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RESUMEN

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina), es una indolamina
filogenéticamente conservada que induce la formacion de neuritas en la células
de neuroblastoma, N1E-115, a través del alargamiento de los microtubulos
causado por el antagonismo de calmodulina y también mediante la
reorganizacion de los filamentos intermedios inducido por la activacion directa
de la proteina cinasa C (PKC). La formacién de neuritas también depende de
cambios en el arreglo de los microfilamentos, los cuales participan en la
formacion de estructuras que preceden a la formacion de neuritas como; los
filopodios, los lamelopodios y los conos de crecimiento. En este trabajo se
estudio el efecto de la melatonina en el rearreglo de los microfilamentos en
etapas tempranas de la neuritogénesis y la posible participacion de la PKC y la
cinasa-asociada a rho (ROCK), enzima que se encuentra via abajo en la
cascada de sefalizacion de la PKC. Nuestros resultados muestran que la
melatonina a una concentracion de 1nM, incrementan el nimero de células de
neuroblastoma con filopodios, conos de crecimiento y neuritas largas.
Resultados similares fueron obtenidos con el activador especifico de la PKC, el
forbol 12-miristato 13-acetato (PMA). Tanto la melatonina como el PMA
incrementaron la cantidad de actina filamentosa. Por otro lado, el inhibidor
especifico de la PKC, la bisindolmaleimida, previno la reorganizacion de los
microfilamentos inducida por la melatonina y el PMA, mientras que el inhibidor
de la rho, el C3 o el inhibidor de la ROCK, el Y-27632, abolieron la formacion

bipolar de las células de neuroblastoma, causando la ramificacion de la mismas



con neuritas cortas y delgadas. También se observé que la melatonina y el
PMA activan a la PKC y la ROCK, tanto en extractos celulares como en células
completas de neuroblastoma. Estos resultados indican que la melatonina
incrementa el nimero de células inmaduras susceptibles a una posterior
diferenciacion y que en este reclutamiento de células hacia la neuritogénesis
temprana inducido por la melatonina, estan involucradas tanto la PKC como la

ROCK.



ABSTRACT

Melatonin (N-acetyl-5-mehtoxythryptamine) is a phylogenetic preserved
indolamine which increases neurite formation in N1E-115 neuroblastoma cells
through mircrotubule enlargement elicited by calmodulin antagonism, and
intermediate filament reorganization caused by protein kinase C (PKC)
activation. Microfilament rearrangements are also necessary for neurite
formation and participate in filopodia, lamelipodium and growth cone structure.
In this work, we studied the effects of melatonin on microfilament
rearrangements at early stages of neurite formation and the likely participation
of PKC and the Rho-associated kinase (ROCK), a down stream enzyme in the
PKC signaling pathway. The results showed that 1 nM melatonin increased the
number of cells with filopodia, growth cones and long neurites. Similar results
were obtained with the PKC activator phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA).
Both melatonin and PMA increased the relative amount of filamentous actin. By
contrast, bisindolylmaleimide, the PKC inhibitor abolished microfilament
organization elicited by either melatonin or PMA, while the rho inhibitor C3, or
the ROCK inhibitor Y-27632, abolished the bipolar morphology of the
neuroblastoma cells. Instead, these inhibitors prompted neurite ramification.
ROCK activity measured in cell extracts and in whole neuroblastoma cells was
increased in the presence of melatonin or PMA. The results indicate that
melatonin increases the number of cells with immature neurites and suggests

that these neurites can be susceptible to further differentiation. Data also



indicate that PKC and ROCK are involved at initial stages of neurite formation in

the mechanism by which melatonin recruits cells for later differentiation.



INTRODUCCION

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) (Figura 1) del griego
melanos que significa negro o color, es una indolamina filogenéticamente
conservada que se encuentra tanto en invertebrados como en vertebrados
(Hardeland y col., 1995; Poeggeler y col., 1991; Ardent, 1985). Este indol es
lipofilico, lo que le permite cruzar las membranas bioldgicas (Costa y col., 1995)
y es secretado por la glandula pineal (Figura 2) en la fase oscura del
fotoperiodo (Reiter, 1991). La melatonina vertida a la circulacion general actia
como una hormona y su funcion principal es la de sincronizar la actividad
biolégica con el ciclo luz-oscuridad (Reiter, 1991). Se ha descrito su
participacion en la regulacion del ciclo suefo-vigilia (Arendt, 1978) y la
respuesta inmunolgdcia (Lissoni y col., 1993). Evidencia reciente ha permitido
clasificar a la melatonina como un “autocodie™ lo cual significa que tiene una
funcién autocrina debido a que la melatonina es secretada y utilizada al mismo
tiempo por las células de la retina (Tan y col., 2003). También hay evidencia de
la utilizacion de este indol por el tejido nervioso circundante a la glandula pineal
(Figura 2) por lo que se ha considerado a la melatonina como un “paracoide™
lo que significa que tiene una funcion paracrina (Tan y col., 2003).

La sintesis de melatonina (Figura 3), amina biogénica similar a la

serotonina, se lleva a cabo en los pinealocitos a partir del aminoacido triptéfano

Autocodie viene del griego (autos -> propio y akos -> Alivio) y esta definido como una sustancia capaz de alterar a las
células que la producen.

Paracoide es una sustancia formada y liberada por un grupo de células que altera la funcion de otras células a nivel
local.



e inicia con la hidroxilacion de éste en la posicion 5 del anillo inddlico por la
enzima triptéfano hidroxilasa. Esta hidroxilacion resulta en el 5-hidroxitriptéfano
el cual es descarboxilado por la enzima descarboxilasa de los aminoacidos
aromaticos para formar a la 5-hidroxitriptamina (5-HT), también conocida como
serotonina. A continuacion, la 5-HT es acetilada en la cadena lateral por la N-
acetiltransferasa, lo cual genera a la N-acetilserotonina. Finalmente, la N-
serotonina es metilada en la posicion 5 del anillo indélico por la enzima hidroxi-
indol-O-metil transferasa lo cual resulta en la formacion de la melatonina

(Axelrod, 1974).

2)) N—acetiI—5—met0xy—_triptamina
(Melatonina)

= (CH2)2--NH--COCHz

Figura 1. A) Esquema tomado del libro “El tratado del hombre” de René Descartes publicado
en 1667, en donde describié que la glandula pineal era considerada el asiento del alma, por
estar involucrada en eventos de percepcién. B) Estructura quimica de la melatonina.

Se han descrito tres mecanismos de accién para la transduccion de la

sefial de la melatonina (Figura 4): A través de receptores membranales



(Dubocovich, 1995; Reppert y col., 1994), mediante receptores nucleares
(Weissenberg y col., 1995; Becker-Andre y col., 1994) y a través de la
interaccion directa con proteinas citopladsmicas como la calmodulina (CaM) y la

proteina cinasa C (PKC) (Benitez-King y Anton-Tay, 1996, 1997).

Copyright 1887 The Anatomy Project

Figura 2. Localizacion anatémica de la glandula pineal. En la fotografia se observa la
glandula pineal (1), el tectum (2 y 3), el acueducto cerebral (4), el mesencéfalo (5), el cerebelo
(6), el cuarto ventriculo (7) y el puente (8). Tomado de la pagina en linea de The Anatomy
Project.

La melatonina (Figura 4) se une a receptores localizados en la

membrana plasmatica (Dubocovich, 1995; Reppert y col., 1994) los cuales
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tienen siete dominios transmembranales y se consideran parte de la
superfamilia de receptores acoplados a proteinas G (Reppert y col., 1994).
Mediante estudios de biologia molecular y por la afinidad que presentan a 2-
[*2°l]-melatonina se han clasificado en mt; o receptores de alta afinidad que se
unen a su receptor en el rango picomolar y MT, o receptores de baja afinidad
gue se unen a su receptor en el rango nanomolar (Masana y Dubocovich,
2001). Un tercer receptor para melatonina, el receptor MT3 fue recientemente
caracterizado como una quinolona reductasa (Nosjean y col., 2000; 2003). Los
receptores para melatonina se encuentran acoplados a las proteinas G
inhibidoras que modulan la concentracion de AMPc (Brydon y col., 1999; Petit y
col., 1999) y por consiguiente la actividad de la proteina cinasa dependiente de
AMPc; PKA (Witt-Enderby y col., 1998). Ademas, el receptor mt; participa en la
activacion de la fosfolipasa C desencadenado la cascada que forma
diacilglicerol y promoviendo la activacion de la PKC (McArthur y col, 1997,
Barrett y col., 1998).

La melatonina (Figura 4) también se une a proteinas nucleares que
pertenecen a la familia de los receptores retinoidales (Weissenberg y col.,
1995; Becker-Andre y col., 1994). A la fecha se han descrito dos receptores a
nivel nuclear RZR/RORa. (NR1F1) y el RZRB (NR1F2) (Carlberg, 2000) a los
cuales la melatonina se une en el rango nanomolar (Weissenberg y col., 1995;
Becker-Andre y col.,, 1994). La presencia de estos receptores varia

dependiendo del tejido. El receptor NR1F1 se expresa en altas concentraciones
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Figura 3. Sintesis de melatonina. La sintesis de melatonina se lleva a cabo a partir del
aminoacido triptéfano e inicia con la hidroxilacién de este en la posicién 5 del anillo ind6lico por
la enzima triptéfano hidroxilasa. Esta hidorxilaciéon resulta en el 5-hidroxitriptéfano el cual es
descarbixilado por la enzima descarbixilasa de los aminoacidos aromaticos para formar a la 5-
hidroxitriptamina (5-HT) o serotonina. A continuacion, la 5-hidroxitriptamina es acetilada en la
cadena lateral por la N-acetiltransferasa, lo cual genera a la N-acetilserotonina. Finalmente, la
N-serotonina es metilada en la posicion 5 del anillo inddlico por la enzima hidroxi-indol-O-metil
transferasa lo cual resulta en la formacién de la melatonina.

en linfocitos B, T y en neutrofilos, asi como en la piel (Becker-Andre y col.,
1993; Steinmayer y col., 1998), mientras que el receptor NR1F2 se expresa tan
solo en la retina y en el Sistema Nervioso Central (SNC) (Becker-Andre y col.,
1994; Park y col., 1996; 1997). Los receptores nucleares regulan la trascripcion
de genes a través de la unién con secuencias especificas de ADN, llamados
elementos de respuesta que se localizan en la region promotora de los genes

blanco (Glass, 1994). Los genes regulados por los receptores nucleares que
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unen melatonina son el gen de la enzima proinflamatoria 5-lipoxigenasa, el gen

inhibidor del ciclo celular p21"AF/c'*!

y el gen de la sialoproteina del hueso
involucrado en la mineralizacién 6sea (Steinhilber y col., 1995; Schrader y col.,

1996).

MECANISMOS DE ACCION DE LA MELATONINA

PGI/AC

ATP AMPc

Figura 4. Mecanismos de Accidon de la Melatonina. A) Interaccién de la melatonina con
receptores de membrana, B) con receptores nucleares, C) con proteinas citoplasmicas como la
PKC y la CAM y D) la melatonina como captador de radicales libres.

También se ha descrito que la melatonina y sus metabolitos actian
como captadores de radicales libres (Figura 4) (Reiter y col, 1993; Allegra y
col., 2003; Guenther y col., 2005; Onuki y col., 2005; Tomas-Zapico y col.,
2005). Este indol neutraliza directamente agentes toxicos como: radicales

hidroxilo (OH), el anién peroxinitrito (OONQO), peroxido de hidrégeno (H,0,),
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acido hipocloroso (HOCI), y el singulete de oxigeno® (*O.) (Reiter, 2003a,b). La
interaccion de la hormona con especies reactivas involucra la donacién de un
electron de la melatonina hacia el radical libre logrando la estabilizacion de
estas moléculas (Tan y col., 2002). Ademas, la melatonina tiene un efecto
antioxidante indirecto mediante la activacibn de enzimas como la glutatién
peroxidasa, la glutation reductasa, la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, y la
superoxido dismutasa, (Reiter y col., 1999; 2003a,b) asi como a través de la
sintesis del glutation y de la expresion de la enzima gamma-glutamilcisteina
sintetasa (Urata y col., 1999). Esta indolamina también se ha visto implicada en
el mantenimiento de la integridad funcional de enzimas como la superéxido
dismutasa y la catalasa (Reiter, 2003 a,b).

El N1l-acetyl-5-metoxikinuramina o AMK es un metabolito de la
melatonina con propiedades antioxidantes que reacciona con especies
reactivas nitrogenadas (Guenther y col., 2005) mientras que el N1l-acetil-N2-
formil-5-metoxikinuramina o AFMK otro metabolito de la melatonina, se ha
asociado con un posible efecto terapéutico para las porfirias, ya que previene el
dafio causado al DNA por el estrés oxidativo (Onuki y col., 2005).

La melatonina es capaz de interactuar con proteinas citoplasmicas
directamente sin la intervencion de receptores membranales (Figura 4). Esta

indolamina se une y modula la actividad de la calmodulina (CaM) y de la

3 El oxigeno singlete o singulete de oxigeno (* O,) es un compuesto que se genera por absorcién de energia
electromagnética, la cual invierte transitoriamente el giro (spin) de uno de los dos electrones desapareados del
oxigeno, de modo que los giros de los dos electrones desapareados muestran una orientacién antiparalela. El oxigeno
molecular, estado basal o triplete, es incapaz de aceptar dos electrones directamente, reduccién bivalente, porque la
adiciéon de un par de electrones antiparalelos se encuentra restringida por los giros paralelos del estado basal. El
oxigeno singlete, sin embargo, con sus giros electrénicos antiparalelos no tiene tales restricciones en su reactividad y
es muy buen oxidante bivalente frente a muchas biomoléculas.
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proteina cinasa C (PKC) (Benitez-King y Antén-Tay, 1996; 1997). A través de
este mecanismo, la hormona regula el rearreglo del citoesqueleto. Mediante el
antagonismo de calmodulina, la melatonina induce el alargamiento de los
microtubulos en células de origen neuronal (Huerto-Delgadillo y col., 1994) que
culmina con la formacion de neuritas (Benitez-King y col., 1990). Ademas,
existe evidencia que sugiere que el rearreglo en los filamentos intermedios de
vimentina también participa en el crecimiento de las neuritas inducido por la
melatonina (Benitez-King, 2000). Ademas, este indol es capaz de inducir la
formacion de estructuras filamentosas en células no neuronales modificando la
estructura del citoesqueleto de actina y tubulina (Witt-Enderby y col., 2000). La
melatonina a una concentracion de 1nM activa directamente a la PKC pura
obtenida de una fraccion de cerebro de rata (Anton-Tay y col., 1998), también
se ha demostrado que esta hormona induce la activacion de la PKC de la
fraccion citoesqueleto-membranal de células de neuroblastoma, N1E-115
(Benitez-King, 2000). La PKC es una serina-treonina cinasa a la cual se le han
descrito doce isoformas (Figura 5) (Poole y col.,, 2004; Battaini, 2001). La
clasificacion de esta molécula se baso6 en las diferencias estructurales y en las
condiciones de activacion en respuesta a la estimulacion de los receptores
membranales asociados a fosfolipasa C. Estas doce isoformas, se han
distribuido en tres diferentes grupos. Las isoformas dependientes de calcio (a,
Bl, BlI, y), las cuales necesitan calcio, fosfatidilserina y diacilglicerol para su
activacion. Las isoformas independientes de calcio (6, €, n, 6) las cuales

necesitan de fosfatidilserina y diacilglicerol para ser activadas vy las isoformas
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atipicas (§, VA, u, v), que no requieren calcio ni diacilglicerol, tan solo
fosfatidilserina (Nishizuka y col., 1995; Battaini, 2001; Poole y col., 2004).

En estas células de neuroblastoma, la melatonina activa selectivamente
a la isoforma a de la PKC pero no a la isoforma ¢ (Benitez-King y col., 2001).
La activacion de PKC por melatonina (Antén-Tay y col., 1998), induce cambios
en el citoesqueleto de actina como el engrosamiento de fibras de tension y del
anillo cortical en células de origen epitelial (Benitez-King y col., 1990, Anton-
Tay y col., 1998) en sincronia con cambios en la concentracion de la hormona
(Ramirez-Rodriguez y col., 2003).

Este indol ademéas ha demostrado ser util en el tratamiento del cancer,
no sélo en modelos animales (Blask y col., 2002; Sauer y col., 2001), sino
también en los seres humanos. Mediante estudios clinicos se demostré que la
melatonina causé la reduccién en el crecimiento de los tumores y ademas
prolongo la sobrevivencia de los pacientes tratados con esta hormona. Esto no
se observo en aquellos pacientes en los que solo recibieron tratamientos
convencionales contra el cancer (Lissoni, 2002). Los mecanismos de accion
propuestos que explican la accion oncoestatica de la melatonina son a través
de la disminucion intracelular del &acido 13-hydroxioctadecadienoico (13-
HODE), el cual activa la mitosis y como resultado incrementa la proliferacion
tumoral (Blask y col., 2002). La disminucion de la angiogénesis en tumores, el
retraso en la transicion de la fase G1 a la fase S en el ciclo celular y cambios

en la adhesién celular han sido otros mecanismos de accion propuestos
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mediante los cuales la melatonina ejerce una accidén anticancerigena (Reiter,

2003D).

PROTEINA CINASA C

DOMINIO REGULATORIO DOMINIO CATALITICO

V1 Ps C1 V2 Cc2 Cc4 V5

PMA/DAG UNION DE UNION DE UNION DE SUSTRATO
Ca™ ATP

Figura 5. Estructura de la Proteina Cinasa C. A) Isoformas dependientes de calcio, B)
Isoformas independientes de calcio, C) Isoformas atipicas.

La melatonina también se ha utilizado con éxito en el restablecimiento
del ciclo suefio-vigilia (Dahlitz y col., 1991; Nagtegaal y col., 1998; Kayumov y
col., 2001) y el tratamiento del jet-lag (Cardinali y col., 2002).

En el SNC, la melatonina actia (Anton-Tay y col., 1971) como facilitador
de la memoria a corto plazo (Argyriou y col., 1998) y participa en el desarrollo
psicomotor normal (Tauman y col.,, 2002). Ademas de sus acciones en el
desarrollo normal, la melatonina se ha relacionado con la patofisiologia de
varias enfermedades psiquiatricas como la depresién, la esquizofrenia y

algunas demencias como la enfermedad de Alzheimer (Mishima y col., 1999;
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Sandyk y Kay, 1990; Brown y col., 1985). También se ha sugerido que la
melatonina actia como un estabilizador del estado de animo (Kennedy y col.,
1989; Mcintyre y col., 1989; Kennedy y col.,, 1990; Tarquini y col., 1988;
Nurnberger y col., 2000; Hallam y col.,, 2005). En la demencia de tipo
Alzheimer, la esquizofrenia y la depresion los niveles de melatonina estan
disminuidos (Mishima y col., 1999; Ferrier y col., 1982; Fanget y col., 1989;
Sandyk y Kay, 1990; Brown y col., 1985; Miles y Philbrick, 1988). También se
ha descrito que en estos padecimientos mentales la citoarquitectura neuronal
se encuentra alterada al grado de afectar la formacion de axones y dendritas
(Stockmeier y col., 2004; Chana y col., 2003; Bensimon y Chermat, 1991;
Selemon, 2004). Ya que la melatonina tiene un efecto modulador del
citoesqueleto y ademas actia como captador de radicales libres, esta hormona
se ha propuesto como posible agente terapéutico en el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer, la depresion y la esquizofrenia entre otras (Reiter y
col., 1999; Benitez-King y col., 2004; Benitez-King y col., 2005). Su posible
eficacia en el tratamiento de ciertas condiciones psiquiatricas también puede
estar relacionada con su efecto inductor de la formacion de neuritas (Benitez-
King y col., 1990; Huerto-Delgadillo y col., 1994) ya que como se menciond
anteriormente, existe evidencia de que en algunas enfermedades psiquiatricas
y neurologicas hay una disminucion en el numero de neuritas (Stockmeier y
col., 2004; Chanay col., 2003; Bensimon y Chermat, 1991; Selemon, 2004).
Los filopodios y los lamelopodios, son parte fundamental de los conos de

crecimiento y por lo tanto del desarrollo de las neuritas (Figura 6). Estas
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estructuras estdn conformadas principalmente de actina (Luo, 2002; Smith,
1988). La actina, es una de las proteinas mas abundantes, tanto en células
musculares, como no musculares y se encuentra presente en dos formas:
como actina-G o globular y como actina-F o filamentosa (Haugland y col.,
1994). La abundancia relativa de estas dos formas esta relacionada con los
requerimientos celulares dinamicos necesarios para cambiar la estructura
celular, inducir la motilidad de ciertas células y para la formacion de los conos
de crecimiento y de las neuritas, entre otros eventos intracelulares. Los
cambios en la concentracion de actina-G y actina-F se dan a través de la
polimerizacion de actina, en donde los monomeros de actina se incorporan
para formar filamentos. La polimerizacion de actina in vitro se lleva a cabo en
tres fases. La primera llamada fase de nucleacion, se caracteriza por un
periodo en el que la actina G se agrega lentamente en oligdmeros inestables y
cortos. Una vez que estos oligobmeros alcanzan una longitud de tres o cuatro
subunidades de actina, entonces actian como un nucleo, lo cual da origen a la
segunda fase conocida como de alargamiento. En esta segunda fase los
monomeros de actina-G se unen rapidamente a ambos extremos del nacleo. La
incorporacion de monémeros de actina induce el crecimiento del filamento. La
tercera fase se conoce como de “steady state” o equilibrio dinamico ya que no
hay cambio neto en la longitud del filamento de actina. Mondmeros de actina se
incorporan en un extremo del filamento al mismo tiempo que otros mondmeros

de actina-G son removidos en el extremo opuesto.
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La formacion de neuritas inicia con la presencia de un lamelopodio
(Figura 6), una estructura en forma de lamela o laminilla formada por una red
de actina en el extremo de la membrana de la célula indiferenciada (Dehemelt y
Halpain, 2003). Esta estructura provee la adhesion necesaria para que la
neurona comience el proceso de formacion de neuritas (Da Silva y Dotti, 2002).
A continuacion los microtubulos en el interior de la célula se alinean en
direccion del lamelopodio (Tang y Goldberg, 2000; Yu y col., 2001; Dehemelt y
col., 2003). Posteriormente estos microtibulos ejercen presion en el
lamelopodio recientemente formado, lo cual provoca la separacion del
lamelopodio del extremo de la membrana. Los microtibulos en la parte
posterior del lamelopodio forman el cuerpo de la neurita. Una vez separado del
extremo de la neurita, el lamelopodio se conoce como cono de crecimiento
(Dehemlt y Halpain, 2003). Durante esta transformacion del lamelopodio en
cono de crecimiento los microtubulos invaden al lamelopodio trayendo consigo
mitocondrias, asi como otros organelos intracelulares (Dehemlt y Halpain,
2003). Esta diferencia estructural en el cono de crecimiento ha dado origen a
su division en una zona periférica donde se encuentra lo que fue el lamelopodio
y una zona central. La zona periférica esta formada principalmente por actina,
mientras que la zona central esta formada por microtubulos, mitocondrias,

vesiculas y otros organelos ausentes en la zona periférica.

El cono de crecimiento es capaz de extender prolongaciones delgadas
de actina llamadas filopodios (Figura 6), las cuales estan encargadas de

explorar el entorno y responder a las sefiales que se encuentren en su camino
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(DaSilva y Dotti, 2002). El cono de crecimiento guia a la neurita la cual continda
extendiéndose y al mismo tiempo adelgazandose debido a que los

microtubulos se arreglan en grupos compactos.

La fuerza propulsora del cono de crecimiento es la polimerizacion de
actina en el extremo terminal de esta estructura, la cual sirve para empujar a la
membrana lejos del soma celular (Tilney y col., 1981). Mientras que la miosina
esta encargada de mover los filamentos de actina hacia el centro del cono de
crecimiento en donde son despolimerizados con el fin de proveer mondmeros
de actina para continuar la propulsion de la neurita en extension (Lin y col.,
1996). Las miosinas que han sido involucradas en estos procesos son la

miosina 1c y la miosina Il (Diefenbach y col., 2002; Brown y Bridgman, 2003).

La polimerizacion de actina es regulada, entre otras proteinas, por la
familia de las Rho GTPasas. Actualmente se han identificado mas de 20
miembros en esta familia pero las mas caracterizadas son la rho, la rac y la
cdc42 (Negishi y Katoh, 2005; Luo, 2002), las cuales se han visto implicadas en
la formacién de fibras de tension, filopodios y lamelopodios (Meyer y Feldman,
2002). La activacion de las Rho GTPasas depende de su asociacion con GDP
o GTP. Cuando estas enzimas estan unidas a GTP se encuentran en estado
activo, mientras que cuando estan unidas a GDP se encuentran en estado
inactivo (Negishi y Katoh, 2002; Luo, 2002). La asociacion entre GTP y las Rho

GTPasas depende de Factores intercambiables de nucleotido de guanina
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Figura 6. Cambios en el citoesqueleto durante la formacién de neuritas. (A)
Neuroblasto. (B) Formacion de un lamelopodio a través de la reorganizacién de actina. (C) Los
microtubulos se reorganizan hacia el lamelopodio recientemente formado, mientras que
filopodios formados de actina se extienden al borde de la membrana. (D) La polimerizacion de
actina y la formacién de microtdbulos separan al lamelopodio del borde celular. El lamelopodio
una vez separado de la membrana celular se conoce como cono de crecimiento. Modificado de
Nat Rev Neurosci. 2002 Sep; 3(9):694-704. Breaking the neuronal sphere: regulation of the
acitin cytoskeleton in neuritogenesis. Da Silva JS, Dotti CG. Cavalieri Ottolenghi Scientific
Institute, Universita Degli Studi di Torino, A.O. San Luigi Gonzaga, Regione Gonzole 10, 10024
Orbassano, Torino, Italy.
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(Guanine nucleotide exchange factores, RhoGEFs) los cuales unen GTP y
remueven GDP de las Rho GTPasas. Por otro lado, las Proteinas activadoras
de la GTPasa (GTPase activationg proteins, RhoGAPSs) inducen la accién
GTPasa de las Rho GTPasas y como resultado se hidroliza el GTP quedando
la Rho GTPasa asociada a una molécula de GDP (Luo, 2002; Negishi y Katoh,

2002).

Una vez activadas, las Rho GTPasas interacttan con proteinas
asociadas directamente con la polimerizacion y despolimerizacion de actina
(Meyer y Feldman, 2002). La rac y la cdc42 activan al complejo Arp2/3 el cual
se une a la actina asociada a difosfato de adenosina o ADP que se encuentra
en los filamentos de actina y a partir de este punto el complejo Arp2/3
promueve la incorporacion de actina asociada a trifosfato de adenosina o ATP
y con esto la polimerizacidon de actina (Meyer y Feldman, 2002; Luo, 2002). La
rho por su parte activa a la cinasa-asociada a rho conocida como ROCK
(Ishizaki y col., 1996; Leung y col., 1996; Matsui y col., 1996; Narumiya y col.,
1997) y esta enzima a su vez activa a la LIM cinasa (Meyer y Feldman, 2002).
La LIM cinasa también es activada por rac y cdc42 via p2l-cinasa-activada
(PAK) (Manser y col, 1994). La activacion de la LIM cinasa resulta en la
inhibicion de la ADF/cofilina, proteina que remueve a la actina asociada a ADP
en los filamentos de actina ya formados (Bamburg y col., 1999). La remocion
de la actina asociada a ADP parece promover la polimerizacion de actina, ya
gue el ADP asociado a los mondmeros de actina se sustituye prontamente por

ATP. Los monomeros de actina asociados a ATP favorecen la polimerizacion

23



de actina (Bamburg y col., 1999). Por lo tanto, la inhibicién de la ADF/cofilina
resultado de la activacién de la LIM cinasa via rho, rac y cdc42 deberia de
resultar en la despolimerizacion de actina pero no es asi. Parece ser que en
algunos casos la activacion de la LIM cinasa resulta en la polimerizacién de
actina mientras que en otros resulta en la despolimerizacién de la misma. Esto
parece depender del estadio de maduracion de la neurona y de la localizacion
de la LIM cinasa dentro de la célula (Wang y col., 2000; Meyer y Feldman,

2002).

Tanto la rho, la rac y la cdc42 se han asociado con la formacion e
inhibicion de la formacion de las neuritas. La activacion de rho parece inhibir la
formacion de procesos neuronales mientras que rac y cdc42 promueven su
crecimiento (Luo y col., 1994; Kaufmann y col., 1998; Bito y col., 2000; Meyer y
Feldman, 2002). Sin embargo, en células de feocromocitoma PC12, rho induce
la formacion de neuritas mediante la subsecuente activacion de rac y cdc42
(Katoh y col., 2000). Por otro lado, la activacion de ROCK por rho también se
ha asociado a la inhibicion de la formacién de neuritas (Amano y col., 1998;
Hirose y col., 1998; Katoh y col., 1998). Sin embargo, estudios recientes han
encontrado que la activacion de ROCK esta relacionada con la maduracion de
las neuritas (Bito y col., 2000). Actualmente, se piensa que la funcion de rho y
ROCK depende del estadio de desarrollo en el que la célula se encuentra

(Katoh y col., 2000; Bito y col., 2000).

Existe evidencia que indica la participacion de la PKC en la activacion de

las Rho GTPasas y en la formacion de las neuritas, los lamelopodios y los
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filopodios. La PKC puede ser activada por los esteres de forbol, como el 12-
miristato 13-acetato (PMA) compuestos lipofilicos que cruzan las membranas
biolégicas (Castagna y col., 1982). La activacién de la PKC, ya sea por él
diacilglicerol, que es el compuesto que se produce en respuesta a la
estimulacién de los receptores acoplados a la fosfolipasa C o por los esteres de
forbol, causa el traslado de la enzima del citosol a la fraccion citoesqueleto-
membranal o viceversa (Castagna y col., 1982; Zalewski y col., 1990) en donde
fosforila a proteinas intracelulares o enzimas que participan en la fisiologia
celular. Esta enzima se encuentra ampliamente distribuida en el SNC en donde
fosforila proteinas involucradas en la diferenciacion celular, en el desarrollo
neuronal, en la transmisién sinaptica y en la regeneracion neuronal, entre otros
procesos (Liu y col., 1996). Se ha descrito que la activacion de la PKC por los
ésteres del forbol tales como el PMA induce la formacion de las neuritas en las
células de neuroblastoma (Mak y col., 2001; Singleton y col., 2000; Zeidman y
col., 2002; Fagerstrom y col, 1996). También, se sabe que la activacion de esta
enzima incrementa la polimerizacion de actina (Liang y col., 1998; Masson-
Gadais y col., 1997). De igual forma, la activacion de esta serina-treonina
cinasa se relaciona con la formacion de conos de crecimiento al modificar la
interaccion entre los microtdbulos y los microfilamentos (Xiang y col., 2002;
Forscher y col., 2001).

La PKC a es activada y al mismo tiempo es capaz de activar a rho,
cdc42 y rac (Slater y col., 2001). También se ha demostrado que la presencia

de la PKC es indispensable para la activacion de ROCK por rho (Barandier y
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col., 2003). La activaciéon de cdc42 mediante PKC induce la formaciéon de
filopodios (Shigeta y col., 2003). Mientras que la activacion de rac a través de la
PKC promueve la formacién de lamelopodios y la polimerizacién de actina en

neuronas del hipocampo (Pilpel y Segal, 2004).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existe evidencia de que la melatonina interactta con proteinas
intracitoplasmicas como la PKC y la CaM. Mediante esta interaccion la
melatonina es capaz de inducir cambios a nivel del citoesqueleto. Se ha
demostrado que esta indolamina a través del antagonismo de CaM induce el
alargamiento de los microtubulos que resultan en la formacién de neuritas y
gue cambios en los microfilamentos mediante la activacion de PKC por
melatonina originan el engrosamiento de fibras de tension. También se ha
descrito que la activacion de la PKC induce la formacién de neuritas en las
células de neuroblastoma. De igual forma, la activacion de esta serina-treonina
cinasa se relaciona con la formacion de conos de crecimiento, estructuras que
preceden a la formacion de neuritas. Por otro lado, se sabe que la familia de las
Rho GTPasas regulan la polimerizacién de actina durante la formacion de
estructuras que anteceden a la formacién de neuritas como los conos de
crecimiento, filopodios y lamelopodios. Ademas existe evidencia de que la PKC
alfa, una isoforma presente en las células de neuroblastoma N1E-115, activa a
la familia de las Rho GTPasas. Sin embargo, no se sabe si la activacion de la
PKC inducida por la interaccion directa con la melatonina induce cambios en la
familia de las Rho GTP asas que promuevan el rearreglo del citoesqueleto de
actina y lleven a la formacion de estructuras que preceden a la formacion de
neuritas como los filopodios, los lamelopodios y los conos de crecimiento.
Este trabajo pretende aportar evidencia de que la melatonina a través de la

interaccion directa con proteinas citoplasmicas como la PKC es capaz de
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inducir cambios a nivel de citoesqueleto de actina que preceden y que
promueven la formacién de las neuritas. También se estudiara la participacion
de la Rho GTPasa.

La relevancia de la evidencia obtenida en este estudio radica en que si la
melatonina incrementa la formacion de neuritas durante el desarrollo, entonces
existe la posibilidad de que el uso de esta hormona podrian generar axones y
dendritas necesarias en algunas enfermedades psiquiatricas para la promocion

del restablecimiento de conexiones sinapticas.
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HIPOTESIS

Si la melatonina activa a la PKC y esta enzima participa en la
organizacion de los microfilamentos y la formacién de estructuras que preceden
y forman neuritas como los filopodios, los lamelopodios y los conos de
crecimiento, a través de la interaccion con la ROCK, entonces la melatonina al
activar a la PKC y a la ROCK inducira la formacion de filopodios, lamelopodios,

y conos de crecimiento.

OBJETIVOS

Objetivo General

-Determinar si en el proceso mediante el cual la melatonina induce la formacion

de neuritas nuevas ocurren cambios en la organizacién de los microfilamentos,

en un modelo de células de neuroblastoma, N1E-115.

Objetivo Particular o Secundario

- Definir la via de sefializacion mediante la cual la melatonina estimula la
formacién de estructuras formadas por actina-F que preceden e inducen la

formacion de neuritas en células de neuroblastoma N1E-115.
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METAS

- Determinar el tiempo 6ptimo de incubacion para que la melatonina induzca la
formacion de estructuras que anteceden la formacion de neuritas como
filopodios, lamelopodios y conos de crecimiento en células de neuroblastoma

N1E-115.

- Determinar la concentracion Optima necesaria para que la melatonina a traves
de cambios en el citoesqueleto de actina induzca la formacion de estructuras
gue anteceden la formacion de neuritas como filopodios, lamelopodios y conos

de crecimiento en las células de neuroblastoma N1E-115.

- Determinar la participacion de la proteina cinasa C en la formacion de

filopodios, lamelopodios y conos de crecimiento.

- Determinar la participacion de la Rho y la ROCK en la formacion de filopodios,

lamelopodios y conos de crecimiento.

- Determinar los cambios en la cantidad relativa de la actina-F inducidos por la

melatonina y el activador de PKC, el PMA, en las células de neuroblastoma,

N1E-115.
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- Determinar la participacion de los receptores membranales de la melatonina
en la formacién de filopodios, lamelopodios y conos de crecimiento a través de

cambios en el citoesqueleto de actina inducidos por la melatonina.
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METODOLOGIA

Cultivo celular y tratamiento con melatonina

Las células de neuroblastoma de murino N1E-115 (pasaje 70-110) se
cultivaron utilizando medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium) suplementado con 10% de suero de bovino, 5% suero de caballo,
adicionando 100Ul/ml de penicilina mas 100mg/ml de estreptomicina (Huerto-
Delgadillo y col., 1994). Las células se sembraron a una densidad de 20 000
células/cm? sobre cubre objetos de vidrio instalados en cajas de petri de 30 mm
de diametro (Benitez-King, 2000). Las células se cultivaron por 48 horas antes

de realizar los experimentos.

Disefio Experimental

Para determinar el tiempo Optimo en el que la melatonina produce
cambios en la organizacion de los microfilamentos en las células de
neuroblastoma, las células se incubaron con medio de cultivo DMEM con
melatonina 10° M o el vehiculo por 1, 3, 6, 9 y 12hrs. Posteriormente las
células se procesaron para inmunofluorescencia y analisis de imagenes.

Se realizaron experimentos dosis-respuesta para determinar si la
concentracion de melatonina capaz de inducir cambios en el citoesqueleto de
actina es semejante a la que circula en el plasma o en el liquido
cefalorraquideo. Para esto las células se incubaron 10, 10°, 107, 0, 10° M

de melatonina o el vehiculo por 6hrs.
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Con el fin de determinar la participacion de la PKC, la rho y la ROCK en
los cambios en el citoesqueleto de actina inducidos por la melatonina, las
células se incubaron por 6hrs con el agonista de la PKC, el forbol 12-miristato
13-acetato (PMA) 2nM o la melatonina a una concentracién de 10° M.
Paralelamente, otras células se preincubaron por 15 minutos con el inhibidor
de la PKC; 5uM de bisindolilmaleimida, o con el inhibidor de la ROCK, el
compuesto Y27632 (lwamoto y col., 2000), o con el inhibidor de la rho, la
exoenzima C3. Posteriormente, las células se incubaron con melatonina 10
M o PMA 2 nM por 6hrs.

Ademas, para determinar la participacion de los receptores
membranales de melatonina en la reorganizacién de los microfilamentos, las
células de neuroblastoma de murino fueron preincubadas por 15 minutos con el
antagonista de los receptores membranales de melatonina, el luzindol en
concentraciones de 100 nM y 10uM. Posteriormente, las células se incubaron
con 10° M melatonina por 6hrs.

La melatonina, el PMA y la bisindolilmaleimida se disolvieron en etanol,
vehiculo (50 mM Tris, glicerol al 2%, pH 7.4), y agua milli-Q o dimetil sulfoxido
(DMSO), respectivamente y se diluyeron en medio de cultivo hasta la
concentracion deseada. Las células fueron posteriormente procesadas para
tinciones por inmunofluorescencia, determinacion de actina-F, y los ensayos de

actividad de PKC y ROCK.
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Microscopia de Fluorescencia

Los cambios en la organizacién de los microfilamentos inducidos por la
melatonina y el PMA se observaron por inmunofluorescencia directa. Las
células se cultivaron sobre cubre objetos de vidrio de 18 x 18 mm y se lavaron
dos veces con PBS. Posteriormente se fijaron con formaldehido al 3.7%
durante 20 minutos. Una vez fijadas, las células se permeabilizaron con triton
X-100 al 1% durante 20 minutos para finalmente tefiir las células con faloidina
rodaminada. A continuacion, los cubre objetos se montaron sobre porta objetos
de vidrio en medio de montaje “Anti-fade” (Molecular Probes). Las
preparaciones se observaron en un microscopio Optico Olympus con
epifluorescencia. Las imagenes se adquirieron con una video camara Hitashi,
para ser analizadas posteriormente con el programa “Image Pro Express Plus
de “Media Cybernetics”.

En cada experimento se contaron treinta campos con aproximadamente
veinte células por cada campo dando un total de alrededor de 600 células
contadas por experimento. Cada experimento se realizdé por duplicado lo cual
dio por resultado un namero de células contadas de aproximadamente 1200.
Estos experimentos se realizaron en cuatro distintas ocasiones. En cada
campo se conto el total de células y el nimero de células que tenian diferentes
rearreglos de microfilamentos tales como lamelopodios, las fibras de tension en
las células extendidas, los filopodios, los conos de crecimiento y los
microfilamentos distribuidos en las células con neuritas de menos de dos veces

el soma neuronal y células con neuritas de mas de dos veces el soma



neuronal. El resultado final de los 30 campos contados de cada uno de los seis
rearreglos de microfilamentos fue sumado. El resultado de la suma de todos
los campos de cada uno de los rearreglos de actina se ajusté al nUmero total
de células contadas el cual se consideraba como el 100%, de esta manera se
obtiene un porcentaje que representa cada uno de los rearreglos de actina en

nuestro universo de alrededor de 600 células por experimento.

Determinacion de la cantidad de actina-F por espectrofluorometria

Las células se sembraron sobre placas multipozos de Nunc a una
concentracion de 20 000 células/cm?®. Posteriormente se fijaron con
formaldehido al 3.7% durante 20 minutos. A continuacion se procedié a
permeabilizarlas con Triton X-100 al 1% durante 20 minutos, para luego incubar
durante una hora con faloidina rodaminada a una concentracion de 4uM.
Pasado este tiempo, se retird el exceso de faloidina rodaminada lavando con
PBS (NaCl 0.128M, Na,HPO,0.010M, KH,PO,4 0.005M, pH 7.2). Finalmente, se
adicioné metanol por doce horas a una temperatura de —20 °C, para extraer, la
faloidina rodaminada acoplada a la actina-F. La cantidad de faloidina
rodaminada unida a actina-F se determin6é por espectrofluorometria en un
espectrofluorometro Shimadzu a una Aex 520 nm y a Aem 563 nm (Goeckeler y

Wysolmerski, 1995).
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Obtencidn de una fraccion enriquecida de microfilamentos

Las células se lavaron con una solucion con una alta concentracion de
sal (Na;HPO,4 0.010M, KCL 0.1M, pH 7.2) durante 30 minutos y posteriormente
se incubaron con una solucién de lisis (tritdbn X100 al 1%, aprotinina/leupeptina
0.025 mg/ml, fenilmetilsulfonil fluoruro 0.010M, ortovanadato de sodio 2 x 10™
M e inhibidores de proteasas al 1%). Los extractos obtenidos se separaron por
centrifugacion en gradientes de percoll (1:1 v/iv) a 11 750 rpm durante 45
minutos a 4° C. Estos fueron calibrados con marcadores de densidad y la
fraccion que correspondia a los microfilamentos present6é una densidad de 1.06
g/ml. La fraccién se lavé dos veces con la solucion de alta sal y se resuspendid
en una solucion que contenia NaCl 0.5M, EDTA 0.002M, glicerol 10%, triton X
100 1%, SDS 0.2%, leupeptina 25 pg/ml, aprotinina 25 ug/ml, e inhibidores de
proteasas al 1%, ortovanadato de sodio 2 x 10 M, deoxicolato de sodio 0.5%

en tris-HCI 0.04 M pH 7.6 (Owaribe y Masuda, 1982).

Determinacion de la actividad de la proteina cinasa C

La actividad de la PKC se determind midiendo la incorporacion de
fosfato radioactivo al sustrato especifico de esta enzima, el péptido sintético
MBP (proteina basica de mielina). Se realizaron mezclas de reaccion utilizando,
25mM de tris pH 7.4, 20 pM de ATP, 25 uCi/ml [y-**P] ATP (3000 Ci/mMol)
como donador de grupos fosfato, 20mM MgCl,, 50uM MBP, 1mM CaCl, o 5mM

EGTA en un volumen final de 25pl.
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Como fuente de enzima se utilizd una fraccidbn enriquecida de
microfilamentos obtenida de las células N1E-115. La fosforilaciébn no especifica
se determin6 en presencia de 20 uM del péptido sintético de PKC que es un
inhibidor especifico de la actividad de las isoformas de PKC calcio-
dependientes (Yashuda y col., 1990). Las mezclas se incubaron por cinco
minutos a 30° C con 10 uM de forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) y 2.8 mg/mi
de fosfatidilserina (FS), asi como con melatonina 1nM. Se utilizé el inhibidor de
la PKC, la bisindoleinmaleimida y el vehiculo como control (20 mM de tris a pH
7.2 y 2% de glicero, diluido en medio de cultivo). La reaccion se inicié por la
adicién de [y-> P] ATP. Después de cinco minutos de incubacién, se tomaron
alicuotas de 5 ul que se aplicaron en papel de fosfocelulosa. Posteriormente, el
papel de fosfocelulosa con las alicuotas de la reaccion, se lavd en tres
ocasiones con acido fosforico 0.075M. Finalmente, se midio la incorporacion de
%p al péptido basico de mielina atrapado en el papel de fosfocelulosa,

mediante un contador de centelleo liquido Beckman (Witt y Roskoski, 1975).

Determinacion de la actividad de la ROCK

La actividad de la ROCK se determiné utilizando extractos de células de
neuroblastoma N1E-115 como fuentes de la cinasa. Los extractos celulares se
obtuvieron a partir de las células de neuroblastoma sembradas a una densidad
de 20 000 células/cm? en cajas de petri de 60mm. Una vez alcanzada la
confluencia, las células se lavaron en dos ocasiones con una solucion que

contenia PBS (descrito en pérrafos anteriores). Posteriormente, las células
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fueron desprendidas con una solucion que contenia Tris 0.050M, pH 7.2, EGTA
5x10* M, EDTA 5x10“ M, 2-mercaptoetanol 0.002 M y PMSF 0.001mM. A
continuacion las células se homogeneizaron durante 30 segundos con un
ultrasonicador de Cole Parmer a 40 Hz por 60 segundos y finalmente se
incubaron en hielo por 30 minutos (Anton-Tay y col., 1998).

El péptido sintético S6 de la cinasa de la miosina, se us6 como sustrato
para la ROCK (Alabed y col., 2006). Las muestras de reaccion consistieron de
buffer de cinasa (25 mM Tris, pH 7.4, 20 mM MgCl,, 1 mM CacCl,, 20 uM ATP y
25 uCi/mL y-*2P-ATP) con 2 ng de proteina obtenida del homogenado celular y
el péptido sintético S6 de la cinasa de la miosina (30 uM) en un volumen final
de 25 plL. Las mezclas de reaccion se incubaron por 30 minutos a 30 °C con el
vehiculo, o la melatonina 10° M, o el PMA 2nM. De manera paralela otros
grupos de células se preincubaron por 20 minutos a con el inhibidor especifico
de la PKC, la bisindolilmaleimida 5uM, o el inhibidor de la rho el compuesto C3
10uM, o el inhibidor de la ROCK el compuesto Y27632 10uM (lwamoto y col.,
2000). Estas preincubaciones fueron seguidas de incubaciones con la
melatonina 10° M o el PMA 2 nM por 30 minutos. La reaccién enzimatica se
inicié con la adicién del y-*?P-ATP. Después de 10 minutos de incubacién la
reaccion se detuvo depositando una alicuota de 5 pl de la reaccion en papel de
fosfocelulosa (Wallis y col., 2000). Posteriormente, los papeles con la muestra
se lavaron en tres ocasiones con &cido fosférico 0.075M. Finalmente, se midio
la incorporacién de *?P al péptido basico de mielina atrapado en el papel de

fosfocelulosa, mediante un contador de centelleo liquido Beckman (Witt y
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Roskoski, 1975). La melatonina y el péptido sintético S6 cinasa se disolvieron

en 30uL de etanol.

Cuantificacion de Proteinas
La cuantificacion de proteinas se realiz6 mediante el método de Lowry

utilizando albumina sérica de bovino como estandar (Lowry y col., 1951).

Analisis estadistico
El analisis estadistico se realizO mediante Student's t-test. Los
resultados se expresaron como medias + S.E.M. Una P < 0.05 se considerd

como significativa.
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RESULTADOS

Curva de Concentracion de Faloidina Rodaminada

La faloidina es una toxina producida por el hongo Amanita phalloides,
gue se une de manera especifica a la actina filamentosa o actina-F. Con el fin
de determinar la concentracion Optima de faloidina rodaminada que permitiera
la observacion detallada de la organizacion de los microfilamentos en
filopodios, lamelopodios, fibras de tension, conos de crecimiento y neuritas, en
las células de neuroblastoma N1E-115, se realiz0 una curva de concentracion.
Utilizamos 20, 40, 80 y 160nM de faloidina rodaminada (Figura 7). Las
imagenes con concentraciones de faloidina rodaminada de 20 y 40nM
muestran el citoesqueleto de actina con nitidez. Con estas concentraciones es
posible observar filamentos compuestos por actina asi como los incrementos
en la intensidad de fluorescencia y en la intensidad del color que sugieren
diferencias en la cantidad de actina organizada en microfilamentos. En la figura
7 recuadro FR 20nM y FR 40nM se observa el borde de las células de
neuroblastoma de color amarillo intenso, mientras que el resto del soma celular
se observa en rojo, sugiriendo que existe una mayor cantidad de actina en la
zona que corresponde al anillo cortical. En el soma celular y en las neuritas es
posible observar a la actina organizada en filamentos (Figura 7). Las
concentraciones de faloidina rodaminada de 80 y 160nM, no permiten observar
a los microfilamentos debido a que la intensidad de fluorescencia es muy alta y

tan solo se observa un color amarillo intenso en toda la superficie celular
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(Figura 7). Considerando que no existe una diferencia palpable entre las
concentraciones de 20 y 40nM vy con el fin de optimizar recursos se decidid

utilizar 20nM de faloidina rodaminada para tefiir las preparaciones.

FR 20nM ; FR 40nM

FR 160nM

FR 80nM o

Figura 7. Determinacion de la concentracion 6ptima de faloidina rodaminada. Las células
de neuroblastoma N1E-115 se sembraron sobre cubre objetos y se fijaron con 3.7% de
formaldehido. Posteriormente, se tifieron con 20 (FR 20nM), 40 (FR 40nM), 80 (FR 80nM) y

160nM (FR 160nM) de faloidina rodaminada. Barra = 10 um.
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Caracterizacion de los arreglos de los microfilamentos en las células N1E-
115

Una vez establecida la concentracion de faloidina rodaminada con la que
se observaron nitidamente los microfilamentos, se procedié a determinar los
diferentes arreglos de microfilamentos que se encuentran en las células de
neuroblastoma N1E-115 cultivadas en condiciones control (Hall y col., 2001).
Se describieron seis diferentes arreglos; células extendidas, lamelopodios,
filopodios, conos de crecimiento, neuritas con un tamafio menor a dos veces el
soma celular y neuritas con un tamafio mayor a dos veces el soma celular
(Figura 8). Estos seis arreglos de microfilamentos son los comunmente
observados en las diferentes etapas por las que pasan las células de origen
neuronal durante la formacion de neuritas. En la figura 8A se observa una
célula de neuroblastoma extendida. En el borde celular la intensidad de
fluorescencia es mayor que en el soma celular lo que sugiere una mayor
cantidad de actina en la zona que corresponde al anillo cortical, mientras que
en el interior de la célula se observa la actina organizada en filamentos. En el
recuadro B (Figura 8) se observa un lamelopodio. En esta estructura localizada
en el borde celular se encuentra una mayor intensidad de fluorescencia. Los
lamelopodios estan formados por una red de actina y tienen una forma de malla
(Dotti y col., 1988). La formacion de un lamelopodio es el primer paso en la
formacion de neuritas (Dotti y col., 1988; Da Silva y Dotti, 2002; Tang y col.,
2000; Yu et al, 2001). En el recuadro C también de la figura 8 se observa una

célula de neuroblastoma con filopodios a lo largo del borde celular. Estas
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estructuras estan formadas por filamentos de actina que se extienden a través
de la membrana celular y hacia el espacio extracelular (Da Silva y Dotti, 2002;
Meyer y Feldman, 2002; Luo, 2002). En la figura 8D, se observa una célula de
neuroblastoma con neuritas y un incremento en la intensidad de fluorescencia
en las puntas de estas neuritas que corresponden a los conos de crecimiento.
Estos conos son estructuras formadas por redes de actina que se encuentran
en la parte mas distal de las neuritas (Dehmelt y Halpain, 2004). Finalmente,
los recuadros E y F de la figura 8, muestran células de neuroblastoma con
neuritas. En el recuadro E se observan células en las que las neuritas se
extienden en direcciones opuestas y son de un tamafio menor a dos veces el
soma neuronal, mientras que en el recuadro F se muestran células en las que

las neuritas son de un tamafo mayor a dos veces el soma neuronal.

Curso Temporal

Una vez caracterizados los arreglos de actina F presentes en las células
N1E-115, se procedid a incubar las células con 1nM de melatonina, (la
concentracion fisiolégica circulante en el plasma durante la noche), durante un
tiempo semejante al que la melatonina es secretada a la circulacion general, es
decir por 1, 3, 6, 9, y 12 horas (Figura 9). La organizacion de los
microfilamentos observada en cada tiempo de incubaciéon con melatonina 1nM
se compard con la organizacion observada en las células incubadas con el
vehiculo o sin tratamiento (en condiciones control). En condiciones basales se

encontraron los seis arreglos de microfilamentos que preceden a la formacion
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de neuritas. Estos incluyen: células extendidas, células con filopodios, células
con lamelopodios y células con conos de crecimiento. Ademas, se observaron
células de neuroblastoma con neuritas con un tamafio menor al de dos veces el
soma celular y células con neuritas con un tamafio de mas de dos veces el
soma celular (Figura 9). No hubo cambios entre las células incubadas con el
vehiculo y las células en condiciones control. En las células tratadas con
melatonina se observé un incremento de 10% en células con arreglos de actina
en conos de crecimiento a las tres horas (Figura 9). Mientras que a las seis
horas, se observo un incremento del 6% en células con filopodios y un
incremento del 14% en células con neuritas con un tamafio de mas de dos
veces el soma celular (Figura 9). También se observo una disminucion del 9%
en el numero de células con arreglos de microfilamentos en forma extendida y
una disminucion del 13% en el numero de células con neuritas con un tamafio
menor a dos veces el soma celular (Figura 9). A las nueve y doce horas de
incubacidon con melatonina, el incremento en células con arreglos de
microfilamentos con neuritas con un tamafo de mas de dos veces el soma se
observd nuevamente. Sin embargo, no hubo cambios en el porcentaje de
células con filopodios (Figura 9). Con estos mismos tiempos de incubacion (9 y
12hrs), también se observé una disminucion del 9% en el nUmero de células
con arreglos de microfilamentos extendidos y una disminucion del 13% en el
namero de células con neuritas con menos de dos veces el soma celular

(Figura 9). Estos resultados sugieren que la melatonina induce la formacion de



neuritas precedida por la formaciéon de filopodios, lamelopodios y conos de

crecimiento.

Figura 8. Arreglos de microfilamentos presentes en las células de neuroblastoma N1E-
115. Las células de neuroblastoma N1E-115 se sembraron sobre cubre objetos y se fijaron con
3.7 % de formaldehido. Posteriormente, se tifieron con 20 nM de faloidina rodaminada para
caracterizar la organizacion de los microfilamentos. Células extendidas (E), células con
lamelopodios (L), células con filopodios (F), células con conos de crecimiento (GC), células con
neuritas con un tamafo menor a dos veces el soma neuronal (SN), células con neuritas con un
tamafio de mas de dos veces el soma neuronal (LN). Barra = 10 pum.
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Figura 9. Curso temporal de los efectos de la melatonina sobre el arreglo de los
microfilamentos en las células de neuroblastoma N1E-115. Las células de neuroblastoma
N1E-115 se sembraron sobre cubre objetos y se incubaron con el vehiculo (VEH) o 1 nM de
melatonina (MEL) por 1, 3, 6, 9 y 12 horas. A continuacion, las células se tifieron con 20 nM de
faloidina rodaminada y se contd el niumero de células en campos obtenidos al azar. Los
resultados representan la media + S.E.M. de uno de seis experimentos realizados por
duplicado. Células extendidas (E), células con lamelopodios (L), células con filopodios (F),
células con conos de crecimiento (GC), células con neuritas con un tamafio menor a dos veces
el soma neuronal (SN), células con neuritas con un tamafio mayor de mas de dos veces el
soma neuronal (LN). Los asteriscos representan las diferencias significativas comparadas con
el vehiculo. *P < 0.05.
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Curva Dosis-respuesta

Se realiz6 una curva dosis-repuesta (Figura 10) para determinar la
concentracion Optima de melatonina con la que produce el arreglo de los
microfilamentos. Para este propdsito, las células de neuroblastoma N1E-115 se
incubaron durante 6 horas en presencia de melatonina 10, 10°, 107, 10° M o
del vehiculo. A continuacion, los microfilamentos se tifieron con faloidina
rodaminada y se analizaron campos obtenidos al azar. Estos experimentos se
graficaron en forma de histogramas en donde se considero al total de la
poblacion celular como el 100 por ciento y se conto el nimero de células con
arreglos de microfilamentos en células extendidas con fibras de tension,
filopodios, lamelopodios, conos de crecimiento, y neuritas de menos de dos
veces el soma celular y neuritas de mas de dos veces el soma celular. En las
células tratadas con cualquiera de las concentraciones de melatonina 10, 10°
° 107, 10° M se observéd una disminucién en el porcentaje de células
extendidas en comparacion con las células incubadas en condiciones control
(Figura 10). En las células incubadas con 10° M melatonina se observé un
incremento de 11% de células con filopodios y un incremento también del 11%
de células con neuritas con un tamafio mayor a dos veces el soma celular
(Figura 10). Al mismo tiempo, se observdé una disminucion de células
extendidas y de células con neuritas con un tamafio menor a dos veces el
soma celular. Las células incubadas con concentraciones de melatonina de 10°
"y 10° M mostraron cambios similares con incrementos en el porcentaje de

células con filopodios de alrededor del 11% e incrementos del 13 y 15% con
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concentraciones de melatonina de 107 y 10™ M, respectivamente (Figura 10).
De igual manera que en la células incubadas con 10° M de melatonina, en las
células incubadas con 107 y 10° M de esta indolamina, se observé una
disminucién en el porcentaje de las células extendidas y las células con
neuritas de menos de dos veces el soma celular (Figura 10). Estos resultados
sugieren que en este modelo, la melatonina es capaz de inducir la formacion de
estructuras de actina que preceden a la formacion de neuritas asi como la
extension de neuritas tanto a concentraciones de melatonina circulantes en
plasma durante la noche como a concentraciones significativamente mayores

como las encontradas en el SNC (Skinner y Malpaux, 1999).
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Figura 10. Curva dosis-respuesta de los efectos de la melatonina sobre los microfilamentos en las
células de neuroblastoma N1E-115. Las células de neuroblastoma N1E-115 se sembraron sobre cubre
objetos de vidrio y se incubaron con vehiculo (VEH) y con concentraciones de melatonina de 1 x 10
(MEL 1x10™), 1 x 10° (MEL 1x10®), 1 x 107 (MEL 1x107) y 1 x 10° (MEL 1x10®) por 6 horas.
Posteriormente, las células se tifieron con 20 nM de faloidina rodaminada y se conté el nimero de células
en campos obtenidos al azar. Los resultados representan la media + S.E.M. de uno de tres experimentos
realizados por duplicado. Células extendidas (E), células con lamelopodios (L), células con filopodios (F),
células con conos de crecimiento (GC), células con neuritas con un tamafio menor a dos veces el soma
neuronal (SN), células con neuritas con un tamafio mayor a dos veces el soma neuronal (LN). Los
asteriscos representan las diferencias significativas comparadas con el vehiculo. *P < 0.05.
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Asociacion de la PKC con los microfilamentos de actina

Para demostrar que la PKC esta asociada la actina-G en las células de
neuroblastoma N1E-115, se realiz6 una tinciéon simultanea de actina y de esta
enzima, utilizando un anticuerpo anti-actina y RIM acoplado a rodamina (Figura
11), que es un compuesto que se une de manera especifica a la PKC (Koyama
y col., 2002, Yokoyama y col., 1998). El RIM acoplado a rodamina-tifie de rojo,
mientras que la actina se tifié con un anticuerpo anti-actina y con un segundo
anticuerpo acoplado a fluoresceina que tifie en verde y que reconoce al primer
anticuerpo. En el recuadro A de la figura 11 se observa la actina como puntos
verdes distribuida en el soma celular, mientras que en el recuadro B se puede
observar la distribucion del RIM también a lo largo y ancho del soma celular
como puntos rojos. En el recuadro C se observa el empalme de ambas
tinciones. En esta microfotografia se puede apreciar los puntos de empalme en
color amarillo sobre toda la superficie del neuroblastoma (Figura 11). El indice
de co-localizacion fue de 0.9, el cual se determiné meditante con la ecuacién
de Perarson. Este coeficiente indica un alto porcentaje de co-localizacion entre

ambas proteinas en las células de neuroblastoma, N1E-115.

50



Figura 11. Distribucién de la PKC y de la actina en las células de neuroblastoma, N1E-
115. Las células de neuroblastoma se sembraron sobre cubre objetos y se tifieron con un
segundo anticuerpo acoplado a fluoresceina después de haber incubado las células con un
primer anticuerpo anti-actina (A) y con el compuesto RIM acoplado a rodamina que se une
especificamente a la proteina cinasa C (B). La microfotografia en el recuadro C muestra el
empalme de las dos tinciones. Barra = 10 um.

51



Participacion de la PKC en la formacién de filopodios, lamelopodios,
conos de crecimiento y neuritas inducidos por la melatonina

Con el objeto de determinar la participacion de la PKC en la formacion
de filopodios, lamelopodios, conos de crecimiento y neuritas, inducidas por la
melatonina, las células N1E-115 se incubaron con el agonista de PKC, el PMA
y con el inhibidor de esta enzima, la bisindolilmaleimida (Figura 12) (Eriksson y
col., 1993, Renart y col., 1995, Fagerstrom y col., 1996). En las células tratadas
con melatonina o con el éster del forbol, PMA, se observé un incremento en el
porcentaje de células con filopodios de alrededor de 9%, con neuritas con mas
de dos veces el soma celular de 7%, asi como una disminucion en el
porcentaje de células extendidas del 1% y una disminucién en el porcentaje de
células con neuritas con menos de dos veces el soma celular del 13% como se
puede observar en los histogramas de la figura 12. En las células incubadas
con el PMA también se observd un incremento de 7% en el porcentaje de
células con conos de crecimiento que no se observo en las células incubadas
con la melatonina (Figura 12). Las células preincubadas con el inhibidor de la
PKC vy tratadas con la melatonina o el PMA no presentaron diferencias
comparadas con el vehiculo o el control (Figura 12). Estos resultados sugieren
que la PKC participa en los cambios inducidos por melatonina en la

organizacion de los microfilamentos.

52



CELLS (%)

E L F GC SN LN E L F GC SN LN

PMA B+M

40 1 .

CELLS (%)

E L F GC SN LN L F GC SN LN

CELLS (%)

E L F GC SN LN

Figura 12. Participacién de la PKC en la formacién de filopodios, lamelopodios, conos de
crecimiento y neuritas inducida por la melatonina. Las células de neuroblastoma N1E-115 se
sembraron sobre cubre objetos y se incubaron con él vehiculo (VEH), 1 nM de melatonina (MEL), 2 nM de
PMA, por 6 horas, o se preincubaron por 15 minutos con 5 uM de bisindolilmaleimida seguido de la
incubaciéon con 1 nM de melatonina (B + M) o0 2 nM de PMA (B + P) por 6 horas. Las células fueron
tefiidas con 20 nM de faloidina rodaminada y se contaron en campos obtenidos al azar. Los resultados
representan la media + S.E.M. de uno de tres experimentos realizados por duplicado. Células extendidas
células con lamelopodios (L), células con filopodios (F), células con conos de crecimiento (GC), células
con neuritas de un tamafio menor a dos veces el soma neuronal (SN), células con neuritas con un
tamafio mayor a dos veces el soma neuronal (LN). Los asteriscos representan las diferencias
significativas comparadas con el vehiculo. *P < 0.05.
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Determinacion de la actividad de la PKC en las células N1E-115 incubadas
con melatonina

Con el fin de corroborar la participacién de la PKC en los cambios en la
organizacion de los microfilamentos inducido por la melatonina en la célula,
N1E-115, se midi6 la actividad de esta enzima en una preparacion enriquecida
de microfilamentos (Figura 13). La actividad de la PKC se determin6 por medio
de la incorporacion de fosfato radiactivo al péptido basico de la mielina, un
sustrato especifico de la PKC (Yasuda y col., 1990). Como se puede observar
en la figura 13, las células incubadas con la melatonina, o con el activador
especifico de la PKC mostraron una actividad enzimatica significativamente
mayor que la del vehiculo con diferencias de 150 y 250 picomolas/mg de
proteina respectivamente (Figura 13). Por otro lado, en las células
preincubadas con el inhibidor de la PKC, la bisindolilmaleimida, el aumento en
la actividad de la enzima se bloque6. Lo que sugiere que la activacion de la
PKC asociada a los microfilamentos esta involucrada en los cambios inducidos

por la melatonina.
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Figura 13. Estimulacion de la actividad de la PKC inducida por la melatonina en una
preparacion enriquecida de microfilamentos. Las células de neuroblastoma, N1E 115
sembradas sobre cajas de Petri fueron tratadas para obtener una preparacion enriquecida de
microfilamentos. Se tomaron alicuotas de esta preparacién y microfilamentos se incubaron con
el vehiculo (VEH), 1nM de melatonina (MEL), 2 nM de PMA o se preincubaron con 5uM del
inhibidor de la PKC; la bisindolilmelaimida (BIS), para posteriormente ser tratados con 1nM de
melatonina (B + M) o con 2 nM de PMA (B + P). Esta gréfica representa la media + S.E.M. de
uno de tres experimentos realizados por cuadruplicado. Los asteriscos indican diferencias
significativas comparados con el vehiculo (P < 0.05).
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Caracterizacion de la participaciéon de los receptores membranales en los
cambios en la organizacion de microfilamentos inducidos por la
melatonina

Se ha descrito la presencia de receptores membranales para melatonina
mt; en las células N1E-115 de neuroblastoma murino (Bordt y col., 2001). Con
el fin de determinar si estos receptores participan en las etapas que anteceden
a la formacion de las neuritas y en el alargamiento de estas estructuras
inducidas por la melatonina, las células se preincubaron por 20 minutos con
100nM y 10uM del antagonista de los receptores membranales para
melatonina; el luzindol (N-acetil-2-benziltriptamina) (Dubocovich, 1988) seguido
de la incubacién con 10° M de melatonina por 6 horas (Figura 14). Estas
células se compararon con las células incubadas con el vehiculo, en
condiciones control y con células incubadas solo con 10° M de melatonina. Las
células preincubadas con luzindol no mostraron ninguna diferencia significativa
cuando se compararon con las células incubadas solo con 10° M de
melatonina (Figura 14). Por lo tanto, el luzindol, antagonista de los receptores
mtl y MT2 para melatonina no bloquea los cambios a nivel de actina que
induce la melatonina y que resulta en la formacion y alargamiento de neuritas

en el modelo en células de neuroblastoma N1E-115.
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Figura 14. Participacién de los receptores membranales para melatonina en el
mecanismo por el que la melatonina estimula la formaciéon de conos de crecimiento,
lamelopodios y neuritas. Las células de neuroblastoma N1E-115 sembradas sobre cubre
objetos se incubaron con él vehiculo (VEH), 1 nM de melatonina (MEL) por 6 horas, o se
preincubaron por 20 minutos con 100 nM (LUZ 100nM) o 10 uM (LUZ 10uM) de luzindol (N-
acetil-2-benziltriptamina) seguido de la incubacion con 1 nM de melatonina por 6 horas. Las
células fueron tefiidas con 20 nM de faloidina rodaminada y se contaron en campos obtenidos
al azar. Los resultados representan la media + S.E.M. de uno de tres experimentos realizados
por duplicado. Células extendidas (E), células con lamelopodios (L), células con filopodios (F),
células con conos de crecimiento (GC), células con neuritas de un tamafio menor a dos veces
el soma neuronal (SN), células con neuritas de un tamafio mayor a mas de dos veces el soma
neuronal (LN). Los asteriscos representan las diferencias significativas comparadas con el
vehiculo. *P < 0.05.
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Cuantificacién de la Actina-F por espectrofluorometria

Con el fin de determinar si los cambios en la organizacion de los
microfilamentos inducidos por melatonina se acompafian de la polimerizacion
de actina, se determind la cantidad relativa de actina-F por
espectrofluorometria. En un primer experimento se determind la concentracion
optima de metanol para extraer la faloidina rodaminada unida a la actina-F de
las células de neuroblastoma, N1E-11E. Se utilizaron tres porcentajes
diferentes de metanol reportados previamente en la literatura (Haugland y col.,
1992, Howard y Oresajo, 1985), 50%, 80% y 100% (Figura 15). Con 50% de
metanol no se extrajo la faloidina rodaminada total, ya que el uso posterior de
metanol al 100% en estas mismas células evidenciaba restos de faloidina
rodaminada. Con 80 y 100% de metanol, se extrajo la faloidina rodaminada
total, pero con el 100% el error estandar obtenido fue muy grande debido muy
probablemente a la evaporacion del metanol (Figura 15). Asi que se utilizd
metanol al 80%. Por ejemplo, con metanol al 50% se extrajeron valores de
intensidad de fluorescencia relativa de alrededor de 15, mientras que con
metanol al 80 y 100% los valores de la intensidad de fluorescencia relativa que
se obtenian de la faloidina rodaminada extraida fueron de alrededor de 35y 42
respectivamente, como se puede observar en la figura 15.

A continuacion se hizo una curva de concentracion con faloidina
rodaminada (Figura 16) con el objeto de determinar la concentracién optima de
este compuesto para detectar cambios en la concentracion de la actina-F. Se

compararon células incubadas sin el inductor de la polimerizacion de actina
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contra células incubadas con el inductor de la polimerizacién de actina, el PMA
(Liang y col., 1998, Masson-Gadais y col., 1997). Ambos grupos se incubaron
con concentraciones crecientes de faloidina rodaminada. Las concentraciones
de este compuesto fluorescente utilizadas fueron 0.2, 0.5, 2, 4, 6, 8, 10uM
(Figura 16). La figura 16 representa la grafica de la intensidad de fluorescencia
relativa normalizada entre miligramos de proteina y las concentraciones
crecientes de falodina rodaminada. Con concentraciones menores a 0.5uM no
se observan cambios entre células incubadas con el inductor de la
polimerizacion de actina y células incubadas en condiciones control como se
observa en la figura 16. Incubaciones con concentraciones de falodina
rodaminada entre 0.5 y 6uM muestran claramente diferencias en intensidad de
fluorescencia relativa entre células incubadas con PMA y células control, como
se puede observar en la figura 16 y con mas detalle en el recuadro localizado
en la parte inferior de la derecha de la grafica. Concentraciones de este
compuesto fluorescente ente 8 y 10uM tampoco mostraron diferencias
significativas. Por lo tanto se decidio utilizar una concentracion de 4uM de
faloidina rodaminada para determinar diferencias en la concentracion de actina-
F.

Con el fin de descartar cualquier pegado inespecifico de la faloidina
rodaminada se hicieron experimentos en los que se utilizo faloidina fria (sin
rodamina) previamente a la utilizacion de faloidina rodaminada. En estos

experimentos observamos gue no existia pegado inespecifico.
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Como se menciond en las lineas anteriores, se ha descrito que el PMA
induce la polimerizacién de actina a través de la activacion de la PKC en
células en cultivo (Liang y col., 1998, Masson-Gadais y col., 1997). Con el fin
de determinar la concentracion O6ptima de PMA para la estimular la
polimerizacion de actina en las células N1E-115, y utilizar este resultado como
control positivo, se hizo una curva dosis-respuesta (Figura 17) con
concentraciones de PMA de 2, 20, 50 y 100nM. La mayor diferencia en los
valores de intensidad de fluorescencia relativa entre miligramo de proteina
cuando se compararon las células incubadas con PMA contra el vehiculo fue
con una concentracion de PMA de 2nM. En la figura 17 se muestra la curva de
concentracion. Se puede observar que a concentraciones mayores de PMA,
disminuye la polimerizacion de actina, lo cual concuerda con lo reportado en la
literatura en cuanto a que el PMA a altas concentraciones es téxico para la
célula (Cartee y col., 2002; Vincent y col., 2000; Jones y col., 1997).

Una vez determinada las concentraciones oOptimas de faloidina
rodaminada para marcar la actina-F y de PMA para estimular la polimerizacion
de actina, las células de neuroblastoma, N1E-115, se incubaron con melatonina
1nM o, con PMA 2nM por seis horas. Las células N1E-115 se preincubaron con
bisindolilmaleimida, el inhibidor especifico de la PKC (Eriksson y col., 1993,
Behrens y col.,, 1995, Fagerstrom y col., 1996) para luego agregar ya sea
melatonina o PMA (Figura 18). Todos los grupos tratados se compararon con el
vehiculo y el control. No hubo diferencias entre el vehiculo o el control. En las

células incubadas con PMA o melatonina se encontr6 un incremento en la
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intensidad de fluorescencia relativa entre miligramos de proteina del 20%
comparado con el control y el vehiculo, lo cual corresponde a un incremento en
el porcentaje de actina-F en estas células (Figura 18). En el caso de las células
preincubadas con bisindolilmaleimida en las que posteriormente se adiciono el
PMA o la melatonina, no se observo el incremento observado en presencia de
la MEL o el PMA como se puede observar en la figura 18. Estos resultados
sugieren que la reorganizacion de los microfilamentos inducidos por la
melatonina o el PMA estan asociados a con un incremento en la polimerizacion

de actina.
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Figura 15. Extraccidn con metanol de la faloidina rodaminada unida a actina-F. Las
células de neuroblastoma, N1E-115 se sembraron sobre placas multipozos y se incubaron con
4 uM de faloidina rodaminada. Posteriormente, se mantuvieron a una temperatura de —20° C
durante 12 horas con metanol al 50, 80 y 100%. La faloidina rodaminada extraida con el
metanol se determind en un espectofluorometro como se describié en Métodos. Los resultados
se normalizaron entre la cantidad de proteina detectada en cada pozo. La gréafica muestra la
media + S.E.M. de cinco experimentos realizados por cuadruplicado.
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Figura 16. Curva de unién de faloidina rodaminada a actina-F. Las células de
neuroblastoma, N1E-115 se sembraron sobre placas multipozos y se incubaron con 2 nM de
forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) para estimular la polimerizacion de actina o se
mantuvieron en condiciones control. Posteriormente se adicionaron concentraciones de 0.2,
0.5, 2, 4, 6, 8, y 10 uM de faloidina rodaminada tanto a las células incubadas con el PMA como
a las células en condiciones control. A continuacién, las muestras se leyeron en un
espectofluorometro para determinar la intensidad de fluorescencia relativa. La grafica muestra
la media + S.E.M. de tres experimentos realizados por cuadruplicado. En el recuadro se
muestran con mas detalle las concentraciones entre 0.5 y 6 uM de falodina rodaminada.
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Figura 17. Determinacion de la cantidad 6ptima de PMA para estimular la polimerizacion
de actina. Las células de neuroblastoma, N1E-115 se sembraron sobre placas multipozos y se
incubaron con concentraciones de 2, 20, 50, y 100 nM de forborl 12-miristato 13-acetato (PMA).
Posteriormente, a las células se les afadié 4 uM de faloidina rodaminada, la cual se extrajo con
metanol al 80 %. La cantidad de faloidina rodaminada extraida con metanol se determind por
espectofluorimetria. Los datos se normalizaron con la cantidad de proteina determinada en
cada pozo. La grafica representa la media + S.E.M. de tres experimentos realizados por
cuadruplicado. Los asteriscos indican diferencias significativas comparadas con el vehiculo. *P
< 0.05.
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Figura 18. Cuantificacion de actina-F por espectrofluorometria. Las células de
neuroblastoma, N1E-115 se sembraron sobre placas multipozos y se incubaron por 6 horas con
el vehiculo (VEH), 1nM de melatonina (MEL), 2.5 nM de forborl 12-miristato 13-acetato (PMA),
o0 se preincubaron con 5uM del inhibidor de la PKC; la bisindolilmelaimida, para posteriormente
ser tratadas con 1 nM de melatonina (B + M), o 2 nM de PMA (B + P) por 6 horas. A
continuacion las células se tifieron con faloidina rodaminada y se determiné la cantidad de
actina-F como se describié en Métodos. Los resultados representan la media + S.E.M. de uno
de dos experimentos realizados por cuadruplicado. Los asteriscos indican diferencias
significativas comparadas con el vehiculo. *P < 0.05.
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Participacion de la rho y la ROCK en la formacion de filopodios,
lamelopodios, conos de crecimiento y neuritas inducidos por melatonina
Con el fin de determinar la participacion de la rho y la ROCK en la
formacion de filopodios, lamelopodios, conos de crecimiento y neuritas
inducidas por la melatonina, las células de neuroblastoma N1E-115 se
incubaron con el inhibidor especifico de la rho, el compuesto C3 y con el
inhibidor especifico de la ROCK, el compuesto Y27632. En los grupos de
células incubadas ya sea con el inhibidor de la rho o con el inhibidor de la
ROCK se observo la extension y la ramificacion de las neuritas que es un
indice de una estructura neuronal madura, sefialado con flechas blancas en la
figura 19. En las células incubadas con la melatonina o el PMA la estructura
celular es bipolar en su mayoria y se observan los conos de crecimiento
sefalados con flechas amarillas en la figura 19. Cuando se inhibio ya sea la rho
0 la ROCK antes de afiadir la MEL o el PMA, se observo la maduracion de las
células N1E-115, con la aparicion de mdultiples ramificaciones sefialadas con
flechas blancas en la figura 19. La participacion de rho/ROCK se corroboro
midiendo la actividad de esta enzima utilizando como sustrato el péptido S6 de
la miosina (Alabed y col., 2006). La actividad de la ROCK se midié en ensayos
in vitro utilizando extractos celulares como fuente de la enzima y tratados con
los inhibidores de rho y ROCK o con la melatonina y el ester del forbol, PMA.
También se determind la actividad de la ROCK en los homogeneizados de las
células tratadas con los inhibidores o con la indolamina durante 6 horas. Los

resultados obtenidos utilizando los homogeneizados de las células incubadas
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en las condiciones descritas y con los extractos celulares fueron muy similares.
La actividad basal de la ROCK fue de 33 + 0.58 pmol/ug de proteina/min. Esta
actividad se incrementé en un 40% con la presencia de la melatonina y en un
50% con la presencia del PMA como se puede observar en la figura 20. El
aumento en la actividad de la ROCK se previno en presencia de inhibidores de
la PKC, de la rho y de la ROCK (Figura 20). La actividad basal de la ROCK
disminuyo en presencia de todos los inhibidores utilizados (Figura 20). Estos
resultados, en conjunto con los resultados obtenidos en los experimentos
previos, sugieren que la ROCK participa en la formacién de filopodios,
lamelopodios y conos de crecimiento inducidos por la melatonina, pero ademas
parecen indicar que la activacion de la ROCK por la melatonina mantiene a las
células en un estado inmaduro y que la inhibicion de ROCK induce la

maduracién y ramificacion de las células de neuroblastoma, N1E-115.
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Figura 19. Participacion de la rho/ROCK en la formacion de lamelompodios, filopodios,
conos de crecimiento y neuritas inducida por melatonina. Las células de neuroblastoma
N1E-115 cultivadas sobre cubreobjetos se incubaron con el vehiculo (VEH), 1 nM de
melatonina (MEL), 2.5 nM de forborl 12-miristato 13-acetato (PMA), 10 uM del inhibidor de rho;
el compuesto C3 (C3), o 10 uM del inhibidor de la ROCK; el compuesto Y27632 (Y-27) por seis
horas. Otras células se preincubaron por 30 minutos con los inhibidores de la PKC, la rho o la
ROCK para posteriormente ser tratados con 1nM de melatonina (B + M, C3 + M, Y + M) o con
2.5nM de PMA (B + P, C3 + P, Y + P) por seis horas. Posteriormente, las células se tifieron
con faloidina rodaminada. Las microfotografias ilustran el patrén tipico encontrado en la
mayoria de las células con cada uno de los tratamientos. Las microfotografias representan los
imagenes representativas observadas en tres experimentos realizados por duplicado. Barra =
10 pum.
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Figura 20. Determinacién de la actividad de la ROCK en células tratadas con melatonina.
Homogeneizados de las células de neuroblastoma N1E 115 se incubaron con el vehiculo
(VEH), 1nM de melatonina (MEL), 2.5 nM de forborl 12-miristato 13-acetato (PMA), 5uM del
inhibidor de la PKC; la bisindolilmelaimida (BIS), 10 uM del inhibidor de rho; el compuesto C3
(C3), 010 uM del inhibidor de la ROCK; el compuesto Y27632 (Y-27) durante 30 minutos. Otro
grupo de células se preincubaron por 20 minutos con los inhibidores de la PKC, la rho o la
ROCK para posteriormente ser tratados con 1nM de melatonina (B + M, C3 + M, Y + M) o con
2.5nMde PMA (B + P, C3 + P, Y + P). Los homogeneizados celulares usados como fuentes de
la enzima ROCK se incubaron con el sustrato especifico para la ROCK el compuesto S6 de la
cadena ligera de la miosina. El histograma representa la media + S.E.M. de uno de tres
experimentos realizados por cuadruplicado. Los asteriscos indican diferencias significativas
comparados con el vehiculo (P < 0.05).
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DISCUSION

En el presente trabajo encontramos que la melatonina en las células
N1E-115 induce la formacion de filopodios, lamelopodios, conos de crecimiento
y neuritas. En este proceso de reorganizacion de la estructura celular inducido
por la melatonina, participan el rearreglo de los microfilamentos de actina a
través de la activacion de la PKC y la ROCK, asi como la polimerizacion de
actina.

Las células de neuroblastoma se consideran un buen modelo para el
estudio del citoesqueleto y del neurodesarrollo ya que son capaces de
diferenciarse en neuronas (Schubert y col., 1969). Ademas, estas células, en
condiciones experimentales adecuadas, son capaces de extender procesos
neuronales de varios milimetros de largo, los cuales contienen los tres
componentes  principales del citoesqueleto los  microtubulos, los
microfilamentos y los filamentos intermedios (Olmsted y col., 1970; Sedes y
col., 1970; Wiche y col., 1974). La organizacion de estos componentes participa
en el mantenimiento de la forma asimétrica y de la polaridad morfo-funcional de
las neuronas en las que se han descrito dos dominios principales 1) el dominio
somatodentritico que recibe y procesa la informacion y 2) un dominio axonal
encargado de transmitir la informacion a las células blanco (Cid-Aguerri y col.,
1995). La distribucion especifica de diferentes proteinas del citoesqueleto
participa en el mantenimiento de la polaridad estructural, de tal forma que la

proteina tau se distribuye solamente en los axones y las proteinas asociadas a
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los microtubulos (MAPs) en el dominio somatodendritico (Cid-Aguerri y col.,
1995). Un proceso crucial qgue antecede a la formacién de axones y dendritas
maduras es la formacion de neuritas nuevas o neuritogénesis. En este proceso
se reorganizan dindmicamente los microfilamentos, los microtubulos y los
filamentos intermedios, y esta sujeto también a la modulacién por
neurotransmisores y factores de crecimiento (Mattson, 1988, Meyer y Feldman,
2002; Dehemelt y Halpain, 2004).

En particular, la actina se organiza para formar los lamelopodios, los
filopodios y los conos de crecimiento (Dotti y col., 1988; Da Silva y col., 2002).
Estas tres diferentes estructuras se encontraron en el modelo de células de
neuroblastoma cultivadas en condiciones basales junto con neuritas
previamente formadas. En este trabajo, se caracterizaron estos rearreglos de
actina y se clasificaron como sigue; 1) células extendidas en las que se
observo una gran cantidad de fibras de tension, 2) células con lamelopodios, 3)
células con filopodios, 4) células con conos de crecimiento y ceélulas con
neuritas ya formadas las cuales se dividieron en 5) neuritas de menos de dos
veces el soma celular y 6) neuritas de mas de dos veces el soma celular
(Figura 2). Debido a que la melatonina es secretada de manera ciclica con
una duracion de 12 horas en los humanos (Reiter, 1993), las células de
neuroblastoma se incubaron por 1, 3, 6, 9 y 12 horas con una concentracion de
melatonina 10° M, semejante a la que circula en el plasma durante la noche.
En las células N1E-115 la melatonina empieza a ejercer su accion a las 3

horas, ya que después de este tiempo de incubacion se observé un incremento
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en el porcentaje de células con conos de crecimiento, que son estructuras
dindmicas, en donde ocurre una reorganizacion continua de la actina-F y que
preceden a la formacion de neuritas. A las seis horas de incubacion se
observaron incrementos en el porcentaje de células con filopodios asi como
incrementos en las células con neuritas de dos veces el tamafio del soma
celular tefidas con la faloidina rodaminada. Esta reestructuracion de los
microfilamentos sugiere que la melatonina indujo cambios en la actina que
promueven la formacion, no solo de estructuras que preceden a la formacion
de neuritas sino también a la formacion y alargamiento de las mismas, ya que
el porcentaje de células con neuritas con mas de dos veces el tamafo del
soma celular incrementé a mayor tiempo de incubacion, en este caso seis
horas. También, se observé una disminucion en el porcentaje de células con
neuritas con menos de dos veces el tamafo del soma celular y una reduccion
en el porcentaje de células extendidas. Estos datos sugieren que las células
extendidas desarrollan estructuras que preceden a la formacion de neuritas
como filopodios, lamelopodios o conos de crecimiento, mientras que las células
con neuritas previamente formadas, alargan dichas neuritas en presencia de
melatonina. Ademas, se observé que los cambios observados a las 6 horas
prevalecieron a las 9 y 12 horas de incubacién con melatonina y que la Unica
diferencia significativa que se observo cuando se comparan incubaciones de 6
horas con las de 9 y 12 horas fue la disminucién en el porcentaje de células
con filopodios. Estos resultados indican que a semejanza con lo descrito

previamente, los filopodios se mantienen en constante movimiento,
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extendiéndose y contrayéndose en todo el contorno celular, pero una vez que
el lamelopodio se separa de la membrana celular, los filopodios usualmente se
desplazan a la orilla del cono de crecimiento recientemente formado y
practicamente desaparecen del borde celular (Luo, 2002).

La melatonina circula en plasma durante la noche a concentraciones de
hasta 10° M (Reiter, 2003). Por otro lado la concentracién de la melatonina en
el SNC puede ser de hasta 20 veces la concentracion circulante en plasma
(Skinner y Malpaux, 1999). En trabajos previos sobre melatonina y el
citoesqueleto de actina, se describieron cambios con concentraciones de
melatonina entre 10° y 107 M en las células epiteliales MDCK después de 6
horas de incubacion (Ramirez-Rodriguez y col.,, 2003). En ese trabajo, se
probaron concentraciones crecientes de la melatonina de 10, 10°, 10"y 10°
M y se determiné la proporcion de células con diferentes arreglos de actina-F
que preceden a la formacion de neuritas nuevas (lamelopodios, filopodios y
conos de crecimiento). El incremento en la proporcion de las células en etapas
tempranas de neuritogénesis, se determind en este trabajo por el aumento
observado en la proporcion de células que presentan  microfilamentos
organizando estas estructuras. Este aumento se observo con la concentracion
circulante en plasma de melatonina a las seis horas de incubacion.
Concentraciones menores a la concentracion circulante en plasma (10 M)
mostraron solamente una disminucion en el nimero de células extendidas con
fibras de tensidbn comparadas con ceélulas incubadas en condiciones controles y

gue no estan en la ruta o en el proceso de neuritogénesis. Estos resultados
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sugieren que concentraciones menores a la concentracién que circula en el
plasma durante la noche, inducen cambios minimos en los pasos necesarios
para inducir la formacion de neuritas. Por otro lado, en presencia de
concentraciones mayores de melatonina, las células mostraron los mismos
cambios observados con la concentracion que circula en el plasma durante la
noche y se observo una tendencia no significativa a incrementar el porcentaje
de células con neuritas con mas de dos veces el tamafio del soma celular.
Estos resultados sugieren que en los organismos que secretan melatonina
principalmente por la glandula pineal y que alcanzan concentraciones
nanomolares durante la noche, se inducen cambios en el citoesqueleto de
actina que resultan en el ensamble de estructuras que preceden la formacion
de neuritas.

En trabajos anteriores se demostré en las células epiteliales MDCK la
participacion de la PKC en el mecanismo por el que la melatonina induce un
incremento en el grosor de las fibras de tension asi como en el grosor del anillo
cortical (Ramirez-Rodriguez y col., 2003). Ademas, se ha descrito que la
activacion de la PKC por esteres de forbol como el PMA induce la formacion de
neuritas en células de neuroblastoma (Fagerstrom y col, 1996; Singleton y col.,
2000; Mark y col., 2001; Zeidman y col., 2002). Por lo tanto, para demostrar la
participacion de la PKC en la formacion de lamelopodios, filopodios conos de
crecimiento y neuritas en presencia de la melatonina, las células de
neuroblastoma se incubaron con el activador de la PKC, el PMA, con la

melatonina o con el inhibidor especifico de esta cinasa, la bisindolilmaleimida.
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En presencia del agonista de la PKC, el PMA, o de la melatonina se
observaron cambios semejantes en el arreglo de los microfilamentos, lo que
sugiere que la PKC participa en el mecanismo mediante el cual la melatonina
induce la organizacion de los microfilamentos en lamelopodios, filopodios y
conos de crecimiento. Esta conclusion, se corrobord utilizando el inhibidor
selectivo de la PKC, la bisindoliimaleimida. En las células pre-incubadas con
este inhibidor se observé que los cambios inducidos a nivel de microfilamentos
por PMA y por melatonina fueron bloqueados. La unica diferencia que se
observd en las células incubadas con el PMA con respecto a las células
incubadas con la melatonina, fue que el éster del forbol incrementd el
porcentaje de células con conos de crecimiento a las seis horas de incubacion.
Esta diferencia se puede originar debido a que el PMA activa a las dos
isoformas de PKC a y ¢ presentes en las células de neuroblastoma, mientras
gue la melatonina solo activa a la isoforma a (Benitez-King y col., 2001).

Para confirmar la participacion de la PKC en la formacion de
lamelopodios, filopodios y conos de crecimiento inducidos por la melatonina, se
midi6 la actividad de esta enzima en una preparacion enriquecida en
microfilamentos obtenida a partir de las células de neuroblastoma, N1E-115.
Tanto la melatonina como el PMA indujeron la activacion de esta enzima,
mientras que preincubaciones con la bisindoliimaleimida previnieron dicha
activacion. Estos resultados indican que la melatonina induce los cambios en el
rearreglo de los microfilamentos a través de la activacion de la PKC vy

concuerdan con lo descrito previamente sobre la estimulacion de la actividad
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de la PKC por melatonina en homogenizados totales de las células N1E-115
(Anton-Tay y Col 1998).

En este trabajo, también se observo que la melatonina activa a la ROCK
y se sabe que esta enzima esta via abajo en la cascada de sefalizacién de la
PKC (Figura 21). La via de sefalizacion rho/ROCK es activada por la PKC (Ng
y col., 2001; Brandt y col., 2002; Pilpel y Segal, 2004; Huang y col., 2005; Kang
y col., 2007), especificamente se ha involucrado a la PKC a (Hippenstiel y col.,
1998; Mehta y col., 2001; Radeff y col., 2004; Pan y col., 2005) la isoforma
presente en las células de neuroblastoma, en las que también se ha descrito
esta cascada de activacion PCK-rho/ROCK (Tanabe y col., 2006). Incluso se
ha propuesto que la PKC es necesaria para la activacion de ROCK por rho
(Barandier y col., 2003). Estudios recientes han demostrado que esta cascada
de activaciéon no va en un solo sentido sino que ademas el complejo activo
rho/ROCK es capaz de activar a la PKC (Radeff y col., 2004; Patil y Bitar, 2006;
Conrad y col., 2007). Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la
melatonina activa a la PKC y que esta enzima a su vez activa a la ROCK
causando el reclutamiento de células N1E-115 en un estadio de neuritogénesis
temprana que se evidencia por un aumento en el numero de células con
filopodios, lamelipodios y conos de crecimiento.

Trabajos previos han demostrado que la activacion de la ROCK
mantiene a las células neuronales en estadios inmaduros de diferenciacion, en

donde las células mantienen una forma bipolar con neuritas gruesas y
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simétricas, extendidas a ambos lados del soma celular (Negishi y col., 2002;
Takaishi y col., 2000; Meyer y Feldman, 2002; Luo, 2002).

En nuestro modelo, las células N1E-115 incubadas con la melatonina
mostraron una forma bipolar con incrementos en el numero de células que
mostraban filopodios, lamelopodios y conos de crecimiento. Como se menciono
en lineas anteriores, la forma celular bipolar con neuritas gruesas y soma
neuronal grande se encuentra en etapas tempranas de neuritogénesis y
contrasta con formas neuronales maduras en las que se encuentran multiples
ramificaciones delgadas con un soma neuronal disminuido en tamafo. Esta
forma neuronal madura la observamos con la utilizacion de inhibidores de la
rho y la ROCK (Figura 19). Lo que sugiere que la activacion de la ROCK por la
melatonina mantiene a las células en un estadio inmaduro de diferenciacion, de
neuritogénesis temprana, en el que se promueve la formacion de neuritas sin
gue se presente la ramificacion de las mismas (Sebok y col., 1999; Bito y col.,
2000).

Los pasos posteriores mediante los cuales se induce un estadio de
neuritogénesis temprana a través de la activacion de la ROCK no fueron
estudiados en el presente trabajo. Por lo tanto la siguiente cascada de
sefalizacion (Figura 21) es tan solo una propuesta de lo que posiblemente
suceda via abajo de la activacion de la rho/ROCK basado en lo que se ha
descrito en otros modelos. Ya que estos trabajos no se pueden extrapolar a
nuestro modelo, la siguiente via de sefializacion tiene que ser tomada con

cautela. Es posible que la activacion de la ROCK ya sea por melatonina
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directamente o a través de la PKC active a su vez a Racl como se ha descrito
previamente en células de neuroblastoma N1E-115 y culmine con la formacién
de neuritas (Hall (a) y col., 2001). También existen reportes de la activacion de
Racl también por el complejo rhoA/ROCK posterior a la interaccion con mDial
(Arakawa y col., 2003) o con ERM (Liu y col, 2005; Jeon y col., 2005; Hass y
col., 2007). ERM a su vez ha sido ligado recientemente con la activacion de N-
WASP (Manchanda y col., 2005) y la de Cdc42 (Prag y col., 2007). Por otro
lado, es posible que tanto la melatonina como la PKC activen a la rhoG la cual
ha sido implicada en la formacion de neuritas en multiples trabajos recientes
(Bashaw y col., 2001; May y col., 2002; Aspenstrom y col., 2004; Negishi y
Katoh, 2005). La activacion de la rhoG parece ser resultado de la interaccion
con el complejo rhoA/ROCK (Wennrberg y col., 2002) e induce la formacion de
neuritas a través de la Racl (Estrach y col., 2002; Hiramoto y col., 2006) y de
Cdc42 (Gauthier-Rouviere y col., 1998; Blangy y col., 2000; Katoh y col., 2000).
Los pasos finales descritos previamente en cascadas de sefalizacion que
culminan con la formacion de procesos neuronales, se llevan a cabo mediante
la interaccion con Arp2/3 y ADF/cofilina (Meyer y Feldman, 2002; Luo, 2002).
Por lo tanto, es probable que Cdc42 y N-WASP actuen a través de Arp2/3,
mientras que rac necesita de Scar para la posible activacion de la proteina
Arp2/3 e inducir como Cdc42 y N-WASP la polimerizacion de actina (Meyer y
Feldman, 2002; Luo, 2002). Por otro lado, Cdc42 y rac también se han
relacionado con la interacciéon con PAK en otros modelos y esta enzima a su

vez interacciona con la LIMK para finalmente activar a la ADF/cofilina (Meyer y
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Feldman, 2002; Luo, 2002). La activacién de ADF/cofilina via PAK o mediante
la interaccion con ROCK y posteriormente a LIMK se ha implicado tanto en la
activacion como en la inhibicibn de la polimerizacion de actina. Estos
resultados aparentemente contradictorios parecen depender de la localizacion
de ADF/cofilina dentro de la célula neuronal, asi como del estadio de
maduracién de la misma (Meyer y Feldman, 2002).

La activacion de la ROCK también se ha involucrado en la formacion de
fibras de tension y de adhesiones focales (Kimura y col., 1996; Amano y col.,
1996; Watanabe y col., 1999; Burridge y Wennerber, 2004). La ROCK mediante
la inhibicion de la fosfatasa de la cadena ligera de la miosina (MLC) promueve
la fosforilacion de la misma y como resultado la contraccion de la miosina
(Figura 21) (Kimura y col., 1996; Amano y col., 1996). El incremento en la
contraccion de la miosina favorece la formacién de fibras de tension y de
adhesiones focales (Kimura y col., 1996; Amano y col., 1996). Ademas, se ha
descrito que la rho fosforila directamente a la MLC (Chrzanowska-Wodnicka y
Burridge, 1996) y que también activa a la proteina mDia (Watanabe y col.,
1999) conduciendo a la formacion de adhesiones focales y fibras de tension a
través de la polimerizacién de actina (Li y Higgs, 2003). La relacion entre la
formacion de fibras de tension, adhesiones focales y la neuritogénesis
temprana provocadas por la activacion de ROCK, no fue estudiada en este
trabajo. Sin embargo, es posible que la participacion de las fibras de tension en
la forma celular (Maddox y Burridge, 2003; Arthur y Burridge, 2001) sea uno los

mecanismos mediante el cual la célula regula el estadio de maduracién de las
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neuritas y que por lo tanto la ROCK se encuentre involucrada en ambos
procesos, el de la formacién de fibras de tensién y el de la neuritogénesis
temprana. De cualquier manera, se necesitan mas estudios para determinar el
papel preciso de la rho y la ROCK tanto en la formacion de fibras de tension
como en la formacion de neuritas y mas aun para determinar cuales son las
vias de sefializacion que desencadenan.

Datos previos indican que la formacion de neuritas se acompafa de
incrementos en la polimerizacion de actina que provee parte de la fuerza
necesaria para el desplazamiento del cono del crecimiento en el inicio de la
neuritogénesis (Meyer y Feldman 2002). Los datos obtenidos en este trabajo
concuerdan con lo reportado previamente en la literatura, ya que observamos
un 20% de incremento en los valores de actina-F en las células incubadas con
melatonina 6 con el agonista de la PKC, el PMA. Este incremento en la
polimerizacion de actina se previene mediante incubaciones con inhibidores
especificos de la PKC como la bisindolilmaleimida. Lo cual sugiere que la
polimerizacion de actina se incrementa en presencia de la melatonina y que
participa en los cambios en su organizacion. También estos datos indican que
la activacion de la PKC incrementa la polimerizacion de actina en células N1E-
115.

Se ha descrito que las células de neuroblastoma N1E-115 expresan
receptores para melatonina mtl y que la activacion de estos receptores por
melatonina induce la formacién de neuritas (Bordt y col., 2001). Por lo tanto, se

estudiaron los cambios que la indolamina induce a nivel de citoesqueleto de
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actina en presencia de luzindol, un antagonista de los receptores mtl y MT2
para melatonina (Dubocovich y col., 1988). En este trabajo demostramos que
los cambios en el citoesqueleto de actina inducidos por la melatonina no se
inhibieron con el uso de luzindol, lo que implica que la melatonina induce el
rearreglo de los microfilamentos de manera independiente de la estimulacion
de los receptores membranales mtl y MT2. Los resultados aparentemente
contradictorios encontrados entre el grupo de Bordt y colaboradores y los
descritos en el presente trabajo podrian ser resultado del uso de toxina pertusis
por el gurpo de Bordt y colaboradores (Bordt y col., 2001). Ya que el uso de la
toxina pertusis como bloqueador de los receptores para melatonina se
acompafa de la disrupcion total del citoesqueleto lo cual previene cualquier
rearreglo en el mismo que pudiera ser inducido en este caso por la activacion

de la PKC por melatonina.
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Figura 21*. Posible via de sefializacion mediante la cual la activacion derho/ROCK por melatonina
induce la neuritogénesis temprana. La melatonina cruza la membrana celular y activaala PKC, lacual
induce la posterior activacién de rho/ROCK en células de neuroblastoma, N1E-115. Este complgjo a su
vez sea relacionado en otros modelos con la interaccion con mDial, y la posterior activacion de Racl.
Rho/ROCK también ha sido involucrada en la activacién de ERM el cual a su vez interacciona con Racl,
Cdc42 y N-WASP, proteinas capaces de iniciar la polimerizacidn de actina. Sin embargo, estainteraccion
entre rho/ROCK y ERM no se ha descrito en nuestro modelo. Por otro lado, es posible que la melatonina
active alarhoG, ya sea directamente o através del complejo rho/ROCK como sucede en otros model os.
LarhoG asu vez es capaz de activar la Racl y la Cdc42. Ambas proteinas inducen la polimerizacion de
actina mediante su interaccion con PAK/LIMK, mientras que la Cdc42 también lo hace a través de N-
WASP. Los signos de interrogacion (?) marcan las interacciones que no han sido estudiadas en nuestro
modelo. Las flechas amarillas indican activaciones estudiadas en e presente trabajo, mientras que las
flechas rojas indican activacion descritas en otros modelos y la flecha negra sefida inhibicidn también
descrita en otros model os.

*Debido a que esta via de sefializacion no fue estudiada en €l presente trabajo esta posible via debe
considerar se tan solo como una propuesta.
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CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo indican que la melatonina induce el
rearreglo del citoesqueleto de actina mediante la activacion directa de la ROCK
via abajo de la via de sefalizacién de la PKC. Mediante esta activacion la
melatonina induce la polimerizacién de actina, que participa en la formacion de
estructuras que preceden la formacion de neuritas en estadios inmaduros de
diferenciacion (neuritogénesis temprana) en células de neuroblastoma N1E-
115. Por lo tanto, estos datos apoyan el que la melatonina induce el rearreglo
del citoesqueleto de actina a través de la activacion de proteinas citoplasmicas
como la PKC y la ROCK y que este rearreglo en el citoesqueleto de actina
participa en los estadios de diferenciacion temprana en las células de origen

neuronal.
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PERSPECTIVAS

Si los resultados expuestos en este trabajo son duplicados en modelos
in vivo entonces es posible que la melatonina sea de utilidad en la prevencion
de enfermedades psiquiatricas y neurolégicas como la depresion, la
esquizofrenia y etapas tardias de la enfermedad de Alzheimer, como se ha
propuesto en trabajos anteriores (Reiter y col., 1999; Benitez-King y col., 2004;
Benitez-King y col., 2005). Debido a que en estos padecimientos no solo los
niveles de melatonina se encuentran alterados (Mishima y col., 1999; Ferrier y
col., 1982; Fanget y col., 1989; Sandyk y Kay, 1990; Brown y col., 1985; Miles y
Philbrick, 1988) sino que ademas la citoarquitectura se encuentra
descompuesta, a tal grado que existe una disminucion en el numero de axones
y dendritas® (Stockmeier y col., 2004; Chana y col., 2003; Bensimon y Chermat,
1991; Selemon, 2004). Por lo tanto, si la melatonina tiene la capacidad de
inducir la formacion de estructuras que preceden a la formaciéon de neuritas asi
como la misma formacion y alargamiento de neuritas, como se postula en este
trabajo, la melatonina podria inducir el restablecimiento de axones y dendritas
en dichas enfermedades psiquiatricas y neurologicas. Sin embargo, esta linea

de investigacion requiere de un estudio mayor y mas profundo en el futuro.

“ En lademencia de Alzheimer la disminucion de axones y dendritas se observa en etapas tardias de esta
enfermedad.
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