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Introduccién

Background: Circadian cortisol production results from the interaction of the cir-
cadian production of ACTH, the autonomic nervous system and intrinsic factors wi-
thin the gland. An additional regulator is the neuro-hormone melatonin. In human
adrenal gland cultures, melatonin inhibited ACTH stimulated cortisol production
and Perl mRNA expression. ACTH actions on the adrenal involve early and late
responses. Aim: To investigate the effects of melatonin on the time course of ACTH
stimulated cortisol production and of Perl expression in the lamb adrenal gland.
Material and Methods: Adrenal glands and plasma of five newborn lambs were
obtained. Adrenal glands were cut in 15 mg explants. Three of these explants were
stored for RNA extraction. The rest of explants were using in different culture pro-
tocols with ACTH and melatonin. Results: Lambs had an in vivo a circadian varia-
tion in plasma cortisol and in adrenal Perl expression. In vitro, ACTH stimulated
an early and late increase in cortisol production and an early increase in Perl
expression reaching a maximum at 3 hours of treatment. Melatonin inhibited the
early Perl response to ACTH without affecting the early ACTH stimulated cortisol
production. However, melatonin inhibited the late response of cortisol production
to ACTH. Conclusions: The inhibitory actions of melatonin on Perl response to
ACTH may contribute to the inhibitory effects of melatonin on adrenal steroidoge-
nic response to ACTH.
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nomo a través de la inervacion de la glandula suprarrenal y
también por factores intrinsecos de esta glandula®*. Asimis-

os glucocorticoides participan en practicamente todas

las funciones fisioldgicas del organismo (respuesta al

estrés, metabolismo, proliferacion celular y respuesta
inmunoldgica). Ademas estan involucrados en la fisiopato-
logia de enfermedades como la diabetes mellitus, el sindro-
me metabodlico y la enfermedad de Cushing. La secrecion
de glucocorticoides presenta un marcado ritmo circadiano,
con maximas concentraciones plasmaticas al comienzo de la
etapa de actividad del individuo'?. La produccion circadiana
de cortisol esta regulada por la accion coordinada del ritmo
circadiano de ACTH en plasma, el sistema nervioso autd-

mo, la glandula suprarrenal estd expuesta cada noche al au-
mento de la concentracion plasmatica de melatonina, como
consecuencia del ritmo circadiano de sintesis de esta hormo-
na’. Melatonina, actuando directamente a través del recep-
tor MT1, inhibe la respuesta de glucocorticoides a ACTH
en las glandulas suprarrenal de primates no humanos, ovejas
y de ratas®®. Este efecto inhibitorio de melatonina sobre la
produccién de cortisol estimulada por ACTH, también esta
presente en la suprarrrenal humana®!°.

La glandula suprarrenal posee un reloj circadiano cuyos
genes se expresan en la suprarrenal humana y de otras es-



pecies”!12. A nivel molecular, los relojes circadianos son
generados por la interaccion de un grupo de genes colectiva-
mente denominados genes reloj y sus proteinas en un circui-
to autoregulado transcripcional/traduccional. Los maximos
y minimos de la expresion de los mRNA de los reguladores
positivos Bmall y Clock y de los negativos Perl-2 y Cryl-2
muestran una expresion horaria opuesta en las 24-h. El hete-
rodimero BMAL-CLOCK se une a las cajas E del promotor
de los genes Per estimulando su transcripcion®. Estudios uti-
lizando microarreglos en la suprarrenal de primates no-hu-
manos y en la rata demuestran una organizacion en las 24-h
de la expresion de genes relacionados con diversas funciones
bioldgicas: procesamiento de colesterol, enzimas y cofacto-
res relacionados con la esteroidogénesis, sintesis y metabo-
lismo de catecolaminas y sintesis y degradacion de proteinas.
Entre estos genes se encuentran Star, 33-HSD y Cyp21 y el
gen del receptor de ACTH (MCR2)!'213, Los genes reloj
participan en la estimulacion por ACTH de la produccion
de glucocorticoides, demostrado en ratones knockout y me-
diante supresion con sondas antisentido en la suprarrenal del
mono capuchino!'>!

En suprarrenales humanas cultivadas por 12 horas,
ACTH junto con estimular la expresion de las proteinas este-
roidogénicas StAR and 3B-HSD y la produccion de cortisol
y progesterona, también estimuld la expresion del mRNA del
gen Perl. Tanto la respuesta esteroidogénica a ACTH como
la respuesta del gen reloj Perl, fueron inhibidas por melato-
nina'®. Las acciones esteroidogénicas de ACTH involucran
una respuesta temprana a través de la movilizacion de co-
lesterol a las mitocondrias y una respuesta mas prolongada a
través de la induccion de genes de enzimas esteroidogénica'.
Para aclarar sobre cudl de estas respuestas actua melatoni-
na, investigamos su efecto sobre la produccion de cortisol
y expresion de Perl estimulada por ACTH, utilizando como
modelo experimental la glandula suprarrenal de un animal
diurno, el cordero de 5 dias de edad.

Protocolos Experimentales y Métodos

1. Obtencion de tejidos y plasma

Obtuvimos las glandulas suprarrenales y plasmas de cor-
deros recién nacidos destinados a investigaciones del Pro-
yecto Fondecyt 1090381. Los corderos nacieron en el vivero
de animales mayores de la Facultad de Medicina, ubicado en
el Programa de Fisiopatologia, Campus Oriente, permane-
ciendo con sus madres en jaulas individuales en condiciones
de luz:oscuridad 12:12, con disposicion de agua ad libitum 'y
alimentacion 2 veces al dia. A los 4-6 dias de edad los cor-
deros se sedaron con 10 mg/kg de peso de ketamina (KETA-
MIL, Troy Laboratories, Australia) y se eutanizaron con una
sobredosis de 100 mg/kg de peso de tiopental sédico (OPET,
Jagsonpal Pharmaceutical Ltd, India) via intravenosa a las
08h(n=4),14h(n=14)y 20 h (n=5). Se tomd una muestra
de sangre heparinizada para medir la concentracion de corti-
sol en plasma y se disecaron y pesaron ambas glandulas su-
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prarrenales en condiciones estériles. Inmediatamente de ob-
tenidas, las suprarrenales se cortaron en explantes de 15 mg,
tres explantes (representando la expresion de genes in vivo)
se guardaron en TRIzol (INVITROGEN, California, USA)
o en buffer de Lisis (PROMEGA, Madison, WI, USA) para
extraccion de RNA. Los restantes explantes de suprarrenal
de los animales eutanizados a las 14 h se preincubaron por 9
hrs en medio DMEM-F12, GIBCO, a 37°C, en atmosfera de
aire y 5% CO, y luego se utilizaron en los tres protocolos de
cultivo descritos a continuacion. Los protocolos experimen-
tales fueron aprobados por el Comité de Etica de la Facultad
de Medicina de la Universidad de Chile y de Fondecyt.

2. Protocolos experimentales

Protocolo 1. Efecto directo de melatonina sobre la produc-
cion de cortisol y la expresion del gen reloj Perl en res-
puesta al tratamiento por 12h con ACTH.

Una vez completado el precultivo, los explantes de su-
prarrenal de 5 corderos se cultivaron en triplicado en 500 uLL
de medio solo (control), en medio con ACTH 10 nM y en
medio con ACTH 10 nM + Melatonina 100 nM. Una vez
finalizada la incubacion, los explantes de cada tratamiento
se pesaron y guardaron en buffer de lisis. El sobrenadante
se guardo a -20 °C para medir la produccion de cortisol por
RIA'. La produccion de cortisol se expresd como porcentaje
del control.

Protocolo 2. Efecto directo de melatonina sobre el curso
temporal de la respuesta de cortisol a ACTH en explantes
de glandula suprarrenal de corderos recién nacidos.

Los explantes de suprarrenal de 5 corderos se cultivaron
por 20 horas con medio solo y con ACTH 10 nM. Un tercer
grupo de explantes se cultivo por 8 h con ACTH 10 nM +
Melatonina 100 nM, luego se cambié el medio por ACTH
10 nM hasta completar las 20 horas de incubacién. Cada 4
horas se recolectaron 3 explantes de cada tratamiento que se
pesaron y guardaron en TRIzol, el sobrenadante se guardo
a -20 °C para medir la produccion de cortisol por RIA. La
produccion de cortisol se expresdé como produccion por mg
de tejido.

Protocolo 3. Efecto directo de melatonina sobre el curso
temporal de la expresion de Perl en explantes de la glan-
dula suprarrenal de corderos recién nacidos durante las
primeras ocho horas de tratamiento con ACTH.

Los explantes de 4 animales se mantuvieron en cultivo
por 8 h en las condiciones descritas para el protocolo 1, reco-
lectandose 3 explantes cada hora que se pesaron y guardaron
en TRIzol para medir la expresion de Perl.

3. Extraccion de RNA y transcripcion reversa

El RNA de las muestras guardadas en TRIzol se extra-
jo siguiendo las instrucciones del fabricante, seguido de un
tratamiento con DNAsa utilizando las columnas del Kit SV
Total RNA Isolation System, Promega. Las otras muestras
guardadas en buffer de lisis se extrajeron con el mismo kit
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anterior, que incluye un tratamiento con DNAsa. Todos los
RNA se almacenaron a -20°C. La transcripcion reversa se
realizé con 0,3 pg -1,3 nug de RNA extraidos por buffer de
lisis, con 100 ng de hexameros random y 200 U M-MLV RT
(INVITROGEN), volumen final de 20 pL. Las condiciones
de transcripcion fueron: 65°C durante 5 minutos, 4°C durante
5 minutos; 37°C durante 2 minutos; 25°C durante 10 minu-
tos; 37°C durante 50 minutos y 70°C durante 15 minutos.

4. PCR en tiempo real

La expresion del mRNA del gene Perl se midié por PCR
cuantitativo (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA)
usando 0,3 uM de partidores de Perl (For 5’-GGGCAAG-
GACTCAGAAAGAA-3> y Rev 5-AGGCTCCATTGCT-
GGTAGAA-3’; Cushman et al, 2007). Las condiciones de
PCR fueron: denaturacion inicial de 95°C por 10 min y 45
ciclos de 95°C por 15 seg y 60°C de annealing/extension por
1 minuto. La cuantificacion se realizo interpolando las lectu-
ras de las muestras en una curva estandar elaborada a partir
de una cantidad conocida de producto de PCR, purificado y
cuantificado mediante el software Scion Image (www.scion-
corp.com), con respecto a un marcador de DNA. Los resulta-
dos se expresaron como fg Per1*1.000/ng RNA.

5. Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como promedio + error es-
tandar (SEM). Los promedios se compararon por ANOVA
de una via, paramétrico o no paramétrico segun lo apropiado
y los test de Tukey y Dunn como post-hoc test, utilizando
GraphPad Software, Inc. Prism (version 5.0). Los resultados
se consideraron significativas cuando P < 0,05.

Resultados

El cordero de 5 dias de edad muestra cambios en la con-
centracion plasmatica de cortisol plasmatico con la hora del
dia, siendo mas alta a las 08 h que a las 20 h (Figura 1A). Los
promedios de la concentracion plasmatica de cortisol calzan
en una ecuacion periddica de 24 h con un R? = 0,56 consis-
tente con una variacion circadiana. La suprarrenal del corde-
ro recién nacido, expresa el mRNA de Perl con un minimo
a las 20 h sugiriendo una oscilacién circadiana (Figura 1B).
No detectamos diferencias en el peso de la suprarrenal con
la hora del dia.

Efecto directo de melatonina sobre la produccion de corti-
sol y la expresion del gen reloj Perl en respuesta al trata-
miento por 12 h con ACTH de explantes de glandula supra-
rrenal de corderos recién nacidos.

El tratamiento por 12 h con ACTH aument6 la produc-
cion de cortisol expresada como porcentaje de la produc-
cion por explantes de suprarrenal tratados con medio solo.
Asimismo, aumento la expresion del gen reloj Perl. La pre-
sencia de melatonina en el medio inhibié ambos efectos de
ACTH (Figuras 2A y 2B, respectivamente).

Efecto directo de melatonina sobre el curso temporal de la
respuesta de cortisol a ACTH en explantes de glindula su-
prarrenal de corderos recién nacidos.

En mediciones realizadas cada 4 h por 20 h, observamos
un patrén bifasico en la produccion de cortisol estimulada
por ACTH como se observa en la Figura 3. Inicialmente, en
las primeras 8 h de tratamiento, se observa un aumento de
la produccion de cortisol por los explantes estimulados por
ACTH, efecto que aumenta en las segundas 8 horas de incu-
bacion. La exposicion a melatonina en cultivos con ACTH
por las primeras 8§ horas, no cambia la produccion de cortisol
durante este intervalo (Figura 3). Sin embargo, esta exposi-
cion a melatonina disminuye la produccion de cortisol en las
siguientes 8 horas de tratamiento con ACTH.
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Figura 1. Funcion circadiana in vivo de la glandula suprarrenal del
cordero recién nacido. A. Promedio + SEM de la concentracién plas-
maética de cortisol alas 08 h (n=4), 14 h (n=6)y 20 h (n = 5).
B. Promedio + SEM de la expresién cuantitativa del mRNA de Per1
en las suprarrenales de los mismos animales .*P < 0,05, ANOVA una
via, distinto de 08 h y test de Dunn.
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Figura 2. Efecto directo de melatonina sobre la produccion de cor-
tisol y la expresion del gen reloj Per1 en respuesta al tratamiento
con ACTH por 12 h en explantes de glandula suprarrenal del corde-
ro recién nacido. A. Promedio +SEM de la produccién de cortisol ex-
presada como porcentaje del control, en suprarrenales tratadas con
ACTH 10 nM y ACTH + melatonina 100 nM por 12 horas. B. Prome-
dio = SEM de la expresién cuantitativa del mRNA de Per1, en supra-
rrenales tratadas con ACTH 10nM y ACTH + melatonina 100nM por
12 horas, *P < 0,05, distinto del control y distinto de ACTH + Mel,
ANOVA una via para mediciones repetidas y test de Tukey.

Efecto directo de melatonina sobre el curso temporal de la
expresion de Perl en explantes de la glandula suprarrenal
de corderos recién nacidos durante las primeras ocho horas
de tratamiento con ACTH.

Basados en los resultados anteriores estudiamos la expre-
sion de Perl en respuesta a ACTH y a ACTH mas melatoni-
na durante las primeras 8h de tratamiento. Como se observa
en la Figura 4A, la expresion de Perl se mantiene constante
cuando los explantes de suprarrenal se incuban con medio
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Figura 3. Efecto directo de melatonina sobre el curso temporal de la respuesta de
cortisol a ACTH en explantes de glandula suprarrenal de corderos recién nacidos.
Promedio + SEM de la produccién de cortisol medida cada 4 horas en explantes
cultivados con medio solo (control), ACTH 10 nM o ACTH + Melatonina 100nM
por 7 horas y luego cambiado por ACTH solo (Post melatonina con ACTH). (*,**
P < 0,05 n =5, distinto de las 0, ANOVA una via para mediciones repetidas, y
test de Tukey).

solo (control). Cuando los explantes son tratados con ACTH,
se produce un aumento progresivo en la expresion de Perl,
alcanzando un maximo a las 3 horas de incubacion para lue-
go disminuir (Figura 4B). El efecto de ACTH sobre la expre-
sion de Perl es inhibido cuando melatonina esta presente en
el medio (Figura 4C).

Discusion

En la glandula suprarrenal, ACTH induce una respuesta
temprana de la produccion de glucocorticoides, a través de la
movilizacion de colesterol a las mitocondrias y una respues-
ta tardia a través de la induccion de genes de enzimas este-
roidogénicas'. En el presente trabajo, detectamos aumentos
tempranos y tardios en la produccion de cortisol estimulado
por ACTH. Melatonina inhibi6 sélo la respuesta tardia de
cortisol a ACTH. Junto con esto encontramos que ACTH in-
dujo un aumento temprano de la expresion de Perl, efecto
inhibido por melatonina. Las acciones inhibitorias tempranas
de melatonina sobre Perl contribuirian a la inhibicién por
melatonina de la respuesta de cortisol a ACTH.

En este estudio usamos como modelo experimental la
glandula suprarrenal de un animal diurno, el cordero de 5
dias de edad. Este animal muestra un ritmo de cortisol en
plasma con valores mas altos a las 08 que a las 20 horas,
patron similar a lo descrito en otros animales diurnos como
el mono y el humano. A nivel suprarrenal encontramos un
ritmo de la expresion del gen reloj Perl, lo que sugiere que la
suprarrenal de cordero contiene un reloj circadiano, al igual
que en otras especies™! 13,
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Figura 4. Efecto directo de melatonina sobre el curso temporal de
la expresion de Per1 en explantes de la glandula suprarrenal de
corderos recién nacidos durante las primeras ocho horas de trata-
miento con ACTH. Promedio +SEM de la expresiéon de mRNA de
Per1 medida a cada hora en explantes de suprarrenal tratados con
(A) medio DMEM solo (control), (B) con ACTH 10 nM o (C) ACTH
100nM + Melatonina 100 nM (ACTH; * p < 0,05, n = 4, ANOVA de
una via, mediciones repetidas y test de Tukey).

Utilizando explantes de glandula suprarrenales de cor-
dero, confirmamos la accion inhibitoria de melatonina sobre
la produccion de cortisol estimulada por ACTH ya reportada
cuando la exposicion a ambas hormonas en cultivo se prolon-
ga por 12 horas o mas!'®’8, También confirmamos el hallazgo
de una mayor expresion de Perl en explantes tratados por
12h con ACTH y su inhibicién por melatonina. Para ahondar
en esta observacion, estudiamos el patron temporal de la res-
puesta de cortisol a ACTH, medido como la producciéon de
cortisol cada 4h, manteniendo constante la concentracion de
ACTH, observando dos fases de aproximadamente 8 horas
de duracion cada una. No observamos efectos de melatoni-
na sobre la fase inicial de la respuesta de cortisol a ACTH.
Sin embargo, el tratamiento con melatonina en presencia de
ACTH durante las primeras 8 horas inhibi6 la segunda fase
de respuesta a ACTH, indicando que acciones tempranas de
melatonina son necesarias para la respuesta tardia. No sabe-
mos si esto refleja una diferencia entre el cordero y otras es-
pecies.ya que no hay estudios en la literatura de tratamiento
con ACTH y melatonina en tiempos menores a 12-h. Por otra
parte, el requerimiento de una exposicion a melatonina por
12 horas o mas para producir el efecto inhibitorio sobre la
produccion de cortisol inducida por ACTH representaria una
caracteristica propia de la suprarrenal. Lo anterior es debido
a que en otros tejidos esteroidogénicos (cuerpo liteo equino
y células de Leydig de hamster), los efectos inhibitorios de
melatonina sobre la produccion de progesterona y testoste-
rona estimulada por HCG y sobre la expresion de genes de
enzimas esteroidogénicas, se observa ya a las tres horas de
tratamiento!'”'%.

A continuacion, estudiamos detalladamente, a intervalos
de una hora, el curso temporal de la expresion de Perl duran-
te la fase temprana de la respuesta esteroidogénica a ACTH
(primeras 8 horas de tratamiento). Observamos que la expre-
sion de Perl se mantiene constante en explantes tratados con
medio solo. En contraste, ACTH induce un rapido incremen-
to en la expresion de Perl que alcanza un maximo a las tres
horas de incubacion. Este patron temporal no se observa en
los explantes tratados con ACTH + melatonina, que mantie-
nen niveles constantes de Perl. Este efecto de ACTH sobre
Perl y su curso temporal se asemeja a los efectos a tiempos
cortos reportados para PTH en una linea celular de osteo-
blastos'®?, en células granulosas estimuladas por FSH?! y en
una linea celular de glioma estimuladas con norepinefrina?.
Las tres hormonas mencionadas junto con ACTH, utilizan
receptores de membrana acoplados a proteina G, los cuales
generan una sefial de transduccion via cAMP-Proteina Kina-
se Ay la proteina CREB (cAMP Response Element Binding
Protein).

Varios antecedentes asocian los genes reloj, y en parti-
cular Perl, con la produccion de glucocorticoides por la su-
prarrenal. /n vivo, la mayor expresion de Perl en la glandula
suprarrenal se encuentra en las horas en que la produccion de
cortisol es mas elevada'’. Otros experimentos muestran que
la estimulacion del nervio esplacnico produce una rapida in-
duccion de la expresion de Perl en la suprarrenal y aumenta



la secrecion de corticosterona®. Por otra parte, la ausencia de
expresion de Per2/Cryl en ratones knockout reduce la pro-
duccidn de corticosterona e inhibe la respuesta a ACTH'".
Finalmente, el bloqueo de la expresion de genes reloj con
sondas antisentido inhibe la respuesta a ACTH'. El presente
trabajo muestra ademas que melatonina afecta directamen-
te la expresion de Perl inducida por ACTH. Este hallazgo
concuerda con observaciones anteriores en que demostramos
que melatonina, en ausencia de ACTH es capaz de inhibir la
expresion circadiana de Bmall y Per2 en cultivo de glandula
suprarrenal'** y con la observacion de que melatonina dis-
minuye la expresion de genes reloj en neuronas del ntcleo
estriado de raton®.

En conclusién, en el presente trabajo caracterizamos la
funcion circadiana de la suprarrenal de cordero, demostrando
que ACTH induce la expresion temprana de Perl. Ademas,
identificamos acciones inhibitorias tempranas de melatoni-
na sobre esta respuesta que podrian ayudar a entender los
efectos inhibitorios de melatonina sobre la esteroidogénesis.
Las similitudes entre la suprarrenal del cordero y la humana,
permiten abordar preguntas respecto a los mecanismos in-
volucrados en la interaccion ACTH-genes reloj-melatonina
en la regulacion de la produccion de cortisol, una hormona
fundamental en la homeostasis fisiologica.
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