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Caracterizacion de la union melatonina-calmodulina

Gloria Benitez-King*, José Luis Chavez*, Lourdes Huerto-Delgadillo*, F. Anton-Tay**

Summary

Melatonin cyrcadian secretion is altered in affective disorders. The role that the hormone plays in this deseases
remains unclear mainiy due to the scorce knowledge about its mechanism of action. Melatonin high affinity recep-
tors have been described in several brain structures and peripherical organs. Moreover protein G coupled to
adenylcyclase and dicyacylglycerol metabolism has been suggested as a melatonin signal transduction mechanism.
Since we have found cytoskeletal and cell proliferation changes associated with modifications in calmodulin cell
levels and compartamentalization in MDCK and N1E-115 cells, and that melatonin inhibits calmodulin activity
in a phosphodiesterase assay, we suggest an hypothesis where melatonin signal could be perceived by calmodulin,
and transducted intracellularly through calmodulin modulation. Therefore, in this study we have charactérized
melatonin binding to calmodulin with a rapid ultrafiltration method. Specific binding of *H-melatonin is rapid,
stable and reversible. Saturation studies demonstrated that 3H-melatonin binds to a single class of sites with a
constant affinity (Kd) of 0.398 nM and a total binding capacity (Bmax) of 6.25 nM/mg of calmodulin. Binding per-
formed in the presence of different calcium concentrations showed that 3H-melatonin binding to calmodulin was
increased 4.8 times. These results demonstrated the melatonin binding to calmodulin, and supports the hypothesis
that melatonin mechanism of action could involve calmodulin interaction.

Resumen

Se ha sugerido que la melatonina esta involucrada en la etiologia y la fisiopatologia de los trastornos afectivos. Sin
embargo, no se sabe €l papel que juega en estos padecimientos debido a que aln se desconoce su mecanismo de
accion.

La melatonina se une a sitios de alta afinidad en varias regiones del cerebro y en 6rganos periféricos. Algunos
receptores de la melatonina estan acoplados al sistema de la adenilato ciclasa o al del diacilglicerol, traduciendo la
sefial de 1a hormona al medio intracelular. Recientemente hemos descrito que en las células MDCK y N1E-115,1a
melatonina induce cambios en el citoesqueleto, asi como en la proliferacién celular. Estos cambios estan asocia-
dos con las modificaciones en los niveles y la distribucion subcelular de la calmodulina. Ademas, la melatonina
inhibe la actividad de la fosfodiesterasa dependiente de Ca™ *-calmodulina con una IC50 de 1 nM. Estos resulta-
dos sugirieron la hip6tesis de que la sefial de la melatonina podria ser percibida por la calmodulina y a través de la
modificacién de los niveles, distribucion subcelular y actividad funcional de esta proteina; se traduciria la sefial de
la hormona al medio intracelular. En el presente trabajo, caracterizamos la unién de 1a melatonina a la calmodu-
lina con un método de ultrafiltracién rapida. La melatonina se asocia a la calmodulina con alta afinidad, dicha
unién es especifica, rapida, estable y reversible. Los estudios de saturacién demostraron que la melatonina-H? se
une a un solo sitio en la calmodulina con una constante de afinidad (Kd) de 0.398 nM y una capacidad de unién
(Bmax) de 6.25 nM/mg de calmodulina. La unién especifica se incrementa 4.8 veces en presencia de calcio. Los
resultados confirman la asociacion de 1a melatonina con la calmodulina, y por lo tanto apoyan la hipotesis de que
la hormona ejerce sus acciones farmacolégicas y fisiologicas a través de su interaccidn con esta proteina.
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Introduccién

La melatonina es una hormona que se sintetiza en
la glandula pineal con un ritmo circadiano aco-
plado al fotoperiodo's. En el ser humano los niveles
plasmaticos de la hormona varian alrededor de
5 pg/ml durante el dia y durante la noche se elevan
entre 150 y 200 pg/ml?732. Algunos trastornos afec-
tivos se presentan con variaciones tanto circadia-
nas como estacionales y esto se ha relacionado con
la amplitud y el nivel del pico de la secrecion de
melatonina??. En los pacientes con depresion
mayor los niveles de melatonina se encuentran dis-
minuidos?, en tanto que durante los episodios de
mania, los pacientes con psicosis maniaco-depre-
siva presentan una elevacién en los niveles de la
hormona, en contraste con los episodios de depre-
sién en donde los niveles disminuyen?!. Estas
observaciones han sugerido que la melatonina esta
relacionada con la etiologia y la fisiopatologia de
los padecimientos mencionados. El conocimiento
detallado acerca del papel que juega la hormona en
estas enfermedades se ha limitado debido a que se
desconoce cudl es su mecanismo de accidn.

Con técnicas de autorradiografia de unidén
ligando-receptor se ha descrito en varias especies
de mamiferos y aves, que la melatonina se une a
sitios de alta afinidad en la membrana de neuronas
de la pars tuberalis, de la eminencia media y del
hipotdlamo!!23283033 asi como en la retina®1016 y
en los melandforos de la piel del sapo!3. También
se ha descrito unién de alta afinidad en el cito-
plasma de algunos 6rganos periféricos tales como
el rifidn, el testiculo y el ovario8. Estos sitios de
union han sido interpretados como receptores, pero
existen datos contradictorios con respecto a los
mecanismos de transduccién involucrados.

Los receptores localizados en la eminencia
media, pars tuberalis y melanoforos de la piel de la
rana, estan acoplados al sistema de la adenilato
ciclasa a través de una proteina G inhibidora’.2434,
En la pituitaria de la rata neonata se ha sugerido
que el receptor de melatonina estd acoplado al sis-
tema del diacilglicerol®l. Sin embargo en otros sis-
temas como la retina, no se han detectado cambios
en el metabolismo de fosfatidil inositol y en los
niveles de AMPc (Dubocovich, comunicacién per-
sonal) y en el citosol del cerebro de la rata se ha
descrito una fraccién protéica que tiene menos de
29,000 daltones que une a la melatonina-H3 pero
que no tiene las caracteristicas de un receptor!.

En las células MDCK y N1E-115 incubadas con
10-° M de melatonina, hemos descrito modificacio-
nes en los niveles® y en la distribucién subcelular*
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de la calmodulina asociados con cambios en la
estructuracion del citoesqueleto?, y en la prolifera-
cion celular!'. Estos datos aunados al hecho de que
la melatonina in vitro inhibe a la fosfodiesterasa
dependiente de Ca**-calmodulina con una IC50
de 1 nM, y de que un sistema de electroforesis
unidimensional, comigra la hormona con la cal-
modulina en presencia de calcio® han sugerido que
un mecanismo de accidon de la melatonina podria
ser por medio de su unién a la calmodulina; y que
la transduccion de la sefial de la hormona, involu-
craria la modificacién de los niveles de calmodu-
lina, su redistribucién subcelular y la modulacion
de su actividad funcional. Por lo tanto en este tra-
bajo estudiamos la posibilidad de que la melato-
nina sea capaz de unirse a la calmodulina y carac-
terizamos esta unién con el método de ultrafiltra-
cion de calmodulina integrada en liposomas.

Material y métodos

La calmodulina se obtuvo a partir de cerebro de
borrego y se purificd por el método de Gopalak-
rishna y Andersen!2. La pureza y la movilidad rela-
tiva (Mr) de la proteina purificada se verificé por
electroforesis unidimensional en geles de acrila-
mida-SDS al 15%, con el método de Laemmlil?,
comparandola con una calmodulina comercial de
cerebro de bovino.

Los ensayos de uniéon melatonina-calmodulina
se llevaron a cabo con la calmodulina de cerebro
de borrego integrada en liposomas. La calmodulina
se mezclo con fosfatidilcolina en una relacién de
1:30 y se sonic6 durante 40 min a temperatura
ambiente. En todos los experimentos la actividad
especifica de la melatonina-H?3 fue de 80 Ci/mMole,
excepto en los experimentos de saturacién en
donde se diluyé con melatonina fria 1:20 con el
objeto de tener una actividad especifica final de 4
Ci/mMole. Los ensayos de unién se llevaron a cabo
incubando a la calmodulina con la melatonina-H3
durante 60 minutos a 2°C en una solucién amorti-
guadora que contenia 50 mM tris pH 7.4, 1 mM de
CaCl? y 2% glicerol.

La melatonina unida se separ6 de la libre por
ultrafiltracion, con filtros de nitrocelulosa con 45
UM de poro previamente bloqueados con 10% de
polietilenimina en tris 50 mM pH 7.4. Los filtros se
lavaron 4 veces con 2 ml cada vez en la solucién
amortiguadora de unién. Los filtros se secaron, y la
radioactividad se conté en un contador de centelleo
liquido Beckman.
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La cantidad de calmodulina atrapada en los fil-
tros de nitrocelulosa se determiné con una calmo-
dulina-S3 obtenida a partir de células MDCK. Las
células se sembraron a alta densidad y se cultiva-
ron en D-MEM suplementado con 10% de suero y
antibidticos segiin se describio previamente?. Poste-
riormente se marcaron con 40 uCi/ml de metio-
nina-S3 (1010 Ci/mMole) durante 24 horas. Des-
pués de lavar los cultivos 2 veces con PBS, las células
se despegaron del sustrato y se obtuvo la calmodu-
lina-S3 con el método de Gopalakrishna y Ander-
senl?,

Materiales.— Los filtros de nitrocelulosa fueron
de Amersham Co. La melatonina-H?3 fue de NEN-
Dupont, la metionina-S3* fue de ICN Biomedicals,
la melatonina fria se sintetiz6 en el laboratorio del
Dr. Anton, el resto de los reactivos fueron de Sigma
Chemical Co. Las células MDCK se obtuvieron de
la American Type Culture Collection.

Resultados

Determinacién de las condiciones éptimas de la union
melatonina-calmodulina

Debido a que la unién de melatonina-H3 a sitios de
alta afinidad estd descrita en preparaciones mem-
branales o en células integras!!:33 y a que la hor-
mona es lipofilical8, en este trabajo estudiamos la
uniéon de melatonina a calmodulina integrada en
liposomas en una solucién amortiguadora que con-
tenia 2% de glicerol para asegurar la solubilidad de
la hormona. Las condiciones de pH, fuerza idnica y
temperatura utilizadas fueron las descritas para la
union de trifluoperazina y RO 5-4864 a la calmo-
dulinal92s,

La unién especifica de la melatonina-H3 (2.5
nM) se incremento linealmente cuando se elevo la
cantidad de calmodulina de 0.5 a 2 pg. Por arriba
de 2 pg de proteina la cantidad de melatonina-H3
unida se mantuvo constante (figura 1). En un
ensayo caracteristico la concentracidén de ligando
fue de 2.5 nM o 14 024 + 338 d.p.m. por tubo (n = 3).
La union de melatonina-H3 a 1 ug de calmodulina
fue de 7087 £ 108 d.p.m. (n = 3). La unidn inespe-
cifica determinada en presencia de 104 M de mela-
tonina fria fue de 4350 + 274 dp.m. (n = 3). La
unidn especifica se definié como la diferencia entre
la union total y la inespecifica, que resulto de 2737
+ 41 d.p.m./pg de calmodulina representando el
20% de la radioactividad total presente en el ensayo.
La adhesion de la melatonina-H?3 sola; sin calmo-

Unién especifica (d.p.m X 1000)

1 2 3 4 5 6
ug de CAM

Figura 1. Efecto de la concentracion de calmodulina sobre la
unién de melatonina. -2.5 nM de melatonina-H3 fue incubada
con concentraciones crecientes de calmodulina (10 pg/ml a 80
pg/ml) durante 1 hora a 0°C. La union inespecifica se determiné
en presencia de 1 X 10-~4M de melatonina fria. Los datos grafi-
cados son la media + S.E.M. de dos experimentos realizados por
triplicado.

dulina a los filtros fue similar a la unién inespeci-
fica y la retencion de la calmodulina por los filtros
de nitrocelulosa fue del 95%.

Requerimientos de calcio para la unién melatonina-
calmodulina

El calcio (107 a 1073 M) incrementd la unioén de
melatonina a calmodulina 4.8 veces con respecto a
la llevada a cabo en ausencia de calcio (figura 2).
Este efecto de potenciacion del calcio sobre la
union especifica de melatonina-H? se aboli¢ con
20 mM de EGTA: en presencia de calcio se unieron
11 862 + 261 d.p.m. (n = 3) de melatonina-H3a 1 ug
de calmodulina, en cambio sin calcio y con EGTA,
la unién fue de 2730 dp.m. = 109 d.p.m.
(n = 3). En presencia de 3 mM de Mgt el efecto
inhibidor del EGTA se acentu6 encontrandose 324
d.p.m. £ 13 d.p.m. (n = 3) unidas por pg de calmo-
dulina. Sin embargo el Mg** también inhibio la
unién de melatonina a calmodulina en presencia
de calcio (3112 + 217 d.p.m./ug de calmodulina
n = 3). En ausencia de calcio y EGTA la unién de
melatonina-H? a calmodulina fue de 4158 + 623
d.p.m. (n = 3).
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Unién especifica (d.p.m X 1000}

0o-11-10-9 -8 -7 -6 -5 -4 -3

CaCl, [IM

Figura 2. Efecto del calcio sobre la unién melatonina-calmodu-
lina. 10 yg/ml de calmodulina fueron incubados con 5 nM de
melatonina-H? durante 1 hora a 0°C. La unién inespecifica se
determind en presencia de 104 de melatonina fria. Los resulta-
dos graficados representan la media + S.E.M., de dos experi-
mentos realizados por triplicado.
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Figura 3. Reversibilidad de la unién melatonina-calmodulina.
10 pg/ml de calmodulina fueron incubados con 2.5 nM de mela-
tonina-H?3 por diferentes tiempos a 0°C. A los tiempos indicados
la reaccion se detuvo por ultrafiltracion. Después de 60 minutos
de incubacidén a un grupo de mezclas de reaccién se les adicioné
1 X 10-4 M de melatonina fria. Después de 2.5, 5 y 10 min, se
pard la reaccion. La union inespecifica se determiné en mezclas
de reacciéon incubadas en paralelo con 1 X 10-4 M de melato-
nina fria. Los datos graficados representan la media + S.E.M. de
dos experimentos ensayados por triplicado.
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Cinética de la union melatonina-calmodulina

Un experimento representativo de la cinética de
unién de la melatonina-H3? a la calmodulina se
muestra en la figura 3. La asociacién de la hor-
mona radiactiva con la proteina a 0°C se llevd a
cabo en los primeros minutos de incubacion. El
equilibrio se alcanzé a los S minutos y se mantuvo
estable hasta los 60. En este momento la disocia-
cidn se inici6 con la adicion de 1 X 10-*M de mela-
tonina fria. Después de 5 minutos, practicamente el
100% de la melatonina unida fue disociada de la
calmodulina (figura 3).

Estudios de saturacion

La union total e inespecifica de melatonina-H3 se
incremento en un margen de concentraciones de 15
a 400 nM. La union especifica se incremento lineal-
mente hasta 200 nM y se aproximd a la saturacidon
cerca de 400 nM (figura 4). El anélisis de Scatchard
de la union especifica mostré una recta sugiriendo
un solo sitio de unién para la melatonina-H3. El
analisis de Scatchard de 4 experimentos de satura-
cion dio una Kd de 0.398 + .105 nM, una Bmax de
6.25 = 1.1 pM/pg de calmodulina y coeficiente de
Hill de 0.94 + .014.

Discusion

En este trabajo demostramos que la melatonina-H3
se asocia con alta afinidad a la calmodulina. Esta
union fue rdpida, reversible y saturable, dado que
inicialmente no se detectd la union de la hormona
a la calmodulina en un medio acuoso, y debido a
que ésta, se ha demostrado en fracciones membra-
nales en condiciones en las cuales prevalece la inte-
raccion entre lipidos y proteinas!®ll; en este trabajo
se estudio la unién de la melatonina a la calmodu-
lina en liposomas de fosfatidilcolina. Este método
tiene la limitacion de que no es posible cuantificar
la calmodulina en los liposomas por lo que las
medidas de Bmax son solamente una aproxima-
cion.

La melatonina-H3 se une a un solo sitio en la
molécula de calmodulina ya que la transformacion
de Scatchard fue lineal y se obtuvo un coeficiente
de Hill de 0.94 + .014. La afinidad de la melato-
nina-H3 por la calmodulina estd en el margen
nanomolar (Kd = 0.398). Dado que la concentra-
cion fisiologica de la melatonina en el plasma tam-
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Figura 4. Curva de saturacién de la unién melatonina-calmo-
dulina.
A) 10 pg/ml de calmodulina se incubaron con concentraciones
crecientes de melatonina-H3. La unidn especifica se obtuvo res-
tando la unién inespecifica determinada en presencia de 1 X 104
M de melatonina fria de la union total.
B) La union especifica se graficd con la transformacién de Scat-
chard. Los datos representan la media de un experimento por
triplicado y cada experimento se ensayo 4 veces.

bién estd en el margen nanomolar®?, y que hemos
demostrado en las células MDCK y N1E-115 cam-
bios fisiologicos inducidos con 1 nM de melato-
nina?3414,_es posible que la union de la melatonina
a la calmodulina esté relacionada con los efectos
funcionales producidos por la hormona.

Se ha reportado que la constante de afinidad de
la unién de la melatonina en el cerebro de pollo es

de 043 nM; en la retina de conejo y de pollo es de
0.35 y 0.34 nM respectivamente; en las células de
melanoma B, de 0.2 nM; en el cerebro del hamster
de 0.150, y en sinaptosomas 0.32 nM (ver revisién
29). Ya que en este trabajo encontramos una Kd de
0.398 muy semejante a las mencionadas, es posible
que la union reportada en esos ensayos involucre al
menos parcialmente a la calmodulina.

La asociacién melatonina-calmodulina se ilevo
a cabo en presencia de 107 M de calcio. Esta con-
centracion estd en el margen de la reportada para el
calcio intracelular®, por lo que es posible que la
unién de la melatonina a la calmodulina pueda ser
regulada por los transientes intracelulares del cal-
cio’,

Levin y Weiss demostraron que la union a cal-
modulina es una propiedad general de los antipsi-
coticos y antidepresivos clinicamente activos y que
la afinidad de estos compuestos por la calmodulina
estd relacionada con su capacidad de inhibir a la
fosfodiesterasa dependiente de CA**-calmodu-
lina?’. De manera analoga a los antagonistas de
calmodulina mencionados, la unién especifica de
la melatonina por la calmodulina es dependiente
de calcio y también existe una correlacion entre la
afinidad de la hormona por esta proteina y su capa-
cidad de inhibirla en el ensayo de la fosfodieste-
rasa’. Por lo anterior y debido a que la melatonina
se une a la calmodulina con una capacidad de 6
nM/mg de proteina en un margen semejante al des-
crito, para: la amitriptilina (9 nM/mg), la imipra-
mina (6.8 ng/mg), el clorodiazepdxido (5.5 nM/mg)
y el diazepam (4.7 nM/mg)?; se abre la posibilidad
de explorar su uso terapéutico en el tratamiento de
algunas psicosis y trastornos afectivos.

Finalmente, los resultados presentados aqui
demuestran que la melatonina se une a la calmodu-
lina y por lo tanto apoyan la hipodtesis de que la
hormona ejerce sus acciones farmacologicas y
fisiologicas a través de su asociacion a la calmodu-
lina.
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