El papel de la melatonina
como modulador de la organizacion
del citoesqueleto
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Summary

Melatonin is a highly lipophilic hormone that crosses the lipid
bilayer of cellular membranes. It causes multiple cellular
responses in unicellular organisms, plants, and vertebrales.
This hormone conveys photoperiodic signals to all organisms
and recently it has been describes that it functions as a free
radical scavenger.

The mechanisms by which melatonin causes pleiotropic
cellular responses have been partially disclosed: Melatonin
binds to plasma membranal receptors coupled to both
adenylate cyclase and phospholipase C pathways. It also binds
to orphan nuclear receptors of the retinoid family. Moreover,
melatonin binds and modulates the activity of two intracellular
proteins calmodulin and protein kinase C. This mechanism is
related to ancient physiological processes phylogenetically well
preservad, such as cytoskeletal rearrangements. In this paper
| review the evidence supporting that melatonin modulates the
organization of the three main cytoskeletal components:
microtubules, microfilaments and intermediate filaments. Also,
the current knowledge about the mechanisms by which the
hormone modulates cytoskeleton organization and its possible
physiological consequences are presented.
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mechanism of action, cytoskeleton.

Resumen

La melatonina (MEL) es uno hormona lipofilica que cruza las
membranas biolégicas y que causa multiples respuestas fi-
siolégicas en diversos organismos de la escala filogenética.
Su funcion principal es la de sincronizar la actividad biolégica
con el ciclo luz-oscuridad. Recientemente, se ha descrito que
la hormona también funciona como un captador de radicales
libres. El mecanismo de accién que subyace a los efectos
pleiotropicos de la MEL no se conoce con exactitud. Se ha
descrito que la hormona actua por medio de tres mecanismos
de accion: la (MEL) se une a receptores membranales aco-
plados a las vias de sefialamiento de la adenilato ciclasa y de
la fosfolipasa C; la MEL se une a proteinas nucleares que
pertenecen a la familia de los receptores retinoidales; y la MEL
se une y modula la actividad de la calmodulina (CaM) y de la
proteina cinasa C (PKC). Este ultimo mecanismo de accién
de la MEL se relaciona con algunos aspectos de la fisiologia
celular filogenéticamente conservados, tales como la modu-
lacion del arreglo del citoesqueleto. En este articulo de revi-
sion se presenta la evidencia que apoya que la MEL modula
la organizacién de los principales componentes del
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citoesqueleto; microtubulos, microfilamentos y filamentos in-
termedios. Ademas se describe el conocimiento acumulado
hasta la fecha sobre los mecanismos celulares basicos que
subyacen a esta respuesta y las posibles implicaciones fun-
cionales.

Palabras clave: Melatonina, calmodulina, proteina cinasa C,
mecanismo de accion, citoesqueleto.

Introduccion

La melatonina (5-metoxy-N-acetiltriptamina) (MEL) es
una hormona lipofilica que cruza las membranas biolo-
gicas (30) y que causa multiples respuestas metabdlicas
y fisioldgicas en los organismos unicelulares, las plan-
tas y los vertebrados (26). Esta hormona, es secretada
por la glandula pineal en la fase oscura del fotoperiodo
(40) . Su funcién principal es la de sincronizar la activi-
dad bioldgica con el ciclo luz-oscuridad (40). Reciente-
mente, se ha descrito que la hormona también funcio-
na como un captador de radicales libres (41) protegien-
do a los tejidos del dafio generado por estas molécu-
las. En el cerebro, la MEL actia como un neuromo-
dulador al modificar la recaptura, la liberacion y la sin-
tesis de varios neurotransmisores (2,15,20,35).

No se conoce con exactitud el mecanismo de accion
que subyace a los efectos pleiotrépicos de la MEL. Se
ha descrito que la hormona actia por medio de tres
mecanismos de accion: la MEL une a los receptores
membranales (21,42) acoplados a las vias de sefiala-
miento de la adenilato ciclasa (42) y de la fosfolipasa C
(33): la MEL se une a las proteinas nucleares que per-
tenecen a la familia de los receptores retinoidales (18);
y la MEL se une y modula la actividad de la calmodulina
(CaM) y de la proteina cinasa C (PKC) (8,9). Este ulti-
mo mecanismo de accion de la MEL se relaciona con
algunos aspectos de la fisiologia celular filogené-
ticamente conservados, tales como la modulacion del
arreglo del citoesqueleto.

La organizacién estructural del citoesqueleto regula
funciones celulares primordiales como son la morfolo-
gia celular, la division celular, la exocitosis, la endoci-
tosis, la adhesion celular, el movimiento citoplasmatico,
la polaridad celular, la locomocién, el movimiento de
organelos, etc. (14,25). En particular, se sabe que los
microtubulos participan en la definicién de la estructu-
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Figura 1. Efecto de la melatonina sobre la organizacion del citoesqueleto en células cultivadas. Las células N1E-115 (A-D) o MDCK
(E-F) se incubaron con el vehiculo (A, C, E) o con 1 nM de MEL (B, D, F) durante 30 minutos (A, B), o 6 horas (C-F). Las células se
fijaron y se tifieron con un anticuerpo anti-tubulina (A, B), o anti-vimentina (C,D) y con un segundo anticuerpo acoplado a FITC para
observar los microtubulos y los filamentos intermedios, respectivamente. Los microfilamentos se tifieron con faloidina rodaminada.
Las preparaciones se observaron con un microscopio de epifluorescencia. Aumento 5000 X (A, B). Aumento 2500 X (C-F).

ra de los circuitos neuronales que constituyen los
axones y las dendritas y que, ademas, participan en el
fenomeno de la plasticidad neuronal favoreciendo las
conexiones interneuronales (39); también, participan en
el transporte axoplasmico. Los microtubulos constitu-
yen un sistema de rieles sobre los cuales se transpor-
tan las vesiculas desde el soma de la neuronas hasta
las terminales sinapticas o viceversa (transporte
anteroégrado y retrogado) (44). El transporte axonal
puede ser modulado por la disponibilidad de los rieles,
que se promueven cuando los microtubulos se alargan
y se restringe por su despolimerizacion (44). Por otro
lado, se sabe que los filamentos intermedios, que son

otros componentes del citoesqueleto, participan como
soporte de otros organelos celulares, y determinan el
calibre de los axones (29). La organizacion de los
microfilamentos también desempeia un papel impor-
tante en la fisiologia neuronal. Se sabe que el proceso
de liberacién de los neurotransmisores cambia el arre-
glo de los microfilamentos de actina (46). La despo-
larizaciéon neuronal causa la apertura de los canales
de calcio y la liberacion de las vesiculas sinapticas por
exocitosis. La fosforilacion de las proteinas (tipo
sinapsina |) que anclan las vesiculas simpaticas a los
microfilamentos, y la activacién de las proteinas
fragmentadoras de los filamentos de actina, convergen
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en un desensamble parcial de los microfilamentos que
permite el movimiento de las vesiculas hacia las termi-
naciones nerviosas (46).

La melatonina y el citoesqueleto

Los primeros trabajos publicados sobre la MEL y el cito-
esqueleto aparecieron en la década de los afios se-
senta. En éstos se describieron los efectos de la hor-
mona sobre los procesos celulares dependientes de
los microtubulos en los organismos unicelulares en las
células vegetales, en los vertebrados inferiores y en
los mamiferos (7). La MEL causa el movimiento de
granulos de pigmento en los melanocitos de la piel del
sapo y en el epitelio de las células retinoidales y
coroideas (28,37). También antagoniza los efectos de
la colchicina sobre la dispersion de los granulos en los
melanocitos de la piel del sapo (32) y el arresto mitético
inducido por la colchicina en las células Hela (22). En
las células de las raices de la cebolla causa la ruptura
del aparato mitético (5), y en el stentor coeruleus pro-
duce un retraso en la regeneracion de las bandas ora-
les (4). En las células de los mamiferos, la hormona
inhibe el transporte axoplasmico (16) y aumenta el na-
mero de microtubulos en la glandula pineal de la rata
(23). Estas ultimas observaciones llevaron al doctor
Daniel Cardinali a proponer la “hipétesis microtubular”
para explicar algunas acciones de la MEL (17). Sin
embargo, no fue sino hasta 1990 cuando se publicaron
las primeras imagenes visuales de los citoesqueletos
de células cultivadas con concentraciones fisiolégicas
de MEL (11). En este trabajo se demostr6 que la hor-
mona produce un cambio en la organizacion de los
microfilamentos en las células MDCK y el alargamien-
to de los microtubulos en las células de neuroblastoma
NIE-115 (11). Basados en los resultados obtenidos en
este trabajo, y en los hallazgos anteriores acerca de
los efectos de la MEL sobre el citoesqueleto, se propu-
so la hipétesis de que por medio del rearreglo ciclico
del citoesqueleto, la hormona podria sincronizar la ac-
tividad fisiolégica celular con el fotoperiodo (11). En la
actualidad se sabe que la hormona modifica la organi-
zacion de los tres componentes principales del
citoesqueleto. La organizacion de los microtubulos (27),
los microfilamentos (10,11) y los filamentos intermedios
(6) se modifican de manera reversible cuando las célu-
las se cultivan en presencia de concentraciones fisiolo-
gicas de MEL. Se conoce parcialmente el mecanismo
por medio del cual la MEL modula el arreglo del
citoesqueleto, y se sabe que en este proceso participan
las interacciones de la MEL con la CaM y la PKC (8,9).

La MEL se une a la CaM in vitro (12) y a la localizada
en la membrana plasmatica con alta afinidad y en pre-
sencia de calcio (43). Un sistema reconstituido de
polimerizacién de tubulina in vitro, fue util para enten-
der el mecanismo por el cual la interaccién MEL-CAM
cambia la organizacién de los microtubulos. La
polimerizacién de la tubulina in vitro depende de GTP
(45). En presencia de las proteinas asociadas a los
microtubulos (MAPSs), el efecto inhibidor del calcio so-
bre la polimerizacion de los microtubulos se incremen-
to por la adicion de CaM (13,31). La MEL previene este
efecto inhibidor de CaM a concentraciones fisioldgicas,

20

causando el alargamiento de los microtubulos (27). Este
efecto es muy semejante al producido por los antago-
nistas de la CaM: la trifluoperazina (10 uM) y el com-
puesto 48/80 (30 pg/ml) (27,38). También se observa
el alargamiento de los microtubulos en la preparacion
de citoesqueletos in situ de las células N1E-115, incu-
bados con 10° M de MEL (27). La hormona proteje la
red de microtubulos del efecto despolimerizante de
Ca*™/CaM. En los citoesqueletos in situ tratados con
MEL, los microtubulos son mas largos y gruesos que
los de los citoesqueletos controles despolimerizados
por la activacion de la CaM enddgena por Ca*™ (27). Al
faltar una CaM activa, la MEL a concentraciones
farmacolégicas (10° M) inhibe la polimerizacién de
microtubulos, tanto in vitro como en los citoesqueletos
in situ (27). Estos hallazgos explican plausiblemente
los efectos, aparentemente contradictorios, que tiene
la MEL sobre algunos procesos dependientes de la
estrucutura de los microtubulos, reportados en la bi-
bliografia (7).

También se ha descrito parcialmente el mecanismo
por el cual la MEL modifica la organizacion de los fila-
mentos intermedios de vimentina. Se sabe que la PKC
se encuentra asociada con los filamentos intermedios
(36). Los ésteres de forbol se unen al dominio regula-
dor de la PKC y estimulan su actividad. La enzima ac-
tiva y fosforila a la vimentina y modifica la distribucion
de los filamentos intermedios (1). Recientemente se
encontré que en las células de neuroblastoma, la MEL
activa a la PKC, aumenta dos veces la fosforilacion de
la vimentina y rearregla la organizacion tanto de los
filamentos intermedios de vimentina como de la PKC,
con un curso temporal semejante al del 12-13 miristato
acetato de forbol (PMA) (6). También se demostré que
la MEL induce el traslado de la isoforma alfa de la PKC,
pero no de la PKC epsilon, lo que sugiere que la hor-
mona interacciona con las isoformas dependientes de
calcio (9). Esta interaccion es directa, ya que la hormo-
na estimula la actividad de la enzima aislada en un sis-
tema in vitro (2) y en una preparacion de filamentos
intermedios in situ. Esta preparacion carece de mem-
brana plasmatica y contiene PKC enddgena. En pre-
sencia de ATP y de calcio, la hormona causa un
rearreglo de la vimentina semejante al efecto produci-
do por el PMA. Los filamentos intermedios de las célu-
las controles se observaron como fibras largas distri-
buidas en el citoplasma. En cambio, en presencia de la
hormona o del éster del forbol se observé la inmuno-
reactividad a la vimentina como fluorescencia difusa
distribuida alrededor del nucleo (Benitez-King y col,
manuscrito en preparacion).

Recientemente se encontré que la MEL modula el
arreglo de los microfilamentos de actina y el transporte
de agua en las células MDCK por medio de la
interaccion concertada de la hormona con la CaM y la
PKC. Las células MDCK forman uniones herméticas y
transportan agua por la ruta paracelular (19). El grado
de sellado de las uniones herméticas depende de la
estructuracion de los microfilamentos en el anillo cortical
que modula, a su vez, el transporte de agua por la ruta
paracelular. El agua transportada se acumula entre la
cara basolateral y la superficie sélida de la caja de cul-
tivo y levanta la monocapa formando ampollas o domos



(34). Se sabe que tanto la CaM como la PKC se en-
cuentran estructuralmente asociadas a los microfila-
mentos, y que ambas proteinas intervienen en la mo-
dulacion de la polimerizacion de actina (24,36). En este
modelo se encontré que la MEL aumenta la formacion
de domos de manera especifica y reversible, en un tiem-
po 6ptimo de 6 horas y con una curva désis-respuesta
en forma de campana. La concentracién con la que la
hormona aumenté éptimamente el nimero de domos
fue de 1 nM. Ademas, se demostré que el efecto de la
hormona sobre la formacion de domos esta relaciona-
do con una mayor estructuracion de los microfilamentos
de actina tanto en las fibras de tension como en el ani-
llo poliédrico cortical (figs. 1E y 1F). Mediante la utiliza-
cion de inhibidores especificos de la PKC (bisindo-
lilmaleimida y calfostina C) y de un antagonista espe-
cifico de la CaM (opobiolina) también se demostré que
el mecanismo que subyace a la reorganizacién de los
microfilamentos en anillos corticales y en fibras de ten-
sién esta mediado por la interaccion de la hormona con
la PKC y la CaM, respectivamente (10).

Conclusiones y perspectivas

Hasta ahora, la evidencia acerca de los efectos de la
MEL sobre el citoesqueleto se ha obtenido en las célu-

las en cultivo de origen neuronal, asi como en los mo-
delos derivados de los tejidos periféricos. Los efectos
de la hormona sobre la organizacion de los microtu-
bulos, los filamentos intermedios y los microfilamentos
son reversibles, y se producen a concentraciones se-
mejantes a las que circulan en el plasma en condicio-
nes fisiolégicas durante la noche. Esta evidencia apo-
ya la hipétesis de que por medio de la modulacion cicli-
ca del citoesqueleto, la MEL podria modificar la fisiolo-
gia celular y acoplarla al fotoperiodo. Esto implicaria la
existencia de un cambio circadiano en la citoarquitectura
del cerebro y de los 6rganos periféricos. Finalmente,
es importante sefalar la necesidad de investigar cua-
les son los mecanismos basicos por medio de los cua-
les la MEL modifica la citoarquitectura en cada tipo ce-
lular, para entender como son recibidas e integradas
las sefales del medio ambiente a nivel subcelular.
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pueden consultar amplia informacion sobre temas tan diversos como violencia, suicidio, depresion, esquizofrenia, familia,
nifios de la calle, consumo de drogas, grupos de autoayuda, principales problemas relacionados con las adicciones, medidas

preventivas y alternativas de tratamiento.
SERVICIOS DISPONIBLES

» Orientacion y asesoria.

* Préstamo interno de materiales para consulta
y fotocopiado.

* Consulta a discos compactos.

» Consultas a bases de datos.

» Informacioén sobre instituciones de investigacion,
centros de atencion y expertos e investigadores
en cada una de las areas de especialidad.

Edicién de guias bibliograficas y discos compactos.
Atencion de Solicitudes:

Via telefonica

Fax

Correo

Correo electrénico

ElI CISMAD ofrece sus servicios de lunes a viernes de 8:30 a 15:00 hrs., en Calz. México Xochimilco No. 101, Col. San Lorenzo
Huipulco, Del. Tlalpan, México D.F., C.P. 14370. Tels. 655 28 11 Ext. 157, 160, 196. Fax 513 33 09. email: cisma@imp.edu.mx



