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Summary

Melatonin is a hormone secreted by the pineal gland
according to the light-dark cycle, Despite that its pharma-
cological and physiological effects are well known, its
mechanism of action still remains to be elucidated. In this article
we review the evidence about melatonin interactions with
calmodulin. The kinetics of melatonin-caimodulin binding sug-
gest that the hormone modulates cell activity through intra-
cellular binding to the protein at physiological concentration
ranges. The melatonin antagonism to calmodulin may allow
the hormone to rhythmically modulate many cellular functions.
Melatonin tubulin polymerization studies, and cytoskeletal
changes in MDCK and N1E-115 cells cultured with melatonin,
suggest that at low concentration (10-*M), cytoskeletal mela-
tonin effects are mediated by its antagonism to Ca?*- calmo-
dulin. At higher concentrations (10-* M), non-specify ice binding
of melatonin to tubulin occurs, thus overcoming the melatonin
antagonism to Ca?*- calmodulin. Since melatonin and calmo-
dulin are chemical structures phylogenetically well preserved,
calmodulin-melatonin interaction probably represents a primary
mechanism for both regulation and synchronization of cell phy-
siology.

Resumen

La melatonina es una hormona que es secretada por la
glandula pineal durante el periodo de oscuridad. A pesar de
que se conocen sus efectos farmacolégicos y fisiol6gicos, su
mecanismo de accién no se conoce con exactitud. En este
articulo se reviso la evidencia que apoya que la melatonina
interacciona con la calmodulina. La unién de la melatonina a
la calmodulina sugiere que la hormona modula la actividad
celular por medio de su unién intracejular a esta proteina. E|
antagonismo de la melatonina por 1a calmodulina podria mo-
dular ritmicamente muchas funciones celulares. Los efectos
de la melatonina sobre el citoesqueleto microtubular sugie-
ren que a bajas concentraciones (10-° M), los efectos de la
hormona sobre el citoesqueleto son mediados por un antago-
nismo de Ca**- calmodulina. A concentraciones farmacolé-
gicas (105 M) ocurre una unién inespecifica a la tubulina que
prevalece sobre el antagonismo a la caimedulina. Dade que
la melatonina y la caimodulina son estructuras filogenética-
mente bien conservadas, la interaccién melatonina-calmo-
duiina probablemente represente un mecanismo primario para
la regulacion y la sincronizacién de la fisiologia celular.
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Introduccién

En 1958, Lerner aisl6 la melatonina (MEL) de extrac-
tos de glandula pineal. Desde entonces se han realiza-
do mulfiples esfuerzos por tratar de dilucidar su papel
fisiologico (32).

La sintesis y liberacion de MEL se lleva a cabo por
medio de un sistema circadiano que en los mamiferos
comprende la retina, el nicleo supraquiasmatico y la
glandula pineal (34). Los niveles circulantes de MEL
plasmatica actian como una sefial que tiene un papel
central en la regulacién de los ritmos circadianos de
varias especies de reptiles, aves y mamiferos (para una
revision ver ref. 20). En los vertebrados (20), los inver-
tebrados (20), las plantas (7) y en algunos organismos
unicelulares (6), la administracién de MEL exdgena
modifica los ritmos circadianos. En los seres humanos
se ha postulado que la hormona puede estar involu-
crada en la regulacion del sueio (3, 24), en los trastor-
nos afectivos (37), en el envejecimiento (36) y en el
cancer (33).

A pesar del conocimiento obtenido en los dltimos afios
acerca de los efectos fisiologicos y farmacolégicos
de la MEL, no se conoce con exactitud su mecanismo de
accién. No hay un acuerdo general acerca del tipo ce-
lular que reconoce la sefial de la MEL, o el mecanismo
que desencadena la cascada metabélica que resulta
en una respuesta celular.

En los ditimos 20 aflos se ha demostrado que uno
de los 6rganos blanco de la MEL es el sistema nervio-
so central (SNC), en donde actiia como un neuromo-
dulador (19). Hasta la fecha hay multiples estudios que
sugieren la existencia de receptores membranales a
MEL en las neuronas del SNC (30,41) y en los é6rganos
periféricos (23). Sin embargo, los efectos pleiotrépicos
de la MEL han sugerido que la hormona podria actuar
a través de otros mecanismos, En este trabajo se revi-
sard la evidencia que apoya la hipotesis de que la MEL
actua intracelularmente por medio de su interaccién con
la calmodulina (CaM).

Accesibitidad al interior de las células

El primer paso en el reconocimiento de una sefal hor-
monal es su acceso a las células blanco. La MEL (5-
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metoxy-N-acetiltriptamina) es una molécula pequefia
y lipofilica que por sus caracteristicas fisicoquimicas
atraviesa las membranas bioldgicas (2,18,43). La MEL
se ha localizado en practicamente todos los tejidos des-
pués de su administracion sistémica (29). La mayor
proporcién de MEL permanece en ¢f citosol y propor-
ciones decrecientes en el nicleo, la fraccién micro-
somal y los microsomas (4). En el modelo experimen-
tal donde estudiamos la interaccion intracelular de la
MEL, demostramos que la MEL es capaz de entrar a
las células. La distribucién intracelular de la MEL se
estudié con la técnica de inmunofluorescencia de do-
ble marcaje de las células MDCK y N1E-115. La hormo-
na no se detecto en las células controles. En las célu-
{as tratadas con la hormona durante 3 horas, la MEL
se localiz6 como puntos fluorescentes en aposicién con
la membrana plasmatica y en el citoplasma (25). Esta
evidencia apoya que debido a su lipofilicidad, la MEL
puede entrar en diferentes tipos celulares, cruzando la
membrana plasmatica hacia el espacio intracelular.

Interaccion melatonina-calmodulina

Aun cuando la MEL entra al espacio intracelular, las
células blanco de la hormona deben reconocer su pre-
sencia y traducir la sefial en sucesos metabdlicos que
resulten en una respuesta biolégica.

inicialmente se determiné el reconocimiento de la
sefial de MEL por CaM con métodos indirectos. Cuan-
do se midi6 la actividad de la fosfodiesterasa depen-
diente de CaM, en presencia de MEL, se encontrd que
la hormona inhibié la activacion de la enzima por CaM
(9). Ademas, con métodos electroforéticos se demos-
tr6 que ia *H-MEL comigra con la CaM en presencia de
Ca**. La hormona también modificé ta movilidad relati-
va de esta proteina en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida (9).

La evidencia directa de la interaccion de MEL con
CaM se obtuvo estudiando la unién de *H-MEL a CaM
incorporada a liposomas con un método de ultrafiltra-
cién rapida (12). Con esta metodologia se encontrd que
ia unién de MEL a CaM cumpie con los criterios reque-
ridos para considerar a CaM como un receptor de MEL.

La unién es saturable, reversible, estereoselectiva,
dependiente de Ca*™ y de alta afinidad. Los estudios
de saturacién y de asociacién disociacién revelaron que
la *H-MEL se une a un solo sitio con una Kd de 188 pM
y una Bmax de 35 pM/pg de CaM (12).

Una vez demostrado que la MEL tiene acceso al es-
pacio intracelular y su alta afinidad por la CaM, surgen
dos preguntas: 1) ;La unién de la MEL a la CaM ocu-
rre en las células? y 2) ;Cudles son los sucesos
bioguimicos que siguen a la uniéon de MEL a CaM y
que resultan en una respuesta biologica?.

La evidencia que apoya que la union de MEL a CaM
ocurre en el interior de las células se obtuvo por la lo-
calizacién simultinea de la hormona y de la proteina
con el método de inmunoflucrescencia de doble mar-
caje (10). Las células MDCK sembradas a subconfluen-
cia se incubaron durante 12 h con vehiculo o MEL. Pos-

teriormente se tifieron secuencialmente con un anti-
cuerpo anti-MEL desarrollado en conejo, seguido de
un anticuerpo anti-CaM desarrollado en el borrego.
Como segundos anticuerpos se utilizaron inmunoglo-
bulinas especificas acopladas a fiuoresceina o roda-
mina. En las células tratadas con MEL, ia hormonay la
proteina se localizaron en los mismos sitios subcelu-
lares: en la periferia celular, en el citoplasma y en la
region nuclear. Estos resultados apoyan que la MEL y
la CaM se unen en el espacio intracelular.

En las células MDCK y N1E-115 se han demostrado
cambios metabdlicos y estructurales relacionados con
la interaccién MEL-CAM. En las células MDCK incuba-
das durante 6, 12, 24 h o 4 dias, la distribucién de CaM
se modifica (10,25). En las células incubadas con ve-
hiculo, la CaM se localiza en la periferia celular, mien-
tras que en las células tratadas con la hormona, la CaM
se localiza como una red fina en el citoplasma. Los
cambios en la distribucién de CaM inducidos por la
MEL, se confirmaron mediante la cuantificacion de la
CaM en diferentes fracciones subcelulares con el mé-
todo de radicinmunoensayo (10,25). Las células MDCK
incubadas con MEL durante 4 dias mostraron un in-
cremento del 40 % en el contenido de CaM unida a
membrana y una disminucion dei 40 % en la cantidad
de CaM en la fraccién citosdlica. No se detectaron cam-
bios en la fraccion nuclear. Los cambios en la distribu-
cion de CaM inducidos por la MEL son reversibles. Doce
horas después de retirar la MEL del medio de cultivo,
el patrén de distribucion de CaM fue semejante al de
las células controles. Se obtuvieron cambios semejan-
tes en la distribucion de CaM en las células N1E-115
incubadas con MEL (10,25).

Los cambios metabdlicos inducidos por MEL en las
células MDCK y N1E-115 se relacionan con el creci-
miento celular y los niveles de CaM. La hormona in-
crementa la proliferacion celular y ios niveles de CaM
en la fase logaritmica del crecimiento (9,11). En lafase
estacionaria, la concentracion de CaM disminuye 40 %
y el crecimiento celular se inhibe en un 50 %. La con-
centracién de CaM en un tiempo dado depende de la
relacion entre su sintesis y su degradacion. Los expe-
rimentos de recambio efectuados en las células MDCK
incubadas hasta por seis dias con MEL, han sugerido
que tanto la sintesis como la degradacién de CaM se
modifican (11). Se ha demostrado que los niveles de
mRNA especificos de CaM se incrementan dos veces
en la fase logaritmica y regresan a niveles normales
en la fase estacionaria tanto en las células MDCK como
en las N1E-115 (35). Sin embargo la vida media de la
CaM cambia de 19 h en las células control a 16 h en
las células tratadas con MEL (11). Estos resultados su-
gieren que la MEL podria incrementar los niveles de
mRNA de CaM modulande la expresion del gen de
CaM.

Recientemente encontramos que la MEL en las cé-
lulas MDCK y N1E-115 incrementa la union de AP-1 a
DNA, 1o que sugiere que la hormona, ademas de cam-
biar los niveles de CaM y modificar su distribucién
subcelular, puede actuar a nivel nuclear modificando
la expresidn genética.
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Antagonismo de la calmodulina
por la melatonina

Los cambios estructurales inducidos por MEL se han
relacionado con un efecto antagonista de la hormona
sobre CaM. En las células MDCK y N1E-115, la MEL
produce cambios en la forma celular y en el arreglo del
citoesqueleto (8). En presencia de concentraciones fi-
siologicas de la hormona ambas lineas celulares cre-
cen fermando una red fina. En las ceéiulas MDCK incu-
badas con MEL se forman prolongaciones citoplasma-
ticas, y los microfilamentos de actina localizados en la
periferia se tornan mas gruesos (8). En las células de
neuroblastoma ta MEL actda como un factor de dife-
renciacion. En las N1E-115 cultivadas con la hormo-
na, se incrementa significativamente el namero de cé-
iulas con neuritas, y los microtibulos se alargan for-
mando redes muy largas (8).

Los estudios efectuados en un sistema reconstituido
de polimerizacién de tubulina in vitro, han sido utiles
para entender el mecanismo por el cual la MEL causa
cambios en el citoesqueletc. La polimerizacién de
tubulina in vitro depende de GTP (27). En presencia
de las proteinas asociadas con los microtabulos
(MAPs), el efecto inhibidor del Ca** sobre la polime-
rizacion de los microtabulos se incrementa por la adi-
cion de CaM (17,31). La MEL evita este efecto inhibidor
de CaM a concentraciones fisiologicas, causando un
alargamiento de los microtibulos. Este efecto es muy
semejante al producido por la trifluoperazina (TFP) a
una concentracion de 10 uM, un antagonista de CaM
conocido, y por el compuesto 48/80 (30 pug/ml) (26).
Se han obtenido resultados similares en una prepara-
cion de citoesqueletos in situ de células MDCK y N1E-
115 incubados con 10* M de MEL (26). La hormona
protege a la red de microtabulos del efecto disruptor
de Ca**/CaM. Los microtibulos en los citoesqueletos
in situ, tratados con MEL, son mas largos y gruesos
que los de los citoesqueletos controles rotos por la
activacion de la CaM endégena por Ca** (26).

En ausencia de una CaM activa, la MEL con con-
centraciones farmacologicas (10-* M) inhibe la
polimerizacién de microtubulos tanto in vitro como en
los citoesqueletos in situ (26).

Estos resultados sugieren que los efectos de MEL
dependen de la concentracion de la hormona y de la
presencia de CaM. A concentraciones fisiologicas
(10-° M) la MEL se une a la CaM y bloquea la forma-
cion de los complejos MAPs/CaM vy tubulina/CaM y se
incrementa el tamafio de los microtibulos. En ausen-
cia de CaM o en concentraciones farmacologicas de la
hormona (10-* M), MEL se une a la tubulina, altera su
estructura secundaria y evita el ensamble de la tubulina,
favoreciendo la ruptura de los microtibulos. Esta hipé-
tesis da una explicacién plausible a los efectos contra-
dictorios de MEL sobre el citoesqueleto de diferentes
especies y bajo diferentes condiciones experimenta-
les (para una revision ver 13).

La evidencia adicional que apoya que {a MEL actiia
como un antagonista de CaM ha sido obtenida in vitro.
La hormona inhibe la actividad de la fosfodiesterasa
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dependiente de CaM (9), a la multiproteina cinasa |l
(14,16) y a la ATPasa dependiente de CaM (5) con
una potencia 10 000 veces mayor que la TFP.

Dado que la MEL actia de manera semejante a la
TFP pero con una potencia mayor, surgio la pregunta
de si la hormona, y al igual que la TFP, es capaz de
unirse a los receptores D2 (39) o de inhibir a la protei-
na cinasa C (1). Por experimentos de desplazamiento
de la espiperona radioactiva, un ligando selectivo de
los receptores dopaminérgicos, se encontrd que la MEL
no se une a los receptores D2 (21). Sin embargo esti-
mula a la proteina cinasa C tanto /n vitro (14) coma in
vivo (15). Estos resuitados indican que la MEL tiene
propiedades diferentes a los antagonistas de CaM. Ade-
mas, sugieren que la hormona interacciona con otras
proteinas intracelulares que tienen actividad funcional.

Conclusiones y perspectivas

Los resultados descritos sugieren que la MEL pue-
de modular procesos activados por CaM de tres for-
mas diferentes: por unién a CaM inhibiendo su activi-
dad; por incremento de los niveles totales de CaM; por
concentracion de CaM en compartimientos celulares
especificos. Estos dos 0ltimos procesos aumentarian
el nivel de respuesta de las funciones activadas por
CaM.

La CaM es una proteina ubicua que es activada por
Ca** (22,42). El complejo Ca**/CaM activa diferentes
enzimas blanco por union directa (38,40,42); indirec-
tamente, activa a algunas enzimas por medio de su
fosforilacién por cinasas especificas dependientes de
CaM (28). De esta manera la CaM modula la actividad
de enzimas y proteinas estructurales. Dado que la CaM
es un modulador multifuncional, surge una pregunta
obvia. ; De qué manera la MEL podria regular una fun-
cion celular especifica? La modulacién especifica de
MEL dependeria del tipo celular; de las caracteristicas
cinéticas de su unién a CaM, y de la coexistencia de Ca*",
CaM, MEL, enzima blanco de CaM y sustrato, en un mis-
mo compartimiento ceiular a un tiempo determinado.

Las hormonas actuan estimulado la produccion de
otras hormonas o ejerciendo efectos permisivos. Esto
con e! objeto de preservar las funciones celulares y la
homeostasis. A diferencia de estos mecanismos, la MEL
actua por interaccién con la CaM modulando el nivel
de respuesta celular, es decir, es una hormona reos-
tatica. De acuerdo con el ritmo de secrecién de MEL,
variaria el nivel de actividad de sus células blanco,
oscilando con el ciclo luz-oscuridad.

Hasta ahora el conocimiento acerca del mecanismo
intracelular de accion de MEL se ha basado en el cito-
esqueleto, por lo que es necesario explorar el efecto
de MEL sobre otras funciones celulares moduladas por
CaM.
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