Revisiones

La glandula pineal de los mamiferos
funciona como una interfase
neuroendocrina, transformando los
cambios de luzambiental en un
mensaje hormonal: la sintesis y
liberacién nocturna de melatonina. La
noradrenalina, liberada desde las
terminaciones nerviosas simpaticas
procedentes del ganglio cervical
superior, interactlia con los receptores
B-y a,-noradrenérgicos situados en la
membrana del pinealocito, iniciando
una serie de acontecimientos que
culminan en la sintesis de melatonina.
La estimulacion del receptor B activa
la adenilato ciclasa, produciendo un
ragpido incremento en los valores
intracelulares de adenosin
monofosfato complementario (AMPc),
la activacion de una proteina cinasa
dependiente de AMPcy la
fosforilacion del factor de
transcripcion CREB. La interaccién del
CREB fosforilado con las secuencias
especificas en el ADN induce la
expresion de la serotonina N-acetil
transferasa (SNAT), enzima que
cataliza el paso limitante en la sintesis
de melatonina. EI CREB fosforilado
también activa la expresion de una
proteina represora que bloquea la
transcripcion de la SNAT. El receptor
o, potencia la respuesta -
noradrenérgica activando una
proteina cinasa dependiente de Ca*?y
de la hidrolisis de fosfatidilinositol.
Ademas del control nervioso, se ha
demostrado que la biosintesis de
melatonina se ve afectada por las
oscilaciones de los valores circulantes
de esteroides gonadales. En células
pineales, las hormonas sexuales
regulan directamente la respuesta a la
estimulacion adrenérgica y, de forma
reciproca, la noradrenalina regula la
cinética del receptor de estrégenos. En
otras areas del sistema nervioso se
han descrito interacciones similares
entre hormonas y neurotransmisores,
lo que podria representar un
mecanismo basico en los procesos de
integracion neuroendocrina a escala
celular. La glandula pineal constituye
un modelo extremadamente Util para
la diseccion de los componentes de
tales mecanismos.

Palabras clave: Glandula pineal. Melatonina. Es-
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nadales. Catecolaminas. Receptores alfaadrenér-
gicos. Receptores betaadrenérgicos. AMPc.
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PINEAL GLAND AS A NEUROENDOCRINE TRANSDUCTORS

The mammalian pineal gland is as a neuroendocrine interface
that converts enviromental lighting conditions into a humoral
message: the nocturnal synthesis and release of melatonin.
Norepinephrine released from postganglionic symphathetic
nerve terminals arising from the superior cervical ganglia, acts
on - and o,-noradrenergic receptors in the pinealocyte
membrane and initiates a series of events leading to melatonin
synthesis. f-adrenoceptor stimulation activates adenyl cyclase
resulting in a rapid increase in intracellular cAMP levels,
activation of cAMP-dependent protein kinase, and
phosphorylation of cAMP-response element binding protein
(CREB). The interaction of phosphorylated CREB with a cAMP-
response element induces the expression of serotonin N-
acetyltransferase (SNAT), the enzyme that catalyses the rate
limiting setp in melatonin synthesis. Phosphorylated CREB also
activates the expression of an inducible cAMP early repressor
w hich represses cAMP-induced SNAT transcription. o,
adrenoreceptor activation potentiates p-action through a Ca*?-
phospholipid-dependent protein kinase. In addition to this neural
control, it has been shown that physiological oscillations of
gonadal steroids, or those induced by experimental
manipulations, also affect pineal melatonin synthesis and
secretion. Gonadal steroids directly regulate pineal
adrenoreceptor responsiveness. In addition, the levels of
cytoplasmatic estrogen receptor and its traslocation to the
nucleus are under control of sympathetic nerves via
norephinephrine and p-adrenoceptor-mediated mechanisms. This
type of interactions have been described in other parts of the
nervous system, suggesting that they may represent a basic
regulatory mechanism of neuroendocrine integration at the
cellular level. Therefore, the rat pineal gland may constitute an
extremely useful model to dissecting the different components
of such mechanisms.

Key words: Pineal gland. Melatonin. Gonadal steroids. Gonadal steroid receptor. Catechola-
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La glandula pineal es un 6rgano situado en el cerebro, con una ubica-
cidén y caracteristicas funcionales que varfan en relacidn con la especie y
su grado evolutivo. La pineal humana tiene una localizacién de tipo pro-
fundo, y se encuentra adosada al techo del tercer ventriculo, mientras que
la de la rata es de tipo superficial y estd situada debajo del crdneo'. Su
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Fig. 1. Las conexiones neurales entre la retina y la pineal son si-
milares en todos los mamiferos, incluido el hombre. A) Inervacion
simpdtica periférica de la gldndula pineal de rata (modificada de
Bittman, 1984). B) Inervacion simpdtica periférica de la glandula
pineal humana (tomada de Alonso, 1992). NSQ: niicleo supra-
quiasmdtico; NPV: niicleo paraventricular; IML: columna inter-
mediolateral; GCS: ganglio cervical superior, trh: tracto retinohi-
potaldamico.

funcién evidencia una evolucién filogenética y se comporta
como una estructura fotosensible en peces, anfibios y aves,
y como un érgano neuroendocrino en mamiferos. En este
ultimo caso una sefial nerviosa procedente de la retina, a
través de una via aferente noradrenérgica, regula la produc-
cién y liberacion de la melatonina, la hormona pineal pro-
ducto del metabolismo del triptéfano. La biosintesis de me-
latonina presenta un ritmo de naturaleza circadiana, siendo
maxima durante la fase de oscuridad y minima en presencia
de luz?. De esta forma la hormona es responsable de la
adaptacion circadiana y estacional de toda una serie de pro-
cesos fisioldgicos, como por ejemplo la actividad reproduc-
tora®. Existen, ademads, toda una serie de evidencias experi-
mentales que conducen a considerar la glandula pineal
como un punto de integracién de sefiales nerviosas y endo-
crinas y, por tanto, un excelente modelo donde estudiar los
mecanismos celulares involucrados en tales procesos.

ANATOMIA E INERVACION DE LA GLANDULA
PINEAL DE RATA

Anatomia

La gléndula pineal es un 6rgano impar con forma de
cono. En la especie humana esta situada en la regién de la
comisura posterior y ocupa la depresion que existe entre los
tubérculos cuadrigéminos del mesencéfalo. En la rata pre-
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senta una localizacion superficial, consecuencia de la mi-
gracién en sentido dorsocaudal de las células pineales du-
rante el desarrollo embrionario. En el encéfalo la pineal
ocupa un espacio delimitado rostralmente por el dngulo que
forman la corteza cerebral retroesplenial y estriada de cada
hemisferio, y dorsalmente por los 16bulos 4 y 5 del cerebe-
lo. La glandula se encuentra recubierta por la piamadre y
conectada al diencéfalo mediante un pedinculo constituido
por vasos sanguineos, fibras nerviosas y tejido conectivo.

Inervacion

Las fibras nerviosas simpaticas procedentes del ganglio
cervical superior constituyen, sin duda, la inervacién princi-
pal de la glandula. Forman parte de una via multisindptica
con origen en la retina y que conduce hasta la pineal la in-
formacién luminica procesada bajo la forma de impulsos
nerviosos, siendo, por tanto, responsable del ritmo circadia-
no de la biosintesis y liberaciéon de melatonina. Las cone-
xiones neurales entre la retina y la pineal son similares en
todos los mamiferos, incluida la especie humana. Tal y
como se ilustra en la figura 1 los impulsos nerviosos gene-
rados en las células fotorreceptoras de la retina son envia-
dos hacia el hipotdlamo anterior mediante un haz de fibras
que constituyen el tracto retinohipotaldmico*. En lo referen-
te al quiasma Optico, estas fibras se separan del tracto dptico
principal para dirigirse al nicleo supraquiasmatico del hipo-
tdlamo anterior (NSQ), donde se inicia una via multisindpti-
ca que hace escala en el niicleo paraventricular del hipotdla-
mo (NPV) y en la columna intermediolateral de la médula
espinal tordcica. Desde este nucleo espinal parten los axo-
nes preganglionares que proyectan hacia el ganglio cervical
superior (GCS), cuyas fibras posganglionares alcanzan la
glandula pineal®. Los terminales simpdticos liberan el neu-
rotransmisor (noradrenalina [NA]) hacia el espacio interce-
lular sin llegar a establecer verdaderos contactos sindpticos
con los pinealocitos®.

En diversas especies de roedores se han descrito conexio-
nes de naturaleza neuronal entre ciertas regiones del sistema
nervioso central (SNC) y la gldndula pineal, lo que ha veni-
do a denominarse inervacion central o pinealopetal®. En su
mayoria, estas vias tienen su origen en nucleos del hipotala-
mo e implican a neurotransmisores cldsicos, como serotoni-
na, acetilcolina y dopamina, o péptidos como la arginina va-
sopresina, vasotocina, hormona liberadora de hormona
luteinizante (LHRH), NPY, somatostatina y TRH.

LA GLANDULA PINEAL COMO ORGANO
ENDOCRINO

El principal producto de secrecion sintetizado por la glan-
dula pineal es la melatonina (N-acetil-5 metoxitriptamina;
fig. 2), hormona de naturaleza metoxiindélica derivada del
triptéfano. No obstante, las células pineales secretan otras
indolaminas producidas como consecuencia del metabolis-
mo inddlico en la glandula (fig. 2). De esta forma, se ha ob-
servado que la serotonina (5-HT), cuya concentracién en la
glandula pineal excede a la de cualquier otro érgano corpo-
ral, no es un mero intermediario en la biosintesis de melato-
nina. La 5-HT presenta variaciones circadianas en la mayo-
ria de las especies, con valores mds elevados durante las
horas de luz y menores durante las horas de oscuridad, pro-
bablemente como resultado de cambios en su tasa de meta-
bolizacién’. Algunos autores han demostrado que la glandu-
la pineal es capaz de secretar 5-HT en respuesta a una
estimulacién con NA, efecto mediado por receptores o -
adrenérgicos®’, sugiriéndose un posible papel regulador de
la 5-HT sobre la respuesta del pinealocito a la NA". La 5-
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Fig. 2. Metabolismo inddlico en la gldndula pineal. El cuadro de la izquierda representa los principales pasos enzimdticos en la sintesis de
melatonina, y evidencia esquemdticamente las variaciones diarias en la concentracion de cada compuesto y en la actividad de las enzimas
implicadas. AADA: aminodcido aromdtico descarboxilasa; CoA: coenzima A; HIOMT: hidroxindol-O-metil-transferasa; MAO: monoami-
noxidasa; SNAT: N-acetiltransferasa; SAM: S-adenosil metionina; SAH: S-adenosil homocisteina; TPH: triptdfano hidroxilasa. (Tomada

de Alonso, 1992.)

HT, ademas de ser transformada a melatonina, puede ser
metabolizada a S-hidroxitriptamina o a 5-metoxitriptofol
(fig. 2), que es secretado a la circulacién de acuerdo con un
patrén circadiano!''2, De ambos compuestos se ha sugerido
una hipotética actividad endocrina, aunque su funcién hor-
monal atin no ha sido aclarada. Ademads, en la glandula pi-
neal han sido aislados una serie de péptidos, entre los que
destaca la arginina vasotocina (AVT)' con una importante
actividad sobre las funciones reproductivas y con una es-
tructura similar a la vasopresina y oxitocina, también identi-
ficadas en la pineal.

Biosintesis de melatonina en la glandula pineal

La ruta de sintesis de toda la serie de hidroxi y metoxiin-
doles en la glandula pineal, tales como la serotonina y la
propia melatonina, ha sido extensamente estudiada y descri-
ta por varios autores''*'®. Tal y como se ilustra en la figura 3
el primer paso en la biosintesis de melatonina es la capta-
cioén de su precursor, el triptéfano, desde el torrente circula-
torio. Este proceso se lleva a cabo en contra de un gradiente
de concentracién!’. El triptéfano es hidroxilado en la posi-
cién 5 del anillo inddlico, reaccidn catalizada por la enzima
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Fig. 3. Regulacion noradrenér-
gica de la biosintesis de mela-
tonina en la gldndula pineal. El
esquema demuestra los meca-
nismos de segundos mensajeros
activados por la interaccion de
la noradrenalina con los recep-
tores o, y P-adrenérgicos, asi
como la regulacion de la expre-
sion génica de la SNAT. NA:
noradrenalina; Rf: receptor f3-
adrenérgico; AC: adenilato ci-
clasa; Gs: proteina fijadora de
nucledtidos de guanina (protei-
na Gs); Ra,: receptor a,-adre-
nérgico; PKC: proteina cinasa
C; PLC: fosfatidilinositol fosfo-
diesterasa  (fosfolipasa  C);
PIP,: fosfatidilinositol 1,4,5 tri-
fosfato; IP;: inositol trifosfato;
PKA: proteina cinasa A;
CREB: proteina que se fija al
elemento de respuesta a AMPc;
CRE: elemento de respuesta a
AMPc; CREM: elemento modu-
lador de la respuesta a AMPc;
ICER: represor temprano indu-
cible por AMPc; 5-HT: seroto-
nina; MEL: melatonina, SNAT:
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triptéfano hidroxilasa (TPH, E.C.1.14.3.b)'®. El 5-hidroxi-
triptéfano formado es rdpidamente transformado a 5-HT
mediante una descarboxilacion llevada a cabo por la enzima
L-aminoacido-aromatico descarboxilasa (E.C.4.1.1.28). La
5-HT sufre una reacciéon de N-acetilaciéon en su extremo
amino catalizada por la enzima serotonina-N-acetil transfe-
rasa (SNAT; E.C.2.3.1.87), originando la 5-hidroxi-N-acetil
serotonina (NAS), siendo éste el paso limitante en la biosin-
tesis de melatonina'®!®. La SNAT presenta diferencias ciné-
ticas y estructurales con la arilamina-N-acetil transferasa
(NAT) existente en tejidos, como el higado, sangre o la pro-
pia pineal®. La NAT pineal no acetila indolaminas, su acti-
vidad no es inducible por la noradrenalina (NA) y puede ser
separada de la SNAT por HPLC. Finalmente la NAS es
transformada en melatonina mediante una reaccion de meti-
lacién del grupo hidroxilo situado en la posicién 5 del anillo
inddlico, paso catalizado por la enzima hidroxindol-O-me-
til-transferasa (HIOMT, E.C.2.1.1.4)%".

Variaciones circadianas en el metabolismo pineal

Teniendo en cuenta que la biosintesis de melatonina pi-
neal estd regulada por el fotoperiodo, no es de extrafiar que,
tanto las actividades enzimaticas como los productos de las
reacciones que catalizan, sufran variaciones circadianas. En
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serotonina N-acetil transferasa.

todas las especies estudiadas, tanto de actividad diurna
como nocturna, la produccién y secreciéon de melatonina es
minima durante el dia y se incrementa de forma brusca du-
rante las horas de oscuridad. La sincronizacién entre la bio-
sintesis de la hormona y el ciclo luz-oscuridad ambiental se
realiza fundamentalmente a través de la inervacién periféri-
ca simpatica. El peso especifico de dicha via neural sobre el
control circadiano del metabolismo pineal ha sido puesto de
manifiesto por diversos autores*??. Asi, se ha descrito un in-
cremento nocturno en la concentracion de NA liberada des-
de los terminales simpdticos durante la fase oscura del
ciclo®, una pérdida del ritmo circadiano en la actividad
SNAT y valores de melatonina pineal tras la ablacién de la
ruta neural que se inicia en la retina®, o la evocacién del
mismo mediante la estimulacion eléctrica de las neuronas
del GCS?.

Durante la noche, el NSQ envia una sefal nerviosa a la
glandula pineal a través de la via que, tras hacer sinapsis en
el GCS, alcanza la gldndula mediante las neuronas posglan-
glionares simpadticas, que descargan NA de forma masiva en
las cercanias de las células pineales. El aumento en la libe-
racion de NA durante las horas de oscuridad se ha confir-
mado recientemente a través de la monitorizacion de las
concentraciones del neurotransmisor mediante técnicas de
microdidlisis?®. El incremento en los valores nocturnos de



F.J. Hernandez Diaz et al.— La glandula pineal como transductor neuroendocrino

NA en la glidndula pineal conduce a un aumento en la ex-
presion y actividad de la SNAT??, y a una elevacién en la
sintesis y liberacién de melatonina hacia la mitad de la fase
oscura. Consecuencia de ello es que la 5-HT, sustrato de la
SNAT, presenta un marcado ritmo circadiano, con valores
maximos durante la fase de luz, que descienden bruscamen-
te durante la noche®. Quizd como forma de paliar este défi-
cit, la TPH, enzima limitante en la biosintesis de la 5-HT?!,
también incrementa su actividad durante la fase oscura®>??,
reduciendo de igual forma las concentraciones nocturnas de
triptéfano'’. Aunque existen evidencias de una activacién
noradrenérgica de la HIOMT?** ¥, y los primeros estudios
demostraron la existencia de un ritmo circadiano en la acti-
vidad de la enzima similar al de la SNAT?®%, intentos mas
recientes emprendidos por otros laboratorios con el objeto
de confirmar este resultado han sido infructuosos®. Sin em-
bargo, Gauer en 1996 describid una variacion ritmica en los
niveles del ARNm de la enzima®, que el autor atribuye a un
reloj interno de la pineal, ya que dicho ritmo persiste en ani-
males mantenidos en oscuridad continua.

El ciclo luz-oscuridad también afecta a la expresion de
los receptores de NA presentes en el pinealocito®. En este
sentido, se ha descrito un ritmo circadiano en valores de
ARNmM de los receptores B,** y o,-adrenérgicos*, con mé-
ximos hacia la mitad de la fase oscura, coincidiendo con los
valores mas elevados de unién para el receptor 3,*. Durante
el dia, las sefiales nerviosas procedentes de la retina alcan-
zan el NSQ a través del tracto retinohipotaldmico y depri-
men su actividad, disminuyendo de esta forma la produc-
cién y liberacién de melatonina hasta las concentraciones
basales.

Regulacion de la biosintesis y secrecion
de melatonina por la noradrenalina

La NA liberada desde los terminales simpéticos interac-
ciona con los receptores o y B-adrenérgicos situados en la
membrana del pinealocito (fig. 3)*. Los mecanismos de
transduccion de la sefial noradrenérgica presentes en las cé-
lulas pineales son esencialmente idénticos a los observados
en otras dreas del sistema nervioso, como el hipotdlamo y la
corteza®.

La estimulacion B-adrenérgica

La estimulacién del receptor B se traduce en una activa-
cion de la adenilato ciclasa (AC), a la que se encuentra aco-
plado mediante una proteina fijadora de nucledtidos de gua-
nina (proteina Gs). Ello conduce a un rdpido incremento, de
unas 60 a 100 veces, en los valores intracelulares de AMPc
producido por la AC a partir de ATP*+,

La estimulacion a-adrenérgica

Sin embargo, la midxima respuesta se produce cuando la
NA interactia simultdneamente con los receptores o-adre-
nérgicos. Aunque la estimulacién aislada del receptor o no
tiene efecto alguno sobre los valores basales de AMPc, po-
tencia de forma sinérgica la produccion de este segundo
mensajero inducida por el receptor B (sinergismo o-B)*.
Estudios farmacoldégicos realizados en este sentido indican
que el receptor implicado pertenece al subtipo a,*>*, que se
encuentra acoplado mediante una protefna G a la enzima
fosfatidilinositol fosfodiesterasa (fosfolipasa C, PLC). De
esta forma la activacién de dicho receptor induce la hidréli-
sis del fosfatidilinositol 1,4,5-trifosfato (PIP,) a inositol tri-
fosfato (IP,) y diacilglicerol (DAG)*#°. Mediante el IP, for-
mado, la NA incrementa la concentracion intracelular de
calcio ([Ca*?]i) a través de la movilizacién de los reservo-

rios citoplasmadticos de este ion®*!, que conduce a una tras-
locacién hacia la membrana plasmadtica y posterior activa-
cién de la proteina cinasa dependiente de calcio [Ca*?] (pro-
teina cinasa C [PKC])3>%. Sin embargo, en el aumento de la
[Ca*?]i inducido por la NA también estd involucrada la en-
trada de Ca*? desde el medio externo®®’!. Este flujo de Ca*?
desde el medio extracelular se lleva a cabo a través de cana-
les de membrana cuya sefal de apertura es precisamente el
aumento en la [Ca*?]i debida a la movilizacién de los reser-
vorios intracelulares del ion por el IP,%. Se trata de un fené-
meno denominado mecanismo de entrada capacitativa de
Ca*? que conecta la via de los inositoles fosfato con la en-
trada de Ca* mediada por la activacién del receptor o -
adrenérgico®. De esta manera, la corriente de entrada de
Ca*?, caracterizada electrofisiolégicamente como Iy, (cal-
cium release-activated calcium current), se produce con
posterioridad a la liberacion de Ca*? desde los almacenes in-
tracelulares, y su funcién principal es amplificar la duracién
de la seial de Ca*?* en respuestas ténicas y mantenidas,
como la biosintesis de una hormona. En pinealocitos de
aves también se han obtenido pruebas de la existencia de
corrientes capacitativas de Ca*? evocadas por el vaciamiento
de los reservorios intracelulares de este ion%. Toda una se-
rie de evidencias experimentales sefialan a la PKC como la
responsable, en ultimo término, del sinergismo o,-B. En
este sentido cabria sefialar que: a) el incremento en la
[Ca*?]i es estimulo suficiente para la activacién de la enzi-
ma®2, y b) la potenciacién de la respuesta a la estimulacién
B-adrenérgica puede ser simulada incubando las células pi-
neales con isoproterenol (ISO, agonista B-adrenérgico) jun-
to con agentes iondéforos que elevan el [Ca*?]i*®, o junto con
activadores directos de la PKC, como los ésteres del forbol
y diacilgliceroles sintéticos®™**3, Los mecanismos que sub-
yacen en tal potenciacién atin no han sido aclarados. Aun-
que en membranas obtenidas a partir de plaquetas humanas
se ha descrito una supresion del efecto inhibitorio de las
proteinas Gi sobre la AC tras su fosforilacién por la PKC,
este fenémeno ha sido descartado en pinealocitos®, y se ha
sugerido una fosforilacién directa sobre la proteinas Gs o la
propia AC.

Por otro lado, la interaccién de la NA con los receptores
o, y B-adrenérgicos, provoca una hiperpolarizacién en el pi-
nealocito®%2. Este efecto es debido a una corriente de salida
de potasio a través de canales dependientes de Ca*>. La in-
duccidén de esta corriente estd provocada por el aumento de
la [Ca*?]i mediado por el receptor o, siendo ademds poten-
ciada por la estimulacién simultdnea del receptor P. El sig-
nificado fisioldgico de esta hiperpolarizacién podria residir
en favorecer la entrada de Ca*™ desde el medio externo gra-
cias al aumento en el gradiente eléctrico provocado por di-
cho fenémeno. Las células pineales poseen ademds canales
de Ca*? dependientes de voltaje, cuya apertura incrementa la
[Ca*?]i al permitir su entrada desde el medio externo. Estos
canales pueden ser activados despolarizando la membrana
del pinealocito con K*, efecto que es inhibido por el nifedi-
pino, lo que prueba que se trata de canales de Ca*? depen-
dientes de voltaje del tipo L %6364,

La senial de AMPc: regulacion de la expresion génica
de SNAT

La elevacion en los valores intracelulares de AMPc se
traduce en la activacién de la proteina cinasa dependiente
de AMPc (proteina cinasa A [PKA]). La PKA a través de
reacciones de fosforilacion incrementa la actividad enzima-
tica de la SNAT induciendo la transcripcion del gen que la
codifica y la posterior traduccion del ARNm formado, ade-
mds de estabilizar directamente la propia proteina una vez
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formada (fig. 3). De esta forma el sinergismo existente entre
los receptores o, y B-adrenérgicos sobre la sefial de AMPc
también se hace patente en la actividad SNAT que, tanto in
vivo como in vitro, alcanza sus valores maximos tras la esti-
mulacién simultdnea de ambos receptores®. Ademds de va-
lores elevados de AMPc, la activacion de la SNAT necesita
de 2? hiperpolarizacién del pinealocito producida por la
NA

El incremento en la actividad SNAT mediado por el
AMPc requiere como primer paso el aumento en su expre-
sion génica. Prueba de ello es que alcanzar la maxima acti-
vidad enzimadtica requiere de 5-6 h de estimulacién con NA
o agonistas [B-adrenérgicos®, siendo este efecto bloqueado
por inhibidores de la transcripciéon como la actinomicina
D%. Las subunidades cataliticas de la PKA, activada por el
AMPc, se traslocan al nidcleo celular, donde fosforilan los
residuos de serina de un factor de transcripcién denominado
CREB (cAMP responsive element binding protein)®®. La
forma fosforilada del CREB (p-CREB) regula la transcrip-
cion de los genes CRE (cAMP responsive element) y
CREM (cAMP-responsive element modulator)®. La interac-
cién del p-CREB con el CRE conduce a un aumento en la
transcripcion del gen de la SNAT®. La posterior traduccién
del ARNm formado y la estabilizacion de la enzima, ambos
procesos favorecidos directamente por la PKA, se traduce
en el incremento nocturno en la actividad SNAT vy, en con-
secuencia, en la biosintesis de melatonina. De forma simul-
tdnea, la interaccién del p-CREB con el gen CREM induce
la expresion y sintesis del factor de transcripcion ICER (in-
ducible cAMP early repressor), que es un potente represor
de los genes inducibles por AMPc, uniéndose con una afini-
dad muy elevada a la secuencia CRE®€. El ICER ejerce
efectos de cardcter inhibitorio, reprimiendo tanto la expre-
sién de la SNAT como su propia transcripcion. La impor-
tancia del papel que desempeia el ICER en el declive que
experimentan tanto la cantidad como la actividad SNAT ha-
cia el final de la fase oscura ha sido bien establecida. En
primer lugar, su transcripcién estd regulada por la inerva-
cién noradrenérgica procedente del ganglio cervical supe-
rior®®. En segundo lugar, la expresién del ICER presenta un
claro ritmo circadiano muy similar al de la SNAT, con un
maximo entre las 4-6 h previas al inicio de la fase luminosa
del ciclo luz-oscuridad®. En tercer lugar, la ausencia del do-
minio de fosforilacién aminoterminal en el ARNm del
ICER pone en evidencia la inexistencia de un proceso de re-
gulacién postranscripcional y relaciona directamente su gra-
do de expresion con su actividad®®. Por dltimo, hacia el final
de la fase oscura, el ICER inhibe su propia transcripcion,
siendo imposible su induccién en presencia de luz, tanto in
Vivo cOmo in vitro.

Aunque es evidente el papel del promotor CRE referente
a la regulacion de la expresion de la SNAT, recientemente
se ha descubierto un nuevo promotor denominado CCAAT,
que es activado por miembros de una familia de proteinas
denominada CATBP. El CCAAT actuaria de forma combi-
nada con el CRE en la induccién transcripcional de la enzi-
ma®’.

Mecanismos no genémicos de control de la SNAT

Hacia el final de la fase oscura del ciclo, la brusca dismi-
nucién en la actividad SNAT se produce de forma simulta-
nea con el declive en la cantidad de la enzima y su
ARNmM?%. Ello sugiere que, ademds de la inhibicién en su
expresion, debe existir algin mecanismo postranscripcional
de inactivacién rapida de la enzima. En este sentido Gastel
et al® han demostrado que la elevacién nocturna en la acti-
vidad y cantidad de la SNAT puede ser impedida de forma

308

inmediata tras el bloqueo de la sefial neural procedente del
GCS mediante una exposicion corta a la luz o tras 15 min
de la administracién de propranolol, un antagonista 3-adre-
nérgico. In vitro, el efecto del propranolol es bloqueado por
la presencia del dibutiril-AMPc o inhibidores de la prote6li-
sis. Estos datos evidencian una regulacién rdpida ejercida
por el AMPc sobre la SNAT, e impiden las reacciones de
protedlisis y favorecen, de este modo, la estabilidad de la
enzima. En ausencia de luz, este mecanismo actuaria de for-
ma complementaria con la induccién transcripcional de la
enzima mediada por el AMPc. Al finalizar la fase nocturna
del ciclo, el efecto represor del ICER junto con la protedli-
sis de la enzima, activada tras la caida de los valores de
AMPc (debido al descenso en la descarga de NA), serian
los elementos responsables en la disminucion de la SNAT
hasta sus valores basales diurnos.

Por dltimo, en experimentos realizados in vitro se ha po-
dido constatar la existencia de un mecanismo de retroali-
mentacion negativa ejercido por la PKC sobre la ruta de se-
gundos mensajeros asociada al receptor o,-adrenérgico’.
En este sentido, una exposicién previa de las células pinea-
les a ésteres del forbol, ejerce un efecto inhibitorio sobre la
hidr6lisis de PIP, y la entrada de Ca*? producidos tras la es-
timulacién con NA o fenilefrina (PHE, agonista o,-adrenér-
gico).

REGULACION HORMONAL DE LA FUNCION PINEAL

Tal y como se ha descrito hasta el momento, la biosinte-
sis de la melatonina se encuentra controlada principalmente
por la inervacion periférica noradrenérgica. Sin embargo, se
sabe que la melatonina regula la fisiologia del resto del sis-
tema endocrino y es la responsable de sus adaptaciones cir-
cadianas y estacionales en relacién con el fotoperiodo®. No
es de extrafiar, por tanto, que los valores de hormonas circu-
lantes modifiquen a su vez la sintesis de la hormona pineal.
Ello le confiere un doble caracter de a) transductor neuroen-
docrino, transformando una sefial nerviosa constituida por
la liberacién de NA en otra endocrina mediante la sintesis
de melatonina, y b) de transductor endocrino-endocrino, de-
tectando cambios en la secrecion de diversas hormonas que
modifican la produccién de melatonina. Especial atencién
merecen los esteroides gonadales debido a la fuerte influen-
cia de la melatonina sobre la fisiologia de la reproduccion,
actuando sobre el eje hipotdlamo-adenohipofisario-gonadal
de un modo generalmente inhibitorio. De la misma manera,
las hormonas sexuales regulan las concentraciones circulan-
tes de melatonina, actuando directamente sobre la pineal o
modificando diversos aspectos funcionales de la via neural
que la inerva. Los cambios en los valores séricos de melato-
nina durante el ciclo del estro en la rata hembra constituyen
un buen ejemplo de tales efectos. Resultados obtenidos en
nuestro laboratorio, asi como los aportados por otros auto-
res, seflalan a las hormonas ovdricas, estradiol (E,) y pro-
gesterona (Pg), como potentes agentes reguladores del me-
tabolismo pineal"-2,

Efectos de las hormonas ovaricas
sobre el metabolismo pineal

La presencia de receptores para hormonas ovdricas ha
sido ampliamente documentada desde la década de los se-
tenta en estudios realizados por Cardinali. Mediante ensa-
yos de unién empleando E, y Pg marcadas con tritio, se
identificaron receptores para ambas hormonas que presenta-
ban una cinética de activacién con caracteristicas similares
a las observadas en otros tejidos, tales como el ttero u ova-
rio”>™. Por otra parte, un estudio reciente ha demostrado la
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presencia en la glandula pineal del ARNm correspondiente
al subtipo P del receptor de estrégenos (RE)’>7.

Cambios en la bioquimica pineal durante el ciclo
del estro

Las variaciones mds bruscas que afectan al metabolismo
pineal durante el ciclo ovarico suceden durante la fase de
proestro de la rata, momento en el que las concentraciones
plasmdticas de E, y Pg son mdximas. Varios autores han
descrito una disminucion en los niveles nocturnos de mela-
tonina pineal’®’8, asi como en su excrecién urinaria’ duran-
te esta fase. También se ha encontrado un descenso en la ac-
tividad de la SNAT pineal en las primeras horas de la noche
del proestro®, asi como un descenso en la cantidad de sero-
tonina”™ y en la actividad HIOMT®. En relacién a la
HIOMT, Morton y Forbes han aportado evidencias de una
inhibicién competitiva de la misma ejercida por el E, y Pg a
concentraciones que se encuentran dentro del rango fisiol6-
gico®?; asimismo, durante esta fase disminuye el contenido
de fosfolipidos®, proteinas’™, arginina vasopresina” (AVP)
y de péptido vasointestinal®* (VIP). También se ha encon-
trado una reduccién en la actividad AC y contenido de
AMPc en gldndulas obtenidas de ratas en proestro e incuba-
das in vitro con NA®%%, En sintonia con estos resultados, en
nuestro laboratorio hemos observado que la estimulacién in
vitro de receptor o,-adrenérgico es incapaz de potenciar la
respuesta 3 en pinealocitos procedentes de ratas hembras en
fase de proestro®.

Efecto de la ovariectomia y la administraciéon
de hormonas ovaricas

Con el objeto de confirmar si los efectos anteriormente
descritos estdn mediados por los esteroides ovdricos, se han
estudiado las consecuencias de su eliminacién mediante
ovariectomia bilateral (OVX) y su posterior reposicién en
forma de implantes subcutdneos o inyecciones de E, y Pg.
La OVX afecta a la glandula pineal desde un punto de vista
morfolégico y funcional. Esta manipulacién quirtrgica pro-
duce un incremento en el peso de la glandula®®, asi como
claras evidencias de hipertrofia®*®’. Los cambios en la bio-
quimica pineal que acompaiian a la OVX son diversos y se-
fialan, al igual que las evidencias resefiadas en el apartado
anterior, hacia una regulacion de cardcter inhibitorio ejerci-
da por las hormonas ovdricas. Tras la OVX se produce un
incremento en la produccién nocturna de melatonina’™®!, en
la actividad SNAT®?, en la actividad HIOMT?®, en el conte-
nido de fosfolipidos®, en la actividad AC en respuesta a la
estimulacién con NA%, y en los valores de AMPc produci-
dos en respuesta a la estimulacién o,-B-adrenérgica®’. Utili-
zando otra estrategia experimental, en nuestro laboratorio
hemos abordado el estudio de la regulacion esteroidea de la
funcién pineal antagonizando quimicamente las acciones
del E, y Pg, y observando posteriormente su efecto sobre la
respuesta del pinealocito a la estimulacién adrenérgica®’.
Con este fin se cuantificaron los valores de AMPc produci-
dos tras la estimulacion adrenérgica de células pineales pro-
cedentes de ratas hembra en proestro tratadas con el anties-
trégeno tamoxifeno (Tx) y el antiprogestigeno RU486. Los
resultados obtenidos evidenciaron que la administracion de
Tx o RU486 increment6 la respuesta B o o,-B-adrenérgica,
existiendo potenciacién a,-f Gnicamente cuando se antago-
niz6 la accién de ambas hormonas ovdricas con la combina-
cion Tx + RU486%.

Con respecto a los efectos producidos tras la administra-
cién de E, y Pg a animales OVX, los datos aportados por di-
ferentes autores son contradictorios debido a las diferencias
en las dosis y pautas de tratamiento utilizadas’'. La adminis-

tracién de E, abole la hipertrofia producida por la OVX®,
reduce los valores nocturnos de melatonina y actividad
HIOMT®'%, y reduce la actividad SNAT incrementada tras
la OVX®. El tratamiento con E, de ratas OVX bloquea el
incremento en los valores de melatonina y serotonina pineal
inducidos por la administracién de ISO, asi como los valo-
res séricos de melatonina y la excrecion urinaria de su prin-
cipal metabolito, la 6-sulfatoximelatonina, tras el mismo
tratamiento®. Asimismo, el estrégeno administrado in vivo
inhibe la activacion de la AC y el aumento en las concentra-
ciones de AMPc en pineales estimuladas in vifro con NA®.
Por ultimo, cabe resefiar que se han aportado datos referidos
a una reduccién en la densidad de receptores o, y B adrenér-
gicos en la gldndula pineal tras la administracién de E, a ra-
tas OVX%6,

En cuanto al papel que desempeia la progesterona, exis-
ten evidencias de que podria ejercer un efecto modulador de
cardcter inhibitorio sobre el metabolismo pineal. En esta di-
reccién apuntan la disminucién en la produccién de melato-
nina en ratas OVX tratadas con Pg o con E, + Pg?, asi
como el bloqueo en la sintesis de serotonina y melatonina
inducido por la administraciéon de ISO a animales OVX e
inyectados con el esteroide’. Sin embargo, datos recientes
seflalan que, al menos durante la etapa peripuberal, la Pg
parece no tener efecto alguno sobre la funcién pineal®'.

Los resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio,
asi como los aportados por otros autores, nos condujeron a
plantear la hipétesis de que, en ratas ciclantes, la reduccién
en el pico nocturno de melatonina observada durante la fase
de proestro podria ser la consecuencia de una accién regula-
dora de cardcter inhibitorio sobre el metabolismo pineal
ejercida por los esteroides ovdricos, y realizada, entre otros
mecanismos, a través de la regulacion directa de la sensibi-
lidad del pinealocito a la estimulacién adrenérgica. Con el
fin de verificar la veracidad de esta hip6tesis, procedimos a
la incubacion de células pineales, procedentes de ratas
OVX, en presencia de concentraciones fisioldgicas de E,,
estudiando el efecto de tal exposicién sobre varias respues-
tas del pinealocito a la estimulacién con agonistas noradre-
nérgicos”. Observamos que el tratamiento directo con E,
provoca una disminucion en la biosintesis y liberacion de
melatonina inducidas por la estimulacién B o o, + P-adre-
nérgica’”. Este efecto es debido a que el estrégeno provoca
una disminucién tanto en la acumulacién de AMPc como en
la hidrélisis de fosfatidilinositol, que se producen en res-
puesta a la activacion de los receptores B- y o,-adrenérgicos
respectivamente’. Ademds, encontramos que la incubacién
con E, disminuye sensiblemente el incremento en la [Ca**]i
inducido por la estimulacién del receptor o-adrenérgico o
por una despolarizacién con potasio’. Por otro lado, la ate-
nuacion de la respuesta B-adrenérgica ejercida por el estra-
diol involucra un mecanismo anterior a la activacién de la
AC, y que es independiente de modificaciones en la expre-
sién de proteinas G. Prueba de ello es que la acumulacién
de AMPc provocada por la estimulacién directa de la AC
con forskolina, o por la incubacién de las células con toxina
colérica, no se ven afectadas por la presencia de estradiol en
el medio de cultivo’. De forma alternativa, el estradiol po-
drfa regular la expresién de los receptores adrenérgicos, o
bien sus mecanismos de acoplamiento con la AC o la pro-
teina G. Los resultados obtenidos en nuestro laboratorio in-
dican que la modulacién de la respuesta de los receptores
adrenérgicos producida por el estrégeno se lleva a cabo a
través de un mecanismo de naturaleza gendémica. En este
sentido, hemos identificado la presencia de los subtipos o y
B del receptor de estradiol en las células pineales. Ademas,
hemos observado que el efecto ejercido por el estrégeno
precisa de una latencia de 48 h, y que es necesario el acceso
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de la hormona al interior del pinealocito, puesto que la re-
gulacién de la sensibilidad de las células pineales a la esti-
mulacién adrenérgica no se reproduce cuando se bloquea el
paso del E, a través de la membrana plasmdtica mediante su
acoplamiento a albimina bovina.

Regulacion noradrenérgica del receptor
de estrégenos (RE) en la glandula pineal

Tal y como demuestran las evidencias descritas hasta el
momento, las hormonas ovdricas son capaces de modular la
sensibilidad del pinealocito a la estimulacion noradrenérgi-
ca. Sin embargo, se ha demostrado la existencia de una re-
gulaciéon mutua entre la NE y los esteroides sexuales. En
este sentido, una serie de evidencias experimentales aporta-
das por Cardinali®®*'® indican que la NE liberada desde los
terminales simpdticos modula la cinética del RE. Segtn el
modelo clésico aceptado como mecanismo de accién del E,,
la hormona, una vez que atraviesa la membrana plasmatica,
interacciona con sus receptores citoplasmaticos, dando ori-
gen a un complejo estrégeno-receptor que posteriormente se
dirige al nicleo donde ejerce sus efectos mediante la inte-
raccion con las secuencias especificas de ADN. En glandu-
las pineales privadas de la presencia de NE debido a la de-
generacién de los terminales noradrenérgicos provocada por
la GCSx, se ha observado una disminucion en la cantidad
del RE presente tanto en citoplasma como en el nicleo, asi
como una inhibicién de la sintesis de proteinas inducida por
el E,. Este efecto es revertido por la administracion de NE a
animales ganglionectomizados. Ademads, mediante estudios
realizados utilizando agonistas y antagonistas de los recep-
tores adrenérgicos, se ha probado que es precisamente el re-
ceptor B el principal involucrado en la modulacién de la
sensibilidad de la gldndula pineal a la accién de los estrége-
nos. Asi, la administracién de propranolol, un antagonista
B-adrenérgico, bloquea totalmente el paso del RE desde el
citoplasma hacia el niicleo del pinealocito.

LA GLANDULA PINEAL: UN MODELO PARA EL
ESTUDIO DE MECANISMOS DE INTEGRACION
NEUROENDOCRINA

Las hormonas esteroideas ejercen sus efectos neuromodu-
ladores sobre el sistema nervioso a través de mecanismos
que implican acciones tanto a nivel presindptico, regulando
los procesos de biosintesis y liberacién de neurotransmiso-
res, como postsindpticamente, modificando la sensibilidad
de las células nerviosas a los mismos'’!. Este dltimo tipo de
efectos comprenden acciones sobre el nimero y/o estado de
activacion de los receptores neuronales, asi como sobre los
sistemas intracelulares de transduccion de las distintas sefia-
les nerviosas. La neurotransmision noradrenérgica se ofrece
como un excelente modelo para el estudio de las modifica-
ciones ejercidas por los esteroides sobre la respuesta a los
neurotransmisores. Se trata de un sistema ampliamente estu-
diado, donde se han caracterizado los tipos de receptores
implicados, los distintos mecanismos de sefalizacién intra-
celular asociados a los mismos y los procesos de intercomu-
nicacién entre ellos'’>19, Por otro lado, numerosas eviden-
cias experimentales indican que los valores circulantes de
hormonas ovdricas modulan el funcionamiento de los cir-
cuitos noradrenérgicos cerebrales pre y postsindpticamente,
y que estdn implicados en la fisiologia reproductiva'™. Para
abordar el estudio a escala celular de los mecanismos que
subyacen en tales efectos, el pinealocito se ofrece como un
buen modelo puesto que: a) una vez dispersas, las células
pineales constituyen una preparacién postsindptica pura!%;
b) dispone de un sistema de transduccion noradrenérgico
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con caracteristicas idénticas a las observadas en otros luga-
res del sistema nervioso, tales como hipotdlamo y corteza®;
¢) dispone de receptores intracelulares para E, y Pg; d) se
han aportado pruebas de que la biosintesis y liberacion de
melatonina pineal se encuentra regulada por las hormonas
ovdricas’, y e) existen evidencias de que tales acciones
pueden ser ejercidas a escala postsindptica mediante la mo-
dulacién de la respuesta del pinealocito a la estimulacion
noradrenérgica’'%7,
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