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RESUMEN

La melatonina (5-metoxi-N-acetiltriptamina) (MEL) ¢s una hormona cuya
estructura se ha conservado durante la evolucion. Aunque la MEL causa maltiples
efectos metabolicos y fisioldgicos en organismos unicelulares, plantas y vertebrados,
no se¢ conoce el mecanismo de accion que subyace en  cada respuesta celular.
Actualmente sc acepta que los clectos de MEL pueden ser mediados por su union a
receptores membranales especificos; por union a calmodulina (CaM) y a proteinas
nucleares; y como un captador de radicales libres. Fin el presente trabajo de tesis se
presenta la evidencia acerca de la interaccion de la MEL con la CaM |, asi como los
datos experimentales que apoyan que esta interaccion ocurre en el interior de la célula.
Con el método de inmunofluorescencia de doble marcaje se demostrd que en las células
MDCK incubadas con melatonina, la hormona s¢ localiza debajo de la membrana
plasmatica, en el citoplasma y en el n(cleo. La tincion simultanea de las células MDCK
con antic‘uerpos especificos contra CaM  y MEL demostraron que la hormona y la
proteina se encuentran localizadas en los mismos sitios subcelulares. La CaM en las
células MDCK y N1E-115 incubadas con vehiculo se distribuye en la periferia de las
células. En cambio, en las células incubadas con MEL 1 nM durante 6, _.l2, 24 hrsy 4
dias la CaM se distribuye en el citoplasma y ¢l niicleo. Seis l_ioras después de retirar a |
la MEL det medio, la CaM mostrc') un patrén de distribucién semejante al de las células
control. La cuantificacion de CaM por RIA, en células incubadas con 1 nM de MEL
confirmé que el contenido de CaM unida a nwmbrahas s_e :incrementc') (40%) a eXpen"sas_
del contenido citosélico. Estos resultados indican que la MEL penetra a la célula, y se
distribuye en los mismos compartimentos subcelularés que la CaM. También que la
MEL modifica la distribucion subcelular de la CaM de manera reversible. Por altimo,
los resultados apoyan fa hipétesis de que todas las células son blancos potenciales de
fa hormona y sugieren que ademds de las respuestas tcmpranas inducidas por el
antagonismo de CaM por melatonina, la hormona ;puede también inducir respuéstas -
celulares a largo plazo a través de la 0011ccntraci(’)n de CaM en compartimientos

celulares especificos.



SUMMARY

Melatonin (5-methoxy-N-acetyltryptamine) (MEL), is an evolutionary highly
conserved molecule which occurs in organisms as different as algae and humans. It is
known that MEL causes a broad spectrum of metabolic and physiological effects from
unicellular organisms to higher vertebrates, However, the precise mechanism of action
by which MEL elicits each cellular response remain {o be delined. Current studies
suggest that the effects of MEL can be mediated by several mechanisms, MEL can act
by binding to neural and non-neural membranal receptors; by binding to calmodulin
(CaM) and nuclear proteins, and as a free radical scavenger. In the present thesis the
current evidence about MEL-CaM interactions as well as the experimental data about
this interaction within the cell, are presented. Double staining immunofluorcscence
method showed that early as 3 hrs after MDCK cell incubation with MEL, the hormone
was detected as fluorescent spots beneath the plasma cell membrane, all over the
cytoplasm and the nucleus. Simultancus labeling of MDCK cells with specific
antibodies against CaM and MEL showed that the hormone and the protein are located
at the same subcellular sites. CaM in control MDCK cells appeared as fluorescent
spots at cell periphery. In contrast MDCK cells cultured during 6, 12, 24 hrs or 4 days
with MEL showed that CaM fluorescent spots were distributed both all over the
cytoplasm and the nucleus. Similar results were obtained when N1E-115 cells were -
treated with MEL. These CaM rearrangements, were reverted 6 hrs afier MEL
withdrawal. Moreover, RIA CaM measurement showed that in 10° M MEL treated
cells, membrane bound CaM co'ntent was increased by 40%, while cytosolic CaM
decreased by 40%. These results show that both MEL enters the cell, and is distributed
at the same CaM subcellular compartments and that there, MEL changes CaM
intraceHular distribution, 1ﬁversiblely. Finﬁlly, the results presented here suppoi‘t' the
notion that all cell types are potential MEL targets, and suggest that besides the carly
responses induced by the MEL-CaM antagonism, the hormone may also .i'n_'duce lung

term cellular responses through CaM concentration in specific cellular compartments.
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RESUMEN

[La melatonina (5-metoxi-N-acetiltriptamina) (MEL) es una hormona cuya
estructura se ha conservado durante la evolucion, Aunque fa MEL causa multiples
efectos metabolicos y fisioldgicos en organismos unicelulares, planms y vertebrados,
no se conoce el mecanismo de accidn que subyace en cada respuesta celular,
Actuaimente se acepta que los efectos de MEL pueden ser mediados por su union a
receptores membranales especificos; por union a calmodulina (CaM) y a proteinas
nucleares; y como un captador de radicales libres. lin el presente trabajo de tesis se
presenta la evidencia acerca de la interaccion de la MEL con la CaM |, asi como los
datos experimentales que apoyan que esta interaccion ocurre en el interior de la célula.
Con cl método de inmunofluorescencia de doble marcaje se demostro que en las células
MDCK incubadas con melatonina, la hormona se localiza debajo de la membrana
plasmatica, en el citoplasma y en el nicleo. La tincion simultanea de las células MDCK
con anticuerpos especificos contra CaM y MEL demostraron que la hormona y la
proteina s¢ encuentran localizadas en los mismos sitios subcelulares. La CaM en las
células MDCK y N1E-115 incubadas con vehiculo se distribilyc en la periferia de las
‘¢élulas. En cambio, en las células incubadas con MEL | nM durante 6,12, 24 hrs_ y4
dias la CaM se distribuye en el citoplasma y el nicleo. Seis horas después de retirar a
la MEL del medio, la CaM mostré un patron de distribucion semejante al de las células
control. La cuantificacion de CaM por RIA, en células incubadas con 1 1M de MEL
cdnﬁrl_nc') que ¢l contenido de CaM unida a membranas se incremento (40%) a expensas
del co_nteniclo citosolico. Estos resultados indican que la MEL penetra a la célula, y se
distribuye en los mismos compartimentos subcelulares que la CaM. También que la
MEL modifica la distribucion subcelular de la CaM de manera reversible. Por tltimo,
los resultados apoyan la hipdtesis de que todas las células son blancos potenci:—.iles de

la hormona y sugicren que ademds de las respuestas tempranas inducidas por el

~antagonismo de CaM por melatonina, la hormona puede también inducir respuestas

celulares a largo plazo a través de la concentracion de CaM  en compartimientos

celulares especificos.



SUMMARY

Melatonin (5-methoxy-N-acetyltryptamine) (MEL), is an evolutionary highly
conserved molecule which occurs iin organisms as different as algac and humans. It is
known that MEL causes a broad spectrum of metabolic and physiological effects from
unicellular organisms to higher vertebrates. However, the precise mechanism of action
by which MEL elicits each cellular response remain to be defined. Current studies
suggest that the effects of MEL can be mediated by several mechanisms. MEL can act
by binding to neural and non-neural membranal receptors; by binding to calmodulin
(CaM) and nuclear proteins, and as a free radical scavenger. In the present thesis the
current evidence about MEL-CaM interactions as well as the experimental data about
this interaction within the cell, are presented. Double staining immunofluorescence
method showed that early as 3 hrs after MDCK cell incubation with MEL, the hormone
was detected as fluorescent spots beneath the plasma cell membrane, all over the
cytoplasm and the nucleus. Simultaneus labeling of MDCK cells wi_'th' specific
antibodies against CaM and MEL showed that the hormone and the prOtein are located
at the same subcellular sites. CaM in control MDCK cells appearéd.as fluorescent
spots at cell periphery. In contrast MDCK cells CuItured during 6, 12, 24 hrs or 4 days
with MEL showed that CaM fluorescent spots were distributed both all" over the
cytoplasm_and the nucleus. Similar results were obtained when N1E-115 cells were
treated with MEL. These CaM rearrangements, were reverted 6 hrs afier MEL
withdrawal. Moreover, RIA CaM measurement showed that in 10 M MEL treated
cells, membrane bound CaM content was increased by 40%, while cytosolic CaM
decreased by 40%. These results show that both MEL enters thé‘cell,_ and is distributed
at the same CaM subcellular compartments and that there, MEL changes CaM
intracetlular distribution, reversiblely. Finally, the results presented here support the
notion that all cell types are potential MEL targets, and su ggest that besides the early
| res_pohses induced by the MEL-CaM antagonism, the hormone 111ay also induce long

term cellular responses through CaM concentration in specific cellular compartments.



INTRODUCCION

La evidencia acumulada sobre la fistologia y la farmacologia de la melatonina
(MEL), asi como aquella que indica que esta hormona puede tener utitidad terapéutica
y un papel relevante en la fisiopatologia, hace que ¢l conocimiento del mecanismo de
accion de la MEL se torne en una pieza de informacion clave, no sélo desde el punto
de vista tedrico, sino también para cl disefio de nuevas estrategias de investigacion,

De la informacion actual sobre la MEL, resaltan tres evidencias fundamentales.
Uno, que la hormona cs biosintetizada en todas las especies animales y vegetales
estudiadas (Balzer y Hardeland, 1991; Cardinali, 1981; Reiter, 1991). Dos, que en
todos los organismos estudiados, el papel fisiologico de la hormona es el de proveer una
sefial quimica que permite sincronizar la actividad del organismo con el fotoperiodo
(Hardeland y col, 1995; Arnold y col, 1969; Cassone, 1990). Tres, que la administracion -
de MEL se acompafia de multiples respuestas celulares y _m_etal)c’)licas en organismos
que van desde las plantas y cucariontes unicelulares hasta los vertebrados superiores
(Arnold y col, 1969; Hardeland 'y col, 1995; C._ﬁsso'n.e, 1.990; Cardinali, 1981). La
varicdad de rcspuestas que causa la hormc_na pueden ser interpretadas como que
algunas de ellas no son especificas o como qué_ el mecanismo de accion de la MEL es
muy antiguo, filogenéticamente bien conservado y quc por lo tanto es comt'm a todas
sus células blanco, in(lependiéntemcntc de la respuesta observada. Fxiste évidencia
experimental twe apoya la Gltima observacion, que en el caso de S_er colrré.cta -impliéa
que de necesidad, deben Sér identiﬁcadosv uno o varios cleméntos comunes que
pamclpcn en la respuesta, mdcpundmntumntc que esta sea muy variada y dcpendu,nte
de la estlrpu celular cstuchdda

Actualmente se considera que los clectos de la MEL puulen ser medlados por.

vartos mecanismos. La hormona podria actuar a través de la unién a _recepto_rcs_
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membranales especificos (Stankov y col, 1991; Dubocovich, 1995; Reppert y col,
1994), o por su union a la calmodulina (CaM) (Benitez-King y Anton-Tay, 1993) y a
proteinas nucleares (Carlberg y Wiessenberg, 1995), o como un captador de radicales
libres (Reiter y col, 1993). En ¢l caso de los vertebrados, los clectos de la MEL son
probablemente mediados por la combinacion de los mecanismos mencionados. En
todos los casos se desconoce el mecanismo molecular que subyace a cada respucesta
celular desencadenada por la hormona y es motivo de discusion cuales son sus células
blanco.

Uno de los clementos comunes que aparece dentro de los multiples efectos de
la MEL descritos a nivel celular, son las modificaciones del citoesqueleto. Eistas han
stdo descritas en todas las especies estudiadas y debido a que el citoesqueleto juega un
papel definitivo en la fisiologia celular ( participa en dar forma a la célula, en la division
celular, la exocitosis, la endocitosis, el movinﬁcnto citoplasmético, fa polaridad celular,
la locomocion, el movimiento de organelos, etc.) a través de su arreglo dindmico
(Bershadsky y Vasilev, 1988; Gratzer y Baincs, 1988) es probable que participe de
manera importzinte en las respuestas celulares a la MEL. El estudio de los cambios que
produce la MEL sobre el citoesqueleto, origind la.__hip()tesis de que uno de fos
mecanismos de accion de la hormona es por unién intracelular a CaM. Segiin esta
hipotesis, los niveles circulantes de MEL sincronizan la actividad celular a través de

la mOdulacién ciclica de la CaM, una de cuyas consecuencias mads claras es el
rearreglo del citoesqueleto. En el presente trabajo de tesis se revisaran los datos mds
importantes que apoyan la hi_pétesis de que la MEL actlia por unién a CaM a nivel |
‘intracelular. Ade‘més,"se presentardn fos datos .eXper.imcntales que contribuyen a
eXplicar la in,tcfai:cién de la MEL con esta proteina y en consecuencia el posible

mecanismo que subyace a los efectos pleiotropicos ejercidos por la hormona.



LA GLANDULA PINEAL Y LA MELATONINA

Las primeras referencias a la glandula pineal o epifisis cerebri sc encuentran en
la cultura india (2000 afos a.C.) en donde sc la consideraba como un organo de
clarividencia. Mas tarde, los griegos debido a Ia posicion anatomica de la glandula
creyeron que su funcion era regular el flujo de los espiritus animales a través de los
ventriculos cerebrales. 1Los espiritus animales eran considerados como ¢l sustrato para
el desarrollo del conocimiento (Kappers, 1969).

IEn el siglo XVII, Descartes la considerd “el asiento del alma” ¢ influyd para que
durante mucho tiempo se considerara a la pineal en el plano filoséfico cientilico;
este concepto prevalecio hasta el siglo XIX en donde se obtuvieron algunos datos de su
patticipacion como glandula endocrina (Kappers, 1969).

A pesar de la intensa investigacion que se desatrollo en la primera mitad de este
siglo, los escasos resultados obtenidos llevaron a fa comunidad cientifica a considerar
que la pincal era un érgano vestigial y atrofico. Fue en 1958 cuando se inicio la etapa
actual de nuestro conocimiento. En ese aiio, A.BB. Lerner interesado en la biisqueda de
una cura para el vitiligo, basandose en las experiencias efectuadas en 1936 por Mc Cord
y Alle.n, aislo e identifico en la glandula pineal de los bovinos el factor que produce la
contrac.:cién de los melandforos y por lo tanto el aclaramiento de la .piel de los batracios
(Letner y col, 1958). Este factor es un metoxindol al que denomind _mela.tc'mimi y €8
considerado atin como el prototipo de fas hormonas producidas por la glandula p-in'eall._
Atin cuando a la techa es el compuestb mds potente para contraer a los mclanéforos de

la piel de la rana (Abe y col, '1969), debido a las caracteristicas anatomicas dc la piel
| humana, la MEL resulté inutil en el tratamiento del vitiligo. Sin embargo, la disposicion
para la comunidad cientifica de la hormona pura, permitio que esta se convirtiera en una

- poderosa herramienta para el estudio de la fisiologia de la glandula pineal,



A lo largo de la evolucion pocas estructuras muestran cambios histoldgicos y

22

morloldgicos tan marcados como los “6rganos pincales”. Estos son lormaciones
saculares del diencétalo que en los vertebrados inferiores comprenden ademas de la
epifisis o pineal propiamente dicha a la paralisis, al 6rgano parapineal y al ojo parietal
(Kappers, 1969; Kappers y Shade, 1965). En general, estas estructuras estian colocadas
superficialmente en el craneo y tienen funcion de fotorrecepcion, informacion que
mandan a través de fibras nerviosas al cerebro; por ello también se les conoce como
“0jo pineal”, “tercer 0jo”, “ojo parictal”, cte. A medida que se asciende cn la escala
animal, los elementos fotorreceptores desaparecen y son sustituidos por células
parenquimatosas con capacidad secretora, de modo que en los vertebrados supertores
incluyendo al hombre, solo persiste la funcion de secrecion interna (Kappers, 1969;
Kappers y Shade, 1965). La glandula pineal de los mamiferos es considerada como un
“transductor neuroenddcrino” ya que el pincalocito recibe informacion de tipo nervioso,
la cual una vez decilrada es “traducida” a una-sefial hormonal (Axelrod, 1974,
Wurtman y Antén-Tay, 1969). De manera esquemaitica, la entrada de la informacion
al pinealocito estd constituida por la liberacion de noradrenalina, al nivel de las

terminales postsindpticas del ganglio cervical superior. Estas fibras constituyen la etapa

final de una cadena multisindptica originada en la retina, y conducen la informacion de

las condiciones ambientales de la luz. El proceso de traduccion esta representado por

la biosintesis de la MEL y quizad de otros metoxindoles. Finalmente, la salida, estd

constituida por la secrecion de estos compuestos al liquido cefalorraquideo y a la

sangre. |

Diversos factores hormonales y fisicos modifican la sintesis de MEL; sin
embargo, el elemento mas importante que controla la produccién de la hormona por la
glandula pineal es la informacion luminosa. La sintesis y liberacion de la MEL es

circadica. La produccion ritmica de MEL en los mamiferos es la salida de un sistema

£y
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que comprende a la retina, al nicleo supraquiasmatico y a la glaindula pincal (Moore,
1983). La biosintesis de la MEL se inicia a partir del triptélano circulante captado por
el pinealocito, este aminodcido cs hidroxilado en la posicion cinco del anillo indolico,
por la triptéfano hidroxilasa formando 5-hidroxitriptofano, ¢l que al ser descarboxilado
en la cadena lateral forma la S-hidroxitriptamina o serotonina (SHT). Esta es via comin
a todos los tejidos que sintetizan serotonina. En la pineal el destino metabolico de Ia
SHT, es ademdas del descrito en otros tejidos  (catabolismo a dcido 5-
hidroxiindolacético, captacion por la terminal nerviosa, ete,), entrar a la sintesis de
MEL. La formacion de MEL a partir de SHT implica dos transformaciones enzimaticas,
que son practicamente privativas de la glandula. Primero la N-acetiltransferasa,
transfierec un grupo acetilo de la acetil-coenzima A, a ia 5HT formando la N-
acetilserotonina (NAS). Después este compuesto a su vez, es transformado por la accion
de la hidroxiindol-O-metiltransferasa a 5-metoxi-N-acetiltriptamina o melatonina (Fig
1) . Esta enzima transfiere un grupo metilo de la S-adenosilmetionina, a la posicion
cinco de la NAS. La MEL sintetizada es vertida a la circulacion general (Reiter, 1991).
Los niveles circulantes de la hormona conistituyen una seflal sincronizada al
fotoperiodo que tiene un papel central en la regulacion de los ritmos cirCadianOS de
muchas especies de reptiles, aves y mamiferos (Cassone, 1990). La MEL exogena es
capaz de reajustar varios ritmos en vertebrados y de modificar activ_idades circadianas
en plantas (Balzer y Hardeland, 1991) y en organismos uhi_cé.lulares (Am_o_ld, 1969). .
Aunque existe controversia, cada vez es mayor la evidencia de que en el hombre,
la organizacién de la actividad circédi'ca es sehsiblc a la MEL. La administracion oral
de la hormona en el humano produce elrvavan’cev de fase de varios ritmos dirca’diCOs .
como el de la vigilia, el suefio, los niveles circulantes de cortisol, laﬁtem‘l')eratura
corporal y el de la secrecion de MEL misma (Cassone, 1990; We_tteb_érg, 1978) . Estas

observaciones han sido utiles para corregir las manifestaciones clinicas cuando hay
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ruptura de ritmos circadianos, tales como los efectos sicologicos y lisiologicos del
cambio rapido de varios husos horarios (Jet-Lag) (Arendt y col, 1987), los patrones de
sueiio de fos ciegos (Arendt y col, 1971) y en la inversion de ritmos en los trabajadores
nocturnos (Sack y col, 1992). Ademids, existe informacion que indica que la hormonﬁ
en los seres humanos induce suefio (Antéon-Tay y col, 1971; Fernandez-Guardiola y
Anton-Tay, 1974; Zhdanova y col, 1995), y que estd involucrada en los desordenes
afectivos (Rosenthal y col, 1986), en ¢l envejecimiento (Pierpaoli y Maestroni, 1987)

y en la historia natural de algunos tumores malignos (Lissoni y col, 1987).
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CALMODULINA

[.a CaM ¢s una proteina multifuncional y ubicua que une calcio (Stoclet y col,
1987). Los cambios transitorios en las concentraciones de calcio citosolicos funcionan
como seiiales reguladoras en las células y la CaM lleva fa sefial del calcio a una gran
variedad de proteinas blanco (Stoclet y col, 1987). La CaM se encuentra cn todos los
cucariontes y su estructura primaria se ha conservado a través de la escala filogenétict
(Stoclet y col, 1987). Es una proteina de 17 000 daltones de peso molecular, acidica, y
formada por una sola cadena polipeptidica de 148 aminodcidos. La CaM tiene cuatro
sitios de union a calcio: dos en ¢l dominio N’-terminnal y dos en el C-terminal. En
ausencia de calcio la cadena polipeptidica de la CaM tiene una estructura al azar (Iig.
2). En presencia de calcio, la CaM sufre un cambio conformacional y adopta una
estructura terciaria estable, que es su forma activa (Babu y col, 1985). Estudios con
cristalografia de rayos X han demostrado que la CaM tiene una estructura semejante ¢
una doble campana con dos sitios de unién a calcio en cada extremo. Las dos campanas
estdn conectadas por una alfa hélice central (Stoclet y col, 1987; Cheung, .198()). No
se conoce con exactitud la naturaleza de la interaccion de la CaM activada por calcio

I

y sus proteinas blanco. La CaM tiene dos sitios de interaccion a los que se unen
ligandos tales como péptidos anfifilicos y compuestos hidrofobicos (".I‘zuiaka y Hidaka,

1980). La CaM activada.por el calcio expone regiones hidrofobicas en cada uno de los
dominios que pucden ocupar las proteinas blanco de (,aM L.os mhlbidmcs de CaM se
unen a los sitios cercanos o directamente en los sitios dc. union de las enzimas blanco

~impidiendo la formacion de los complc_;os CaM—protcma sustrato (Tanaka y col, 1983).



MH - Ac

+ Ca?t

.......

Fig. 2 Estructura de la calmodulina al azar y activada por calcio.
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[.os antagonistas de la CaM se unen a  esta proteina con moderada o alta
afinidad (usualmente en el rango micromolar). Algunos son péptidos naturales que
incluyen venenos de insectos como melitina, cabrolina y mastoparans; a ciertas
hormonas (ACTH, VIP, GIP, secretina, glucagon, y substancia P), y a cicrios opioides
como la beta-endorfina y la dinorfina.  Otros antagonistas de CaM son de origen
sintélico, como las fenotiazinas, las butirofenonas, las naftalensulfonamidas, algunos
agentes anti-tumorales y neuropéptidos sintéticos. Estos péptidos y drogas tiencn
efectos farmacoldgicos especificos y muchos de ellos actian in vive a través de la union
a CaM (Tanaka y col, 1983).

La CaM activada por calcio puede actuar sobre la fisiologia de la célula de manera
directa estimulando las enzimas blanco claves y por interaccién con proteinas
estructurales, o de manera indirecta a través de cinasas especificas (Cheung, 1980). La
CaM estimula cuando menos a cinco diferentes proteina cinasas y a una fosfatasa, la
calcineurina, y por esto puede regular la actividad de los miltiples substratos de estas
enzimas (Klee, 1991). Los procesos celulares principales regulados por CaM incluyen:
la ibslbrilacién de proteinas y su desfosforilacion (Klee, 1991), el metabolismo de
nucledtidos ciclicos (Sharma y Wang, 1986; Salter y col, 1981; Huang y col, 1981 j,.cl
transporte de calcio (Yazawa, 1992 ), la sintesis del 6xido nitrico (Kl_a_tt y cdl, | 992) y
la regulacion de la organizacion del citoesqueleto (Gratzer y Baines, 1988, Keith y col,

1986).
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LAS CELULAS BLANCO DIE LA MELATONINA,

El primer paso para que cualquier hormona actue, es el acceso de la misma a sus
células blanco y en particular a los elementos celulares que desencadenan Ja cascada
metabolica que culmina en una respuesta celular especilica. En el caso de la MEL no
existe acuerdo sobre los tipos celulares que son blancos de la misma. Hasta 1987, sc
consideraba que las células blanco de la hormona eran sélo aquellas que tienen
receptores membranales especificos. Este concepto no consideraba mucha de la
evidencia experimental existente, ni que debido a su estructura quimica la hormona
tiene acceso a muchos tipos de células. La MEL ¢s una molécula pequeiia, altamente
lipofilica, que por sus caracteristicas [isicoquimicas se pucde predecir que alraviesa
la bicapa lipidica de las membranas celulares (Anton-Tay y Wurtman, [969; Wurtman
y col, 1964; Cardinali y col, 1973). En este sentido, uno esperaria que la MEL se
comporte de manera semejante a las hormonas esteroides, y no como las proteinas y
péptidos  que son hidrofilicas. La cvidencia acumulada apoya esta hipotesis.
Experimentos con MEL radioactiva (marcada con tritio o con 14-carbono), demuestran
que después de su administracion sistémica en el ratdn, a pesar de su rdpida velocidad
de desaparicion de la sangre, de alrededor de 2 min, la hormona se localiza en todos los
tejidos. Algunos de ellos, como la glandula suprarrenal y el intestino delgado, retienen
la hormona en una concentracion mayor que ¢l plasma, atn 30 min después._dc sul
“administracion (KOpih y col, 1961). Debido a los notables efectos de la MEL sobre el |
‘Sistema Nervioso Central (SNC), actualmente la distribucion regional y el destino de
la MEL tritiada en el cerebro es bien conocida. Despucs de la acl‘mil_listraci(’)n
intraperitoneal, intfa.vcnosa, intracerebroventricular, o intracisternal de MEL tritiada en
larata (Ant()n-’ll‘ay.y Wurtman, 1969; Cardinali y col, 1973; Wurtman y col, 1964), la

hormona se encuentra en todas las regiones cerebrales, y en mayores concentraciones
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en el mesencélalo y el hipotalamo. La evidencia de que la MEL penetra a la neurona se
obtuvo mediante ¢l estudio de la distribucion subeelular despuds de la administracion
de la *H-MLEL intracerebroventricularmente (Anton-Tay y col, 1988). En todos los
tiempos estudiados, desde 1 min hasta 48 hrs, la mayor proporcion del isdtopo
-adioactivo se encontrd en el citosol, y en proporciones decrecientes en la fraccion
nuclear, mitocondrial y en los microsomas. Mds adn, la MEL no metabolizada se
encontro asociada a una protcina citosolica con un peso molecular menor a 29, 000
daltones. Estos resultados estin de acuerdo con los estudios de union de MEL en
diferentes fracciones subcelulares. Cardinali (Cardinali y col, 1979) demostr6 que en
el SNC de la rata, la MEL tritiada s¢ une con alta afinidad a fas fracciones nuclear,
mitocondrial y microsomal. También estan de acuerdo con los reportados por Cohen
(Cohen y col, 1978) y Niles (Niles y col, 1979). Estos trabajos sefialan la union
especifica de la MEL tritiada al citosol de varios tejidos en diferentes especies de
mamiferos. Con métodos inmunohistologicos, se ha demostrado que la hormona puede
ser detectada en las glandulas salivales de la rata (Bubenik, 1980), la retina, el cerebelo
(Bubenik y col, 1974), y el sistema digestivo de la ratd (Bubenik y col, 1977). Ain
cuando ¢l mecanismo que explica la presencia de la MEL en estas células no esta claro,
la captacidn de la hormona ocurre, puesto que el contenido en estos tejidos aumenta
después de la administracion de la hoi‘mon_a. En conclusion, podemos decir que por su
cardcter lipofilico, la MEL tiene acceso a diferentes tipos de células, y que cruza la
membrana celular hacia el espacio intracelular desde donde es diStn:ilnuidaa diferentes

‘compartimientos celulares.
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INTERACCION MELATONINA-CALMODULINA

Aun cuando la MEL entra al espacio intracelular, fa célula debe reconocer su
presencia y traducir la sefial en eventos metabdlicos que resulten en una respuesta
bioldgica. La -i'nterncci('m de MEL con CaM se dedujo a partir de las siguientes
observaciones. 1) Tanto las células MDCK como las células de neuroblastoma N1E-115
incubadas con MEL, muestran respuestas biologicas relacionadas con cambios en la
distribucion de microfilamentos y microtiibulos, respectivamente. L.os efectos sobre el
citoesqueleto de ambas lineas celulares son compatibles con los cambios que se
observan en la actividad intracelular de la CaM (Benitez King y col, 1990). 2) En el
cerebro de la rata, la hormona se encuentra unida a una proteina citosolica con un peso
molecular menor a 29, 000 daltones (Anton-Tay y col, 1988). 3) En un gran namero
de estirpes celulares la MEL inhibe la proliferacion celular (Blask, 1984) que es un
efecto compatible con la inhibicion de la actividad de la CaM (Ramussen y Means,
1989; Benitez-King y col, 1994), Estas observaciones propiciaron el estudio de la
posible interaccion de la MEL con la CaM. En el momento actual, la evidencia sobre
la interaccion de la hormona con la proteina provienc de estudios efcctuadds tanto i
vilro como in vivo. | |

La informacion fundamental para ahondar en el COnocimient_o de la interaiccién
entrc MEL y CaM es demostrar  directamente  su union, y conocer las constantes
cinéticas de la misma. La evidencia de que la MEL se une a la CaM se obtuvo mediante |
la separacion electroforética de los productos de incubacion de *H-MEL con CaM. Eh
estas condiciones la MEL radiactiva coemigré con la CaM solanientc si hay calcio en
la mezcla de incnbaci()n (Benitez-King y col, 1991). En estas mismas condiciones si se
incuba un exceso de MEL (10 M) con CaM en presencia de calcio se observa el

cambio en la mobilidad relativa del cm'nplejo Ca*™/CaM (Benith-King y col, 1991). |

18



El método mas usado para conocer las constantes cinéticas de union de un ligando a
CaM es a través de fa didlisis al equilibrio (Levin y Weiss, 1977). Con este método las
constantes son dificiles de obtener por la baja relacion entre fa seial y los valores
basales del método. En el case de la MEL los resultados obtenidos con este método son
poco reproducibles. En afios recientes, esta limitacion se ha superado al incorporar la
CaM a liposomas y separar el ligando libre del unido por ultrafiltracion rapida (Morgan
y col, 1987). Los estudios de unién de *H-MEL con este método demostraron que la
union es saturable, reversible, dependiente de calcio, y de alta afinidad (Benitez King
y col, 1993). Los estudios de saturacion y asociacion-disociacion, sefialan que la MEL
se une en un solo sitio con una Kd de 188 pM y una Bmax de 35 pM/pg de CaM
(Benitez-King y col, 1993). La capacidad relativa de algunos de los andlogos de MEL
para desplazar la union de la llbr-mona es la siguiente: MEL > 6CI-MEL > 60H-MEL
> Luzindol > trifluoperazina (TFP). El orden de desplazamiento, corresponde a las
potencias relativas de los compuestos (Benitez-King y col, 1993). En particular cs
importante sefialar, que la potencia relativa de la TFP para inducir cambios en la
estructura del citoesqueleto es similar a la Ki reportada (Perrino y Chou, 1989). Entre
otras proteinas estudiadas (fosfatasa de creatina, i’l.lblllina,'.illbl'lmil‘lﬂ) solamente CaM
~exhibe un sitio de alta afinidad a MEL dependiente de calcio. A diferencia de los
antagonistas conocidos de CaM, que se unen a esta proteina en el rango de
concentracion micromolar, la MEL se une en el rango plcomolax
Los antagonistas de CaM como las fenotiazinas y pdlllCUldIlTlClllL la Tl > son
muy estudiados y han sido muy atiles para dilucidar tanto el mecanismo de interaccion
con CaM como la actividad fisiolégica de la misma. Istos compuestos son
hidrofobicos ¢ interactiian con ¢l s segmento de la alfa hélice de fa Ca" */CaM (Leviny
Wuss 1977; Ffmaka y col, 1983) y muestran una buena muclwon entre la a{mlddd

por la CaM y su capacidad para inhibit las enzimas dependientes de (.aM
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Se considera que el efecto farmacologico de las fenotiazinas ¢s mediado por su union
a los receptores D2 ya que tienen acceso limitado al interior de la célula (Seeman,
1980). Es probable que el grupo 5-metoxi, que hace a la MEL hidrofobica, pueda
interactuar con el segmento de alfa hélice de la Ca™/CaM como lo hacen las
fenotiazinas.

L.a inhibicion de la actividad de varias enzimas dependientes de CaM por
concentraciones fisiologicas de MEL confirma que la hormona es un antagonista de
CaM. La MEL inhibe la actividad de la fosfodiesterasa de AMPc (Benitez-King y col,
1991), [a Ca*™™/Mg" ATPasa (Anton-Tay y col, 1993), y la sintetasa del 6xido nitrico
(Pozo y col, 1994). Recientemente, demostramos que la MEL inhibe a la multiproteina
cinasa II dependiente de CaM in vitro. La inhibicion fuc cmnpctitiva con respecto a la
CaM con una Ki de 16 nM (Benitez-King y col, 1996). La hormona también inhibio la
autofosforilacion de esta enzima (Benitez-King y col, 1996).

Existe evidencia que apoya la interaccion de MEL con CaM en la célula in vivo,
Fn las células MDCK y N1E-115 la hormona incrementa la proliferacion celular y los
niveles de CaM en la fase logaritmica de crecimiento (Bcnitéz—King y col, 1991;
Benitez-King y col, 1994). En la fase estacionaria, la coh_centracién de CaM disminuye
40% y el crecimiento celular se inhibe en un 50%. La co_ncentraci(’)n de CaM en un
ti.empo dado depende de la relacion entre su sinfesis y degradacion. lliXperimentos'de
recambio realizados en las células MDCK incubadas hasta por seis d'fas con MEL, han
sugerido que tanto la sintesis como la degradacion de CaM se moditican (Benitez—K.'inlg
y col, 1994). Se ha demostrado ,qué los niveles de mRNA especificos de CaM se
| incremenmn dos veces en-l_ﬁ fase logaritmica y regresan a niveles normales en"Ia. fase
estacionaria tanto en las céli.llas'M'DCK como en las NIE-115 (Ortega y col; 1993).
[istos resUHados sugieren que la MEL podria incrementar los niveles de mRNA de CaM

modulando la expresion del gen de CaM. Recientemente, encontramos que la MEL en
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las células MDCK y N1E-115 incrementa la union de AP-1 al DNA. Lo que sugierc que
la hormona, ademas de cambiar los niveles de CaM puede actuar a nivel nuclear

modificando la expresion genética,
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ANTAGONISMO DI CALMODULINA .l’bR MELATONINA:
LFECTOS SOBRE L CITOESQUELETO.

Los cambios estructurales inducidos por MEL estan relacionados con el efecto
antagonista de la hormona sobre CaM. En las células MDCK y NI1E-115, la MEL
produce cambios en la forma cclular y en el arreglo del citoesqueleto (Benitez-King y
col, 1990). Ambas lincas cclulares, en presencia de concentraciones fisiologicas de la
hormona crecen formando una red [ina. En las células MDCK incubadas con MEL, se
[orman prolongaciones citoplasmaticas y los microfitamentos de actina localizados en
la periferia se tornan mds grucsos (Benitez-King y col, 1990). En las células de
neuroblastoma la MEL actia como un factor de diferenciacion. En las células N1E-115
cultivadas con la hormona, se incrementa significativamente el nimero de células con
neuritas y los microtibulos se alargan formando redes muy largas (Benitez-King y col,
1990).

Istudios realizados en un sistema reconstituido de polimerizacion de tubulina in
vitro, han sido Gtiles para entender ¢l mecanismo por ¢l cual la MEL cauSa cambios en
el citoesqueleto. La polimerizacion de tubulina in vitro dependc de GTP (Shelanski y
~col, 1973). En presencia de las proteinas asociadas a lbs microtibulos (MAPs), el efecto
inhibidor del calcio sobre la polimerizacion de los microtubulos se incrementa por la
adicion de CaM (Berkowitz y Wolff, 1981; Kumagai y col, 1.986). La MEL previene
este efecto inhibidor de CaM a concentraciones fisioldgicas, causando un alargamiento
| dé los microtiibulos ('l*'lﬁuerto-'[)elgadi].lc) y col, 1994), Este efecto es muy semejante al
prbducido por la TEP a una concentracion de 10 1M, -y por el compuesto 48/30 (30
g/mi) (Perrino y col, 1989; Huerto-Delgadillo y col, 1994). El n]argamicnto de los
'micrqu'lbulos tambi¢n s¢ observa en una preparacion de (:itdesqueletos in situ de células

NIE- 1 LS incubados con 10 M de MEL (Huerto-Delgadillo y col, £994). La hormona
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protege a la red de microtabulos del efecto despolimerizante de Ca™/CaM. I.os
microtubulos en los citoesqueletos i situ tratados con MEL, son mds largos y gruesos
que los de los citoesqueletos controles despolimerizados por la activacion de la CaM
enddgena por Ca* (Huerto-Del gadillo y col, 1994). En ausencia de una CaM activa, Ia
MEL con concentraciones farmacoldgicas (10 M) inhibe la polimerizacion de
microtubulos tanto in vitro como en los citoesqueletos in situ (Huerto-Delgadillo y col,
1994).

Estos resultados sugieren que los electos de MIEL sobre los microtibulos
dependen de la concentracion de la hormona y de la presencia de CaM. A
concentraciones fisioldgicas (10” M) la MEL se une a la CaM y bloquea la formacion
de los compléjos MAPs/CaM y tubulina/CaM y se incrementa ¢l tamafio de los
microtibulos. En ausencia de CaM o a concentraciones farmacoldgicas de la hormona
(10° M), la MEL se une a la tubulina, altera su estructura secundaria y previene.el
ensamble de la tubulina favoreciendo la ruptura de los microttbulos. Los efectos
~ contradictorios de MEL sobre el citoesqueleto microtubular descritos en di‘[’ereﬁtes
especies y bajo diferentes condiciones experimentales (Tabla I), pueden ser explicados
con esta hipc’)tesis ya que st los resultados se agrupan de acuerdo a las concentraciones

de melatonina usadas se observa qu > a bajas concentraciones de MEL se produce un
alargamiento de los microtibulos y con altas concentraciones, la despolimerizacion de

los mismos (Benitez-King y Antén-Tay, 1993).



Tabla 1. Efectos de melatonina sobre procesos celulures dependientes de microtiibulos.

Efecto

Especie

Autor

Aumento en la birrefringencia
del huso mitotico

Agregacion de pigmentos

Antagonismo de los efectos de la
colchicina sobre la dispersion
de pigmentos

Aumento del ntimero de microtibulos

Antagonismo del paro de la
mitosis inducido por colchicina

Crecimiento de neuritas

Paro del movimliento de granulos
Inhibicién del ensamble de microtiibulos
Inhibicién de la union de colchicina

a tubulina, aumento de la union de

GTP a tubulina o |
Dispersion de granulos de mélanina
Ruptura dél aparato mitdtico
Regeneracion de bandas orales

Formacion de cristales microtubulares

Melanocitos de rana
Células vegetales

Células epitcliales de
retina de hamster

Células embrionarias de¢

Xenopus

Melanocitos de la picl
del sapo

Melandforos de peces
Melanocitos de la

piel de rana

Glandula pineal de rata

Células Hela

Células N1E-115
Células de melanoma B6
Nervio cidtico de sapo

Cerebro de bovino

Melanoforos de peces
Células de cebolla

Stentor coeruleus

Eminencia media de rata

Jackson, 1969.

dang y col, 1978
Messenper y col, 1977
Malawista, 1975

Reed y col, 1969

Malawista, 1973

Ireire y col, 1975

Fitzgerald y col, 1976

- Benitez-King y col, 1990

Funan, 1966
Piezzi y col, 1981

Pheng y col, 1975

Reed y col, 1969

Banerjee y col, 1973

‘Banerjee y col, 1972

Cardinali y'col, |'975

e Inhibicidén del flujo axoplasmico
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPOTESIS

Dado que la CaM es una proteina ubicua que modula un amplio espectro de
funciones celulares, el mecanismo de accion de la MEL a través del antagonismo de
CaM, constituye un modelo plausible que puede explicar los efectos pleiotrépicos que
la hormona produce en diferentes tipos cclulares.

La especificidad de la respuesta celular a la MEL depende tanto del acceso dc
la hormona a la ¢élula y de su interaccién con la CaM como de la concentracion y
localizacion intracelular de la CaM, de los incrementos transitorios de calcio y de la
coexistencia de las enzimas blanco de la CaM y sus sustratos en un compartimiento
especifico celular a un tiempo dado. |

LLa MEL podria n_mdu.lar a la CaM no solamente por union directa
“antagonizando su actividad, sino tambi¢n regulando los niveles de csta_proteiha en la
célula y concentrandola en compartimientos célulares esj_)ccificos al modificar su
distribucion subcelular, Iistos cambios i'epres'én_tan importanies mecanisimos 1'cgulad(_)res' -

que gobicrnan las funciones activadas por CaM.
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OBJETIVO
El objetivo del presente trabajo es estudiar los efectos de la MEL sobre la
distribucion subcelular de la CaM y determinar si la concentra en compartimientos
celulares especificos.

METAS

Estudiar los efectos de la MIEL sobre la distribucion subcelular de la

Pt
-

CaM en las células MDCK y N1E-115 incubadas durante tres dias con
concentraciones fisioldgicas de la hormona.

2. Determinar el curso temporal de los efectos de la MEL sobre la |
distribucion subcelular de CaM en las celulas MDCK.

3. Determinar si ¢l efecto de la MEL sobre la distribucion subcelular de la:
CaM en las células MDCK es un proceso reversible.

4, Comparar los efectos pmduéidos por MEL con los producidos por otfos
antagonistas de CaM y por aﬁzilogos de la ME*'L |

-5, Estudiar la distribucién subcelular de la MEL en relacién a la

| l_ocalizacién‘de CaM.,

6. Determinar los niveles de CaM en fraceiones subcelulares

(nucleo, citosol y membranas) en células cultivadas en presencia o en'auSc‘:ncia

‘de MEL.
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MATERIAL Y METODOS
Mauateriales

Las células MDCK se obtuvieron de la American Type Culture Collection
(Rockville, MD, USA). El medio de cultivo, ¢l suero de bovino, la MEL y los reactivos
de grado analitico sc obtuvicron de Sigma Chemical Co. (St Lounis MO, USA). Los
reaclivos para clectroloresis ¢ inmunotransferencia fueron de BIO-RAD (Richmond
CA, USA). Los anticuerpos anti-borrego con {luoresceina acoplada y anti-conejo con
rodamina acoplada se obtuvicron de ICN Biomedicals (Costa Mesa CA, USA). El
anticuerpo anti-MEL se obtuvo de CIDtech Research INC. (T oronto, Canada), El
estuche con los reactivos para el radioinmunoensayo de CaM y la
BS-metionina (11 Ci/mmole) de DUPONT NEN Research Products (Boston, MA,
USA). |

Cultivo de Células

Las células MDCK (pasaje 90-110) y NI1E-115 se 'wltivﬁrqn en DMEM
suplem'entado con 10 % de sucro de bovino, 100 U.L/ml 'dé.pcnicilina, 100 pg/ml de
cstreptomicina y 25 mM Hepes segun los métodos descritos ( Ccreijido y col, 1978;
Snidery c'ol, 1986). Los cultivos s¢ numtuvicron*a. 37 °C en aljm(')sfera'de%% ai_re y 3
% CO,, Las células se cultivaron en bOMla% falcon de 75 cm?, Cuando alcanzai'dh |'a, o
’ _conﬂuencm se lavm on dos veces con PBS (0 128M NaLl 0.010 M NdoHPO4, 0.005M
Kl 1L,PO,pH 7. 4). I"ostcnormcntc se levantaron del sustrato con una solucion de (ripsina
0.05% (1:250), EDTA 2 mM en PBS y se sembraron a subconﬂuencm bobre_

cubreobjetos de vidrio o cajas de Petri de didmetro variable a una densidad de 25 000-
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50 000 células/cm?.
Preparacion de la melatonina e indoles.

Las células sembradas a subcontluencia se cultivaron durante dos dias antes de
agregar la MEL o ¢l vehiculo. Se preparo una solucion de MEL concentrada (107 M),
La hormona se¢ disolvié en 50 ul de etanol y se alord al volumen descado con la
solucion del vehiculo (50 mM tris pH 7.6, 20% glicerol). A partir de la solucidn
concentrada de MEL (10 M) se hicieron diluciones 1:10 con el vehiculo diluido 10
veces. Las células controles se incubaron con el vehiculo diluido 1:10. La
concentracion final de etanol en el medio de cultivo fue del 0.01%. Los analogos de
MEL vy el antagonista de CaM, TFP fueron disueltos con ¢l mismo procedimiemo

descrito para la MEL.,
Purificacion de calmodulina

La CaM se obtuvo de cerebro de rata y se purifico de acuerdo al método de
Gopalakrishna y Andersen (1982). .os cerebros de rata se obtuvier(_)n por decapitacion
y s¢ homogeneizaron en [rio en dos volimenes (2 ml/g) de una solucién que contenfa
50 mM tris-HCI pH 7.5, | mM EDTA, 1 mM 2-mercaptoetanol, 0.5 mM PMSF). El
homogencizado se centrii_:‘ug(’) a 15 000 x g durante 30 min. El sobrenadante se colectd
y la pastill‘a se extrajo con un volumen igual de la solucion amoftiguadora de
homogcncizaciény se centrifugd nuevamente a 135 ()0() xg durante 30 min. Los
sobrenadantes se filtraron por fibra de vidrio para deslipidizarlos. El sobrenadante
filtrado se precipito a 4 °C con acido acético (16.9 N) hasta alcanzar un pi de 43 Se

agité durante una hora a 4°C y posteriormente se centrifugé 30 min a 15 000 x g. La
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pastilla sé resuspendio en el minimo volumen de solucion de homogeneizacion con una
relacion de 0.3 a 0.4 ml/mg de cerebro. El pH se ajustd a 7.5 con tris 1 M. La solucion
se centrifugd a baja velocidad para remover particulas insolubles y ¢l sobrenadante se
pasd por una columna con fenil-sepharosa. La columna se equilibré con una solucion
de 50 mM tris pH 7.5, 1 mM de 2-mercaptoctanol, y 0.1 mM de CaCl,. La muestra sc
llevd a 5 mM de CaCl, y se aplicd a la columna. Posteriormente se lavo con 10
volimenes de la solucion de equilibrio y [0 volimenes de la solucién de equilibrio +
0.5 M de NaCl. Finalmente, sé eluyo con una solucion de 50 mM tris pH 7.5, 1| mM de
2-mercaptoetanol y | mM de EGTA. La CaM eluida de la columna se concentrd por
liofilizacion y se comprobé su pureza por electroforesis. Se determind la concentracion

de CaM por ¢l método de Lowry (1951).
Preparacion del anticuerpo anti-calmodulina

El anticuerpo anti-CaM se obtuvo inyectando un borrego con | mg de la CaM
~ de cerebro de rata mezclada con 1 ml de adyuvante completo de Freund. El borrego fue
~inyectado por via subcutanea cada 7 dias durante 6 semanas con 1 ml.dé la mezcla de
- Freund. El titulo del anticuerpo se de_terh‘lin(') por ELISA ('Koértgé y Butler, 1983) un
mes después de la ultima inyeccion. El borrego se sangro y se obtuvo el suero ja(il"

“centrifugacion a 3000 rpm/min durante 5 min.
Electroforesis
La CaM comercial o extractos termoestables de células MDCK se separaron por
~ electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% segiin ¢l método de Laemmli

(1970 ). Las concentraciones finales de los geles fueron: Gel concentrador; 5% de
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acrilamida, 0.08% bisacrilamida, 125 mM tris pl1 6.8, 0.1% SDS. La composicion del
gel separador fue, 15% de acritamida, 0.8% de bisacrilamida, 0.375 M de tris-base pH
8.8, 0.1% SDS. Para catalizar la polimerizacion del gel se adicionaron por cada 10 ml
de mezcla, 100 pl de persulfato de amonio al 12.5% y 50 pl de TEMED al 10%.

Los geles se corrieron a temperatura ambiente en una solucion electrolitica que
contenia 25 mM de tris pH 8.3, 192 mM glicina, 0.1% SDS a 125 V durante | hora. A
las muestras que se iban a separar por electroforesis se les adiciond 1/3 de volumen de
una solucion 3X. La concentracion final de las muestras fue 0.625 M tris pH 6.8, 2%
SIS, 10% glicerol y azul de bromofenol 0.005%. A las muestras se les m"iadi(’), ademas,
5 pul de 2-mercaptoetanol por cada 50 pl de muestra. Posteriormente se calentaron a
ebullicion durante 3 min. |

Para detectar las proteinas separadas por electroforesis, los geles se tifieron
durante una hora con una solucién de azul de Coomassie al 0.25% en 4cido acético al
10%, metanol al 50%. Los geles se destifieron en la solucion de acético-metanol sin

colorante.
Inmunodeteccion

La especiticidad del anticuerpo anti-CaM se probé por su capacidad de reconocer
al antigeno especifico inmovilizado en papel de nitrocetulosa. La CaM o las proteinas
de un extracto termoestable obtenido de un homogeneizado de células MDCK se
“Separaron por electrc)fbrcsis._ Postel'i_ormente se transfirieron del gel a papel de
nitrocelulosa (Towbin y col, 1979). en una solucién de fosfatos que contenia 25 mM de
. I(I‘Izp()4/1(2["-[.[)04 pH 7.0. Se aplico duram.:e toda la noche una corriente variable con una |
diferencia de potencial de 20 V. Posteriormente, .la' membrana de nitrocdulosa con las

proteinas transferidas, se f1j6 en una solucion de glutaraldehido al 0.2% en solucion de
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fostatos durante 45 min a temperatura ambiente (Hulen y col, 1991). La membrana se
lavo en la solucion de fosfatos durante 15 min y s¢ bloqued en una solucion de leche
descremada al 0.1% en solucion TBS (20 mM tris-HCI, 150 mM NaCl pH 7.2) toda la
noche a 4 °C. Posteriormente el papel de nitrocelulosa se incubd con el anticuerpo anti-
CaM diluido 1:100 seguido del segundo anticuerpo anti-borrego con peroxidasa
acoplada diluido 1:1000. Las incubaciones con cada anticuerpo fueron de 1 hra 37 °C.
Entre cada incubacion con los anticuerpos, la membrana de nitrocelulosa se lavé con
la solucion TBS que contenia triton X-100 al [% (solucién TTBS). La reaccion del
primer anticuerpo con el antigeno inmovilizado en el papel de nitrocelulosa se detectd
con 1,4 cloronaftol que es sustrato de la peroxidasa acoplada al segundo anticuerpo y

origina un producto colorido.
Inmunofluorescencia de doble marcaje

Las células MDCK sembradas sobre cubreobjetos de vidrio se lavaron dos veces
con PBS y se fijaron durante 15 min a 37 °C en 0.2% de glutaraldehido y 1.8%
formaldehido en PBS. Las células fijadas se lavaron con PBS tres veces y se incubaron
con glicina 1 M durante 15 min a 3.7 * C. Posteriormente, sé per_meabilizaron durante
10 min a temperatura ambiente con triton x-100 al 0.01% en PBS. Los cultivos se
lavaron dos vveées.Con PBS y se incubaron chxranté 1 hr a 37 °C con el anticuerpo anti- |
CaM diluido 1:20, Después de tres lavzidos_ con PBS, las células s¢ incubaron con un
anticuerpo anti-borrego con fluoresceina acoplada durante 1 hora a 37 oC clilui_d'o 1:100.
Finalmente las células se lavaron con PBS 5 veces y se montaron sobre portadlﬁetos de
vidrio en una solucion de PBS: glicerol 1:9, v/v. Las preparaciones se observaron en un
microscopio de epiﬂuoresccncia Olympus y se fotografiaron con una cdmara

fotolgrziﬁca. utilizz_mdo un rollo Tmax de Kodak, 400 asa.
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ara los estudios de colocalizacion, las ¢élulas se incubaron 12 hrs con MEL 10

M o con el vehiculo durante 12 hrs. Posteriormente, se fijaron y permeabilizaron como
se describid y se incubaron secuencialmente durante 1 hra 37 °C con el anticuerpo anti-
CaM seguido del anticuerpo anti-borrego-FITC. Después de un lavado exhaustivo con
PBS, las preparaciones se incubaron con el anticuerpo anti-MEL desarrollado en congjo,
seguido de un anticuerpo anti-conejo con rodamina acoplada. Sc descartaron reacciones
cruzadas entre los anticuerpos incubando las células MDCK con el anticuerpo anti-CaM
seguido del anticuerpo anti-conejo-RITC y con el anticuerpo anti-MEL seguido del

anticuerpo anti-borrego-FITC. Las células no se tifieron con estos tratamientos.
Fraccionamiento celular

Las células MDCK que fueron sembradas a subconfluencia ( 50 000 células/cm?)
se incubaron con el vehiculo o con MEL 10 M durante 4 dias. Posteriormente, los
cultivos se lavaron con PBS y se desprendicron del sustrato con un gendarme en 50 mM
tris, sacarosa 0.32 M pH 7.4. Las células se homo geneizaron con uh equipo de Teckman
(30 Hz durante 60 segundos). Las fracciones nuclear, citosolica y membranal se
separaron por centriﬁlgaciénIdiferen'cial como estd descri_to (Blaustein y I c:der; 1980).
Brevemente, los homogeneizados fueron centrifugados a 900 x g durante 5 min. La
pastilla séresuspendi() en la solucion amortiguadora de Iwmogeneizacic’m y después de
tres lavados se mezeld con 2.15 M de sacarosa, | mM KH, PO‘,, | mM Mf:,Clqh 10%
glicerol pH 7.2 en una relacion 1:9y se centnlugo a 25 000 x g durante 20 min. La
y paSlllld nuclear purificada sé resuspendio en una solucién para 1adlommunoulsayo dc
CaM que contenia 50 mM tris pH 7.4, 1 mM clltlotreltol, 3mM MgSO4 yl mM EG T'A.

Para oblcnu la fraccion mumhmnal el sobwnadanlc de 900 x g, se u,nlulug,o

al2 _000 X g durante 10 min. La pastilla se resuspendio y se centrifugd a 35000 x g
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durante 30 min. La pastilla membranal se¢ resuspendid en la solucion para el
radioinmunoensayo de CaM . La fraccidn citosolica se obtuvo después de centrifugar
durante 2 hrs el sobrenadante de 12 000 x g. Se determind la concentracion de proteina

en cada fraccidn por ¢l método de Lowry (1951 ),
Radioinmunoensayo

A las fracciones subcelulares se les ajustaron las concentraciones de la solucion
de radioinmunoensayo (50 mM tris pH 7.4, 1 mM ditiotritol, 3 mM MgSO, y | mM
EGTA). La cantidad de CaM se determind por radioinmunoensayo (Chatouleas, 1979)

utilizando un estuche comercial de NEN/Dupont,
Marcaje de las células con *S-metionina e inmunoprecipitacion de calmodulina

Las célul.as MDCK se sembraron como se deseribio y se incubaron con vehiculo
o MEL 10 M durante 4 dias y se marcaron con 10 uCi/ml de *S-metionina dur_anté 48
hrs. Al final del tiempo de incubacion las células se lavaron 3 yéces con un PBS que
contenia 1 mM.de metionina fiia y se obtuvieron las fracciones citosolica, nuclear y
membranal. La CaM mafcada con ¥S-metionina se im:nunoprccipi_té de las fracciones
nuclear, citosolica y _membramil utilizando el anticuerpo anti-CaM . Las mezclas de
reaccién se incubaron 20 hrs a 4 °C. El cbnnplcjo $§-CaM -anti-CaM se prccipité con

un segundo anticuerpo anti-borrego. El precipitado se centrifugé 2 hrs a 3000 rpm, y

la pastilla se resuspendio en NaOI 0.1M. Finalmente, se conté en un contador de.

centelleo liquido (Beckmaﬁ).'
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Analisis Estadistico
Los resultados se analizaron con la prueha de t de Student impareada. Se

consideraron diferencias significativas con una p < 0.05.
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RESULTADOS
Caracterizacion del anticuerpo anti-calmodulina

El anticuerpo anti-CaM desarrollado en borrego se caracterizd  por
inmunotransferencia. El anticuerpo reconocid a una CaM de cerebro de bovino obtenida
comercialmente (Fig 3A). El anticuerpo también reconoctd una sola banda en un
sobrenadante termoestable obtenido de células MDCK (Fig 3B) y de células NIE-115.

El suero preinmune no reconocio a ninguna proteina (FFig 3C).
Efecto de la melatonina sobre la distribucion de calmodulina

Como se muestra en la Fig 4, la MEL a una concentracion de 10 M produjo
un cambio en la distribucion subcelular de la CaM. La CaM accesible al anticuerpo anti-
CaM, se tifi6 en las células tratadas con el vehiculo como puntos fluorescentes

localizados en la periferia de las células (Fig 4A, 4E). En las células tratadas con MEL,

“se observd un cambio gradual y dependiente del tiempo, en la distribucion de CaM.

Después de tres horas de incubacion con la hormona, se increménté el 'tamai“lo de los
puntos fluorescentes localizados en la periferia _dc las células MDCK (Fig 4B). Las
células MDCK tratadas durante 6 horas con MEL mostraron ademds de estos can‘ibios,
fluorescencid difusa en el citoplasma (Fig 4C). Después de 12 hrs de tratamiento con

MEL, los cambios en la distribucion de CaM fueron mas pronunciados (Fig 4D). La

CaM se observo distribuida en toda la célula como una fina reticula de puntos

fluorescentes. También se observé mds intensa la fluorescencia (Fig 4D). Las células

MDCK que se incubaron con MEL por periodos mis prolongados (4 dias) mostraron

“un patrén de distribucion de fluorescencia semejante al de las células MDCK incubadas
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con MEL durante 12 hrs (I'ig 41).

Fig 3. Caracterizacién del anticuerpo anti-calmodulina. Una calmodulina comercial
o las proteinas de un sobrenadante termoestable de células MDCK se separaron por
electroforesis unidimensional y se transfirieron a papel de nitrocelulosa. Las proteinas
transferidas se identificaron con el anticuerpo anti-calmodulina preparado en borrego.,
A) calmodulina comercial, B) calmodulina de células MDCK, C) suero preinmune
incubado con calmodulina comercial, | | |
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Fig 4. Isfecto de la melatonina sobre la distribucion de la calmodulina en las células
MDCK. Las células MDCK crecidas en cubreobjetos de vidrio se incubaron con
vehiculo durante 12 hrs (A) o 4 dias (I3);0 con MEL 10 M por 3 hrs (B), 6 hrs (C), 12
hrs (D), o 4 dias (I'). Las células se {ijaron y se tifieron con ¢l anticuerpo anti-CaM y
con un segundo anticuerpo anti-borrego con fluoresceina acoplada. Amplificacion (
1000 X).



Se obtuvieron resultados semejantes cuando se incubaron las células NIE-115
con 10 M de MEL durante 30 min, 3 hrs, 6 hrs y 12 hrs (Fig 5B3-517). La hormona
produjo un cambio en la distribucion de CaM en las células de neuroblastoma y la

proteina se observo como puntos fluorescentes gruesos localizados en el citoplasma.

Efecto de la melatonina sobre el contenido de calmodulina en la fraccion

citosdlica y membranal

Los cambios en la distribucion de CaM causados por MEL fueron confirmados
midiendo la cantidad de CaM en diferentes fracciones subcelulares. Las células MDCK
tratadas durante 4 dias con MEL 10” M mostraron un incremento de 78% en el
contenido de CaM unido a membranas (Fig 6A). En tanto que los nive_les de CaM
citosolica disminuyeron un 60% (Iig 6A). No se»observar‘o‘n cambios en la fraccion
nuclear, Ademds, se encontrd que la CaM sintetizada di novo (CaM marcada con S-
metionina) en presencia de 107 M de MEL se incorporé a la fraccion membranal y s¢
observé un incremento del 44% con respecto a la ¥S-CaM ix_lcorporada en presencia del

vehiculo (Fig 6B).
Efecto de los andlogos de la melatonina sobre la distribucion de la calmodulina

La especificidad de los efectos de MEL sobre la distribucion de CaM se probo
“incubando a las células MDCK con ¢l catabolito de MEL, 60H-MEL, con sus
precursores SHT y NAS, con el agonista de MEL 6CI-MEL o con el antagonista de
MEL, luzindol. Ninguno de estos compuestos probados a una concéntraci()h dc 10 0

105 M causaron una redistribucion de CaM en las células MDCK.
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Fig 5. Efecto de la melatonina sobre la distribucién de la calmodulina en las células
NIE-115. Las célutas N1E-115 crecidas en cubreobjetos de vidrio se incubaron con
vehiculo durante 12 hrs (A) o con MEL 10 M por 5 min (B), 30 min (C), 3 hrs (D),
6 hrs (E), o 12 hrs (I"). Las células sc fijaron y se tifieron con el anticuerpo anti-CaM
y con un segundo anticuerpo anti-borrego con fluoresceina acoplada. Amplilficacion (
1000 X).
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Fig 6 Efecto de la melatonina sobre el contemdo de calmodulina en Ias fmcc:onm
nuclear, citosélica y membmnal L.os histogramas en ¢l panel A muestran la cantidad
de calmodulina determinada por radioinmunoensayo, en la fraccion nuclear (N),
citosélica (C) y membranal (M) obtenidas de células MDCK cultivadas con vehiculo

(m) o con 10° M de MEL (@). En el panel B se muestra la cantidad de ¢ \lmodulum
marcada con **S-metionina ¢ lml’llmoplbblpllddd con un anticuerpo anti-calmodulina.
Los resultados representan la media + SEM de un experimento representativo. Las
muestras s¢ ensayaron por cuadmphcadn y se hicieron tres uxpuumnlos |
independientes. Los asteriscos indican diferencias con una p< 0.001. '
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Reversibilidad de los efectos de la melatonina sobre la distribucion de calmodulina

LLos cambios en la distribucion subcelular de CaM causados por MEL 107 M se
revirticron después de retivar la MEL del medio de cultivo (Fig 7). Los puntos
fluorescentes observados en cl citoplasma de las ¢élulas MDCK incubadas 12 hrs con
MEL, dismimiyeron 3y 6 hrs después de retirar a la MEL del medio (Fig 7C y 7D).
Doce y 24 hrs después de retirar la MEL e incubar a las células en medio normal, el
patron de fluorescencia fue semejante al de las células control incubadas 12 hrs con
vehiculo y 12 6 24 hrs en medio normal. Sin cmbargo,'se observo menos intensa la

fluorescencia (Fig 7A, 7E, 7I%).
Colocalizacion de la melatonina y la calmodulina

En la Fig 8 se muestra que la MEL y CaM se localizan en los mismos sitios
subcelulares. Tanto el anticuerpo anti-MEL como el 'amicuerpo anti-CaM tifieron los
mismos sitios en el citoplasma y en la region perinuclear de las células MDCK.
incubadas con 10 M de MEL durante 12 hrs (Fig 8C,810). I:n las células incubadas con
el vehiculo durante 12 hrs, el anticuerpo anti-MEL no tiﬁéhingl’m sitio subceltﬂar (Fig |
- 8B). Sin embargo, el anticuerpo anti-CaM detecté a la CaM en la periferia de las

c¢lulas como puntos fluorescentes.
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Fig 7. Reversibilidad del efecto de melatonina sobre la distribucion de
calmodulina. Las células MDCK sc incubaron con vehiculo (A), o con MEL 107 M
durante 12 hrs (B). Al cumplirse ¢l tiempo de incubacion, se reemplazo el medio de
cultivo que contenia la hormona por medio normal y las ¢élulas se incubaron por 3
hrs (C), 6 hrs (D), 12 hrs (1), 0 24 hrs (I). Las células se fijaron y se tifieron con ¢l
anticuerpo anti-CaM desarrollado en borrego y con un segundo anticuerpo anti-
borrego con fluoresceina acoplada. Amplificacion (1000 X).



Fig 8. Colocalizacion de la melatonina y la calmodulina. Las células MDCK sc
sembraron sobre cubreobjetos de vidrio y se incubaron con vehiculo (A.B) o con MEL
107 M (C,DD) durante 12 hrs. Las células se fijaron y se tificron secuencialmente con un
anticuerpo anti-calmodulina (A.C) y con un anticuerpo anti-MEL (13,1)) como esta
descrito en métodos. Amplificacion (2500 X).
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DISCUSION

[Zstudios previos han demostrado que la MEL antagoniza el complejo
Ca""/CaM (Anton-Tay y col, 1993; Benitez-King y Anton-Tay, 1993 ). Los resultados
aqui descritos indican que la hormona, ademds, cambia la distribucion subceelular de

‘aM; que la concentra en la fraccion membranal y que la hormona se encuentra
posiblemente en los mismos sitios subcelulares en donde se¢ encuentra la CaM.

El método de inmunofluorescencia de doble marcaje empleado para estudiar [a
presencia de MEL en las células, solo permite saber que la MEL entra en las células y
se distribuye en el citoplasma, pero no da informacion precisa sobre la localizacion de
la hormona en los diferentes compartimientos intracelulares. La presencia de MEL en
el interior de las células MDCK se dt_—:tecté desde las primeras tres horas de incubacion
y el patron de distribucion fue estable a las doce horas, Estos datos, junto con los
descritos en la literatura sobre la distribucion subneuronal de la MEL (Antén-Tay y col,
1988) y la unién de la hormona a prbteinas obtenidas de diferentes {iiHcciones
subcelulares (Cohen, 1978; Cardinali y col, 1979; Niles y col, 1979), confirman que
dada su alta lipofilicidad, la MEL entra a las células, cruza la membrana plasmatica
hacia el espacio intracelular, de donde se distribuye a los difercnte_s compartimientos
subcelulares. De aqui que  sea posible. asumir que_tbdas las células son blancos
potenéiales de la hormona. |

Los cambios inducidos por la MEL en la distribucion subcelular de CaM, se
observaron cuando las células se incubaron con concentraciones nanomolares de MEL.
Esta t:oncentracién corresponde a lbs niveles circulantes de la hormona qué se alcanzan
durante el pico nocturno tanto en cl humano como en 'las diferentes especies de
| mami[‘bfos estudiados (Reiter, 199.'1). [L.os cambios en la distribucion de CaM son

especificos ya que los precursores metabolicos de la MEL o su catabolito principal no
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causan ningn efecto. Este dato concuerda con los deseritos en la literatura de que SHT,
NAS, 60H-MEL y andlogos como cl luzindol, no tienen efecto antagonista sobre CaM
en este margen de concentraciones (Benitez-King y cof, 1993; Benitez-King y col,
1996).

En las células tratadas con MEL, ademas del traslado de {a CaM del citosol a fa
membrana, se observd un aumento en la intensidad de la fluorescencia de ta CaM
detectada con el anticuerpo especiftico. Aun cuando este incremento puede ser debido
al desenmascaramicnto de los epitopes inmunorcactivos, por cambios conformacionales
de la CaM inducidos por la union de MEL., es mds probable que ¢l incremento de la
fluorescencia corresponda a un incremento en la concentracion de CaM (Benitez-King
y col, 1991). En las células MDCK incubadas durante 3 dias con 1 nM de MEL, el
contenido de CaM se duplica junto con un aumento de la sintesis de CaM y los niveles
del mRNA especifico para CaM (Benitez-King y col, 1991; Benitez-King y col, 1994,
~ Ortegay col, 1993). |

Ademas, en los resultados aqui descritos se confirmo que la sintesis de CaM estd
aumentada en presencia de MEL y se demostro que la CaM recién sintetizada ingresa
a la poza de CaM y también se traslada a la membrana, |

El mecanismo molecular por el cual la MEL causa la redistribucion de la CaM,
no se conoce y debe ser motivo de estudio. Las posibilidades son que la union de 'l_a
MEL a la CaM favorezea las interacciones hidrofdbicas entre el complejo MEL-CaM
y los lipidos de la membrana. Otra posibilidad es que el traslado de CaM sea una |
* consecuencia del rearreglo del citoesqueleto inducido por la hormoha COMO ocurre en
~ las células SK-N-SH (Bennet y col, 1988). Una tercera posibilidad €$ que a semejanza
de como sucede con otras hormonas lipofilicas, qué también modifican la distribucion
subcelular de C‘aM, el'ei“cctondc la MEL seaa trdvés de estimular la zictividad dela

pl#oteina cinasa C (PKC) (Iiiskcp y col, 1990; De Boland y col, 1988; Simmen y col,



1984). Estudios preliminares realizados por nuestro grupo apoyan esta ultima
posibilidad, ya que la MEL activa a la PKC tanto in vivo como in vitro  (Benitez-King
y Antén-Tay, 1996a; Benitez-King y Antéon-Tay, 1996b).

Aun cuando el que-la MEL se encuentre localizada en los mismos sitios
subcelulares en los que se encuentra la CaM confirma la accesibilidad de la MEL a la
CaM in vivo, el hecho d¢ que sc movilice el complejo MEL-CaM es dificil de
interpretar. El que se encuentren localizadas en los mismos sitios subcelulares no
necesariamente significa que estén unidas. Pueden coexistir en un compartimiento
celular especitico a un tiempo dado. El factor que haria que la MEL se una a CaM scria
la elevacion transitoria de calcio. La respuesta biolégica se produciria si en ¢l mismo
compartimiento intracelular existen las enzimas blanco de la CaM y los sustratos. Hasta
ahora solamente sc ha podido demostrar que esas condiciones se¢ cumplen para ¢l
alargamiento de los microtibulos y la formacion de néuritas, (Benitez-King, 1990;
Huerto-Delgadillo, 1994) y recientemente para la sintetasa del dxido nitrico en el
cerebelo en donde la MEL inhibe a esta enzima y disminuye los niveles de oxido nitrico
(Guerrero y col, 1996).

Finalinente los resultados indican que ademads del efecto antagcnista de CaM,
la MEL pque concentrar a la CaM en 'compartimien_tos celulares selectivos ._y_ apoyan
ldhipétesis que a través de estos mecanismos, la MEL puede ‘sincronizar la activid_nd

celular mediada pot CaM.
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CONCLUSIONELS,

1. La observacion de que la MEL tiene acceso al interior de las células MDCK
y N1E-115, junto con los datos pertinentes aqui discutidos, permiten postular que todas

las estirpes celulares son blancos potenciales de la hormona.

2. En el interior de la célula, la MEL se distribuye con un patréon semejante al de
la CaM. Por lo anterior, e¢s posible que, dependiendo de las concentraciones

intracelulares de calcio, la hormona se unira a la CaM.

3. La MEL cambia la distribucion subcelular de la CaM y la traslada de la
fraccion citosélica a la membranal. Por lo tanto, ademas de los efectos inmediatos de
antagonismo de CaM, la hormona tiene un mecanismo agregado de modulacion de CaM

a tiempos mas largos de exposicion.

4, Los cambios observados en la CaM en presencia de MEL son semejantes,
independientemente de la cstirpe celular estudiada (MDCK y N1E-115). Se présentan |
a.c'o_ncehtraciones nanomolares de MEL y son reversibles. La conceljtraci()n de MEL
einpleadzi esta cn el margen de las concentraciones _san'guineaS durante la fase de
sectecion de la hormona. Estas caracteristicas sugieren que los clectos descritos tienen

o \ |
un papel relevante en la fisiologia de la célula.
5. En general, tomando los datos en conjunto, es posible concluir que la MEL

constituya una seiial hormonal con capacidad para sincronizar la actividad de todas las

células del organismo.
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