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Resumen

El ciclo luz-oscuridad es un factor medioambiental que influye sobre la fisiologia del
sistema inmune, de tal manera que las variaciones en la duracién del fotoperiodo alteran Ila
capacidad de respuesta inmunoldgica. La fisiologia de los macréfagos comprende un espectro
amplio de funciones que van desde su participacion activa en la defensa del hospedero hasta la
regulacion de la respuesta inmune para su resolucidon, ademas de las funciones denominadas
homeostaticas como la reparacion de tejidos. En particular, los macréfagos desempefian un
papel clave en la transicién de la respuesta inmune innata a la adaptativa. La Met-Encefalina ha
sido reconocida como un modulador de la fisiologia de los macréfagos ya que puede actuar de
manera autocrina o paracrina sobre la activacién de los macréfagos, su polarizacion fenotipica y
la produccién de citocinas, las cuales a su vez favorecen la activacion de los linfocitos en las
etapas tempranas de la respuesta inmune. Las exigencias de la sociedad moderna han impuesto
a la fisiologia humana y de los organismos que comparten el entorno, un desafio de adaptacion
a una condicion ambiental diferente a la natural: la exposicién a la luz artificial durante la noche.
Esto aunado a habitos de alimentacion inadecuados genera la falta de congruencia en la
percepcidn de las sefiales de tiempo externas, necesarias para sincronizar el sistema circadiano.
En consecuencia se produce la cronoruptura, que se ha asociado a diversas enfermedades como
la obesidad, el sindrome metabdlico, el cancer y trastornos mentales como la depresion. La
prevalencia de estos padecimientos ha ido en aumento y actualmente se consideran problemas
de salud publica. Estas afecciones tienen como comun denominador un desbalance del sistema
inmune, es por ello que el estudio de los mecanismos mediante los cuales la exposicién a la luz
en la noche puede alterar la capacidad de respuesta inmunoldgica es relevante. Un modelo
experimental que permite estudiar los cambios que produce esta alteracion del ciclo luz-
oscuridad es la exposicién a la luz constante (LL). Previamente se demostré que el contenido
tisular esplénico de Met-Encefalina, asi como su precursor proteico, la Proencefalina A, estan
disminuidos en ratas expuestas a esta condicién de iluminacion. Esto sugiere que la sintesis de
encefalinas podria estar alterada. Ademas, tras un estimulo antigénico, el nimero de células

secretoras de IL-2 e IFN-y, asi como el nimero de células formadoras de anticuerpos fue menor



en el bazo de estos animales, lo que indica un compromiso de la respuesta inmune humoral
primaria. Con base en estos antecedentes, en este trabajo se exploré el efecto de la exposicién
a LL en el ritmo circadiano de actividad general de las ratas asi como en el contenido esplénico
de Met-Encefalina en un periodo de 24 h. Asimismo, dado que la composicidon celular del bazo
es heterogénea, se obtuvo una poblacién enriquecida en macréfagos esplénicos en los que se
exploré si la produccién de péptidos que contienen Met-Encefalina (MECPs: Met-Enkephalin-
containing peptides) es afectada por la exposicién de los animales a un régimen de LL. Por
ultimo se evalud la participacién de los opioides y sus receptores en la respuesta inmune
mediante la estimulacidn in vitro de esplenocitos provenientes de estos animales. Se encontré
que 15 dias de LL fueron suficientes para perder la ritmicidad circadiana en la actividad general
de las ratas. Asimismo, en estos animales el contenido tisular esplénico de Met-Encefalina fue
menor y no presentd oscilaciones en un periodo de 24 h, en contraste con los animales
expuestos a un ciclo de luz-oscuridad. En concordancia, la sintesis de novo de MECPs evaluados
mediante la incorporacién de 3°S-metionina disminuyd en los macréfagos esplénicos de las ratas
expuestas a LL. Ademas, la deteccion de MECPs por inmunocitoquimica mostré un decremento
en el contenido intracelular de dichos péptidos, asi como la ausencia de depdsitos granulares en
esta condicién. Por su parte, la secrecién de IL-2 de esplenocitos estimulados in vitro con
eritrocitos de carnero disminuyé tras la incubacion con el antagonista opioide naloxona, lo que
sugiere que los péptidos derivados de las células inmunocompetentes y la activacién de
receptores opioides estdn involucrados en este proceso. Estos resultados son congruentes con
nuestro trabajo previo, en el que se encontré que la respuesta inmune humoral primaria T-
dependiente esta comprometida desde sus etapas tempranas en los animales expuestos a la LL.
En conjunto, los resultados indican que la produccion de encefalinas en los macréfagos
esplénicos esta disminuida en condiciones de luz constante, lo cual podria dar lugar a una
interaccion sub-6ptima entre los macrofagos y los linfocitos en el bazo, con la subsecuente

deficiencia en la produccion de anticuerpos.



Abstract

The light-dark cycle is an environmental factor that influences immune physiology, and
so, variations of the photoperiod length result in altered immune responsivity. Macrophage
physiology comprises a spectrum of functions that goes from host defense to immune down-
regulation, in addition to their homeostatic activities. Macrophages also play a key role in the
transition from innate to adaptive immune responses. Met-Enkephalin has been recognized as a
modulator of macrophage physiology acting in an autocrine or paracrine way to influence
macrophage activation, phenotype polarization, and production of cytokines that would
enhance lymphocyte activation at early stages of an immune response. Previously it was shown
that splenic Met-Enkephalin tissue content is reduced in rats exposed to constant light. As well,
the amount of the protein precursor Proenkephalin A was diminished in the spleen of those
animals, which suggests that enkephalin synthesis could be affected under this environmental
condition. Moreover, the primary immune response was impaired from its early stages in rats
exposed to constant light. In this work we explored the effect of constant light exposure in the
general activity rhythm of the rats, as well as in the splenic content of Met-Enkephalin
throughout a 24h-period. In addition, since splenic cellular composition is heterogeneous, we
cultured splenic macrophages to explore whether production of Met-Enkephalin-containing
peptides (MECPs) is affected by exposure of rats to a constant light regime. Finally, we
evaluated the primary immune response by in vitro stimulation of splenocytes derived from
animals subjected to constant illumination. We found that 15 days in constant light was
sufficient to disrupt the general activity rhythm of the rats. Splenic Met-Enkephalin content
oscillations and levels were also blunted throughout a 24h-period in animals subjected to this
environmental condition. In agreement, de novo synthesis of MECPs evaluated through
incorporation of *°S-methionine was reduced in cD169™ splenic macrophages from rats
exposed to constant light. Moreover, MECPs immunocytochemistry showed a decrease in the
intracellular content and lack of granule-like deposits in constant light. Also, IL-2 secretion from
antigen-stimulated splenocytes was reduced after incubation with naloxone, suggesting that

immune-derived opioid peptides and stimulation of opioid receptors are involved in this



process. Taken together, immune impairment observed at early stages of the response in
constant light-subjected rats, could be associated to reduced production of macrophage-derived
enkephalins, leading to a sub-optimal interaction between macrophages and lymphocytes in the

spleen and the subsequent deficiency in antibody production.



1. Introduccion

1.1 Influencia de los factores ambientales en la fisiologia: el sistema
circadiano.

Los cambios ambientales ciclicos generados por los movimientos de rotacion y traslacion de la
Tierra han impuesto a los organismos vivos una presion adaptativa a través de la evolucion. Esto
ha derivado en el desarrollo de un sistema interno de organizacién temporal que permite
sincronizar la fisiologia y la conducta con el medio ambiente para optimizar la energia y
favorecer las funciones vitales. De esta manera, la mayoria de los procesos bioldgicos y
fisioldgicos tienen variaciones periddicas que se conocen como ritmos. A nivel molecular, se ha
desarrollado evolutivamente una maquinaria sumamente precisa que consiste en un conjunto
de proteinas “reloj”, que actuan como factores de transcripcién que se auto-regulan positiva y
negativamente mediante asas de retroalimentacion para dar lugar a ritmos en la expresién
génica (Amaral et al. 2014). Asi, los ritmos biolégicos se manifiestan en todos los niveles de
organizacién, desde el molecular hasta el organismo completo (Aguilar et al. 2008).

El intervalo promedio en el que se repite una variacidn ritmica se denomina periodo. Los ritmos
endégenos tienen un periodo intrinseco, que se puede ajustar a los ciclos ambientales. Con base
en esto, los ritmos circadianos son aquellos cuyo periodo es cercano a las 24 h (circa: cerca,
diano: dia). Las variaciones ciclicas de diversos factores ambientales brindan al organismo
informacién acerca del tiempo externo. En particular, el ciclo de iluminaciéon o ciclo luz-
oscuridad, es el mds constante y predecible de los ciclos ambientales y es uno de los principales
sincronizadores (Zeitgebers) del sistema temporal endégeno de los organismos (Pittendrigh
1993). De esta manera, la duracién del fotoperiodo y la intensidad de la luz pueden indicar al
organismo en qué hora del dia y en qué estacion del afio se encuentra.

El sistema circadiano de un organismo complejo se compone de diversos osciladores (células o
procesos celulares) que oscilan con un periodo cercano a 24 h, de vias de sincronizacién (de fase
y periodo respecto al ciclo luz-oscuridad), de vias de transmision o comunicacion hacia los
sistemas efectores del ritmo y de mecanismos de acoplamiento de los osciladores (Aguilar et al.

2008).



En los mamiferos, la luz es detectada en la retina a través de los fotorreceptores. En particular
las células ganglionares que contienen el fotopigmento melanopsina (Berson et al. 2002),
transmiten la informacidn fética al tracto retino-hipotaldmico hasta el nucleo supraquiasmatico
(NSQ) que constituye el principal reloj circadiano. Este tiene la funcién de marcapasos, es decir,
gue puede imponer su periodo y fase a otros osciladores (Aguilar et al. 2008). Para ello, es
necesario transmitir la sefal ritmica circadiana al resto del organismo, lo cual puede llevarse a
cabo a través de la via neural mediante las distintas eferencias del NSQ y/o a través de la
secrecion de melatonina por la glandula pineal, como se describird mas adelante.

Se dice que un ritmo circadiano esta sincronizado al ciclo externo de luz-oscuridad cuando se
establece una relacidon de fase estable entre la funcidon ciclica de que se trate y el ciclo de
iluminacién ambiental (Aguilar et al. 2008). Si los organismos son sometidos a condiciones de
luz tenue u oscuridad constantes, los ritmos endégenos persisten pero adoptan su propio
periodo, cercano pero no igual a 24 h. Esto se denomina corrimiento libre o libre curso (Aschoff
1981). En algunas condiciones ambientales como la exposicién continua a la luz brillante se
puede perder la ritmicidad circadiana.

El acceso a la luz eléctrica ha traido a la humanidad innumerables beneficios. Sin embargo, los
requerimientos actuales de nuestra sociedad, en la que hay actividad durante las 24 hy los 7
dias de la semana, ha generado que la poblacion humana asi como los animales que viven en las
ciudades y en areas cercanas, estén expuestos a condiciones no naturales de exposicién a la luz.
La desincronizacion interna de los organismos respecto a las sefiales de tiempo externas genera
lo que se conoce como cronoruptura (en inglés chronodisruption), y que se ha definido como
una perturbacion relevante de la organizacion circadica de la fisiologia, de la endocrinologia, del
metabolismo y de la conducta (Erren and Reiter 2009). La presencia de luz durante la noche (por
sus siglas en inglés LAN: light-at-night) es uno de los principales generadores de dicha
desincronizacién, que ha sido asociada con una mayor prevalencia de enfermedades como
trastornos afectivos (Bedrosian y Nelson 2013; Bedrosian et al. 2013b), desérdenes metabdlicos
(Escobar et al. 2011; Reiter et al. 2012) y cancer (Jasser et al. 2006; Reiter et al. 2007). Cinzano y
colaboradores (2001) han reportado que en las ciudades industrializadas, mds del 90% de la

poblacidn estd expuesta a la contaminacion por LAN (Figura 1.1).



Figura 1.1 Contaminacidon
por luz durante la noche.
Se ha estimado que en las
ciudades industrializadas el
90% de la poblacidn estd
expuesta a esta condicidn.
Imagen de Ila National
Oceanic and Atmospheric
Administration (NOAA)
National Geophysical Data
Center, EUA.

La exposicidn a la luz constante (LL) se ha utilizado como una estrategia experimental para el
estudio de la desorganizacion circadica. Las evidencias indican que en condiciones de LL
incrementa la formacidn espontanea de tumores y se reduce la esperanza de vida en ratas
jévenes (Vinogradova et al. 2010). Asimismo, esta condicién favorece el desarrollo de sindrome
metabdlico e incrementa la carcinogénesis inducida por sustancias quimicas en ratas (Anisimov
et al. 2012). Tanto el desarrollo de cancer como de los desérdenes metabdlicos implican un
desbalance de las funciones del sistema inmune. En este sentido, Trufakin et al. (2007)
reportaron que la exposicidn a la LL induce en los ratones una condicidon de desincronizacién
interna que disminuye la capacidad de respuesta inmune asi como su resistencia, a nivel
molecular, ante un reto con sustancias quimicas téxicas (Shurlygina et al. 2010). También se ha
reportado que la contaminacién por LAN altera la funcidn del sistema inmune en respuesta al

estrés en el hamster (Bedrosian et al. 2013a; Bedrosian et al. 2011).

1.2 La melatonina

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es el principal producto de la glandula pineal en los
vertebrados. Se aislé por primera vez por Aardn B. Lerner a partir de glandulas pineales de
bovino (Lerner et al. 1958).

Como se menciond anteriormente, uno de los sistemas eferentes del NSQ es la regulacién de la

sintesis de melatonina de la glandula pineal (Figura 1.2).



El NSQ, ubicado en el hipotadlamo
anterior, proyecta fibras nerviosas
eferentes hacia la médula espinal.
Las neuronas de este componente
del sistema nervioso central (SNC)
inervan el ganglio cervical superior
y a partir de éste se proyectan las =7ES5
fibras post-ganglionares simpaticas
que inervan la glandula pineal
(Figura 1.3). Asi, el NSQ transmite  eumreeo
el estimulo hacia la pineal para la

de las
produccion de melatonina cuando  transmi
empieza la fase de oscuridad

inhibir |
(Reiter 1993).

SECRECION DE
MELATONINA . P GLANDULA PINEAL

NERVIO SIMPATICO POST-GANGLIONICO

GANGLIO CERVICAL SUPERIOR/‘
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ORGANOS BLANCO

Figura 1.3 La via neuronal que sigue la sefial de |
supraquiasmatico, la médula espinal, el nervio sim

N

GLANDULA PINEAL NUCLEO
SUPRAQUIASMATICO

A

/

NERVIO OPTICO.

Figura 1.2 La luz es la sefial del medio ambiente que se capta a través

células ganglionares en la retina. La informacion fética se
te por el nervio dptico hasta el NSQ en el hipotdlamo anterior.

A partir de este nucleo, se envia la sefial a la glandula pineal para

a produccion de melatonina [Adaptado de (Young 2000)].

Las terminales post-ganglionares simpdticas que
inervan la glandula pineal liberan noradrenalina
(NA) (Fig. 1.4). Este neurotransmisor se une tanto a
los receptores B- como a-adrenérgicos en la
membrana del pinealocito. La sefal adrenérgica
induce la sintesis de melatonina al estimular la
expresion de la N-acetiltransferasa (AANAT) vy al
incrementar su actividad enzimatica (Gupta et al.
2005). La AANAT actua sobre la serotonina
produciendo N-acetilserotonina. Esta molécula es
transformada a melatonina por accion de la

hidroxiindol-O-metiltransferasa (HIOMT).

uz captada por la retina incluye el nervio dptico, el nucleo
patico pre-ganglionar, el ganglio cervical superior, el nervio

simpatico post-ganglionar y finalmente la glandula pineal [Adaptado de (Wurtman 1975)].



La unidon de NA
a los receptores
a-adrenérgicos
tiene como
consecuencia un
incremento en
la concentracién
intracelular de
calcio, y se ha
sugerido que
favorece la
respuesta a la
estimulacion de
los receptores

B-adrenérgicos

(Klein 'y Berg

1970).
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Figura 1.4 Ruta de sintesis de
la melatonina. [Adaptado de
(Cardinali 1981)]
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En los mamiferos, la actividad enzimatica de la AANAT, y en consecuencia la produccion y
secrecién de melatonina presentan un ritmo circadico, en el que los niveles plasmaticos
maximos de la hormona se encuentran en la fase de oscuridad, independientemente del patrén
de actividad de la especie (Reiter 1993). La exposicion a la luz visible es un factor ambiental que
inhibe inmediatamente los mecanismos enzimaticos para la producciéon de melatonina (Figura
1.5). La intensidad y la longitud de onda de la luz requerida para esta inhibicidn varian segun la
especie, y es reconocido que los animales de actividad nocturna son mas sensibles a estos

cambios. Para una revision ver (Reiter 1993).

2000 - P Figura 1.5 La exposicién a la luz
durante la noche, incluso por el
lapso de un segundo, produce una

g |m' ™ disminucidon drastica del nivel de
2 melatonina en la glandula pineal
g: de la rata. A los 10 minutos, el
E 1000 i contenido de la  hormona
_g disminuye en un 50% y a los 20-30
§ minutos se alcanza la
% 500' i concentracion que  prevalece
= durante el dia. [Adaptado de
N (Reiter 1993)]
0' f L] ¥ 1 k] " Iw
0O S5 15

Minutos a partir de que la luz se enciende

Como se mencioné previamente, la sociedad moderna esta expuesta a la contaminacién por luz
y este hecho ya se ha asociado al incremento de la prevalencia de algunas enfermedades, entre
ellas el cancer. En este sentido, el grupo de Blask y colaboradores ha demostrado que la
supresion de la melatonina nocturna dada por la exposicién a la LAN, incluso con una intensidad
de luz muy tenue (0.2 lux), estd asociada a un incremento en el metabolismo y crecimiento
tumorales (Blask et al. 2009), asi como en la metastasis (Mao et al. 2012). De manera similar, se
ha demostrado que trastornos como la obesidad y el sindrome metabdlico pueden estar
asociados a la presencia de luz durante la noche debido a la cronoruptura que ésta genera

(Fonken et al. 2013a; Reiter et al. 2012).
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El desarrollo y progresion del cancer asi como de las enfermedades metabdlicas implica un
desbalance del sistema inmune. En este sentido se ha demostrado que la melatonina tiene
diversas funciones inmunomoduladoras y puede actuar de manera endocrina, paracrina y
autocrina sobre las células del sistema inmune (Carrillo-Vico et al. 2013). Entre sus principales
funciones, la melatonina modula la produccidn de citocinas y enzimas pro-inflamatorias, asi
como otros mediadores de la inflamacion como los leucotrienos. Puede también contribuir a la
proliferacidon de los linfocitos y/o modular su apoptosis. Ademas, por su propiedad de captar
radicales libres, contribuye a restaurar el equilibrio redox en los tejidos inflamados (Radogna et
al. 2010). La melatonina tiene efectos pro- o anti-inflamatorios segun la etapa de la respuesta
inmune, es decir, favorece su activacion en las fases tempranas y también contribuye a atenuar
la respuesta durante la fase de resolucién, para evitar la inflamacién crénica (Carrillo-Vico et al.

2013).

1.3 Larespuesta inmune innata y adaptativa

Se conoce como respuesta inmune al conjunto de procesos que se llevan a cabo de manera
concertada y que abarcan desde el reconocimiento de un antigeno hasta su eliminacién.

La respuesta inmune innata abarca a las barreras epiteliales que impiden la entrada de
microorganismos o particulas exdgenas al organismo, asi como a los mecanismos efectores de
las moléculas solubles y células que reconocen especificamente estos antigenos si logran
ingresar a los tejidos subepiteliales o al torrente sanguineo. El reconocimiento esta dirigido a
patrones moleculares generales asociados a microorganismos o a dafio tisular y que se conocen
respectivamente como PAMPs (por sus siglas en inglés: Patogen-Associated Molecular Patterns)
o DAMPs (Danger-Associated Molecular Patterns). Los receptores que llevan a cabo el
reconocimiento de los PAMPs y los DAMPs se denominan PRRs (Pattern Recognition Receptors),
y estan presentes en la membrana plasmatica, en las membranas endosomales asi como en el
citoplasma, de tal manera que pueden reconocer antigenos en diferentes compartimentos
celulares (Abbas et al. 2012). Los neutrdfilos, los macréfagos y las células dendriticas (DCs:
Dendritic Cells) expresan el repertorio mas amplio de PRRs en el organismo, por lo que tienen

un papel clave en la respuesta, como se mencionara mas adelante.
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El reconocimiento de antigenos a través de las moléculas solubles presentes en la sangre o en el
fluido extracelular favorece su eliminacién mediante fagocitosis o por lisis directa del
microorganismo, en el caso de la activacién de las proteinas del complemento. Ademas, en este
proceso se generan sustancias quimioatrayentes y pro-inflamatorias que favorecen el
reclutamiento de leucocitos que reconocen y eliminan al antigeno por fagocitosis o por
citotoxicidad. Entre los leucocitos especializados en la fagocitosis se encuentran los neutrdfilos,
macréfagos y DCs, mientras que las células NK (Natural Killer) y los mastocitos tienen actividad
citotoxica. Tanto los leucocitos residentes como los reclutados al sitio de la lesion, asi como las
células epiteliales liberan citocinas, quimiocinas y sustancias vasoactivas que favorecen el
proceso inflamatorio.

Las principales funciones de la respuesta inmune innata son la prevencion y el control de las
infecciones, la eliminacién de células danadas, transformadas o muertas y la estimulacion de la
respuesta inmune adaptativa (Abbas et al. 2012). Esta ultima funcién se logra mediante la
participaciéon de las células presentadoras de antigeno (CPAs). Estas tienen la capacidad de
reconocer e internalizar los antigenos, procesarlos bioquimicamente y acoplarlos a moléculas
del complejo principal de histocompatibilidad (MHC: Major Histocompatibility Complex) para
externalizarlos y presentarlos a los linfocitos T. Ademas, las CPAs expresan en su membrana
moléculas coestimuladoras y secretan citocinas que en conjunto, inducen la activacién de los
linfocitos T. Las células que tienen esta capacidad y por lo tanto participan en la transicion de la
respuesta inmune innata a la adaptativa son las DCs y los macroéfagos.

En la respuesta inmune adaptativa el proceso de reconocimiento y eliminacion de un antigeno
ademads genera una poblacién de células de memoria, capaces de responder de una manera
mas rapida y eficiente en el caso de exposiciones subsecuentes al mismo antigeno. La respuesta
inmune adaptativa se clasifica como celular o humoral seglun el tipo de efectores que se
generan. En la respuesta inmune celular, se genera una clona especifica de linfocitos T efectores
que eliminan al antigeno mediante diversos mecanismos que implican una interaccion célula-
célula. Cuando los linfocitos T efectores son del linaje cpa™ o cooperadores (Ty: T helper), éstos
se encargan de reclutar y activar a otros leucocitos especializados en eliminar diferentes tipos

de patégenos (Abbas et al. 2012c). Por ejemplo, los linfocitos Ty1 inducen la activacién de los
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macrofagos para la eliminacidon de microorganismos intracelulares (Figura 1.10); los linfocitos
Tyl7 reclutan y estimulan la actividad de neutréfilos y monocitos para la eliminacion de
patégenos extracelulares como bacterias y hongos, mientras que los linfocitos Ty2 reclutan y
activan eosinéfilos y células cebadas para la eliminacién de helmintos. Por otra parte, los
linfocitos T efectores del linaje cD8™ o citotéxicos (CTL: Cytotoxic T Lymphocytes) eliminan
directamente a las células infectadas mediante la liberacion controlada de perforina y
granzimas, o bien por la activacion del receptor Fas mediante su ligando (FasL). Ambos
mecanismos inducen la apoptosis de las células infectadas. Este tipo de respuesta es tipica para
infecciones de tipo viral o para microorganismos que escapan de los fagosomas hacia el

citoplasma celular.

Macrof i i . i
acrotago Linfoctto Activacion de células

: efector Microbio
P 4 eliminado T efectoras:
> > activacion de
macroéfagos

(inmunidad celular)

" Macréfago

Figura 1.10 Los macrdfagos reconocen antigenos, los fagocitan y los presentan a los linfocitos T efectores
activados que a su vez estimulan a los macréfagos para favorecer su actividad microbicida como parte de los
mecanismos de inmunidad celular [Adaptado de (Abbas et al. 2012c; Davies et al. 2013)]

Por su parte, en la respuesta inmune humoral se genera una clona especifica de linfocitos B, que
se diferencian a células plasmaticas productoras de anticuerpos y linfocitos B de memoria. Los
anticuerpos generados son los efectores de la respuesta, por ello se denomina humoral. Esta
respuesta estd dirigida principalmente a microorganismos extracelulares y toxinas, que pueden
ser neutralizados por los anticuerpos para su posterior eliminacién. Para antigenos de
naturaleza proteica, la respuesta inmune humoral requiere la cooperacién de los linfocitos Ty
(Abbas et al. 2012b). En este caso se lleva a cabo una respuesta de tipo T dependiente, que
involucra la participacion de CPAs que exhiben el antigeno asociado a su MHC clase Il. Este
complejo es reconocido por el receptor de células T (TCR: T-cell Receptor) y esta sefial, junto con
las moléculas co-estimuladoras, desencadenan la proliferacion clonal de linfocitos Ty especificos
para dicho antigeno (Abbas et al. 2012a). Este proceso se lleva a cabo en las zonas de células T

en los érganos linfoides secundarios. Asimismo, en los foliculos los linfocitos B especificos para



ese antigeno lo internalizan y lo procesan para
presentarlo asociado a las moléculas MHC II.
Ademads, los linfocitos B cambian su patrén de
receptores de quimiocinas, lo que les permite
migrar hacia la zona de linfocitos T. Finalmente, los
linfocitos B presentan el antigeno a los linfocitos Ty,
gue como su nombre lo dice, cooperan con los
linfocitos B para llevar a cabo una respuesta inmune
humoral eficiente. Los linfocitos Ty activan a los
linfocitos B mediante la secrecién de citocinas y
mediante interacciones ligando-receptor a través
de moléculas de membrana como CD40L y CD40
(Figura 1.11). La cooperacién de los linfocitos Ty
permite que se lleven a cabo procesos que
optimizan la respuesta inmune humoral como el
cambio de isotipo de la cadena pesada de las
inmunoglobulinas, el proceso de maduracién de la
afinidad, la generacion de linfocitos B de memoria y
la diferenciacién hacia células plasmaticas de larga
vida. Estos procesos se llevan a cabo en los centros
germinales formados al interior de los foliculos de
células B (Abbas et al. 2012b).

Finalmente, cabe mencionar que la respuesta
inmune adaptativa se denomina primaria cuando es
la primera vez que el organismo entra en contacto
con un antigeno, mientras que se denomina

secundaria cuando se trata de un encuentro

subsecuente con dicho antigeno y ya existen células
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Figura 1.11 La respuesta inmune humoral T-
dependiente requiere la interaccion de las
células B activadas con las células T
cooperadoras activadas [Adaptado de (Abbas

et al. 2012b)].

de memoria capaces de reconocerlo y responder de una manera mas rapida y eficiente.



15

Como se mencioné anteriormente, entre las estirpes celulares que conforman el sistema
inmune, los macréfagos tienen un papel clave en la modulacién de la respuesta ya que tienen
un amplio repertorio de receptores que les permiten identificar diversas sefiales de dafio.
Ademas, estan distribuidos por todo el organismo y se especializan para contribuir a la
homeostasis del tejido en el que se encuentran. Asimismo, los macrdfagos activados tienen la
capacidad plastica de diferenciarse hacia diversos fenotipos funcionales segin el microambiente
que prevalezca a su alrededor, y asi favorecer el tipo de respuesta que sea necesaria segun la
naturaleza del dafio. Por la misma razon, la fisiologia de los macréfagos debe ser regulada de
una manera precisa, ya que sus funciones desreguladas pueden causar un dafio tisular en lugar

de eliminarlo.

1.4 Fisiologia de los macrofagos

Los macrdfagos estan anatdmicamente distribuidos practicamente en todos los tejidos del
organismo (Figura 1.6). Se recambian a partir de los monocitos que se encuentran en la
circulacién, que al incorporarse en los tejidos se diferencian a macréfagos. Estos se especializan
de acuerdo al tejido al que pertenecen e incluso reciben diferentes nombres segliin su ubicacion.
Los macréfagos participan en la respuesta inmune y pueden modularla a diferentes niveles.
Pueden actuar directamente como efectores de la inmunidad innata, como se menciond
previamente, al fagocitar microorganismos patdgenos, células infectadas, envejecidas o
tumorales. Los macréfagos también secretan citocinas pro-inflamatorias y tienen la capacidad
de transferir o presentar antigenos a los linfocitos (Martinez-Pomares y Gordon 2007), de tal
manera que juegan un papel clave en la transicion de la respuesta inmune innata a la
adaptativa. Asimismo, pueden contribuir a la etapa de resolucion de la respuesta inmune al
secretar citocinas anti-inflamatorias. Por otra parte, los macréfagos participan en funciones
dirigidas a preservar la homeostasis tales como la cicatrizacion de heridas, la remodelacién de
tejidos, la vigilancia inmunoldgica y el mantenimiento de la tolerancia ante lo propio (Murray y

Wynn 2011).
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Figura 1.6 Los macréfagos residentes estdn distribuidos en todo el organismo y llevan a cabo funciones
especializadas que contribuyen a mantener la homeostasis de los tejidos en los que se encuentran. Ademas, en
los 6rganos linfoides, estan localizados de forma estratégica para desempefiar sus funciones de vigilancia

inmunolégica. [Adaptado de (Murray y Wynn 2011)].

Para cumplir con este amplio repertorio de funciones los macréfagos han desarrollado
plasticidad para diferenciarse en diferentes fenotipos, de acuerdo con las sefiales que reciben
del ambiente extracelular y de las interacciones que establecen con otras células. Los
macrofagos son sensibles a las sefiales enddgenas de dafio y responden a ellas mediante su
activacion y diferenciacidon. Los fenotipos de activacion mds estudiados son los que se
encuentran en extremos fisiolégicos opuestos, es decir, los fenotipos M1 y M2, con
caracteristicas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias respectivamente (Mosser y Edwards 2008).

El fenotipo M1 se desarrolla una vez que estas células son activadas por la “via clasica”, que
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comprende la presencia de IFN-y y TNF-a y/o ligandos de receptores tipo Toll (TLRs: Toll-like
receptors). Los macréfagos M1 tienen una mayor actividad microbicida y tumoricida y secretan
diversas citocinas pro-inflamatorias y otros mediadores bioquimicos implicados en la respuesta
inmune de tipo celular (Murray y Wynn 2011). De esta manera el fenotipo M1 tiene un papel
clave en la defensa del organismo, sobre todo ante microorganismos intracelulares y procesos
tumorales; sin embargo, su activacién debe ser regulada, ya que las citocinas que produce (IL-1,
IL-6, IL-23) pueden favorecer el desarrollo de patologias inflamatorias de tipo autoinmune. En
contraste, el fenotipo denominado “regulador” (M), se desarrolla en presencia de
glucocorticoides, prostaglandinas, complejos inmunes, ligandos de TLRs, células apoptoticas,
entre otros factores (Lichtnekert et al. 2013; Mosser y Edwards 2008). Se requiere la presencia
de dos de estas senales para inducir la diferenciacién hacia este fenotipo, que se caracteriza por
la secrecion de citocinas anti-inflamatorias como IL-10 y TGF-B. Asimismo, los Mg contribuyen
a la disminucién de la produccién de IL-12. Este fenotipo se favorece en las etapas tardias de la
respuesta inmune adaptativa, y su funcion es la de contribuir a la fase de resolucién para limitar
la inflamacién. Sin embargo, existen microorganismos patdégenos que emulan las sefales de
activacion antes mencionadas e inducen el desarrollo de M., cuyas capacidades fagociticas y
microbicidas estan disminuidas y por lo tanto el microorganismo puede proliferar y diseminarse.
De manera similar, los macréfagos asociados a tumores (TAMs: Tumor-Associated
Macrophages) adoptan un fenotipo similar al regulador y pueden favorecer el crecimiento
tumoral y la metdstasis (Cassetta et al. 2011). El fenotipo M2, también se conoce como
“reparador” (wound-healing macrophages) y tiene un papel clave en la cicatrizacién de heridas
(Mosser y Edwards 2008; Murray y Wynn 2011). Los M2 responden a las sefiales tempranas de
dafio tisular, entre ellas la IL-4 producida por basofilos y células cebadas. La IL-4 induce en éstos
la produccién de los componentes de la matriz extracelular. Esta citocina, junto con la IL-13, es
secretada en el contexto de la respuesta inmune tipo T2, y los macréfagos expuestos a estas
citocinas desarrollan el fenotipo reparador, en el que sus capacidades fagociticas, microbicidas y
de presentacion de antigenos estan disminuidas. La falta de regulacién de la actividad de los M2

resulta perjudicial para el organismo cuando se genera fibrosis tisular excesiva. Asimismo, estos
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macrofagos pueden ser mas susceptibles a la infeccion por microorganismos intracelulares
(Cassetta et al. 2011; Mosser y Edwards 2008).

Es importante destacar que los macréfagos conservan la plasticidad que les permite
diferenciarse hacia uno u otro fenotipo de los anteriormente descritos, ademas de fenotipos
intermedios o hibridos, que comparten caracteristicas de mas de uno de ellos (Figura 1.7). Esta
plasticidad les confiere la capacidad de responder rapidamente ante los estimulos de su

microambiente.

Macréfagos activados Macréfagos activados
por la via clasica por la via alternativa para diferenciarse hacia diversos fenotipos

M |M2 funcionales segin los estimulos del

microambiente que los rodea. Esto les

Figura 1.7 Los macrofagos tienen plasticidad

b Macréfagos activados por la via clasica i )
permite realizar todo un espectro de

funciones desde la defensa del organismo
hasta la supresidon de la respuesta inmune,
asi como la reparacion y remodelacién de
tejidos dafiados. Los autores de esta figura
utilizan el espectro de colores para
simbolizar que pueden existir fenotipos
funcionales intermedios entre los extremos

que se definieron inicialmente (M1 y M2,

Macréfagos panel a) y los que se reconocen actualmente
reguladores

Macréfagos
reparadores

(panel b). [Adaptado de (Mosser y Edwards
2008)].

1.4.1 Los macroéfagos del bazo

El bazo es un érgano linfoide secundario que estd anatémicamente organizado en secciones que
se conocen como pulpa roja y pulpa blanca. La regién que rodea y delimita a las anteriores se
denomina zona marginal. En cada una de estas regiones del bazo hay subpoblaciones distintas
de macréfagos con funciones especificas relacionadas con su ubicacién y con los tipos celulares
con los que tienen contacto (Figura 1.8) (den Haan y Kraal 2012). Los macréfagos de la pulpa
roja se especializan en la eliminacion de eritrocitos envejecidos, asi como en el reciclaje del
hierro. Los macréfagos de la pulpa blanca estan ubicados tanto en la zona de células T (la vaina

linfatica periarteriolar) asi como en los foliculos de células B. En estos foliculos, los macréfagos
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eliminan las células B apoptéticas que se generan en los centros germinales durante los
procesos de hipermutacién somatica y de cambio de isotipo de las inmunoglobulinas.
En la zona marginal del bazo existen dos poblaciones de macréfagos, los llamados “de la zona

III

marginal” (MZM: Marginal Zone Macrophages) y los macréfagos metalofilicos (MMM: Marginal
Metallophilic Macrophages). La anatomia de la zona marginal del bazo permite que el flujo de
sangre sea mas lento y que los macréfagos estratégicamente localizados en esta zona,
reconozcan y eliminen microorganismos patogenos presentes en la sangre. Para ello, tanto los
MZM como los MMM expresan un repertorio amplio de receptores y moléculas de superficie
gue les permiten reconocer antigenos. Ademds, ambos subtipos de macréfagos producen

citocinas que contribuyen a la respuesta ante estos patdégenos, tales como IFN-tipo |, IL-1a y

TNF-a (den Haan y Kraal 2012).

Macréfago
Pulpa L-de la pulpa
roja roja
| Eritrocito
Seno marginal Macréfago
% | de lazona
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Figura 1.8 El bazo tiene cuatro poblaciones de macréfagos que desempeiian funciones especializadas
segun su localizacion dentro del érgano. MZ: zona marginal, MZ DC: célula dendritica de la zona marginal
FDC: célula dendritica folicular [Adaptado de (Abbas et al. 2012) y (Davies et al. 2013)]

En la zona marginal del bazo también reside una poblacidn especifica de linfocitos B asi como

DCs que pueden ser estimuladas por antigenos y migrar a la pulpa blanca. Estas células asi como
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los linfocitos y granulocitos que transitan continuamente por la zona marginal, pueden
interactuar con los macréfagos residentes (den Haan y Kraal 2012).

Estudios recientes indican que los macrofagos ubicados en la zona marginal del bazo son
indispensables para la formacién de los centros germinales, ya que reclutan y organizan a los
linfocitos B activados por antigeno en el perimetro folicular para generar la reaccion de centro
germinal (Nikbakht et al. 2013).

En la rata, tanto los MZM como los MMM expresan el marcador de superficie CD169 (O'Neill et
al. 2013), también conocido como sialoadhesina. Como su nombre lo dice, este marcador une
moléculas de dacido sidlico presentes en diversos antigenos particulados. Los MMM del bazo
podrian actuar de manera similar a los macroéfagos de los senos subcapsulares de los nédulos
linfaticos, que son capaces de unir antigenos particulados y transportarlos en la superficie de la
membrana hasta el interior de los foliculos de células B, en donde éstas pueden reconocer el
antigeno y activarse para iniciar la respuesta inmune adaptativa. Este mecanismo se ha
considerado una manera de presentacidon de antigenos especifica de esta subpoblacién de
macrofagos (Martinez-Pomares y Gordon 2007). Asimismo, los MMM pueden transportar los
antigenos de la zona marginal hacia la pulpa blanca y en ella transferirlos a las células
dendriticas para que éstas a su vez presenten dicho antigeno a las células T. De esta manera, los
macrofagos cD169" contribuyen a inducir la respuesta inmune de tipo citotdxico (Backer et al.
2010).

En general, los macréfagos cD169" llevan a cabo la funcién de reconocimiento y eliminacién de
patdgenos y secrecion de citocinas pro-inflamatorias, clasica de la respuesta inmune innata. Sin
embargo, a través de la sialoadhesina, estos macréofagos también capturan y concentran
antigenos y establecen interacciones con los linfocitos B y T para inducir la respuesta inmune
adaptativa (Figura 1.9) (den Haan y Kraal 2012). Los macréfagos CD169" también tienen un
papel clave en mantener la tolerancia ante lo propio al no desencadenar una respuesta
inflamatoria tras la fagocitosis de células apoptédticas o restos celulares (McGaha et al. 2011;

O'Neill et al. 2013).
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Dado que sus funciones son principalmente pro-inflamatorias, los macréfagos CD169™ estan
involucrados en la respuesta inmune anti-tumoral y de acuerdo con diversos modelos de
estudio se considera que pueden ser un blanco efectivo para el desarrollo de vacunas con
antigenos tumorales. En contraste, en el caso de las enfermedades autoinmunes, los
macrofagos cD169™ podrian participar en detrimento del organismo ya que se ha encontrado
que en su ausencia, la proliferacién de linfocitos T reguladores (T.g) s mayor y esto
correlaciona con una menor severidad del padecimiento. Sin embargo, no se ha establecido si la
expresion de CD169™ en los macréfagos tiene un efecto causal en el inicio o en la progresion de

la patologia autoinmune, o es una consecuencia del proceso inflamatorio (O'Neill et al. 2013).

1.5 Opioides enddgenos derivados de la Proencefalina A (PEA).

Los opioides endégenos son péptidos que reciben su nombre por la capacidad que tienen de
unirse y activar a los receptores del opio y sus derivados (opidceos). Los receptores de la
morfina fueron descubiertos en 1973 (Pert y Snyder 1973; Simon et al. 1973; Terenius 1973).
Este hecho desencadené el estudio del sistema enddgeno opioide basado en la hipdtesis de que
al haber receptores celulares especificos para una sustancia exdégena como la morfina,
probablemente existirian moléculas andlogas que fueran los ligandos endégenos de dichos

receptores. La blisqueda de moléculas endégenas con estructura quimica similar a la morfina
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resultaron infructuosas, hasta que en 1975 los estudios de Terenius y colaboradores (1975)
sugirieron que la naturaleza bioquimica de los ligandos endégenos es peptidica. Las encefalinas
fueron los primeros péptidos opioides identificados y caracterizados. La secuencia de estos
pentapéptidos fue publicada por Hughes y Kosterlitz (1975). La secuencia de los 4 primeros
aminodcidos es idéntica en ambos péptidos y sdlo difieren en el aminoacido carboxilo terminal:

metionina para la Met-Encefalina (MEnk), y leucina para la Leu-Encefalina.

Met-Encefalina NH,- Tyr'-Gly>-Gly>-Phe*-Met>-COOH

Leu-Encefalina NH,- Tyr'-Gly>-Gly>-Phe*-Leu-COOH

Actualmente se conocen tres familias principales de péptidos opioides, todos derivados de
proteinas precursoras que por escision enzimatica generan los péptidos biolégicamente activos.
De la proopiomelanocortina se deriva la B-endorfina, de la prodinorfina se generan las
dinorfinas A y B, y finalmente de la proencefalina A (PEA) se generan las encefalinas antes
mencionadas, asi como el octapéptido I\/IetS—EncefaIina—ArgG—GIy7—Leu8 (MERGL) vy el
heptapéptido Met>-Encefalina-Arg®-Phe’ (MERF) en el extremo carboxilo terminal. La secuencia

de aminoacidos de la PEA tiene 4 copias de MEnk (Udenfriend y Kilpatrick 1983).
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Figura 1.12 Representaciéon de la estructura de la Proencefalina A (PEA)
[Adaptado de (Asai y Gutiérrez 1994)].
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Existen tres tipos principales de receptores opioides: |, d y k. Los péptidos opioides derivados
de la PEA se unen con mayor afinidad al receptor opioide 9, aunque también pueden unirse al
receptor opioide . La MEnk ademads es conocida como el factor de crecimiento opioide (OGF:
Opioid Growth Factor) por sus funciones al unirse al receptor OGF-R. Recientemente, el estudio
del sistema OGF/OGF-R ha cobrado relevancia en el contexto del cancer (McLaughlin y Zagon
2012). Tanto los péptidos opioides como sus receptores estan ampliamente distribuidos en el
organismo y estan involucrados en diversas funciones, por lo que se considera que son
moduladores de la homeostasis (Akil et al. 1998). Entre las funciones que se han descrito para el
sistema enddgeno opioide se encuentran: la tolerancia y la dependencia a farmacos, la ingesta
de alimentos y liquidos, el aprendizaje, la memoria, el funcionamiento gastrointestinal, renal y
cardiovascular, la termorregulacién, la respiracién, el embarazo, el desarrollo, el
envejecimiento, el movimiento y la percepcién del dolor (Bodnar 2012). Asimismo, se les ha
asociado a patologias como la depresidn, la epilepsia y el cancer. Ademas de las funciones antes
mencionadas, el sistema enddgeno opioide esta involucrado en procesos de inmunomodulacidn

y en la comunicacién neuroendocrino-inmunoldgica.

1.5.1 Sintesis de encefalinas en células del sistema inmune

Las diversas estirpes celulares del sistema inmune son capaces de producir y liberar péptidos
opioides derivados de la PEA. Se ha reportado la expresidon de este precursor y la presencia de
los péptidos biolégicamente activos en linfocitos de rata (Behar et al. 1991; Rosen et al. 1989),
asi como la liberacion de encefalinas inducida por la activacion mitogénica de linfocitos
humanos (Padros et al. 1989). Asimismo, Zurawski y cols. (1986) demostraron que la
estimulacion antigénica o mitogénica de una linea de linfocitos Ty de ratén, induce la expresion
del ARNm de la preproencefalina A y la liberacién de material opioide al medio de cultivo. Las
células polimorfonucleares (granulocitos) también producen y liberan péptidos derivados de la
PEA (Vindrola et al. 1990). En monocitos de origen humano se encontrd que estos péptidos se
producen y se liberan en respuesta a la estimulacidon con el éster de forbol PMA, y que su
procesamiento postraduccional es diferencial segun el tipo de célula (Kuis et al. 1991). Los
monocitos liberan MEnk y péptidos que contienen su secuencia como el péptido F, mientras

gue en los linfocitos T se genera material de mayor peso molecular que no es inmunorreactivo a
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MEnk hasta después de ser sometido a un tratamiento proteolitico. De manera similar,
Kamphuis y colaboradores (1998) reportaron que la estimulacidon de linfocitos T de sangre
humana con anticuerpos monoclonales anti-CD2/CD28, asi como la estimulaciéon de monocitos
con lipopolisacdrido (LPS), induce la produccion y secrecion de MEnk y otros péptidos
intermediarios de mayor peso molecular que contienen la secuencia de la MEnk (MECPs: MEnk-
containing peptides). La expresion del ARNm de la preproencefalina A también se ha
demostrado en lineas celulares linfoides y mieloides, asi como en macroéfagos y células cebadas
de origen murino (Martin et al. 1987).

Los receptores opioides |1, & y k también se expresan en las diferentes células del sistema
inmune (Sharp 2003, 2006), por lo que las acciones inmunomoduladoras de los péptidos

opioides pueden ser autocrinas o paracrinas.

1.5.2 Modulacion de la fisiologia de los macrofagos y de la respuesta inmune
por encefalinas

Se han descrito diferentes funciones inmunomoduladoras de los péptidos derivados de la PEA,
en particular de la MEnk. Este péptido participa tanto en la inmunidad innata como en la
adaptativa, al modular funciones de diversas células inmunocompetentes en las etapas
tempranas de la respuesta. Se ha propuesto que esta modulacién constituye una estrategia de
supervivencia del organismo (Salzet y Tasiemski 2001).

En células mononucleares de sangre humana la MEnk estimula la quimiotaxis hacia el sitio de
lesion tisular (van Epps y Saland 1984). En macroéfagos del peritoneo de ratén la MEnk estimula
la secrecién de citocinas proinflamatorias como IL-1B (Yang y Li 1989) e IL-6 (Kowalski et al.
2000). Resultados similares se han encontrado a partir de la microglia en el SNC (Das et al. 1995;
Kowalski et al. 2002). Asimismo, tanto la MEnk como agonistas selectivos de los receptores
opioides |, 0 y k modulan la actividad metabdlica de los macréfagos al estimular la produccién
de oOxido nitrico (Kowalski 1998a; Marotti et al. 1998; Vujic et al. 2004) y de perdxido de
hidrogeno (Radulovic et al. 1995; Vujic-Redzic et al. 2000). Estos agentes oxidantes son
necesarios para la destruccion eficiente de los microorganismos fagocitados.

Por otra parte, en macréfagos peritoneales de rata el grupo de Foris y colaboradores (1986)

reportd un efecto estimulante de la MEnk (en el rango de 10° a 10”7 M) sobre la citotoxicidad
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dependiente de anticuerpos IgG2a y simultaneamente un efecto inhibitorio de la fagocitosis
mediada por el receptor Fcy. Este efecto fue bidireccional y dependiente de la concentracion, ya
que con 10° a 10° M de MEnk se encontré el efecto opuesto. El incremento en la fagocitosis
inducido por MEnk se demostré también en un modelo de malaria murina, en el que el
tratamiento conjunto con el factor de crecimiento de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) y
MEnk in vivo, eliminé la parasitemia casi en su totalidad. En los animales tratados la capacidad
fagocitica de los macréfagos peritoneales aumentd 100 veces, mientras que el porcentaje de
macrofagos del bazo asi como su capacidad fagocitica aumentdé aproximadamente 7 veces
respecto de los animales que no recibieron el tratamiento (Singh y Singh 2001).

La MEnk también incrementa la actividad tumoricida de los macréfagos de peritoneo murino,
en presencia de IFN y LPS (Hagi et al. 1994). En estudios recientes se demostré que el aumento
en la actividad tumoricida de los macréfagos puede deberse a que la MEnk es capaz de inducir
in vivo la polarizacién funcional de los TAMs hacia el fenotipo M1. En concordancia con esta
evidencia, en ensayos in vitro con macrofagos derivados de la médula 6sea, el tratamiento con
MEnk incrementd la actividad tumoricida, la liberacién de especies reactivas de oxigeno (ROS:
Reactive Oxygen Species) y la produccion de IL-12p40 y TNF-a, mientras que disminuyd la
produccion de la citocina anti-inflamatoria IL-10 (Chen et al. 2012).

Respecto a las funciones de la MEnk en la respuesta inmune adaptativa, se ha reportado que
esta encefalina es capaz de inducir la maduracidn de las DCs hacia un fenotipo especializado en
la presentacién de antigenos. De esta manera la MEnk, al actuar sobre la funcién de las CPAs
como las DCs y los macréfagos, contribuye a inducir la respuesta de las células T cpat (Shan et
al. 2011).

La MEnk también puede estimular directamente a los linfocitos T. Se ha demostrado que estas
células de origen murino (Kowalski 1998b) o humano (Hucklebridge et al. 1990; Singh et al.
1999) expresan los receptores opioides J, a través de los cuales la MEnk y otros agonistas
inducen la proliferacion, la movilizacién del calcio intracelular y la produccion de citocinas. En
células T de la linea Jurkat en las que se transfectd el receptor opioide 3, un agonista de este
receptor indujo la expresién de IL-2 mediante el incremento de la actividad del factor de

transcripcion NF-AT/AP-1 (Hedin et al. 1997; Sharp et al. 1998). Asimismo, Yang y Li (1992)
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encontraron que el tratamiento in vivo e in vitro con MEnk incrementa la produccion de IL-2 de
manera paralela al aumento en la proliferacidon de los linfocitos T. Este efecto no estuvo
asociado a un aumento en la expresion del receptor de IL-2.

En concordancia con las evidencias mencionadas, la activacion de los linfocitos T in vivo o in
vitro induce la expresion de los receptores opioides & (Sharp et al. 2000; Sharp et al. 1998). La
induccion de estos receptores estd estrictamente mediada por la sefal coestimulatoria
producida por la unién a la molécula CD28 en la membrana del linfocito T durante su activacién
(Nguyen y Miller 2002). Asimismo, en otras estirpes celulares como los macréfagos y las células
NK, agonistas del receptor opioide & (House et al. 1996) o la MEnk (Marotti et al. 1994) inducen

la produccion de citocinas y la actividad citotdxica, respectivamente.
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2. Planteamiento del problema

En trabajos previos se demostré que la exposicion a LL durante 15 dias reduce el contenido
tisular y la liberacién de encefalinas en estructuras del SNC de la rata (Asai et al. 2007; Asai et al.
2010). De manera similar, en érganos linfoides tales como el timo y el bazo de estos animales, el
contenido tisular de MEnk estd disminuido (Valdés-Tovar et al. 2003). En concordancia, los
esplenocitos presentan una menor cantidad del precursor proteico Proencefalina A, lo cual
sugiere que la sintesis de encefalinas en el bazo esta alterada en esta condicion.

En los animales expuestos a la luz constante la concentracion sérica de melatonina nocturna
estd disminuida y presenta valores semejantes a los del dia. Asimismo, tras recibir un estimulo
antigénico, el numero de células secretoras de IL-2 e IFN-y, asi como el niumero de células
plasmaticas productoras de anticuerpos fue menor, lo que indica una deficiencia en la respuesta
inmune humoral primaria de estos animales (Valdés-Tovar 2007).

Dado que los macréfagos cumplen un papel clave en la defensa del organismo y pueden
polarizar la respuesta inmune mediante su interaccion con otras células inmunocompetentes,
en este trabajo se estudid la produccién de péptidos que contienen MEnk (MECPs) en una
poblacidn de macroéfagos esplénicos cultivados, provenientes de animales expuestos a la luz

constante.



28

3. Hipotesis

Si la exposicidn a la luz constante reduce el contenido tisular de encefalinas y de su precursor
proteico en el bazo de la rata, es factible que la sintesis de péptidos que contienen Met-

Encefalina (MECPs) en los macréfagos esplénicos esté disminuida en esta condicion.

4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Evaluar la sintesis de MECPs en macrofagos esplénicos cultivados provenientes de animales

expuestos a la luz constante.

4.2 Objetivos particulares

e Determinar el efecto de la exposicion a la luz constante:
- enlaactividad general de las ratas.
- en el contenido tisular esplénico de MEnk durante un periodo de 24 h.
- sobre la produccion de MECPs en macrofagos esplénicos.
e Evaluar el efecto farmacoloégico de MEnk y la participacidn de los receptores opioides en
la respuesta inmune inducida in vitro.
e Evaluar el efecto de restablecer el ciclo luz-oscuridad en la produccion de MECPs y en la

respuesta inmune inducida in vitro.
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5. Metodologia

5.1 Reactivos

El medio de cultivo y los suplementos fueron adquiridos a GIBCO® Life Technologies (Carlsbad,
CA, EUA) y el Ficoll-Paque® PLUS se adquiriéd a GE Healthcare (Uppsala, Suecia). El anticuerpo
monoclonal de ratén anti-CD169 de rata se compré a AbD Serotec (Kidlington, Reino Unido). Los
anticuerpos secundarios conjugados a biotina y a rodamina (TRITC) se obtuvieron de Jackson
Immunoresearch (West Grove, PA, EUA). El antisuero policlonal anti-Met-Encefalina-sulféxido
[MEnk-(0)] fue producido por el Dr. Asai y colaboradores. Las propiedades de reactividad
cruzada de este antisuero fueron reportadas previamente (Asai et al. 1998). El anticuerpo
monoclonal anti-VAMP-1/2 (IgM), asi como el anticuerpo secundario anti-lgM de ratén
conjugado a fluoresceina (FITC) se obtuvieron de Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, EUA). La
MEnk pura fue adquirida de los laboratorios Peninsula-BACHEM (San Carlos, CA, EUA). El
estuche para la metodologia ELISA se obtuvo de R&D Systems (Minneapolis, MN, EUA; R2000:
Rat IL-2 ELISA). La sangre de borrego se obtuvo del CEPIPSA, UNAM (México). El resto de los
reactivos quimicos utilizados se adquirieron a Sigma-Aldrich™ Corporate (St. Louis, MO, EUA) o

bien se indica su procedencia en el texto.

5.2 Animales

Ratas macho de la cepa Wistar (200-250 g) fueron alojadas en cajas de acrilico, con alimento y
agua disponibles ad libitum. Tras un periodo de habituacion de 5 dias en condiciones de luz-
oscuridad (LD) de 12:12 h (encendido de la luz a las 07:00 h), el grupo control permanecié en
estas condiciones, mientras que el grupo experimental se expuso a la luz constante (LL) durante
15 dias, con una intensidad de luz en un rango de 50 a 75 lux al nivel de la caja. La manipulacién
de los animales de laboratorio se llevé a cabo estrictamente de acuerdo con la normatividad

bioética institucional, nacional e internacional.

5.3 Registro de la actividad general
Se colocaron 6 ratas en cajas de acrilico individuales en un casillero con ventilacion y

temperatura controladas (22+1°C), en un cuarto de registro a prueba de ruido. El agua y el
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alimento estuvieron disponibles ad libitum y la cama de los animales se cambié 1 vez por
semana. Las condiciones de luz dentro del casillero fueron controladas de tal manera que se
registrd una linea base en la que los animales se expusieron a un ciclo de LD de 12:12 h, durante
5 dias, en los que la luz se encendid a las 07:00h y se apago a las 19:00h. Posteriormente los
animales se expusieron a LL durante 15 dias. La actividad general de los animales se registré
mediante un sistema de monitoreo automatico como se describid previamente (Tapia-Osorio et
al. 2013). Brevemente, cada caja se colocd sobre una placa metalica con sensores de presidn
para detectar de manera continua el movimiento general de los animales. Los datos obtenidos a
partir de los sensores se recolectaron mediante un sistema de digitalizacion y se almacenaron
automaticamente en una computadora para su posterior andlisis. Tanto el sistema para el
registro de la actividad como el software para el analisis de los datos (PC SPAD9) fueron
desarrollados por la compaiia Omnialva S.A. de C.V. (México, D.F.).

Se construyeron actogramas dobles para cada animal, en los que se representa el nimero de
cuentas de actividad registradas cada 15 minutos durante los 20 dias de registro (5 dias en LD
seguidos de 15 dias en LL). Para determinar el periodo diario de cada rata se obtuvieron
periodogramas mediante el analisis de x° para la linea base y los ultimos 5 dias en LL. Asimismo,
para visualizar el patrén temporal de actividad se obtuvo un perfil de actividad promedio (n=6

ratas) para la linea base y los ultimos 5 dias en LL.

5.4 Determinacion del contenido de Met-Encefalina (MEnk) en el bazo
durante un periodo de 24 horas

Las ratas que fueron sometidas a condiciones de LD o LL fueron sacrificadas en intervalos de 4 h
a partir de las 09:00 h durante un periodo de 24 h. Se obtuvieron los bazos y se homogeneizaron
para obtener un extracto tisular como se describié previamente (Valdés-Tovar et al. 2003) (Ver
Apéndice 1). Los extractos esplénicos se cargaron en columnas de Amberlita XAD-2 (Rohm and
Haas, Philadelphia, PA, USA) para la extraccion de péptidos en fase sdlida. La elucién de la
fraccion peptidica se llevdo a cabo con metanol absoluto. Las muestras fueron liofilizadas,
resuspendidas y oxidadas con H,0, 0.6% para la posterior cuantificacion de MEnk. El
radioinmunoensayo se realizé con un trazador yodinado y el antisuero para MEnk-(0), como se

reportd previamente (Asai et al. 1998) y se describe con detalle en el Apéndice 1. Cada muestra
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se ensayo por triplicado. Los valores obtenidos de las muestras problema se interpolaron en una
curva patrén que se realizd con concentraciones conocidas de MEnk pura (Figura 5.1). El
contenido de proteina en los extractos peptidicos esplénicos se determind por el método de
Lowry. Los resultados se expresan como pmol de MEnk inmunorreactiva (IR-MEnk)/mg de

proteina.
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5.5 Aislamiento y cultivo de esplenocitos mononucleares

Los animales se sacrificaron por decapitaciéon y se diseco el bazo en condiciones asépticas. El
bazo se disgregd mecanicamente presionando contra una malla de acero inoxidable (200 mesh)
para obtener suspensiones celulares en solucidn salina balanceada (BSS) [D-glucosa 5.55 mM,
KH,PO4 0.44 mM, NaHPO,4 1.33 mM, CaCl, 1.26 mM, KCI 5.36 mM, NaCl 137 mM, MgCl, 1.09
mM, MgS0,4 0.81 mM, rojo de fenol 0.0001%)]. Los esplenocitos mononucleares se aislaron por
centrifugacion sobre Ficoll-Paque® PLUS a 1000 x g, 20 min, 22°C (Boyum 1968). Las células se
lavaron dos veces con BSS y se cultivaron a una densidad de 2.5 x 10° células/mL en medio RPMI
1640 suplementado con suero bovino fetal al 10%, HEPES 25mM, L-glutamina 2mM, penicilina
100 unidades/mL, estreptomicina 100 pg/mL y anfotericina B 0.25 pg/mL. Después de 6 dias de
incubacién a 37°C en atmdsfera humeda con CO, 5%, se retiraron las células no adherentes y los

macrofagos se conservaron en cultivo. Para prevenir la actividad enzimatica de las
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encefalinasas se agregd fenilalanina - alanina (Phe-Ala) 0.1 mM al medio de cultivo, 4 horas

antes de la fijacion o de la lisis celular (Patey et al. 1981).

5.6 Induccion in vitro de la respuesta inmune

Se estimularon muestras de 5 x 10° esplenocitos mononucleares obtenidos de ratas expuestas a
LDy LL, con una suspension de glébulos rojos de carnero (GRC) al 2% v/v (dilucidn final) (Mond y
Brunswick 2000) y fueron incubados con 10 nM naloxona o 0.1 nM MEnk durante 72 h. Los
sobrenadantes de estos cultivos fueron recolectados y almacenados a -70°C para la posterior

determinacion de IL-2.

5.7 Tinciones por inmunofluorescencia

Para la caracterizacion de los macréfagos esplénicos, las preparaciones se fijaron con
paraformaldehido (PFA) 4% durante 15 minutos y se lavaron 2 veces con PBS 0.01M pH 7.4. Las
muestras se permeabilizaron con Tween-20 0.1% por 1 h, se lavaron 2 veces y se bloquearon
con BSA 2% durante 1 h. Después del bloqueo, las células se incubaron con el anticuerpo anti-
CD169 diluido 1:150 en BSA 1% - Tween-20 0.05% durante toda la noche a 4°C. Tras dos lavados
para eliminar el anticuerpo primario, las células se incubaron con el anticuerpo secundario anti-
IgG de raton conjugado con TRITC, dilucién 1:300, por 1 h a temperatura ambiente.

Para la caracterizacidon de las estructuras granulares inmunorreactivas a MEnk, los macroéfagos
cultivados se fijaron como se describid anteriormente. Las muestras se incubaron con
amortiguador de citratos 10 mM pH 6.0 a 55°C durante 20 min para el desenmascaramiento de
epitopes. Posteriormente se permeabilizé con Triton X-100 0.25% durante 20 minutos y se
incubd con H,0; 0.6% por 10 min para oxidar la MEnk. Después de bloquear los sitios de union
inespecifica con caseina 0.5% - Triton X-100 0.1% durante 1 h a temperatura ambiente, las
células se incubaron durante toda la noche con el anticuerpo anti-VAMP-1/2 y el suero anti-
MEnk-(0), dilucién 1:200, a 4°C. Después de lavados exhaustivos, las células se incubaron con los
anticuerpos secundarios anti-lgM de ratén conjugado con FITC (1:100) y anti-IlgG de conejo
conjugado con TRITC (1:250) por 2 h, a temperatura ambiente. La tincidn inespecifica se

determind por incubacién con caseina 0.5% en lugar de los anticuerpos primarios.
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Para ambos casos, los nucleos se tifieron con DAPI 300 nM durante 5 minutos. Se obtuvieron
fotomicrografias mediante un microscopio de epifluorescencia Nikon TE-2000 (Tokio, Japdn)

acoplado a un sistema de adquisicién de imdagenes digitales y el software NIS-Elements.

5.8 Caracterizacion del suero anti-MEnKk- (o)

La especificidad del suero anti-MEnk-(0) utilizado en este estudio se realiz6 mediante Dot blot.
Brevemente, se aplicaron alicuotas de 2 uL de MEnk pura en membranas de nitrocelulosa que
posteriormente se fijaron con PFA 4% - glutaraldehido 0.25% por 15 min (Hulen et al. 1991). Las
membranas se incubaron con glicina 1M por 15 min, se lavaron con TBS y posteriormente se
incubaron con H,0,0.2% para oxidar la MEnk. Tras el bloqueo de los sitios de union inespecifica
con caseina 0.5%, las membranas se incubaron con el antisuero para MEnk-(o), diluido 1:1000,
durante 2h. Se realizaron lavados exhaustivos con TBS y las membranas se incubaron con un
anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa, diluido 1:10,000. Los sitios
de unidn (spots) se revelaron por quimioluminiscencia. Las imagenes se adquirieron con un
densitdmetro GS-800 de Bio-Rad. Como control negativo de la inmunodeteccidn, se sustituyé el

antisuero para MEnk-(o) por caseina 0.5%.

5.9 Incorporacion de 35S-Metionina e inmunoprecipitacion de péptidos
que contienen MEnk (MEnk-containing peptides: MECPs).

Los macroéfagos cultivados fueron incubados durante 5 h con 3.6 uCi de 3°S-Metionina (1175.0
Ci/mmol) (Perkin Elmer, Boston, MA, USA). Posteriormente se descartaron los sobrenadantes,
se realizd un lavado y se obtuvo un extracto celular por lisis y raspado con amortiguador RIPA
[Tris 50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, Nonidet P-40 1%, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, Na3VO, 1 mM,
NaF 10 mM, aprotinina 1 pug/mL, pepstatina 1 pg/mL, leupeptina 1 pg/mL]. Estos extractos se
incubaron con H,0, 0.6% a temperatura ambiente durante toda la noche para la oxidacién de la
MEnk. Cada muestra se dividio en triplicados y se tomd una alicuota para la determinacion de
proteinas. Posteriormente, las muestras se inmunoprecipitaron con el antisuero especifico para
MEnk-(0), diluido 1:300, a 4°C durante toda la noche. Se realizé una segunda precipitaciéon con
células de S. aureus (Pansorbin® cells, Calbiochem®-EMD Millipore; Billerica, MA, USA) al 10%,

dilucién final 1:6, durante 2 h en bafio de hielo. Las muestras se centrifugaron a 3000 x g por 5
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min y después a maxima velocidad por 1 min para lograr un paquete celular compacto. Tras
descartar el sobrenadante de cada muestra, el paquete celular se lavd 2 veces y se resuspendid
en 100 pL de PBS. Se agregd liquido de centelleo Sigma-Fluor® (10 mL/muestra) y la
radiactividad presente en las muestras se determind como cuentas por minuto (cpm) con el

contador de centelleo liquido Beckman-Coulter LS6500 (Fullertone, CA, USA).

5.10 Determinacion de proteinas

La cantidad de proteinas en las muestras se determind mediante el método de Lowry (1951),
utilizando albumina sérica bovina (BSA, por sus siglas en inglés) para la curva estandar (Figura
5.2). El limite de sensibilidad de esta técnica es de 5 pg. La determinacidon espectrofotométrica

se llevd a cabo a una longitud de onda de 700 nm en un instrumento Biomate3 de Thermo®.
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5.11 Deteccion inmunocitoquimica de MECPs

Los macrofagos esplénicos cultivados se fijaron con PFA 4% durante 15 minutos y enseguida se
realizaron 2 lavados con PBS 0.01M pH 7.4. Las preparaciones se incubaron con un
amortiguador de citrato de sodio 10 mM pH 6.0, a 55°C, durante 20 min para
desenmascaramiento de epitopes. Posteriormente, se permeabilizd con Triton X-100 0.5%
durante 20 min, seguido de la incubacién con H,0;, 0.6% por 10 min para depletar la actividad
de peroxidasas endogenas y para la oxidacién de MEnk. Tras el bloqueo con suero de burro 3% -

Triton X-100 0.25% durante 30 min a temperatura ambiente, las células se incubaron toda la
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noche con el antisuero especifico contra MEnk-(o), dilucién 1:200, a 4°C. Tras lavados
exhaustivos con PBS, las células se incubaron con un anticuerpo secundario anti-lgG de conejo
conjugado con biotina, diluido 1:250, durante 2 h a temperatura ambiente. Para llevar a cabo la
reaccion de color se utilizaron los estuches comerciales Vectastain® ABC kit Elite Standard y
DAB/Ni como sustrato (ambos de Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Se realizé una contratincién del citoplasma y el nucleo celular con
hematoxilina-eosina. Se obtuvieron fotomicrografias con un microscopio Nikon TE-2000
acoplado a un sistema de adquisicion de imdagenes. La densidad 6éptica del material
inmunorreactivo a MEnk se determind mediante el software de analisis de imagenes Image

Pro® Plus (Media Cybernetics, Rockville, MD, USA).
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Figura 5.3 Control de especificidad de la deteccién de MECPs por inmunocitoquimica. En el panel
izquierdo se muestra el control negativo en el que se omitié el antisuero anti-MEnk, mientras
que en el panel derecho se muestra la tincion positiva para MEnk.
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5.12 Determinacion de IL-2

La concentracién de IL-2 en los sobrenadantes de los cultivos fue determinada mediante la
metodologia ELISA. Los ensayos se realizaron de acuerdo con el protocolo provisto por el
fabricante. Brevemente, alicuotas de 50 pL de cada muestra asi como de los estdandares para la
curva de IL-2 incluidos en el estuche comercial, se incubaron por 2 h en microplacas pre-
adsorbidas con un anticuerpo de captura especifico para IL-2 de rata. El sistema de deteccion
consistid de un anticuerpo para IL-2 conjugado a peroxidasa, seguido de TMB como sustrato de
la enzima. Inmediatamente después de detener la reaccidn con HCI, se realizd la lectura de la
densidad optica a 450 nm mediante el detector multimodal Beckman Coulter DTX-880
(Fullertone, CA, USA). Los valores de las muestras problema se transformaron e interpolaron en

la curva patron de tipo log-log como la que se muestra en el panel derecho de la figura 5.4.
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Figura 5.4 Representacion grafica de las curvas patrén utilizadas para la determinacién de IL-2 por ELISA. A la
izquierda se muestra la gréfica de los valores de absorbencia vs. la concentracién de IL-2 de los estandares
provistos en el estuche comercial. A la derecha se muestra la curva log-log que se utiliza para determinar con
mayor exactitud la concentracion de IL-2 en los sobrenadantes del cultivo.

5.13 Analisis estadistico

Las diferencias entre dos grupos se determinaron mediante la prueba t de Student o la prueba
Mann-Whitney Rank Sum Test. Las comparaciones entre mds de dos grupos se realizaron
mediante ANOVA de una via, seguida por Holm-Sidak como prueba post hoc. Se considerd una

diferencia significativa cuando el valor de p fue <0.05.
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6. Resultados

6.1 Registro de la actividad general
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con la flecha negra.

Se presentan los periodogramas obtenidos mediante el analisis de x’, correspondientes a la linea base de LD
(panel B) y a los ultimos 5 dias de LL (panel C). Las lineas paralelas representan valores de significancia
estadistica. Los perfiles de actividad para cada condicidn se muestran en el panel D (linea base LD) y E (Ultimos 5
dias de LL). Los datos representan la media + E.E.M (n=6 ratas). La linea punteada horizontal representa la media
de actividad diaria durante el ciclo LD. Las barras horizontales blanca y negra representan el dia y la noche
respectivamente (paneles A, Dy E).
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Durante la linea base las ratas mostraron un ritmo de actividad robusto, sincronizado con el
ciclo luz-oscuridad y con niveles maximos de actividad durante la fase de oscuridad. (Figura
6.1A, parte superior). Asimismo, el periodograma para la linea base indicé un periodo de 24 h
(Figura 6.1B). A partir de que inici6 la exposicion a la luz constante (Figura 6.1A, flecha), el ritmo
en la actividad se fue perdiendo de forma gradual hasta que en los ultimos dias de LL no se
observa una clara diferencia en la actividad a lo largo de 24 h (Figura 6.1A, parte inferior). El
periodograma correspondiente a los Ultimos 5 dias de la exposicién a la luz constante confirma
la pérdida de ritmicidad circadiana en la actividad general para todas las ratas (Figura 6.1C). Los
perfiles de actividad promedio también mostraron un ritmo robusto durante la linea base en LD
(Figura 6.1D) asi como la pérdida de la ritmicidad circadiana en los ultimos 5 dias de LL (Figura

6.1E).

6.2 Determinacion del contenido de Met-Encefalina en el bazo durante
un periodo de 24 h

A B

180 180 -
*
160 + 160 A
140 140 A
= 120 4 = 120 1
£ £
S 100 o 100
£ £
~ 80 A -~ 80 4
x E 1
[ [
|77 R SO —— R W | hecccccccccccccccccccccancncnnnn s s s o e o e e e e e e e e e
S 60 4 s 60 -
& &
40 - 40 A
20 - 20 - /\/*9
0 T T T T T 0 T T T T T T T T T T T
09:00 13:00 17:00 21:00 01:00 05:00 09:00 13:00 17:00 21:00 01:00 05:00
Tiempo externo (hora) Tiempo externo (hora)

Figura 6.2. Contenido esplénico de Met-Encefalina en un periodo de 24h. El contenido de MEnk se determind por
radioinmunoensayo en extractos peptidicos de bazo, obtenidos de animales expuestos a un ciclo luz-oscuridad 12:12h
(Panel A) o luz constante (Panel B). Las muestras se obtuvieron en intervalos de 4h, durante 24 h. Los resultados se
expresan como pmol de IR-MEnk/mg de proteina (media + E.E.M., n=4). Las diferencias estadisticas se determinaron
mediante ANOVA de una via y Holm-Sidak como prueba post hoc. Las barras horizontales blanca y negra representan
el dia y la noche, respectivamente. La linea punteada horizontal representa contenido promedio de MEnk en el bazo
durante el ciclo LD.
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La figura 6.2A muestra que el contenido esplénico de MEnk determinado durante un periodo de
24 h presenta un patrén bifasico con un pico maximo a las 09:00 h (Zeitgeber time (ZT) 2) y un
segundo pico a la 01:00 h (ZT18) para los animales sometidos a un ciclo LD. En contraste, el
contenido tisular de MEnk en el bazo presentd niveles reducidos y sin una variacion significativa

durante el periodo de 24 h en los animales expuestos a LL (Figura 6.2B).

6.3 Caracterizacion de los macrofagos esplénicos en cultivo

Los esplenocitos mononucleares son una poblacion heterogénea compuesta por linfocitos,
células dendriticas y macréfagos. Por lo tanto, para asegurar que el protocolo de aislamiento asi
como las condiciones de cultivo fueron los adecuados para obtener una poblacidn enriquecida
en macréfagos esplénicos, las células en cultivo se caracterizaron mediante la inmunodeteccion
del marcador de superficie sialoadhesina (CD169). En la figura 6.3, panel superior, se muestra el
control negativo en el que el anticuerpo primario anti-CD169 fue omitido y no se observa
inmunofluorescencia para dicho marcador. El panel inferior de la figura muestra la tincién

positiva de los macréfagos cD169", que corresponde al 96x1% de las células en cultivo.

DAPI

Figura 6.3. Caracterizacidon de los macréfagos CD169(+) en cultivo. Los esplenocitos mononucleares se aislaron y
cultivaron como se describié en la metodologia. En el 6° dia de incubacidn, las células no adherentes se retiraron. Los
macrofagos se fijaron para la inmunodeteccién con anti-CD169 y un anticuerpo secundario anti-ratén acoplado a
rodamina (TRITC). Los nucleos se tifieron con DAPI. El panel superior muestra el control negativo en el que se omitid
el primer anticuerpo. El panel inferior muestra la tincidn de los macréfagos esplénicos CD169(+). Escala: 20 um.
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6.4 Sintesis de péptidos que contienen Met-Encefalina (MECPs) en

macrofagos esplénicos cultivados.

Para evaluar la sintesis de MEnk, asi como su contenido y distribucién subcelular, se verificé la

especificidad del antisuero para MEnk-(o) por Dot blot. Como se muestra en la figura 6.4A, el

antisuero utilizado en este estudio presentd una reactividad creciente conforme se aumenté la
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cantidad de MEnk. No se observo
reconocimiento inespecifico cuando las
membranas se incubaron con caseina
0.5% en lugar del antisuero para
MEnk-(o) (no se muestra).

Se evalud la sintesis de novo de MECPs
mediante la incorporacion de *°S-
metionina a las proteinas. La cantidad
relativa de **S-MECPs disminuyé en un
62% en los inmunoprecipitados de
macrofagos provenientes de animales
expuestos a la luz constante, como se
muestra en la figura 6.4B.

Figura 6.4. Sintesis de péptidos que contienen
MEnk (MECPs) en macrofagos esplénicos
cultivados. El panel A muestra un Dot blot
representativo para MEnk. Cantidades crecientes
de MEnk pura se aplicaron en una membrana de
nitrocelulosa y se inmunodetectaron con el
antisuero para MEnk-(o). El panel B muestra la
sintesis de novo de MECPs en los macréfagos
esplénicos cultivados provenientes de animales
expuestos a luz-oscuridad 12:12h (LD) o luz
constante (LL). Las células se incubaron con >°S-
metionina para su incorporacion en las proteinas
recién sintetizadas. Los  extractos se
inmunoprecipitaron con el antisuero para MEnk-
(o) y la radiactividad se detecté en un contador
de centelleo liquido. Los resultados se expresan
como cpm/mg proteina (media £ E.E.M., n=6). La
diferencia estadistica se determind mediante la
prueba de Mann-Whitney Rank Sum Test
*p<0.001.
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6.5 Inmunodeteccion de MECPs en macroéfagos esplénicos

Para determinar la distribucion intracelular de los MECPs y su cantidad relativa en los
macrofagos esplénicos, se utilizd un antisuero especifico anti-MEnk-(o) para realizar la
inmunodeteccidn. La figura 6.5 muestra que aproximadamente el 90% de los macrofagos
derivados de animales sometidos a un ciclo luz-oscuridad (LD) o a la luz continua (LL) fueron
inmunorreactivos a MEnk (Fig. 6.5A y 6.5B respectivamente). Sin embargo, la tincidon para
MECPs fue menor en los macréfagos de animales expuestos a la luz constante. El analisis
densitométrico de la tincién para MECPs mostré una reduccion del 40% en la densidad dptica

por célula (D.O./célula) en los macréfagos de ratas expuestas a la luz continua (Fig. 6.5C).
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Figura 6.5. Inmunodeteccion de MECPs en macréfagos esplénicos cultivados. Los paneles A y B muestran
fotomicrografias representativas de macréfagos obtenidos de animales expuestos a un ciclo luz-oscuridad
(LD) o luz constante (LL), respectivamente. Tras la fijacidon los macréfagos se incubaron con el antisuero para
MEnk-(0), seguido de un anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con biotina. La reaccién de color se
llevd a cabo con el estuche comercial Vectastain®ABC y DAB como sustrato para la peroxidasa. Escala: 20 um.
El panel C muestra el andlisis densitométrico del material inmunorreactivo a MEnk, determinado a partir de
20 campos elegidos al azar y expresado como la media de D.O./célula. *p<0.05 t-Student.
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La distribucién subcelular de los MECPs mostré un patrén punteado y una localizacién en
estructuras semejantes a granulos, bien definidas, de 1-2 um, en los macréfagos derivados de
ratas sometidas a un régimen de luz-oscuridad (Fig. 6.6A). En contraste, los macréfagos
provenientes de ratas en luz continua mostraron un patréon punteado de material

inmunorreactivo a MEnk; sin embargo, no se observan estructuras semejantes a granulos (Fig.

6.6B).
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Figura 6.6. Distribucion subcelular de MECPs en macréfagos esplénicos cultivados. Los paneles A y B muestran
fotomicrografias representativas de macréfagos obtenidos de animales expuestos a un ciclo luz-oscuridad (LD) o luz
constante (LL), respectivamente. Los macréfagos se incubaron con el antisuero para MEnk-(o0), seguido de un
anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con biotina. La reaccidon de color se llevd a cabo con el estuche
comercial Vectastain®ABC y DAB como sustrato para la peroxidasa. Las flechas negras sefialan las estructuras
granulares inmunorreactivas a MEnk. El panel C muestra el porcentaje de macréfagos que presentaron estructuras
granulares IR-MEnk >1 um determinado en 10 campos elegidos al azar para cada grupo *p<0.05 t-Student. Paneles D
y E: Caracterizacién de los granulos secretores IR-MEnk mediante el reconocimiento con el marcador de vesiculas
VAMP-1/2 en macréfagos de animales expuestos a LD (panel D) o LL (panel E). Los macréfagos se incubaron con el
antisuero para MEnk-(o) seguido de un anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con rodamina (TRITC) y con el
anticuerpo para VAMP-1/2 (IgM) seguido de un anticuerpo secundario anti-ratén conjugado con fluoresceina (FITC).
Los nucleos se tifieron con DAPI. Las flechas blancas indican co-localizacion de MEnk y VAMP-1/2 en los granulos
(color amarillo). Escala: 20 um.
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La figura 6.6C muestra una reduccién del 90% en la cantidad de macréfagos que presentan al
menos una estructura tipo granular de material inmunorreactivo a MEnk en células de animales
expuestos a la luz continua.

Para caracterizar las estructuras semejantes a granulos que fueron inmunorreactivas a MEnk,
los macroéfagos esplénicos se tifieron con el antisuero para MEnk-(o) y con un anticuerpo anti-
VAMP-1/2, que reconoce un marcador proteico localizado especificamente en la membrana de
las vesiculas secretoras. Como se muestra en la figura 6.6D, tanto el anticuerpo contra VAMP-
1/2 como el antisuero contra MEnk-(o) reconocieron estructuras vesiculares en los macréfagos
obtenidos de animales expuestos a un régimen de luz-oscuridad y se observé una tincion co-
localizada (Fig. 6.6D Empalme). En contraste, la tincidon vesicular de MEnk fue escasa en
macrofagos provenientes de animales expuestos a la luz continua (Figura 6.6E) vy la co-
localizacion con VAMP-1/2 es evidente en una sola vesicula (Fig. 6.6E Empalme). En estos
macréfagos se observan vesiculas que fueron inmunorreactivas Unicamente para VAMP-1/2

(color verde).

6.6 Evaluacion de la respuesta inmune inducida in vitro en esplenocitos
mononucleares estimulados con eritrocitos de carnero.

Para evaluar la respuesta inmune in vitro, los esplenocitos mononucleares fueron estimulados
con GRC y se determind la concentracién de IL-2 en los sobrenadantes de los cultivos. La

incubacién con naloxona 10 nM disminuyé en un 20% la concentracion de IL-2 en el
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sobrenadante de los esplenocitos derivados de animales expuestos a un régimen de luz-
oscuridad, mientras que el tratamiento con MEnk 0.1 nM, incrementd en un 15% Ila
concentracién de IL-2 en el medio de cultivo de los esplenocitos provenientes de animales

expuestos a la luz continua (Fig. 6.7).

6.7 Evaluacion del contenido de MECPs en macrofagos esplénicos y de la
respuesta inmune inducida in vitro tras el restablecimiento del ciclo luz-
oscuridad.

En animales que fueron expuestos a la luz constante durante 30 dias y posteriormente se
colocaron en condiciones de luz-oscuridad durante 5 ciclos (LL-LD), el contenido de MECPs en
los macrofagos esplénicos, asi como la concentracion de IL-2 en el sobrenadante del cultivo de
esplenocitos estimulados con GRC se restablecid respecto a los animales en luz constante,

alcanzando valores similares a los de los animales en LD (Figura 6.8).
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Figura 6.8. Efecto del restablecimiento del ciclo luz-oscuridad. Panel A: Contenido de MECPs. Los macrdfagos
esplénicos se obtuvieron de ratas expuestas a luz-oscuridad (LD), luz constante durante 30 dias (LL) o de ratas
que tras 30 dias de LL recibieron 5 ciclos de LD (LL-LD). Tras la fijacién, los MECPs se detectaron por
inmunocitoquimica con el antisuero especifico para MEnk. El contenido de MECPs se evalué mediante la
densidad éptica integrada (D.O.l.) de IR-MEnk/célula en 15 campos elegidos al azar para cada grupo. Panel B:
Evaluacion de la respuesta inmune inducida in vitro. Los esplenocitos mononucleares derivados de los grupos
LD, LL y LL-LD se estimularon con GRC y se incubaron durante 72h. La IL-2 se determiné mediante ELISA en los
sobrenadantes de los cultivos. Los resultados representan la media + E.E.M., n=4. *p<0.05 LL vs. LD y LL-LD,
Kruskal-Wallis ANOVA on Ranks, Dunn’s prueba post hoc.
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7. Discusion

Los principales hallazgos de este trabajo fueron los siguientes: a) la exposicion a la luz constante
(LL) durante 15 dias fue suficiente para desorganizar la ritmicidad circadiana en la actividad
general de las ratas, b) en condiciones de luz-oscuridad (LD), el contenido tisular de Met-
Encefalina (MEnk) en el bazo mostré un patrén bifasico en un periodo de 24 h, mientras que en
LL no se observaron oscilaciones y el contenido tisular fue significativamente menor en todas las
horas analizadas, c) la sintesis de novo de péptidos que contienen MEnk (MECPs), su contenido
intracelular y la presencia de estructuras granulares inmunorreactivas a MEnk disminuyo
significativamente en los macréfagos esplénicos cD169" derivados de animales expuestos a LL,
d) los péptidos opioides y sus receptores modularon la secrecién de IL-2 de los esplenocitos
estimulados in vitro y e) el restablecimiento del ciclo de LD durante 5 dias después de la
exposicién de las ratas a LL durante 30 dias, revirtié la disminucion en el contenido de MEnk en
los macrdfagos esplénicos, asi como en la secrecién de IL-2 tras la estimulacidn in vitro de la
respuesta inmune.

En los animales nocturnos que son expuestos a la luz constante, el ritmo de actividad
locomotora presenta un periodo mayor a 24 h (Aschoff 1981), asi como una disminucion
progresiva en la amplitud de sus oscilaciones circadianas (Pittendrigh 1981). Al tener un periodo
mayor a 24 h en corrimiento libre, al paso de varios dias el ritmo de actividad de los animales en
LL presentaria una diferencia de fases respecto a los animales en LD. Esto hace que sea
necesario determinar esta diferencia y el tiempo endégeno de los animales en LL para que la
obtencidon de las muestras de ambos grupos se realice en tiempos equivalentes y sea
comparable. En este estudio, durante los 5 dias de exposicion a LD la actividad general de las
ratas mostré un ritmo circadico definido con un periodo significativo de 24 h, con niveles
maximos durante la fase de oscuridad y niveles minimos de actividad diurna como se ha
descrito anteriormente para esta especie (Zhang y Sannajust 2000). En contraste, la exposicién a
LL durante 15 dias fue suficiente para desorganizar la ritmicidad circadiana en la actividad de las
ratas, como indican tanto el periodograma como el perfil de actividad promedio diaria. Al no
haber fases circadianas de actividad distinguibles en las ratas expuestas a LL, se descarta que los

cambios observados se deban a una diferencia en el tiempo enddgeno de los animales.
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Se han reportado dos tipos de resultados respecto al efecto de la exposicién a la luz constante
en la actividad locomotora de las ratas. Si se registra la actividad mediante una rueda de
ejercicio, el ritmo persiste en corrimiento libre durante mas de 15 dias con un aumento del
periodo de aproximadamente 1 h (Lax et al. 1999). El ejercicio realizado con la rueda refuerza la
salida del sistema circadiano (ritmicidad), de tal manera que la actividad locomotora tiene una
oscilacién circadiana definida aun en condiciones constantes de iluminacién (Lax et al. 1998;
Yamanaka et al. 2013). En contraste, si la actividad se registra mediante un dispositivo sensor
gue se coloca bajo las cajas de los animales, como se realizé en este trabajo, el ritmo circadiano
de actividad se pierde en un promedio de 13 a 20 dias en LL, considerando la variacién
individual entre los animales y la intensidad de luz utilizada en los experimentos (Cambras et al.
2011, 2012; Novakova et al. 2011; Tapia-Osorio et al. 2013). Ademas, los animales tuvieron
acceso libre al alimento, de tal manera que éste no representara una sefal de tiempo externa
para el sistema circadiano (Stephan 2002).

Existe evidencia de que la exposicion a la LL produce una disminucién en la amplitud o la
desorganizacidon de diversos ritmos fisioldgicos tales como la expresidn de la proteina mPER2 en
el nucleo supraquiasmatico (NSQ) (Sudo et al. 2003), la actividad neuronal del NSQ, el gasto
metabdlico y la resistencia a la insulina (Coomans et al. 2013), la produccién de glucocorticoides
y melatonina (Claustrat et al. 2008), la secreciéon de hormonas intestinales (Gil-Lozano et al.
2014), y la capacidad fagocitica de los neutréfilos (Hriscu et al. 2002), entre otros. En este
trabajo, la exposicion a la LL abatid el nivel de actividad de las ratas de tal manera que se
observd un nivel de actividad semejante al diurno durante las 24 h. De manera similar, en estos
animales el contenido tisular esplénico de MEnk no presenté oscilaciones en un periodo de 24 h
y fue significativamente menor en todas las horas analizadas. Esto es consistente con lo
observado previamente en estructuras del SNC (Asai et al. 2007) y apoya la hipétesis de que la
sintesis de encefalinas esta afectada en esta condicién de iluminacion.

Como se menciond anteriormente, la MEnk se genera mediante la ruptura enzimatica
secuencial de su precursor proteico Proencefalina A (PEA). Existen varias enzimas que llevan a
cabo este procesamiento como son las pro-hormona convertasas 1/3y 2 (PC1/3 y PC2) (Hook et

al. 1996; Rouille et al. 1995), y la catepsina L (Yasothornsrikul et al. 2003). Estas enzimas



47

generan diferentes patrones de MECPs (Hook et al. 2004; Hwang et al. 2007). A la fecha no se ha
caracterizado plenamente la ruta proteolitica de la PEA en células del sistema inmune ni su
regulacidn. Sin embargo, en macréfagos alveolares humanos se ha detectado la presencia de la
PEA, la MEnk, las convertasas PC1 y PC2 y la carboxipeptidasa E (Krajnik et al. 2010). Por otra
parte, los macréfagos también expresan la catepsina L (Beers et al. 2003), por lo que es posible
que estas células tengan ambas rutas de procesamiento proteolitico de la PEA. En este trabajo
se evalud la sintesis de novo de MECPs y su contenido intracelular por inmunodeteccion con un
antisuero especifico contra MEnk. Este antisuero muestra menos de 0.01% de reactividad
cruzada respecto a los péptidos con estructura relacionada (Asai et al. 1998) (ver Apéndice 1).
Dada la alta especificidad de este antisuero, los péptidos derivados de la protedlisis enzimatica
de la PEA que tienen uno o mdas aminodacidos después de la secuencia de MEnk no son
reconocidos. Por lo tanto, los péptidos inmunorreactivos al antisuero utilizado pueden ser el
pentapéptido MEnk como tal, asi como fragmentos de mayor peso molecular con la secuencia
de MEnk en el extremo carboxilo terminal.

En trabajos anteriores, el contenido de encefalinas o de su precursor PEA se determind en
extractos del bazo completo y de los esplenocitos mononucleares, respectivamente (Valdés-
Tovar et al. 2003; 2007). Sin embargo, dado que el bazo estd compuesto por diversos tipos de
células inmunocompetentes, en este trabajo se obtuvo una poblacidon enriquecida en
macrofagos esplénicos positivos al marcador de superficie CD169. En la rata, tanto los
macrofagos de la zona marginal como los macréfagos metalofilicos marginales expresan este
marcador (O'Neill et al. 2013). Por su localizacién estratégica en la frontera entre la pulpa blanca
y la pulpa roja del bazo, estos macréfagos realizan la identificacidon y eliminacidn de los
patdgenos que se encuentran en la sangre (den Haan y Kraal 2012) y también interactdan con
las DCs (Backer et al. 2010) y con los linfocitos B activados por antigeno (Nikbakht et al. 2013).
De esta manera, los macrofagos cD169™ tienen un papel clave en la induccidn de la inmunidad
adaptativa en el bazo. Dado que las encefalinas modulan diversas funciones de los macréfagos y
sus interacciones con otras células en el contexto de la respuesta inmune, se considerd

relevante evaluar la produccién de MECPs en esta poblacidn celular.
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Los resultados mostraron una disminucidn significativa, mayor de 60%, en la sintesis de novo de
MECPs en los macréfagos esplénicos cD169™ derivados de animales expuestos a la LL, lo que
corrobora nuestra hipodtesis. En concordancia, el contenido intracelular de MECPs en estos
macrofagos y la proporcidon celular que presentd estructuras granulares inmunorreactivas a
MEnk fue menor. La co-localizacidn de la proteina de membrana asociada a vesiculas VAMP-1/2
y los MECPs en las estructuras granulares sugiere que los MECPs se almacenan en granulos de
secrecién. Estos podrian ser granulos individuales semejantes a los que almacenan opioides
enddgenos en las células neuroendocrinas (Fischer-Colbrie y Frischenschlager 1985; Fleminger
et al. 1983; Loh et al. 2002). Otra posibilidad es que se trate de estructuras vesiculares
membranosas semejantes a las descritas para la B-endorfina en células del sistema inmune
(Mousa et al. 2004). Por otra parte, la presencia de proteinas relacionadas con VAMP en
macréfagos murinos y su probable participacion en eventos de exocitosis han sido previamente
documentados (Pitzurra et al. 1996; Shukla et al. 2000). De acuerdo con los hallazgos antes
mencionados, la co-localizaciéon de MEnk y VAMP-1/2 en los macréfagos derivados de animales
en LL es escasa lo que sugiere que estas células tienen una menor cantidad de MECPs
almacenados, en contraste con lo que se observa en los macréfagos obtenidos de animales en
LD. Hasta la fecha, los mecanismos especificos y la regulacion de la secrecién de MEnk en los
macroéfagos no se han elucidado.

Como se menciond previamente, la MEnk modula diversos aspectos de la fisiologia de los
macrofagos, asi como de las células con las que interactian en el contexto de la respuesta
inmune. Para inducir la transicién de la respuesta inmune innata a la adaptativa, los macréfagos
actuan directamente como células presentadoras de antigeno o bien, transfieren los antigenos a
las DCs para que éstas a su vez realicen dicha funcion (Backer et al. 2010; Martinez-Pomares y
Gordon 2007). También los macréfagos favorecen la activacion de los linfocitos mediante la
secrecidn de citocinas. La activacion de los linfocitos T, la estimulacidon de su expansién clonal
asi como su polarizacién funcional, son eventos tempranos que resultan criticos en el desarrollo
de la respuesta inmune adaptativa y que si no se llevan a cabo de manera dptima se altera el
resultado final de la misma. En un trabajo anterior demostramos que existe una deficiencia en la

respuesta inmune humoral primaria de las ratas expuestas a la luz constante. Ante un reto
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antigénico con GRC, el bazo mostré un menor niumero de células formadoras de anticuerpos
IgM, asi como un numero reducido de células secretoras de citocinas IL-2 e IFN-y (Valdés-Tovar
2007). Estas citocinas participan en los eventos tempranos de la respuesta antes mencionados
(expansion clonal de linfocitos T y polarizacion funcional) (Gagro y Gordon, 1999; Kasprowicz et
al., 2003; Nishimura et al., 2002). Ya que la MEnk es un modulador directo de la activacién de
los linfocitos y también participa en la interaccidn entre las DCs y los linfocitos T (Li et al. 2014;
Li et al. 2012; Liu et al. 2012; Shan et al. 2011), es factible que la disminucidn en la sintesis de
MECPs en los macrofagos esplénicos de las ratas expuestas contribuya al compromiso de la
respuesta inmune primaria. En este sentido, los resultados obtenidos tras la induccion in vitro
de la respuesta inmune en presencia de naloxona sugieren que la produccién de IL-2 es
modulada por la secrecion de péptidos opioides de los esplenocitos y la estimulacién de los
receptores opioides. Si bien la cantidad de IL-2 secretada por las células de animales expuestos
a LL no mostrd una disminucidn estadisticamente significativa, la incubacién con MEnk produjo
un incremento lo que corrobora su participacion en la secrecion de esta citocina. Como parte de
la continuacion de este proyecto se ha considerado evaluar si la incubaciéon con MEnk revierte el
efecto de la naloxona, asi como el efecto de este antagonista en la secrecion de IL-2 a partir de
células de animales en LL. Adema3s, la determinacién de la cantidad de MEnk en el sobrenadante
de estos cultivos nos permitird evaluar si hay diferencias en la secrecién de este péptido en
células de animales expuestos a LD y LL.

Los mecanismos que subyacen a la regulacion de la sintesis de encefalinas en los macréfagos en
relacién a las condiciones de iluminacidon ambiental, no han sido caracterizados. Sin embargo,
uno de estos mecanismos puede estar mediado por la melatonina, ya que su secrecién nocturna
constituye una de las vias eferentes del sistema circadiano. Se ha reportado que la exposicion a
la luz constante (en un rango desde 0.2 hasta 300 lux) suprime la produccion de melatonina de
la glandula pineal, con una clara disminucién de la amplitud de su ritmo circadiano (Blask et al.
2009; Claustrat et al. 2008; Mendez et al. 2012). En condiciones experimentales similares a las
de este trabajo encontramos que la concentracion sérica de melatonina de las ratas expuestas a
LL, determinada a las 01:00 h, mostré valores similares que durante el dia subjetivo, en

contraste con el incremento en los valores nocturnos de esta indolamina en las ratas expuestas
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a LD (Valdés-Tovar 2007). Asimismo, resultados previos de nuestro grupo de trabajo indican que
la disminucién en el contenido tisular de encefalinas tanto en estructuras del SNC como en
organos linfoides de los animales expuestos a LL es revertida por la administracion de una dosis
Unica de melatonina exdgena en un lapso de 4 h (Asai et al. 2007; Asai et al. 2010; Valdés-Tovar
et al. 2003). El incremento en el contenido tisular de encefalinas fue parcialmente bloqueado
por la administracion de luzindol, un antagonista de los receptores membranales de melatonina
(Asai et al. 2007; Asai et al. 2010). Asimismo, la exposicion a 6 h de oscuridad, con el
consecuente incremento en la concentracién sérica de melatonina, restablecié el contenido
tisular de encefalinas en el hipotdlamo y el hipocampo de los animales expuestos a LL (Asai et al.
2007). En conjunto, esta evidencia sugiere que la melatonina modula de forma enddgena la
sintesis de encefalinas a nivel central y periférico, en respuesta a los cambios en la luz
ambiental.

A su vez, la relacion funcional entre los opioides enddgenos y la melatonina se asocia con la
fisiologia del sistema inmune. La melatonina ejerce diversas funciones inmunomoduladoras
(Carrillo-Vico et al. 2013) y en condiciones experimentales o fisiopatoldgicas en las que su
sintesis estd disminuida se ha encontrado desregulacién del sistema inmune (Cardinali et al.
2008; Maestroni et al. 1986). En este contexto, Maestroni y Conti (1992) propusieron la
existencia de una red pineal-inmune-opioide cuya funcion seria la de optimizar la capacidad de
respuesta del sistema inmune y contrarrestar los efectos inmunosupresores del estrés y de
otras condiciones medioambientales adversas. Sus evidencias sugieren que los efectos
inmunoestimulantes de la melatonina estdn mediados por un mecanismo opioidérgico, ya que
son bloqueados por el antagonista opioide naltrexona (Maestroni et al. 1987, 1988). En el
primero de estos estudios, la administracion vespertina de melatonina estimuld la respuesta
inmune humoral de los ratones ante un reto antigénico con GRC, mientras que la administracién
de naltrexona abatié este efecto (Maestroni et al. 1987). Posteriormente, demostraron que el
estrés agudo por restriccidon en ratones genera una disminucion en el peso del timo y en la
respuesta inmune humoral contra GRC, y que una dosis sub-letal del virus de la
encefalomiocarditis en estos animales incrementa la mortalidad en un 80% respecto a los

animales no estresados. La administracion vespertina de melatonina revirtié los efectos
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inmunosupresores del estrés agudo mientras que la administracion de naltrexona abolié el
efecto de melatonina (Maestroni et al. 1988). En concordancia, resultados previos indican que la
administracion vespertina de melatonina durante 4 dias posteriores a un reto antigénico con
GRC contrarresta la reduccidn en el numero de células secretoras de citocinas (IL-2 e IFN-y) en
ratas expuestas a LL. El efecto de la melatonina fue parcialmente bloqueado por el antagonista
de sus receptores de membrana luzindol, asi como por la naloxona (Valdés-Tovar 2007).

Los efectos que se observaron en las ratas expuestas a la luz constante se pueden asociar a una
alteracion en la funcion de los osciladores centrales y periféricos, asi como a la falta del ciclo luz-
oscuridad como tal. En este sentido, Marpegan y colaboradores (2009) encontraron que la
variacion diurna en la mortalidad inducida por lipopolisacarido (LPS) y en el tiempo de
supervivencia sélo se presentd en animales que fueron expuestos a un ciclo luz-oscuridad,
mientras que en condiciones de oscuridad constante, los animales mostraron una mortalidad
incrementada que fue independiente del tiempo de administracién del reto con LPS. Con base
en esta evidencia, estos autores proponen que la exposicion a un ciclo de luz-oscuridad
representa un beneficio al momento de enfrentar un reto inmunoldgico. En este sentido,
nuestros resultados indican que sélo 5 ciclos de luz-oscuridad después de una exposicién a LL
durante 30 dias son suficientes para restablecer el contenido de MEnk en los macrofagos y la
secrecion de IL-2 a partir de esplenocitos estimulados con GRC, hasta niveles semejantes a los
encontrados en animales expuestos a LD.

El restablecimiento del ciclo luz-oscuridad no sdélo impacta en la capacidad de respuesta
inmunoldgica sino que también se ha demostrado que contrarresta las alteraciones metabdlicas
inducidas por la presencia de luz tenue durante la noche (Fonken et al. 2013b). Dada la estrecha
relacion que existe entre las enfermedades metabdlicas y un estado de inflamacidn crénica, y la
alta prevalencia actual de estos padecimientos asi como de trastornos conductuales que
también estdn asociados (Tapia-Osorio et al. 2013), el tomar medidas para contrarrestar la
contaminacidén por luz durante la noche (higiene de la luz) resulta un asunto de salud publica.
En el dmbito de la investigacion basica que nos ocupa, consideramos que se requieren mas
estudios que permitan elucidar los mecanismos precisos que subyacen a los efectos de la

exposicién a regimenes de luz alterados sobre la inmunomodulacidn mediada por encefalinas.
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8. Conclusiones

La evidencia indica que la exposicidn de las ratas a la luz constante, que implica la supresion de
la sintesis nocturna de melatonina y la desorganizacién del ritmo circadico de actividad general,
abate las oscilaciones diarias y la magnitud del contenido esplénico de MEnk e inhibe su sintesis

™ Ademas, esta condicion medioambiental induce

de novo en los macrofagos esplénicos CD169
una deficiencia en la respuesta inmune primaria que podria ser debida a la participacién sub-
O6ptima de los macréfagos en los eventos tempranos de la respuesta adaptativa, que son
modulados por las encefalinas. Los datos indican que la falta del ciclo luz-oscuridad afecta la
biosintesis de inmunomoduladores tales como los MECPs derivados de los macrdfagos en
detrimento del resultado final de la respuesta inmune. El desarrollo de estrategias para
contrarrestar estos cambios ambientales, tales como la implementacidon de habitos de higiene

de la luz en la poblacién, deberia convertirse en un asunto de salud publica para la prevencion

de enfermedades asociadas con la desregulacion del sistema inmune.
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Figura 8.1 La luz constante abate la sintesis de MEnk en macréfagos esplénicos, su contenido intracelular y la
presencia de granulos que la contienen. También reduce su contenido tisular en el bazo durante las 24 h del
dia. Dado que la MEnk es un modulador de la fisiologia de los macréfagos y de la activacién de los linfocitos, su
disminucién puede contribuir a la deficiencia de la respuesta inmune humoral primaria que se observa en esta
condicién medioambiental. El restablecimiento del ciclo luz-oscuridad revierte los efectos de la luz constante.
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Apendice 1
Obtencion de extractos tisulares de bazo

Inmediatamente después de la diseccidon, cada bazo se colocd en un tubo con 5 mL de 4cido
acético 2 M. Los tubos se colocaron en un bafio con agua en ebullicion durante 15 minutos y
posteriormente en un bafio de hielo. Se utilizd6 un sistema de émbolo para obtener un
homogenado del tejido. Se centrifugd a 20,000 rpm durante 1 h a 4°C y se recuperé el

sobrenadante (extracto proteico).

Radioinmunoensayo para la determinacion de Met-Encefalina (MEnk)

El radioinmunoensayo es una técnica analitica que se basa en la especificidad y la sensibilidad
de la reaccién antigeno-anticuerpo. En esta técnica se establece una competencia entre dos
antigenos por los sitios de reconocimiento de una cantidad constante de anticuerpos. Uno de
estos antigenos esta marcado radiactivamente y se le llama trazador. En este caso particular el
ensayo se realizd en fase liquida y los antigenos en competencia fueron: la MEnk pura marcada
con | y la MEnk contenida en los extractos de bazo de rata. El anticuerpo que se utilizd es un
antisuero policlonal especifico para el sulféxido de MEnk [MEnk-(o)] que fue preparado en

conejo por el Dr. Asaiy colaboradores. Las propiedades de reactividad cruzada de este antisuero

se reportaron previamente (Asai et al. 1998), y son las siguientes:

Péptido % Reactividad
Met-encefalina-(0) 100.00
Met-encefalina 2.90
Leu-encefalina 0.01
Met-encefalina®-Arg® 0.76
Leu-encefalina®-Arg® <0.01
Met-encefalina®-Arg®-Phe’ <0.01




Péptido % Reactividad
Met-encefalina®-Arg®-Gly’-Leu® <0.01
Dinorfina 1-8 <0.01
a-endorfina <0.01
B-endorfina <0.01
y-endorfina <0.01

La metodologia del radioinmunoensayo se compone de tres partes principales que son:
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1) El marcaje del péptido puro que se utiliza como sustancia patréon y la purificacion del

péptido monoyodado mediante cromatografia en capa fina y autorradiografia.

2) Laelaboracién de la curva patrén con concentraciones conocidas del péptido puro.

3) Elanalisis de las muestras problema.

Reaccién de yodacidén

12| (Amersham

Para la yodacién de la MEnk (Peninsula Laboratories) con el radioisétopo
Pharmacia Biotech), se tomaron 2 g del péptido en un microtubo de plastico y se afiadieron
200 puCi de *°I. Se agité brevemente.

Se afiadieron 5 pL de una solucién de Cloramina T (2 mg/mL). Se agité durante 30 segundos
exactos. Para detener la reaccion se agregaron 10 pl de la solucion de metabisulfito de

sodio (4 mg/mL)y 60 uL de HCI 0.1 M.

Cromatografia en capa fina

Se utilizaron placas de aluminio recubiertas con silica gel 60 F;s4. Dimensiones 20 x 20 cm,
espesor de capa 0.2 mm.

Se marcaron con lapiz cinco carriles de 1 cmy la linea de aplicacién a 2 cm del borde.

Se aplico el péptido marcado en los carriles correspondientes, utilizando una micropipeta o

una jeringa Hamilton, sobre la linea de aplicacion.
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e Una vez que la muestra se hubo adsorbido completamente, se colocd la placa dentro de una
cuba previamente nivelada que contenia el siguiente sistema de disolventes como fase
movil: Butanol : Acido acético : H,0 4:1:1

e Cuando la fase movil sobrepasé los 12 cm a partir de la linea de aplicacién, se saco la

cromatoplaca de la cuba, se marcé con un lapiz el frente del disolvente y se dejo secar.

Autorradiografia

e Se colocd la cromatoplaca y sobre ella una pelicula Kodak TMAX-100 en una caja cerrada
disefada para este fin. Se trabajé en oscuridad.

e Se expuso la pelicula a la radiacién, durante 15 a 30 minutos.

e Se retird la pelicula y se reveld. Para ello se sumergio en una charola que contenia revelador
Kodak (Dektol developer) durante 3 minutos, se lavé en una charola con agua durante 1
minuto e inmediatamente después se sumergié en una charola que contenia fijador Kodak
(Rapid fixer) durante 3 minutos. Finalmente se volvid a lavar con agua durante 1 minuto. Se
seco al aire.

e Con el fin de calcular el factor de retencién (R.f.) del péptido radiactivo, se colocd la pelicula
fotografica sobre la cromatoplaca y se indicé con un marcador la linea de aplicacion y el
frente del disolvente.

e Se calculd el factor de retencién (R.f.), dividiendo la distancia recorrida por cada muestra
desde el punto de aplicacion entre la distancia del punto de aplicacién al frente del

disolvente. El R.f. calculado se compard con el reportado para MEnk que es de 0.33.

Extraccion del péptido marcado

e Se marcé sobre la cromatoplaca el sitio en el que se encontraba el péptido monoyodado, de
acuerdo al R.f. obtenido en la autorradiografia.

e Serecorté la cromatoplaca con tijeras y se colocd en un tubo de ensayo de plastico.

e Se agregaron 4 mL de una disolucién metanol:agua 1:1 y se agit6 vigorosamente durante 20
minutos.

e Se sometio a centrifugacion a 3000 rpm durante 10 minutos.
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e Serecuperd el sobrenadante en otro tubo de ensayo de plastico debidamente rotulado.

e Se repitio la extraccion.

e El contenido del tubo rotulado se concentré por evaporacién a sequedad y se resuspendié
en 1 mL de agua destilada.

e Se tomo una alicuota de 10 pL del péptido marcado y se llevé al contador de radiacion

gamma para determinar el nimero de cuentas por minuto (cpm).

Disoluciones de trabajo para el ensayo

e Disolucion de Fosfatos 0.05 M pH=7.4
NaH,PO,.H,0 2.76g/L

Na,HPO4 4.26 g/L
NaCl 9.00 g/L
NasN 0.20 g/L
Gelatina 1.00 g/L

La gelatina se disuelve en agua destilada caliente, se deja enfriar y se agrega a la disolucion

después de haber ajustado el pH.

e Carbon activado pH=7.4
NaH,PO,.H,0 2.76g/L

Na,HPO4 4.26 g/L
NaCl 9.00 g/L
NasN 0.20 g/L
Dextran 1.25g/L

Carbon activado 12.5 g/L

El carbdn activado se agrega después de haber ajustado el pH. Se agita por dos horas.
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Oxidacion de la MEnk pura y de las muestras problema

Dado que el antisuero reconoce especificamente al sulféoxido de MEnk, el péptido puro que se
utilizé para la curva patrén se oxidé con H,0, al 1% (concentracién final) durante toda la noche
a temperatura ambiente. De manera similar, los extractos tisulares de bazo se oxidaron con

H,0, al 0.6% (concentracion final) durante toda la noche a temperatura ambiente.
Curva patrén

Se prepararon 11 diluciones seriales 1:2 a partir de una disolucién de concentracidon conocida de

MEnk de tal manera en cada tubo hubiera la cantidad de péptido que indica la siguiente tabla:

Met-Encefalina
ng pmol
20 34.9
10 17.45

5 8.72
2.5 4.36
1.25 2.18
0.62 1.09
0.31 0.54
0.15 0.27
0.07 0.13
0.03 0.06
0.01 0.03




Procedimiento para el RIA

a. Se utilizaron tubos de vidrio numerados. Se trabajé cada tubo por triplicado.

b. Se prepard una dilucion del péptido radiactivo con disolucién amortiguadora de fosfatos

0.05 M de tal manera que cada 100 uL contuvieran aproximadamente 10,000 cpm (cuentas por

minuto). Para determinar la intensidad de radiacion en cpm, se utilizé el contador de radiacién

gamma Isomedic 4-600 (ICN).

c. Se prepard una dilucion del antisuero de tal manera que el porcentaje de union total fuera

de 25 a 30%.

d. Acadatubo se agregaron los reactivos en el siguiente orden de izquierda a derecha:

Tubos Disolucién de 25| —~ MEnk Antisuero Carbén
Fosfatos activado*
0.05 M
100% 350 pL 100 uL H,0 100 pL - -
Unidn 350 pL 100 pL H,O 100 pL - 200 pL
inespecifica
Unidn total 250 pL 100 pL H,O 100 pL 100 pL 200 pL
Curva patron 250 pL 100 pl curva 100 pL 100 pL 200 pL
Muestras 250 pL 100 pL muestra 100 pL 100 pL 200 pL

e. Después de agregar el antisuero los tubos se agitaron suavemente y se incubaron a 4°C

durante por lo menos 18 h.

f.  *El carbdn activado se agitd durante una hora y se agregd a los tubos correspondientes,

después del periodo de incubacion.

g. Los tubos se agitaron suavemente y se sometieron a centrifugaciéon a 3000 rpm durante 30

minutos.

h. Serecuperé el sobrenadante por decantacion.

i. Los tubos se llevaron al contador de radiacion gamma Isomedic 4/600 (ICN) para

determinar las cuentas por minuto (cpm) en cada tubo.
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j-  Se transformaron las cpm obtenidas a unidades de masa (pmol) mediante un programa de
computo. En este programa se introduce la informacion relativa a la curva patrén y éste realiza
los calculos necesarios para interpolar los valores de las muestras, arrojando finalmente el
contenido de inmunorreactividad (IR) en pmol/tubo.

k. Tras determinar la cantidad de proteina en cada muestra, la IR-MEnk fue expresada como

pmol del péptido por miligramo de proteina.
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Constant light suppresses production of Met-enkephalin-containing
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The light-dark cycle is an environmental factor that influences immune physiology, and so, variations of the
photoperiod length result in altered immune responsivity. Macrophage physiology comprises a spectrum of functions
that goes from host defense to immune down-regulation, in addition to their homeostatic activities. Macrophages
also play a key role in the transition from innate to adaptive immune responses. Met-enkephalin (MEnk) has been
recognized as a modulator of macrophage physiology acting in an autocrine or paracrine fashion to influence
macrophage activation, phenotype polarization and production of cytokines that would enhance lymphocyte
activation at early stages of an immune response. Previously it was shown that splenic MEnk tissue content is reduced
in rats exposed to constant light. In this work, we explored whether production of Met-enkephalin-containing
peptides (MECPs) in cultured splenic macrophages is affected by exposure of rats to a constant light regime. In
addition, we explored whether primary immune response was impaired under this condition. We found that in rats, 15
days in constant light was sufficient to disrupt their general activity rhythm. Splenic MEnk content oscillations and
levels were also blunted throughout a 24-h period in animals subjected to constant light. In agreement, de novo
synthesis of MECPs evaluated through incorporation of 3*S-methionine was reduced in splenic macrophages from rats
exposed to constant light. Moreover, MECPs immunocytochemistry showed a decrease in the intracellular content
and lack of granule-like deposits in this condition. Furthermore, we found that primary T-dependent antibody
response was compromised in rats exposed to constant light. In those animals, pharmacologic treatment with MEnk
increased IFN-y-secreting cells. Also, IL-2 secretion from antigen-stimulated splenocytes was reduced after incubation
with naloxone, suggesting that immune-derived opioid peptides and stimulation of opioid receptors are involved in
this process. Thus, the immune impairment observed from early stages of the response in constant light-subjected
rats, could be associated with reduced production of macrophage-derived enkephalins, leading to a sub-optimal
interaction between macrophages and lymphocytes in the spleen and the subsequent deficiency in antibody
production.

Keywords: Constant light, endogenous opioid peptides, immunomodulation, melatonin

INTRODUCTION to light at night (LAN) (Cinzano et al., 2001) which has

Physiological processes that follow circadian rhythms  been associated with disturbances in metabolism,

are synchronized by environmental cues, being the
light-dark (LD) cycle one of the most important zeit-
gebers. Modern life in our 24-h society has imposed a
challenge for human physiology, since exposure to
unnatural LD cycles seems to be the rule rather than
the exception. In this sense, there is evidence that most
of the population in industrialized countries is exposed

behavior and immune responsivity (Fonken et al.,
2012, 2013; Fonken & Nelson, 2014). Different light
regimes, including constant light exposure, have been
proposed as experimental models to explore the detri-
mental effects of exposure to LAN. Evidence showed
that chronic exposure to constant light increased spon-
taneous tumorigenesis and shortened life span in young
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rats (Vinogradova et al., 2010). This constant illumin-
ation condition also induced development of metabolic
syndrome and increased chemical-induced carcinogen-
esis in rats (Anisimov et al., 2012). Both cancer and
metabolic disorders involve an unbalance of immune
functions. In this sense, Trufakin et al. found that
exposure of mice to a constant light regime during two
weeks induced a condition of internal desynchronosis
that decreased immune responsiveness and impaired
animal resistance to a toxic chemical challenge, even at
the molecular level (Shurlygina et al., 2010; Trufakin
et al., 2007). It has also been proved that light pollution
at night-time altered immune function in hamsters as a
response to stress (Bedrosian et al., 2011, 2013).

Among the diversity of immunocompetent cells,
macrophages participate in modulation of immune
responses at different levels. They act as effector cells
in terms of host defense, through phagocytosis of
pathogens as well as infected or transformed cells, and
by secretion of pro-inflammatory cytokines. Besides, as
macrophages are strategically located within lymphoid
organs, they interact with dendritic cells (DCs) to
transfer antigens (Backer et al., 2010) and with lympho-
cytes to induce their activation (Martinez-Pomares &
Gordon, 2007), playing a key role in the transition from
innate to adaptive immunity. Macrophages may also
secrete anti-inflammatory cytokines and, therefore,
down-regulate immune responses. In addition, these
cells participate in homeostatic functions as wound-
healing and tissue-remodeling processes and in the
maintenance of self-tolerance by the constant clearance
of apoptotic and aged cells (den Haan & Kraal, 2012). To
fulfill the complex spectrum of functions mentioned
above, macrophages have developed plasticity to differ-
entiate into several specialized functional phenotypes
(Mosser & Edwards, 2008), depending on their anatom-
ical localization, cell-cell interactions and biochemical
mediators present at their extracellular milieu.

Macrophage functions are modulated by enkephalins
(Salzet & Tasiemski, 2001), among other endogenous
opioids. Proenkephalin-derived peptides are synthesized
and released by different lineages of immune cells
(Kavelaars & Heijnen, 2000; Padros et al., 1989;
Vindrola et al., 1990), including monocytes-macro-
phages (Kuis et al., 1991; LaMendola et al., 1997). These
peptides exert their actions in an autocrine or paracrine
fashion, through their binding to opioid receptors at the
cell membrane (Sharp, 2003). Met-enkephalin (MEnk)
has been proved to induce macrophage activation,
phenotype polarization and phagocytosis, as well as
production of reactive oxygen and nitrogen species and
production of pro-inflammatory cytokines (Chen et al.,
2012; Kowalski, 1997; Kowalski et al., 2000; Marotti et al.,
1996; Vujic et al., 2004).

Previously, exposure to constant light was proved to
reduce enkephalin tissue content and release from rat
CNS structures (Asai et al., 2007). Similarly, lymphoid
organs as thymus and spleen from rats exposed to a

light-light regime had reduced enkephalin tissue con-
tent (single-point measurement) (Valdes-Tovar et al.,
2003). However, splenic cellular composition is hetero-
geneous and includes diverse immunocompetent cells.
Since macrophages play an important role in host
defense and could polarize the immune response
toward different outcomes by their interactions with
other immune cells, in this work, we explored whether
the production of MEnk-containing peptides (MECPs) in
splenic macrophages is affected when rats are exposed
to constant light, and whether this environmental
condition could impair primary immune response.

MATERIALS AND METHODS

Materials

Cell culture medium and supplements were purchased
from GIBCO® Life Technologies (Carlsbad, CA); Ficoll-
Paque® PLUS was obtained from GE Healthcare
(Uppsala, Sweden). Mouse anti-rat CD169 monoclonal
antibody was purchased from AbD Serotec (Kidlington,
UK). Biotin- and Tetramethylrhodamineisothiocyanate
(TRITC)-conjugated  secondary antibodies  were
obtained from Jackson Immunoresearch (West Grove,
PA). Anti-Met-enkephalin-sulfoxide [MEnk-(o)] and
anti-Met’-Enkephalin-Arg®-Phe’” (MERF) polyclonal
antisera were produced by Dr Asai and his colleagues
and their cross-linking data were reported previously
(Asai et al., 1998). Vesicle-associated membrane protein
(VAMP)-1/2 monoclonal antibody (IgM) and fluorescein
(FITC)-conjugated anti-mouse 1gM were obtained from
Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX). MEnk was
purchased from Peninsula-BACHEM (San Carlos, CA).
ELISpot and ELISA kits were purchased from R&D
Systems (Minneapolis, MN; EL502: Rat IL-2, EL585: Rat
IFN-v, R2000: Rat IL-2 ELISA). Melatonin ELISA kit was
obtained from IBL (Hamburg, Germany). Fresh sheep
blood was purchased from CEPIPSA, UNAM (Mexico
City, MEXICO). All other chemicals were purchased
from Sigma-Aldrich™ Corporate (St. Louis, MO) unless
otherwise stated.

Animals

Male Wistar rats (200-250g) were housed in polypro-
pylene cages with pellet food and water available ad
libitum. Control group was exposed to a 12:12h light-
dark LD regime (lights on at 07:00h). Experimental
group was exposed to constant light (LL) during 15 days,
with a light intensity of 50lux. All national and institu-
tional ethical regulations regarding animal handling
were strictly followed. Our experimental protocol was
conducted in conformity to international ethical stand-
ards (Portaluppi et al., 2010).

General activity monitoring

Six rats were housed in individual acrylic cages and
placed in a locker with controlled air supply and
controlled temperature (22+1°C), in a soundproof
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monitoring room. Food and water were available ad
libitum and bed shavings were changed every week.
Lighting conditions were controlled for the locker,
allowing it to have a baseline where rats were under a
LD cycle during five days, with lights on at 07:00 h and
lights off at 19:00h. After this period, animals were
exposed to LL during 15 days with an average light
intensity of 75lux at the level of the cage. General
activity was registered with an automatic monitoring
system as previously reported (Tapia-Osorio et al.,
2013). Briefly, tilt switches were placed under the
individual cages to detect general movements continu-
ously. Data obtained from the sensors were collected
with a digitized system and automatically stored in a
computer for further analysis. Both the system for
activity monitoring and the software for data analysis
(PC SPAD9) were developed by the biomedical company
Omnialva SA de CV (Mexico City, MEXICO).

Double-plotted actograms were constructed for each
animal representing the number of activity counts every
15min for the LD baseline and the following LL
condition. Also, periodograms were obtained with a x*
analysis for the five-day LD baseline and the last five
days of LL exposure, in order to determine the daily
period of each rat. As well, a mean activity profile (n=6
rats) was obtained from the five-day LD baseline and the
last five days of LL exposure.

Determination of splenic MEnk content for

a 24-h period

Rats subjected to either LD or LL regimes were sacrificed
at 4h-intervals starting at 09:00h throughout a 24 h-
period. Spleens were dissected and homogenized to
obtain a tissue extract as previously reported (Valdes-
Tovar et al., 2003). Splenic extracts were loaded into
Amberlite XAD-2 (Rohm and Haas, Philadelphia, PA)
columns for solid phase peptide extraction. Elution of
the peptide fraction was carried out using absolute
methanol. Samples were then lyophilized, resuspended
in deionized water and oxidized with 0.6% H,O, for
further MEnk quantification. Radioimmunoassay for
MEnk was performed using an iodinated-MEnk tracer
and the MEnk-(o) antiserum as reported previously
(Asai et al., 1998). Each sample was assayed by triplicate.
Protein content in the splenic peptide extracts was
determined by Lowry’s method. Results are expressed as
pmol of IR-MEnk/mg of protein.

Melatonin determination

Serum melatonin levels from LD- and LL-exposed rats
were determined by ELISA, according to the manufac-
turer instructions. Trunk peripheral blood samples were
obtained at 13:00 and 01:00h and immediately pro-
tected from light. Serum was obtained by centrifugation
and stored at —70°C until assay. Sacrifice of LD-rats
during the dark phase was performed under red dim
light.

© Informa Healthcare USA, Inc.
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Mononuclear splenocyte isolation and culture

All animals were sacrificed at 11:00 h. Splenic single-cell
suspensions were obtained after mechanical disruption
through a stainless steel grid (200 mesh). Mononuclear
splenocytes were then isolated by centrifugation over
Ficoll-Paque®Plus (Boyum, 1968) and finally cultured at
2.5x10°cells/mL in RPMI 1640 medium supplemented
with 10% FBS, 25 mM HEPES, 2 mM L-glutamine and 1X
GIBCO® Antibiotic-antimycotic. After six days of incu-
bation at 37°C in 5% CO, humidified atmosphere, all
non-adherent cells were withdrawn and macrophages
left in culture. In order to prevent enkephalinase activity
(Patey et al., 1981), 0.1 mM Phe-Ala was added to the
culture medium 4 h before cell fixation or cell lysis.

For induction of primary immune response in vitro,
samples of 5x10° mononuclear splenocytes were sti-
mulated with 2% v/v sheep red blood cells (SRBC) and
incubated with either 10nM naloxone or 0.1 nM MEnk
for 72h. Supernatants were collected and stored at
—70°C for subsequent IL-2 determination.

Immunofluorescence staining

For characterization of splenic macrophages, prepar-
ations were fixed with 4% paraformaldehyde (PFA), and
permeabilized with 0.1% Tween 20 in 0.01 M PBS pH 7.4.
Blocking with 2% BSA-PBS was followed by overnight
incubation with mouse anti-rat CD169 (1:150) in 1%
BSA-0.05% Tween 20-PBS, at 4°C. After extensive
washing, cells were incubated with TRITC-conjugated
anti-mouse IgG (1:300), for 1h at room temperature.
Non-specific staining was assessed by overnight incu-
bation with 2% BSA instead of the primary antibody.

For characterization of IR-MEnk granule-like struc-
tures, cultured splenic macrophages were fixed as
described above. Antigen retrieval was performed with
10mM sodium citrate buffer, pH 6.0 at 55°C.
Permeabilization with 0.25% Triton X 100-PBS was
followed by the addition of 0.6% H,0, for MEnk oxidation.
After blocking with 0.5% casein—0.1% Triton X 100-PBS
cells were incubated overnight with a VAMP-1/2 antibody
and the MEnk-(o) antiserum both diluted 1:200, at 4 °C.
After extensive washing, cells were incubated simultan-
eously with FITC anti-mouse IgM (1:100) and TRITC-
anti-rabbit IgG (1:250) for 2 h at room temperature. Non-
specific staining was assessed by overnight incubation
with 0.5% casein instead of primary antibodies.

Nuclei were stained with 300nM 4’,6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) for 5 min. Photomicrographs were
obtained with a Nikon TE-2000 epifluorescence micro-
scope (Tokyo, Japan) coupled to a digital image acqui-
sition system and the NIS-Elements® software.

Immunoblotting for proenkephalin A

Mononuclear splenocytes were isolated and homogen-
ates were obtained after incubation with RIPA buffer
(50mM Tris/NaCl pH 7.4, 1% Nonidet™ P-40, 1 mM
EDTA, 1mM phenylmethylsulphonylfluoride (PMSF),
1mM NagVO,, 10mM NaF, 1pug/mL Aprotinin,
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1 pg/mL Pepstatin, 1 pg/mL Leupeptin) for 1 min at 4°C
and three pulses (5s) of sonication. The amount of
protein in the samples was determined by the Lowry
method (Lowry et al., 1951) using BSA for the standard
curve. Samples were loaded into 12% SDS-polyacryl-
amide gels and electrophoresed at 100V during 2h.
SDS-PAGE was performed using Laemmli's buffer
system (Laemmli, 1970). Protein molecular weight
markers of mid/low range from AMRESCO (Solon, OH)
were loaded in lane 1. Proteins were electrically
transferred to nitrocellulose membranes at 100V for
1h, followed by overnight blocking incubation with
0.25% Tween  20/Tris-buffered saline (TTBS).
Membranes were then incubated with specific MERF
antiserum diluted 1:1000 in TTBS, at 4°C, during 2h.
Detection of bound-antibody was done with Amplified
Alkaline Phosphatase Goat Anti-Rabbit Immun-Blot®
Assay kit from Bio-Rad (Hercules, CA), according to
manufacturer’s instructions. Membranes were washed
between all incubation steps with TTBS bulffer.

Characterization of MEnk-(o) antiserum

Specificity of MEnk- (o) antiserum used in this study was
assessed by Dot Blot. Briefly, 2L aliquots containing
50-200ng of pure MEnk were spotted onto nitrocellu-
lose membranes and fixed with 4% PFA-0.25% glutar-
aldehyde for 15min (Hulen et al., 1991). Membranes
were incubated with 1M glycine for 15min and then
washed with TBS before incubation with 0.2% H,O, for
MEnk oxidation. After non-specific site blocking with
0.5% casein, membranes were incubated with the
MEnk-(0) antiserum diluted 1:1000 for 2h. Extensive
washing was followed by incubation with peroxidase-
conjugated anti-rabbit IgG diluted 1:10000 and spots
were revealed by ECL. Images were acquired with a GS-
800 densitometer from Bio-Rad. As a negative control of
immunodetection, membranes were incubated with
0.5% casein instead of the MEnk-(o) antiserum.

355-Methionine incorporation and
immunoprecipitation of MECPs

Macrophages were incubated with 3.6uCi of 3°S-
methionine (1175.0 Ci/mmol) (PerkinElmer, Boston,
MA) for 5h. Supernatants were withdrawn and washed
cells were scraped off with RIPA buffer. Macrophage
extracts were treated overnight with 0.6% H,0, for
MEnk oxidation. Each sample was divided into tripli-
cates and then immunoprecipitated with MEnk-(o)
antiserum diluted 1:300, overnight, at 4 °C. Aliquots for
protein determination were taken before incubation
with MEnk-(o) antiserum. A second precipitation was
achieved with pre-washed 10% Pansorbin® cells
(Calbiochem®-EMD Millipore; Billerica, MA) diluted
1:6, for 2h in an ice-bath. Samples were centrifuged at
3000xg for 5min and then at maximum speed for 1 min
to form a compact pellet. The supernatants were
discarded and the pellet washed twice and resuspended
in 100 uL PBS. Samples were assayed for radioactivity by

the addition of 10mL Sigma-Fluor® cocktail and
counts per minute (cpm) were determined with a
Beckman-Coulter LS6500 liquid scintillation system
(Fullertone, CA).

Immunocytochemical detection of MECPs

Splenic macrophages were fixed with 4% PFA, washed
and then incubated with 10 mM sodium citrate buffer,
pH 6.0 at 55°C for antigen retrieval. Permeabilization
with 0.5% Triton X 100-PBS was followed by the addition
of 0.6% H,0, for 10 min in order to deplete endogenous
peroxidase activity and MEnk oxidation. After blocking
with 3% donkey serum-0.25% Triton X 100-PBS, cells
were incubated overnight with MEnk-(o) antiserum
diluted 1:200, at 4°C. After extensive washing, cells
were incubated with biotinylated anti-rabbit IgG diluted
1:250, for 2h at room temperature. Color reaction was
developed using Vectastain® ABC kit Elite Standard and
DAB/Ni kit (both from Vector Laboratories, Burlingame,
CA) according to manufacturer’'s recommendations.
Cells were counterstained with hematoxylin-eosin.
Non-specific staining was assessed by overnight incu-
bation with blocking solution instead of MEnk-(o)
antiserum. Photomicrographs were obtained with a
Nikon TE-2000 microscope coupled to a digital image
acquisition system. Optical density of immunoreactive-
MEnk (IR-MEnk) material was determined using Image
Pro® Plus software (Media Cybernetics, Rockville, MD).

Animal immunization and pharmacologic treatment
For evaluation of the primary immune response, ani-
mals were immunized by receiving a single intraper-
itoneal injection of a SRBC suspension (1x10?cells) at
11:00 h, four days before sacrifice. LL-exposed rats were
i.p. injected with 0.2 mg/kg of MEnk, at 16:00h, during
4 days after immunization.

Cytokine-secreting cells determination

The amount of IL-2- and IFN-y-secreting cells was
quantitatively determined by the ELISpot methodology.
The assays were performed according to the protocol
supplied by the manufacturer. Briefly, 1x10° viable
splenocytes from immunized animals were put on each
available antibody-coated well of the PVDEF-backed
microplate. Each sample was assayed in quadruplicate.
Positive (recombinant rat IL-2 or IFN-y) and negative
(non-stimulated cells) controls, as well as background
and detection antibody controls were assayed in dupli-
cate. Microplates were incubated during 2h at 37°Cin a
5% CO, humidified atmosphere. The detection system
was constituted by a biotinylated polyclonal antibody
specific for rat IL-2 or IFN-y followed by streptavidin-
conjugated alkaline phosphatase and BCIP/NBT as
substrate. Blue-colored spots formed at the sites of
cytokine localization. Each individual spot represents an
individual cytokine-secreting cell (Klinman, 2008). To
count the spots, a digital photograph was obtained from
the bottom of each well and then processed through the
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image analysis software Image-Pro® Plus. Results are
expressed as the mean number of spot-forming cells/
1x10° cells.

IL-2 determination

Concentration of IL-2 in cell culture supernatants was
determined by ELISA. Samples were assayed according
to the protocol provided by the manufacturer. Briefly,
50 pL of each sample, as well as the IL-2 standard curve
and control included in the kit were incubated for 2h in
microplates that were pre-adsorbed with a specific anti-
rat IL-2 antibody. The detection system was constituted
by a peroxidase-conjugated anti-rat IL-2 antibody fol-
lowed by TMB as enzyme substrate. Immediately after
stopping the reaction with HCI, optical density reading
at 450nm was performed using a Beckman Coulter
DTX-880 multimode detector (Fullertone, CA).

IgM antibody-secreting cells determination

The number of IgM antibody-secreting cells was quan-
titatively determined as hemolytic plaque-forming
cells by a modified Cunningham-Szenberg method
(Cunningham & Szenberg, 1968). Briefly, chambers
were prepared by gluing two 22x22 mm coverslips to a
25x75mm slide using double-sided tape. A mixture of
1.5x107 splenocytes from immunized animals plus a
1x10® SRBC suspension and fresh guinea pig serum
diluted 1:20 was put into four chambers, then sealed
with warm paraffin wax, and incubated at 37°C for
50min in a humidified atmosphere. The number of
plaque-forming cells was counted by both macro- and
microscopic examination and expressed as the mean
number of plaque-forming cells (PFC)/1x10° cells.

Statistical analysis

Differences between two groups were determined by
Student’s t-test or Mann-Whitney Rank Sum Test.
Comparisons between more than two groups were
done by one-way analysis of variance (ANOVA) followed
by the Holm-Sidak post hoc test. Values of p<0.05 were
considered significant.

RESULTS

General activity

During baseline rats displayed a robust activity rhythm
synchronized with the LD cycle and with maximum
levels of activity during the night (Figure 1A, top). The
periodogram for this baseline indicated a 24 h-period
(Figure 1B). From the beginning of LL-exposure
(Figure 1A, black arrow), the activity rhythm was
progressively lost until no clear day-night difference in
activity was observed (Figure 1A, bottom). The period-
ogram corresponding to the last five days of LL exposure
confirmed loss of circadian rhythmicity in general
activity for all rats (Figure 1C). Daily average activity
profiles also exhibited a robust circadian cycle for the
LD-baseline (Figure 1D) and showed loss of circadian

© Informa Healthcare USA, Inc.
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rhythmicity for the last five days of LL-exposure
(Figure 1E).

Determination of splenic MEnk content for a 24 h-
period

Figure 2(A) shows that splenic MEnk content deter-
mined for a 24 h-period displayed a bimodal pattern
with a maximum peak found at 09:00 h (zeitgeber time
(ZT) 2) and a second peak at 01:00h (ZT 18) for
LD-subjected rats. In contrast, splenic MEnk content
presented reduced levels and showed no significant
variations throughout the 24 h-period in rats subjected
to LL (Figure 2B).

Melatonin determination

Serum melatonin measurement at 13:00h showed no
difference between rats exposed to LD- or LL-regimes
(81+6 versus 60+ 11pg/mlL, respectively); however, at
01:00h, serum melatonin from LD-rats increased by
134% while in LL-rats we found similar values than
during the subjective day (190 + 31 versus 64 + 12 pg/mL;
p<0.05 Student’s f-test).

Characterization of splenic macrophages in culture
Mononuclear splenocytes include lymphocytes, DCs
and macrophages. Thus, in order to assure that cell
isolation procedure and culture conditions are proper to
obtain an enriched population of splenic macrophages,
cultured cells were characterized by immunodetection
of the surface marker sialoadhesin (CD169) as shown in
Figure 3. Negative control where primary anti-CD169
antibody was omitted shows no immunofluorescence
(upper panel). Lower panel shows positive staining of
splenic CD169™-macrophages, which corresponds to
96 + 1% of the cells in culture.

Synthesis of PEA and MECPs in cultured splenic
macrophages

Figure 4(A) shows that the amount of proenkephalin A
(PEA) precursor of 35 and 32kDa recognized by a
specific MERF antiserum decreased in splenocyte hom-
ogenates obtained from rats subjected to constant light.
To evaluate MEnk synthesis as well as subcellular
content and distribution, specificity of MEnk-(o) anti-
serum was assessed by Dot Blot. As shown in
Figure 4(B), the antiserum used in this study revealed
increasing reactivity with augmented concentrations of
MEnk. No recognition was observed when membranes
were incubated with 0.5% casein instead of MEnk-(o)
antiserum. Evaluation of de novo synthesis of MECPs
was performed by 3°S-Methionine incorporation to
proteins. The relative amount of *°S-labeled MECPs
was diminished by 62% in homogenates from
LL-derived macrophages as shown in Figure 4(C).

Immunostaining of MECPs in splenic macrophages
In order to determine the subcellular distribution of
MECPs and their relative content, macrophages were
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FIGURE 1. General activity monitoring. Rats were exposed to a 12:12h LD cycle during 5 days (baseline) and then to constant light (LL)
during 15 days. General activity was registered with sensors located under the animal cages as described in Material and Methods section. A
representative double-plotted actogram is shown in panel A. Days of recording are represented on the ordinate axis and hours
corresponding to external time are represented in the abscise axis. The change in lighting conditions to LL is indicated by the black arrow.
The empty space on day 5 in LL was due to a transitory failure in the monitoring system. Corresponding periodograms obtained by x*
analysis for the baseline LD (panel B) or the last 5 days of LL (panel C) are presented. The parallel lines represent statistical significance.
Activity profiles for each condition are depicted in panels D (LD-baseline) and E (last 5 days of LL). Data represent the mean+S.E.M (n=6
rats). The horizontal dashed line represents mean daily activity during LD-cycle. White and black horizontal bars represent day and night,
respectively (panels A, D and E).
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FIGURE 2. MEnk splenic content for a 24-h period. MEnk content was determined by radioimmunoassay in splenic peptide-enriched
extracts obtained from rats exposed to a 12:12h LD cycle (Panel A) or constant light (Panel B). Samples were obtained at 4 h-intervals
throughout 24 h. Results are expressed as pmol of IR-MEnk/mg of protein (mean+S.E.M., n=4). Statistical differences were determined by
one-way ANOVA followed by the Holm-Sidak post hoc test. White and black horizontal bars represent day and night, respectively. The
horizontal dashed line represents the mean level of splenic MEnk content during LD-cycle.
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FIGURE 3. Characterization of splenic CD169(+) macrophages in culture. Mononuclear splenocytes were isolated and cultured as
described in Material and Methods section. On the 6th day of incubation, non-adherent cells were withdrawn and macrophages fixed and
immunostained with anti-CD169 and TRITC-conjugated anti-mouse IgG. Nuclei were stained with DAPI. Upper panel shows negative
control without primary antibody. Lower panel shows positive staining of splenic CD169(+) macrophages, which corresponds to 96+ 1% of
the cells in culture. Scale bar 20 pm.

immunostained with specific MEnk-(o) antiserum. MECPs subcellular distribution showed a punctate
Figure 5 shows that nearly 90% of macrophages derived pattern and localization in well-defined granule-like
from LD- and LL-exposed rats were immunoreactive to structures of about 1-2 um in macrophages derived from
MEnk (Figure 5A and 5B, respectively). However, MECPs  rats subjected to a photoperiodic regime (Figure 6A). By
staining decreased in macrophages derived from rats  contrast, macrophages from rats exposed to constant
exposed to constant light. Densitometric analysis of  light showed a punctate immunostaining of MEnk-
MECPs-staining (Figure 5C) showed a 40% reduction containing material, but no granule-like structures
in O.D./cell in macrophages from rats exposed to LL ~ were observed (Figure 6B). Figure 6(C) showed a 90%
regime. reduction in the amount of macrophages presenting at
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FIGURE 4. Synthesis of PEA and MECPs in
cultured splenic macrophages. Panel A
shows representative Western blot for PEA
(35,32 kDa) in splenocyte extracts obtained
from rats exposed to a 12:12h LD cycle or
constant light (LL). Extracts were electro-
phoresed in a 12% polyacrylamide gel,
transferred to a nitrocellulose membrane
and immunodetected with a specific
MERF antiserum (C-terminus of PEA).
First lane: molecular weight markers. Panel
B shows representative dot blot for MEnk.
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serum. Panel C shows de novo synthesis of
MECPs in cultured splenic macrophages. 50
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to allow incorporation to protein synthesis.

Extracts were immunoprecipitated with

MEnk- (o) specific antiserum and radio-

activity detected by liquid scintillation.

Results are expressed as cpm/mg protein

(mean +S.E.M., n=6). Statistical differ-

ence was determined by Mann-Whitney

Rank Sum Test *p<0.001.

FIGURE 5. Immunocytochemical detec-
tion of MECPs in cultured splenic macro-
phages. Panels A and B show
representative photomicrographies of
macrophages obtained from rats that were ~ #
exposed to 12:12 h light-dark regime (LD)

or constant light (LL), respectively. Fixed )
macrophages were immunostained with
MEnk- (o) antiserum followed by biotin-
conjugated anti-rabbit IgG. Color reaction . Y
was developed with Vectastain®ABC and
DAB as substrate for peroxidase. Scale bar
20 um. Panel C shows densitometric ana-
lysis of MEnk-immunoreactive material
per cell, determined from 20 randomly
chosen fields and expressed as the mean [ " .
0.D./cell + S.EM. *p<0.05 Student’s r~test. | ;

least one discrete granule-like structure of IR-MEnk
material in cells derived from rats exposed to constant
light.

To characterize IR-MEnk granule-like structures,
splenic macrophages were stained with the MEnk-(o)
antiserum and a VAMP-1/2 antibody which recognizes a
specific protein marker located in the membrane of
secretory vesicles. As shown in Figure 6(D), both VAMP-
1/2 antibody and MEnk-(o) antiserum recognized ves-
icular structures in macrophages obtained from rats
exposed to a LD regime and a clear co-localization
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staining was found (Figure 6D merged). In contrast, a
reduced IR-MEnk vesicular staining was observed
in macrophages derived from LL-subjected rats
(Figure 6E). In these cells, immunodetection of VAMP-
1/2 showed a vesicular pattern with almost no
co-localization with MEnk staining (Figure 6E merged).

Evaluation of primary immune response in
SRBC-challenged rats and splenic mononuclear cells
To evaluate the primary immune response of animals
exposed to constant light, rats were injected with SRBC
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FIGURE 6. Subcellular distribution of MECPs in cultured splenic macrophages. Representative photomicrographies of macrophages from
rats exposed to a 12:12h LD regime (panel A) or macrophages from rats exposed to constant light (LL) (panel B) are shown. Fixed
macrophages were immunostained with MEnk-(o0) antiserum followed by biotin-conjugated anti-rabbit IgG. Color reaction was developed
with Vectastain®ABC and DAB as substrate for peroxidase. Black arrows show IR-MEnk granule-like structures. Panel C: Macrophages
showing IR-MEnk granule-like structures >1 um were determined in 10 randomly chosen fields of each group. *p<0.05 Student’s t-test.
Panels D and E: Characterization of IR-MEnk secretory granules with the vesicle membrane marker VAMP-1/2 in LD-derived macrophages
(panel D) and LL-derived macrophages (panel E). Fixed macrophages were immunostained with MEnk-(o) antiserum followed by TRITC-
conjugated anti-rabbit IgG, and with VAMP-1/2 antibody (IgM) followed by FITC-conjugated anti-mouse IgM. Nuclei were stained with
DAPI. White arrows indicate co-localization of MEnk and VAMP-1/2 in secretory granules. Scale bar 20 pm.

and the number of cytokine-secreting cells and anti-
body-forming cells were determined in isolated spleno-
cytes by ELISpot and Cunningham’s plaque-forming
assays, respectively. Splenocytes from LL-subjected rats
showed a reduction of 38% in the number of IL-2-
secreting cells (Figure 7A), as well as a 20% diminution
in the number of antibody-forming cells (Figure 7B).
Also, a borderline significant 35% decrease in the
number of IFN-y-secreting cells was observed in
splenocytes from LL-rats, while the amount of these
cells increased by 200% in LL-rats treated with 0.2 mg/kg
MEnk (Figure 7C).

To evaluate immune response in vitro, mononuclear
splenocytes were stimulated with SRBC and IL-2 was
determined in culture supernatants. After incubation of
LD-derived splenocytes with 10 nM naloxone, IL-2 con-
centration was decreased by 20%, while treatment
with 0.1nM MEnk increased IL-2 concentration by
15% in the culture supernatants of LL-derived spleno-
cytes (Figure 7D).

© Informa Healthcare USA, Inc.

DISCUSSION

Locomotor activity rhythm of nocturnal animals main-
tained in LL for a short time presents a period longer
than 24 h, a daily phase delay (Aschoff, 1981), as well as
the progressive dampening of the amplitude of circa-
dian oscillations (Pittendrigh, 1981). In the present
study, rats maintained under LD presented a robust
circadian rhythm for general activity with highest levels
during the night, as expected. The periodogram and the
daily activity profile indicated that after 15 days in LL
circadian rhythmicity of general activity was abolished.
Previous reports that evaluate the consequences of
constant light on locomotor activity in rats have
shown two different results, i.e. if wheel-running activity
is measured a clear rhythm persisted during more than
15 days with a delay of approximately 1h in free-
running period (Lax et al., 1999). In contrast, reports in
which rats were fed ad libitum and general activity was
detected with a dispositive located under the cage,
rhythm loss was observed after several days in LL
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(Cambras et al., 2011, 2012; Novakova et al., 2011; Tapia-
Osorio et al., 2013). This difference is explained because
exercise on the wheel is a factor that can enforce the
circadian system to express a robust circadian oscilla-
tion in LL (Lax et al., 1998; Yamanaka et al., 2013). In
this study, though monitoring of general activity and
samples were obtained from different groups of rats,
animals were kept under similar experimental condi-
tions (i.e. constant light during 15 days, with an average
light intensity of 75lux for general activity monitoring
and 50 lux for the rest of the experiments). This suggests
that MEnk synthesis and content as well as immune
response were evaluated from rats without a defined
circadian pattern of general activity.

Furthermore, the mean activity profile of the LL-
subjected rats showed dampened levels of activity
during the 24 h. In this regard, evidence indicates that
LL exposure produce dampening of diverse physio-
logical rhythms (Coomans et al., 2013; Gil-Lozano et al.,
2014; Hriscu et al., 2002; Sudo et al., 2003). In accord-
ance with this evidence, we found that both the
oscillations and the amount of splenic MEnk content
throughout a 24h-period in LD-exposed rats were
blunted in rats exposed to LL. In addition, evaluation

of the MEnk protein precursor by Western blot showed
that the two immunoreactive bands of 32-35kDa con-
sistent with those reported previously for the glycosy-
lated and unglycosylated forms of PEA (Mathis &
Lindberg, 1992) were diminished in LL-derived spleno-
cytes. Taken together, these data strongly suggest that
exposure to LL affects the synthesis of PEA and its
derived peptides in rat spleen.

Since splenocytes are constituted of different kinds of
immunocompetent cells, we studied a splenic CD169%-
macrophage population which in rat corresponds to
both marginal zone macrophages and marginal metal-
lophilic macrophages (O’Neill et al., 2013). These cells
perform the clearance of blood-borne pathogens (den
Haan & Kraal, 2012) and interact with DCs (Backer et al.,
2010) and with antigen-activated B-lymphocytes
(Nikbakht et al., 2013). By these means, CD169"-
macrophages constitute a bridge between innate and
adaptive immune responses.

We found that de novo synthesis of MECPs in splenic
CD169™-macrophages was significantly reduced when
rats were exposed to a LL-regime. Moreover, we found
that intracellular content and distribution of MECPs
were also modified by environmental light. LL-derived
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macrophages showed reduced intracellular IR-MEnk
content and lack of IR-MEnk granule-like structures
that could resemble individual secretory granules into
which endogenous opioids are sorted in neuroendocrine
cells (Fischer-Colbrie & Frischenschlager, 1985;
Fleminger et al., 1983; Loh et al., 2002), or membranous
vesicular structures similar to those observed for
B-endorphin in immune cells (Mousa et al., 2004). The
MEnk- (o) specific antiserum used in this work has less
than 0.01% cross-reactivity to all of its structure-related
peptides (Asai et al.,, 1998). Therefore, the MECPs
evaluated could be the MEnk pentapeptide by itself, as
well as fragments of different molecular weights derived
from the sequential enzymatic cleavage of its precursor
protein PEA, which contains four copies of MEnk
(Udenfriend & Kilpatrick, 1983). Given the high speci-
ficity of the antiserum, IR-MECPs should contain MEnk
sequence at the C-terminus. Co-localization of specific
VAMP-1/2 and MECPs at the same granular structures
strongly suggests that MECPs are stored in secretory
granules. In this regard, the presence of VAMP-related
proteins in murine macrophages and their probable role
in exocytosis events have been documented (Pitzurra
et al., 1996; Shukla et al., 2000). In agreement with the
already mentioned findings, almost no co-localization
of MEnk and VAMP-1/2 vesicles was observed in
LL-derived macrophages, suggesting that they have
less stored MECPs.

Furthermore, our results pointed out an impairment
of primary immune response in LL-exposed rats. The
spleen of LL-rats showed a reduced number of anti-
SRBC IgM-antibody forming cells as well as a reduced
number of IL-2- and IFN-y-secreting cells. Since these
cytokines are secreted at the early stages of a
T-dependent humoral immune response (Gagro &
Gordon, 1999; Kasprowicz et al., 2003; Nishimura
et al, 2002), our results suggest that exposure to
constant light affects the early events of adaptive
immunity and subsequently impair its final outcome.
To trigger the transition from innate to adaptive
immunity, macrophages could act as antigen presenting
cells or transfer antigens to cross-presenting DCs, and
also modulate proper activation of lymphocytes by
cytokine secretion. Thus, reduced synthesis of splenic
macrophage-derived MECPs in LL-exposed rats may
contribute to compromise the immune response at early
stages, since MEnk is a direct modulator of lymphocyte
activation and also influences the interaction between
DCs and T-lymphocytes (Li et al., 2012, 2014; Liu et al,,
2012; Shan et al., 2011). In this regard, our results
support that early events of immune response, such as
IL-2 secretion, are modulated through immune-derived
opioid secretion and stimulation of opioid receptors.

Exposure to a LL-regime (from 0.2 to 300lux) has
been reported to suppress pineal melatonin production,
with a marked dampening of the amplitude of its
circadian rhythm (Blask et al., 2009; Claustrat et al.,
2008; Mendez et al., 2012). In our conditions, we found
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that serum melatonin concentration from LL-rats at
01:00h displayed similar values than during the sub-
jective day, in contrast with increased nocturnal values
found in LD-subjected rats. Melatonin exerts plenty
immunomodulatory functions (Carrillo-Vico et al,
2013), and in both experimental and physiological
conditions where its synthesis is reduced there is a
dysregulation of the immune response (Cardinali et al.,
2008). Among other mechanisms, melatonin influences
immunity by modulating the production of cytokines
(Garcia-Maurino et al., 2000). In this context, Maestroni
et al. proposed the existence of a pineal-immuno-opioid
network which would optimize immune responsivity
and counteract the immunosuppressive effects of stress
and other environmental challenging conditions
(Maestroni & Conti, 1992). Their evidence indicates
that melatonin immunoenhancing effects could be
mediated by an opioidergic mechanism (Maestroni
et al., 1987, 1988). In this respect, a diminished level of
circulating melatonin has been related to reduced
enkephalin tissue content and release from rat CNS
structures (Asai et al., 2007, 2010). Similarly, lymphoid
organs as thymus and spleen from rats exposed to light-
induced functional pinealectomy showed reduced tissue
content of enkephalins (Valdes-Tovar et al., 2003).
Moreover, Wajs et al. (1995) showed that melatonin
could induce the synthesis of the opioid precursor
proopiomelanocortin in rat lymphoid organs. Taken
together, this evidence suggests that melatonin could
endogenously modulate the synthesis of enkephalins in
central and peripheral tissues, in response to changes in
environmental light. In this regard, previous studies
showed that a single dose of exogenous melatonin could
reestablish MEnk tissue content from both CNS struc-
tures and lymphoid organs of LL-rats, to levels observed
in LD-rats (Asai et al., 2010; Valdes-Tovar et al., 2003). In
agreement, preliminary results suggest that vespertine
administration of melatonin during four days after a
SRBC-challenge counteract the reduction in cytokine-
secreting cells observed in LL-rats (unpublished data).
The observed effects of the LL condition may be
associated with disturbance of central or peripheral
oscillators as well as to the lack of a LD-cycle. In this
regard, Marpegan et al. (2009) found that diurnal
variation in LPS-induced mortality and survival time
was only present when animals were exposed to a LD-
cycle, while under constant darkness conditions animals
showed increased mortality independent of the time of
LPS-challenge. Based on this evidence, they propose
that exposure to a cyclic environmental LD regime
represents a benefit to overcome an immune challenge.
Preliminary results indicate that only five cycles of LD
after a 15-day LL exposure are enough to reestablish
macrophage MEnk content and IL-2 secretion from
antigen-stimulated splenocytes, to levels found in LD-
rats (manuscript in preparation). Further research is
needed to address the precise mechanisms underlying

RIGHTS LI N Hiy



Chronobiol Int Downloaded from informahealthcare.com by 159.16.16.102 on 09/23/14

For personal use only.

12 M. Valdés-Tovar et al.

the effects of exposure to altered light regimes in
enkephalin-mediated immunomodulation.

In conclusion, evidence indicates that exposure of
rats to constant light which implies the suppression of
nocturnal pineal melatonin and disruption of general
activity rhythm, abolishes splenic MEnk daily oscilla-
tions and inhibits enkephalin synthesis in CD169™-
splenic macrophages. Furthermore, this environmental
condition induces an impairment of the primary
immune response which might be due to suboptimal
macrophage-mediated early events of the adaptive
immunity modulated by enkephalins. Data strongly
suggest that the lack of a LD cycle could affect the
biosynthesis of immunomodulators as macrophage-
derived MECPs and thus, influence the final outcome
of immune responses in a detrimental way. Addressing
strategies to overcome these environmental changes,
such as implementation of light hygiene habits in
population, should become a matter of public health
in order to prevent diseases associated with impaired
immunity.
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