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A sensitive and specific radioimmunoassay for melatonin quantification in rat pineal
and biological fluids is described. The assay utilizes a specific antibody and H3-melato-
nin as tracer. Bound and free fraction were separated by a saturated sulphate am
monium solution. The sensitivity of the method is 9 pg/ml. The intra and interassay
variation coefficient were 10.4 and 13.6% respectively. By means of this RIA the
content of melatonin in the pineal gland in male rats made hyperprolactinemic on
day 30 of life and their respective sham-operated controls has been evaluated. The
results showed that the melatonin content measured at 2 a.m. was reduced in the
trasplanted animals when compared to control group, not only shortly (48 hours)
after the trasplant operation, but also in the chronic situation; though suggesting that
further investigations are necessary to deepen and understand the interrelationships
between prolactin and pineal gland and their effect on the hypothalamic-pituitary-
gonadal axis.
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Existe abundante literatura indicando
que la prolactina ejerce un efccto inhibi-
dor sobre el eje hipotalamo-hip6fiso-go-
nadal, no solo en animates de experimen
tation sino tambien en el hombre (1-3,
12, 17, 19), a traves de una disrainucion
en los nivelcs circulantes de LH (7).

Mas recientemente, la glandula pineal
ha sido involucrada como moduladora de
la funcion reproductora. Es bicn conoci-
do el papel de la melatonina como agen-
te antigonadotropico al mismo tiempo 

que estimula la secretion de prolactina
(18) en el animal control, pero se desco-
noce el papel que podria jugar la pineal
en las alteraciones que se encuentra en
la rata macho hiperprolactinemica (7).

Por todo esto, el objetivo del presente
trabajo ha sido la puesta a punto de un
RIA sensible y especifico para la medida
de melatonina en tejidos y fluidos biolo-
gicos a fin de poder evaluar la funcion
pineal en condiciones de hiperprolacti-
nemia.
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Material y Metodos

Animates. Ratas macho de la raza
Wistar, mantenidas en ciclos de luz/os-
curidad (14L:10O) a partir del dia del
destete y en condiciones de temperature
controlada y comida y bebida ad libitum.
En el dfa 30 de vida se distribuyeron en
dos grupos (de 42 animales cada uno):
Grupo experimental formado por ratas
hechas hiperprolactinemicas, mediante el
trasplante de una adenohipofisis proce-
dente de un hermano de camada, bajo la
capsula renal, como se ha descrito ante-
riormente (7) y grupo control, formado
por ratas a las que se les simulo la ope
ration.

Las ratas de ambos grupos fueron de-
capitadas a las 2 a.m. bajo luz roja y a
distintos tiempos: 2, 4, 8, 14, 30 y
40 dias tras la operation de trasplante.
La sangre troncular se recogio en tubos
sin anticoagulante. Se dejo retraer el coa-
gulo 2 horas a temperature ambiente y
se centrifuge a 1.500 g durante 15 min.
El suero se separo y se almaceno a
—20°C hasta el momenta de su valora-
cidn. Los tejidos congelados se sonican
en 250 gl de tampon fosfato 0,01 M.

En todos los sueros se determinaron'
las concentraciones de prolactina, me
diante un radioinmunoanalisis espetifico,
utilizando los reactivos suministrados por
el NIAMDDK y ampliamente validado
y puesto a punto en el propio laborato
rio (20).

Los niveles de melatonina, en la glan-
dula pineal se determinaron mediante un
metodo de radioinmunoanalisis espetifi
co cuya puesta a punto se discute a con
tinuation.

La melatonina tritiada con actividad
especifica de 26,4 Ci/mmol (1 X IO9
MBq) fue obtenida de <New England
Nuclear*.  La melatonina no radiactiva
fue obtenida de Sigma. Todos los solven-
tes (reactivos de analisis) obtenidos de
Merck fueron utilizados sin purification
previa. La albumina serica bovina (BSA,

Cohn fraction V) fue adquirida de Serva
y el sulfato amonico de Merck.

Extraction de melatonina. A 500-
1.000 pl de un «pool» de suero que se
utiliza como control y a 200 pl del homo-
genado tisular se adicionan 1.000 cpm
(^ 2.700 dpm) de melatonina tritiada.
La extraction de melatonina se realiza
con 5 ml de diclorometano, agitando du
rante un minuto en vortex.

La fase acuosa se aspire y el dicloro
metano se transfiere a un tubo limpio y
se evapora a sequedad bajo corriente de
aire. El extracto seco se diluye en 300 pl
de tampon de trabajo (dilution a partes
iguales de una solution de 2 mg/ml de
gelatina en agua destilada y de tampon
fosfato 0,02 M, mas 1,75 % de cloruro
sodico y 1,86 % de acido etilendiamino-
tetracetico), a pH 7,4. Las recuperacio-
nes se cuentan en 80 pl del extracto.

Radioinmunoanalisis de melatonina.
Se utilizan tubos de vidrio en los que se
pipetean las muestras. problema y las
soluciones patron (de 0 a 3.200 pg/tubo)
disueltas en 200 pl de tampon. Se ana-
den 100 pl de solution de anticuerpo
antimelatonina a una dilution final de
1:16.800. Se agitan brevemente los tubos
y se mantienen durante 30 min a tempe
rature ambiente, transcurridos los cuales
se anaden 100 pl de tamp6n conteniendo
la melatonina tritiada (=±21.600 dpm).
Tras agitar de nuevo, los tubos se incu-
ban 1 h a 37°C. Para separar las frac-
ciones fibre y unida se anaden 0,7 ml de
solution saturada de sulfato amonico en
agua a pH 7 y a 2-4°C. Tras agitar bre
vemente y mantener a 2-4°C durante
30-45 min, se centrifugan en frio a
1.500 g durante 15 min. El sobrenadan-
te se elimina por aspiration y el prccipi-
tado se resuspende en 200 pl de NaOH
1 M. Se anaden finalmentc 2 ml de solu
tion de centelleo (Histagel) directamente
en los tubos de vidrio, se agitan y se in-
troducen una vez tapados en viales de 
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centelleo para el contaje de radiactivi-
dad durante 4 min, en un espectr6-
metro «B».

Estadistica. La evaluation de los re-
sultados de prolactina y melatonina, se
realizan mediante un analisis de la va-
rianza y un test de la «t» de Student.

Resultados

La recuperation media de la melato
nina tritiada anadida a traves del proceso
de extraction fue de 51,6 ± 14,2 (DS).

La sensibilidad de la curva patron de-
finida como la mas pequena cantidad de
melatonina que significativamente es dife-
rente de 0 en el limite de confianza del
95 % es de 6 pg/tubo, lo que equivale
a 9 pg/ml (fig. 1).

Los blancos del analisis se estimaron
midiendo agua destilada tras extracci6n
con diclorometano. Debido a que el va
lor del bianco, medido en la curva patron,
interferfa en alguna de las medidas, se
ha obviado este problema realizando una
correction de los mismos en la curva es-
tandar. Se construye la curva en etanol,
se evapora en corriente de aire y se ana-
de a cada tubo 200 /d de blancos extrai-

pgt tubo

Fig. 1. Curva patron media obtenida de 5 cur-
vas patrones de diferentes analisis.
(Media zh E.E.M. en cada punto).

Fig. 2. Estudio de la linearidad mediante Quan
tification de melatonina en volumenes cre-

cientes de un •pool- de suero de rata.

dos y reconstituidos en el tampon de
trabajo.

El estudio de la linearidad del anti-
cuerpo se ha realizado mediante la cuan-
tificacion de melatonina en volumenes
progresivos de plasma, obteniendose una
buena linearidad, con un coeficiente de
correlation de 0,98 (fig. 2).

La exactitud del metodo se evaluo afia-
diendo cantidades crecientes de melato
nina fria a un «pool> de plasma, proce-
sandose las muestras segun la tecnica
descrita. Los valores obtenidos coinciden
razonablemente con las cifras teoricas es-
peradas en cada caso (r = 0,84) (fig-. 3).

Los coeficientes de variation intra e
interanalisis de un <pool» de suero de
rata fueron de 10,4 y 13,6 % respectiva-
mente.

Fig. 3. Recuperacion de la melatonina fria
anadida a un •pool- de suero de rata.
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Fig. 4. Contenido de melatonina en la glandula
pineal en ratas macho hiperprolactinemicas y
controles a distintos tlempos tras la operation

de trasplante.
(Media ± E.E.M.). * p < 0,01.

El valor medio de melatonina obtenido
en un «pool> de suero de ratas viejas,
fue de 41,6 10 (media — e.e.m.).

El contenido de melatonina en la glan
dula pineal, medido con la tecnica ex-
puesta, disminuye 48 h despues de la
operation en el grupo de animates con
trasplante respecto al grupo con opera
tion simulada (fig. 4). Existen oscilacio-
nes en los demas tiempos intermedios es-
tudiados, obteniendose de nuevo una dis-
minucion siguificativa en la situation

Tabla I. Niveles plasmatlcos de prolactina
(p.g/1) en ratas macho hiperprolactinemicas en
el dia 30 de vida tras la operation de tras

plante.
Los valores se expresan como media ± error
cstandar de la media. El ntimcro de animales

por grupo es de 6-8.

Dias tras
la operacion Control Experimental

2
4
8

14
30
40

12 ±2,0*
20 ± 2,0*
27 ± 1,5*
31 ±3,0*
29 ± 2,5*
30 ± 3,5*  

* p <0,001, con respecto al grupo control.

cr6nica en los animates con trasplante.
Los niveles plasmaticos de prolactina es-
taban significativamente incrementados
respecto a los del grupo control en todos
los tiempos estudiados en condiciones ba-
sales (10 a.m.) (tabla I).

Discusion

La determination de los niveles de me
latonina en suero y tejidos tiene interns
no s61o desde el punto de vista de la
experimentation animal, dado que es el
principal producto de la glandula pinael,
sino tambien del hombre. Para su medi-
da se han utilizado otros metodos como
son el fiuorimetrico (16), espectrometria
de gases, acoplado o no con espectrome-
tria de masas (6, 14, 15) y mas reciente-
mente se han desarrollado las tecnicas
de inmunofluorescencia (9, 11).

La puesta a punto de tecnicas even-
tualmente mas especificas y que ofrecen
las ventajas de reducir el volumen de
muestra biologica necesaria, asi como
una mayor rapidez y rendimiento anali-
tico, es siempre deseable. El radioinmu-
noanalisis, puesto a punto en este trabajo,
puede ser incluido dentro de estas tec
nicas, siendo suficientemente especifico
para su aplicacion en tejidos y suero de
rata y humano.

Es bien conocido que la hiperprolacti-
nemia inhibe el eje hipotdlamo-hipofiso-
gonadal (7, 19). Si la melatonina ejerce
un efecto analogo (5) sobre dicho eje y
produce un incremento en la secrecion de
prolactina, su efecto podrfa ser directo,
mediado por las- modificaciones sobre
prolactina o bien por un mecanismo que
involucre ambas posibilidades.

Los resultados obtenidos indican que
el contenido de melatonina en la glandu
la pineal a las 2 a.m. esta reducido en la
mayoria de los tiempos estudiados en los
animates con trasplante, lo que indicana
que la prolactina ejercena un mecanismo
de feed-back tratando de controlar su 
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sintesis y secrecion no solo a nivel hipo-
talaipico, a traves de modificaciones en
el turnover de dopamina sobre los que
existe un gran numero de datos (8, 10),
sino tambien a nivel de la glandula pi
neal reduciendo el contenido de mela-
tonina.

Sin embargo, existen datos que sugie-
ren que la prolactina ejerce un efecto es-
timulador sobre la actividad metabolica
de la glandula pineal (13) a traves de
sus receptores en la glandula (4), lo que
sugeriria en principio un incremento en
la sintesis y secrecion de melatonina.

Todos estos datos conjuntamente pre
sentan una gran controversia ya que su-
gieren una action dual de la prolactina
sobre la glandula pineal dependiendo del
modelo experimental utilizado.

Se necesita continuar profundizando en
el tema para definir exactamente los me-
canismos de interaction entre prolactina
y melatonina, asi como sus efectos sobre
el eje hipotalamo-hipofiso-gonadal. Para
este proposito ayudara en gran medida
la puesta a punto del radioinmunoanali-
sis especifico para la medida de mela
tonina.

Agradecimientos
Agradecemos al NIAMDDK el suministro

del kit para la medida de prolactina (NIH,
Bethesda, Maryland, USA), y al Prof. G. M.
Brown, por la donacidn del anticuerpo anti-
melatonina (McMaster University, Hamilton,
Ontario, Canada). Se agradece asimismo la
ayuda tficnica prestada por L. Kraus, P. Cal
vo, M. D. Cabezudo y J. J. Luengo.

Este trabajo ha sido posible gracias a una
ayuda concedida por el Fondo de Investiga-
ciones Sanitarias de la Seguridad Social (FISS),
y del Comite Conjunto Hispano-Norteameri-
cano (83/108).

Resumen

Se describe la puesta a punto y validacidn
de un radioinmunoanalisis especifico y sensi
ble para la medida de melatonina en tejidos y
fluidos biologicos. Se utiliza un anticuerpo 

especifico y melatonina tritiada como traza-
dor. La separacidn de las fracciones de mela
tonina unida y fibre al anticuerpo se realiza
mediante una disolucidn de sulfato amonico
saturado en agua. La sensibilidad del m&odo
es de 9 pg/ml y los coeficientes de variation
inter e intraanAlisis son de 13,6 y 10,4% res-
pectivamente. Con este anSlisis se valora el
contenido de melatonina en la glandula pineal
en ratas macho Wistar hechas hiperprolacti-
nemicas en el dia 30 de vida mediante el tras-
plante de una adenohipofisis bajo la cSpsula
renal, frente a un grupo control con operacion
simulada. Los resultados muestran que el con
tenido de melatonina medido a las 2 a.m. esta
reducido en el grupo con trasplante, no s61o
a tiempos cortos (48 horas) tras la operacion
sino tambiSn en la situaci6n cronica.
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