,
1992). El aumento de melatonina en plasma inducido por el triptéfano es mayor que el
producido por la liberaciéon de melatonina de la glandula pineal y no se afecta por la
pinealectomia, aunque disminuy6 tras una ligadura parcial en la vena porta (Huether y
colbs., 1992). A diferencia de la melatonina pineal, la gastrointestinal esta controlada
por la periodicidad de la ingesta (Raikhlin y colbs., 1975; Raikhlin y Kvetnoi, 1975). El
significado fisioldgico de porqué la melatonina se libera tras la ingesta permanece sin
aclarar, pero en principio no estaria relacionado con su actividad cronobidtica. La
melatonina del TGI puede actuar de manera paracrina, regulando la motilidad
gastrointestinal (Bubenik, 2001; Bubenik, 2002). Un afio después del descubrimiento de
la melatonina gastrointestinal, Ozaki y Lynch detectaron melatonina en plasma y orina
de ratas pinealectomizadas. Concretamente, la excrecion diaria de melatonina en los
animales pinealectomizados descendio un 80% y no presentaba ritmo circadiano (Ozaki
y Lynch, 1976). Estos trabajos fueron el punto de partida de la “era de la melatonina
extrapineal”. Mas tarde se demostrd mediante técnicas de PCR la expresion de AANAT
y ASMT en una amplia variedad de tejidos: timo, bazo, corazén, musculo, higado
(Sanchez-Hidalgo y colbs., 2009), estdbmago, intestino, placenta, testiculos, corteza
cerebral, estriado, ovario humano (Itoh y colbs., 1999), piel (Slominski y colbs., 2005) y

médula 6sea (Conti y colbs., 2000) El resultado es que en todos aparecen estas dos
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enzimas, por lo que se pone de manifiesto la sintesis de melatonina en estos tejidos

(Stefulj y colbs., 2001).

Aunque la via metabolica de sintesis de la melatonina en los territorios
extrapineales es la misma que en la pineal, los mecanismos de su regulacion son, por el

momento, desconocidos (Hardeland, 2008).

En la retina, donde existe una similar ritmicidad entre la melatonina pineal y la
sintetizada en dicho oOrgano, la regulacion es totalmente diferente. Mientras que la
melatonina sintetizada en la gldndula pineal esta regulada por la liberacion de
noradrenalina controlada por el fotoperiodo, la biosintesis de melatonina en la retina
esta mediada por los receptores GABA, y en menor medida GABAg. Ademas, la luz
deprime la melatonina de la retina via receptores D1 y D4 (Zawilska y colbs., 1994;
Zawilska y Nowak, 1994; Zawilska y colbs., 2004). Existen diferencias también en su
metabolismo, ya que la melatonina de la retina es degradada mediante un proceso de
deacetilacion a S-metoxitriptamina (5-MT), un compuesto que puede ser convertido en
S5-metoxitriptofol (5-ML) o 4cido 5-metoxiindolacético (5-MIAA) (Hardeland R y
Fuhrberg, 1996; Hardeland R y colbs., 2007; Hardeland R y Poeggeler, 2007). Esta
melatonina de la retina, al igual que la mayoria de la melatonina extrapineal, no es
liberada a la circulacion, por lo que no puede ser degradada en el higado y, por tanto no

forma parte de la 6-sulfatoximelatonina urinaria.

Mientras que el ritmo circadiano es tipico de la glandula pineal y la retina, esto
no ocurre en la glandula de Harder, donde los cambios diurnos son casi inexistentes
(Buzzell y colbs., 1990; Djeridane y Touitou, 2001). Ademas, la melatonina no siempre
esta asociada a la oscuridad en vertebrados, ya que se observan variaciones en su

sintesis dentro de los ciclos sexuales y estacionales, relacionados con los cambios en las
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hormonas esteroideas (Buzzell y colbs., 1990; Menendez-Pelaez y colbs., 1991). Esas

fluctuaciones estan relacionadas con la reproduccion estacional.

En el resto de tejidos la ausencia de variaciones ritmicas en la sintesis de
melatonina tisular implica que existe una sefial diferente a la de transmision del
fotoperiodo. Ademas, los tejidos poseen mayores cantidades de melatonina que las
existentes en la circulacion, por lo que esta melatonina debe tener una funcion diferente
a la cronobidtica; ya que la melatonina posee una importante actividad antioxidante y
antinflamatoria, su papel en el tejido debe estar relacionada con una funcidon de
proteccion local (Hardeland, 2005; Hardeland R y Fuhrberg, 1996; Hardeland R y
Poeggeler, 2007; Hardeland y Pandi-Perumal, 2005; Tan y colbs., 2003; Reiter y colbs.,

2003; Acuna y colbs., 2011).

Uno de los aspectos mas llamativos de la melatonina extrapineal es que, aun
estando en concentraciones muy elevadas, no sale a la circulacion. Porqué no se libera
esta melatonina, una molécula anfipatica, a la sangre es algo no resuelto (Hardeland y
Pandi-Perumal, 2005; Hardeland y colbs., 2003; Hardeland, 2005). Una posible
respuesta es que la melatonina tisular se une a proteinas intracelulares (Hardeland R y
Poeggeler, 2007), como calmodulina y calreticulina (Macias y colbs., 2003) y/o
proteinas nucleares (Menendez-Pelaez y colbs., 1993), contribuyendo de esta manera al

almacenamiento de la melatonina en el interior celular.

La ausencia de ritmo en algunos tejidos también puede resolver otra paradoja,
porque el pico nocturno de melatonina ejerce un efecto protector en animales nocturnos
y diurnos, mientras que las especies activas de oxigeno y nitrogeno son
preferencialmente producidas durante las fases circadianas de la actividad motora y

neural. Si no se expresa con ritmicidad, la fase circadiana pierde su relevancia en la
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melatonina tisular, y solo la generacion de intermediarios reactivos llega a ser decisiva
para una fase de detoxificacion (Hardeland, 2005; Hardeland y colbs., 2003). En este
sentido, podria ser el estado redox intracelular el regulador principal de la produccion de

melatonina tisular.
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Hipotesis






Estudios preliminares han demostrado la presencia y sintesis de melatonina en una
amplia variedad de 6rganos y tejidos diferentes a la glandula pineal. Otros estudios han
observado una redistribucion de esta melatonina extrapineal en niicleo y mitocondria.
No obstante, no se conoce cual es el contenido real de melatonina extrapineal, si su
produccion cambia con la manipulacién del fotoperiodo, y si se afecta por la melatonina
exogena.

Por otro lado, se ha demostrado la presencia de receptores de membrana y
nucleares de melatonina en una amplia gama de tejidos y 6rganos, pero no se conoce si

su expresion sigue un ritmo circadiano, y si dicha expresion estd regulada por la

melatonina extrapineal.

Teniendo en cuenta estas dos premisas, nuestra hipotesis es que, si bien el
fotoperiodo parece no afectar a la produccion de melatonina extrapineal, la melatonina
circulante si podria tener un papel regulador en dicha sintesis, que podria estar
relacionado con los cambios en la expresion de los receptores de membrana y nucleares

de la indolamina.
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Objetivos






1°. Evaluar la distribucioén subcelular y la existencia de cambios diarios en el

contenido de melatonina en corteza cerebral e higado de rata.

2°. Determinar si la inhibicion de la produccion pineal de melatonina afecta a su

distribucién subcelular.

3°. Examinar si la expresion de los receptores de membrana (MT1 y MT2) y
nucleares (RORa) de melatonina en higado de rata sigue un patrén circadiano, y en su

caso si se afecta por la inhibicioén de la melatonina pineal.

4°, Evaluar si el contenido subcelular de melatonina y/o la expresion de sus

receptores se afecta por la administracion exdgena de melatonina.

43






Material y métodos






1. Grupos experimentales

Para realizar el presente estudio se han utilizado ratas Wistar macho,
proporcionadas por Harlan Laboratories (Barcelona, Espafia). Los animales se
mantuvieron bajo un fotoperiodo de 12:12 horas luz: oscuridad, a una temperatura de 22
+ 1° C y con libre acceso a comida y agua. Las ratas se estudiaron a la edad de tres
meses con un peso entre 220-250 gramos. Todos los experimentos se realizaron de

acuerdo a las guias espafiola y europea de cuidado de los animales.
Los animales se separaron en los siguientes grupos experimentales (6 ratas/grupo):

- Grupo control, con pinealectomia simulada (SPx).

- Grupo pinealectomizado (Px).

- Grupo expuesto a luz continua (CL) (Estas ratas fueron sometidas a luz continua
durante los cinco dias anteriores al experimento)

- Grupo tratado con luzindol (LZ).

2. Protocolo de estudio

Para el estudio de la distribucion subcelular de melatonina, los grupos SPx y Px

se sacrificaron a las siguientes horas:

8:00 12:00 16:00 20:00 24:00 2:00 4:.00 6:00

y v v y_ v v v

Durante el periodo nocturno, los animales se sacrificaron bajo una luz roja para

prevenir cualquier alteracion en la produccion endogena de melatonina.

Para evaluar la distribucion subcelular de la melatonina y el efecto de la
pinealectomia y la luz continua, los grupos SPx, Px y CL se trataron con melatonina a

las 08:00 (10 mg/kg) y se sacrificaron 2 y 4 horas después de la inyeccion. Ademas, se
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evalud el efecto dosis-dependiente de la administracion de melatonina exogena en su
distribucion subcelular mediante la inyeccion de la indolamina a dosis de 40, 100 y 200

mg/kg.

Asimismo, en los mismos grupos experimentales se determind la expresion de
los receptores de membrana MT1 Y MT2, y nucleares RORa. Otros grupos de ratas

SPx se trataron con luzindol media hora antes de los tratamientos anteriores (a las 7:30

h).

Para su uso, se prepard una solucion extemporanea de melatonina en 1,2-
propanodiol al 20% en suero salino y se administro intraperitonealmente. El luzindol se
disolvid en agua-etanol 1:2 (v/v) y se inyecto a una dosis de 4,5 mg/kg 30 minutos antes

de la administracion de melatonina.

Previo al uso de cloroformo como anestesia, se hizo un estudio preliminar para
valorar si ésta afectaba a las determinaciones posteriores de melatonina. Una vez
descartada cualquier interferencia, los animales se anestesiaron rutinariamente con
cloroformo, y se les extrajo sangre por puncion cardiaca. A continuacidn, se extrajeron
en frio el higado y cerebro, que se lavaron en suero fisiologico frio y se congelaron a -
80° C. La sangre se procesOd y separd en alicuotas de plasma y hematies, que se

congelaron a -80° C.

3. Fraccionamiento subcelular: Aislamiento de mitocondrias, citosol y

nacleos de higado y corteza cerebral

Tras la descongelacion de ambos tejidos, cerebro e higado, se lavan en su
correspondiente tampon de extraccion, tampdén A para el cerebro (10 mM Tris-HCI,

0,32 M sacarosa y | mM EDTA (k,), pH 7,4) y tampdn B para el higado (5 mM Hepes,
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250 mM manitol, 0,5 mM EGTA y 0,1% BSA, pH 7,4). A continuacién se trocea el
tejido mediante tijeras de diseccion, y se homogeniza en un homogenizador de teflon

(Stuart Scientific, mod SS2) a 800 rpm durante 15 segundos.

El cerebro se procesé de la siguiente forma: tras la homogenizacion en 1 mL
de tampon de extraccion, se centrifuga a 1.330 g durante 3 minutos (Beckman
Avanti™, rotor de angulo fijo F1010), se pasa el sobrenadante a otro tubo, y el pellet se
vuelve a centrifugar en las mismas condiciones. Ambos sobrenadantes se juntan y el
pellet se separa en frio para la extraccion de ndcleos (ver abajo). El sobrenadante se
centrifuga a 21.200 g durante 10 minutos, separando este segundo sobrenadante para la
extraccion del citosol (ver abajo). El pellet se resuspende en 850 uL de una solucion de
percoll al 15 % en tampon A. Se prepara un gradiente de densidad de percoll en tubos
de ultracentrifuga afiadiendo 1 mL de percoll al 40% en tampon A, a continuacién 1 mL
de percoll al 23% en tampén A y por ultimo se afiaden encima los 850 pL que
contenian resuspendida la muestra. Se centrifugan los tubos a 31.400 g durante 8
minutos (Beckman Coulter Optima'™ L-90k, rotor de angulo fijo 90 Ti). Se recoge la
banda localizada entre 23-40% de percoll y se pasa a un tubo eppendorf, donde se
completa hasta 1,5 mL con tampdn de extraccion y se centrifuga a 16.700 g durante 10
minutos. Se elimina el sobrenadante, se lava el pellet en 1 mL de tampoén de extraccion,
y se centrifuga de nuevo a 6.900 g durante 10 minutos. El pellet que corresponde a la

fraccion mitocondrial pura, se guarda a -80° C.

El pellet que se habia separado para la obtencion de nucleos se resuspende en 3
mL de tampén C (10 mM Tris-HCI, 3 mM CaCl,, 2 mM MgCl,, 0,5 mM dithiothreitol,
0,3 M sacarosa y 0,15% Triton X-100, pH 8), se vierte en un tubo de centrifuga
conteniendo 3 mL de tampo6n D (10 mM Tris-HCI, 3 mM CaCl,, 2 mM MgCl,, 0,5 mM

dithiothreitol, 0,4 M sacarosa y 0,15% Triton X-100, pH 8) y se centrifuga a 2.500 g
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durante 10 minutos. Se elimina el sobrenadante y se resuspende el pellet en 1 mL de
tampon C, centrifugando de nuevo a 2.500 g durante 10 minutos. El pellet obtenido se

guarda a -80° C.

El sobrenadante guardado para obtener citosol se centrifuga a 100.000 g durante
1 hora (Beckman Coulter Optima'™ L-90k, rotor de angulo fijo 90 Ti). El sobrenadante

obtenido, que corresponde a la fraccion citosolica pura se guarda a -80° C.

En el caso del higado, el procesamiento se realizd de la manera siguiente: tras
homogenizar el tejido en 6 mL de tampon B, se centrifuga a 600 g durante 5 minutos
(Beckman Avanti™ 30, rotor de angulo fijo F1010). El sobrenadante obtenido se pasa a
otro tubo, se lava el pellet con otros 6 mL de tampon B, y se centrifuga de nuevo bajo
las mismas condiciones. Este segundo pellet se separa en frio para la extraccion de
nucleos (ver abajo), mientras que el sobrenadante se junta con el obtenido en la primera
centrifugacion en otro tubo, y se centrifuga a 10.300 g durante 10 minutos. El
sobrenadante procedente de esta nueva centrifugacion se destina a la obtencion del
citosol (ver abajo) y se mantiene en frio. El pellet se resuspende en 500 puL de tampén B
y se pasa a otro tubo conteniendo 1.400 uL de tampoén E (manitol 225 mM, EGTA
ImM, Hepes 25 mM y BSA 0,1%, pH 7,4) y 600 uL de percoll. La mezcla se centrifuga
a 95.000 g durante 30 minutos (Beckman Coulter Optima™ L-90k, rotor de angulo fijo
90 Ti). Se recoge la fraccion mitocondrial pura, situada entre el tampon E y el percoll y,
tras resuspenderla en tampon B, se centrifuga a 10.300 g durante 10 minutos (centrifuga
Beckman Avanti'™ 30, rotor de angulo fijo F3602). Se separa el sobrenadante, se
resuspende de nuevo en el mismo volumen de tampdn B, se centrifuga a 6.300 g durante

10 minutos, y se obtiene el pellet de mitocondrias que se congela a -80° C.
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El pellet que se habia separado para la obtencion de nucleos se resuspende en 3
mL de tampén C (10 mM Tris-HCI, 3 mM CaCl,, 2 mM MgCl,, 0,5 mM dithiothreitol,
0,3 M sacarosa y 0,15% Triton X-100, pH 8), se deposita en 3 mL de tampo6én D (10 mM
Tris-HCI, 3 mM CaCl,, 2 mM MgCl,, 0,5 mM dithiothreitol, 0,4 M sacarosa y 0,15%
Triton X-100, pH 8) y se centrifuga a 2.500 g durante 10 minutos. Se elimina el
sobrenadante y el pellet se resuspende en 1 mL de tampoén C, volviéndose a centrifugar

a 2.500 g durante 10 minutos. El pellet asi obtenido se guarda a -80° C.

El sobrenadante guardado para obtener citosol se centrifuga a 100.000 g durante
1 hora (Beckman Coulter Optima™™ L-90k, rotor de angulo fijo 90 Ti). El sobrenadante

obtenido, que corresponde a la fraccion citosolica pura se guarda a -80° C.
4. Aislamiento de membranas de higado y corteza cerebral

Una vez descongelado el tejido, se tritura con unas tijeras de diseccion y se lava
3 veces en 1 mM NaHCOs;. La mezcla se homogeniza en un homogenizador de teflon
(Stuart Scientific, mod SS2) a 800 rpm durante 15 segundos en 2,7 mL de 1 mM
NaHCOs. El homogenado se centrifuga a 1.500 g durante 15 minutos (Beckman
Avanti™ 30, rotor de angulo fijo F1010). Tras eliminar el sobrenadante, el pellet se
resuspende en una solucion de sacarosa 71% (p/v) en 10 mM Tris-HCI, pH 7,6, y se
agita durante 15 minutos a 4° C en un agitador de balanceo. Se trasfiere a 4 tubos y se
anade muy lentamente con una jeringa una capa de sacarosa 53% en 10 mM Tris-HCI,
otra capa de sacarosa 42% en 10 mM Tris-HCI y una tercera capa de sacarosa 0,25 M.
Se centrifuga la mezcla a 100.000 g durante 60 minutos (Beckman Coulter Optima™ L-
90k, rotor de angulo fijo 90 Ti) y se recoge la banda entre 42 y 53% en Tris-HCI 10
mM, la cual corresponde a la fraccion de membranas celulares, congelandose a -80 °C

hasta su uso (Meier y colbs., 1984).
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5. Extraccion de melatonina en plasma y tejido y medida de melatonina

por HPLC.

La extraccion de melatonina en plasma y tejido tiene el mismo fundamento pero

difiere en varios aspectos.

5.1. Extraccion de melatonina en plasma

Tras descongelar el plasma, se mezclan 500 pL de éste con 1 mL de cloroformo,
se agita durante 1 minuto (Thermomixer confort, Eppendorf A G, 22331, Hamburgo,
Alemania) y se centrifuga a 9.760 g durante un minuto (Beckman Avanti'™ 30, rotor de
angulo fijo F3602). Desechamos la parte superior (acuosa). La fraccion orgénica,
inferior, se lava con 500 uL de tampoén bicarbonato (50 mM NaHCOs;, pH 10,25) dos
veces. Se elimina la parte acuosa y se evaporan 500 pL de la parte organica (SPD 2010

SpeedVac System, Fisher Scientific). El extracto seco se congela a -80° C.

5.2 Extraccion de melatonina en tejido

Para todas las fracciones celulares se sigue el mismo procedimiento.

Una vez descongeladas dichas fracciones se homogenizan en 600 puL de PBS
(0,01 M fosfato potasico, 0,15 M NaCl, pH 7.4) y se sonican. Se centrifugan durante 10
minutos a 3.000 g (Beckman Avanti'™ 30, rotor de angulo fijo F3602), y se recoge el
sobrenadante en dos fracciones: un pequefio volumen para cuantificar proteinas, y el
resto para cuantificar melatonina. De esta ultima se toman 500 pL y se afade 1 mL de
cloroformo, agitandose durante 20 minutos (Thermomixer confort, Eppendorf A G,
22331, Hamburgo, Alemania). Se centrifuga la mezcla a 9.000 g durante 10 minutos,
elimindndose la parte acuosa superior. La fraccion inferior (organica) se lava dos veces
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con tampon carbonato (50 mM H,CO3/NaHCOs, pH 10,25). Del tltimo lavado se toman
500 uL de la fase organica y se evaporan (SPD 2010 SpeedVac® System). El extracto

seco obtenido se congela a -80° C.

5.3 Cuantificacion de melatonina por HPLC

La medida de melatonina en plasma y tejido se realiz6 mediante HPLC con
deteccion por fluorescencia (Shimadzu). Se utilizé una columna Waters Sunfire C18 5
um de 4,6 x 150 mm (Waters Cromatografia SA, Cerdafola, Espafa). Tras estabilizar la
columna con la fase movil, se procedio a inyectar las muestras (20 pL). La fase movil
utilizada estd compuesta por 100 mM NaH,PO,, 0,1 mM EDTA-Na, y acetonitrilo al
25%, pH 5,2, permaneciendo el flujo constante a una velocidad de 1 mL/min. La
deteccion de fluorescencia se realizd a una onda de excitacion y emision de 285 y 345

nm, respectivamente. Como estandar interno se us6 5-fluoro-triptamina.

Para el célculo de las concentraciones de las muestras se us6 una curva estandar
con las siguientes concentraciones conocidas de melatonina: 4,45, 8,9, 17,9, 35,9, 71,6,
143,2 ng/L. El éarea del pico de melatonina es directamente proporcional a la
concentracion de la muestra, que se interpolan en la curva patrén para asi obtener la

concentracion de melatonina de la muestra.

6. Preparacion de las muestras para el andlisis del contenido de proteina
de los receptores MT1, MT2 y RORa por western blot.

6.1. Preparacion de nucleos y homogenado

Una vez descongelado el tejido se lava en solucion salina. Se tritura mediante

tijeras de diseccion y se homogeniza en un homogenizador de teflon (Stuart Scientific,
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mod SS2) a 800 rpm durante 15 segundos, en 2 mL de PBS/PIB (PBS 1x, pH 7.4,
tampon inhibidor de fosfatasas conteniendo 125 mM NaF, 250 mM B-glicerolfosfato,
250 mM p-nitrofenil fosfato, 25 mM NaVOs3). Se centrifuga a 300 g durante 15 minutos
(Beckman Avanti'™ 30, rotor de angulo fijo F1010) y se guarda el sobrenadante a -80
°C para el posterior analisis por western blot de MT1, MT2 y RORa. El pellet se
resuspende en 1 mL de tampon hipotonico (20 mM HEPES, 5 mM NaF, 0,5 NaMoOy y
0,1 mM EDTA, pH 7,5) y se incuba durante 15 minutos a 4° C. A continuacién se
afiaden 50 mL de IGEPAL 10% y se agita la mezcla durante 10 segundos. Se centrifuga
a 1.4000 g (Beckman Avanti'™ 30, rotor de angulo fijo F1010) durante 1 minuto, se
elimina el sobrenadante, y se resuspende el pellet en 200 uL de tampoén de lisis (20 mM
HEPES, 420 mM NaCl, 1,5 mM MgCl, 0,2 mM EDTA, 20 mM NaF, glicerol 20%, 0,5
mM DTT, 1 pg/mL leupeptina y 0,2 mM PMSF, pH 7,9) (los 3 Gltimos componentes se
afiaden al tampoén en el momento de la extraccion), procediéndose entonces a la
incubacion de las muestras a 4° C durante 30 minutos en agitaciéon constante. A
continuacion se centrifuga a 14.000 g durante 10 minutos y el sobrenadante, que se
corresponde a la fraccidén nuclear, se alicuota y congela a - 80 °C, para el western blot de

RORa..

6.2. Western-Blot de RORa.

Tras medir proteinas, las muestras se trataron con 2,5% SDS, 5% -
mercaptoetanol y 0,01% de azul de bromofenol; se calent6 la mezcla a 99° C durante 5

minutos, y se incubd otros 5 minutos a 4° C.

Para realizar el western blot de RORa en las fracciones citosdlica y nuclear, se

cargaron 15 pg de proteinas en 4 pL (3,75 mg/mL) por muestra, y se aplicaron en un gel
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de poliacrilamida al 7,5% SDS-PAGE La electroforesis se realizé bajo las condiciones
siguientes: paso 1.1: 250 V, 10 mA, 3 W, 15 °C, 1vh; paso 1.2: 250 V, 1 mA, 3 W, 15
°C, 1 vh; paso 1.3: 250 V, 10 mA, 3 W, 15 °C, 60 vh. Una vez finalizada, las proteinas
se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Hybond™-ECL™ nitrocellulose
membrane, GH Healthcare Europe GmbH, Barcelona, Espafia). Tanto la electroforesis
como la transferencia se realizaron en el equipo Phastsystem (Phastsystem™ de GE
Healthcare, Europe GmbH, Barcelona, Espafa). Tras la transferencia, la membrana se
bloqued durante 4 horas a temperatura ambiente en tampén de bloqueo PBS-T (0,01 M
fosfato potasico, 0,15 M NaCl, pH 7,4/0,01% Tween) mas 5% de BSA. A continuacion,
se incubd toda la noche a 4° C en agitacion constante con el anticuerpo primario (sc-
28612, Santa Cruz Biotechnology, Inc, California, USA, representado en Espafia por
Quimigen SL, Madrid). Tras la retirada del anticuerpo primario, se lavé la membrana 3
veces con PBS-T durante 10 minutos y se incub6 1 hora con el anticuerpo secundario
(anti-rabbit 31460, Thermo Fisher Scientific GmbH, Barcelona, Espafa). Se volvié a
lavar 3 veces con PBS-T durante 10 minutos y se afiadid6 el reactivo de
quimioluminiscencia (34075 Super Signal ® West Dura, Thermo Fisher Scientific) para

revelar la membrana.

6.3. Western blot de MT1y MT2

Una vez descongelado el homogenizado se le anade un coctel de inhibidores de
proteasas compuesto por leupeptina, PMSF y DTT. Tras la medida de proteinas, dicho
homogenizado se trato con 2,5% SDS, 5% p-mercaptoetanol y 0,01% azul de

bromofenol, se calent6 a 99° C durante 5 minutos, y se incub6 a 4° C durante 5 minutos.

Para realizar los western-blots de MT1 y MT2 se cargaron 5 mg/mL de
proteinas por muestra y se realizd la electroforesis en gel de poliacrilamida al 10%
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(CriterionTM Cell, Bio-Rad Laboratories, Madrid, Espafia) transfiriéndose (Criterion
Blotter, Bio-Rad Laboratories, Madrid, Espaia) posteriormente a una membrana de
nitrocelulosa (Hybond ™-ECL™ Nitrocellulose membrane, GH Healthcare). Se bloqued
durante 2,5 horas a temperatura ambiente en 5% PBS-T BSA y se incub6 toda la noche
en agitacion constante con el anticuerpo primario (sc-13186 para MT1 y sc-13177 para
MT?2, Santa Cruz Biotechnology Inc.). Al dia siguiente se lavo la membrana con PBS-T
3 veces durante 10 minutos, y se incubd con el anticuerpo secundario (anti-goat sc-
2020, Santa Cruz Biotechnology Inc.) durante 1 hora a temperatura ambiente. Se lava 3
veces con PBS-T durante 10 minutos, y se afade el reactivo de quimioluminiscencia

(RPN 2232 GE Healthcare).

La cuantificacion de las bandas de proteinas obtenidas se realiz6 mediante el
equipo Kodak Image Station 2000R (Carestream Molecular Imaging, Connecticut,

USA, representado en Espafia por Bionova Cientifica SL, Madrid).
7. Extraccion de RNA y medida por RT-PCR

7.1. Extraccion de RNA

La extraccion se realiza mediante el kit comercial: Real Total ARN Spin Plus

(Durviz SL, Valencia, Espaia), siguiéndose el protocolo descrito por la casa comercial.

Se afiaden 350 uL de solucion de lisis y 3,5 pL de B-mercaptoetanol al tejido
(hasta 30 mg de tejido), y se homogeniza la mezcla en un homogeneizador (Dispomix®
System, Medic Tools AG, Liissiweg 8, Zug, Suiza) a 2.000 rpm durante 3 ciclos de 10
segundos. A continuacion, se centrifuga a 2.500 g durante un minuto y el sobrenadante
obtenido se deposita en una columna de filtracion, centrifugandose a 11.000 g durante

un minuto. El lisado se transfiere a un nuevo tubo de centrifuga, donde se anadirdn 350
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uL de etanol al 70%, procediéndose a la mezcla por agitacion en vortex. Esta mezcla se
deposita en una columna de unién a RNA y se centrifuga a 8.000 g durante 30
segundos. Seguidamente, se afiaden 350 uL de tampon de desalado de membrana y se
centrifuga a 11.000 g durante 1 minuto para secar la membrana. A continuacion, se
prepara la mezcla de reaccién en un microtubo estéril, donde se mezclan 10 uL de
DNasa [ y 90 uL de tampodn de reaccion de DNasa 1. Se aplican 95 uL de la mezcla de
reaccion de la DNasa directamente en el centro de la membrana de silica de la columna
y se incuba a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se afiaden 200 pL de solucidon
STOP/DNasa I a la columna y se centrifuga a 8.000 g durante 30 segundos, colocandose
la columna en un nuevo tubo de recoleccion. A continuacion, se afiaden 600 pL de
solucion de lavado a la columna y se centrifuga a 8.000 g durante 30 segundos. Se
desecha el contenido del tubo de recoleccion y se afiaden 250 pL de la solucion de
lavado y se centrifuga 2 minutos a 11.000 g para secar completamente la columna. Se
coloca la columna en un microtubo de 1,5 mL y se afiaden 60 uL de agua libre de
nucleasas, incubandose 1 minuto a temperatura ambiente. Por ultimo, se centrifuga a
11.000 g durante 1 minuto. Una vez obtenido el ARN se cuantifica en el NanoDrop
(NanoDrop ND-1000 V3.5.2, NanoDrop Technologies, Montchanin, DE, USA) y se

alicuota, guardandolo a -80° C para la realizacion de la RT-PCR.

7.2. RT-PCR

La RT-PCR se llevo a cabo con el kit Mesa Green qRT-PCR MasterMix Plus for
SYBR (Eurogentec, Seraing, Liége, Bélgica). Las secuencias de los primers usados en
la PCR se indican en la tabla 1 y se obtuvieron mediante el software Beacon Designer

version 4.0 (Premier Biosoft Int., Palo Alto, CA, USA).
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Tabla 1: Secuencias de los primers usados para las PCRs de MT1, MT2 y RORa, asi
como del GAPDH

Genes Secuencias de los primers
MT1 forward AGC CCT CTC CACTAA TAA CC
MT1 backward ACC CTG TAT CACTTG TTT GC
MT2 forward GTG TCATTG GCT CTG TCT TC
MT2 backward CAG TAT CCATAT TCG CAG GTA G
RORa forward CGA GGT ATC TCA GTC ACG AAG
RORa backward GCC GAG GAC AGG AGT AGG
GAPDH forward GGC ACA GTC AAG GCT GAG AAT
GAPDH backward ATG GTG GTG AAG ACG CCA GTA

Cada una de las PCRs se realiz6 segun las condiciones descritas en la tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de PCR para MT1, MT2 y RORa

Reactivo MT1 MT2 RORa
Mesa Green 12,5 uL. 12,5 uL 12,5 uL
Enzima bloqueante 0,125 pL 0,125 pL 0,125 pL

Primers forward 2 uL (0,4 uM) | 2,5 uL (0,2 uM) | 2,5 uL (0,1 uM)

Primers backward 2 uL (0,4 uM) | 2,5 uL (0,2 uM) | 2,5 uL (0,1 uM)

Agua libre de nucleasas 3,375 uL 2,375 uL 2,375 uL

Muestra (RNA) 5uL (100 ng) | 5 uL (150 ng) 5 uL (200 ng)
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El programa de ciclos a los que se sometieron las muestras de RNA se muestran en la

tabla 3.

Tabla 3. Programa de ciclos de RT-PCR

N° de Ciclos Etapa Duracion | Temperatura
1 Retrotranscripcion 30 min 48° C
1 Desnaturalizacion 5 min 95°C
15s 95°C
1 min 60° C
40 Replicacion del ADN
1 min 72°C

El andlisis de los receptores de melatonina se realizé mediante PCR a tiempo
real en el equipo Stratagene 3005P (Stratagene, La Jolla, CA, USA) y con el software

de analisis MxPro™ QPCR Software version 4,10 (Stratagene, La Jolla CA, USA).

8. Determinacion de proteinas

Para esta determinacion se us6 el método de Bradford (Bradford, 1976). El
analisis se realiza mediante un colorante hidrofobico que, en presencia de 4cido
fosforico muestra un color pardo pero que en un entorno hidrofébico, vira a un color
azul intenso que es proporcional a la cantidad de proteina presente y se puede medir
espectrofotométricamente. Este método depende de la interaccion relativamente
inespecifica del colorante hidrofobico y las proteinas. Para determinar la concentracion
de proteina total presente en una muestra se construye una curva estandar empleando
albumina bovina de suero disuelta en Tris 20 mM a concentraciones entre 0,1 y 0,5
mg/mL.
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En los respectivos pocillos de una microplaca se depositan 10 pL. de tampon
(blanco), 10 uL de cada concentracion de la curva patron, y 10 uL de cada muestra y se
afiaden 200 pL del reactivo de Bradford (dilucion 1/5); se agita la placa y se deja en
reposo durante 15 minutos. A continuacion se mide la absorbancia en un
espectrofotometro de placa (Power-Wavex Microplate Scanning Spectrophotometer,
BioTek Winooski, USA, representado en Espana por Izasa, Barcelona) a 595 nm, y los

resultados se expresan en mg/mL.

9. Analisis estadistico

Los datos se expresan como la media + error estdndar. Se ha realizado un
analisis de la varianza de una via (ANOVA), seguido de un test de comparacion
multiple Tukey. El andlisis de cosinor se realizd mediante el software Time Series
Analysis-Seriel Cosinor 6,3 Lab View software (TSASC 6,3, Expert Soft Technologie
Inc, BioMedical Computing and Applied Statistics Laboratory, Esvres, France). Se

considero un valor de P < 0,05 estadisticamente significativo.
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Resultados






1. Resultados de la distribucion subcelular de melatonina.
Los resultados de este apartado corresponden al trabajo n° 1:

Venegas C, Garcia JA, Escames G, Ortiz F, Lépez A, Doerrier C, Garcia-Corzo L,
Lopez LC, Reiter RJ, Acuiia-Castroviejo D. Extrapineal melatonin: analysis of its
celular distribution and daily fluctuations. J Pineal Res 2012; 52: 217-227. Factor
de Impacto: 5.855; Areas: Physiology — Neurosciences — Endocrinology &
Metabolism; Poscion/area: 5/77 —27/237 — 15/116.

En este trabajo se ha analizado la distribucion subcelular de melatonina en
corteza cerebral e higado de rata, con el fin de obtener informacién acerca de sus niveles

y regulacion. Los resultados mas relevantes se indican a continuacion:

La figura 9 muestra los valores del contenido subcelular de melatonina en la
corteza cerebral de la rata a lo largo de las 24 hr. Aunque existen ciertas oscilaciones a
lo largo del dia, el analisis de cosinor no revelo la existencia de un ritmo circadiano en
este tejido. Los mayores niveles de melatonina se encontraron en mitocondria, seguido
de membrana, nucleo y citosol, donde el contenido es muy bajo. En general, la
pinealectomia produce un aumento del contenido de melatonina en las fracciones

mencionadas, principalmente en membranas (P < 0,001).
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Figura 9: Niveles subcelulares de melatonina en membrana, citosol, mitocondria y nucleo de corteza
cerebral a lo largo de 24 horas en los grupos SPx y Px. Las ratas se mantuvieron bajo un fotoperiodo de
12:12 luz/oscuridad y se sacrificaron a las horas indicadas. La barra negra indica el periodo nocturno. **P

< 0,01 and ***P < 0,001 vs SPx.

En higado de rata, la distribucion subcelular de melatonina a lo largo de las 24
horas tampoco se ajusto a un ritmo circadiano (figura 10). En este 6rgano, el contenido
de melatonina fue mayor en membranas, seguido de la fraccion mitocondrial, nuclear y
citosolica. Al igual que ocurria en la corteza cerebral, los niveles mas bajos de
melatonina se detectaron a nivel citosolico. La pinealectomia, produjo un aumento en la
concentracion subcelular de melatonina, principalmente en membrana, citosol y nucleo

(P <0,001), y en menor medida a nivel mitocondrial.
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Figura 10: Niveles subcelulares de melatonina en membrana, citosol, mitocondria y nicleo de higado a
lo largo de 24 horas en los grupos SPx y Px. Las ratas se mantuvieron bajo un fotoperiodo 12:12
luz/oscuridad y se sacrificaron a las horas indicadas. La barra negra indica el periodo nocturno. *P < 0,5,

**P < (0,01 and ***P < 0,001 vs SPx.

Las medias de los niveles de melatonina en ambos tejidos durante el periodo de

24 h en las diferentes fracciones celulares se muestran en la tabla 4.
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Tabla 4. Media de las concentraciones de melatonina durante 24 hr en las fracciones

estudiadas.
Tejido SPx Px
Cerebro
Membranas 48,01 £ 3,27 176,09 £ 5,77%%*
Citosol 6,27+0,9 6,46 + 0,52
Mitocondria 207 £25,3 216 £ 10,6
Nucleo 13,31 +£0,91 20,31 £ 0,25%**
Higado
Membranas 37,76 £ 2,09 132,38 + 6,58%%**
Citosol 1,09 £ 0,03 7,67 + 0,5%%*
Mitocondria 14,57 + 2,08 18,14 £ 0,52
Nucleo 12,36 + 0,32 23,64 + 0,68%**

Los datos estan expresados como la media = SEM. ***P < 0,001 vs. SPx.

En la figura 11 se muestran los niveles de melatonina presentes en la corteza
cerebral en los grupos SPx, Px, CL, tratados con vehiculo o melatonina, y en el grupo
Lz. En todos los casos, las barras individuales muestran los niveles de melatonina
medidos a las 12:00 hr, dos horas después de la administracion de melatonina o
vehiculo. La pinealectomia (P < 0,001) y, en menor medida, la luz continua (P < 0,01),
elevan los niveles de melatonina en membranas, pero no en el resto de las fracciones

subcelulares. Después de la administracion de 10 mg/kg de melatonina, los niveles de
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melatonina aumentaron significativamente en SPx, CL, y, especialmente, en ratas
pinealectomizadas (P < 0,001), mientras el pretratamiento con Lz no alter6 los niveles
de melatonina. Tras el tratamiento con vehiculo, la pinealectomia y la luz continua no
provocaron cambios significativos en el contenido de melatonina a nivel citosoélico, si
bien el patron de dichos cambios fue similar al visto en membranas. Ambas condiciones
experimentales tampoco modificaron los niveles de melatonina en mitocondria ni en
nucleo. El tratamiento con melatonina aumenté notablemente los niveles subcelulares
de esta indolamina, siendo el comportamiento de cada grupo experimental (SPx, Px, CL

y Lz) similar al observado en el grupo tratado con vehiculo (P < 0,001).
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Figura 11: Efectos de la pinealectomia, luz continua o tratamiento con luzindol en la distribucion
subcelular de melatonina en corteza cerebral. Las ratas se sacrificaron a las 12 hr e inyectadas con
melatonina o vehiculo 2 hr antes del sacrificio. *P < 0,05 y ***P < 0,001 vs SPx; P < 0,05 "P < 0,001

vs grupos con vehiculo; P < 0,001 vs Px.

En la figura 12 se representan los cambios en los niveles de melatonina en

higado en los grupos SPx, Px, CL, administrados con vehiculo o melatonina, y Lz y
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melatonina. La pinealectomia y la luz continua incrementaron los niveles de melatonina
en membranas y citosol, mientras que los niveles de melatonina en nucleo so6lo se vieron
aumentados tras la pinealectomia (P < 0,05). La administracion de melatonina (10
mg/kg) elevo sus niveles subcelulares en todos los grupos (P < 0,001), mientras que el

pretratamiento con luzindol (LZ) no mostrd ningtn efecto.
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Figura 12: Efectos de la pinealectomia, luz continua o tratamiento con luzindol en la distribucién
subcelular de melatonina en corteza cerebral. Las ratas fueron sacrificadas a las 12 hr e inyectadas con
melatonina o vehiculo 2 hr antes del sacrificio. *P < 0,05 y ***P < 0,001 vs SPx; P < 0,05 y P <

0,001 vs grupos con vehiculo; $p < 0,001 vs Px.

A las 4 horas de la administracion de melatonina, los niveles subcelulares de ésta
se vieron afectados de forma similar a lo expuesto para corteza cerebral e higado (Tabla
5). Los datos representan los niveles de melatonina a las 12:00 hr. En este caso, los

animales se inyectaron a las 8:00 hr y se sacrificaron 4 horas mas tarde.
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Tabla 5. Distribucion subcelular de melatonina 4 hr después de la inyeccion intraperitoneal de 10 mg/kg de melatonina

Melatonina
SPx Px CL SPx Px CL

Cerebro

Membranas 40,84 £5,66 177,77+12,42  87,60+5,42 12434+£327 193,85+4,83 149,92 +5,97

Citosol 6,88 +1,11 10,17 +£1,55 7,39 £ 0,77 9,09 + 0,57 11,30 £ 0,40 8,78 +£0,43

Mitocondria 202 + 34,8 242 +£20,4 237+ 15,3 311 +6,1 315+4,3 328 +£13,7

Nucleo 17,42 + 1,92 20,22+ 1,74 19,55 + 2,87 46,34 £2,38 59,31 £2,69 59,83 +£3,98
Higado

Membranas 41,80 + 3,81 107,99 +5,13 11438 +£3,10 75,62+2,79 134,46+4,08 129,07 +4,02

Citosol 1,15+0,13 7,02 +0,91 4,80+ 0,51 4,26 + 0,20 9,90 + 0,61 5,65+0,31

Mitocondria 17,55 + 5,99 16,11 1,07 20,39 + 3,18 39,97+ 1,73 49,32 £2,63 42,32 +2,59

Nucleo 12,58 1,21 25,67+ 1,58 17,72 £2,04 24,96 + 1,86 36,01 + 1,84 38,68 + 3,88

Los valores estan expresados como la media = S.E.M.
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La figura 13 muestra el efecto dosis-respuesta en corteza cerebral de rata tras la
inyeccion de 0, 10, 40,100 y 200 mg/kg de melatonina. La melatonina se administrd a
las 08:00 hr, sacrificindose las ratas 4 horas después. Tanto las membranas celulares
como el citosol muestran un aumento dosis-dependiente de melatonina. La
administracion de 10 mg/kg de melatonina eleva significativamente su contenido en
membranas (P < 0,01), mitocondria (P < 0,05) y nacleo (P < 0,001), con cambios
menores en su concentracion citosolica. Dosis mayores de melatonina aumentan
paralelamente sus concentraciones en la membrana y citosol, aunque las
concentraciones en ¢éste son unas 10 veces inferiores a las de la membrana.
Mitocondrias y ntcleo también muestran un aumento dosis-dependiente de los niveles
de melatonina, saturandose a la dosis de 40 mg/kg, y dosis superiores ya no elevan su

contenido en dichas fracciones (P < 0,001).
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Figura 13: Distribucion dosis-dependiente de melatonina en corteza cerebral de rata. Los animales
controles fueron inyectados con vehiculo (0) o 10, 40, 100 y 200 mg/kg de melatonina a las 8:00 hr y

sacrificados 4 hr después. *P < 0,05, **P < 0,01 y ***P < 0,001 vs 0.

En la figura 14 se observa el efecto dosis-respuesta en higado de rata tras la
inyeccion de distintas dosis de melatonina (0, 10, 40,100 y 200 mg/kg). La melatonina
se administro a las 08:00 hr y las ratas se sacrificaron 4 horas después. De forma similar
a lo comentado para la corteza cerebral, se observa un aumento dosis-dependiente de
melatonina que aumenta sus niveles en la membrana unas 10 veces mas que en el
citosol. Asimismo, las fracciones mitocondriales y nucleares se saturan a partir de 40

mg/kg.
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Figura 14: Distribucion dosis-dependiente de melatonina en corteza cerebral de rata. Los animales
controles fueron inyectados con vehiculo (0) o 10, 40, 100 y 200 mg/kg de melatonina a las 8:00 hr y

sacrificados 4 hr después. *P < 0,05 y ***P < 0,001 vs 0.
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2. Resultados de la distribucion de receptores de melatonina.
Los resultados de este apartado corresponden al trabajo n°® 2:

Venegas C, Garcia JA, Doerrier C, Volt H, Escames G, Lopez LC, Reiter RJ,
Acufia-Castroviejo D. Analysis of the daily changes of melatonin receptors in rat
liver. J Pineal Res 2012, doi: 10.1111/jpi.12019. Factor de Impacto: 5.794; Areas:
Physiology — Neurosciences — Endocrynology & Metabolism; Posicion/area: 5/77 —

27/237 - 15/116.

En este trabajo se ha analizado la presencia y distribucién de los receptores de
membrana (MT1/MT2) y nucleares (RORa) de melatonina en higado de rata, en el
mismo modelo experimental que el utilizado en el trabajo anteriormente expuesto, con
la intencion de correlacionar los cambios en el contenido subcelular de melatonina a lo
largo del dia con los de sus receptores. Los resultados mds relevantes se indican a

continuacion:

La figura 15 muestra la expresion de mRNA y el contenido de proteina del
receptor MT1 a lo largo de las 24 hr en higado de ratas SPx y Px. El analisis de cosinor
muestra que la distribucion de MT1 en el grupo SPx se ajusta a un ritmo circadiano, con
una acrofase a las 4:01 + 0,05 hr para el mRNA y a las 5:17 £ 0,5 para la proteina MT1

(Tabla 6) (P < 0,001), mientras que la pinealectomia suprime totalmente dicho ritmo.
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Figura 15: Distribucion de los niveles de mRNA y densidad de MT1 en ratas SPx y Px a lo largo de 24
hr. Las ratas se mantuvieron en un ciclo de 12:12 luz/oscuridad y se sacrificaron a las horas indicadas.

**P < (0,01 and ***P < 0,001 vs SPx.

En la figura 16 se observan los resultados de los niveles de mRNA y proteina
durante 24 hr en higado de rata en los grupos SPx y Px del receptor de membrana MT2.
De forma similar a lo observado para el receptor MT1, nuestros resultados muestran la

existencia de ritmo circadiano en el grupo SPx con su acrofase a las 4:02 + 0,08 hr para
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el mRNA, y una acrofase a las 5:10 = 0,07 hr para la proteina MT2, mientras la

pinealectomia suprime también este ritmo.
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Figura 16: Distribucion de los niveles de mRNA y densidad de MT2 en ratas SPx y Px a lo largo de 24

hr. Las ratas se mantuvieron en un ciclo de 12:12 luz/oscuridad y se sacrificaron a las horas indicadas.

**#P < 0,001 vs SPx.
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La figura 17 muestra la distribucion a lo largo de 24 hr de los niveles de mRNA,
asi como los de la proteina en el nucleo y el citosol del receptor nuclear RORa en
higado de rata. El grupo SPx muestra oscilaciones diarias que se ajustan a un ritmo
circadiano segin el analisis de cosinor, para el contenido citosolico y nuclear del
receptor, que presentan unas acrofases a las 13:45 hr y 1:28 hr respectivamente. En las
ratas SPx, las oscilaciones de la expresion de mRNA no presentan un ritmo circadiano
significativo. La pinealectomia aumenta tanto la expresion del mRNA del receptor
RORa como el contenido de la proteina, que se ajustan a un ritmo circadiano tras el
analisis de cosinor con acrofases a las 3:32 + 0,1 hr para el mRNA, 6:14 £ 0,08 hr para

el contenido de la proteina en citosol, y 2:16 + 0,06 hr para el nuclear.
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Figura 17: Distribucion de los niveles de mRNA y densidad proteica en

el ritmo de esos receptores.

SP.
SPx X

Px
Px

las fracciones nuclear y

citosdlica de RORa en ratas SPx y Px a lo largo de 24 hr. Las ratas se mantuvieron en un ciclo de 12:12

luz/oscuridad y se sacrificaron a las horas indicadas. *P < 0,5, **P < 0,01 and ***P < 0,001 vs SPx.

Los resultados completos del analisis de cosinor de los receptores MT1, MT2 y
RORa, se presentan en la tabla 6. Pueden observarse los valores de acrofase, amplitud y
mesor de todos los ritmos estudiados. No se representan los correspondientes a MT1 y

MT?2 en los animales pinealectomizados ya que la Px hace desaparecer completamente
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Tabla 6. Analisis de Cosinor de mRNA y proteinas de los receptores de melatonina

MTI1, MT2, y RORa en higado de rata.

Receptor Acrofase Amplitud Mesor Significance
MT1 mRNA

SPx 4:01 £ 0,05 8,80 + 0,09 9,69 = 0,65 P <0,001
MT]1 proteina

SPx 5:17+0,5 0,37+ 0,07 1.12+0,05 P <0,001
MT2 mRNA

SPx 4:02 + 0,08 0,45+0,1 1,11 £0,06 P <0,001
MT?2 proteina

SPx 5:10 £ 0,07 0,40 £ 0,07 1,22 £0,05 P <0,001
RORao mRNA

SPx 1:28 £ 0,03 0,12+ 0,07 0,94 £ 0,05 n.s.
Px 3:32+0,1 0,59 + 0,01 1,11 +0,08 P <0,001
RORa proteina  (nucleo)

SPx 1:28 £ 0,04 0,39+ 0,04 1,28 £0,03 P <0,01
Px 2:16 £ 0,06 0,75+ 0,06 1,47 £ 0,04 P <0,01
RORa proteina  (citosol)

SPx 13:45 £ 0,02 0,45+ 0,02 0,66 + 0,03 P <0.05
Px 6:14 + 0,08 0,37 0,05 1,28 £ 0,04 n.s.

La acrofase se expresa como horas:minutos.

En la figura 18 se muestran los cambios en los niveles de mRNA y proteina de

los receptores MT1 y MT2 en los grupos SPx y Px (inyectados con vehiculo o
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melatonina) y el grupo tratado con Lz. Los niveles de expresion y proteina se midieron a

las 12:00 hr, 4 hr después de la administracién con melatonina o vehiculo. En general,

se observa que tras la administraciéon de melatonina los niveles tienden a aumentar

levemente, aunque las diferencias no son significativas.
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Figura 18: Efectos de la Px, Lz y aMT sobre los niveles de mRNA y proteina de los receptores de

membrana MT1 y MT2. Las ratas se sacrificaron a las 12:00 hr y se inyectaron con vehiculo (SPx and Px)

o melatonina (SPx, Px y Lz) 4 hr antes.
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En la figura 19 se muestran los niveles de mRNA y proteina en las fracciones
nuclear y citosolica de RORa medidos a las 12:00 hr, 4 horas después de la
administraciéon de vehiculo o melatonina. La pinealectomia causé un aumento en los
niveles citosélicos de RORa (P < 0,001), mientras que las restantes condiciones

experimentales no mostraron efecto alguno sobre la expresion y niveles de RORa.
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Figura 19: Efectos de la Px, Lz y aMT sobre los niveles de mRNA y proteina de los receptores RORa.
Las ratas se sacrificaron a las 12:00 hr y se inyectaron con vehiculo (SPx and Px) o melatonina (SPx, Px y

Lz) 4 hr antes. ***P < 0,001 vs SPx.
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En la figura 20 se muestran los niveles de expresion del mRNA y contenido de
la proteina de los receptores MT1 y MT2 medidos a las 12 hr, 4 horas después de la
administracion de vehiculo o melatonina. Tanto la expresion como los niveles de MT1 y
MT2 mostraron un aumento significativo dosis-dependiente como consecuencia de la

administracion de melatonina.
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Figura 20: Cambios dosis dependiente en la mRNA y el contenido de MT1, MT2. Las ratas fueron
inyectadas con vehiculo (0), 40 y 200 mg/kg de melatonina a las 08:00 hr y sacrificadas 4 hr después.
##P < 0,001, ** P < 0,01 vs C; ™ P < 0,001, P < 0,01, "P < 0,05 vs C-40.
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A diferencia de lo comentado para MT1/MT2, los niveles de mRNA y proteina
de las fracciones citosolicas y nuclear de RORa no se afectaron por la administracion de

dosis crecientes de melatonina (figura 21).
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Figura 21: Cambios dosis dependiente en la mRNA y el contenido proteico de RORa en las fracciones
nuclear y citosolica. Las ratas fueron inyectadas con vehiculo (0), 40 y 200 mg/kg de melatonina a las

08:00 hr y sacrificadas 4 horas después.
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3. Distribucion subcelular de melatonina

Ante la evidencia de la sintesis extrapineal de melatonina, en este trabajo hemos
estudiado diversos aspectos fisiologicos y farmacologicos referentes a la melatonina
tisular, incluyendo tanto su patron de distribucion subcelular como los mecanismos que
regulan su sintesis. Este estudio se ha realizado en cerebro e higado de rata por la gran
actividad metabolica de ambos tejidos y el elevado estrés oxidativo al que estan

sometidos, sobre todo el primero.

Ademas de cuantificar los niveles subcelulares de melatonina, nuestros
resultados demuestran la existencia de oscilaciones en su concentracion a lo largo del
dia en cerebro e higado, aunque estas fluctuaciones no se ajustan a un ritmo circadiano a
diferencia de la melatonina pineal. Existen notables diferencias respecto a los niveles de
melatonina presentes tanto a nivel subcelular como entre ambos tejidos. En corteza
cerebral, los mayores niveles de melatonina se registran en mitocondria, seguido de
membrana celular, nicleo y citosol; en higado, el mayor contenido de ésta se encuentra
a nivel de la membrana celular, seguido por mitocondria, nucleo y citosol, donde, al
igual que en la corteza cerebral, se obtienen los niveles subcelulares de melatonina mas
bajos. Nuestros resultados concuerdan con datos descritos anteriormente de manera
indirecta, donde se observé que los niveles de melatonina en ntcleo y mitocondria eran
notablemente mayores que los encontrados en plasma (Menendez-Pelaez y colbs., 1993;
Menendez-Pelaez y Reiter, 1993; Acuna-Castroviejo y colbs., 2003). Estas altas
concentraciones de melatonina tisular respecto a la de origen pineal, junto a la ausencia
de ritmo circadiano, nos podrian indicar que la melatonina extrapineal posee funciones

diferentes a las de la pineal (Reiter, 1987).
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Los resultados muestran como la pinealectomia provoca un aumento en los
niveles intracelulares de melatonina, principalmente en membranas; en este sentido, si
bien no existe ningiin antecedente sobre el efecto de la pinealectomia en los distintos
compartimentos celulares, datos previos muestran que, en timo de rata, la extraccion
quirtirgica de la glandula pineal aumenta significativamente la concentracion de
melatonina (Jimenez-Jorge y colbs., 2005). Asimismo, también se observa un aumento
de los niveles intracelulares de melatonina tras someter a las ratas a un tratamiento con
luz continua, procedimiento experimental que, de forma similar a la pinealectomia,
inhibe la produccioén pineal de melatonina (Lynch y colbs., 1981; Brainard y colbs.,
1984). En su conjunto, estos datos sugieren que la produccion extrapineal de melatonina
en higado y corteza cerebral estaria constitutivamente inhibida por la melatonina

circulante de origen pineal.

Las diferencias entre la distribucion subcelular de melatonina en higado y
cerebro podrian estar estrechamente relacionadas con las funciones fisioldgicas
especificas de cada tejido. Por un lado, el cerebro es un 6rgano que posee una alta
demanda energética ya que utiliza el 20% del oxigeno total consumido por el
organismo, aunque solo representa el 2% del peso total de un individuo (Silver y
Erecinska, 1998). Este alto consumo de oxigeno se refleja en una alta actividad
mitocondrial y la consecuente produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
asociada al metabolismo oxidativo y sintesis de ATP (Acuna-Castroviejo y colbs., 2007,
Acuna y colbs., 2011; Lopez y colbs., 2009). Mientras que a concentraciones
fisiologicas estas ROS participan en numerosos procesos de sefializacion celular (entre
ellos, la regulaciéon redox de la respuesta inmune, el control del tono vascular, la
deteccion de los cambios en la concentracion de oxigeno o la produccion regulada de

oxido nitrico (Valko y colbs., 2007; Droge, 2002)), su acumulacién a nivel mitocondrial
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y celular provoca un estado de estrés oxidativo en el que se dafian todas las estructuras
celulares y finalmente desemboca en un proceso de muerte celular. La situacion descrita
es especialmente importante en el cerebro debido no sélo a las altas concentraciones de
acidos grasos polinsaturados (Floyd y Hensley, 2002) y metales de transicion como el
hierro, implicados en la generacion del peligroso radical hidroxilo (Hill y Switzer, 111,
1984), sino también a una pobre proteccidon antioxidante a nivel citosoélico (Droge,
2003; Reiter, 1995), provocando que este tejido sea excesivamente vulnerable al dafio

oxidativo.

La presencia de altas concentraciones de melatonina en mitocondrias de cerebro
constituye un mecanismo por el cual controla la homeostasis mitocondrial y mejora su
eficiencia bioenergética, ya que estudios previos muestran que la melatonina puede
aumentar la actividad de los complejos de la CTE y de la ATPasa al mismo tiempo que
reduce la produccion de ROS (Martin y colbs., 2000; Paradies y colbs., 2010; Acuna-
Castroviejo y colbs., 2007; Acuna y colbs., 2011; Lopez y colbs., 2009; Lopez y colbs.,
2006; Martin y colbs., 2002). En definitiva, nuestras observaciones parecen indicar que
la existencia de una elevada concentracion de melatonina en el cerebro podria haberse
originado como consecuencia de una adaptacion celular ante la elevada demanda
energética, permitiendo de este modo el uso de altas cantidades de oxigeno por este
tejido. De hecho, diversos estudios han comprobado que la susceptibilidad de las
neuronas y la glia al dafio oxidativo es prevenida por la accion de la melatonina (Jou y

colbs., 2010; Dong y colbs., 2010; Kaur y colbs., 2010).

En el caso del higado, la melatonina se distribuye homogéneamente en los
distintos compartimentos celulares, aunque podemos observar que el contenido de ésta
aumenta significativamente por la manana y por la noche, coincidiendo con la mayor

actividad metabolica de este 6rgano. De forma similar a lo propuesto por otros autores,
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estos picos de melatonina pueden asociarse con el control circadiano de la actividad

metabolica en el higado (Bass y Takahashi, 2010).

Nuestros datos muestran que, tras la administracion intraperitoneal de una dosis
de 10 mg/kg de melatonina, las membranas de cerebro e higado acumulan unos altos
niveles de melatonina. La acumulacién de melatonina en esta fraccion celular no esta
influenciada en ningiin momento por los distintos tratamientos (pinealectomia o luz
continua), ya que en todos los grupos experimentales el aumento observado en los
niveles de melatonina es proporcional respecto a sus respectivos valores basales.
Asimismo, el tratamiento con luzindol, un antagonista selectivo de MT1 y MT2, no
determina cambios significativos en los niveles de melatonina, sugiriendo que estos
receptores no participan en el proceso de almacenamiento en las membranas celulares.
En el resto de fracciones subcelulares los niveles de melatonina también aumentan
después de su administracion exogena, duplicando sus valores basales. Nuevamente,
estos cambios en la concentracion subcelular de melatonina se mantienen
independientemente de los tratamientos experimentales realizados (pinealectomia, luz

continua o luzindol).

Tras determinar la capacidad de la melatonina para almacenarse en las distintas
fracciones subcelulares, especialmente a nivel de la membrana, nuestro proximo
objetivo ha sido comparar si esta capacidad de las membranas celulares de cerebro e
higado para retener melatonina puede saturarse bajo condiciones de altos niveles
extracelulares de melatonina, lo que provocaria la alteraciéon de este mecanismo
homeostatico y la consecuente entrada libre de melatonina al interior celular. Tras
administrar dosis crecientes de melatonina (40, 100 y 200 mg/kg), nuestros resultados
muestran una acumulacién no saturable y dosis-dependiente a nivel de la membrana

celular, indicio que queda reflejado en unos niveles de melatonina 20 veces mayores,
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tras una dosis de 200 mg/kg, con respecto a la situacion basal. La acumulacion de
melatonina en membranas reflejada en nuestro estudio podria estar implicada en el
mecanismo de depuracion frente a los radicales acuosos y lipofilicos presentes en esta
fraccion subcelular (Ceraulo y colbs., 1999), ofreciendo un alto nivel de proteccion in
situ frente al ataque de ROS. Asimismo, nuestros datos sugieren una capacidad de las
membranas celulares para actuar a modo de reservorio, limitando y regulando el acceso
de la melatonina al interior celular segin los requerimientos de la célula. No obstante, el
mecanismo por el cual la célula puede regular este proceso permanece desconocido,
aunque posiblemente pueda implicar la participacién de transportadores especificos de

membrana.

Otra consideracion destacable de nuestro estudio es que, tras la administracion
de dosis crecientes de melatonina, las concentraciones mitocondriales y nucleares
muestran un comportamiento diferente al observado en membranas y citosol. Asi,
mientras que la melatonina se acumula de forma dosis dependiente en membranas y
citosol, la concentracion alcanza el punto de saturacion en nucleo y mitocondria tras la
administracion de 40 mg/kg de melatonina. Hasta el momento, todos los datos descritos
en la bibliografia dotaban a la melatonina de una naturaleza altamente anfifilica,
caracteristica que le permite atravesar todas las barreras celulares y equilibrar su
concentracion a ambos lados de las membranas (Reiter, 1991a). Estos nuevos resultados
cambiarian esta concepcion clasica ya que sugieren la existencia de algin mecanismo de
regulacion presente en la membrana celular, mitocondrial y nuclear, capaz de modular
la transferencia de melatonina desde la membrana al interior celular, asi como desde el
citosol a la mitocondria y niicleo. Ademas, si tenemos en cuenta que la melatonina actlia
principalmente a nivel mitocondrial y nuclear, nuestros resultados sugieren que el rango

para el uso terapéutico de melatonina en ratas debe oscilar entre 10 y 40 mg/kg. La
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extrapolacion de estos datos a la dosis equivalente en humanos, mediante la conversion
de Reagan-Shaw (Reagan-Shaw y colbs., 2008), nos muestra que la dosis terapéutica
efectiva para un adulto de unos 70 kg estaria entre 1,6 y 6,5 mg/kg, es decir, entre 112 y

455 mg, si bien estos datos aun deben someterse a las evaluaciones correspondientes.

Considerando los datos expuestos a lo largo de esta discusion, el mecanismo que
regula la distribucion de melatonina en el interior celular podria estar determinado por
las actividades antioxidantes y anti-inflamatorias de la célula, actuando por tanto en
respuesta a las necesidades tisulares especificas de cada momento. La melatonina es el
principal antioxidante intracelular, propiedad que se refleja, entre otras consideraciones,
por su capacidad para mantener la homeostasis del GSH actuando a través de varias
vias: aumentando la sintesis de GSH mediante el aumento de la expresion y actividad de
v-glutamilcisteina sintasa (Urata y colbs., 1999); restableciendo los niveles de GSH a
partir de glutation oxidado (GSSG) a través de la induccion de la expresion y actividad
de la glutatiéon reductasa (GRd) (Martin y colbs., 2000; Antolin y colbs., 1996;
Carretero y colbs., 2009), y reduciendo el consumo de GSH debido a la alta capacidad
de depurar radicales libres que posee la propia melatonina, disminuyendo asi el estrés
oxidativo celular (Tan y colbs., 1993; Acuna-Castroviejo y colbs., 2007; Acuna y
colbs., 2011; Lopez y colbs., 2009; Tan y colbs., 2007; Reiter y colbs., 2009). E1 GSH
es muy necesario para la célula, ya que participa en una serie de reacciones actuando
frente a los radicales libres y eliminando xenobio6ticos mediante la accion de la enzima
glutation S-transferasa. Ademas, el GSH se encuentra también presente en el nlicleo de
la célula, donde tradicionalmente se ha relacionado con la proteccion del genoma
(Sandstrom y Marklund, 1990). Numerosos estudios sugieren un papel clave del GSH
en la homeostasis nuclear y en la proliferacion celular, siendo la disminucién en los

niveles de este antioxidante la causa principal de fragmentacion del ADN y apoptosis
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observada tras un proceso de irradiacion (Morales y colbs., 1998). El GSH pasa al
nucleo justo antes del inicio de la proliferacion, regulando una serie de procesos
necesarios para la division celular (Markovic y colbs., 2010). Por tanto, unos niveles
elevados de GSH en el nucleo celular estan directamente relacionados con la
proliferacion celular. Para la prevencion de un estado hiperreducido dependiente de
GSH en el nucleo, las membranas celulares y nucleares podrian controlar la cantidad
intracelular de melatonina. Este mecanismo podria relacionarse con las propiedades
oncostaticas de la melatonina. De hecho, si la melatonina se distribuye
homogéneamente en todos los compartimentos celulares, el estado redox de la célula

cambiaria a un alto estado hiperreducido, alterando muchas reacciones redox.

Finalmente, los datos de este primer estudio revelan que la fisiologia de la
melatonina es mas compleja de lo que se creia previamente. Las concentraciones de
melatonina varian durante las 24 hr en los distintos compartimentos celulares, cambios
que probablemente indican la capacidad para regular independientemente el estado
redox en cada compartimento, asi como su capacidad para acumularse en aquellas
estructuras subcelulares donde sea requerida. En este sentido, la accion anti y
proapoptoética de la melatonina en células normales y cancerigenas podrian ser resultado
de la alteracion en el mecanismo de regulacion y la correspondiente disregulacion de
sus niveles subcelulares y libre acceso al interior celular. Por Gltimo, y desde un punto
de vista terapéutico, la existencia de este mecanismo que controla la distribucion
subcelular de melatonina justifica no sélo la necesidad de usar altas dosis de melatonina
para alcanzar un beneficio terapéutico, sino que explica también la baja toxicidad

cuando es administrada bajo estas condiciones.
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2. Distribucion de receptores de membrana y nucleares

Los resultados obtenidos de nuestro segundo estudio muestran por primera vez
la existencia de variaciones diarias tanto en los niveles proteicos como en la expresion
de los principales receptores de melatonina presentes en la membrana (MT1 y MT2) y
nucleo (RORa) de higado de rata. El posterior analisis de cosinor revela tinicamente la
existencia de ritmo circadiano en la expresion y niveles de los receptores de membrana,
con niveles maximos durante el periodo nocturno coincidiendo con la méaxima sintesis
pineal de melatonina, pero no en las variaciones diarias manifestadas en RORa.
Ademas, la pinealectomia suprime el ritmo encontrado en MT1 y MT2, aunque por el
contrario aumenta la expresion de RORa; finalmente, la administracion de
concentraciones crecientes de melatonina aumenta la sintesis de MT1 y MT2 de una
forma dosis-dependiente, sin ejercer ningin efecto sobre RORa. En conjunto, estos
datos sugieren que los cambios diarios en la expresion y niveles de los receptores
podrian estar regulados en parte por los niveles plasmaticos de melatonina de origen
pineal, que alcanzan su maximo a media noche (Stehle y colbs., 2011; Venegas y colbs.,

2012).

El aumento nocturno observado en la expresion de los receptores de membrana
podria originarse como respuesta a la sintesis circadiana de melatonina, al ser ésta su
ligando fisiologico. Las acrofases del RNA mensajero de MT1 y MT2 se sitian
alrededor de las 03:00 horas, y 2 horas después se detectan las acrofases del contenido
proteico de ambos receptores. Tal y como hemos descrito con anterioridad en el mismo
modelo experimental, la sintesis de melatonina pineal alcanza su pico maximo sobre las
02:00 hr, es decir, una hora antes de la méaxima expresion de MT1 y MT2 (Venegas y

colbs., 2012). Estos datos nos permiten sugerir la existencia de una secuencia temporal
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en la cual el aumento de los niveles plasmaticos de melatonina pineal provoca la
expresion del RNA mensajero de sus receptores de membrana y su posterior
transcripcion proteica. Por lo tanto, en el periodo de tiempo comprendido entre las
03:00-05:00 hr, tanto MT1 como MT2 pueden ser activados por la melatonina y
responder adecuadamente a sus niveles circulantes. Asi, el descenso posterior en los
niveles de melatonina circulante, con la consecuente represion sobre sus propios
receptores, reduce notablemente la expresion y contenido proteico de MT1/MT2.
Nuestra teoria sobre la implicacion de la melatonina pineal en la regulacion de sus
receptores se ve apoyada por el hecho de que la pinealectomia suprime la expresion, y

por tanto, el contenido de MT1 y MT2.

Si tenemos en cuenta que los niveles intracelulares de melatonina aumentan en
higado de rata tras la pinealectomia (Venegas y colbs., 2012), la interaccion entre
melatonina y sus receptores de membrana puede explicarse en base a dos alternativas: a)
la expresion de los receptores MT1 y MT2 se activa por la melatonina de origen pineal,
asi que la ausencia de melatonina circulante causada por la pinealectomia provocaria la
desaparicion de la sefal que induce la expresion de los receptores, o b) el aumento en
los niveles de melatonina intracelular causado por la pinealectomia es el factor
responsable de la inhibicion de dichos receptores. Con el fin de responder a tal
interrogante, nuestros datos confirman que, tras la administracion de dosis crecientes de
melatonina, el contenido plasmatico e intracelular, asi como los niveles proteicos de
MT1 y MT2, aumentan de una forma dosis dependiente. Bajo estas condiciones
experimentales, la pinealectomia reduce la sintesis de los receptores MTI1/MT2,
mientras que la administracion de melatonina aumenta este proceso. En definitiva, estos
datos confirman la idea previa de que son los niveles de melatonina intracelular los

unicos responsables de la regulacion de la expresion de los receptores de membrana.
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Ademas de los datos expuestos, la bibliografia nos ofrece resultados que avalarian
nuestra hipotesis, observandose que tanto los niveles de melatonina tisular y pineal, asi
como la expresion de los receptores MT1/MT2 son parametros que disminuyen con la
edad, por lo que la expresion de estos receptores esta directamente correlacionada con

los niveles de melatonina.

Ademas de todos los aspectos destacados hasta el momento, nuestros resultados
sugieren también que la regulacion de los receptores de melatonina es un fendmeno
variable en funcion del tejido u organo estudiado. En este sentido, nuestras
observaciones concuerdan con otros estudios realizados en pars tuberalis (PT), en los
cuales se observa un aumento nocturno en los niveles de MT1 que se mantiene
invariable a pesar de la pinealectomia (Guerrero y colbs., 2000). Sin embargo, esta
regulacion mediada por la melatonina es especifica de determinados érganos y/o tejidos
ya que, por ejemplo, en el nicleo supraquiasmatico la regulacion de los receptores MT1
estd mediada por el fotoperiodo, incluso en ratas pinealectomizadas (Masson-Pevet y
colbs., 1996). En intestino delgado, grueso y colon la expresion de los receptores no se
ajusta a ningln tipo de ritmo, sino que es la ingesta diaria la que condiciona la expresion
de los receptores de membrana (Sotak y colbs., 2006). En otros casos, como ocurre en el
estroma antimesometrial de las ratas, la expresion de los receptores MT1 esta bajo el
control de las hormonas ovéricas (Zhao y colbs., 2002). No obstante, en la mayoria de
los tejidos la relacion entre el contenido intracelular de melatonina y la expresion de sus

receptores de membrana no ha sido estudiada en detalle.

Con respecto a RORa, los niveles de RNAm y proteina muestran variaciones
diarias en higado de rata tanto a nivel nuclear como citosolico, si bien el posterior
analisis de cosinor s6lo revela la presencia de ritmo circadiano en los niveles de

expresion en el grupo de ratas pinealectomizadas. Estos cambios descritos son similares
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a los encontrados en otros tejidos periféricos, como por ejemplo higado, corazodn,
estomago, rindn e intestino de raton, tejidos en los cuales se observaron oscilaciones en
los niveles de expresion de RORa a lo largo del fotoperiodo (Akashi y Takumi, 2005);
sin embargo, los estudios realizados en NSQ de rata muestran una distribucion de
RORa ajustada a un claro ritmo circadiano (Agez y colbs., 2007). En su conjunto, estos
datos podrian sugerir que la expresion de RORa no sélo depende del tejido sino
también de la especie animal objeto de estudio. Asimismo, el descenso en los niveles
citosolicos de RORa durante el periodo nocturno, junto con el aumento en este mismo
periodo en los niveles nucleares, puede indicarnos que la redistribucion de RORa desde
el citosol al nucleo es un fendmeno controlado en ultima instancia por los niveles
circulantes de melatonina. Nuestra hipotesis es soportada por los datos obtenidos tras la
pinealectomia, ya que dicha condicidon experimental determina un aumento significativo
tanto en los niveles de mRNA y proteina, ajustindose en este caso a un ritmo
claramente circadiano con acrofases a las 2:92 y 3:46 hr, respectivamente. Por otro lado,
la existencia de un transporte de RORa hacia el nticleo se ve justificada por las notables
diferencias existentes entre el contenido citosolico y nuclear de este receptor durante la
noche; es decir, la distribucion subcelular de RORo muestra un caracter dinamico
similar al descrito para otros receptores nucleares, como por ejemplo los receptores
esteroideos (Guiochon-Mantel y colbs., 1991), al tiempo que se caracteriza por ser un

mecanismo dependiente de la dosis de melatonina empleada.

Estudios previos en células Jurkat indicaron que, tras la incubacién con una
dosis de 10 mg/kg de melatonina, se induce un descenso en la expresion de RORa en el
nucleo a los 5 minutos, efecto que se mantiene durante 85 minutos (Lardone y colbs.,

2011). También, se observd un leve transporte de RORo desde el nucleo hacia el
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citoplasma, resultados que avalan la mencionada participacion de la melatonina en la
redistribucién de su receptor nuclear. Junto con la unidn al ligando y mecanismos post-
transcripcionales (fosforilacion, acetilacion y ubiquitinizacion), los eventos de
importacion/exportacion nuclear juegan un papel clave a la hora de controlar la
activacion transcripcional de los receptores nucleares (Tremblay y colbs., 1999;
Aschrafi y colbs., 2006; Komeili y O'Shea, 2000; Metivier y colbs., 2002; Wilson y
colbs., 1993). Con el objetivo de analizar més en detalle la implicacién de la melatonina
sobre la activacion de RORa, analizamos los cambios en la distribucion nuclear y
citosolica de RORa 4 horas después de la administracion de melatonina. Tal como ya se
habia observado previamente en otros estudios tras la inyeccion de bajas dosis de
melatonina (Agez y colbs., 2007), no hemos observado ningin cambio significativo tras
realizar los procedimientos experimentales correspondientes. En base a estos resultados
surge la posibilidad de que, o bien los cambios en la distribucion entre nucleo y citosol
ocurren antes de este momento, o bien la expresion de RORa esta bajo control de un
mecanismo mas complejo que responde de una forma u otra en funcion de si la dosis de

melatonina es fisiologica o farmacologica.

Analizando de forma conjunta los datos obtenidos para RORa y MT1/MT2,
podemos observar que el aumento en la expresion de RORa precede al de MT1 y MT2,
situacién que sugiere una posible correlacién, aunque pobremente definida, entre los
receptores de membrana y nucleares. De forma sorprendente, las ratas
pinealectomizadas mostraban una mejor ritmicidad tanto en la expresion como en los
niveles de RORa, sin que dichos cambios sean observados tras la administracion
exogena de melatonina. Considerando estos datos, asi como el efecto que provoca la

pinealectomia sobre los niveles extracelulares de melatonina, podemos decir que el
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descenso de sus niveles plasmadticos dispara la sefial para inducir la expresion de

RORa.

La administracion de 10 mg/kg de melatonina en los grupos SPx y Px, asi como
el tratamiento con luzindol, no inducen cambio alguno en los niveles y expresion de los
receptores de membrana y nucleares. Sin embargo, la administracion de melatonina a
altas dosis (40 y 200 mg/kg) si provoca una induccién dosis dependiente en los niveles
y expresion de sus receptores de membrana, llegandose a cuantificar un aumento del
50% con la dosis mds alta. Estos datos no sdlo verifican el papel de la melatonina sobre
la expresion de los receptores MT1 y MT2, sino también que, cuando la melatonina se
usa a altas dosis con un fin terapéutico, el efecto puede ser superior a lo esperado por la

mencionada habilidad para inducir la expresion de sus propios receptores.

Nuestros trabajos ponen de manifiesto una conexion funcional entre los
receptores nuclear y de membrana de la melatonina. Por un lado, los receptores de
membrana MT1/MT2 modulan numerosos segundos mensajeros, principalmente cAMP,
cGMP, calcio intracelular y fosfolipidos (Vanecek, 1998). La activacion de los
receptores de membrana deprime la concentracion intracelular de calcio, lo que conlleva
a una disminucién de la actividad de la PKA y los cambios consecuentes en el estado
fosforilado de sus proteinas diana, como CREB (Wiesenberg y colbs., 1998). Al igual
que CREB, RORa es una fosfoproteina cuya actividad puede ser modulada por el
cambio en su estado de fosforilacion, por lo que la regulacion de RORa estaria mediada
a través de los receptores de membrana sobre los que, a su vez actian diferentes
concentraciones de melatonina (Lardone y colbs., 2009). Por lo tanto, en el grupo SPx,
el aumento nocturno en los niveles de melatonina activa los receptores de membrana

que van a disminuir los niveles de cAMP, eventos que se traducen en un cambio en el
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estado de fosforilacion de RORa y un notable aumento de su actividad transcripcional.
De esta forma, la melatonina puede actuar indirectamente como una sefial que regula la
actividad transcripcional de RORa. Por su parte, la ausencia de melatonina circulante
asociada a la pinealectomia permite la existencia de altos niveles de cAMP, causantes
en ultima instancia de la fosforilacion e inactivacion transcripcional de RORa. En base
a esta relacion, los altos niveles de RORa encontrados tras la pinealectomia deben ser
interpretados como un mecanismo compensatorio puesto en marcha por la célula que
trata de contrarrestar la falta de actividad transcripcional dependiente de ROR o con una
mayor sintesis de éste, evitdndose asi una profunda alteraciéon de los numerosos

procesos fisiologicos asociados a dicho receptor nuclear.

En resumen, los datos obtenidos en este segundo trabajo nos permiten concluir
que la expresion de los receptores de melatonina se ajusta a una dindmica circadiana
controlada por la propia indolamina. Asimismo, la induccion de los receptores de
membrana tras la administracion de altas dosis de melatonina refuerza el hecho de que

los beneficios terapéuticos de la melatonina no se limitan a bajas dosis de melatonina.
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Conclusiones






De los resultados obtenidos en el presente estudio podemos extraer las siguientes

conclusiones:

1. La distribucion subcelular de melatonina es distinta en corteza cerebral e higado de
rata, siendo su concentraciéon mayor en la primera.

2. La melatonina tisular no manifiesta ritmo circadiano como ocurre con la melatonina
de origen pineal.

3. La melatonina pineal ejerce una inhibicidon tonica sobre la sintesis de melatonina
tisular, ya que tras la pinealectomia estos niveles de melatonina aumentan.

4. Los receptores de membrana, MT1 y MT2, no participan en la regulacion de la
distribucion subcelular de melatonina, ya que ésta no se modifica al bloquear dichos
receptores con luzindol.

5. Los receptores de membrana, MT1 y MT2, pero no los receptores nucleares RORa,
manifiestan un ritmo circadiano en higado de rata. Sus ritmos dependen de la pineal, ya
que la pinealectomia elimina el ritmo de los receptores de membrana, y aumenta las
variaciones ritmicas de los receptores nucleares.

6. La melatonina no se distribuye uniformemente en la célula. La membrana plasmatica
posee una alta capacidad para almacenar melatonina, pudiendo actuar como reservorio
de ésta para ser usada cuando la célula lo requiera. En consecuencia, debe existir un
mecanismo que regule la entrada de melatonina desde la membrana al interior celular,
probablemente un transportador especifico de membrana.

7. Nucleo y mitocondria presentan unos niveles basales altos de melatonina que
aumentan con su administracion exogena, hasta 40 mg/kg, saturandose entonces sus
depositos. Estos datos indican la existencia de algin mecanismo en las membranas

mitocondriales y nucleares que regule la transferencia de melatonina desde el citosol.
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8. Teniendo en cuenta que nucleo y mitocondria son las dianas principales de la
melatonina, se puede concluir que las dosis terapéuticas de ésta oscilan entre 10 y 40
mg/kg en la rata. Trasladando esas dosis a la clinica humana, se calculan unas dosis para
el adulto entre 1,6 y 6,5 mg/kg de peso.

9. La administracion de melatonina, hasta 200 mg/kg, provoca un aumento dosis-
dependiente de la expresion y niveles de MT1 y MT2. Por tanto, el uso de altas dosis de
melatonina con fines terapéuticos puede tener efectos adicionales al activar sus

receptores.
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Extrapineal melatonin: analysis of its subcellular distribution and

daily fluctuations

Abstract: We studied the subcellular levels of melatonin in cerebral cortex
and liver of rats under several conditions. The results show that melatonin
levels in the cell membrane, cytosol, nucleus, and mitochondrion vary over a
24-hr cycle, although these variations do not exhibit circadian rhythms. The
cell membrane has the highest concentration of melatonin followed by
mitochondria, nucleus, and cytosol. Pinealectomy significantly increased the
content of melatonin in all subcellular compartments, whereas luzindole
treatment had little effect on melatonin levels. Administration of 10 mg/kg
bw melatonin to sham-pinealectomized, pinealectomized, or continuous
light-exposed rats increased the content of melatonin in all subcellular
compartments. Melatonin in doses ranging from 40 to 200 mg/kg bw
increased in a dose-dependent manner the accumulation of melatonin on cell
membrane and cytosol, although the accumulations were 10 times greater in
the former than in the latter. Melatonin levels in the nucleus and
mitochondria reached saturation with a dose of 40 mg/kg bw; higher doses of
injected melatonin did not further cause additional accumulation of
melatonin in these organelles. The results suggest some control of extrapineal
accumulation or extrapineal production of melatonin and support the
existence of regulatory mechanisms in cellular organelles, which prevent the
intracellular equilibration of the indolamine. Seemingly, different
concentrations of melatonin can be maintained in different subcellular
compartments. The data also seem to support a requirement of high doses of
melatonin to obtain therapeutic effects. Together, these results add
information that assists in explaining the physiology and pharmacology of
melatonin.
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Introduction

Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine, aMT) is a
highly preserved molecule produced by most of the living
organisms, including bacteria, macroalgae, plants, inverte-
brates, and mammals [1-3]. First isolated from the pineal
gland [4], melatonin is now believed to be produced in a
variety of other organs. Melatonin is synthesized from the
amino acid tryptophan with the production of serotonin as
an intermediate compound. The synthesis of melatonin is
controlled by two main enzymes: N-acetyltransferase
(NAT) and hydroxyindole-O-methyltransferase (HIOMT)
(now known as acetylserotonin methyl transferase).
Although NAT has been considered the rate-limiting
enzyme in the synthesis of melatonin, there are now
evidence supporting that HIOMT regulates its production
under some circumstances [5].

The synthesis of pineal melatonin is strictly controlled
by the light/dark cycle. The regulation is mediated
through a multisynaptic pathway starting with the gan-

glion cells of the retina whose axons form the retinohy-
pothalamic tract which projects to the suprachiasmatic
nucleus. The information arrives at the pineal via periph-
eral postganglionic sympathetic fibers [6]. During dark-
ness, norepinephrine released from the postganglionic
sympathetic fibers binds to and activates both f- and -
adrenergic receptors in the membrane of the pinealocyte,
increasing intracellular cAMP which in turn induces the
transcription of NAT mRNA [7, 8]. During the day, light
blunts the norepinephrine release to the pinealocyte,
inhibiting NAT and melatonin production. This photope-
riodic control of the pineal metabolic activity creates a
day/night cycle in the melatonin synthesis as also reflected
in the circadian rhythm of the blood melatonin levels. The
day/night oscillation of melatonin in the blood represents
a peripheral clock involved in the regulation of biological
rhythms such as the sleep-wake cycle [9] and seasonal
rhythms [10]. Besides its chronobiotic properties, melato-
nin is also a potent antioxidant and anti-inflammatory
molecule [11-15].
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Owing to its lipophilicity, melatonin crosses all biological
barriers, acting on all subcellular compartments to prevent
oxidative/nitrosative damage. Of note, melatonin is partic-
ularly important to maintain mitochondrial homeostasis
[16-18]. The presence and effects of melatonin in the cell
were initially thought to be related to its uptake from the
blood. However, it has become apparent that many cells
may have the enzymatic machinery also to produce
melatonin [19]. Early indications of alternative sources of
melatonin were shown by the presence of HIOMT in both
the retina [20] and Harderian glands [21]. Melatonin was
then identified in enterochromaffin cells of human intestinal
mucosa, with concentrations of melatonin in the gastroin-
testinal tract more than 400 times higher than in the pineal
gland, and 10-100 times higher than in plasma [22, 23].
Then, melatonin was found in the plasma and urine of
pinealectomized rats [24]. Recently, the analysis of NAT
and HIOMT mRNA expression using PCR revealed the
existence of possible melatonin synthesis in a wide variety
of tissues including thymus, spleen, heart, muscle, liver,
stomach, intestine, placenta, testis, cerebral cortex, and
striatum [19]. Most recently, melatonin in extrapineal tissue
homogenates of thymus, spleen, liver, kidney, and heart has
been measured [25]. The levels of melatonin in these tissues
seem to be higher than the concentrations of indoleamine.
Moreover, melatonin content in peripheral organs
decreases with age, to a similar extent as the pineal
melatonin production [26, 27].

Although preliminary studies have evaluated the subcel-
lular distribution of extrapineal melatonin [28], the mech-
anism(s) that regulates its levels in subcellular organelle and
whether its concentration varies with time of day are yet
unknown. Thus, we examined the subcellular concentra-
tions of melatonin and its daily distribution in rat liver and
brain tissues in both normal and pinealectomized animals.
Moreover, the participation of melatonin membrane recep-
tors in the intracellular content of the indoleamine and the
dose-dependent effects of melatonin on its subcellular
accumulation were also analyzed.

Materials and methods
Reagents

Melatonin, EDTA-Na,, mannitol, EGTA, fatty acid-free
BSA, and dithiothreitol (DTT) were purchased from
Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). Trichloromethane, sodium
phosphate, acetonitrile, sucrose, and Tris-HCl were pur-
chased from Panreac (Barcelona, Spain). Luzindole was
purchased from Tocris (Tocris Bioscience, Ellisville, MO,
USA). All others reagents were of the highest purity
available.

Animals and treatments

Three-month-old male Wistar rats were obtained from
Harlan (Barcelona, Spain). They were housed in clear
plastic cages and maintained under controlled photoperiods
of 12:12-hr light/dark cycle (lights on at 7 hr) at 22 + 1°C
and they were given regular chow and tap water, under
the supervision of veterinarians. All experiments were
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performed according to the Spanish Government Guide
and the European Community Guide for animal care.
Another group of animals was maintained at a continuous
light regime for at least 7 days. The animals were grouped
(six rats per group) as follows: (a) controls; (b) sham-
pinealectomized (SPx) animals; (c) pinealectomized (Px)
rats; and (d) continuous light-exposed (CL) animals; these
rats were kept under CL for 5 days before tissue collections.
The final group of rats (group e) was treated with the
melatonin membrane receptor blocker, luzindole (LZ).

To study the circadian variations in the subcellular
distribution of melatonin, groups of SPx and Px animals
were sacrificed at 08:00, 12:00, 16:00, 20:00, 24:00, 02:00,
04:00, and 06:00 hr under a 12:12 light/dark cycle. To test
whether the pineal gland affects the subcellular distribution
of exogenous melatonin, SPx, Px, and CL animals were i.p.
injected with 10 mg/kg bw melatonin at 08:00 or 10:00 hr
and sacrificed at 12:00 hr, i.e.,, 2 and 4 hr after the
melatonin injection. Two additional groups of SPx animals
were subjected to the same experimental protocol except for
an injection of LZ at 07:30 hr. To study the dose-dependent
effects of melatonin on the subcellular distribution of the
indoleamine, groups of control rats were i.p. injected with
0, 10, 40, 100, or 200 mg/kg bw at 08:00 hr and sacrificed at
12:00 hr, i.e., 4 hr later. At night, the animals were
sacrificed under red light.

Melatonin was dissolved in 20% 1,2-propanediol and
injected intraperitoneally. LZ was dissolved in a water/
ethanol 1:2 (v/v) and injected intraperitoneally at a dose of
4.5 mg/kg, 30 min prior melatonin administration. The
pharmacokinetic study of plasma melatonin after i.p.
administration of 10 mg/kg bw showed a half-life of
27 min (Fig. 1). Pinealectomy was performed after i.p
administration of 1 mL/kg bw equithesin anesthesia [29],
and the animals were studied 5 days later. The greater
reduced circulating melatonin levels after Px or CL are
shown in the Fig. 2. At the end of experiments, rats were
anesthetized with chloroform, and blood samples were

10,000
9000
: y = 10926.188e"695

8000 -
7000 F t,, = 27 min
6000
5000

4000

Plasma melatonin (ng/L)

3000
2000

1000 -

00 1 2 3 4 5

Time after injection (hr)

Fig. 1. Pharmacokinetics of plasma melatonin after an intraperi-
toneal injection of 10 mg/kg bw.
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Fig. 2. Levels of plasma melatonin in sham-pinealectomized (SPx),
pinealectomized (Px), and continuous light-exposed rats. Black bar
indicates the dark period.

obtained via cardiac puncture. Then, the brain and liver
were immediately removed, washed in cold saline, and
stored at —80°C until their use. These procedures were
performed under red light in those animals sacrificed at
night. Blood samples were centrifuged at 1500 g for 10 min
at 4°C, and plasma was frozen at —80°C for the determi-
nation of melatonin.

Isolation of pure mitochondria, nuclei, and
cytosol from cerebral cortex and liver

Brain cerebral cortexes and livers were washed with the
corresponding extraction buffers A (10 mm Tris—HCI,
0.32 M sucrose, | mM EDTA-K,, pH 7.4) and B (5§ mm
Hepes, 250 mM mannitol, 0.5 mm EGTA-K,, and 0.1%
fatty acid-free BSA, pH 7.4), respectively. The tissues were
minced with scissors, homogenized with the respective
extraction buffer at 800 rpm with a Teflon pestle, and
filtered.

Cerebral cortex was processed as follows: the filtered
homogenate was centrifuged at 1330 g for 3 min at 4°C,
and the pellet was resuspended in 0.5 mL extraction buffer
A and centrifuged again in the same conditions. The pellet
of this second centrifugation is used for nuclei preparation.
Meanwhile, the supernatants of both centrifugations were
mixed and centrifuged at 21,200 g for 10 min at 4°C. The
supernatant of this step was used for cytosol preparation,
whereas the mitochondrial pellet was suspended in 0.85 mL
extraction buffer A containing 15% Percoll, poured into
ultracentrifuge tubes containing a Percoll gradient formed
by 1 mL 40% Percoll and 1 mL 23% Percoll in buffer A,
and centrifuged at 22,500 g for 8 min at 4°C. Pure
mitochondria, corresponding to the fraction between 23%
and 40% Percoll, were collected, washed with buffer A, and
centrifuged at 16,700 g for 10 min at 4°C. The pellet was
washed again and centrifuged at 6900 g for 10 min at 4°C
to remove any excess of Percoll, and the final pellet
containing pure brain mitochondria was frozen at —80°C.

Brain and liver extrapineal melatonin distribution

Rat liver was processed as follows: the homogenate was
centrifuged at 600 g for 5 min at 4°C (twice). The pellet of
the second centrifugation is used for nuclei preparation.
Meanwhile, the supernatants of both centrifugations were
mixed and centrifuged at 10,300 g for 10 min at 4°C. The
supernatant of this step was used for cytosol preparation,
whereas the mitochondrial pellets were suspended in
0.5 mL buffer B and poured into ultracentrifuge tubes
containing 1.4 mL buffer C (225 mM mannitol, 1 mm
EGTA, 25 mM Hepes, and 0.1% BSA) and 0.6 mL Percoll.
The mixture was centrifuged at 105,000 g for 30 min at 4°C
(Optima L-90K ultracentrifuge; Beckman Coulter, Madrid,
Spain), and the fraction corresponding to the pure mito-
chondrial fraction was collected, washed with buffer B, and
centrifuged at 10,300 g for 10 min at 4°C (Avanti 30;
Beckman Coulter). The pellets were washed and centrifuged
again at 6300 g for 10 min at 4°C to remove the Percoll and
frozen at —80°C.

The pellets resulting from the second centrifugation
during cerebral cortex or liver processing were resuspended
in 3 mL buffer D (10 mm Tris—HCI, 3 mm CaCl,, 2 mM
MgCl,, 0.5 mm DTT, 0.3 M sucrose, 0.15% Triton X-100,
pH 8); these were poured into tubes containing 3 mL buffer
D plus 0.4 M sucrose and centrifuged at 2500 g for 10 min
at 4°C. The resulting nuclear pellet was gently resuspended,
without vortexing, in 1 mL of buffer A, centrifuged once
again, and frozen at —80°C.

The supernatants resulting from the third centrifugation
were used to obtain the cytosol fraction. These superna-
tants were centrifuged at 100,000 g for 1 hr (Optima L-90K
ultracentrifuge; Beckman Coulter) and stored at —80°C.

Isolation of pure cell membranes from
cerebral cortex and liver

Pieces from cerebral cortex and liver were washed in 1 mm
NaHCOj; buffer, pH 8, minced with scissors, homogenized
in the same buffer at 800 rpm with a Teflon pestle_ diluted
to 8.1 mL with NaHCO;, and filtered. The filtered homo-
genates were centrifuged at 1500 g for 15 min at 4°C
(Beckman Avanti 30 centrifuge, Madrid, Spain), resus-
pended in 1.8 mL 10 mm Tris—HCI buffer, pH 7.6, con-
taining 71% (w/v) sucrose, and stirred for 15 min. An
aliquot of this suspension (0.45 mL) was transferred to
ultracentrifuge tubes, at which were successively added
0.53 mL of 10 mM Tris—HCI, pH 7.6, containing 53% (w/v)
sucrose, 0.53 mL of 10 mm Tris—=HCI, pH 7.6, containing
42% (w/v) sucrose and, finally, 0.53 mL of a 0.25 M sucrose
solution. These tubes were centrifuged at 100,000 g for 1 hr
at 4°C (Optima L-90K ultracentrifuge; Beckman Coulter),
to obtain the pure membrane fraction corresponding to the
band between 42% and 53%, which was frozen at —80°C
[30].

Determination of melatonin by HPLC

Melatonin in plasma and subcellular fractions was deter-
mined by HPLC with fluorescence detection following a
method described elsewhere [31]. For plasma, 500 uL. was
extracted with 1 mL trichloromethane. The mixture was
vortexed for 1 min at 1400 rpm and then centrifuged for
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I min at 5000 g. Aqueous phase was removed, and the
organic phase was washed thrice with 500 uL. 50 mm
NaHCOs;, pH 10.25. Finally, 500 uL of sample was evap-
orated to dryness (Speed Vac System; Fisher Scientific,
Madrid, Spain) for 33 min (SPD 2010 SpeedVac System;
Fisher Scientific) at a vacuum pressure of 5.1 Torr, and the
dry extracts obtained were frozen at —80°C until melatonin
assay. On the day of the assay, dry extracts were resus-
pended in 100 uL. of mobile phase consisting of 100 mMm
sodium phosphate, 0.1 mm EDTA, and 25% acetonitrile.

Subcellular frozen samples from cerebral cortex and liver
were thawed and sonicated in PBS, pH 7.4, and centrifuged
at 3000 g for 10 min at 4°C. Aliquots of the supernatants
were frozen at —80°C for protein determination or mixed
(500 pL) with 1 mL chloroform, shaken for 20 min, and
centrifuged at 9000 g for 10 min at 4°C. The organic phase
was washed twice with 0.05 M Na,CO; buffer, pH 10.25,
and 500 uL of the samples was evaporated to dryness in a
SPD 2010 SpeedVac System (Fisher Scientific). The residue
was then dissolved in 100 uL. of mobile phase.

Plasma and tissue content of melatonin was then
measured by HPLC (Shimadzu Europe GmbH, Duisburg,
Germany) with a 150 x 4.5 mm Waters Sunfire C18 5 um
column (Waters Chromatography, Barcelona, Spain). After
stabilizing the column with the mobile phase, samples
(20 uL) were injected onto the HPLC system at a 1-mL/min
flow rate, with 5-fluorotryptamine as internal standard, and
the fluorescence of melatonin was measured in a fluores-
cence detector (Shimadzu RF-10A XL fluorescence detec-
tor) with an excitation and emission wavelength of 285 and
345 nm, respectively. Retention time was 8.9 min. A
standard curve for melatonin was constructed with 4.45,
8.9,17.9,35.9, 71.6, and 143.2 ng/L, and the concentration
of melatonin in the samples was calculated according to the
peak area. Melatonin levels were expressed in nanogram
per liter. 5-Fluorotryptamine was used as an internal

standard [32]. Protein levels were measured by Bradford
method [33].

Statistical analysis

Data are expressed as the means + S.E.M. of six determi-
nations. One-way ANOVA with a post-test was used.
Cosinor analysis was performed with the Time Series
Analysis-Seriel Cosinor 6.3 Lab View software (TSASC 6.3;
Expert Soft Technologie Inc, BioMedical Computing and
Applied Statistics Laboratory, Esvres, France). The level of
statistical significance was taken as P < 0.05.

Results

Daily changes in the subcellular concentration of melatonin
in the cerebral cortex are shown in Fig. 3. Although cosinor
analysis did not reveal a significant circadian rhythm of
melatonin, its levels oscillated over the 24-hr period. In
mitochondria, SPx animals showed the highest melatonin
levels throughout the 24-hr period. This was followed by
membranes and nuclei, whereas the cytosol content of
melatonin was the lowest. In general, Px produced an
increase in melatonin content in these fractions, mainly in
membranes (P < 0.001), with lower rises in mitochondria
and nuclei. In liver, melatonin levels also did not exhibit a
circadian rhythm, and they showed a different pattern of
change (Fig. 4). In this tissue, the content of melatonin was
higher in membrane than in mitochondria or nuclei, both of
which had similar levels; the lowest concentration of
melatonin was found in the cytosol. Px also increased the
subcellular concentrations of melatonin in liver, mainly in
membranes, cytosol, and nuclei (P < 0.001), and to a
minor extent, in mitochondrion. Mean hepatic levels of
melatonin over a 24-hr period in the different subcellular
fractions are shown in Table 1. It is seen that the overall
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Table 1. Mean melatonin concentrations over a 24-hr cycle in the
subcellular fractions studied

Tissue SPx Px
Brain
Membranes 48.01 + 3.27 176.09 + 5.77*
Cytosol 6.27 £ 0.9 6.46 + 0.52
Mitochondria 207 + 25.3 216 + 10.6
Nuclei 13.31 £ 091 20.31 £+ 0.25%
Liver
Membranes 37.76 + 2.09 132.38 + 6.58*
Cytosol 1.09 + 0.03 7.67 £ 0.5*
Mitochondria 14.57 + 2.08 18.14 + 0.52
Nuclei 12.36 + 0.32 23.64 + 0.68%*

SPx, sham-pinealectomy; Px, pinealectomy.
Data are expressed as means + S.E.M. *P < 0.001 versus SPx.

melatonin content significantly increased in membrane and
nuclei in cerebral cortex and in all subcellular fractions in
liver after Px. The largest increase in melatonin owing to Px
was seen in liver cell membranes.

Fig. 5 shows the changes in the subcellular melatonin
levels in the cerebral cortex induced by different manipu-
lations. In all cases, the individual bars represent the levels
of melatonin measured at 12:00 hr, i.e., 2 hr after vehicle or
melatonin administration. Px (P < 0.001) and, to a lesser
extent, CL (P < 0.01), increased melatonin levels in
membranes, but not in the other subcellular fractions in
vehicle-treated rats. After the administration of 10 mg/kg
bw melatonin, melatonin values increased significantly in
SPx, CL, and, specially, in Px rats (P < 0.001). Pretreat-
ment with LZ did not alter melatonin levels in Px rats.
Similar changes after melatonin treatment were found in
the cytosol. Interestingly, mitochondria and nuclei behaved
differently. Neither Px nor CL influenced the levels of
melatonin in these fractions in vehicle-treated animals.
Treatment with melatonin, however, increased its levels at

0 08 12 16 20 24 02 04 06 08
Time of day (hr)

0708 12 16 20 24 02 04 06 08
Time of day (hr)

the same extent in SPx, Px, CL, and LZ groups
(P < 0.001). In the case of liver (Fig. 6), Px and CL
increased the melatonin levels in membranes and cytosol, as
in the cerebral cortex, whereas Px also elevated nuclear
melatonin levels (P < 0.05). In these fractions, melatonin
administration (10 mg/kg bw) also increased its levels in all
groups of rats (P < 0.001), whereas LZ pretreatment did
not modify the effects of melatonin administration. In
general, changes in cytosolic melatonin levels after its
administration were similar to those described for the
cerebral cortex cytosol. Changes in melatonin in liver
mitochondria and nuclei were almost identical to those
detected in the same brain subcellular fractions, i.e.,
melatonin treatment induced parallel rises in these fractions
in SPx, Px, CL, and LZ groups (P < 0.001). A similar
change was obtained in all groups at 4 hr after melatonin
injection (Table 2). Again, the data represent the levels of
melatonin found at 12:00 hr. In this case, however, animals
were injected with melatonin at 08:00 hr and sacrificed 4 hr
later.

To analyze the relationships between extracellular and
intracellular melatonin levels, groups of control rats were
injected i.p. with 0, 10, 40, 100, and 200 mg/kg bw
melatonin at 08:00 hr and sacrificed 4 hr later. Fig. 7
shows the dose-response effects of melatonin injection in
terms of the subcellular distribution in rat cerebral cortex.
Cell membranes show a dose-dependent increase in mela-
tonin concentration, reaching 10 times higher levels than in
the cytosol. Moreover, whereas 10 mg/kg bw of melatonin
significantly elevated the melatonin content in membranes
(P < 0.01), cytosolic concentrations of melatonin did not
change after the administration of 40 mg/kg bw melatonin
(P < 0.001). Interestingly, mitochondria and nuclei show a
saturation component: melatonin content in these com-
partments increased after the injection of 10 mg/kg bw
melatonin (P < 0.001), but additional doses of the
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indoleamine up to 200 mg/kg bw did not further increase
the levels of melatonin in these cellular fractions. Similar
pattern of behavior was found in liver (Fig. 8). Cellular
membranes concentrate melatonin up to 10 times more
than cytosol, whereas mitochondria and nuclei display
comparable saturation mechanisms.

Discussion

The initial analysis of the results reveals new important
aspects of melatonin physiology and pharmacology, which
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can be summarized as follows: (i) the existence of different
subcellular distributions of melatonin; (ii) an absence of
circadian fluctuations in the intracellular melatonin; (iii) the
presence of a constitutive inhibition of intracellular mela-
tonin production by pineal melatonin; (iv) the lack of
effects of membrane melatonin receptors MT1/MT2 on
subcellular distribution of the indoleamine; (v) a greater
capacity of cellular membranes to concentrate melatonin,
thereby presumably controlling its access to the cell; and
(vi) the existence of additional specific regulatory mecha-
nisms in mitochondria and nuclei preventing the full access



Brain and liver extrapineal melatonin distribution

Table 2. Subcellular distribution of melatonin 4 hr after the injection of 10 mg/kg melatonin intraperitoneally

Melatonin
SPx Px CL SPx Px CL LZ

Brain

Membranes 40.84 £ 5.66 177.77 + 12.42 87.60 + 542 12434 + 327 193.85 + 4.83 14992 + 597 11827 + 3.34

Cytosol 6.88 + 1.11 10.17 £ 1.55 7.39 £ 0.77 9.09 + 0.57 11.30 + 0.40 8.78 + 0.43 7.39 + 0.28

Mitochondria 202 + 34.8 242 + 20.4 237 + 15.3 311 + 6.1 315 £ 4.3 328 + 13.7 323 + 7.7

Nuclei 17.42 £ 1.92 20.22 + 1.74 19.55 £ 2.87 46.34 + 2.38 59.31 + 2.69 59.83 + 3.98 5724 + 1.77
Liver

Membranes 41.80 £ 3.81 107.99 + 5.13 114.38 + 3.10 75.62 £ 2.79 13446 + 4.08 129.07 + 4.02 156.73 + 3.46

Cytosol 1.15 £ 0.13 7.02 £ 091 4.80 + 0.51 4.26 + 0.20 9.90 + 0.61 5.65 + 0.31 6.36 + 0.64

Mitochondria  17.55 + 5.99 16.11 + 1.07 20.39 + 3.18 39.97 + 1.73 49.32 + 2.63 4232 + 2.59 43.21 + 0.88

Nuclei 12.58 £ 1.21 25.67 £ 1.58 17.72 + 2.04 2496 + 1.86 36.01 + 1.84 38.68 + 3.88 38.18 + 2.36

SPx, sham-pinealectomy; Px, pinealectomy; CL, continuous light exposure; LZ, luzindole treatment.

Values are expressed as the mean + S.E.M.
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of melatonin to these organelles. Together, these data
suggest that although biological membranes are permeable
to melatonin, the indoleamine does not fully equilibrate
within subcellular organelles, and specific mechanisms may
regulate the amount of melatonin than can reach each
subcellular compartment. The existence of these regulatory
mechanisms reinforces the importance of melatonin in the
biology of the cell, and it seems also to explain why high
doses of melatonin are required to obtain sufficiently high
intracellular levels for therapeutical purposes.

These results document the absence of circadian rhythms
of extrapineal melatonin. Although there are fluctuations in
melatonin concentrations over a 24-hr period in the
different subcellular fractions, cosinor analysis indicated
these rhythms were not circadian in nature. These data,
together with the high concentration of intracellular versus
extracellular melatonin, indicated that extrapineal melato-
nin functions different from the known pineal melatonin

Melatonin dose (mg/kg)

Melatonin dose (mg/kg)

message [34]. These results are consistent with others that
report the levels of this indoleamine in nuclei and mito-
chondria may be higher than in plasma [28, 35, 36]. In
addition, we also show here that subcellular melatonin
concentrations further increased after Px, suggesting that
the extrapineal melatonin production, i.e., in liver and
brain, is constitutively inhibited by circulating melatonin of
pineal origin. Further support of this observation was the
finding that CL rats, a treatment that inhibits the pineal
melatonin production [37, 38], also increase the intracellu-
lar levels of melatonin. Analysis of the NAT and HIOMT
activities and/or expression will be necessary to assess
whether intracellular synthesis of melatonin varies with
these manipulations.

The current subcellular distribution studies revealed
significant differences among the different compartments
studied. In brain cerebral cortex, melatonin levels were
higher in mitochondria, followed by membranes, nuclei,
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and cytosol. These differences appeared also in Px animals,
although in this case, the levels of melatonin increased
mainly in cell membranes. In liver, maximal amounts of
melatonin were identical in cell membranes, followed by
mitochondria, nuclei, and cytosol. Px again increased
melatonin in all subcellular structures. Similar observations
have been made on the thymus, where the melatonin levels
of SPx rats were lower than those in Px animals [39],
although in this case, the subcellular distribution of
melatonin was not determined.

The different distribution of melatonin may be related to
specific functions in the cell. The brain has a high energy
demand; thus, it uses 20% of total oxygen consumed, but it
is only 2% of the body weight [40]. This feature reflects a
high mitochondrial metabolic rate which in turn yields
highly elevated reactive oxygen species (ROS) production
[41-43]. Free radicals are especially dangerous in the brain
because it has high concentrations of polyunsaturated fatty
acids [44] and elevated levels of transition metals such as
iron, which is involved in the generation of hydroxyl
radicals [45]. These conditions, together with a low levels of
cytosolic antioxidants [46, 47], make the brain excessively
vulnerable to oxidative damage.

The presence of high concentrations of melatonin in
brain mitochondria may reflect the homeostatic control of
mitochondrial function by the indoleamine, improving their
bioenergetic efficacy and reducing their production of ROS
[16, 18, 41-44, 48, 49]. The clevated amount of melatonin
may depend on a cellular adaptation to brain energy
demand, allowing the use of large amount of oxygen; by
contrast, the susceptibility of neurons and glia to oxidative
damage is known to be prevented by melatonin [50-52].

In the case of liver, melatonin distributes homogeneously
along the subcellular compartments, although mitochon-
drial content significantly increases at morning and evening,
coinciding with the metabolic activity of the liver. These
hepatic peaks of melatonin may be associated with the
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Fig. 8. Dose-dependent changes in the
subcellular distribution of melatonin in rat
liver. Control rats were i.p. injected with
either vehicle (0) or 10, 40, 100, and
200 mg/kg bw melatonin at 10:00 hr
and sacrificed 2 hr later. *P < 0.05, and
***p < 0.001 versus 0.

circadian control of the hepatic metabolic activity [53]. This
hypothesis may be further supported by the observation
that Px blunted these oscillations of melatonin.

As Px induces an accumulation of melatonin in cell
membranes, we asked whether exogenous melatonin may
also be accumulated in these structures. After the admin-
istration of 10 mg/kg bw, brain and liver cell membranes
accumulated much of the circulating melatonin. Px, or CL
exposure, both of which reduce significantly pineal mela-
tonin production and thus, circulating melatonin [10],
increased the amount of melatonin in these cell membranes
in both vehicle- and melatonin-injected rats. Thus, it seems
that the absence of circulating pineal melatonin modifies
some feature of cell membrane enhancing its capacity to
take up melatonin. Interestingly, LZ had little effect on
these changes in melatonin, suggesting that MT1/MT2
membrane receptors of melatonin do not actively partici-
pate in the accumulation of melatonin by cell membranes.
After melatonin administration, its concentration also
increased in the cytosol, mitochondria, and nuclei, doubling
the basal levels. These changes were generally independent
of whether the animals were pinealectomized, subjected to
continuous light, or treated with LZ. Thus, it seems that cell
membranes act as a reservoir for melatonin, limiting the
amount of melatonin available to the cell. The mechanism
underlying these properties of the cell membrane remains
unknown but probably may depend on specific membrane
transporters.

We next asked whether the capacity of brain and liver cell
membranes to retain melatonin could be saturated at high
extracellular levels of the indoleamine, thus disrupting the
homeostatic mechanism and allowing the free entry of
melatonin into the cell. To address this question, rats were
injected with different doses of melatonin 4 hr before their
sacrifice. Our results show a dose-dependent accumulation
of melatonin by the cell membranes, with no apparent
saturation mechanism even at the highest dose used. At this



dose, i.e., 200 mg/kg bw, the amount of melatonin in cell
membranes increased 20 times compared with their basal
levels. Under these conditions, however, melatonin levels in
mitochondria and nuclei increased only threefold, whereas
in cytosol, melatonin concentration increased 15-fold.
Hence, cytosolic concentrations of melatonin reached a
final level 10 times lower than in cell membranes. These
kinetic changes in cellular melatonin content were similar in
both cerebral cortex and liver tissues. The interaction of
melatonin with cell membranes has been evaluated, and it
was suggested that it could easily scavenge both aqueous
and lipophilic radicals [54]. The accumulation of melatonin
in cell membranes reported in our data further supports this
activity of the indoleamine, giving an in situ protection
against free radical attack.

Another interesting observation was that at the dose of
40 mg/kg bw, the concentration of melatonin in mitochon-
dria and nuclei of cerebral cortex and liver reached their
maximal value. These findings were surprising because, to
our knowledge, the amphiphilic properties of melatonin
allowed it to cross all cell barriers, equilibrating on both
sides [9]. In the light of the current findings, however, this
point of view must be modified. The results suggest the
existence of some regulatory mechanisms not only in the
cell membrane, but also in the mitochondria and nuclei,
which are able to modulate the transfer of melatonin from
the membrane into the cell and from the cytosol to the
nucleus and mitochondria. By regulating the intracellular
concentration of melatonin, the cell membrane may act as a
reservoir of melatonin, ready to be used by the cell
whenever needed. Moreover, considering the intracellular
effects of melatonin, mainly at nuclear and mitochondrial
level, our results suggest that the therapeutical range of
melatonin should be between 10 and 40 mg/kg bw in rats.
To obtain similar therapeutical approach in humans, we
can extrapolate these data to the human equivalent dose
(HED) following the Reagan-Shaw et al. [55] conversion.
This means that the human dose would oscillate between
1.6 and 6.5 mg/kg bw, i.e., 112 and 455 mg for an adult of
70 kg bw. Anyway, these doses in humans require further
evaluation.

We next asked whether there exists a regulatory mech-
anism to control melatonin distribution into the cell. A
response may come from the antioxidant and anti-inflam-
matory properties of melatonin. Melatonin is a major
intracellular antioxidant, and this property is reflected,
among other considerations, by its ability to maintain the
glutathione (GSH) homeostasis by acting on several
pathways: increasing GSH synthesis, augmenting the
expression and activity of the y-glutamylcysteine synthase
[56], recovering GSH from oxidized glutathione (GSSG)
through the induction of expression and activity of GSH
reductase [16, 57, 58], and reducing the GSH consumption
owing to the potent free radical scavenger ability of
melatonin, thus decreasing the oxidative stress status [15,
41-43, 59-65]. GSH is necessary for a series of reactions in
the cell leading to a defense against free radicals and
detoxifying xenobiotics via GSH S-transferases. Addition-
ally, GSH is also present in the cell nucleus, where it has
been traditionally related to antioxidant protection of the
genome [66]. Moreover, there is increasing evidence
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suggesting a role of GSH in nuclear homeostasis and cell
proliferation, and nuclear GSH depletion prior to irradi-
ation causes DNA fragmentation and apoptosis [67]. GSH
moves to the nucleus when the cell is ready to proliferate,
regulating a series of events necessary for cell division [68].
Thus, high GSH levels in the nucleus are directly related to
cell proliferation. In preventing a GSH-dependent hyper-
reduced status in the nucleus, cell and nuclear membranes
control the intracellular amount of melatonin. This mech-
anism should now be considered regarding the oncostatic
properties of melatonin. The observation may be general-
ized to other cell compartments. In fact, if melatonin
distributes homogeneously in all subcellular compart-
ments, the intracellular redox status of the cell will move
to a high hyper-reduced status, altering many redox
reactions.

The data of this study reveal that melatonin physiology is
more complex than previously supposed. Melatonin con-
centrations vary over a 24-hr period in distinct subcellular
compartments, and these changes probably indicate that
melatonin may regulate separately the redox status in each
compartment. Thus, melatonin becomes a much more
important intracellular antioxidant, because it can selec-
tively change in those subcellular structures where it is
required. Among other considerations, the anti- and
proapoptotic actions of melatonin in normal and cancer
cells, respectively, might be a consequence of the alteration
in the regulatory mechanisms affecting subcellular melato-
nin distribution in the latter, allowing the free influx of
melatonin into the cell, exerting its oncostatic and proa-
poptotic effects. Also, importantly from a therapeutic point
of view, is the fact that our data support the use of high
doses of melatonin, as they seem to be necessary to reach
subcellular concentrations sufficient to exert pharmacolog-
ical effects. Finally, the existence of mechanisms controlling
subcellular melatonin distribution may also explain the low
toxicity of the indoleamine when it is used even at high
doses. It is clearly of major interest to gain information
regarding the mechanism(s) involved in the cellular control
of melatonin distribution.
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Analysis of the daily changes of melatonin receptors in the rat

liver

Abstract: Melatonin membrane (MT1 and MT2) and nuclear (RORx)
receptors have been identified in several mammalian tissues, including the
liver. The mechanisms regulating hepatic melatonin receptors are yet
unknown. This study investigated whether these receptors exhibit daily
changes and the effects of melatonin on their levels. Our results show that
mRNAs for MT1/MT2 receptors exhibit circadian rhythms that were followed
by rhythms in their respective protein levels; the acrophases for the two
rhythms were reached at 04:00 and 05:00 hr, respectively. Pinealectomy
blunted the rhythms in both mRNAs and protein levels. In contrast, mnRNA
and protein levels of nuclear receptor ROR« increased significantly after
pinealectomy. The cycles of the latter receptor also exhibited circadian
rhythms which peaked at 03:00 and 03:45 hr, respectively. Melatonin
administration (10-200 mg/kg) increased in a dose-dependent manner the
protein content of MT1/MT?2 receptors, with no effects on ROR«. Lunzindole
treatment, however, did not affect melatonin receptor expression or content of
either the membrane or nuclear receptors. Together with previously published
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Introduction

Two mammalian membrane receptors, Mel 1, and Mel 13
(MT1 and MT?2, respectively), were cloned and character-
ized previously [1, 2]. Both belong to the G-protein-coupled
receptor (GPRC) superfamily of membrane receptors and
share high homology (about 60%) [3]. Expressions of MT1
and MT2 are somewhat different: MT1 is expressed in brain
(hypothalamus, cerebellum, SCN, hippocampus, substancia
nigra, and ventral tegmental area) [4-8], immune system
cells, testes, ovary, skin, liver, kidney, adrenal cortex, pla-
centa, breast, retina, pancreas, and spleen [7-12], whereas
MT?2 is expressed in the brain (hypothalamus, suprachias-
matic nucleus), immune system cells, retina, pituitary, blood
vessels, testes, kidney, gastrointestinal tract, mammary
glands, adipose tissue, and the skin [2, 10, 12-14]. While the
distribution of these receptors in various tissues has been
well studied, the regulation of their densities has been
sparingly examined.

In recent years, studies on the processes that modulate
the concentration of melatonin membrane receptors have
been examined in brain regions, especially in the suprach-
iasmatic nucleus (SCN) and pars tuberalis (PT). It was
observed that the expression of these receptors varies with
the species, location, light/dark cycle, time of the day,

findings which demonstrated the intracellular distribution of melatonin in rat
liver, the current results support the conclusion that the circadian rhythms of
MTI1/MT2 and ROR« receptors are under the control of the serum and
intracellular melatonin levels. Moreover, the induction of MT1/MT?2 receptors
after the administration of high doses of melatonin further suggests that the
therapeutic value of melatonin may not be restricted to only low doses of the

MT2, rat liver, ROR«
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stage of neural development, and endocrine status [15].
For example, the density of melatonin receptors decreases
10-fold at 30 days of birth in the rat pars distalis (PD)
[15], whereas the PT receptors are under the influence of
melatonin [16]. Similar changes seem not to occur in other
brain areas of the rat. Hamsters show significant daily
changes in the SCN melatonin membrane receptor density,
changes that are controlled by the photoperiod [17]. In
contrast, the brain of other species including the salmon
(Salmo salar L.) does not display changes in its melatonin
receptors [18]. An age-dependent reduction in melatonin
binding sites in the cerebral arteries [15] and decreases in
2-[125]-iodomelatonin binding and MTI receptors in the
SCN of rats and mice [19, 20] have been also reported,
consistent with aging being a factor that determines
melatonin receptor density.

In addition to the membrane receptors, nuclear melato-
nin receptors, or at least nuclear binding sites for melato-
nin, have been shown. These nuclear binding sites were
initially pharmacologically characterized [21, 22], and soon
thereafter, they were cloned and identified as belonging to
the RZR/ROR orphan receptor subfamily, with includes
the products of three genes: ROR,, and its splicing variants
(ROR,1, ROR,2  ROR,3 and ROR,) ROR; (RORI,
RORy2) and ROR, (ROR,1, ROR,2) [23-26]. The ROR
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subfamily exhibits a distinct spatiotemporal expression
pattern, suggesting that the members of this family have
different functions. ROR,, is distributed in adipose tissue,
skin, testes, cartilage, and liver [27]; RORy has been
detected in neural tissues and in the retina [25], and ROR,
is expressed in skeletal muscle, liver, kidney, adipocytes,
and the immune system [26-28]. The expression of nuclear
receptors also changes with the developmental state, tissue,
and endocrine status. While in the mouse, the expression
of RORu receptors is maximal at 16th day of life in cere-
bellum, thalamus, and olfactory bulb neurons, and at 7th
day in the hippocampus [29], their expression in testes was
detected only after sexual maturation [30].

We recently analyzed the daily changes, subcellular dis-
tribution, and melatonin levels in the organelles of rat
hepatocytes. The melatonin concentration of different sub-
cellular organelles of liver varies with time of day, pineal-
ectomy, and after the exogenous administration of
melatonin [31]. As follow-up to this study, we considered
it worthwhile to examine the daily changes in the mRNAs
and protein expression of MT1, MT2, and ROR« recep-
tors in liver of rats, along with their relationship to the
changes in melatonin levels under the same conditions.

Materials and methods
Animals and treatments

Three-month-old male Wistar rats were obtained from
Harlan (Barcelona, Spain). They were housed under con-
trolled temperature conditions (22 + 1°C) and maintained
on a light/dark (LD) cycle of 12:12 hr (lights on at
07:00 hr). All experiments were performed according to
the Spanish Government Guide and the European Com-
munity Guide for animal care. Animals were divided into
four groups: (i) controls, (ii) sham-pinealectomized (SPx),
(iii) pinealectomized (Px), and (iv) rats treated with the
melatonin membrane receptor blocker, luzindole (Lz).

To study the circadian variations in the melatonin
receptors, subgroups of SPx and Px rats (n = 6 animals/
subgroup) were sacrificed at 08:00, 12:00, 16:00, 20:00,
24:00, 02:00, 04:00, and 06:00 hr. The sacrifice of animals
at night was performed under a dim red light which does
not influence endogenous melatonin production [32]. To
test whether exogenous melatonin influences melatonin
receptor expression or protein levels, sham-pinealectom-
ized (SPx) and pinealectomized (Px) animals (n = 6 ani-
mals/dose) were intraperitoneally (i.p.) injected with 10, 40
or 200 mg/kg bw melatonin at 08:00 hr and sacrificed 4 hr
later at noon. Some melatonin-treated animals received an
1.p. injection of luzindole (4.5 mg/kg) at 07:30 hr, and the
livers were collected at noon.

Melatonin was dissolved in 20% 1,2-propanediol and
injected intraperitoneally, whereas luzindole was dissolved
in water/ethanol 1:2 (v/v) and administered 30 min before
melatonin injection. Pinealectomy was performed under
equithesin anesthesia (1 mL/kg bw) following a procedure
previously published [33], and the liver of these animals
were studied 5 days later. Rats were sacrificed and liver
was removed, washed in cold saline, and stored at —80° C
until their use.

Isolation of nuclei from liver

Rat livers were washed with 1x PBS (0.01 m phosphate
buffer containing 0.15 m NaCl, 0.27 mm KCI, pH 7.5),
minced with scissors, homogenized in PBS/PIB 1:20 (v/v)
(1x PBS/phosphatase inhibitor buffer containing PBS plus
125 m NaF, 250 mm a-glycerolphosphate, 250 mm p-nitro-
phenyl phosphate and 25 mm NaVO;, pH 7.5) at 800 rpm
with a Teflon pestle, and filtered. The homogenate was
centrifuged at 300 g for 5 min at 4°C, and 0.5 mm phen-
ylmethylsulfonylfluoride (PMSF), 0.5 mm DL-dithiothrei-
tol (DTT), and 1 pg/mL leupeptin were added to
supernatants and stored at —80°C until its use for Western
blot of MT1, MT2, and RORu.

For Western blot analysis of nuclear ROR« content, the
pellet obtained from the above centrifugation was resus-
pended in 1 mL hypotonic buffer (20 mm HEPES contain-
ing 5 mMm NaF, 0.5 mm NaMoO,, and 0.1 mm EDTA, pH
7.5) and incubated for 15 min at 4°C. Then, 50 uL of I-
GEPAL was added to the sample, vortex for 10 s, and
centrifuged at 14,000 g for 1 min at 4° C. The supernatant
was discarded, and the pellet was resuspended in 0.2 mL
lysis buffer (20 mm HEPES containing 20% glycerol,
420 mm NaCl, 1.5 mm MgCl, 0.2 mm EDTA, 20 mm
NaF, 0.5 mm DTT, 1 pg/mL leupeptin, and 0.2 mm
PMSF, pH 7.9). The samples were incubated for 30 min at
4° C in constant agitation and centrifuged at 14,000 g for
10 min at 4° C. The supernatants were frozen at —80° C
until their use for Western blot of RORuo:.

Western blot analysis

For MT1 and MT2 Western blot analysis, aliquots of the
cytosol homogenates were thawed and diluted up to 25 ug
of protein (45 uL), and electrophoresized on 10% SDS-
polyacrylamide gels, transferred onto nitrocellulose mem-
branes (GE Healthcare, Barcelona, Spain), and blocked in
5% PBS-T BSA (0.01 m phosphate buffer containing
0.15 M NaCl, 0.1% v/v Tween-20, pH 7.4) for 2:30 hr.
Membranes were incubated overnight with antibodies
against MT1 and MT2 (1:200) (sc-13186 and sc-13177,
respectively; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA) at 4°C in agitation, washed thrice with PBS-T for
10 min, and incubated with an anti-goat secondary anti-
body (sc-2020; Santa Cruz Biotechnology) during 1 hr at
room temperature. For RORe, aliquots of both nuclei and
cytosol homogenates were thawed and diluted up to 15 ug
protein (15 puL) and electrophoresized on 7.5% SDS-
polyacrylamide gels, transferred onto nitrocellulose mem-
branes, and blocked in 5% PBS-T BSA for 4 hr at room
temperature. Then, the membranes were overnight incu-
bated with the ROR« antibody (1:500) (sc-28612; Santa
Cruz Biotechnology) at 4° C in agitation, washed thrice
with PBS-T for 10 min, and incubated with an anti-rabbit
secondary antibody (1:5000) (31460; ThermoFisher Scien-
tific, Madrid, Spain) during 1 hr at room temperature. In
both cases, that is, MT1/MT2, and RORo, the membranes
were washed thrice with PBS-T for 10 min, and the im-
munodetection was performed with a commercial chemilu-
minescence detection kit (34075 Super Signal West Dura;
Thermo Scientific). The blots were then analyzed and



quantified with a Kodak ImageStation 2000R (Easmant
Kodak Company, Rochester, NY, USA). Bradford
method was used for protein measurement [34].

Reverse transcription-polymerase chain reaction

RNA was isolated from rat liver using the RNA isolation
kit Real Total Spin Plus (Durviz, S.L., Valencia, Spain).
RT-PCR was performed in a Stratagene 3005P system.
Primer sequences (Table 1) were designed using the Bea-
con Designer software (Premier Biosoft Int., Palo Alto,
CA, USA). RT-PCRs were carried with a final volume of
25 uL of reaction mixture containing 100, 150, and 200 ng
of RNA (for MTI1, MT2, and RORw, respectively),
12.5 uL of 2x MESA GREEN MasterMix Plus (Eurogen-
tec, Seraing, Lic¢ge, Belgium), 0.4, 0.2, and 0.1 um of spe-
cific gene primers for MT1, MT2, and RORu«, respectively,
and RNase-free water. PCR conditions were as follows:
5 min at 95° C followed by 40 thermal cycles at 95°C of 15
s each one, 1 min at 60° C, plus 1 min at 72° C. Data were
analyzed according to the standard curves constructed
with 500, 50, 5, 0.5, and 0.05 ng of RNA from MTI,
MT2, and ROR« and were normalized by GAPPH expres-
sion.

Statistical analysis

Data are expressed as the means + S.E.M. One-way ANO-
VA with a post test was used. Cosinor analysis was per-
formed with the Time Series Analysis-Seriel Cosinor 6.3
Lab View software (TSASC 6.3; Expert Soft Technologie
Inc, BioMedical Computing and Applied Statistics Labo-
ratory, Esvres, France). Statistical significant differences
were accepted when P < 0.05.

Results

Fig. 1 represents the daily changes in rat liver MT1 recep-
tors. SPx animals exhibited a circadian rhythm in both
MT1 mRNA and protein levels with peaks at 04:00 hr
(P <0.001). Pinealectomy blunted these rhythms, and the
mRNA expression and protein levels of MTI receptor
remain constant through the 24 hr. Analysis of the daily
MT2 receptor changes reveals similar results (Fig. 2).
Indeed, SPx rats show circadian variations in the mRNA
expression and protein level of MT2, reaching the maxi-
mal values at 04:00 hr (P < 0.001). Pinealectomy also

Table 1. Sequence of the primers used for real-time PCR analysis
of melatonin receptors

Genes Sequences primers

GGC ACA GTC AAG GCT GAC AAT
ATG GTG GTG AAG ACG CCA GTA
AGC CCT CTC CAC TAA TAA CC
ACC CTG TAT CACTTG TTT GC
GTG TCA TTG GCT CTG TCT TC
CAG TAT CCA TAT TCG CAG GTAG
CGA GGT ATC TCA GTC ACG AAG
GCC GAG GAC AGG AGT AGG

GAPDH forward
GAPDH backward
MTI forward
MTI1 backward
MT?2 forward
MT?2 backward
RORu forward
ROR« backward
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Fig. 1. Daily changes in mRNA expression (upper panel) and
protein levels (lower panel) of MT1 melatonin receptor in liver of
sham-pinealectomized (SPx) and pinealectomized (Px) rats.
*#kP < (.01, and *** P < 0.001 versus Px.

blunted the circadian variation in MT2 receptor. When
the daily changes in RORa receptor were analyzed, the
results were opposite to those of MT1 and MT2 (Fig. 3).
We observed that SPx animals display minor changes in
the daily mRNA expression and protein content of ROR«
receptor with Px increasing them.

Cosinor analysis of the MT1, MT2, and ROR« rhythms
in mRNAs and protein levels is shown in (Table 2). In all
cases, mRNA expression precedes the maximal protein
content for each receptor type.

Fig. 4 shows the mRNA expression and protein levels
of MT1 and MT?2 receptors after melatonin (10 mg/kg
bw) and/or luzindole (4.5 mg/kg bw) administration. In all
cases, the mRNA expression was measured at 12:00 hr,
that is, 4 hr after that vehicle or melatonin administration.
In general, it can be observed that melatonin administra-
tion enhances MT1/MT2 mRNA and protein levels, an
effect augmented in the presence of luzindole. In the case
of RORu (Fig. 5), the effects of Px, melatonin, and/or
luzindole administration were not significant, except for
the RORa protein content in the cytosol of pinealectom-
ized animals (P < 0.001).

The subsequent experiments were done to assess
whether high doses of melatonin modified the expression
of hepatic melatonin receptors. In this case, groups of con-
trol rats were i.p. injected with 40 and 200 mg/kg bw
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Fig. 2. Daily changes in mRNA expression (upper panel) and
protein levels (lower panel) of MT2 melatonin receptor in liver of
sham-pinealectomized (SPx) and pinealectomized (Px) rats.
*P < 0.05, and *** P < 0.001 versus Px.

melatonin at 8:00 hr, and sacrificed 4 hr later. Fig. 6
shows that 40 mg/kg bw melatonin significantly increased
MT1 mRNA expression (P < 0.01) and protein content
(P < 0.01), an effect further increased with 200 mg/kg mel-
atonin (P < 0.001). Melatonin administration, however,
did not influence the RORa mRNA or protein levels
(Fig. 7).

Discussion

The current data show, for the first time, the existence of
daily variations in the mRNA and protein levels of MT1,
MT2, and RORa melatonin receptors in rat liver. A cosin-
or analysis revealed the existence of significant rhythms
for both mRNAs and protein levels. Pinealectomy blunted
the rhythms of MT1 and MT2 receptors and enhanced the
rhythm of RORo, whereas melatonin administration
increased the MT1/MT2 protein levels in a dose-dependent
manner. These data suggest that the daily changes in mela-
tonin receptors may be under the control of blood melato-
nin levels derived from the pineal gland; blood levels of
melatonin exhibit a nocturnal rise with highest values at
02:00 hr [31, 35].

The events leading to maximal melatonin receptor
expression would be expected to be related to the circadian
rhythm of melatonin, its physiologic ligand. The acrophases
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Fig. 3. Daily changes in mRNA expression (upper panel) and pro-
tein levels (lower panel) of ROR« melatonin receptor in liver of
sham-pinealectomized (SPx) and pinealectomized (Px) rats. See
(Fig. 1) for Y-axis units. *P < 0.05, **P < 0.01, and *** P < 0.001
versus Px.

Table 2. Cosinor analysis of the changes in the expression of
mRNA and in protein levels of MT1, MT2, and ROR« melatonin
receptors in rat liver

Receptor  Acrophase  Amplitude Mesor Significance
MTI1 mRNA

SPx 4:01 £0.05 8.80=0.09 9.69+0.65 P <0.001
MT1 protein

SPx 5:17+0.5 037 +0.07 1.12+0.05 P <0.001
MT2 mRNA

SPx 4:02£0.08 045+0.1 1.11£0.06 P <0.001
MT?2 protein

SPx 5:10 £ 0.07 0.40 £0.07 1.22+0.05 P <0.001
RORo mRNA

SPx 1:28 £ 0.03 0.12+0.07 0.94 +0.05 n.s.
Px 3:32+0.1  0.59+0.01 1.11+£0.08 P <0.001
RORu« protein (nucleus)

SPx 1:28 £0.04 039 +£0.04 1.28+£0.03 P <0.01
Px 2:16 £0.06 0.75+0.06 1.47+0.04 P <0.01
RORu protein (cytosol)

SPx 13:45+0.02 0.45+0.02 0.66+0.03 P <0.05
Px 6.14 £ 0.08 0.37 £0.05 1.28 +0.04 n.s.

Acrophase is expressed as hr:min.
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Fig. 4. Effects of sham (SPx) or pinealectomy (Px) alone or in
combination with melatonin (aMT) and luzindole (Lz) plus mela-
tonin on the MT1 and MT2 mRNA expression and protein levels
in rat liver. Rats were sacrificed at 12:00 hr after being injected
with vehicle (SPx and Px) or melatonin (SPx, Px and Lz) 4 hr ear-
lier. Luzindole was given 30 min before melatonin.

of the MT1 and MT2 mRNAs expression peaked near to
03:00 hr, and 2 hr later the acrophases of the MT1/MT2
protein contents reached their maximal. In the same experi-
mental model, we recently reported that plasma melatonin
peaks at 02:00 hr, that is, 1 hr earlier than the MT1/MT2
mRNAs peak [31]. Thus, it can be suggested that the rises in
the mRNAs and protein may be induced by the nocturnal
plasma melatonin increase, following by MTI1/MT2
mRNAs expression. At this time, that is, 03:00-05:00 hr.,
MTI1/MT2 receptors are then activated by and respond to
circulating melatonin. Soon thereafter, the reduction in cir-
culating melatonin levels, with its ability to down-regulate
its own receptors, reduce both the mRNAs expression and
protein content of both MTI1/MT2 receptors. If similar
rhythms related to the receptors are common to many tis-
sues, it is likely that the regulation of the melatonin rhythm
by the light/dark cycle determines its ability to synchronize
a variety of internal rhythms [36, 37]. This hypothesis is
supported by the observation that greatly reduced plasma
melatonin after pinealectomy blunted both MT1 and MT2
receptors expression.

Considering that the intracellular melatonin levels in rat
liver increase after pinealectomy [31], two alternatives for
melatonin—melatonin receptor interactions exist: (i) the
expression of MT1/MT2 receptors is up-regulated by mela-
tonin of pineal origin; thus, when circulating melatonin lev-
els drop after pinealectomy, the signal to induce the mRNA
expression of these receptors is lost, and (ii) increased
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Fig. 5. Effects of sham (SPx) or pinealectomy (Px) alone or in
combination with melatonin (aMT) and luzindole (Lz) plus mela-
tonin on the RORx mRNA expression and the protein levels in
rat liver cytosol and nucleus. Rats were sacrificed at 12:00 hr after
being injected with vehicle (SPx and Px) or melatonin (SPx, Px,
and Lz) 4 hr earlier. Luzindole was given 30 min before mela-
tonin. See (Fig. 1) for Y-axis units. ***P < (.001 versus SPx,
Px+aMT, Lz+aMT.

intracellular melatonin levels after pinealectomy are
responsible for the inhibition of MT1/MT?2 receptors, sug-
gesting that elevated intracellular melatonin content causes
the inhibition on the mRNAs expression of these receptors.
In an attempt to resolve this question, we found that after
melatonin administration to rats, which increased the
intracellular content of the indoleamine [31], the MT1/MT2
protein content significantly increased in a dose-dependent
manner. So, whereas pinealectomy reduces plasma melato-
nin and increases its intracellular levels, melatonin
administration increases both plasma and intracellular lev-
els of the indoleamine. In these conditions, pinealectomy
reduces and melatonin administration increases MT1/MT2
receptors. Thus, these observations are consistent with the
idea that the intracellular melatonin levels are responsible
for the regulation of MT1/MT2 receptor expression. In
support of this assumption, it was reported that aging is
followed by a reduction in both pineal and tissue melatonin
levels and MT1/MT?2 receptors [38—40].



Venegas et al.

— 2r LA— =
% wwk oa bt —
> ## - whk
Z c HaH
§ W = ir
o o
s 1r s 2r
[ E
: S
E -
b E
h
=0 0
1] 40 200 0 40 200
g3 T st s —
_ W Ehk
£ "k £ ##
E 2 3t
@ B e
g 2f g
= R2r
T =
= 3
< 1r =]
2 =1
& z
e
=0 0
0 40 200 0 40 200

Melatonin dose (mg/kg) Melatonin dose (mg/kg)

Fig. 6. Dose-dependent effects of melatonin administration on
MTI1 and MT2 mRNA expression and protein levels in rat liver.
Rats were i.p. injected with either vehicle (0) or 40 or 200 mg/kg
bw at 8:00 hr and sacrificed 4 hr later. **P < 0.01, ***P < 0.001
versus vehicle; *P < 0.05, #*P < 0.01, and P < 0.001 versus the
40 mg/kg dose.

The regulation of melatonin receptors may vary with
the organ or tissue examined. Our results are consistent
with data obtained in rat pars tuberalis (PT), which shows
a nocturnal rise in MT1 receptors that is not changed by
pinealectomy [16]. However, in the SCN, the regulation of
MT]1 receptors involves the light/dark cycle even in pinea-
lectomized rats [41]. In other tissues including the intestine
and colon, melatonin receptors do not display a diurnal
rhythm, with fasting being a signal that triggers the
expression of their mRNA [42]. Other examples of melato-
nin receptor regulation include those in the rat uterine
antimesometrial stroma, where MT1 receptors are under
the control of ovarian hormones [43]. In the majority of
tissues, the relationship between intracellular melatonin
content and MT1/MT2 mRNA expression has not been
explored; the current results indicate an examination of
these interactions may be informative.

Regarding the RORa nuclear melatonin receptor, we
also found the presence of daily variations in the mRNA
and protein levels in rat liver nucleus and cytosol,
although the cosinor analysis only revealed a significant
rhythm in mRNA expression in pinealectomized rats.
Similar results were reported in other peripheral tissues
including liver, heart, stomach, kidney, and lung of mice,
where a slight oscillation in mRNA levels was detected at
different photoperiods [44]. The rat SCN, however, exhib-
its a RORo mRNA circadian rhythm [45].These data
indicate that the expression of RORo depends not only
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Fig. 7. Dose-dependent effects of melatonin administration on
RORo mRNA expression and protein levels in rat liver. Control
rats were i.p. injected with either vehicle (0) or 40 or 200 mg/kg
bw at 8:00 hr and sacrificed 4 hr later. See Fig. 1 for Y-axis units.

the tissue but possibly on the species studied. The decrease
in ROR« protein levels in cytosol together with its rise in
the nucleus during the dark period in control rats, when
the melatonin peak occurs, suggests that the melatonin
may control the shuttle between cytosol and nucleus. This
hypothesis is further supported by the data in pinealec-
tomized rats where both the mRNA expression and
nuclear protein content of RORw increased significantly
with the acrophases occurring at 02:92 and 03:46 hr,
respectively. The finding that the content of ROR« protein
in cytosol at night did not increase to the same degree as
in the nucleus further supports a movement of this protein
toward the nucleus. Thus, there may exist a dynamic sub-
cellular distribution of ROR« similar to that of steroid
receptors [46]. A melatonin-dependent induction in ROR«
mRNA expression was observed in Jurkat cell nuclei with
a slight movement of ROR« to the cytoplasm, which may
depend on melatonin itself [47]. Balancing nuclear export/
import [48] is one of the mechanisms involved in the trans-
activation of nuclear receptors in addition to ligand bind-
ing, phosphorylation, acetylation, and ubiquitinylation
[49, 50]. The current findings, however, did not show
changes in the nuclear—cytosol distribution of RORx



receptors at 4 hr after melatonin administration, in agree-
ment with previous studies which used lower doses of mel-
atonin [45]. Thus, changes in RORoa distribution in the
nucleus and cytosol occurred in advance of the time we
investigated the relationship and/or the expression of
RORo may be dose dependent.

That mRNA of RORux increased before that of MT1/
MT2 receptors indicates a potential crosstalk between
nuclear and membrane receptors, although the exact rela-
tionship, if any, between these events remains to be clari-
fied. Unexpected, however, pinealectomy enhanced the
rhythm of both mRNA and protein content of RORu
receptors. Considering the above discussion on the melato-
nin control of MT1/MT2 receptors, for the RORw, we
found that pinealectomy, which reduces plasma melatonin
and increases its intracellular levels, induces RORa« while
exogenous melatonin administration had no effect on
RORo receptors. Hence, it seems that the reduction in
plasma melatonin levels triggers the signal to induce
RORu expression.

Administration of 10 mg/kg melatonin to SPx and Px
rats did not induce significant changes in the mRNAs and
protein levels of either MT1/MT2 or RORa receptors.
Moreover, luzindole treatment was also without effect of
these receptors. However, a significant, dose-dependent
induction of the expression of mRNA and protein of
MTI1/MT?2 receptors was seen after the administration of
40 and 200 mg/kg of melatonin, with the later dose
increasing their expression by 50%. This means that when
melatonin is used in high doses for therapeutic purposes,
there may be increased effects of the indoleamine due to
this important induction of its receptors.

A connection between membrane and nuclear receptors
for melatonin seems to exist. Melatonin receptors modu-
late several second messengers, including cAMP, cGMP,
intracellular calcium (Ca’®"), and phospholipids [12, 15,
51]. The activation of membrane receptors by melatonin
decreases the intracellular levels of cAMP, resulting in a
lowered activity of PKA that results in changes of the
phosphorylation status of target proteins such as CREB
[52]. Besides the cAMP-dependent cascade, melatonin
receptors can couple to a stimulation of PLC-dependent
signal transduction cascades and can activate PKC [53].
As CREB, RORu is a phosphoprotein and its high constit-
utive activity can be modulated by a change of its phos-
phorylation state, so regulation of RORa« would be
mediated through membrane receptor gene regulation by
melatonin [54]. Under normal conditions, the nocturnal
rise of melatonin, which is accompanied by an increase in
its membrane receptors, binds to and activates them,
decreasing the intracellular levels of cAMP. This results in
a reduction in RORo phosphorylation and a rise of its
transcriptional activity. By this means, melatonin may reg-
ulate the transcriptional activity of RORa. The reduction
in the MT1/MT?2 expression after pinealectomy, with the
absence of circulating melatonin, increases cAMP levels,
with the subsequent phosphorylation of RORa and the
reduction in its transcriptional activity. After pinealectomy
we found that RORa expression increases, a finding that
may be compensation for the reduced melatonin. These
observations agree with the fact that high levels of
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melatonin, as produced after its administration to rats, did
not influence ROR« expression.

In summary, our data show the presence of circadian
rhythms in membrane and nuclear melatonin receptors,
which are under the control of melatonin. The induction
of the membrane receptors for melatonin after the admin-
istration of high doses of the indoleamine reinforces the
fact that the therapeutic benefits of melatonin are not
restricted to a low doses of this important molecule but
may likely be achieved with a wide range of doses.

Acknowledgements

This study was partially supported by grants from the
Instituto de Salud Carlos III (RD06/0013/0008, PIO0S-
1664), and from the Consejeria de Innovacion, Ciencia y
Empresa, Junta de Andalucia (P07-CTS-03135 and CTS-
101).

References

1. ReppErT SM, WEAVER DR, EBisawa T. Cloning and charac-
terization of a mammalian melatonin receptor that mediates
reproductive and circadian responses. Neuron 1994; 13:1177—
1185.

2. REepPERT SM, GobpsoN C, MAHLE CD et al. Molecular charac-
terization of a second melatonin receptor expressed in human
retina and brain: the Mellb melatonin receptor. Proc Natl
Acad Sci USA 1995; 92:8734-8738.

3. RepPERT SM, WEAVER DR, EBisawa T et al. Cloning of a
melatonin-related receptor from human pituitary. FEBS Lett
1996; 386:219-224.

4. ZisapeL N, LaupoNn M. Dopamine release induced by electri-
cal field stimulation of rat hypothalamus in vitro: inhibition
by melatonin. Biochem Biophys Res Commun 1982; 104:
1610-1616.

5. SavaskaN E, OLiviert G, MEIER F et al. Increased melatonin
la-receptor immunoreactivity in the hippocampus of Alzhei-
mer’s disease patients. J Pineal Res 2002; 32:59-62.

6. Uz T, ArstaNn AD, KurTtuncu M et al. The regional and cel-
lular expression profile of the melatonin receptor MT1 in the
central dopaminergic system. Brain Res Mol Brain Res 2005;
136:45-53.

7. DuBocovicH ML, MArRkowskA M. Functional MT1 and MT2
melatonin receptors in mammals. Endocrine 2005; 27:101—
110.

8. AL-GHour WM, HErmMAN MD, DuBocovicH ML. Melatonin
receptor subtype expression in human cerebellum. NeuroRe-
port 1998; 9:4063-4068.

9. FiscHer TW, Srominskr A, ZMIJEWSKI MA et al. Melatonin
as a major skin protectant: from free radical scavenging to
DNA damage repair. Exp Dermatol 2008; 17:713-730.

10. Srominski A, FiscHer TW, Zmuewski MA et al. On the role
of melatonin in skin physiology and pathology. Endocrine
2005; 27:137-148.

11. Srominskl A, TosiN DJ, Zmnewskr MA et al. Melatonin in
the skin: synthesis, metabolism and functions. Trends Endo-
crinol Metab 2008; 19:17-24.

12. Srominski RM, REITER RJ, ScHLABRITZ-LoUTSEVITCH N et al.
Melatonin membrane receptors in peripheral tissues: distribu-
tion and functions. Mol Cell Endocrinol 2012; 351:52-116.

13. DuBocovicH ML, HupsoN RL, Sumaya IC et al. Effect of
MT1 melatonin receptor deletion on melatonin-mediated

7



Venegas et al.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

phase shift of circadian rhythms in the C57BL/6 mouse.
J Pineal Res 2005; 39:113-120.

Roca AL, GopsonN C, WEAVER DR et al. Structure, character-
ization, and expression of the gene encoding the mouse Mella
melatonin receptor. Endocrinology 1996; 137:3469-3477.
VANECEK J. Cellular mechanisms of melatonin action. Physiol
Rev 1998; 78:687-721.

GuerrerO HY, Gauer F, Scauster C et al. Melatonin regu-
lates the mRNA expression of the mt(1) melatonin receptor in
the rat Pars tuberalis. Neuroendocrinology 2000; 71:163-169.
GAUER F, Masson-PEVET M, SteHLE J et al. Daily variations
in melatonin receptor density of rat pars tuberalis and sup-
rachiasmatic nuclei are distinctly regulated. Brain Res 1994;
641:92-98.

ExstrRoM P, VANECEK J. Localization of 2-[125I]iodomelato-
nin binding sites in the brain of the Atlantic salmon, Salmo
salar L. Neuroendocrinology 1992; 55:529-537.

Benvouctr S, Masana MI, DuBocovich ML. Responsiveness
to melatonin and its receptor expression in the aging circa-
dian clock of mice. Am J Physiol 1997; 273:R1855-R1860.
WHEALIN JM, BURWELL RD, GALLAGHER M. The effects of
aging on diurnal water intake and melatonin binding in
the suprachiasmatic nucleus. Neurosci Lett 1993; 154:149—
152.

AcCUNA-CASTROVIEJIO D, PaBLos MI, MENENDEZ-PELAEZ A
et al. Melatonin receptors in purified cell nuclei of liver. Res
Commun Chem Pathol Pharmacol 1993; 82:253-256.
AcUNA-CAsTROVIEJIO D, REITER RJ, MENENDEZ-PELAEZ A
et al. Characterization of high-affinity melatonin binding sites
in purified cell nuclei of rat liver. J Pineal Res 1994; 16:
100-112.

ViLLey I, DE CR, DeViLLarTAy P. RORgammaT, a thymus-
specific isoform of the orphan nuclear receptor RORgamma /
TOR, is up-regulated by signaling through the pre-T cell
receptor and binds to the TEA promoter. Eur J Immunol
1999; 29:4072-4080.

BECKER-ANDRE M, WIESENBERG I, SCHAEREN-WIEMERS N
et al. Pineal gland hormone melatonin binds and activates an
orphan of the nuclear receptor superfamily. J Biol Chem
1994; 269:28531-28534.

ANDRE E, GawLas K, BECKER-ANDRE M. A novel isoform of
the orphan nuclear receptor RORbeta is specifically expressed
in pineal gland and retina. Gene 1998; 216:277-283.

He YW, Derros ML, OjaLa EW et al. RORgamma t, a novel
isoform of an orphan receptor, negatively regulates Fas
ligand expression and IL-2 production in T cells. Immunity
1998; 9:797-806.

SmirNOov AN. Nuclear melatonin receptors. Biochemistry
(Mosc) 2001; 66:19-26.

Hirose T, Smith RJ, JETTEN AM. ROR gamma: the third
member of ROR/RZR orphan receptor subfamily that is
highly expressed in skeletal muscle. Biochem Biophys Res
Commun 1994; 205:1976-1983.

SAsHIHARA S, FELTS PA, WaxmaN SG et al. Orphan nuclear
receptor ROR alpha gene: isoform-specific spatiotemporal
expression during postnatal development of brain. Brain Res
Mol Brain Res 1996; 42:109-117.

STEINMAYR M, ANDRE E, CoNQUET F et al. Staggerer pheno-
type in retinoid-related orphan receptor alpha-deficient mice.
Proc Natl Acad Sci USA 1998; 95:3960-3965.

VENEGAS C, Garcia JA, EscaMmes G et al. Extrapineal melato-
nin: analysis of its subcellular distribution and daily
fluctuations. J Pineal Res 2012; 52:217-227.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

BrainarD GC, RicHarDsoON BA, KinG TS et al. The influence
of different light spectra on the suppression of pineal melato-
nin content in the Syrian hamster. Brain Res 1984; 294:333—
339.

HorrmaN RA, REITER RJ. Rapid pinealectomy in hamsters
and other small rodents. Anat Rec 1965; 153:19-21.
BraDpFORD MM. A rapid and sensitive method for the
quantitation of microgram quantities of protein utilizing the
principle of protein-dye binding. Anal Biochem 1976; 72:
248-254.

SteHLE JH, SAADE A, Rawasupen O et al. A survey of molec-
ular details in the human pineal gland in the light of phylo-
geny, structure, function and chronobiological diseases.
J Pineal Res 2011; 51:17-43.

REeITer RJ. Melatonin: the chemical expression of darkness.
Mol Cell Endocrinol 1991; 79:C153-C158.

CassoNE VM. Effects of melatonin on vertebrate circadian
systems. Trends Neurosci 1990; 13:457-464.

REITER RJ, RicHARDSON BA, JoHNsoN LY et al. Pineal mela-
tonin rhythm: reduction in aging Syrian hamsters. Science
1980; 210:1372-1373.

REeITer RJ, CraAFT CM, JounsoN JEJr et al. Age-associated
reduction in nocturnal pineal melatonin levels in female rats.
Endocrinology 1981; 109:1295-1297.

SANCHEZ-HIDALGO M, GUERRERO MONTAVEZ JM, CARRASCO-
sA-SALMORAL MP et al. Decreased MT1 and MT2 melatonin
receptor expression in extrapineal tissues of the rat during
physiological aging. J Pineal Res 2009; 46:29-35.
MassoN-PevET M, Bianchi L, Pever P. Circadian photic reg-
ulation of melatonin receptor density in rat suprachiasmatic
nuclei: comparison with light induction of fos-related protein.
J Neurosci Res 1996; 43:632-637.

Sotak M, MrnkA L, Pacua J. Heterogeneous expression of
melatonin receptor MTI mRNA in the rat intestine under
control and fasting conditions. J Pineal Res 2006; 41:183—
188.

Zuao H, PanG SF, PooNn AM. Variations of mtl melatonin
receptor density in the rat uterus during decidualization, the
estrous cycle and in response to exogenous steroid treatment.
J Pineal Res 2002; 33:140-145.

AxkasHl M, Takumri T. The orphan nuclear receptor RORal-
pha regulates circadian transcription of the mammalian core-
clock Bmall. Nat Struct Mol Biol 2005; 12:441-448.

AGEz L, LAURENT V, PEVET P et al. Melatonin affects nuclear
orphan receptors mRNA in the rat suprachiasmatic nuclei.
Neuroscience 2007; 144:522-530.

GUIOCHON-MANTEL A, Lescop P, CHRISTIN-MAITRE S et al.
Nucleocytoplasmic shuttling of the progesterone receptor.
EMBO J 1991; 10:3851-3859.

LARDONE PJ, GUERRERO JM, FERNANDEZ-SANTOS JM et al.
Melatonin synthesized by T lymphocytes as a ligand of the
retinoic acid-related orphan receptor. J Pineal Res 2011;
51:454-462.

KowmeiLr A, O’sHea EK. Nuclear transport and transcription.
Curr Opin Cell Biol 2000; 12:355-360.

MEeTIVIER R, GAYy FA, HuBNER MR et al. Formation of an
hER alpha-COUP-TFI complex enhances hER alpha AF-1
through Serl18 phosphorylation by MAPK. EMBO J 2002;
21:3443-3453.

TreEMBLAY A, TREMBLAY GB, LaBRIE F et al. Ligand-indepen-
dent recruitment of SRC-1 to estrogen receptor beta through
phosphorylation of activation function AF-1. Mol Cell 1999;
3:513-519.



51

52.

HARDELAND R, MaDRID JA, Tan DX et al. Melatonin, the
circadian multioscillator system and health: the need for
detailed analyses of peripheral melatonin signaling. J Pineal
Res 2012; 52:139-166.

WIESENBERG I, MissBAcH M, CARLBERG C. The potential role
of the transcription factor RZR/ROR as a mediator of
nuclear melatonin signaling. Restor Neurol Neurosci 1998;
12:143-150.

53.

54.

Melatonin receptors in rat liver

WitT-ENDERBY PA, BENNETT J, JArRzZYNKA MJ et al.
Melatonin receptors and their regulation: biochemical
and structural mechanisms. Life Sci 2003; 72:2183-
2198.

LARDONE PJ, CarriLLO-VicO A, MoLINERO P et al. A novel
interplay between membrane and nuclear melatonin receptors
in human lymphocytes: significance in IL-2 production. Cell
Mol Life Sci 2009; 66:516-52.












	tesis carmen
	art 1
	2012 JPR melatonin receptors rhythm (2)



