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Summary

It has been suggested that metatonin may be involved in
the etiology of some mental ilinesses. This hormone is a
neuromodulater that modifies both neurotransmitter synthesis
and release in the Central Nervous System. Phosphorylation
of synaplic proteins plays a crucial role in neuronal function.
In particular, phosphorylation of synapsin | by calmodulin
dependent multiprotein kinase || modulates both vesicle trans-
port and neurotransmitter release at the synaplic cleft.
Recently, it has been described that melatonin may modulate
protein phospharylation through inhibition of calmodulin
dependent protein kinase Il activity. As a first step to elucidate
the mechanism involved in melatonin inhibition of neuro-
transmitter release, in this work we studied the effects of the
hormone on hypothalamic synaptosome protein phosphory-
lation. The results indicate that used synaptosomes in phos-
phorylation assays were functional since *H-GABA release and
an increase of 50 % in protein phosphorylation were elicited
with a high potassium concentration. Melatonin at 1 nM
inhibited phosphorylation of 50, 54, 58-60 and 87 Kd protein
bands in both basal synaptosomes (30 %) and K C1 depoia-
rized (50 9%}. The resuits suggest that melatonin may modulate
neurctransmitter release through an inhibition of synaptosomal
protein phosphorylation mediated by calmodulin dependent
protein kinase Il.

Key words: Melatonin, synaptososomes, calmodulin, phos-
phorylation.

Resumen

Hay evidencias de que la melatcnina podria participar en la
patofisiclogia de algunas enfermedades mentales. Esta hor-
mona modifica la sintesis y [iberacién de neurctransmisores
en el sistema nervioso central. La fosforilacidon de proteinas
desempefia un papel crucial en la fisiclogla neuronal. En par-
ticular, la fosforilacion de la sinapsina i por la cinasa il depen-
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diente de caimodulina, modula el transporie de las vesiculas
¥ la liberacidn de los neurotransmisores en la terminal sindp-
tica. Recientemente se describidé que la melatonina in vitro
inhibe la actividad y la autofosforilacidn de |a cinasa |l depen-
diente de calmodulina. Come una primera etapa para enten-
der el mecanismo por medio del cual la melatonina modula la
liberacién de neurotransmisores, en este trabajo se estudia-
ron |os efectos de la hormona scbre la fosforilacion de protei-
nas en una preparacion de sinaptosomas obtenidos del
hipotdlamo de la rata. Los resultados sefialaron que los
sinaptosomas despolarizados con concentraciones altas de
potasio liberaron *H-GABA y aumentaron la fosforilacion de
las proteinas en un 50 %. La melatonina (1 nM) inhibio la
fosferilacién de las proteinas de peso molecular de 50,54, 58-
60 y 87 kd en sinaptosomas basales (30 %} y despolarizados
con concentraciones altas de potasio (50 %). Los resultados
sugieren que la hormona, al actuar ¢como un antagonista de
calmodulina e inhibir la fosforilacidn de proteinas, puede mo-
dular la liberacion de neurotransmisores,

Palabras clave: Melatonina, sinaptosomas, calmodulina, fos-
forilacion.

Introduccion

La fosforilacion de proteinas neuronales desempe-
fa un papel crucial en la modulacion de la liberacion y
el metabolismo de los neurotransmisores en el sistema
nervioso central {SNC) {10). Algunas de las fos-
foproteinas que participan en la modulacion de la sin-
tesis y liberacién de los neurotransmisocres son: la
sinapsina |, las hidroxilasas de tirosina y triptdfano, las
proteinas asociadas a los microtdbulos, MAPsy Tau y
la fosfodiesterasa de nucledétidos ciclicos [para una re-
vision ver Dunkley vy Klee (10,13)].

Hay evidencias que indican que la melatonina (MEL)
esta involucrada en la patofisiologia de algunas enfer-
medades mentales (15). Esta hormona actda como un
neuromodulador en el sistema nervioso central (SNC)
al modificar la sintesis y liberacién de neurctransmiso-
res. Se ha descrito que la hormona modifica los niveles
de seratonina y GABA en el mesencéfalo de la rata (1);
inhibe la concentracion de AMPc en las células de la
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astreglia v en el hipetdlamo (12,19); disminuye ia re-
captura de noradrenalina, serotonina, dopamina y
giutamato en el hipotalamo de la rata (8) y disminuye la
liberacion de dopamina en la retina y el hipotdlamo de
diversas especies de roedores (9,21). Ademas, en al-
gunos estudios se indica que la melatonina puede ser
util en la clinica para el tratamiento del insomnio y como
anticonvulsivante (2,20).

Los sinaptosomas constituyen una preparacién de
terminales nerviosas funcionales que ha sido amplia-
mente utilizada para estudiar la fosforilacién de protei-
nas y la liberacién de neurotransmiscres (10). La des-
polarizacion de los sinaptosemas con ¢oncentraciones
altas de potasio, induce la iiberacion de neurotrans-
misores que se acomparia de aumento en la fosfori-
lacién de las proteinas sinaptosomales. En particular,
el grado de fosforilacién de la sinapsina | por la cinasa
Il dependients de calmodulina, modula el anclaje de
las vesiculas sinapticas (18) a los microfilamentos
de actina (4} y, por lo tanto, el transporte de las vesicu-
las v la liberacién de los neurotransmisores en la termi-
nal sinaptica.

Recientemente se ha descrito que la MEL puede
modular la fosforflacién de proteinas por inhibicién de
la actividad de la cinasa || dependiente de calmodulina
(7). La MEL se une a la calmedulina con alta afinidad
(6) y actlla como un antagonisia de esta proteina (5).
in vitro, las concentracionaes nanomgolares de la hormo-
na inhiben 1a actividad de varias enzimas dependien-
tes de la calmodulina (3); entre éstas, la actividad de la
cinasa ll, asi como su autofosforilacion (7). En este tra-
bajo se estudiaron los efectos de la MEL sobre la
tosforilacién de proteinas en una preparacion de sinap-
tosomas funcionales obtenidos del hipotdlamo de la
rata, como una etapa inicial para dilucidar los mecanis-
mos moleculares que subyacen a la inhibicién de la
liberacidon de neurotransmisores causada por MEL. Los
resultados sefialaron que la MEL inhibid la fosforilacion
de las proteinas con pesos moleculares de 50,54, 58-
60 y 87 kd en los sinaptosomas mantenidos en condi-
ciones basales y despolarizados con concentraciones
altas de potasio. Estos datos sugieren que la hormona
modula la liberacién de neurotransmiscres por medio
de la modulacién de la fosforilacion de proteinas sinap-
tosomales mediada por la cinasa Il dependiente de
calmodulina.

Material y métodos
Obtencion de sinaptosomas del hipotdalamo de la rata

Se sacrificaron por decapitacion ratas macho de la
cepa Wistar (250-300 g}, mantenidas en cicios de luz
oscuridad (12/12 hrs). Se les quitaron los caerebros y se
mantuvieron en una solucién de sacarosa 0.32 M a 4°C.
Los hipotalamos se disecaron de acuerdo con el méto-
do de Glowinsky (11} y se homogeneizaron &n una so-
lucién de sacarosa 0.32 M (1:10P/V) durante 30 seg a
4°C en un ultrasonicador de Cole Parmer (40Hz}. EI
homogeneizado se centrifugé a 4000 rpm durante 10
minutos y el scbrenadante obtenido se centrifugéd nue-
vamente a 12000 rpm a 4°C durante 20 min. La pastilla
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obtenida de esta segunda centrifugacién {fraccién si-
naptesomal) se resuspendio en un amortiguador de
Krebs pH 7.4 (118 mM NaC1,5 mM K €1,25 mM
NaHCO,, 1.2mMgCl,, 100 uM CaCl,, 10 mM Glucosa).
Finalmente, la concentracion de proteina se determiné
mediante el método de Lowry (14).

Ensayo de liberacién de H-GABA

Los sinaptosomas resuspendidos en la solucion de
Krebs se preincubaron con 2.5 uCi/mi de *H-GABA (250
uCi/mMol) durante 8 minutos a 37°C para capturar el
neurotransmisor radioactivo. Las alicuotas de 850 ml
de la suspension de los sinaptosomas se depositarcn
en camaras de perfusitn sobre filtros Millipore, DAWP
(0.65 ) para separar el *H-GABA capturado del libera-
do. En una primera etapa, los sinaptosomas se perfun-
dieron en condiciones basales durante 30 minutos con
el amortiguador de Krebs a un flujo de 1 mi/min. Se
colectaron tres fracciones del perfusado cada 2 min.
Posteriormente, se indujo la liberacién de *H-GABA de
los sinaptosomas, despolarizandolos con una solucidn
de 35 mM de K Ci en amortiguador de Krebs. Se torma-
ron 3 muestras de 2ml cada 2 min (estimulo con con-
centracién alta de potasio). Por tiltimo, los sinaptosomas
se perfundieron con el amortiguador de Krebs sin
potasio y se recogieron 2 fracciones de 5 ml. Los expe-
rimentos se hicieron por sextuplicado. La radioactivi-
dad en las fracciones colectadas se cuantificé por
espectrometria liquida en un contador de centelleo li-
quido de Beckman.

Marcaje de los sinaptosomas del hipotdlamo
de la rata con ¥P-ortofosfato.

Los sinaptosomas crudos (5 mg de proteina/ml) se
incubaron con 750 uCi/ml de ortofosfato marcado con
2p (8500 Ci/mMol) durante 45 min en el amortiguador
de Krebs, en un volumen final de 70 . La MEL (10®
M) o el Vehiculo {DMSO diluido 1:10), fueron adiciona-
dos a la mezcla de incubacion 5,15,30, o 45 min antes
de finalizar el marcaje con el ortofosfate radioactivo.
En otra serie de tubos, la MEL se afiadié a la suspen-
sién de sinaptosomas 15 min antes de iniciar el marca-
je con el *P-ortofosfato (60 min de incubacién con MEL).
Posteriormente, los sinaptosomas se despolarizaron
con 70 ml de una soclucién que contenia una concen-
tracion alta de potasio (46 mM NacCl, 110 mMKCI,25 mM
NaHCQ,, 1.2mM MgCl,, 100 pM CaCl,, 10 mM Giluco-
sa) por 15 segundos a 37°C. La reaccién se detuvo
con 70 ul de una solucién amortiguadora de muestra
para electroforesis 3X (200mM Tris pH 6.8,28 % Glice-
rol, 8 % SDS, 6mM EGTA, B-Mercaptostanol).

Separacién de las proteinas sinaptosomaies
por electroforesis unidimensional

Las proteinas sinaptosomales se separaron por
electroforesis unidimensional en geles desnaturalizan-
tes de poliacrifamida al 8 % (4). Los geles se tifieron
con azul de Coomassie, se destifieron y se secaron.
Postericrmente, se expusieron a placas sensibles a
rayos X para detectar las fosfoprotelnas por autoradio-



grafia. Los autoradiogramas se analizaron con un
densitémetro Hoefer GS300.

Materiales

El 2P [10 mC¥ml] y el *H-GABA [250 mCi/mI] fueron
de NEN-Dupont {Boston, MA U.S.A.). Los otros
reactivos utilizados fueron de Sigma Chemical Co. {St.
Louis, MO U.S.A.). Las placas para autoradiografia fue-
ron GBX-2 de Kodak.

Resultados

Antes de estudiar los efectos de la MEL sobre la fos-
forilacion de protelnas en los sinaptosomas, se deter-
mind si esta preparacion, al ser estimulada con con-
centraciones altas de potasio, era capaz de liberar al-
gun neurotransmisor capturado y de incrementar la
tostorilacién de las proteinas en los sinaptosomas.
Como se muesira en la figura 1, los sinaptosomas libe-
raron *H-GABA cuando fueron estimulados con 35 mM
de KCI. Ademads, se demostrd por microscopia ejectrg-
nica la integridad de los sinaptosomas {datos no mos-
trados). En la figura 2 se muestran los perfiles densito-
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Flgura 1. Liberacion de *H-GABA en los sinaptosomas cru-
dos del hipotdlamo de la rata. La fraccidn cruda de
sinaptosomas obtenida de cerebro de rata se incubd con °H-
GABA como esta descrito en la seccidn de métodoes. La fle-
cha indica la despolarizacién con [*KC1 = 35mM). Los dates
representan la media + S.E.M. de un experimento realizado
conunan==6.

métricos de las proteinas fosforiladas en condiciones
basales (fig. 2a} o en condiciones de despolarizacién
con concentracionas allas de potasio (fig. 2b), en pre-
sencia de MEL o del vehiculo. La electroforesis de las
proteinas sinaptosomales corridas en paralelo a pro-
teinas de pesos moleculares conocidos {de 45 a 116
kd), mostré 4 proteinas con pesos moleculares de 50,
54, 58-60 y 87 kd. En presencia del vehiculo, la
{osoforilacion de estas prote/nas se incrementd alre-
dedor del 50 % al despolarizar los sinaptosomas con
concentraciones altas de potasio ({fig. 2a y 2b). Tanto
en condiciones basales como de despolarizacién, la
MEL inhibié la fosforilacidn de estas proteinas en los
sinaptosomas incubados durante 30 min con la hormo-
na (tig. 2a y 2b).

En las figuras 3 y 4 se muestra el curso temporal de
la inhibicidn causada por 1 nM de MEL sobre la fosfo-
rilacidn de las proteinas sinaptosomales en condicio-
nes basales y de despolarizacién con concentraciones
altas de potasio. Como se observa en las figuras 3y 4,
la MEL, hasta los 45 min de incubacién, inhibid en un
30 % la fosforilacién de todas las proteinas estudiadas
en los sinaptosomas mantenidos en condiciones basa-
les. Sin embargo, er. los sinaplosomas despolarizados,
la inhibicién por MEL fue clara alos 5y 15 min, y la
maxima inhibicion se cbservé a los 30 min de incubacién.
La fosforilacién de las protainas de 50 y 54 se inhibid
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Figura 2. Porfiles densfltométricos de las fosfoproteinas de
fos sinaptosomas del hipotdiamo de la rata. Los sinaptosomas
crudos fueron mantenidos en condiciones basales (A}, 0
despolarizades con 55 mM de polasio (B}, segun se describid
en la seccién de métodos. Los sinaptosomas se incubaron
con vehiculo (—) o con 1 nM de MEL (- -) durante 30 min,
prevics a la despolarizacion. Los datos representan dos ex-
perimentos realizados por cuadruplicado.
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Flgura 3. Curso temporal del efecto de la MEL sobre la fosforilacion de las proleinas de 50 y 54 kd en los sinaptosomas del
hipotdlamo de Ia rata. Los sinaptosomas crudos se marcaron con 2P, seg(in se describid en la seccion de métodos, y se mantuvieron
en condiciones basales (v} 0 se despolarizaron con 55 mM de KC1 (%} a los tiempes indicados de incubacion con 1 nM de MEL. El
tiempo cero representa los datos abtenidos en presencia del vehiculo {45 min de incubacion). Panel A: proteina de 50 kd; panel B:
proteina de 54 kd. Los datos representan la media + S.E.M. de dos experimentos realizados por cuadruplicado.

un 52 %, y la de 58-60 y 87 kd fue de 37 y 46 %, res- sinaptosomas del hipotalamo de la rata mantenidos en
pectivamente. El efecto inhibitorio desminuy¢ con ma- condiciones basales, come en los sinaptosomas
yoras tiempos de incubacidn (45 y 60 min) (figs. 3 y 4). despolarizados con concentraciones altas de potasic.

La funcionalidad de los sinaptosomas utilizados en
los ensayos de fosforilacion se demostro por su capa-

Discusion cidad de liberar *H-GABA y de aumentar la fesforilacion
de proteinas al ser despolarizados con una concentra-
En este trabajo se demostré que la MEL inhibe la cién alta de potasic. Se ha descrito que en estade de
fosforilacién de cuando mencs cuatro proteinas con reposo, la sinapsina | establece el anclaje de las vesicu-
peso molecular de 50, 54, 58-80 y 87 kda, tanto en los fas sinapticas a los microfilamentos de actina (4). Du-
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Flgura 4. Curso temporal ds! efecio da la MEL sobre Ia fosforilaclon de las proteinas de 58-60 y 87 kd en los sinaptosomas del
hipotdlamo de la rata. Los sinaptosomas crudos se marcaron con 2P, segun se describid en la seccidén de métodoes, y se mantuvieron
en condicicnes basales (*) 0 se despolarizaron con 55 mM de KC1 (®) a los tiempos indicados de incubacién con 1 nM de MEL. El
tiempo cero representa los datos obtenidos en presencia del vehigulo (45 min de incubacidn). Panel A: proteina de 58-60 kd; panel
B: proteina de 87 kd. Los datos representan la media + $.E.M. de dos experimentos realizados por cuadruplicado.
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rante el proceso de liberacién de neurotransmisores,
la cinasa Il se activa por el complejo Ca**/calmodulina,
se autcfosforila, fostorila a la sinapsina | y, como con-
secuencia, esta proteina sufre un cambio conformacio-
nal y suelta las vesiculas sindpticas ancladas a los
microfilamentos(10). La cinasa |l dependients de la
calmodulina estd compuesta por tres subunidades: o
de 50 kd; B'de 58 kd y p de 60 kd (18), y la sinapsina |
tiene un pesc molecular de 87 kd (10). En este trabajo
se encontré que la MEL inhibid la fosforilacion de las
proteinas que corresponden a estos pesos moleculares.
Estas evidencias sugieren que la hermona podria inhi-
bir in vivo la autofostorilacién de la cinasa |l depen-
diente de calmodulina, impedir la fostorilacidn de la
sinapsina | y, por medio de este mecanismo, inhibir la
liberacién de neurotransmisores. En apoyo a lo ante-
rior se ha demostrado que la MEL, ai unirse (6} y antago-
nizar a la calmodulina, inhibe in vitrola autofosforilacién
y la actividad de la cinasa |l dependiente de la calmo-
dulina del cerebro de la rata (7). La interaccidn de la
MEL con la calmodulina impide la formacién del com-
plejo Ca*/calmedulina/cinasa ll, necesario para la ac-
tivacion de la enzima. Esto, aunado a que la MEL inhibe
la liberacién de neurotransmiscres en las rebanadas

del hipotalamo de la rata (21), sugiere que la hermona,
por medio del antagonismo de la ¢calmodulina y la inhi-
bicion de la cinasa I, podria modular la liberacion de
neurotransmisores. Sin embargo, para confirmar este
mecanisme es necesario hacer estudios sobre la co-
rrefacion directa entre los efectos de la MEL sobre la
liberacién de neurotransmisores, la fosforilacion de pro-
teinas y la participacion de la calmodulina.

En este trabajo se observd que la MEL irhibié la
fosforilacién de proteinas sinaptosomales con concen-
traciones de la hormona que se alcanzan durante la
noche en el plasma de los seres humanocs y de otras
especies de mamiferos {16). Esto, junto con el hecho
de que la MEL es una hormona lipofilica que cruza las
membranas bioldgicas, sugiere que la hormona puede
sincronizar la actividad neuronal al fotoperiodo.
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