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RESUMEN.

Durante la evolucién, los animales han adquirido mecanismos que
aseguran su habilidad para sobrevivir bajo la mayor parte de los extremos
climdticos y ambientales. Una de estas adaptaciones es aquella relacionada
con los cambios ciclicos en la luz del ambiente, denominado fotoperiodo.
Los animales fotoperiddicos utilizan sus retinas para proveer a sus cerebros
con la informacién acerca de los cambios estacionales en la duracién del
dfa, mediante un sistema neuroendécrino dltamente especializado. A partir
de la retina se generan sefales, por medio de fibras nerviosas, hasta una
estructura diferenciada, la glandula pineal, situada en el sistema nervioso
central. Esta gldndula es la encargada de traducir el mensaje fotoperiédico
a una seflal qufmica que pueda ser captada por el resto del organismo. De
esta forma, un drgano especffico puede iniciar ajustes fisiolégicos de
manera adelantada a cuando se requiera un cambio profundo. El mensajero
quimico capaz de realizar estas y otras muchas funciones acopladas con el
fotoperiodo es la hormona melatonina (5-metoxi-N-acetiltriptamina). Esta
hormona es capaz de inducir la serie de cambios ciclicos requeridos en los
animales durante el paso de las estaciones, e incluso se han descrito efectos
sobre organismos que van desde vertebrados superiores a organimos
unicelulares. Una vez que la glindula pineal ha producido melatonina, ésta
es rdpidamente liberada al torrente sanguineo. La hormona es dltamente
lipofflica, por lo que todos los liquidos corporales la presentan y todas las
células estdn expuestas al ritmo circadiano de la hormona. Varios sitios
anatémicos y celulares se han propuesto como el blanco principal de la
hormona, siendo el sistema nervioso central el mds aceptado.

El drea mds oscura de la investigacién sobre la melatonina es la manera en
la cual la hormona acttia sobre las células expuestas a la misma. La mayor
‘parte de los estudios parecen apuntar hacia la presencia de un receptor
especifico, probablemente membranal, que media la accién de la hormona,
aunque se ha sugerido que existan otros eventos no mediados por receptor.
Recientemente ha sido clonado un posible receptor membranal para la
hormona, el cual posee siete dominios hidrofébicos transmembranales, y
que pertenece a la familia de receptores acoplados a proteinas G. Ademds,
se ha establecido que la melatonina es capaz de unirse y activar a un
receptor nuclear huérfano, perteneciente a la familia de los receptores para
dcido retindico, el RZRRB.

Mads alld de la presencia y caracterizacién de receptores, poco se ha logrado
en cuanto a su mecanismo de accién. La melatonina disiinuye los niveles
de AMP ciclico e incrementa los de GMP ciclico al administrarse a cultivos
de hipotédlamo de rata. Otro de los probables mecanismos de accién es el
concerniente a la via de transduccién mediada por calcio. El calcio es un
segundo mensajero que utiliza a la calmodulina como efector de su sefal.
Esta protefna sufre un cambio de conformacién al unirse al calcio, lo que le
permite efectuar una serie de interacciones directas sobre diversas enzimas
y proteinas estructurales para modificar su actividad y/o estructura. La
melatonina es capaz de asociarse a la calmodulina de manera especifica,
reversible y saturable, con una alta afinidad, lo cual hace pensar que esta
proteina podria tratarse de un receptor a la hormona.

Ctro de los efectos ampliamente estudiados de la melatonina es su accién



sobre el citoesqueleto celular, bdsicamente sobre el estado de
polimerizacién de la tubulina. A este repecto, existen reportes
contradictorios: una serie de publicaciones establecen que la melatonina es
capaz de producir elongacién de microtibulos en diversos sistemas,
mientras que algunos otros reportan lo contrario. Para explicar estas
divergencias, se ha sugerido que los efectos observados de la hormona
dependen de la concentracién de la misma. En el caso de los efectos
polimerizantes de la hormona, ésta fué utilizada a dosis bajas (10-11 4 109
M), de manera mds cercana a la concentracién fisiolégica de ella. Por el
contrario, dosis farmacoldgicas elevadas (106 a 104 M) produjeron los
efectos despolimerizantes antes descritos. De esta manera, es posible pensar
que el efecto polimerizante sea mds importante en un contexto fisioldgico, y
sea muy probablemente dependiente de la presencia de uno o varios
receptores especfficos, mientras que dosis farmacoldgicas mds elevadas
induzcan efectos no dependientes de sitios de unidn de alta afinidad, sino
de interacciones poco especificas.

La tubulina es el principal componente de los microtdbulos, y existe
formando un heterodfmero de subunidades « y § que se encuentran en un
equilibrio dindmico con su contraparte polimerizada. La sfntesis de la
tubulina se encuentra estréchamente acoplada al estado de polimerizacién
del microtiibulo. Al aumentar la concentracién de las subunidades de
tubulina, por ejemplo, mediante despolimerizacién de los microtibulos
por diversas drogas, o mediante microinyeccién de subunidades de
tubulina no ensambladas, lleva a una rdpida y especifica inhibicién de la
sintesis de tubulina a y §, causada por una disminucién en los niveles del
ARN mensajero de tubulina. En un estudio realizado en 1990, se demostré
que la administracion de la hormona melatonina, a concentraciones
fisiolégicas, a un cultivo de células de neuroblastoma murino NIE-115, era
capaz de inducir incremento de 100% en el nimero de células con neuritas,
hacia el tercer dfa. Es generalmente aceptado que la elongacién de neuritas
es un proceso que se logra a través del crecimiento de microtdbulos,
mediante la colaboracién de una serie de protefnas asociadas a
microtibulos (MAP). Por otro lado, no se han efectuado estudios directos
del efecto de la melatonina sobre el estado de polimerizacién de la
tubulina, sino que dnicamente se han relacionado procesos que se sabe son
dependientes de esta o se ha visualizado. la estructura microtubular en
diversos modelos.

Dado a que se conoce que la administracién de la hormona melatonina es
capaz de inducir el crecimiento de neuritas en células NIE-115, y que, en
otros modelos, este proceso se asocia a cambios en la expresién de 8
tubulina, el presente estudio se realizé con el fin de investigar la
posibilidad de la existencia de cambios en la expresién de esta protefna
durante la elongacién de procesos celulares provocada por la hormona y si
estos cambios podrfan explicarse mediante el modelo propuesto de
autoregulacién cotraduccional, realizando, ademds, un primer intento de
profundizacién en algunos de los posibles mecanismos mediante los cuales
la tales efectos se realizan.

Hacia el tercer dia en cultivo, las células tratadas con la hormona presentan
microtibulos mds engrosados, al compararlas con su contraparte tratada



dnicamente con vehiculo. Se realizaron cursos temporales administrando la
hormona; se estabilizaron los microtibulos y se extrajé la fraccién protéica
soluble, los restos celulares remanentes, en los que se encuentra la fraccién
polimerizada, fueron solubilizados, para realizar un ensayo de
inmunocuantificacién ("Western Blot") relativo. Los niveles de B-tubulina
polimerizada sufrieron un incremento en células tratadas con vehfculo o
con melatonina, con un pico médximo al segundo dfa de cultivo, Sin
embargo, en el caso de las células tratadas con la hormona, este incremento
fué mucho mds notable, excediendo no sélo el nivel, sino la duracién del
aumento, presentdndose el fenémeno hasta el tercer dfa. Los niveles de
protefna soluble no sufrieron modificaciones importantes en el caso de las
células tratadas con vehfculo, permaneciendo constantes durante todo el
curso temporal. En cambio, las células tratadas con la hormona presentaron
un incremento gradual en estos niveles, con un mdximo al cuarto dfa del
cultivo .

Se ha propuesto un mecanismo autoregulatorio para la expresién de 8-
tubulina, en el que los niveles del ARN mensajero dependen de los cambios
de concentracién de las subunidades libres de tubulina, que a su vez
determina la expresién ultima de la proteina. De ser asf, se esperarfa que
existiera un incremento en esos niveles durante los primeros tiempos, dado
a que en esos tiempos probablemente se presenta sintesis activa, hasta cierto
umbral de concentracién, a partir del cual los niveles disminuyeran de
manera importante por el incremento en la cantidad de subunidades libres.
Para analizar esta posibilidad, se procedié a realizar la cuantificacién del
ARN mensajero de 8-tubulina, mediante la técnica de "Northern Blot". De
manera no esperada, se presentaron cambios poco notables en la expresién.
A continuacién se procedié a analizar los niveles totales de la 3-tubulina,
mediante inmunocuantificacién ("Western Blot"). Los niveles no sufren
cambios dramdticos, pese a ello, se denota una diferencia de expresién final
(72 a120 horas) de esta protefna en el caso de las células tratadas con la
hormona. En ambos casos (tratadas con melatonina y blanco) existié un
incremento en la expresion total de la protefna, probdblemente como reflejo
del crecimiento de neuritas en ambos.

Dado a que se conoce que el proceso de elongacién de dendritas depende
de la polimerizacién de tubulina y que esta, a su vez, es dependiente de la
funcién de protefnas asociadas a microtibulos, particularmente de la
MAP?2, se procedié a analizar los niveles de esta. se procedié a analizar los
niveles mediante un ensayo de inmunocuantificaciéon ("Western Blot").
Mediante este ensayo, se observé un incremento pequeiio en la expresién
de esta proteina en las células tratadas con la hormona, durante los
primeros tiempos, y, de manera mds importante, la persistencia de la
expresién en punto temporales posteriores al descenso experimentado en
los cultivos tratados con vehfculo. Este efecto se hizo patente a partir de las
48 horas postratamiento, momento en que los niveles comienzan a
disminuir en las células blanco.

De esta manera, podemos concluir que, en este modelo, la melatonina
ejerce efectos polimerizantes sobre la 8 tubulina, que reflejan el mayor
crecimiento de neuritas previamente reportado y que no existe una
profunda participacién del fendmeno de autorregulacién cotraduccional,



probablemente como reflejo de un estrecha homeostasis del mismo de
manera fisiolégica. Estos efectos pueden ser debidos a los importantes
cambios de expresién hallados en la MAP2, proteina estrechamente
relacionada con el crecimiento de neuritas.



INTRODUCCION

Generalidades

Durante la evolucién, los animales han adquirido mecanismos para
sobrevivir bajo la mayor parte de los extremos climaticos y ambientales. Una
de las adaptaciones mas importantes es aquella relacionada con los cambios
ciclicos en la luz del ambiente, dénominado fotoperiodo. La eleccion del
fotoperiodo para este fin se debe al hecho de que se trata del parAmetro que
con mayor exactitud seriala el paso de estaciones. Los mamiferos que utilizan
este tipo de informacién para regular sus 6rganos internos son descritos
como fotoperiddicos. La retina es uno de los elementos que mamiferos
fotoperiddicos utilizan para informar a sus cerebros acerca de los cambios
estacionales en la duracién del dia. A partir de este 6rgano se generan
sefiales, por medio de fibras nerviosas, hasta una estructura diferenciada del
sistema nervioso central, la glandula pineal (Moore y Klein, 1974). Esta
glandula es la encargada de traducir el mensaje fotoperiddico a una seftal
quimica que pueda ser captada por el resto del organismo (Reiter, RJ.,
1993b). En esencia, la glindula pineal es la intermediaria entre el
fotoperiodo externo y el medio interno. Una pinealectomia quirdrgica es
capaz de convertir a los mamiferos en animales que no responden ante el
cambio de estaciones, situacion que es revertida mediante la administraciéon
de melatonina (Warren, et al, 1993). La glandula pineal no solo debe
proporcionar informacioén acerca de la duracién absoluta del dia (o la noche),
sino que también debe indicar a todos los érganos el cambio relativo de esta
duracién. De esta forma, un Organo especifico puede iniciar ajustes
fisiolégicos de manera adelantada a cuando se requiera un cambio profundo.
El mensajero quimico que realiza estas y otras muchas _funciones acopladas
con el fotoperiodo es la hormona melatonina (5-metoxi-N-acetiltriptamina),

descubierta por Lerner y colaboradores en 1958 (Lerner, et al, 1958). Esta



hormona es capaz de inducir la serie de cambios ciclicos requeridos en los
mamiferos durante el paso de las estaciones, e incluso se han descrito efectos
sobre organismos que van desde vertebrados superiores a organismos
unicelulares (Cardinalli, 1981, Vivien-Roels y Pévet, 1993, Hardeland, et al
1993, 1994, Poeggeler,et al 1994). Estan descritos innumerables efectos del
fotoperiodo sobre parametros fisiolégicos; por ejemplo, en muchos
mamiferos, las fluctuaciones anuales en el potencial reproductivo y
termoregulacién estan ligadas a la informacién fotoperiédica recibida y a los

niveles de melatonina circulante (Saarela y Reiter, 1994; Eldon, 1993)

Traduccion de la informaciéon del fotoperiodo a un mensajero
quimico.
LA GLANDULA PINEAL COMO UN TRANSDUCTOR NEUROENDOCRINO.

La informacién de luz/oscuridad se traduce a un mensajero quimico en la
glandula pineal. Los nucleos supraquiasmaticos (NSQ), situados en el
hipotdlamo anterior, en la base del cerebro, envian fibras eferentes
postganglionares adrenérgicas a la glandula pineal por medio de neuronas
localizadas en los nGcleos paraventriculares, la columna celular
intermediolateral y en los ganglios cervicales superiores. (Reiter, 1981,
Moore, 1974) (figura 1). Los NSQ poseen un reloj circadiano que genera un
ritmo de sintesis de melatonina con una periodicidad de un poco mas de 24
horas. Normalmente, en ausencia de luz, los NSQ envian sefiales que activan
la sintesis de melatonina. Durante el dia la luz percibida por los ojos llega, via
el tracto retinohipotalamico, a los NSQ, inhibiendo su acciéon (Reiter, 1993b).
El tracto retinohipotalamico proviene de células ganglionares de la retina,
pasando hacia los NSQa través de los nervios Opticos. El neurotransmisor en
la interface de ambas regiones es muy probablemente el glutamato (Reiter,

1993b).



Pineal

Melatonina

v Médula toracica superior

FIGURA 1. Esquema simplificado de las conexiones neuronales entre la retina y la
glandula pineal. TRH: Tracto retinohipotalimico. NSQ; Nicleo supraquiasmatico. NPV:
Nicleo paraventricular. CIML: Columna intermediolateral. GCS: Ganglio cervical
superior. NE: norepinefrina. RA: Receptores adrenérgicos. '

La actividad sintética y secretoria de la glandula pineal esta

. determinada basicamente por la liberacion de norepinefrina (Axelrod, 1974),
de las fibras postganglionares descritas previamente, La liberacién de

; norepinefrina esta estrictamente asociada a la oscuridad, cuando el niucleo

supraquiasmatico es relevado de las sefiales inhibitorias percibidas por los
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ojos, debido a la interaccion de los fotones con la retina. Asi como la
liberacién de norepinefrina hacia los pinealocitos ocurre exclusivamente de
noche, la sintesis de melatonina ocurre primariamente durante la oscuridad.
Esta expresion nocturna de la sintesis de melatonina es tipica de los
mamiferos e incluso de todos los vertebrados, sin importar su patréon de
comportamiento locomotor y de alimentacién (Gern y Nervina, 1986 ).
Recientemente se identific6 un segundo reloj circadiano en retina de
mamiferos (Tosini y Menaker, 1996). La retina posee un ritmo de secrecién
de melatonina, el cual es modificado por la incidencia de luz, Al parecer, la
secrecion de melatonina en este tejido podria regular funciones visuales

como la regeneracién de conos y bastones, de una manera local.

SINTESIS DE MELATONINA
Via de sintesis de melatonina

La produccion de la hormona surge a partir del precursor 5-
hidroxitriptamina (serotonina), un neurotransmisor, el cual, mediante la
enzima N-acetiltransferasa (NAT), es acetilada. Este sustrato es metilado por
la enzima hidroxindol-O-metiltransferasa, para obtener finalmente a la

melatonina (figura 2). La enzima limitante de esta reaccion es la N-

acetiltransferasa.
O
~HCHaNLE llz(‘l Ilel( Qll3 Cl 1 CH, NI I( ( ih
OH u,( 0
X mow
H
5-HYDROXITRIPTAMINA N-ACETIL-5 HIDROXITRIPTAMINA N-ACETIL-5-METOXITRIFTAMINA
(SEROTONINA) (N-ACETILSEROTONINA) ( MELATONINA)

FIGURA 2: Via de sintesis de la Melatonina,



Regulacién de la sintesis de melatonina

A) Receptores adrenérgicos

Los mecanismos de traduccién de la sefial que gobiernan la produccién
de melatonina, involucran tanto receptores adrenérgicos a como R de la
membrana del pinealocito. La densidad de estos receptores presenta ritmos
de 24 hr (Pangerl, et al, 1990); se considera que estas fluctuaciones son
determinadas por la misma norepinefrina, la cual, al liberarse, provoca la
desensibilizacién o internalizacion de estos receptores (Romero, et. al., 1975;
Gonzalez-Brito, et. al., 1988).

B) Papel de los nucleétidos ciclicos en la regulacion de la sintesis de
melatonina.

La participacion de dos receptores diferentes en la regulacion de
segundos mensajeros, como en este caso, es un fendmeno comun en muchos
tipos celulares. La activacion de estos receptores produce un incremento de
AMP ciclico en los pinealocitos, fenémeno requerido para el aumento de la
produccién nocturna de melatonina (Axelrod, 1974; Klein, et al, 1981).
Ademas, otro nucleétido ciclico, GMP, también se eleva en la glandula pineal
de rata‘durante la noche, como consecuencia de la activacién de receptores
adrenérgicos (Klein, 1985), aunque su significado fisioldgico permanece
desconocido.

La importancia relativa de los mecanismos « y f§ adrenérgicos sobre la
estimulacion de la produccion de AMP ciclico ha sido investigada
ampliamente. La estimulacidon R adrenérgica en el pinealocito provoca un
aumento del AMP ciclico intracelular debido al incremento de la actividad de
la adenilato ciclasa (O'Dea y Zatz, 1976). La activacion de los receptores B

adrenérgicos por separado induce un incremento de 10 veces del AMP



ciclico; sin embargo, la estimulacién de los receptores « adrenérgicos no
produce ningin cambio en la acumulacién de nucledtidos ciclicos. (Vanecek,
et al,, 1985) Sin embargo, al activar ambos receptores por norepinefrina, la
acumulacién de AMP ciclico es potenciada hasta llegar a 100 veces el valor
inicial (Klein, 1985). Por lo tanto, la activacién de receptores R adrenérgicos
es un requerimieto indipensable para la acumulacion del nucledtido, siendo
los receptores alfa amplificadores del efecto.

La regulaciéon dual del AMPc por estos receptores también se traduce
en una estimulacién similar (por receptores R adrenérgicos) y una
potenciacion (por receptores alfa) sobre la actividad de la enzima NAT (Klein,
et al,, 1981), asi como de la misma melatonina (Santana, et al., 1989).

Se ha demostrado que una proteina que une GTP (proteina G) también
se encuentra involucrada en la estimulacion adrenérgica de la adenilato
ciclasa (Sugden, 1989, Ho, et al, 1987). Algunos estudios han ayudado a
clarificar los mecanismos mediante los cuales los receptores alfa
adrenérgicos potencian la produccién de AMP ciclico. La estimulacion de los
receptores alfa adrenérgicos incrementan tanto el diacilglicerol como el calcio
intracelular; estos dos procesos, de una manera sinérgica, estimulan a la
protein cinasa C (PKC) (Sugden, 1989). La activacién resultante de la PKC
aumenta a su vez la eficiencia de activacibn de la adenilato ciclasa,
- probablemente a través de su fosforilacion,

Los mecanismos de aumento en la actividad de la NAT y de la
melatonina, posteriores a este incremento de AMP ciclico, son menos
conocidos. La rapidez con que estos procesos se presentan, varia
~grandemente entre diversas especies. En la glandula pineal de criceto sirio, el
incremento nocturno de AMP ciclico y de la sintesis del ARN mensajero de
NAT, precede, por varias horas, a la expresién maxima de la actividad de la

enzima y del incremento de la melatonina intracelular. En este animal, la



melatonina pineal tiene su pico maximo de manera breve, ocurriendo de
manera tardia en la fase oscura, aproximadamente 8 horas después del inicio
de la noche. Sin embargo, el incremento del AMP ciclico y del ARN mensajero
de la NAT ocurre durante las primeras 4 horas de la oscuridad, mucho antes
de los picos de la enzima y hormona y en coincidencia con la liberacién
inicial de la norepinefrina (Reiter, 1990). Estos resultados obtenidos en el
criceto sirio contrastan con los de otras especies, en donde la liberacién de
norepinefrina lleva a rapidos incrementos en el AMP ciclico, actividad de la
enzima y produccién de la hormona. Estas diferencias en la velocidad
mediante la cual los eventos entre la estimulacién por norepinefrina y el
aumento de la melatonina parecen ser los determinantes de la diferencia
entre los patrones de actividad de la enzima entre diversas especies. A pesar
de esto, los niveles séricos de la hormona son muy parecidos, sin importar la
especie en estudio.

La secreciéon de la melatonina por la glandula pineal parece seguir
diversos patrones, de acuerdo a la especie, sin embargo, a pesar de estos
patrones, el incremento en los niveles de la hormona siempre es nocturno.
Mas aun, la duracion de la elevacion es proporcional a la duracién del
periodo de oscuridad, asi que las noches largas (fotoperiodos invernales) se
reflejan sobre incrementos mas pronunciados de la melatonina. Los
mecanismos moleculares que permiten a la glandula pineal realizar ajustes

de acuerdo a los periodos de luz y oscuridad son desconocidos.

Sitios extrapineales de sintesis de melatonina

Existen diversos sitios reportados, fuera de la glandula pineal, en
donde existe sintesis de la hormona. Entre ellos se encuentra: la retina
(Nowak, 1989), la coclea (Biesalski, et. al, 1988), y el intestino (Huether,

1993). De estos, el que produce una cantidad mayor es el intestino, cuyo



contenido es mayor que en otros érganos, incluyendo a la misma pineal. Se
piensa que la melatonina producida por este 6rgano es la encargada de

mantener los niveles séricos basales (Huether, 1993).

Transferencia de la expresion quimica del fotoperiodo al

organismo.

DISTRIBUCION DE LA MELATONINA

La melatonina producida es rapidamente liberada al torrente
sanguineo. Ademas de una liberacion circadiana (siguiendo diréctamente al
fotoperiodo), se ha encontrado un ritmo ultradiano (de acuerdo a la estacion)
(Reiter, 1990) El significado funcional de la liberacion episoédica de la
hormona no ha sido determinado, aunque estos cambios son importantes
para sus efectos finales,

Como reflejo de su rapida liberacién a partir de la glandula pineal, los
niveles séricos de la melatonina siguen de manera estrecha su tasa de
produccion (Reiter, 1990). La hormona es altamente lipofilica, lo cual
probablemente explique su rapida liberaciéon y el hecho de que existe una
transferencia veloz hacia otros fluidos; todos los liquidos corporales probados
hasta la fecha han sido positivos para su presencia. De esta maneré, su
presencia se ha reportado en el liquido cefalorraquideo (Hedlund, et al,
1976), saliva (Vakkuri, 1985), liquido folicular ovarico, (Brzezinkski, et. al,
1987) liquido seminal masculino, fliido de la cAimara anterior del ojo (Yu, et
al.,, 1990), leche y fliido amniético (Kennaway y Hugel, 1992). Es tipico que
en cada compartimiento exista un ritmo circadiano en sus niveles, que es, a
la vez, un reflejo exacto del encontrado en la sangre. Mientras que se piensa
que la presencia de la hormona en liquidos diferentes a la sangre se debe a

la transferencia pasiva por capilares del 6rgano en cuestion, los niveles en el



liquido folicular y ocasionalmente en el cefalorraquideo exceden los niveles
séricos. Los altos niveles en los foliculos ovaricos humanos sugieren un
proceso activo de transporte, considerando que el ovario es incapaz de

producir la hormona,

EFECTOS FISIOLOGICOS DE LA MELATONINA

Como resultado de la presencia de la melatonina en virtualmente todo
compartimiento del organismo, esencialmente todas las células estan
expuestas al ritmo circadiano de la hormona. Dado a que la melatonina
atraviesa rapidamente las membranas celulares, por su lipofilicidad, todos
los organelos son rapidamente expuestos a la hormona. Es, por lo tanto, poco
sorprendente que la supresion de la seiial luminosa periédica induzca
consecuencias fisiolégicas marcadas, tanto en estudios experimentales, como
clinicos. La melatonina se ha implicado en la regulacién y sincronizacién de
diversos procesos neurales y enddécrinos que son modificados por el
fotoperiodo. Entre estos tenemos la regulacion estacional de la reproduccion,
peso corporal, metabolismo, y color del pelaje en mamiferos como la oveja y
criceto (Tamarkin, et. al., 1985), y el control del ritmo circadiano en pajaros y
reptiles (Underwood y Harless, 1985). Ademas, la melatonina parece ser
capaz de regular varias funciones neuroenddcrinas complejas en seres
humanos, como el sueflo (Vriend, 1978), secrecion de hormona tiroidea
(Vriend, 1978) y de crecimiento (Smythe y Lazarus, 1973).

Actualmente no existe acuerdo sobre los 6rganos blanco para la funcién
sincronizadora de la hormona. Varios sitios anatémicos y celulares se han
propuesto (Stankov, et. al., 1991). Dentro de los efectos mas estudiados de la
melatonina se encuentra el control estacional de la actividad reproductiva en
diversas especies (Reiter, 1980). A este respecto, la interaccién de la

melatonina con el hipotdlamo seria indispensable para la regulacién de este
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proceso fisioldgico, dado a que los ciclos circadianos son regulados por este
6rgano. Este hecho que ha sido comprobado ampliamente (Reiter, 1980). En
un estudio, Glass (Glass y Lynch, 1982) demostré que al inyectar melatonina
en el nacleo supraquiasmatico del hipotalamo, se presentaba regresion del
estado proliferativo de las génadas, mientras que inyecciones de la hormona
en cualquier otro sitio del sistema nervioso central eran incapaces de
producir este fenémeno. Otros autores (Cardinalli, et. al., 1973; Anton-Tay, et.
al.,, 1938) han reportado que, posterior a la inyeccién de melatonina marcada
radioactivamente, se presentan altas concentraciones de la misma en el
hipotalamo. Ambos hechos apoyan la idea de que el efecto de la melatonina
sobre la reproduccién se debe, por lo menos en cierta medida, a su accién
sobre el hipotalamo. Este, a su vez, regula la secrecién de prolactina, que
finalmente act(ia sobre los 6rganos sexuales (Binkley, 1993). Sin embargo,
dados los mecanismos multiples de acciéon de la hormona y su distribucién
general en el organismo, no es posible descartar un posible efecto directo en

los diversos 6rganos y sistemas periféricos.
Mecanismos de acciéon de la hormona.

La mayor parte de los estudios apuntan hacia la presencia de varios
receptores y sitios de accién especificos, que median los efectos de la
hormona. Estos los podemos clasificar, por su localizacién, en tres grandes

grupos: membranales, citosélicos y nucleares (Dubocovich, 1995) (figura 3)
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FIGURA 3. Sitios de accién de la melatonina. Tomado de Dubocovich, 1995.

SITIOS DE ACCION MEMBRANALES

A pesar de que durante aifios ha estado disponible melatonina marcada con
tritio, poco progreso se realiz0 en este campo, dada la dificultad de
reproducir los primeros hallazgos de posibles receptores (Cohen, et. al., 1978;
Cardinalli, et. al., 1979), probablemente a la pobre calidad e inestabilidad de
este compuesto (Cardinalli, et. al, 1985). El panorama se despejé al
desarrollarse un agonista altamente purificado, marcado con una alta
actividad especifica, la [125]]2-iodomelatonina (Vakuri, et. al, 1984). Este
compuesto ha permitido determinar sitios de unién saturables, con una
cinética reversible de asociacion y disociacién, y una afinidad en el rango

picomolar, en preparados de membrana provenientes de cerebro de una
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gran variedad de especies (Kennaway y Hugel, 1992; Dubocovich, 1987;
Zisapel, and Laudon, 1987), apoyando la nociéon de un receptor membranal.
Sin embargo, en estos estudios existen ciertas inconsistencias en el perfil
farmacoldgico y distribucion de los sitios de union, lo cual se explica
mediante la propuesta de la existencia de dos receptores. ML-1, prese.nte en
retina, cerebro de pollo y pars tuberalis y el receptor ML-2, presente en el
cerebro de hamster (Dubocovich, 1988, 1995). ML-1 estd caracterizado por
su unién con la [125])2-iodomelatonina con una afinidad en el rango
picomolar, de manera reversible y saturable, y con una cinética de asociacién
lenta (Chong y Sudgen, 1994). En cambio, ML-2 presenta baja afinidad de
unién a la [123]}2-jodomelatonina, en el rango nanomolar, con una cinética
rapida de asociacion y disociacion (Pickering y Niles, 1992).

El primer posible receptor membranal de alta afinidad (ML-1a)
clonado, proviene de Xenopus Laevis, posee siete dominios hidrofobicos
transmembranales, y pertenece a la familia de receptores acoplados a
proteinas G (Ebisawa, et al, 1994). Posteriormente fueron cionados
receptores homalogos en humano y oveja (Reppert, et. al. 1994). Las regiones
codificadoras de estos receptores muestran una similitud del 60% con el de
Xenopus Laevis. Es importante destacar que la proteina recombinante de
estos genes expresada transitoriamente presenta la farmacologia del
receptor ML-1 (Reppert, et. al. 1994). Recientemente, el mismo grupo cloné
“un nuevo subtipo de receptor, denominado ML-1b, proveniente de retina de
humano (Reppert, et al 1995). Este receptor presenta las mismas
caracteristicas de union a la [125[]2-iodomelatonina que ML-1a (Reppert, et.
al, 1995a). De la misma manera, han sido clonados dos receptores
provenientes de retina de pollo (Reppert, et. al. 1995b). En este caso, uno de
ellos, con una similitud del 80% con el receptor de Xenopus Laevis.,

constituye probablemente un nuevo s'ubtipo de receptor ML-1, el ML-lc
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(Reppert, et. al. 1995b). Esta diversidad de subtipos sefiala la existencia de
una familia de receptores membranales para la melatonina. Es de destacar
que los tres receptores muestran afinidades similares para el ligando ["251]2-
iodomelatonina (Reppert, et, al. 1995 a, b).

La via de transduccion principal de los receptores membranales de alta
afinidad (ML-1) es la inhibicién de la formacion de AMP ciclico por la
adenilato ciclasa a través de una proteina G inhibitoria (Ebisawa, et. al. 1994,
Dubocovich, 1995) (figura 3). La melatonina disminuye los niveles de AMP
ciclico e incrementa los de GMP ciclico al administrarse a cultivos de
hipotdlamo de rata (Vacas, et. al., 1981, 1984). Mas aGn, la hormona es capaz
de inhibir la activacion de la sintesis de AMP ciclico en cultivos de astroglia
de rata, mediada por la activacion de receptores R adrenérgicos (Vacas, et
al., 1984).

Los receptores ML-2 no han sido clonados a la fecha. Pese a esto, se ha
propuesto una via de accién para ellos. Se ha demostrado que estos sitios de
unién estimulan la hidroélisis de fosfatiditilinositol (Popova, 1995). Esta
actividad parece estar ligada a la activacion de la via de fosfolipasas por
medio de una proteina G (Popova, 1995) (figura 3).

SITIOS DE ACCION CITOSOLICOS

Otro de los probables mecanismos de accion es el concerniente a la via
de transduccion mediada por calcio. El calcio es un segundo mensajero que
utiliza a la calmodulina como efector de su seial. Esta proteina sufre un
cambio de conformacién al unirse al calcio, lo que le permite efectuar una
serie de interacciones directas sobre diversas enzimas (adenilato ciclasa,
fosfodiesterasa) y proteinas estructurales (tubulina, proteinas asociadas a
microtabulos) para modificar su actividad y/o estructura, ademds de
interaccionar con otro tipo de enzimas clave de diversos procesos, las protein

cinasas, que a su vez amplifican la seiial primaria (figura 3). La melatonina
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es capaz de asociarse a la calmodulina de manera especifica, reversible y
saturable, con una alta afinidad, en el orden picomolar (Benitez-King, et. al,
1993). En un estudio utilizando células MDCKy NIE-115, la activacion de la
fosfodiesterasa por medio de la via calcio-calmodulina fué inhibida por
melatonina, de una manera dosis-dependiente, lo cual sedala que esta
hormona es un antagonista del sistema (Benitez-King, et. al., 1991), dado a

que no modificé la actividad basal de la enzima. Mas aan, se conoce que la
mobilidad electroforética de la calmodulina es modificada al incubarse con
calcio, y en este estudio, esta mobilidad fué alterada al co-incubar al
complejo calcio/calmodulina con concentraciones elevadas de la hormona
(10-5 M), lo que apoya mas esta idea.

Uno de los efectos mas estudiados de la melatonina es su accién sobre
el citoesqueleto celular, basicamente sobre el estado de polimerizacién de la
tubulina. A este repecto, existen reportes contradictorios: una serie de
publicaciones establecen que la melatonina es capaz de producir
polimerizacion de microtiibulos en diversos sistemas, mientras que algunos
otros reportan lo contrario. En el primer caso tenemos como ejemplos a la
estimulacion de agregacion pigmentaria, un proceso dependiente de
‘polimerizacién de tubulina, en una gran variedad de especies (Malawista,
1975; Messenger y Warner, 1977; Reed, et. al., 1969), el incremento en el
nimero de microtibulos en glandula pineal de rata (Freire y Cardinalli,
1975) y el alargamiento de procesos celulares, como en el caso de las células
MDCK y NIE-115, en donde se duplica su nimero (Benitez-King, et. al, 1990).
En sentido inverso, encontramos que la melatonina es capaz de inhibir el
movimiento de granulos (Funan, 19606), inducir la dispersion de granulos de
melanina (Reed, et, al., 1969) e inducir la disrrupcién del aparato mitdtico en
las puntas de raices de cebolla (Banerjee y Margulis, 1973); todos estos

procesos dependientes de la polimerizacion de tubulina. Mas ain la
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melatonina es capaz de inhibir el repolimerizacién de microtubulos en el
nervio cidtico de sapo (Piezzi y Cavicchia, 1981).

Para explicar estas divergencias, se ha sugerido que los efectos
observados de la hormona dependen de la concentracién de la misma
(Benitez-King y Anton-Tay, 1993, Huerto-Delgadillo, et. al. 1994). En el caso
de los efectos polimerizantes de la hormona, ésta fué utilizada a dosis bajas
(10-11 a 109 M) cercanas a su concentracion fisiologica. Por el contrario,
dosis farmacologicas elevadas (106 a 104 M) produjeron los efectos
despolimerizantes antes descritos. La polimerizacién de microtabulos es un
proceso dinamico en el que intervienen diversos factores, entre ellos, las
proteinas asociadas a microtibulos, diversas protein cinasas y el sistema
calcio-calmodulina. (Jefferson y Schulman, 1991). La calmodulina, a bajas
concentraciones, disocia e inhibe la polimerizacion de microtubulos
(Hinrinchsen, 1993); de la misma manera, antagonistas de la calmodulina
evitan este efecto y promueven el ensablaje. En un estudio in vitro y en
citoesqueletos in situ, se demostré que la melatonina, en concentraciones
nanomolares, es capaz de evitar la inhibicién de la polimerizacion de
microtabulos  provocada  por calcio-calmodulina,  mientras  que
concentraciones mayores desensamblan los microtibulos (Huerto-Delgadillo,
et, al., 1994). De esta manera, el efecto polimerizante, mas importante en un
contexto fisiolégico, seria dependiente del antagonismo de la calmodulina
antes mencionado, mientras que dosis farmacolégicas mas elevadas
inducirian efectos no dependientes de sitios de unién de ala afinidad, sino
de interacciones no especificas sobre la tubulina, que se sobrepondrian a la
unién especifica.(Huerto-Delgadillo, et. al, 1994). Otros héchos que apoyan
esta esta idea son el hecho de que la via de calcio-calmodulina es capaz de
generar los mismos cambios asociados a la administracion de la hormona; la

melatonina es capaz de asociarse y modificar su actividad; ambas colocalizan
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y la melatonina es capaz de inducir cambios en la expresién de la
calmodulina (Benitez-King, et. al,, 1991; Benitez-King, et. al., 1991b; Benitez- -
King, et. al,1993; Benitez-King y Antén-Tay, 1993). :

Es importante mencionar que en casi tocos los casos, el efecto
observado se ha presentado de manera tardia, como en el caso del
alargamiento de neuritas en células NIE-115 (Benitez-King, et. al, 1990), en
el que el efecto maximo estuvo presente a los tres dias de la incubacién con
la hormona. Este hecho podria sefalar la existencia de uno o varios
mecanismos indirectos que influenciarian la respuesta final del citoesqueleto
a la hormona. A este respecto es importante sefialar que la melatonina
inhibe in vitro la actividad de la cinasa 1l dependiente de calcio-
calmodulina (Benitez-King, et al, 19906). Esta enzima posee una gran
variedad de funciones, entre las que se encuentran la regulacién de la
sintesis y liberaciéon de neurotransmisores en el sistema nervioso, regulacién
de los canales de calcio y modulacién de la actividad de la fosfolipasa A2
(Bronstein, et. al.,, 1993). Una de las actividades reportadas de la enzima es la
capacidad de fosforilar in vitro a la proteina asociada a microtibulos MAP2,
inhibiendo su capacidad para estimular la polimerizacién de microtibulos
(Yamamoto, et. al.,, 1983). Por lo tanto, la habilidad de la melatonina para
inhibir a la cinasa Il dependiente de calcio-calmodulina podria colaborar con
la polimerizacion de microtibulos reportado.

"Dado la infinidad de procesos fisiolégicos regulados dirécta o
indiréctamente por la melatonina, se ha sugerido que esta hormona pueda
influenciar diversas funciones celulares mediante su efecto sobre procesos
dependientes del estado de la estructura microtubular (Cardinalli, 1981). Es
reconocido que muchos procesos celulares dependen estréchamente de la
formacion de estructuras microtubulares y dia a dia se demuestran mas
(Biegel y Pachter, 1992).
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SITIOS NUCLEARES DE ACCION

Algunos estudios han demostrado la presencia melatonina en nucleos
en diversos tipos celulares, sugiriendo que la hormona pueda tener alguna
funcién a ese nivel (Anton-Tay, et al. 1988, Menendez-Pelaez, et, al. 1993;
Menendez-Pelaez y Reiter, 1993). Mas aun, se han descrito y caracterizado
sitios de unién especificos para la hormona en nucleos de hepatocitos de rata
(Acuna-Castroviejo, et. al., 1994). Recientemente se ha establecido que la
melatonina es capaz de unirse y activar a un receptor nuclear huérfano,
perteneciente a la familia de los receptores para acido retindico, el RZRR, con
afinidades en el orden nanomolar (Becker-André, et. al, 1994). Ademas, se
ha reportado que la melatonina también es un ligando especifico de otras dos
variantes de este receptor huérfano, RZRa y RORR, el primero de los cuales es
un transinhibidor del gen de 5-lipooxigenasa, un mediador bioquimico de la
inflamaciéon (Steinhilber, et al. 1995, Wiesenberg, 1995), implicado en la
produccién de radicales libres (Lon, et. al., 1995). RORR se expresa en sitios
anatomicos extraneurales, por lo que se acciéon podria mediar efectos
sistémicos. Ademas de estos efectos directos, dados los blancos membranales
y citosélicos, pueden esperarse diversos acciones indirectas sobre el ndcleo.
Por ejemplo, la cinasa 1l dependiente de calmodulina fosforila al factor de
transcripcién CREB, por lo que su inhibicién podria regular la eXpresi()n
génica regulada por calcio (Dash, et. al, 1991). Estos hallazgos apoyan la idea
de la existencia de otros posibles efectos celulares de la hormona, a nivel
nuclear, y abre una gran expectativa, dado a que este tipo de receptores se
encuentran involucrados en una gran variedad de procesos fisiologicos y
patoldgicos, particularmente durante el crecimiento y desarrollo, por medio
de su habilidad de activar o reprimir la transcripcion de genes especificos
(figura 3).
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OTROS SITIOS DE ACCION A

Ha sido demostrado que la melatonina es un eficiente capturador de
radicales libres (Reiter, 1995). Estas moléculas son capaces de dafar diversos
componentes celulares, entre ellos membranas, diversas proteinas vy,
particularmente, el ADN. Existen diversos mecanismos que protegen a las
células de estos darios, capturando a los radicales o evitando el dario de ellos.
Entre ellos se encuentran enzimas como la superéxido dismutasa, la catalasa
y glutation peroxidasa y diversos compuestos, como la acido ascérbico y el
tocoferol. La melatonina es la sustancia con mayor poder de captura de
radicales hidroxilo y uno de los mayores capturadores de radicales peréxido
(Reiter, 1995). Dado a que la produccién de radicales libres y su consecuente
dario se han invocado como uno de los factores que llevan a la senescencia,
se ha especulado que la melatonina podria tener un papel en este proceso
(Pierpaoli, 1994). Se ha demostrado que el envejecimiento y el desarrollo
estin asociados con una caida substancial en la secrecion nocturna de
melatonina (Reiter, 1992). Ademas, la deficiencia de melatonina en
organismos viejos esta acomparnada por una mayor sensibilidad al dafio por
radicales libres (Reiter, et. al., 1993a). Se ha sugerido que la deficiencia del
ritmo de secreciéon de la melatonina en organismos envejecidos puede
contribuir al proceso de envejecimiento asi como a las enfermedades
asociadas a este (Reiter, et. al. 1993a), tales como el cancer. Este grupo de
patolog.ias estan causadas por alteraciones del ADN, y dado a que la
melatonina es capaz de inhibir el dafio genético por radicales libres, se ha
postulado que puede actuar como un agente qtie previene la carcinogénesis
(Tan, et. al, 1994) e incluso como oncostdtico. Desde un punto de vista
evolutivo, se ha postulado que la melatonina podria haber evolucionado

desde el momento en que los organismos fotosintéticos comenzaron a
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producir grandes cantidades de oxigeno y otras células comenzaron a utilizar
este compuesto altamente reactivo para la respiracion y metabolismo (Reiter,
1993b). Es interesante el hecho de que los radicales libres poseen actividad
como segundos mensajeros, activando diversas vias de transduccién (Kahn y
Wilson, 1995). La via principal utilizada por los radicales libres es la
mediada por el factor de transcripcién NFkB, (Los, et al., 1995) involucrada
en uha gran variedad de eventos intracelulares, principalmente en células
del sistema inmune y muy probablemente en el proceso de muerte celular
por apoptosis. De esta manera, aunque auan no investigadas, estas vias

podrian mediar acciones intracelulares de la hormona.

Por altimo, es necesario mencionar que la melatonina es capaz, en
algunos tipos celulares, de inhibir la proliferacion (Crespo y
Fernandezviadero, 1994). Aunque no se conoce aun el mecanismo de este
efecto, se han postulado diversas explicaciones. Entre ellas se encuentran las
conocidas modificaciones sobre los microtibulos que son requeridas para la
transicién de la fase G2/M de ciclo celular (Thibier, et al, 1992), y
fend6menos relacionados con la presencia de la melatonina en el ndcleo, dado
a que en el estudio mencionado (Crespo y Fernandezviadero, 1994) se
encontro uﬁ antagonismo al administrarse estradiol de manera concomitante.
Apoyando este hecho, un estudio ha demostrado incrementos e inhibiciones
en diversos ARN mensajeros relacionados con el ciclo celular (Molis, T. M., et.
al. 1995). Otwra via por la cual se podria inhibir el crecimiento celular es el
antagonismo sobre la calmodulina descrito previamente (Huerto-Delgadillo,
et, al, 1994), dado a que los antagonistas de esta proteina son capaces de
retardar el crecimiento celular (Hait, 1987). Ademas, en células NIE-115, la
melatonina inhibe la proliferacion celular, correlacionandose este hecho con

una disminucién de los niveles de la calmodulina, a los mismos tiempos (3 a



6 dias de exposicion) (Benitez-King, et. al., 1994b)
Mecanismos de regulacién de proteinas del citoesqueleto.

A continuacién, dada la naturaleza del presente trabajo expondré los
mecanismos de regulacién de la expresion de dos proteinas del citoesqueleto,

que representan blancos de la hormona: tubulina y MAP2.
Regulacion de la expresion de R tubulina.

La regulacién de la expresion de la R-tubulina es un fenémeno
complejo, en donde no sélo el control de la transcripcion, de la estabilidad del
mensajero y la vida media de la proteina se manifiestan como claves para
ésta, sino que existe un acoplamiento entre la traduccién de la misma y la
estabilidad de su ARN mensajero, lo que se refleja en la expresion aitima de
este gen.

La tubulina es el principal componente de los microtabulos, y existe
formando un heterodimero de subunidades o y § que se encuentran en un
equilibrio dinamico con su contraparte polimerizada. La sintesis de la
tubulina se encuentra estréchamente acoplada al estado de polimerizacion
del microtibulo. Al aumentar la concentracién de las subunidades de
tubulina, por ejemplo, mediante despolimerizaciéon de los microtibulos por
diversas drogas, (Ben Ze'ev, et. al, 1979; Cleveland, 1988), o mediante
microinyeccién de subunidades de tubulina no ensambladas (Cleveland, et.
al., 1983), lleva a una rapida y especifica inhibicién de la sintesis de tubulina
a y B, causada por una disminuciéon en los niveles del ARN mensajero de
tubulina (Cleveland, et. al., 1981). Cierto namero de observaciones ha llevado

a la conclusion de que la modulacién de la sintesis de tubulina en respuesta a
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la concentracién de subunidades de tubulina es un evento postranscripcional.
Primero, experimentos de transcripcién in vitro en nucleos aislados ("run-
on") no revelan cambios en la tasa de sintesis de ARN mensajero de los
genes de tubulina, al tratar a la células con colchicina, un agente que induce
despolimerizacién de microtubulos (Cleveland y Havercroft, 1983). En
segundo lugar, la disminucion en la tasa de sintesis de tubulina inducida por
colchicina se manifiesta incluso en células anucleadas (Caron, et. al, 1985;
Pittenger y Cleveland, 1985). Finalmente, genes hibridos compuestos por
secuencias que codifican para tubulina y promotores heterélogos contintian
presentando cambios de expresién en respuesta a cambios en los niveles de
subunidades de tubulina (Gay, et. al., 1987). Existe otra serie de evidencias
que indican que los niveles de ARN mensajero de R-tubulina se regulan de
manera cotraduccional. Primero, solo los ARN mensajeros traducidos son
regulados (Pachter, et al.,, 1987), ademas de que una sefial de terminacién de
la traducciéon prematura hace que ese ARN no sea ya regulado. Segundo,
todas las mutaciones que alteran la secuencia del ARN mensajero en el
segundo o tercer coddn, pero que ain codifican para polipéptidos idénticos,
producen un ARN que sigue siendo regulado (Gay, et al., 1987). Tercero,
para poder.poseer una inestabilidad regulada, el dominio minimo del ARN
que especifica inestabilidad debe ser traducido en el orden correcto (Gay, et.
al., 1987). Estos datos, aunados a las observaciones de que cambios en la
concentracion de tubulina sin ensamblar inician la degradacién del ARN
mensajero de tubulina, sugieren un modelo en el que las subunidades no
ensambladas de tubulina se unen cotraduccionalmente a los péptidos
nascientes de tubulina, y de alguna manera inician la degradaciéon del ARN
mensajero unido al polisoma, modelo para el cual existe evidencia fisica
(Theodorakis y Cleveland, 1992) (fig. 4).
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FIGURA 4 : Modelo de autoregulacion de la inestabilidad del ARN mensajero de R

Tubulina (Clcveland, 1988). Las subunidades libres de alfa y beta tubulina se unen-al
tetrapéptido naciente de los ribosomas de la misma proteina (metionina, arginina,
glutamina e isoleucina) de una manera cotraduccional. Esta unién se traduce en la
reclutacion de ARNasa (s) que degracdan al ARN unido al polisoma. Este efecto, por ende,
es diréctamente proporcional. |

Regulacion de la MAP2

El proceso de alargamiento de neuritas depende, entre otros
mecanismos, de la estabilizacion de microtubulos por las proteinas asociadas
a estos (MAP). Dentro de estas la MAP2 es considerada como uno de los

elementos mas importantes en este proceso, que, mediante su participacion
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como enlace y establizante de la arquitectura dendritica, mediante su
habilidad de promover la polimerizacién microtubular (Freidrich y Aszddi,
1991) puede mediar el alargamiento de neuritas. In vitro, la habilidad de
esta proteina para promover la polimerizacién de & tubulina, es inhibida por
fosforilacién via la cinasa dependiente de AMP ciclico (PKA) y/o por la cinasa
Il dependiente de calmodulina (Yamauchi y Fijisawa, 1983; Selden y Pollard,
1983). Este efecto se presenta dada la presencia de 13 sitios fosforilables en
su secuencia, que son consenso para la PKA (Jefferson y Schuman, 1991),
ademas de la presencia de igual nimero de sitios para la cinasa dependiente
de calmodulina (Vallano, et al, 1985). Estd demostrado que existe un
incremento en la fosforilacion de esta proteina durante la extension de
dendritas (Diez-Guerra y Avila, 1995). Es importante destacar que en este
estudio, el mapa fosfopeptidico de la MAP2 fosforilada coincide con el mapa
obtenido al incubar a MAP2 in vitro con cinasa Il dependiente de
calmodulina, por lo que se sugiere que esta cinasa puede tener un papel en
este proceso. El efecto de la fosforilaciéon sobre la vida media de la MAP2 no
ha sido estudiado. La proteina es rica en secuencias "PEST" (prolina (P),
glutamina (E), serina (S) y treonina (T)), sefiales putativas para la rapida
degradacién proteolitica, por lo que ésta debe de encontrarse separada o
protegida de proteasas intracelulares, para poder ejercer su funcién. De esta
manera, se ha encontrado que es posible detectar MAP2 marcada varios dias
después de ser inyectadas a neuronas en cultivo (Okabe e Hirokawa, 1989).
A este respecto, las secuencias "PEST" deben de encontrarse resguardadas de
las proteasas, por medio de la interaccion con otras proteinas y/o por
modificaciones en su estructura secundaria, dado a que, in vitro, la MAP2 es

degradada rapidamente por calpaina (Johnson, et. al,, 1991).
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ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION.

En un estudio realizado en 1990, se demostré que la hormona
melatonina era capaz de inducir un incremento de 100% en el nimero de
células NIE-115 con neuritas (Benitez-King, et. al, 1990). Es generalmente
aceptadd que el crecimiento de neuritas es un proceso que se logra a través
del alargamiento de microtibulos, mediante la colaboracion de una serie de
proteinas asociadas a microtibulos (MAP). En el estudio mencionado, las
prolongaciones neuriticas se hicieron mucho mas evidentes al tefir
especificamente a la tubulina mediante inmunofluorescencia indirecta. En
este mismo tipo celular es posible inducir un proceso de diferenciaciéon
mediante diversos estimulos (administracion de dimetilsulfoxido, ausencia
de suero en el cultivo); proceso que va asociado a un incremento dramatico
en la longitud y nimero de prolongaciones. Se ha demostrado que, durante el
proceso de alargamiento, se incrementa la expresion de una de las isoformas
de la R tubulina, la cual se presenta Ginicamente en la célula diferenciada con
neuritas (Eddé, et. al., 1981). Asimismo, se ha demostrado que durante la
diferenciacién, de las 5 isoformas expresadas en estas células, una de ellas
sufre un proceso de fosforilacién, el cual depende del estado de
polimerizacién de la tubulina (Gard y Kirschner, 1985). Aunque no se ha
corroborado, dada la dificultad que existe para correlacionar las mobilidades
electroforéticas con la secuencia especifica de la proteina, es muy probable
que se trate de la misma isoforma, dado a que ambas se presentan
unicamente en el estado diferenciado de la célula y en estrecha relaciéon con
el crecimiento de neuritas y se sabe que este tipo de modificaciones
postraduccionales son capaces de ejercer efectos profundos sobre las
migraciones electroforéticas de las proteinas. Por otro lado, sélo se ha
efectuado un estudio directo del efecto de la melatonina sobre el estado de

polimerizacion de la tubulina, en un experimento in vitro (Huerto-Delgadillo,



25

et al. ,1994). En este estudio se demostré que la melatoniha actiia como un
antagonista de la calmodulina, eliminando el efecto inhibitorio que esta tiene
sobre la polimerizacién de tubulina.

Dado a que se conoce que:

1) La administracién de la hormona melatonina es capaz de inducir el
crecimiento de neuritas en células NIE-115.

2) En otros modelos, este proceso se asocia a cambios en la expresion de R
tubulina,

3) In vitro, y en citoesqueletos in situ es posible promover la polimerizacién
de tubulina mediante esta hormona.

El presente estudio se realizé con el fin de investigar la posibilidad de
la existencia de cambios en la expresiéon de esta proteina durante la
alargamiento de procesos celulares provocada por la hormona, en un estudio
en células vivas. Ademas se probé la hipotesis de si estos cambios podrian
explicarse mediante el modelo propuesto de autoregulacién cotraduccional,
realizando, ademas, un primer intento de profundizacién en este tema, al
analizar los niveles relativos de la MAP2, una proteina intimamente ligada al

proceso de alargamiento de neuritas.

OBJETIVOS GENERALES.

-DETERMINAR EL EFECTO DE LA HORMONA MELATONINA SOBRE EL ESTADO
DE POLIMERIZACION, EXPRESION Y NIVELES DE ARN MENSAJERO DE LA R
TUBULINA EN CELULAS DE NEUROBLASTOMA MURINO NIE-115

-DETERMINAR EL EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA EXPRESION DE LA
MAP2.
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OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Determinar los niveles relativos de R tubulina polimerizada y soluble
durante un curso temporal en estas células tratadas con dosis fisiolagicas de
la hormona.

2. Determinar los niveles del ARN mensajero especifico de R tubulina durante
un curso temporal bajo tratamiento con melatonina.

3. Determinar los niveles totales de expresion de R tubulina durante un curso
temporal en células NIE-115 tratadas con melatonina.

4. Determinar los niveles de expresion de una de la proteina asociada a

microtibulos MAP2 durante el tratamiento con la hormona.

HIPOTESIS.

La administracion de melatonina a células NIE-115 provocard un
incremento en los niveles de R tubulina polimerizada.

Este incremento se acompafara de una elevacion en los niveles del
ARN mensajero de esta proteina.

Los niveles totales de R tubulina aumentardn de manera concordante al
incremento de ARN mensajero.

La proteina asociada a microtibulos, MAP2, aumentara sus niveles de
manera previa a los cambios antes mencionados.

Los efectos de la melatonina sobre estos componentes del citoesqueleto

se encontraran relacionados de manera temporal.
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MATERIAL Y METODOS

CULTIVO CELULAR.

Para todos los experimentos se utilizaron células de neuroblastoma
murino NIE-115, cultivadas en medio minimo esencial modificado por
Dulbecco (DMEM) con 4.5 gr de glucosa, 15% (vol/vol) de suero fetal bovino,
usando una atmoésfera himeda con 5% de COp, a una densidad de 7000
células por mm3, Esta ultima densidad fué elegida dado a que la respuesta
maxima a la hormona, en este tipo celular, se presenta a baja confluencia
(Benitez-King, et. al,, 1990). Despues de sembradas, las células se dejaron una
noche antes de iniciar los cursos temporales. La hormona (Sigma) fué
disuelta en etanol (50 ul por cada mg) y diluida a una concentracién de 10-6
M en una solucién amortiguadora con glicerol (solucion de dilucién, Lopata,et.
al, 1987). Esta solucidn fué esterilizada por filtraciéon (0.22 um) y aplicada
directamente al medio, para obtener una concentracién final de 10-9 M. Para
el testigo, se realizaron las mismas diluciones, sin agregar la melatonina.
Durante los diversos cursos temporales, se realizaron cambios de medio
diariamente, agregando melatonina diluida como se menciona o solucién

blanco. La hormona fué preparada siempre en fresco.

INMUNOFLUORESCENCIA.

‘ Las células fueron sembradas sobre cubreobjetbs estériles, bajo las
condiciones antes mencionadas, sobre cajas petri. A los tiempos sefialados de
tratamiento, con la hormona o vehiculo, los cubreobjetos fueron incubados
con solucién estabilizadora (Lopata, et al, 1987) de microtibulos, a 37°C,
por 30 segundos, para posteriormente ser incubados con solucidn

estabilizadora Il, que incluye triton X-100, al 0.5% (vol/vol), también a 37°C,
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por 50 segundos. Las laminillas se lavaron por altima vez con solucidén
estabilizadora para ser fijadas inmediatamente con metanol/acetona en una
proporcion de 3:1, a -70°C por 3 minutos y secadas al aire (Lopata, et. al,
1987). Los cubreobjetos en paralelo, fueron rehidratadas con 3 cambios de
PBS de Dulbecco a temperatura ambiente; cada cambio de 5 minutos. Las
muestras se bloquearon con PBS/albimina al 3%, por 1 hora y se incubaron
con un anticuerpo monoclonal (Boehringer Manheim, clona KMX-1) a una
dilucién 1:20 en PBS/albumina por 2 horas. Después de tres lavados con PBS,
se incubaron con el anticuerpo secundario, acoplado con rodamina (Dako) a
una dilucién de 1:20 en PBS/albumina al 3% por 1 hora. Finalmente se
lavaron S veces con PBS (5 minutos cada vez), se montaron en medio acuoso
para compuestos fluorescentes (Antifading, Dako) y se fotografiaron en un
microscopio Olympus, mediante objetivo de inmersién (aumento de 100x),
utilizando los mismos tiempos de exposiciobn para cada muestra (45
segundos). La pelicula utilizada fué Tri-X-Pan (Kodak) usando una velocidad
de ASA 800. El revelado se realizd acorde con esta velocidad (Microdol,
Kodak). Como control se realizd6 el mismo procedimiento, omitiendo el
anticuerpo primario, en donde no se observd localizacién de estructura

alguna.
CUANTIFICACION DE R TUBULINA EN LAS DIVERSAS FRACCIONES.

EXTRACTO TOTAL.

Las células, cultivadas como se menciond anteriormente, en cajas de
100 mm3 se rasparon con un gendarme, se lavaron una vez con PBS y se
lisaron en buffer de Laemmli (Laemmli, 1970), a razon de 2 ul por mm3 de
superficie y hervidas por 5 minutos. El ADN fué degradado mediante paso

por jeringa, y las muestras centrifugadas a 15 000 x g por 1 hr, a 4°C
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(Sambrook, 1989).

FRACCIONES SOLUBLE Y POLIMERIZADA.

Las células, cultivadas en cajas de 100 mm3 utilizando las
condiciones mencionadas anteriormente, fueron extraidas de acuerdo al
método de Lopata (Lopata y Cleveland, 1987), como se describe a
continuacion: Las células se lavaron 2 veces con PBS a 37 °C y 2 veces con
solucién estabilizadora de microtibulos A. El extracto celular soluble se
obtuvo mediante extraccién en 1 ml de solucion estabilizadora A con 0.5% de
tritén X-100 (vol/vol) por 5 minutos a 37°C. Esta solucién fué removida de la
caja y todo el material insoluble eliminado por centrifugacién a 12 000 x g
por 1 minuto, a 4°C, para llevarse al 1x de concentracién en solucién de
Laemmli, agregando 280 pl de una preparacion al S5x y 120 ul de
mercaptoetanol, la fraccién polimerizada de citoesqueleto remanente,
incluyendo a la pastilla de la extraccion anterior, fué solubilizada en 1.4 ml
de solucién de Laemmli 1x. Después de hervir por 3 minutos, el ADN se
eliminé de la fraccién polimerizada por centrifugacién a 12 000 x g. Ambas
fracciones se concentraron mediante precipitacion con 9 volfnménes de
metanol helado (-20°C), después de la adiciéon de acarreador (ARN de
tranferencia (Sigma)) a una concentracion final de 100 pug/ml Después de
una incubacién por 2 horas a -70°C, la proteina precipitada se recuper6
mediante centrifugacién a 9000 x g por 20 minutos a 4°C. Ambas pastillas
fueron secadas por vacio (speedvac) y resuspendidas en 200 pl de solucién

de Laemmli 1x, para conservarse en alicuotas a -70°C.

CUANTIFICACION DE PROTEINA.
Dado a que la muestras se encontraban en una soluciéon con alto nivel

de detergente, fué necesario utilizar un método para cuantificar de manera
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exacta la cantidad de proteina. Para este fin se us6 el método de Bradford
(Bradford, 1976) modificado por Pande (Pande y Murthy, 1994), el cual
permite realizar cuantificaciones exactas en extractos con alto contenido de
detergente, sales y lipidos, en cantidades minimas de muestra, 10 ul de
muestra de cada punto analizado se diluyeron con 190 ul de agua
desionizada, a los que se agregaron 10 pl de una solucién de 500 mM de
fosfato de potasio (Sigma), pH 7.4, 10 ul de cloruro de calcio (Sigma, grado
biologia molecular) y 1 ml de etanol absoluto (Baker, grado reactivo),
agitandose por 2 minutos. Las muestras se centrifugaron a 7000 x g por 1
minuto y el sobrenadante se aspiré mediante vacio, agregandose 100 pl de
agua desionizada y 900 pul de etanol a la pastilla. Después de resuspenderla
mediante el uso de un vértex, nuevamente se retiré el sobrenadante por
aspiracion, posterior a centrifugacién a 7000 x g por 1 minuto. A la pastilla
obtenida de esta manera, se le agregaron 100 ul del concentrado de tinciéon
(ver apéndice) y se dejé reposar por 5 minutos sin agitaciéon. Finalmente se
agregaron 400 pl de agua y la concentracién de proteina se determind
mediante la medicién de la absorbancia a 595 nm en un espectrofotdometro, a
partir del sextb minuto posterior a la adiciéon del agua. Para este ultimo fin,
se realiz6 una curva patrén con albumina, sometida al mismo procedimiento
descrito, utilizando también un blanco sin proteina. Las muestras se
cuantificaron por triplicado. Para corroborar la lectura, 10 pg de proteina
determinada por el método anterior se sometieron a electroforesis
desnaturalizante en un gel de acrilamida al 10 %. Con el fin de realizar esto,
se realizd densitometria de cada uno de los carriles. La variacién entre cada

uno fué menor de 2.5%.

PURIFICACION DE TUBULINA TOTAL DE CEREBRO.

Con el fin de comprobar la especificidad de los anticuerpos usados,
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se procedid a purificar tubulina a partir de extractos de cerebro. Para este
fin, se purificé tubulina a partir de cerebro de criceto sirio, utilizando el
método de polimerizacién-despolimerizacion. Este método se basa en la
facultad que posee la tubulina de ensamblarse in vitro en condiciones que
favorecen este proceso, basandose en los requerimientos in vivo. Asi, las
subunidades de tubulina, en presencia de nucleétidos (GTP), osmolaridad y
temperatura adecuada (37°C) son capaces de asociarse para formar
microtubulos. El proceso es acelerado por la presencia de altas
concentraciones de glicerol. Los microtibulos asi formados son facilmente
aislados por centrifugacion, dado su alto peso molecular, separdndose asi de
otras proteinas no deseadas. Estos microtabulos son despolimerizados al
exponerse a temperaturas mas bajas, repitiendo el proceso hasta obtener
una preparaciéon relativamente pura. Debido a que en este proceso de
purificacién se aprovecha la alta afinidad entre las subunidades de tubulina,
cualquier otra proteina que presente esta misma caracteristica copurificara
con la misma. De esta manera, también se aislan las proteinas asociadas a
microtabulos. Para este fin se utilizaron 3 cricetos sirios adultos, sacrificados
por decapitacion, adaptando el método de polimerizacion-despolimerizacion
de Shelanski (Shelanski, et al, 1973). Los cerebros se removieron
i.nmediatamente, y se cortaron en pequefios trozos dentro de solucién de
polimerizacién a 4°C. El tejido cortado fué lavado 2 veces y homogenizado en
1 ml de la solucién descrita por gramo de tejido en un homogenizador de
teflén en velocidad baja con 10 golpes. El homogenado se centrifugé a 100
000 x g por 1 hora a 4°C. La pastilla fué descartada y al sobrenadante se le
agregd un volumen igual de glicerol al 8 M. La muestra se incubé por 1 hora
a 37°C y se centrifugd por 1 hr a 100 000 x g a 25°C. El sobrenadante se
descartd y la pastilla fué resolubilizada en solucién de polimerizacion fria

mediante homogenizador de cristal, para ser incubada en hielo por 30
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minutos, Nuevamente la muestra se centrifugé a 100 000 g por 1 hr a 4°C. El
sobrenadante se volvid a mezclar con un volumen de glicerol al 8 M,
agregandose GTP hasta llegar a una concentraciéon de 1 mM (a partir de un
concentrado de 1 M en agua deionizada). La muestra se incubé a 37°C por 2
horas, para centrifugarse nuevamente a 100 000 x g por 1 hora a 25°C. La
pastilla se resuspendié en buffer de polimerizacién y 4 M de glicerol para
guardarse a -70°C. Para comprobar la purificacién de tubulina, una alicuota,
cuantificada mediante el método descrito anteriormente, se sometié a
electroforesis en un gel desnaturalizante de acrilamida al 10% que se tiiié
con azul de Coomasie. La recuperaciéon de proteina fue de aproximadamente
el 5% del total, con una pureza del 93%, a juzgar por la relacién con la
cantidad de proteina del extracto total y por una densitometria del gel de
tubulina purificada. Modificando las condiciones de la electroforesis
(elevando el pH del gel separador a 9.5), fue posible separar las principales
isoformas de la tubulina (« y R). De la misma manera, fue posible visualizar
dos bandas de alto peso molecular correspondientes a proteinas asociadas a
microtibulos, una de las cuales se identificé como la proteina MAP2 La
especificidad de los anticuerpos utilizados fue demostrada al transferir un
gel desnaturalizante al 6 y 10% con diversas concentraciones de tubulina
purificada, a un filtro de nitrocelulosa, para ser incubado con los anticuerpos
usados, comprobando la presencia de una sola banda en el peso molecular

esperado. (ver inmunocuantificacion).

INMUNOCUANTIFICACION

Para cuantificar los niveles relativos de f tubulina se utiliz6 la técnia
de "Western blot".
A) Separaciéon de proteinas en geles de poliacrilamida,

Diez ug de extracto total y extracto polimerizado y 30 pg de extracto soluble,
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de los diversos tiempos analizados en los experimentos fueron sometidos a
electroforesis en un minigel desnaturalizante de acrilamida, con un gel
concentrador al 2%, pH 6.8 y un gel separador al 10%, pH 9.5, utilizando una
solucién de corrida que contenia SDS (Laemmli, 1970). Las muestras se
hirvieron por 3 minutos y el gel sometido a una corriente de 40 mAmp por
45 minutos, hasta la salida del frente de corrida.

B) Transferencia de proteinas a filtros de nylon.

Posteriormente los geles se equilibraron en solucién de transferencia por 15
minutos y sometidos a una transferencia himeda sobre un filtro de nylon
(Zetaprobe, Biorad) toda la noche, en cuarto frio, con un corriente de 300
mAmp vy recirculacion de agua. Los filtros se secaron al aire y el gel
remanente fue teiiido con azul de Coomasie para corroborar la eficiencia de
la transferencia.

C) Immunocuantificacion.

A continuacién los filtros se lavaron 3 veces en PBS (5 minutos cada vez) y
los sitios reactivos se bloquearon con solucion de bloqueo (Blotto) por 4
horas a temperatura ambiente, en agitacion continua. Posteriormente los
filtros fueron incubados con una dilucién 1:20 de un anticuerpo monoclonal
-anti-R  tubulina (Boehringer Manheim, clona KMX-1) en PBS/leche
descremada al 5% con azida de sodio al 0.2%, por 2 horas. Después de tres
lavados de 15 minutos en PBS y uno en TBS, los filtros se incubaron en una
diluciéon 1:300 de un anticuerpo anti-lgG de ratén, manufacturado en cabra,
acoplado a peroxidasa (Biorad), en una solucion de leche al 5% en TBS por 2
horas. Posterior a 4 lavados de 20 minutos cada uno, en TBS, la cantidad
relativa de anticuerpo secundario unida se determiné mediante
quimioluminiscencia, utilizando como sustrato luminol y como potenciador
un compuesto comercial (Boehringer Manheim). Los filtros se expusieron a

radiografias (X-Omat, Kodak), por tiempos equivalentes, revelandose
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convencionalmente. La cuantificaciéon relativa se realiz6 mediante
densitometria por transmitancia utilizando un espectrofotémetro a 560 nm
(Beckman).

En el caso de la cuantificacion de la proteina MAP2, se utilizo
extracto total de los diversos tiempos (30 pg), de acuerdo a lo mencionado
anteriormente, con las siguientes modificaciones: la electroforesis
desnaturalizante se realiz6 con un gel separador al 6%; la transferencia se
efectu6 en soluciébn modificada de transferencia, (ver apéndice) con una
corriente de 500 mAmp, por 24 horas y el anticuerpo monoclonal utilizado

provino de la clona AP20 (Boehringe Manheim), a una dilucién de 0.1 pg/ml.
CUANTIFICACION DEL ARN MENSAJERO DE R TUBULINA

Para este fin, se utiliz6 ARN total, aislado de acuerdo al método
modificado de Chomzynski (Chomzynski y Sacchi, 1987). Las células NIE-115
se crecieron en las condiciones anteriormente mencionadas, en cajas de 500
mm3. A los tiempos sefialados, el medio fué aspirado y las células raspadas
con gendarme, lavadas una vez con PBS y lisadas en 150 pl de solucion A
(ver apéndice). A este volumen se le agregaron 15 ul de acetato de sodio 3
M, pH 4; 1 volumen de fenol saturado con agua y 30 ul de cloroformo y
fueron incubadas 15 minutos en hielo. A continuacion, las muestras se
centrifugaron a 7000 x g por 30 minutos y la fase acuosa se separd, para ser
precipitada con 0.1 volumen de NaCl S M y 1 volumen de isopropanol. Las
muestras se centrifugaron a 12 000 x g por 20 minutos a 4°C y la pastilla se
resuspendié en 50 pl de buffer A, repitiéndose el procedimiento
anteriormente mencionado. La pastilla resultante se resuspendié en agua
desionizada tratada previamente con dietilpirocarbonato y una alicuota se

leyd a una longitud de onda de 260 y 280 nm, con el fin de cuantificar la
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concentracion y verificar la pureza, La relacién de las lecturas a 260/280 fué
siempre mayor a 1.9, comprobando la pureza de la extraccién. A
continuacion, cantidades semejantes de ARN total (5 pg) se sometieron a
electroforesis en un gel de desnaturalizante de agarosa, utilizando una
solucion de corrida conteniendo MOPS por 2 horas a 40 volts, y el gel se tiiid
con bromuro de etidio, con el fin de verificar la exactitud de la cuantificacién
o corregir las cantidades. Posteriormente 30 pg de ARN total de cada tiempo
en estudio se sometieron al mismo tipo de electroforesis, los geles se tifieron
para comprobar la cantidad de ARN cargado en cada carril y se transferieron
mediante capilaridad por 24 horas a filtros de nylon (Zetaprobe, Biorad). Los
filtros se hibridaron a un ADN complementario del gen de R tubulina,
marcado radioactivamente con 32P, (ver adelante) en condiciones estrictas,
utilizando una solucién comercial (Quikhyb, Stratagene), a 68°C por 2 horas.
Los lavados, fueron, de la misma manera, estrictos: 2 lavados a temperatura
ambiente con solucién | y 4 lavados con solucién II a 65°C por 15 minutos
-cada una, La membrana se expuso a radiografias (X-Omat, Kodak), utilizando
intensificadores (Dupont) a -70°C por 12-24 hr, revelandose de manera
convencional y realizando cuantificacién relativa medieme densitometria por
transmitancia (Beckman). Todos los reactivos utilizados tuvieron grado de

biologia molecular (Sigma)

ADN COMPLEMENTARIO

La sonda utilizada para la hibridacién anteriormente descrita (Bond,
et. al., 1983) consistid en el ADN complementario al gen de R tubulina,
proveniente de una biblioteca de ratén, clonado en el vector PBR322. El
plasmido conteniendo la secuencia fué introducido a la cepa DHS alfa de
Escherichia coli por métodos convencionales (Sambrook, et. al, 1989). La

bacteria fué crecida en medio LB (ver apéndice), sembrada en cajas petri con
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el mismo medio, toméndose 10 colonias para comprobacién de la presencia
de la secuencia utilizada, mediante técnicas usuales (Sambrook, et. al., 1989),
realizandose cortes especificos con enzimas de restriccion (Eco RI, Bam HI,
Hind III), para verificar el patrén de fragmentos esperados del plasmido. A -
continuacién, la colonia comprobada fue crecida en 500 ml de medio LB y el
plasmido purificado mediante lisis alcalina y colchon de cloruro de cesio
(Sambrook, et. al., 1989). 10 ug del plasmido purificado fueron digeridos con
la enzima de restriccion EcoRl y 20 ng marcados radioactivamente con 32P
por el método de "random primer" (Feinberg y Vogelstein, 1983) utilizando
reactivos comerciales (RmT, Stratagene). Asimismo, se utilizé6 el cDNA aislado
y purificado, con los mismos resultados. Para este fin se us6 a la enzima
BamHI para escindir el inserto (1.8 kb) del plasmido, el cual fué aislado
después de correr en un gel de agarosa, El marcaje fue comprobado mediante
conteo por centelleo antes de agregarse a la soluciéon de hibridacién (ver

inciso anterior)

CURVAS DE PROLIFERACION

Para este fin, las células se sembraron en placas de 96 pozos y
fueron tratadas como ya se ha descrito, Para este fin se utilizé la técnica de
MTT (Tada, 1986). Esta técnica se basa en la capacidad de las células vivas
para reducir la sal soluble de tetrazolio de color amarillo, a cristales de
formazan padrpura por medio de la enzima mitocondrial succinato
deshidrogenasa, los cuales son solubilizados y el color resultante medido por

espectrofotometria. Diez pl de una solucion de MTT (5 mg/ml)' (bromuro de
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3,4,5 dimetiltizol 2,5 difeniltetrazolio, Sigma) se agregaron a cada pozo,
incubandose por 4 horas a 37°C. A los tiempos sefialados, se adicionaron 200
ul de una solucién de HCI al 0.04 N en isopropanol, resuspendiéndose
vigor6samente con una micropipeta. El volumen se ajustd a 1 ml con la
misma solucién para ser leida en un espectrofotémetro a una longitud de
onda de 570, con sustraccién a 650 nm.
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RESULTADOS.

Purificacién de tubulina.

Como se observa en la figura 5, en un gel desnaturalizante de
acrilamida al 10% tefiido con azul de Coomasie, se obtuvo una preparacién de
alta pureza, (alrededor de 93%), dado a que se presenta principalmente una
banda del peso molecular esperado (carriles 4-6). De la misma manera, como
se esperaba por la naturaleza del método empleado, al incrementar la carga
de proteina, se observa la copurificacién de proteinas de alto peso molecular,
que, segin reportes varios (Gard y Kirschner, 1985; Burgoyne, 1991),

corresponden a proteinas asociadas a microtibulos (carril 6).

_MAP

o “_IS tubulina

FIGURA 5 : Purificacién de tubulina de cerebro de criceto sirio. Gel de acrilamida al
10% tediido con azul de coomasie. M: marcador de peso molecular, 1: Extracto crudo. 2y 3:
alicuota del primer y segundo ciclo de polimerizacion. 4,5,6: 0.25, 0.5 y 1 ug de proteina

purificada, respectivamente,
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La proteina mas abundante en el cerebro de los mamiferos es la
tubulina (alrededor del 15% de su peso total). Por ello, es facilmente
discernible en en el extracto crudo de cerebro, en los carriles 1 y 2 de la
figura 6, entre los marcadores de pesb molecular correspondientes a 66 y 45
kilodaltones. Migrando a la misma altura se observa a la tubulina purificada,
Como se ha reportado, es posible separar a las dos principales isoformas de
tubulina alterando las condiciones de electroforesis, dado a la migracién

andémala de la « tubulina.

M12 345
200

116
97

66

- R-tubulina
45 -

Figura 6 : Separacién de isoformas de tubulina purificada de cerebro de criceto sirio.

Gel de acrilamida al 10% pH 9.0 tefiido con azul de coomasie. M: marcador de peso

molecular. Carril. 2y 3: 2 y 4 ug de proteina purificada respectivamente.
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Con esta preparacion de tubulina, se probdé la especificidad de los
anticuerpo utilizados en este trabajo. Al realizar un inmunoensayo
("Western-blot"), se observa que el anticuerpo monoclonal anti-R tubulina
utilizado en los ensayos posteriores (clona KMX) revela una sola banda en los
carriles en donde Gnicamente se colocd a la tubulina purificada, coincidiendo
con el peso molecular esperado (carriles 5y 6, figura 7). Las células NIE-115

expresan R tubulina en menor cantidad (carril 7, figura 7).

CER. HAMSTER

Figura 7 : Western Blot utilizando anticuerpo monoclonal anti § tubulina. Filtro
revelado con quimioluminiscencia. A la izquierda se observan los pesos moleculares.
Carril 1: 10 ug extracto total; 2 y 3: 5 ug del primer y segundo ciclo de polimerizacién, §

y 6: 0.5 y 1 ug de proteina purificada. 7: 20 ug de extracto total de células NIE-115.
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Dada la presencia de proteinas asociadas a microtiibulos, en esta misma
preparacion de tubulina, se realiz6 la comprobacién del anticuerpo
monoclonal anti-MAP2. Como se observa en la figura 8, el anticuerpo
reconoce una sola banda del peso molecular esperado, presente tanto en el
extracto total (carril 1) como en el carril de la tubulina purificada (carriles 4-

6), con una mayor seflal en esta @ltima, por razones obvias.

123456
, ~re -

200-

Figura 8 : Western Blot utilizando anticuerpo monoclonal anti MAP2, [l filtro fué
revelado con quimioluminscencia, 200: marcador de 200 kda 1 Extracto totl de cerebro.
2y 3: 5 ug del primer y segundo ciclo de polimerizacion y despolimerizacién. 4,5 y 6

0.25, 0.5 y 1 ug de proteina purificada.
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De esta manera se corroboré la calidad y especificidad de los reactivos
utilizados durante los procedimientos posteriores.

En un primer acercamiento al problema planteado en este trabajo, y
con el fin de comprobar que, en nuestras manos, el efecto de la melatonina
reportado es reproducible (Huerto-Delgadillo, et, al, 1994), células de
neuroblastoma murino NIE-115 cultivadas a baja confluencia sobre
cubreobjetos, fueron tratadas con dosis fisiolégicas de melatonina (10-9 M),
durante un curso temporal de 5 dias de duracién. La técnica utilizada nos
permitié observar Gnicamente la estructura microtubular in situ , con el fin
de caracterizarla. Como se observa en la figura 9, al tercer dia, las células
tratadas con la hormona presentan microtibulos mas engrosados (panel
derecho), al compararlas con su contraparte tratada Gnicamente con vehiculo
(panel central). En concordancia con estos resultados, es de importancia
denotar que en estas células, la administracion de melatonina induce un
crecimiento de neuritas cuyo maximo se presenta al tercer dia (Benitez-King,
et. al, 1990) (resultados no mostrados). De la misma manera, se
corroboraron los resultados del estudio mencionado, al observarse
prolongaciones neuriticas mas largas (Fig. 9). Otra caracteristica notoria de
este experimento es la presencia de una mayor intensidad de tincién en las
células tratadas, lo que apoya mas la idea de un incremento en la cantidad

de tubulina polimerizada.
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Figura 9 :lnmunofluorescencia localizando & tubulina polimerizada en células NIL-
115 watadas con melatonina, lzquierda: células al tdempo 0. Pancl central; ¢élulas
tratadas con vehiculo durante 72 horas. Derecha: células watadas con melatonina por 72
horas.

A continuacion se realizé una cuantificacién de las fracciones soluble y
polimerizada mediante immunocuantificacion (Western Blot), a partir de
células tratadas in vivo. Como se observa en la figura 10, los niveles de R-
tubulina polimerizada se incrementaron en células tratadas con vehiculo o
con melatonina, con un pico maximo al segundo dia de cultivo. Sin embargo,
en el caso de las células tratadas con la hormona, este incremento fue mas
notable, excediendo no sélo el nivel, sino la duracién del aumento,
presentandose el fendmeno hasta el tercer dia. Es de denotar que, durante el
cultivo, existe algun alargamiento de neuritas en las células blanco, aunque
el nivel es menor que en las células tratadas, lo cual, de alguna manera,
podria explicar este efecto.

Los niveles de proteina soluble no sufrieron modificaciones
importantes en el caso de las células tratadas con vehiculo, permaneciendo
constantes durante todo el curso temporal. En cambio, las células tratadas

con la hormona presentaron un incremento gradual en esto niveles, con un



44

maximo al cuarto dia del cultivo (fig. 10).

Con el fin de observar de una manera mdas objetiva los cambios, se
realizé una cuantificacién relativa de los niveles, mediante densitometria por
transmitancia. Los datos graficados se observan en la figuralO, en las que se
observa el aumento relativo (en un porcentaje de incremento de unidades
arbitrarias) en el eje de las ordenadas contra el tiempo en horas, en el eje de
las abscisas. Los cambios son mas notorios de esta manera, de un incremento,
en los niveles de tubulina polimerizada en el blanco de aproximadamente
800% sobre los del dia inicial, a un incremento de 1700% en las células
tratadas, hacia el segundo dia. Asimismo, se observa que este incremento

permanece hasta el tercer dia en las células en estudio,
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Figura 10 : Niveles relativos temporales de B tubulina polimerizada y soluble en
células NIE-11S5. A la izquierda de cada panel -se muestran pesos moleculares, Paneles

izquierdos: células tratadas con vehiculo. A la derecha células tratadas con melatonina,

Niveles Sustraidos Fracciones B Tubulina

1500
1000 ~—tr== Soluble
Q== Polimerizada
)
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0 24 48 72 96 120
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Figura 11. Curso temporal de expresion de R tubulina en fracciones soluble y
polimerizada en células tratadas con melatonina. Las cuvas que aparecen son
sustracciones de los valores de la densitometria de la figura pasada, normalizando a
100% en el valor inicial,
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Se ha propuesto un mecanismo autoregulatorio para la expresién de R-
tubulina, en el que los niveles del ARN mensajero dependen de los cambios
de concentracion de las subunidades libres de tubulina, que a su vez
determina la expresién tltima de la proteina, Para analizar esta posibilidad,
se procedié a realizar la cuantificacién del ARN mensajero de R-tubulina,
mediante la técnica de "Northern Blot" (ver material y métodos). Como se
observa en la figura 12, se presentan cambios poco notables en la expresion;
pese a ello, es posible observar un incremento gradual y pequefio de la
expresion hasta un pico presente a las 48 horas, en ambos cultivos, sin
diferencias significativas entre células tratadas y células tratadas con

vehiculo, Tiempo (horas)

0 8 12 24 36 48 72 96 120

blanco

~ melatonina

blanco

e R S I

. melatonina

Y Nt

Figural 2 :Niveles de ARN mensajero de 8 tubulina en un ensayo de Northern Blot.
Panel superior: célutas tratadas con vehiculo. Siguiente pancl células tratadas con
melatonina. Paneles inferiores: geles teflidos con bromuro de ctidio previo a la
transferencia para demostrar cantidades cargadas de ARN total, A la derecha  se muestra

las posiciones de los ARN ribosomales,
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A continuaciéon se procedié a analizar los niveles totales de la R-
tubulina, mediante inmunocuantificaciéon ("Western Blot"). Como se observa
en la figura 13, los niveles no sufren cambios dramaticos, pese a ello, se
denota una diferencia de expresion final (72 al20 horas) de esta proteina en
el caso de las células tratadas con la hormona. En ambos casos (tratadas con
melatonina y blanco) existié un incremento en la expresiéon total de la

proteina.

Niveles totales de B tubulina

=&~ melatonina
=—=O== vehiculo

% Relativo

]

| 0 24 48 72 96 120
Tiempo (horas)

Figura 1 3 :Niveles de expresion de B tubulina total en células NIE-115 tratadas
S con vehiculo o melatonina. Los valores se encuentran normalizados con el

punto inicial (0 horas)
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Dado a que se conoce que el proceso de alargamiento de dendritas
depende de la polimerizacién de tubulina y que esta, a su vez, es
dependiente de la funcion de proteinas asociadas a microtabulos,
particularmente de la MAP2, se procedié a analizar los niveles de esta.
Debido a que es posible la visualizacién directa de esta proteina en extractos
crudos de cerebro de diversas especies, se efectué un curso temporal como
los descritos anteriormente y las proteinas fueron analizadas mediante geles

desnaturalizantes de acrilamida al 10%, teiiidos con plata (Fig. 14).

Figura 14: Curso temporal de células NIE-115 tratadas con melatonina, Gel de
acrilamida tefiido con plata,

Como se observa en esta figura, no obstante a probar varios
modificaciones del método, no fué posible aislar la banda en cuestién, por lo
que se procedié a analizar los niveles mediante un ensayo de
inmunocuantificacion ("Western Blot"). Mediante este ensayo, se observd un
incremento pequefio en la expresion de esta proteina en las células tratadas

con la hormona, durante los primeros tiempos (hasta las 48 horas) y, de



49

manera mas importante, la persistencia de la expresion posterior al descenso
experimentado en los cultivos tratados con vehiculo (Fig. 15 y 16). Este
efecto se presenta a partir de las 48 horas después de la exposicion a la
hormona, momento en que los niveles comienzan a disminuir en las células

blanco.

TIEMPO (horas)
0 12 24 36 48 72 96 120

200 ) blanco
:, —I o el e pun ey, -

o melatonina
- o vd 9B » Mot

Figura 15: Expresion de MAP2 en células NIE-115 durante un curso temporal,
revelado mediante Western Blot. A la izquierda el marcador de peso molecular (200 kda),
En el panel superior: células trataclas con vehiculo, Panel inferior: células tratadas con

melatonina.
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Figura 1 6 :Niveles relativos de expresion de MAP2 durante un curso temporal,

en células NIE-115, tratadas con vehiculo o melatonina, La grifica
muestra la densitometria de la figura anterior, normalizada al tiempo
inicial (O horas)

Finalmente, dado a que se conoce que la melatonina es capaz de inducir
un efecto inhibitorio sobre la proliferacién celular, y se conoce que durante
este participa otro tipo de fendmenos de regulacion de la expresiéon de R-
tubulina (Ball, et. al., 1992), se realizé una curva de proliferaciéon. Como se
muestra en la figura 17, no existieron cambios en el patron de proliferacién
entre células tratadas con la hormona o con vehiculo, mostrandose
unicamente la curva esperada, dada las condiciones de baja confluencia al
inicio del cultivo. Esto rechaza la posible intervencion de este fenémeno en

los resultados antes descritos.
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Curva de proliferacion

=g melatonina
=0 vehiculo
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Figura 17: Crecimiento de células NIE-115 en cultivo, tratadas co vehiculo o
melatonina, mediante la técnica de MTT. Los resultados se encuentran

normalizados con respecto al tiempo inicial (0 horas).

DISCUSION.

Expresiéon de B tubulina

En el presente trabajo, la administracion de melatonina tuvo un efecto
polimerizante sobre la tubulina, como se demuestra por Ila
inmunofluorescencia y la inmunocuantificaciéon. Este resultado era el

esperado, dado los antecedentes (Benitez-King, et al, 1990, Huerto-
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Delgadillo, et. al., 1994) de que la administracién de la hormona produce un
incremento en el nimero de células NIE-115 con prolongaciones neuriticas y
que, in vitro y en citoesqueletos in situ tiene efectos polimerizantes sobre la
tubulina. El presente estudio corrobora estos resultados utilizando células
vivas, en donde diversos constituyentes difusibles (p.e. AMPc, diacilglicerol,
6xido nitrico) se encuentran presentes y podrian modificar la respuesta final
de sistemas in vitro e in situ. Ademas se evaluaron los dos componentes
estructurales del sistema de ensamblaje de microtibulos: la tubulina soluble
y la polimerizada. Es interesante destacar que el incremento temprano en los
niveles de proteina polimerizada no es a expénsas de la R-tubulina soluble, lo
que se puede observar claramente en las figuras 10 y 11, del punto inicial
hasta las 48 horas. Posterior a este momento, los niveles de ambas fracciones
de R-tubulina son concordantes, con cambios inversamente proporcionales.
Este fendmeno temprano puede deberse a la presencia coincidente de
sintesis activa de la proteina seguida de una rapida polimerizacion, lo cual
evitaria la disminucién de los niveles de R-tubulina soluble. Como se ha
mencionado, existen reportes en donde la administracion de melatonina
provoca el efecto contrario (Piezzi y Cavicchia, 1981; Reed, et. al.,, 1969) en
algunos otros modelos. La discrepancia puede explicarse por las diferentes
condiciones experimentales utlilizadas, entre ellas, la concentracion de la
“hormona, que, a diferencia de la dosis fisiolégica del presente estudio, en
aquellos fué mayor (10+ a 100 M); esta explicacion ya ha sido propuesta
anteriormente (Benitez-King y Anton-Tay, 1993). El efecto obtenido no tuvo
repercusiones sobre la expresion de f tubulina, de manera disconcordante
con el modelo de autoregulacion propuesto por Cleveland (Cleveland, 1988).
En la serie de estudios que llevaron a la conclusion de la existencia de este
mecanismo, se utilizd la sobreexpresion de la R tubulina de manera no

fisiolgica, ya sea por transfecciones o mediante el uso de drogas
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despolimerizantes para demostrar la variacién en los niveles del ARN
mensajero de esta proteina (Cleveland, 1988; Gay, et. al., 1987;. Theodorakis
y Cleveland, 1992). Estas condiciones permitieron la sobreexpresién de R
tubulina a muy altos niveles, con los consecuentes cambios en la expresion
del ARN mensajero, también de caracter profundo. A diferencia de esos
reportes, en el presente estudio, los cambios en los niveles del ARN
mensajero no fueron dramaticos, lo cual puede ser debido a que se analizd
un proceso, dentro de lo posible, fisiolégico, en el cual no era posible esperar
cambios mas alla de un limite permisible para la economia celular. Es
probable que el mecanismo se establezca para mantener la homeostasis, en
condiciones normales, de la estructura de los microtibulos y que se deba
mantener un nivel minimo de expresion del mensajero de R tubulina, hasta
la superacién de un umbral, a partir del cual el mecanismo se inicie, sin que
se. puedan excluir la participaciéon de otros fendmenos no estudiados
(transcripcion, estabilidad de la proteina, etc), por alejados que se
encuentren de los antecedentes existentes, Ademas, existen diversas
isoformas de R-tubulina (Eddem 1981, Gard, 1985), por lo que la sonda
utilizada podria no haber detectado los cambios en la isoforma especifica
involucrada en el fenémeno. Es necesario considerar que el fendmeno dista
mucho de ser entendido por completo, dado a que los estudios han sido a
nivel basico, y poco fisiolégico, por lo que este estudio, aunque descriptivo,

provee informacién al respecto.

Expresion de MAP2.

El proceso de alargamiento de neuritas depende, entre otros procesos,
de la estabilizacidon de microtibulos por las proteinas asociadas a estos
(MAP). Dentro de estas la MAP2 es considerada como uno de los elementos

mas importantes en este proceso, que, mediante su participacion como enlace
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y establizante de la arquitectura dendritica, mediante su habilidad de
promover la polimerizacién microtubular (Freidrich y Aszddi, 1991) podria
mediar los efectos descritos en el presente estudio. In vitro, la habilidad de
esta proteina para promover la polimerizaciéon de R tubulina, es inhibida por
fosforilacién via la cinasa dependiente de AMP ciclico (PKA) y/o por la cinasa
Il dependiente de calmodulina (Yamauchi y Fijisawa, 1983; Selden y Pollard,
1983). Este efecto se presenta dada la presencia de 13 sitios fosforilables en
su secuencia, que son consenso para la PKA (Jefferson y.Schuman, 1991),
ademas de la presencia de igual namero de sitios para la cinasa dependiente
de calmodulina (Vallano, et. al, 1985). Dado a que la melatonina es un
antagonista de la calmodulina, la administracién de ella podria evitar la
fosforilacion de la MAP2 por esta via, promoviendo asi la polimerizacion.
Mas aun, la melatonina inhibe la activacién de la cinasa 1l dependiente de
calmodulina (Huerto-Delgadillo, et. al, 1994), un efecto que sumado al
antagonismo de la calmodulina, colaboraria en la polimerizacién. El efecto de
la fosforilacién sobre la vida media de la MAPZ no ha sido estudiado. La
proteina es rica en secuencias "PEST" (prolina (P), glutamina (E), serina (S) y
treonina (T)), sefiales putativas para la rapida degradacion proteolitica, por
lo que ésta debe de encontrarse separada o protegida de proteasas
intracelulares, para poder ejercer su funcién. De esta manera, se hé
encontrado que es posible detectar MAP2 marcada varios dias después de
ser inyectadas a neuronas en cultivo (Okabe e Hirokawa, 1989). A este
respecto, las secuencias "PEST" deben de encontrarse resguardadas de las
proteasas, por medio de la interaccion con otras proteinas y/o por
modificaciones en su estructura secundaria, dado a que, in vitro, la MAP2 es
degradada rapidamente por calpaina (Johnson, et al, 1991). Asi, la
melatonina podria provocar un cambio estructural en esta proteina por

medio de una disminucién en su fosforilacién, permitiendo asi la asociaciéon a
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otras proteinas, lo que mantendria a las secuencias "PEST" inaccesibles,
incrementando asi la vida media, para poder continuar con el proceso de
polimerizacion durante el alargamiento de neuritas. Este esquema puede ser
compatible con los resultados anteriormente expuestos: el inicio de la
polimerizacién se presenta antes de las 48 horas, momento en el que no se
revelaria cambio en los niveles de la MAP2, siendo unicamente las
modificaciones postraduccionales la razén de este incremento. A partir de
este momento, en las células tratadas con melatonina, la vida media de la
proteina se modificaria por las razones antes mencionadas, permaneciendo
constante su expresion. De la misma manera, no debe de excluirse la posible
participacién de otros mecanismos transcripcionales o postranscripcionales
que incrementen la expresion de MAP2.

A este respecto es importante denotar el hecho de que la melatonina se
ha localizado al nacleo de diferentes tipos celulares y que recientemente se
ha descrito que es capaz de unirse y activar a varios miembros de la familia
de receptores nucleares para el dcido retindico, huérfanos hasta el momento:
RZRR, RZR alfa y RORR (Becker-André, et. al, 1994, Steinhilber, et. al. 1995,
Wiesenberg, 1995). Dado a que se demostrd un retraso en la presentacion de
los efectos de la hormona (el efecto maximo fué al tercer dia), no puede
excluirse una regulacién transcripcional directa de proteinas reguladoras o
participantes en este fenémeno (MAP2, tubulina) de existir este tipo de
receptores en las células NIE-1135. _

Por otro lado, es interesante destacar la reciente clonacién de un
receptor de membrana para la melatonina (Ebisawa, et, al., 1994), que posee
siete dominios hidrofébicos transmembranales y que pertenece a la familia
de los receptores acoplados a proteinas unidoras de nucleétidos de guanina.
Esta proteina es capaz de inhibir a la adenilato ciclasa, dado a que la unioén

del receptor con la melatonina inhibe la acumulacién de AMP ciclico inducida
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por forksolina. De existir estos receptores en las células que se estudiarion

estos podrian colaborar con los efectos reportados en el presente trabajo.

Efectos sobre la proliferacién celular.

En el presente estudio no observamos cambios en la proliferaciéon
celular. Esto esta en desacuerdo con un reporte previo (Benitez-King, et. al,
1994b). En este se estudio se demostré que la melatonina, en células NIE-
115, inhibe la proliferacién, un hecho que se correlaciona con la vida media
de la calmodulina. La discordancia puede deberse a diferencias en el pase
celular, dado a que las células que utilizamos provienen de un pase mas
avanzado al del estudio referido, ademas de que las condiciones

experimentales son diferentes.

De esta manera, los resultados se podrian incluir en el modelo
propuesto por diversos autores (Dubocovich, 1995, Huerto-Delgadillo, et. al,
1994) (Fig. 18). La melatonina, podria unirse e inhibir a la calmodulina y a la
cinasa Il dependiente de la misma y por medio de estas propiciar la
polimerizacién de tubulina, A la vez, estos mismos efectos podrian tener
como blanco a la MAP2, fosforilandola e incrementando su vida media, sin
excluir un posible incremento de su expresion a nivel transcripcional. Esta, a
su vez, colaboraria con el fendbmeno establecido de antagonismo del sistema
calcio-calmodulina, de una manera sinérgica. Estos cambios no producen
alteraciones significativas en los niveles del ARN mensajero, por las razones
antes mencionadas. Por ltimo, aunque no existe actualmente evidencia, la
melatonina podria unirse al receptor membranal en estas células, inhibiendo
asi a la adenilato ciclasa, y, por ende a la produccion de AMP ciclico,
disminuyendo la actividad de la PKA. Este efecto, por si mismo, podria

inhibir la fosforilacién de la MAP2, colaborando con los cambios reportados
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en este y otros trabajos. La recientemente descubierta interaccién vy
activacion de los factores de transcripcién relacionados con el acido retinéico
podria modificar la respuesta final de la hormona sobre la polimerizacién de
B tubulina, y sobre la expresiéon de MAP2 mediante la activacién o represiéon
de la transcripcién de estos u otros genes. Este ultimo hecho puede ser la
clave en los resultados presentados en este trabajo, dado a que el ARN
mensajero de MAP2 sufre modificaciones en paralelo a la expresién de la
proteina, sefialando la existencia de regulacién transcripcional o

postranscripcional (Meléndez, resultados preliminares).

Melatonina Melatonina

Receptor

» Adenilato ciciasa

CITOSOL

RZRA
RORB

Figura 18

Finalmente, como vias a seguir, se puede proponer una serie de
experimentos encaminados a analizar de manera mas profunda los
resultados antes mencionados, entre los que se podria incluir la medicion de
la vida media y de las modificaciones postraduccionales de la MAP2, en un

curso temporal, con el fin de asociar estos cambios a los ya expuestos; la
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medicion de los niveles de su ARN mensajero y/o transcripcion; la inhibicion
especifica del antagonismo sobre la via AMP ciclico y calcio/calmodulina
dependiente, con el fin de establecer si ambas participan, y, por tltimo, el
uso de los receptores recientemente identificados para establecer el nexo
entre ellos y los resultados presentados en este trabajo, mediante técnicas

moleculares mas avanzadas.

CONCLUSION.

La administracién de melatonina induce cambios de importancia sobre
la expresion de R tubulina, debidos, principalmente, al efecto polimerizante
de la misma sobre los microtibulos. Estos cambios no son debidos al efecto
que tiene la hormona sobre la proliferacién celular, sino muy probablemente
sobre las proteinas reguladoras del proceso de alargamiento de neuritas y de
polimerizacién de tubulina (MAPs), entre las que destaca, por los resultados
obtenidos, la MAP2. Es importante denotar el hecho de que los niveles de
ARN mensajero de tubulina, no correlacionan con el modelo de
autorregulacién propuesto por otros autores, un hecho que pudiera deberse

al caracter fisiolégico de los experimentos realizados en esta tesis.
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Abreviaturas utilizadas:

SDS: Sodio dodecil sulfato

ADN: Acido desoxirribonucléico
ARN: Acido ribonucléico

TRH: Tracto retinohipotalamico
NSQ; Nicleo supraquiasmatico

NPV: Nucleo paraventricular

NE: Noradrenalina

RA: Receptores adrenérgicos

GCS: Ganglio cervical superior

NAT: N-acetil transferasa

AMP: Adenosin monofosfato

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico
- GMP: Guanosin monofosfato

GTP: Guanosin trifosfato

PKC: Protein cinasa C

MAP: Proteinas asociadas a microtiibulos
PBS: Buffer de fosfatos de Dulbecco
TBS: Buffer de fosfatos y sal (NaCl)

PKA: Protein cinasa A
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