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Resumen: La Melatonina (MLT) influye en la modulacion del sistema in-
munitario. Previos estudios describen incremento de la proliferaciéon celular
con aumento o disminucion de citocinas; otros autores reportan efectos inhibi-
torios o ningtin efecto en las funciones inmunitarias. Debido a esta controver-
sia, y con el objeto de estudiar el mecanismo mediante el cual la MLT ejerce sus
acciones, se planteé examinar su efecto en la proliferacién de esplenocitos mi-
ridos ante un estimulo mitogénico y cuantificar los niveles de IL-2 e IL-18 en
ausencia o presencia de la Fitohemaglutinina (PHA) en sobrenadantes de culti-
vo de células esplénicas de ratones tratados o no con MLT. La respuesta linfo-
proliferativa se evalu6 utilizando la incorporaciéon de timidina marcada con tri-
tio, en esplenocitos de ratones tratados con 500 ug de MLT/Kg de peso e in vi-
tro con 5, 50 y 100 ug/mL de MLT. La deteccion de IL-2 ¢ IL-18 se realizé con
la téenica de ELISA. Se observé una elevacion (p < 0,01) de la proliferacion, a
dosis 6ptima de PHA, de los esplenocitos tratados in vitro con 50 y 100 ug/mL
de MLT, con respecto al grupo control. El tratamiento in vivo e in vitro con
MLT incrementé los niveles de IL-2 ¢ IL-18 en ausencia o presencia de PHA,
manteniendo elevada la concentracion de IL-18 hasta el noveno dia de trata-
miento. Estos resultados sugicren que la MLT actia en forma directa en la pro-
liferacién linfocitaria uniéndose, posiblemente, a los receptores de alta afinidad
para la hormona localizados en los esplenocitos, que estimula la produccién de
IL-2 ¢ IL-18 originando un incremento de la inmunidad celular.
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Effect of Melatonin on lymphocyte proliferation and production
of Interleukin-2 (IL-2) and Interleukin-1-beta (IL-15)

in splenocytes of mice.
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Abstract: The influence of Melatonin (MLT) on the modulation of the
immune system has been described. In previous studies an increment of cell pro-
liferation and an increase or a decrease of cytokines have been reported. Other
workers have found inhibitory effects or no effect in the immune functions. Be-
cause of this controversy, and for the purpose of studying the mechanism by
which MLT performs its functions, we evaluated its effect on murine sple-
nocytes’s proliferation after a mitogenic stimulation. and quantified the levels of
IL-2 and IL-1 f in the absence or presence of Phitohemaglutinin (PHA) in super-
natants of mice splenocytes cell culture treated or not with MLT. The lymphopro-
liferative response was assessed using tritiated thimidine in the splenocytes of
mice treated with 500 ug of MLT/Kg b.w. and in cell cultures containing 5, 50
and 100 ug MLT/mL. The production of IL-2 and IL-1 8 was detected by the ELI-
SA test. An increase in the proliferation (p< 0.01) of spleen cells treated with 50
and 100 ug MLT/mL an optimal dose of PHA, was detected. The in vivo or in vi-
tro treatment with MLT increased the levels of IL-2 and IL-1f in the absence or
the presence of PHA, maintaining the increase in the concentration of IL-18 up
to the to ninth day of treatment. These results suggest that MLT acts directly on
cell proliferation probably by binding to high affinity receptors located on spleen
cells, that stimulates the production of IL-2 and IL-1f giving rise to an increment

of cell immunity.

Recibido: 20-03-2002. Aceptado: 23-09-2002.

INTRODUCCION

La Melatonina o N-acetil-5-metoxi-tripta-
mina es una hormona producida principal-
mente por la glandula pineal y la retina de los
vertebrados incluyendo a los humanos; es sin-
tetizada durante la noche a partir del tripto-
fano y es vertida a la circulacion para alcan-
zar sus tejidos blancos, entre los que se en-
cuentra el Sistema Nervioso Central (SNC)
(1-3). La funcién principal de la MLT es con-
ducir la influencia del ciclo luz — oscuridad
sobre la fisiologia del organismo, afectando
asi la regulacion de los sistemas neuroendo-
crino e inmunitario (4, 5). Se ha determinado

que esta hormona, influye directa e indirec-
tamente en la modulacion del sistema in-
munitario, provocando efectos miiltiples en
las células inmunitarias (6). De igual forma,
corrige algunos estados de inmunodeficien-
cia causados por el estrés (5, 7-9), el enve-
jecimiento (7, 10, 11), algunas drogas
(7, 9, 12, 13) y las enfermedades virales
(14-18). Con respecto a estas tltimas, di-
versos autores, reportan el efecto protector
de la MLT en infecciones virales producidas
por los virus Semliki Forest, West Nile (14,
15) y Encefalitis Equina Venezolana (EEV)
(17) al prolongar la sobrevida de ratones y
retardar el inicio de la enfermedad.
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Previos estudios reportan que el trata-
miento in vivo con MLT estimula la res-
puesta inmunitaria humoral y celular (5, 7).

Los estudios in vitro son herramientas
valiosas en la exploraciéon de las propieda-
des de la MLT, ya que eliminan el efecto
confuso que in vivo pudieran producir otras
hormonas o factores solubles circulantes.
Previas investigaciones con tratamientos in
vitro con MLT reportan aumento de las fun-
ciones del sistema inmunitario. Asi, la MLT
incrementa la produccion de IFNy e IL-2
(19, 20), activa los monocitos humanos e
induce la produccion de IL-1 (21). Recien-
temente Drazen y col. (22), observaron un
incremento de la proliferacion de esplenoci-
tos estimulados con Concanavalina A (Con
A) y Shaji y col. (23) reportan que la MLT
estimula la proliferacion de células T CD4 y
aumenta la sintesis de IL-4. Sin embargo,
otros estudios in vitro reportan efectos inhi-
bidores (24) o ningin efecto (25) en las
funciones inmunitarias.

El presente trabajo tiene como objeti-
vo determinar la respuesta linfoproliferativa
de esplenocitos de ratones tratados o no
con MLT, ante estimulos mitogénicos con
fitohemaglutinina (PHA) y la cuantificacion
de los niveles de IL-2 ¢ IL-1 en ausencia o
presencia del mitégeno, en sobrenadantes
de cultivo de células esplénicas de ratones
tratados o no con MLT.

MATERIAL Y METODOS

Animales

Se utilizaron 140 ratones NMRI albinos,
machos, de 25 a 30 g de peso, obtenidos del
Instituto Venezolano de Investigaciones Cien-
tificas (IVIC), alimentados "ad libitum" y man-
tenidos bajo ciclos de 12 horas luz/ oscuri-
dad, en ambiente a temperatura de 25°C.

Melatonina

Se utiliz6 Melatonina (Research Bio-
chemical International MA, USA), altamen-
te purificada, diluida en solucion salina fos-

fatada (PBS) estéril, a dosis de 500 ug/Kg
de peso para el tratamiento in vivo de los
animales y de 5, 50 y 100 pug/mL para el
tratamiento in vitro de los esplenocitos, di-
luida en medio de cultivo RPMI-1640 estéril
(Sigma Chemical CO, St. Louis, MO).

Ensayo de Proliferacion linfocitaria

Tratamiento in vivo con MLT

Los ratones fueron inyectados diaria-
mente con MLT por via subcutanea (s.c),
dos horas antes de oscurecer (entre 5:00 y
6:00 p.m.) por diez dias consecutivos; los
ratones controles recibieron inyecciones
de PBS por la misma via. Al quinto, sépti-
mo y noveno dia de tratamiento, cinco ra-
tones tratados y cinco no tratados, por
grupo, fueron sacrificados por dislocacion
cervical. Sus bazos fueron extraidos en
condiciones asépticas y los esplenocitos
fueron separados del tejido, comprimiendo
todo el bazo, segiin la técnica de descrita
por Hudson y col. (26). Se prepar6 una sus-
pension de cada bazo en medio de cultivo
RPMI-1640, suplementado con 10% de sue-
ro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina G
y 100 wg/mL de estreptomicina. Las célu-
las rojas fueron lisadas con buffer (8,9 g de
NH,CI, KHCO;y 0,037 g¢ EDTA en un litro
de agua destilada). La viabilidad celular se
determiné utilizando la técnica de exclu-
sion del colorante azul tripan al 0,4%. Las
células viables (> 95%) fueron ajustadas a
una concentracion de 2 x 10° c¢élulas/mL
por dilucion con medio de cultivo.

La proliferacion de los esplenocitos en
respuesta a mitogenos como la PHA (Sigma
Chemical Co) fue determinada utilizando la
incorporacion de timidina marcada con tri-
tio (°*H-Timidina). Alicuotas de 175 uL (2 x
103 c¢élulas/pozo) de cada suspension celu-
lar fueron cultivadas por triplicado en
placas de microtitulacion de 96 pozos de
fondo plano (Falcon 3072, Beckton Dickin-
son). La PHA fue diluida en medio de culti-
vo a las siguientes concentraciones: 2,5, 10
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y 20 ug /mL. Se adicionaron 25 ul de cada
concentracién a los pozos de la placa co-
rrespondiente para un volumen final de 200
ul/pozo. Las placas fueron incubadas a
37°C en atmésfera hiimeda con 5% de CO,,
durante 72 horas. Ocho horas antes de cul-
minar este periodo se agreg6 1 uCi (20 ul)
de timidina marcada con tritio (Metyl-*H)
(NEN™ Boston, USA) a cada uno de los po-
z0s, incubando luego bajo las mismas condi-
ciones de cultivo. Las células se recolecta-
ron en filtros de fibra de vidrio utilizando
un recolector de muestras multiples (Com-
bi Cell Harvester — 11025MAN 00D. Skatron
Inst.), lavando con agua destilada para lisar
las células. Los filtros fueron colocados en
viales con liquido de centelleo y la timidina
incorporada se cuantific6 en un contador
beta de centelleo (1217 RACK BETA Liquid
Scintillation Counter LKB Wallac) regis-
trandose en cuentas por minuto (cpm).

Tratamiento in vitro con MLT

A tres ratones sanos, por experimento,
se les extrajo el bazo y de cada uno se pre-
paré la suspensién celular de la misma ma-
nera descrita anteriormente, obteniendo un
porcentaje de células viables mayor de 98%.
Una alicuota de cada suspensiéon celular,
ajustada a 2x10° células /mL (100 uL), fue
cultivada por triplicado en placas de micro-
titulacion de 96 pozos de fondo plano. Las
células fueron tratadas con dosis de MLT de
5, 50 y 100 pug/mL (25ul) ¢ incubadas a
37°C por 30 minutos, previo a la estimula-
cién con concentraciones crecientes de
PHA 2.5, 10 y 20 pug /mL (25 uL). Las pla-
cas fueron incubadas bajo las mismas condi-
ciones antes descritas y las células fueron
recolectadas y contadas de igual forma que
en el protocolo anterior.

Cuantificacion de IL-2 e IL-1

Los niveles de IL-2 e IL-18 se cuantifi-
caron empleando la técnica de ELISA de
fase solida, de alta sensibilidad (< 8 pg/mL

de IL-2 y < 3 pg/mL de IL-18) y 99% de es-
pecificidad (BioSource International, Inc.)
en sobrenadantes de cultivo de esplenocitos
de los dos grupos experimentales, en pre-
sencia o ausencia de concentraciones opti-
mas de PHA. Los resultados son expresados
en pg /mL.

Anilisis estadistico

Los datos se analizaron mediante ana-
lisis de varianza (ANOVA) y el test de com-
paraciones miultiples de Turkey-Kramer, uti-
lizando el programa de Graph Pad InStat
3.0, segin el caso y se representaron como
promedio * desviacion estandar (DE). El
criterio para la significancia estadistica fue
de p< 0,05.

RESULTADOS

Proliferacion linfocitaria

La dosis 6ptima de PHA en los cultivos
de esplenocitos resulté ser de 10 ug/ml,
dado que fue con ésta donde se observaron
diferencias estadisticamente significativas
en los distintos tratamientos, razén por la
cual no se muestran los resultados con do-
sis sub y supraéptimas.

Tratamiento in vivo con MLT

Se observé un incremento significativo
(p < 0,05) de la proliferaciéon de esplenoci-
tos a dosis 6ptima de PHA (10 ug/mL) en
ratones tratados con MLT, en el dia 7 de
tratamiento, con respecto al grupo no tra-
tado estimulado. No se encontraron diferen-
cias significativas en los dias 5y 9 de trata-
miento con MLT (Fig. 1).

Tratamiento in vitro con MLT

No se evidenci6 alteracion alguna de la
respuesta proliferativa de esplenocitos mu-
ridos tratados in vitro con 5 ug/mL de MLT;
sin embargo, cuando fueron tratados con
50 y 100 ug/mL de MLT, a una concentra-
cién de PHA de 10 ug/mL, se observé una
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Fig. 1. Respuesta proliferativa de esplenocitos de ratones tratados o no con Melatonina en presencia
y ausencia de 10 ug/mL PHA, el dia siete (7) de tratamiento Los valores representan los pro-
medios = DE de cinco experimentos. *p< 0,01 con respecto al grupo control estimulado con

PHA 10.

elevacion significativa (p < 0,05) de esple-
nocitos, comparada con las células contro-
les estimuladas (Fig. 2).

Cuantificacion de Citocinas

Tratamiento in vivo con MLT

En los dias 5, 7 y 9 de tratamiento, la
MLT produjo un incremento significativo
(p< 0,01) en los niveles de IL-2 en sobrena-
dantes de cultivo de esplenocitos sin esti-
mulo mitogénico, comparado con el grupo
control. Al dia 7 de tratamiento se encon-
traron, bajo estimulos mitogénicos con
PHA, niveles significativos (p< 0,01) de
IL-2 en el grupo de ratones tratados con
MLT con respecto al grupo control. Al dia 9
de tratamiento se obtuvo un incremento de
un 400% en los niveles de esta citocina en
el mismo grupo, cuando se comparé6 con el
grupo control (Fig. 3).

Los niveles de IL-18 en sobrenadantes
de cultivo de esplenocitos no estimulados
con PHA, se incrementaron significativamen-

te (p< 0,01) en el grupo de ratones trata-
dos el dia 5 con MLT con respecto al grupo
control. De igual forma, se incrementaron
significativamente al dia 7 y 9 de tratamien-
to en el mismo grupo de animales tratados

con respecto al control en ausencia o pre-
sencia de PHA (Fig. 4).

Tratamiento in vitro con MLT

En la Tabla I se observa un aumento
evidente (p< 0,01) de los niveles de IL-2
en sobrenadantes de cultivo de esplenoci-
tos tratados in wvitro con 50 ug/mL de
MLT estimulados con dosis 6ptima de PHA
(10 ug/mL), comparados con los niveles
obtenidos en las células control (0 PHA O
MLT) , con las estimuladas (10 PHA 0 MLT),
y con las tratadas con 50 ug/mL de MLT no
estimuladas (0 PHA 50 MLT). El tratamiento
de los esplenocitos con 100 ug/mL de MLT
estimulados o no con el mitégeno produjo
un incremento significativo (p< 0,01) de
los niveles de IL-2 en el grupo de células
tratadas, comparadas con las del grupo
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Fig. 2.

Respuesta proliferativa de esplenocitos de ratones tratados in vitro con dosis crecientes (5,
50 y 100 ug/mL) de Melatonina en presencia y ausencia de 10 ug/mL de PHA. La incorpora-
cién de Timidina es expresada en cuentas por minutos (¢cpm). Los valores representan los pro-

medios = DE de cinco experimentos. *p< 0,01 con respecto al grupo control.
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Fig. 3.

Niveles de IL-2 en sobrenadantes de cultivo de esplenocitos de ratones tratados in vitro con
500 ug de Melatonina por Kg. de peso, en presencia y no de 10 ug/mL de PHA. Las concentra-
ciones son representadas en pg/mL y los valores son expresados en promedio = DE. *p< 0,01

con respecto al grupo control (PBS). **p<0,05 con respecto al grupo tratado no estimulado.

control estimuladas (10 PHA 0 MLT) o no
(O PHA 0 MLT).

Los niveles de IL-18 aumentaron signi-
ficativamente (p < 0,01) en los grupos de
células tratadas con 50 ug/mL de MLT no
estimuladas (0 PHA 50 MLT) y estimuladas
(10 PHA 50 MLT), comparados con los nive-

les de los grupos de células control (0 PHA
0 MLT) y con las estimuladas (10 PHA O
MLT). Se encontraron niveles altos de IL-18
en el grupo de esplenocitos tratados in vitro
con 100 ug/mL de MLT no estimulados (0
PHA 100 MLT) con respecto al grupo con-
trol (O PHA 0 MLT) y a las estimuladas (10
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Fig. 4. Niveles de IL-If en sobrenadantes de cultivo de esplenocitos de ratones tratados in vivo con
500 ug de Melatonina por Kg. de peso, en presencia y no de 10 ug/mL de PHA. Las concentra-
ciones son representadas en pg/mL y los valores son expresados en promedio * DE.

*p< 0,01 con respecto al grupo control (PBS).
**p< 0,01 con respecto al grupo control (PBS) y al tratado estimulado.

TABLA I
NIVELES DE IL-2 E IL-18 EN SOBRENADANTES DE CULTIVO DE ESPLENOCITOS MURIDOS
TRATADOS IN VITRO CON DOSIS CRECIENTES DE MELATONINA EN PRESENCIA O AUSENCIA
DE PHA (10 ug/mL)

IL-2 IL-1b
PHA 0 PHA 10 PHA 0 PHA 10
Control 42,95 + 3,20 61,0+ 9,6 395,40 = 32,15 469,77 = 119,0
MLT 50 mg/mL 53,30 + 11,45 215,5 + 21,4% 1332,00 + 96,50> 1021,70 = 176,4"
MLT 100 mg/mL 247,10 + 60,20° 337,50 + 1,8% 1125,90 + 38,50> 757,70 + 155,0

* Todos los valores indicados representan ¢l Promedio = DE de cinco cnsayos.
ap< 0,01 con respecto a los grupos de células control O PHA O MLT, 10 PHA O MLT y al grupo 0 PHA 50 MLT.
bp< 0,01 con respecto a los grupos de células control O PHA O MLT y al 10 PHA O MLT.

PHA 0 MLT) (p < 0,01). No se detect6 alte-
racién significativa de esta citocina cuando
las células fueron estimuladas con el mit6-
geno a la misma concentracién de MLT.

DISCUSION

Los resultados del presente estudio
evidencian un incremento significativo de la
proliferacion de los esplenocitos de ratones
tratados con 500ug de MLT /Kg de peso, 7

dias después de tratamiento, comparados
con el grupo control. Esta propiedad inmu-
noestimulante de la MLT concuerda con lo
demostrado por otros autores (27), quienes
sugieren que la hormona incrementa in
vivo las funciones del sistema inmunitario.
Demas y Nelson (28) reportaron que la ad-
ministracién de MLT exégena incrementa la
respuesta inmunitaria celular de ratones.

La adicion al cultivo de MLT a concen-
traciones de 50 y 100 wug/mL aument6 la res-
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puesta proliferativa mitogénica de los esple-
nocitos miridos, comparados con los culti-
vos que no recibieron tratamiento. Este
efecto inmunoestimulante de la MLT es
consistente con los hallazgos previos de Sze
y col. (29), quienes demostraron la accién
inmunoestimuladora de la hormona sobre
los esplenocitos miridos una vez determi-
nado el indice de estimulacion proliferativa
ante Con A y LPS. De igual manera, Drazen
y col. (22) sostienen la hipétesis de que la
MLT ejerce un efecto directo sobre la proli-
feracion de esplenocitos de ratones a través
de los receptores de alta afinidad para esta
hormona que poseen estas células. Contra-
rio a lo descrito por Pahlavani y col. (25),
quienes reportaron que la MLT no ejerce
efecto alguno sobre la proliferacion linfoci-
taria de esplenocitos de ratas jovenes y vie-
jas inducida por Concanavalina A (Con A).

Con respecto a la cuantificacion de IL-2
en ratones tratados in vivo con MLT, se evi-
dencié una regulacion positiva de esta hor-
mona con o sin estimulo mitogénico, lo que
corrobora lo descrito por otros autores,
como Sze y col. (29) quienes reportaron ni-
veles incrementados de IL-2 e IFNy en esple-
nocitos muridos provenientes de ratones tra-
tados con MLT y metoxitriptamina (MTA).
No obstante, Shaji y col. (23) y Pahlavani y
col. (25) no encontraron efecto alguno de la
MLT sobre la proliferacion de esplenocitos
de ratas y ratones, mediada por la sintesis de
IL-2, sugiriendo que la MLT podria actuar
por activacion selectiva de un tipo de res-
puesta inmunitaria, dado el conocido rol de
esta hormona en la regulacion de las células
Th1 (20). De igual forma, nuestros resulta-
dos demostraron una asociacion positiva en-
tre los niveles de IL-2 y la capacidad prolife-
rativa observada en esplenocitos de ratones
tratados in vivo e in vitro con MLT. Asimis-
mo, se observd una estimulaciéon de IL-2 en
los sobrenadantes de esplenocitos miiridos
tratados in vitro con MLT.

Se ha descrito que la IL-18 podria ser
una citocina clave en el efecto protector
que la MLT ejerce en ratones infectados con
el virus de la EEV (30), dado el incremento
significativo observado en sueros de ratones
infectados tratados y el promedio de morta-
lidad en ensayos de bloqueo in vivo, los cua-
les sugieren que la IL-18 inducida por la
MLT juega un papel relevante en la resolu-
cion de la infeccion por el virus de la EEV y
en la promocién de una respuesta inmunita-
ria temprana para el “clearance” viral. Los
resultados obtenidos en el presente estudio
demuestran que el tratamiento in vivo con
MLT, es capaz de incrementar los niveles de
IL-18 en los esplenocitos muaridos tratados,
en ausencia o presencia de PHA. En cuanto
a los niveles de IL-18 obtenidos en sobrena-
dantes de células esplénicas tratadas in vi-
tro con concentraciones crecientes de MLT,
se observé que la MLT incrementé la pro-
duccion de esta citocina en ausencia o pre-
sencia del mit6geno, lo que sugiere un efec-
to inmunoestimulador de la MLT sobre la
IL-13, tal como lo reportaron Morrey y col.
(21) quienes consiguieron un incremento
de IL-1, IL-6 y Factor de Necrosis Tumoral
(TNF) en monocitos humanos.

Nuestros resultados soportan la hipéte-
sis de que la MLT actiia, en parte, directa-
mente en la proliferacion linfocitaria,
uniéndose a los receptores localizados en
los esplenocitos ¢ incrementa la capacidad
proliferativa de estas células; dicho comple-
jo es posible que active las células e estimu-
le la produccion de IL-2 ¢ IL-18, originando
un aumento de la inmunidad celular. Esta
suposicion es consecuente con hallazgos
previos de identificacion de receptores de
alta afinidad para la MLT en diferentes célu-
las linfoides, particularmente linfocitos, es-
plenocitos y timocitos (31, 32).

Es importante resaltar en esta investi-
gacion, que la proliferacion linfocitaria y los
niveles de IL-2 e IL-138 son mas evidentes
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cuando la MLT se adiciona al cultivo que
cuando es administrada in vivo. En este tl-
timo caso, los esplenocitos son lavados, an-
tes de ser cultivados, con medio suplemen-
tado con suero fetal bovino en cultivos, tan-
to para los ensayos de proliferacion como
para la determinacién de citocinas en so-
brenadantes durante 72 horas de incuba-
cién; es decir, se trata de esplenocitos que
estuvieron en contacto con la MLT en el
animal in vivo, pero no durante el cultivo.
Sin embargo, cuando la MLT se adiciona al
cultivo de esplenocitos, éstos permanecen
en contacto con la hormona y los mejores
resultados observados en estas condiciones
reflejan la necesidad de la presencia cons-
tante de la MLT durante el ensayo.
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