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Summary

Melatonin is a highly lipophylic compund that acts mainly
on the Central Nervous System (CNS). Evidence suggesting
that the hormonc may be involved in psychiatric diseases is
growing. However, the precise role of melatonin as well as its
usefulness in CNS diseases remain to be elucidated. Currently
it is known that melatonin acts as a free radical scavenger
and through binding to membranal receptors, calmodulin and
nuclear proteins. Melatonin binds to calmodulin and acts as a
potent calmodulin antagonist both in vitro and in vivo.
Moreover, recently we decribed that melatonin activates protein
kinase C, a family of eleven isoenzymes that play a key role
in cellular physiology. The enzyme has a hydrophobic binding
site where activators (diacylglycerol and phorbol esters) bind.
In addition, the group A of protein kinase C isoenzymes are
activated in the presence of Ca'". In this work we explored the
effects of melatonin on phorbol ester *H-Phorbol, 12,13
dibutirate binding. The results showed that melatonin increased
the *H-PDBu binding to the enzyme by 50 % in the presence of
calcium. All indoles tested were ineffective at 1 nM. The results
show that besides melatonin binding to calmodulin, the hormone
also interacts with protein kinase C and those mechanisms can
modify cellular physiology through protein phosphorylation. The
results also suggest that intracellular actions of MEL may involve
interactions with another hydrophobic and calcium dependent
proteins.

Key words: Melatonin, protein kinase C, phorbol esters,
calcium.

Resumen

La melatonina es una hormona lipofilica que actia como
un neuromodulador en el sistema nervioso central. Existen evi-
dencias que sugieren que esta hormona podria participaren la
patofisiologia de algunas enfermedades psiquiatricas. Sin em-
bargo, no se conoce con precisién cémo participa en la etiolo-
gia de estas enfermedades. De ahi que el estudio de su meca-
nismo de accion, asi como de las respuestas celulares que
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causa, sea una estrategia clave para poder entender el pape!
que tiene en la psiquiatria, y su posible utilidad terapéutica.

En los ultimos afos, se ha descrito que la sefial de melatonina
es decodificada por sus células blanco mediante varios meca-
nismos: por la unién a receptores membranales especificos a
proteinas intracelulares y a proteinas nucleares. Una de las
proteinas que decodifica la sefial de la melatonina, es la
calmodulina. La melatonina se une a la calmodulina con alta
afinidad y antagoniza su actividad, modulando asi, la sefial del
Ca*. Recientemente se ha descrito que la melatonina activa a
la proteina cinasa C, tanto in vivo como in vitro. Esta enzima se
activa por el diacilglicerol y los ésteres del forbol en presencia
de la fosfatidilserina. Una vez activa, la enzima fosforila una
gran variedad de sustratos claves para la fisiologia celular.
Ademas de activar a la proteina cinasa C, la melatonina sinergiza
la activacion y la autofosforilacion de la enzima causada por el
miristato de forbol. Estos resultados, han sugerido que la hor-
mona podria unirse a la proteina cinasa C, y asi modular la
respuesta de la enzima a los ésteres del forbol. En este trabajo
se estudid el efecto de la melatonina sobre la unién del [*H]-
dibutirato 12,13 de forbol a la proteina cinasa C y se determing,
si el efecto es dependiente de Ca**. Los ensayos de union se
realizaron con el método de ultrafiltracion rapida. Como fuente
de proteina cinasa C, se utilizé una fraccion cruda de cerebro
de rata, obtenida a 100 000 x g o de células MDCK. Los resul-
tados obtenidos sefialaron que la melatonina (10*M) aumento
en un 50 % la unién del [*H]-dibutirato 12,13 de forbol a la pro-
teina cinasa C, solamente en presencia de Ca**. Con concen-
traciones mayores (10-7-10-% M) la hormona aumentd la unién
del éster del forbol hasta en un 75 %. El efecto de la melatonina
sobre la unién del [*H]-dibutirato 12,13 de forbol en la enzima
fue especifico, ya que el catabolito de la hormona, la 6-
hidroximelatonina y sus precursores, la N-acetilserotonina y
la serotonina no incrementaron significativamente la union del
éster del forbol a la proteina cinasa C en un margen de con-
centraciones de 10" a 10-* M. El incremento en la unién del
[*H]-dibutirato 12,13 de forbol a la proteina cinasa C causado
por la melatonina, se observé también en presencia de la
fosfatidilserina y con la enzima obtenida de las células
epiteliales MDCK. Los resultados apoyan la hipotesis de que
la melatonina se une a la proteina cinasa C. Ademas sugie-
ren, que la hormona podria amplificar la respuesta de los re-
ceptores acoplados a la via del fosfatidilinositol, aumentando
asi la unién de los activadores de la proteina cinasa C a las
isoformas de la enzima, que son dependientes de Ca™

Palabras clave: Melatonina, proteinas cinasa C, ésteres del
forbol, calcio.
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Introduccion

La melatonina (MEL) es una hormona lipofilica que
actua como un neuromodulador en el sistema nervio-
so central (6). Su funcion principal es la de sincronizar
la actividad celuiar con el ciclo luz-oscuridad (18). Exis-
ten evidencias que sugieren que esta hormona podria
participar en la patofisiologia de algunas enfermeda-
des psiquiatricas, tales como los trastornos afectivos,
algunos trastornos del suefio, y la esquizofrenia (16).
Esta evidencia se basa fundamentalmente en dos ti-
pos de observaciones: primero, que los trastornos afec-
tivos se presentan con alteraciones en algunos ritmos
biolégicos comao son: el ciclo suefio-vigilia, el ritmo de
secrecién del cortisol, la temperatura corporal, y las
variaciones circadianas en el estado de animo (20).
Segundo, que los niveles circulantes de la MEL se en-
cuentran disminuidos en pacientes con depresion ma-
yor (13), con esquizofrenia (9) y con trastorno obsesi-
vo-compulsivo (16) y aumentados en los pacientes con
transtorno de panico (15), o durante los episodios de
mania en pacientes con trastorno bipolar (13). A pe-
sar de esta informacién, no se conoce con precision
cémo participa la MEL en la etiologia de estas enfer-
medades, ni si puede tener utilidad terapéutica. De
ahi, gue el estudio del mecanismo de accién de la hor-
mona y de las respuestas celulares que causa, sea
una estrategia clave para poder entender el papel que
tiene en la patofisiologia de las enfermedades psiquia-
tricas y su posible utilidad terapéutica.

En la actualidad, se considera que la MEL actua a
través de varios mecanismos. La hormona puede ac-
tuar como captador de radicales libres (19); por union
a receptores membranales especificos (8,21); a pro-
teinas intracelulares como la calmodulina (2,3); y a
proteinas nucleares (7). Estos mecanismos no son
excluyentes uno del otro y las respuestas bioldgicas a
la hormona pueden ser mediadas por un mecanismo o
por la combinacion de varios. Recientemente, se ha
descrito que la MEL activa a la proteina cinasa C (PKC)
tanto in vivo como in vitro en presencia de Ca**. con
una EC50 de 1 nM (4). La PKC es una enzima que
fosforila una gran variedad de sustratos claves parala
fisiologia celular (10). La enzima es activada por el
diacilglicerol en respuesta a la estimulacién de recep-
tores membranales acoplados a la via del fosfatidilino-
sitol (10,11). También lo hace por compuestos lipofilicos
que cruzan la membrana plasmatica y alcanzan el es-
pacio intracelular, tales como los ésteres del forbol (17).
Ademas de activar a la PKC, la MEL sinergiza la acti-
vacion y la autofosforilacion de la enzima causada por
el miristato, acetato 12,13 de forbol (PMA) (4). Estos
resultados han sugerido que la MEL podria producir
respuestas celulares especificas al unirse a la PKC y
modular la respuesta de la enzima al diacilglicerol.

En este trabajo se estudié el efecto de la MEL sobre
la unién de un analogo del PMA, el [*H]-dibutirato (12,13)
de forbol ([*H]-PDBu) a la PKC. Los resultados indican
que concentraciones fisiologicas de la MEL incremen-
tan la unién del éster del forbol ala PKC enun 50 % en
presencia de Ca**. También sugieren que la hormona
puede actuar modulando la respuesta de la PKC a se-
gundos mensajeros tales como el Ca*™ y el diacilglicerol.

2

Material y métodos

Obtencion de una fraccion cruda
de proteina cinasa C

La fraccion cruda de la proteina cinasa C se obtuvo
del cerebro de ratas Wistar macho (200 a 220 g) con el
meétodo descrito (23). Los animales se sacrificaron por
decapitacion y se removieron los cerebros. Estos. se
lavaron dos veces con solucion salina a 4 °C, y se
homogeneizaron en una solucion que contenia 20 mM
tris pH 7.5, 0.5 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 25 pg/ml
aprotinina, 25 pg/ml leupeptina, 0.5 % tritén X-100 y
10 mM de 2-mercaptoetanol (2 ml/cerebro). Los ho-
mogenizados se obtuvieron sonicando los cerebros con
un ultrasonicador de Cole Palmer a 40 HZ, durante 1
min, a 4 °C. Los homogeneizados se mantuvieron en
un bafo de hielo durante 30 min, y posteriormente se
centrifugaron por 30 min a 100 000 x g. Se determino
la concentracién de proteina en el sobrenadante con
el método de Lowry (14). En algunos experimentos se
preparo la fraccion cruda de la PKC a partir de
homogeneizados de células MDCK, que se cultivaron
de acuerdo al método descrito (1).

Preparacion de la melatonina e indoles

Para ios ensayos de la unién de [*H]-PDBu en la frac-
cién cruda de PKC, se prepard una solucion de MEL
concentrada (10 M). La hormona se disolvio en 50 pl
de etanal y se aford al volumen deseado con la solu-
cién del vehiculo (50 mM tris pH 7.6, 20 % glicerol). A
partir de la solucion concentrada de MEL (10 M) se
hicieron diluciones 1:10 con el vehiculo diluido 1:10.
La concentracion final de etanol en los ensayos fue
del 0.01 %. Los analogos de MEL, N-acetilserotonina,
60H-melatonina y serotonina se disolvieron con el mis-
mo procedimiento descrito para la MEL.

Ensayo de unién del PH]-dibutirato- 12,13
de forbol a la proteina cinasa C

El ensayo de union del [*H]-PDBu a la fraccion cruda
de PKC se realizoé con modificaciones al método de Ta-
naka y col (22). Brevemente, alicuotas de la fraccion
cruda de PKC (3mg/ml) se incubaron a 30 °C, durante
60 min, con 20 nM de [*H]-PDBu (20 Ci/mmol), 1.4 mM
de CaCl, 0 5mM de EGTA, 10 mM de acetato de Mg*,
25 mM tris pH 7.5 en presencia del vehiculo, o diferen-
tes concentraciones de MEL (10"'-10-% M), en un volu-
men final de 100 pl. La unién inespecifica de [*H]-PDBu
a PKC se determiné en presencia de 3 uM del PDBu
frio. La union se estudio en algunos experimentos, en
presencia de 0.1 mg/ml de fosfatidilserina. La reaccion
se detuvo afiadiendo 1 ml de la solucion TMC (25 mM
tris pH 7.5, acetato de Mg®*, 1.4 mM de CaCl,) a 4°C.
El [*H]-PDBu libre se separé del unido mediante el
método de ultrafiltracion rapida en un cosechador de
células de Brandel. Se utilizaron filtros de fibra de vidrio
previamente bloqueados con polietilenimina al 0.3 %
toda la noche. Los filtros se lavaron 5 veces con 2 ml
de solucion TMC. Posteriormente se secaron y se con-
taron en un contador de centelleo liquido de Beckman.



Analisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados se realizé
con la prueba t de Student.

Materiales

El [*H]-dibutirato 12,13 de forbol se obtuvo de NEN-
DUPONT, el dibutirato 12,13 de forbol no radioactivo,
fue de GIBCO, BRL. La melatonina y el resto de los
reactivos se obtuvieron de Sigma Chemicals Co. Los
filtros de fibra de vidrio fueron de Whatmann Co. Las
células MDCK se obtuvieron de la American Type
Culture Collection.

Resultados

Como se muestra en la figura 1, la MEL a una con-
centraciéon de 10-° M aumentd la union del [*H]-PDBu a
la PKC en un 50 %. Con concentraciones mayores (107'-
105 M), la MEL aumenté la unién del [*H]-PDBu hasta
en un 75 %. Este efecto se observo solamente en pre-
sencia de Ca**, ya que en presencia de un agente
quelante del Ca**, el EGTA, no se observo el aumento
en la union del [°*H]-PDBu a la PKC (fig. 1)

La dependencia del Ca**, del incremento en la unién
del [*H]-PDBu a la PKC causado por la MEL, se confir-
mo cuantificando la cantidad de [*H]-PDBu unido a la
PKC en presencia de diferentes concentraciones del
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Figura 1. Curva dosis-respuesta del efecto de la melatonina sobre
la union del PH]-forbol-12-13 dibutirato a la proteina cinasa C. La
fraccion cruda de PKC obtenida del cerebro de la rata se incubd
con el [*H]-PDBu, el vehiculo o varias concentraciones de MEL.
Los ensayos se realizaron en presencia de 1.4 mM de CaCl,
(@), 0 5mM de EGTA (O). La unién inespecifica se determind en
presencia de 3 uM del PDBu no radioactivo. Los datos represen-
tan la media + S.E.M. de dos experimentos realizados por
cuadruplicado *p <0.04, **p <0.01.

Ca**. En la figura 2 se muestra que con concentracio-
nes de Ca** superiores a 107 M se observa el aumen-
to en la unién del [*H]-PDBu a la PKC en presencia de
10-¢ M de MEL.

La especificidad de los efectos de la MEL sobre la
union del [*H]-PDBu a la PKC se probd en presencia
de diferentes concentraciones del catabolito de la MEL,
la 6-hidroximelatonina, o de sus precursores, serotonina
y N-acetilserotonina. Como se observa en la fig. 3. nin-
guno de estos compuestos probados en el margen de
concentraciones de 10-"" a 10-* M modificaron la unién
del [*H]-PDBu a la PKC.

Finalmente, en la figura 4, se muestra que la MEL a
concentraciones superiores a 10-° M, aumento en un
50 % la union del [*H]-PDBu a la PKC cuando la enzi-
ma se estimulé con la fosfatidilserina. En este expern-
mento la PKC se obtuvo de una fraccion cruda de las
células MDCK. Como control, se desplazo el [F'H]-PDBu
con el forbol no radioactivo. En la figura 4 se muestra
que el PDBu no radiactivo desplazé la unién del forbol
radioactivo con una IC50 de 50 nM.

Discusién

Los resultados descritos sefialan que la MEL causa
un incremento en la union del *H]-PDBu a la PKC, que
el aumento en la unién es dependiente de Ca™ e inde-
pendiente de que la enzima provenga del cerebro de
la rata o de las células epiteliales MDCK. La PKC es
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Figura 2. Curva dosis-respuesta del efecto del calcio sobre
la union del FH]-forbol-12-13 dibutirato a la proteina cinasa C
en presencia de melatonina. La fraccién cruda de PKC obte-
nida del cerebro de la rata se incubé con el [*H]}-PDBu, el ve-
hiculo (O) o 1 nM de MEL (@), y varias concentraciones de
Ca*". La unién inespecifica se determiné en presencia de 3 uM
del PDBu no radioactivo. Los datos representan la media
+ 5.E.M. de dos experimentos realizados por cuadruplicado
**p <0.005.
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Figura 3. Curva dosis-respuesta del efecto de aigunos anaio-
gos de la melatonina sobre ia unién del [FH]-forboi-12-13
dibutirato a la proteina cinasa C. La fraccion cruda ge PKC
obtenida del cerebro de la rata se incubd con ef [*H]-PDBu,
1.4 mM de CaCl,, el vehiculo, varias concentraciones de MEL
(@). o los analogos de MEL, 60H-MEL (¥), N-acetilserotonina
(1) y serotonina (*). La unién especifica en presencia del ve-
hiculo fue de 0.51 £ 0.016 pm/mg de proteina y representa el
100 % de unién a la PKC. La unién inespecifica se determiné
en presencia de 3 uM del PDBu no radioactivo. Los datos re-
presentan la media £ S.E.M. de dos expermentos realizados
por cuadruplicado "p <0.04. " p < 0.01.

una familia de once isoenzimas relacionadas. Cuatro
son dependientes de Ca*", cuatro son independientes
y 3 son atipicas (11,12). Se sabe que el diacilglicerol y
los ésteres del forbol estimulan la actividad de la PKC
por union a la region C1 del dominio regulador (11,12).
El que la MEL no desplace la uniéon del [*H}]-PDBu a la
PKC y que, por el contrario, aumente la union del forbol
a la enzima. indica que la hormona interacciona con la
PKC en un sitio diferente al dominio regulador. Ade-
mas, el que el efecto de la MEL sobre la unién del [*H]-
PDBu sea dependiente de Ca*, sugiere que la hor-
mona podria unirse a secuencias de aminoacidos que
son privativas de las isoenzimas de PKC dependien-
tes de Ca™.

Los efectos de la MEL sobre la union del [*H]-PDBu
a la PKC son especificos, ya que ni el catabolito 6-
hidroximelatonina, ni sus precursores N-acetilse-
rotonina y serotonina modificaron la union del éster del
forbol en la enzima. Se ha sugerido que el grupo 5-
metoxi de la MEL es quien le confiere la especificidad
estructural a la hormona (2,5,8). Los datos reportados
aqui, apoyan que este grupo es el que confiere la es-
pecificidad de la interaccion de la MEL con la PKC, ya
que la hidroxilacion en la posicion seis del anillo indo-
lico, o los analogos carentes del grupo metoxi, no
interaccionan con la PKC. Ademas, dado que la MEL
es una hormona lipofilica que cruza la membrana
plasmatica (3), y que su interaccion con la PKC se ob-
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Figura 4. Curva dosis-respuesta del efecto de la melatonina
sobre fa uron del PH]-forbol-12-13 dibutirato a la proteina cinasa
C en presencia de fosfatidilserina. La fraccion cruda de PKC
obtenida de cultivos de células MDCK se incub6 en presen-
cia de 1.4 mM de Ca'’, con el [*H]-PDBu, el vehiculo, varias
concentraciones de MEL (C), o PDBU no radioactivo (@). La
union especifica en presencia del vehiculo fue de 0.13 £ 0.0041
pm/mg de proteina y representan el 100 % de unién a la PKC.
La union inespecifica se determino en presencia de 3 uM del
PDBU no radioactivo. Los datos representan la media+ S.E.M
de dos experimentos realizados por cuadruplicado.

serva en la fraccion citosdlica, es posible que in vivo
ocurra una interaccion directa intracelular entre la hor-
mona y la enzima. En apoyo a lo anterior, se ha descri-
to que tanto in vitro como in vivo, concentraciones fi-
siologicas de MEL activan a la PKC. La enzima pura
obtenida de cerebro de rata es activada por MEL (4) y
en las células de neuroblastoma N1E-115, la hormona
activa a la PKC y causa su traslado de la fraccion
citosdlica a la citoesqueleto-membranal (4).

La PKC fosforila una gran variedad de sustratos y
modula entre otras funciones, la proliferacion celular,
la expresion genética y la liberacién de neurotrans-
misores (10,11). La MEL al interaccionar con la PKC
podria modular estas funciones y ademas, regular las
respuestas desencadenadas por receptores a nivel
membranal acoplados a la via del fosfatidilinositol, a
través de la modulacion de la unién de los activadores
de la PKC.

Finalmente, las caracteristicas de la interaccion de
la MEL con la PKC, sugieren que la MEL, ademas de
unirse a la calmodulina (2), actia en el espacio
intracelular sobre otras proteinas hidrofébicas depen-
dientes de Ca*™. '
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