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Resumen

Las especies reactivas de oxigeno son las moléculas mas reactivas que, entre
otras caracteristicas, tienen diferentes vidas medias, concentraciones celulares
y blancos de reaccion. Estan presentes en diferentes compartimentos y
reaccionan con diferentes gradientes de moléculas en la célula. En particular
las proteinas pueden reaccionar con casi todos los radicales de oxigeno
presentes en la célula y al final, estas reacciones de oxidacion producen
cambios conformacionales en estas moléculas debido a la carbonilacion y a la
sulfoxidacion que impacta diferentes funciones celulares. En el caso de la
calmodulina, una proteina que actlia como un sensor de Ca?*, se puede oxidar
por radicales libres de oxigeno y puede experimentar modificaciones en su
estructura secundaria y en consecuencia se puede alterar su funciéon hasta

llegar a su degradacion.

Los radicales libres son regulados en la célula por mecanismos antioxidantes
los cuales se pueden clasificar en enzimaticos como la superdxido dismutasa y
no enzimaticos como el glutation. Existen otras moléculas que pueden captar
radicales libres y por lo tanto participar en la regulacion de la oxidaciéon, como
lo es la melatonina, que es una hormona de multiples funciones ademas de

actuar como una sefial que sincroniza el medio interno con el fotoperiodo.

En las enfermedades psiquiatricas, en particular en la esquizofrenia, estan
desregulados los mecanismos antioxidantes y se han encontrado altos niveles
de oxidacion en tejido cerebral, asi como la presencia de metabolitos que de
manera indirecta muestran el incremento de radicales libres. En esta tesis se

estudio la interaccion calmodulina melatonina y su impacto en la actividad



enzimatica en un microambiente oxidante, asi como también se caracterizo el

perfil de oxidacion en células de pacientes con esquizofrenia.



Abstract

Reactive oxygen species are the most reactive molecules that, among other
characteristics, have different half-lives, cellular concentrations, and reaction
targets. They are present in different compartments and react with different
gradients of molecules in the cell. In particular, proteins can react with almost all
oxygen radicals present in the cell, and ultimately, these oxidation reactions
produce conformational changes in these molecules due to carbonylation and
sulfoxidation that impact different cellular functions. In the case of calmodulin, a
protein that acts as a Ca?* sensor, it can be oxidized by oxygen free radicals
and can undergo modifications in its secondary structure, and consequently, its

function can be altered until it is degraded.

Free radicals are regulated in the cell by antioxidant mechanisms which can be
classified as enzymatic such as superoxide dismutase and non-enzymatic such
as glutathione. Other molecules can capture free radicals and therefore
participate in the regulation of oxidation, such as melatonin, which is a hormone
with multiple functions in addition to acting as a signal that regulates the

circadian rhythm.

In psychiatric diseases, particularly schizophrenia, antioxidant mechanisms are
deregulated and high levels of oxidation have been found in brain tissue, as well
as the presence of metabolites that indirectly show an increase in free radicals.
In this dissertation work, the calmodulin-melatonin interaction and its impact on
enzyme activity in an oxidative microenvironment were studied, as well as the

oxidation profile in cells of patients with schizophrenia.
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1. Introducciéon

La esquizofrenia es una enfermedad neuropsiquiatrica que presenta niveles
elevados de moléculas prooxidantes, asi como problemas en la actividad de sus
mecanismos antioxidantes, por lo que las funciones de distintas proteinas estan
desreguladas, entre ellas, la calmodulina (CaM). Esta proteina participa en una
gran cantidad de procesos que regulan la fisiologia de la célula. Asi, las funciones
celulares son reguladas por innumerables mecanismos que van desde la
interaccion reversible con moléculas hasta la modificacion estructural de la
proteina. De nuestro interés son el efecto de la hormona melatonina (MEL) y el
microambiente que va desde condiciones hidrofobicas e hidrofilicas hasta la

modificacion postraduccional de la proteina por especies reactivas de oxigeno.

1.1. Enfermedades neuropsiquiatricas

Las enfermedades psiquiatricas son un conjunto de desérdenes mentales que se
pueden clasificar en cuatro grupos: a) Los desérdenes de ansiedad como pueden
ser el desorden de péanico, postraumatico, de ansiedad, b) Los deso6rdenes del
estado de animo, como la depresion mayor, el desorden bipolar, etc., c) Los
desérdenes del control de impulsos, en los que encontramos el desorden la
conducta, el de déficit de atencion, d) Los desordenes del abuso de sustancias
(Medina-Mora et al., 2007). En particular y en el contexto de la tesis, la
esquizofrenia es una enfermedad neuropsiquiatrica que presenta niveles elevados
de moléculas prooxidantes, asi como deficiencias en los mecanismos
antioxidantes, por lo que las funciones de distintas proteinas podrian estar

desreguladas, entre ellas, la CaM (Robison et al., 2007; Vidal-Domenech et al.,



2020a). La CaM, que es una proteina aceptora de Ca?*, participa en una gran
cantidad de procesos que regulan la fisiologia de la célula. Tiene multiples
proteinas blanco entre las que se encuentra las CaM cinasa Il (CaMKII) que tiene
un papel clave en la conectividad neuronal y por lo tanto en las enfermedades
neuropsiquiatricas. Asi, las funciones celulares son reguladas por innumerables
mecanismos que van desde la interaccion reversible con moléculas hasta la

modificacion estructural de la proteina.
1.1.2 Esquizofrenia

La esquizofrenia de manera general presenta una prevalencia anual del 1% a nivel
mundial, sin embargo, algunos estudios presentan que esta enfermedad tiene una
prevalencia de 4-7 casos por cada 1000 sujetos y una incidencia de 15.2 casos
por cada 10,000 sujetos por afio, esto relacionado al nimero anual de nuevos
casos (Saha et al., 2005). En México con los datos de la encuesta nacional de
ingresos y gastos de los hogares 2018 se reportd que la prevalencia de la

esquizofrenia es del 0.48% (Cabello-Rangel et al., 2022).

La esquizofrenia, segun el DSM-5, es un espectro de condiciones psicoéticas que
pueden presentar una 0 mas anormalidades como lo son: delirios, alucinaciones,
pensamiento y lenguaje desorganizado, anormalidades del comportamiento y

sintomas negativos, como lo son la disminucion de expresiones emocionales, la

abulia, etc.

En esta enfermedad se ha observado que esta presente un incremento en la

cantidad de radicales libres de oxigeno (ROS) y una disminucién en la actividad y



concentracion de moléculas antioxidantes, asi como una disminucion y
modificacion de la sincronia en la secrecion y concentracion de la MEL (Duan et

al., 2021; Morera-Fumero & Abreu-Gonzalez, 2013).

Por otro lado, hay estudios en donde algunas condiciones asociadas a la
cognicion y otros sintomas presentes en la esquizofrenia se han asociado a la
desregulacion de la via de la CaM, CaMKII (Brown et al., 2021; Frankland et al.,

2008).
1.2. Calmodulina

En la década de los 70’s se encontrd una proteina con la capacidad de unir Ca?*.
Desde entonces se le describe como la proteina que es el principal aceptor y
modulador del Ca?*, por lo que se le llamé calmodulina. Esta es una proteina de
148 aminoacidos que pertenece a la familia de proteinas que unen Ca?*. La CaM
puede unir Ca?* debido a dos zonas tipo "EF hand" (Sasagawa et al., 1982) y por
esto, esta proteina adopta de manera general dos conformaciones funcionales, la
CaM unida a Ca?* u holo-CaM y la CaM gue no esta unida a Ca?* o apo-CaM
(Jurado et al., 1999). La holo-CaM tiene una conformacion que presenta dos
estructuras globulares opuestas unidas por una estructura alfa, toda esta
conformacion que es abierta asemeja a una "mancuernilla”. La apo-CaM presenta
una conformacion globular aleatoria, una forma cerrada (Mccarthy et al., 2015).
Dichas estructuras pueden estar presentes de manera independiente al gradiente
de concentraciéon de Ca?*, sin embargo, cuando la concentraciéon de Ca?* aumenta
en el microambiente de la CaM, este cation favorece la estructura de

"mancuernilla” (Junker & Rief, 2009). Se puede encontrar otra conformaciéon de la



holo-CaM que es cuando esta proteina se une a su enzima blanco, como lo puede
ser la CaMKII, cuando ocurre este evento la doble unién favorece la activacion de
la enzima y se genera una respuesta. En la actualidad se han descrito al menos
45 conformaciones estructurales que puede adoptar la CaM dependiendo de su

microambiente (Chen et al., 2006) (figura c1).

Es importante sefialar que la holo- y la apo-CaM presentan funciones diferentes.
Algunas de las funciones de la holo-CaM, cuando esta se une a determinada
enzima, son la inhibicién de la polimerizacion de actina F, la disminucion de la
concentracion de Ca?* citosélico como en la regulacién de la concentracion en el
musculo liso, la regulacién del metabolismo del glucdgeno, etc. Algunas de las
funciones de la apo-CaM estan relacionadas a la sintesis de 6xido nitrico, a la
produccion de AMPc, asi como también en la participacion del mecanismo de

liberaciéon de Ca?* del reticulo sarcoplasmico, etc.

Las principales modificaciones postraduccionales encontradas en la CaM son la
fosforilacidn, la acetilacién y la ubiquitinacién. Otras son la metilacion, la
carbonilacion, la sulfoxidacion, la succinilacion, la glicosilacién, etc. Esta puede
unirse a casi 300 proteinas diferentes con una gran cantidad de efectos en
diferentes compartimentos celulares. Algunas de las proteinas que podrian unirse
a la calmodulina son las proteinas de membrana, las proteinas nucleares, las de
citoesqueleto, de citoplasma, mitocondriales, de Golgi y las ribosémicas. Una de
las interacciones mas comunes que ocurren en el cerebro es con la enzima

calmodulina cinasa Il alfa (CaMKlla). También se han descrito interacciones con la



actina, la calmodulina cinasa IV, entre otras proteinas blanco. (O’Connell et al.,

2010).

En la actualidad se sabe que la CaM interacciona con diferentes farmacos que se
han utilizado en el tratamiento de la esquizofrenia como el haloperidol y la
trifluoperazina que ademas de actuar como antagonistas del receptor D2
dopaminérgico, también actian como antagonistas de la actividad de la CaM
(Hempel et al., 2013). En este sentido es importante sefialar que también ciertas

moléculas enddgenas pueden unir a la CaM. Una de estas moléculas es la MEL.

Figura c1. Estructura de la calmodulina. A) Estructura en estéreo de la holo o
Ca?*-calmodulina (CaM), se muestran cuatro esferas correspondientes a los
cuatro atomos de Ca?* que se unen. B) Estructura en estéreo de la apo o EGTA-

CaM, donde se muestran en amarillo la zona amino-terminal (a) y en azul la zona



carboxilo-terminal (b). Se muestran diferentes conformaciones apiladas y las
posiciones de los diferentes aminoacidos. Imagenes tomadas de (Babu et al.,

1988; Kuboniwa et al., 1995).

1.3. Melatonina

La MEL, N-acetil-5-metoxitriptamina (figura c2), es una hormona que se sintetiza y
se secreta en la glandula pineal durante la noche. Cuando el organismo se expone
a la luz dicha secrecion se suprime (Weitzman et al., 1980). Sus principales
precursores son el triptéfano y la serotonina. Las enzimas mas importantes que
participan en su biosintesis son la aralquilamina N-acetil transferasa (AANAT) o
serotonina N-acetil transferasa (SNAT), hidroxi indol-O-metil transferasa (HIOMT)
o0 acetil serotonina N-metil transferasa (ASMT) (Singh & Jadhav, 2014). La MEL
también se puede sintetizar en otros 6rganos incluidos el tracto gastrointestinal, la
piel, la retina, las glandulas salivales, las plaquetas y los linfocitos. También es
posible que se presente su sintesis en el cerebro (Acufia-Castroviejo et al., 2014).
La MEL es un modulador biolégico del estado de animo, del suefio, del
comportamiento sexual y del ritmo circadiano. Su metabolismo se lleva a cabo
principalmente en el higado por la via de las quinureninas. Esta hormona es una
molécula anfifilica y es soluble en un microambiente acuoso o lipidico por lo que
presenta una alta permeabilidad. Por lo que esta hormona difunde a todos los
compartimentos subcelulares en los que puede actuar por interaccion con sus
proteinas blanco (Yu et al., 2016). De manera general los efectos de la MEL en el
microambiente celular se pueden llevar a cabo a través de cuatro mecanismos: a)

mediante la unién a sus receptores en la membrana plasmatica, b) mediante la



union a proteinas intracelulares, ¢) mediante la unién a receptores nucleares, d) y

como un donador de electrones a los radicales libres.

Es importante sefialar la funcion antioxidante de la MEL ya que esta hormona
puede reaccionar con diferentes enzimas (antioxidantes), especies reactivas de
oxigeno y de nitrégeno con las cuales se generan diferentes catabolitos de la MEL
gue pueden seguir reaccionando con las especies reactivas. Algunos de los
agentes oxidantes con los que reacciona la MEL son el perdxido de hidrégeno, el
radical hidroxilo, el 6xido nitrico, el radical alcoxi, el singlete de oxigeno, etc. Asi,
la MEL aparte de reaccionar con los agentes oxidantes, puede modificar la
actividad de las enzimas involucradas en los mecanismos antioxidantes, tales
como son la enzima superoéxido dismutasa, el glutation, la enzima éxido nitrico
sintasa, etc. (Manchester et al., 2015). Algunos de los metabolitos de la MEL que
se generan cuando esta reacciona con las especies reactivas son la hidroxi-
melatonina, la melatonina ciclica, la nitrosomelatonina y la quinuramina. Cuando la
MEL reacciona con radicales libres, por ejemplo, se genera 3-hidroximelatonina
ciclica (C-3HOM), después se genera N-acetil-N-formil-5-metoxiquinuramina
(AFMK), siguiendo con 5-acetil-metoxiquinuramina (AMK), entre otros (Tan et al.,
2015). En resumen, la MEL es una hormona que puede tener efectos
antioxidantes ya que puede reaccionar con radicales libres de oxigeno y nitrégeno
y también puede modificar y regular mecanismos antioxidantes conservados
durante la evolucién. Puede “proteger” biomoléculas tales como proteinas, lipidos,

carbohidratos y acidos nucleicos. Asi, se logran todos estos efectos sin la



restriccidbn de compartimentos subcelulares y por la accion de su unién directa (o
no) a algunas biomoléculas.
O
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Figura c2. Estructura de la melatonina. Se muestra la estructura de la melatonina,

N-acetil-5-metoxitriptamina. Imagen tomada de (Lerner et al., 1959).
1.4. Oxidacion

La oxidacion es un evento molecular que ocurre cuando las especies reactivas de
oxigeno (ROS) donan electrones a diferentes compuestos o moléculas. Asi, las
ROS son un grupo de moléculas derivadas del oxigeno que de manera general
son producidos en la células, por las mitocondrias y la via de la NADPH oxidasa.
Los dos principales donadores de electrones son el radical superoxido (O2) y el

peréxido de hidrogeno (H202) (Quiney et al., 2011).
1.4.1. Especies reactivas de oxigeno

El oxigeno es un atomo con numero atémico 8 y una masa atomica de 16, asi su
namero de electrones es 8. En su ultimo orbital tiene dos electrones no pareados o
de valencia, los cuales reaccionan con otros atomos para formar diferentes
compuestos que van desde radicales libres inestables hasta derivados de oxigeno

con caracteristica de estables (Decker & van Holde, 2011). Las especies reactivas



de oxigeno estan presentes en diferentes compartimentos de la célula, los sitios
donde estos se pueden generar de manera masiva son la mitocondria y los
endosomas. Los radicales libres son: el radical superédxido (O2™), el hidroxilo (:OH),
el hidroperéxido (HO2'), etc. Como no radicales: el peréxido de hidrogeno (H20x2),
el acido hipobromoso (HOBYr) y el acido hipocloroso (HOCI). Es importante sefialar
que los radicales libres regulan algunas vias de sefalizacién y por lo tanto tienen
un impacto importante como reguladores de la actividad de las proteinas (Rocco-

Machado et al., 2022).
1.4.2. Oxidacion de proteinas

En las células uno de los mecanismos mas comunes que generan radicales libres
de oxigeno, es la reaccion de Fenton (Lloyd et al., 1997) y la de Haber-Weis.
Estas reacciones se llevan a cabo cuando el H20: interactla con iones metalicos
tales como el hierro (Fe?*), el resultado de esta reaccién es el radical ‘OH (Davies
et al., 2016). También esta presente otra reaccion, que se da cuando el radical
‘OH reacciona con carbonatos o moléculas de bicarbonato, en la que se generan

radicales de carbonato (COs).

Una vez que se han formado las especies reactivas de oxigeno, estas pueden
reaccionar con moléculas bioldgicas, tales como las proteinas. Algunas de estas
reacciones pueden ser reversibles, asi estas reacciones promueven cambios o
modificaciones en las funciones propias de determinadas proteinas. Si la reaccion
de oxidacion es irreversible esto nos puede llevar a la inactivacion y posterior

degradado de dichas proteinas.



La oxidacion de las proteinas puede clasificarse en dos grupos, en los péptidos
que se carbonilan y/o los que se sulfoxidan. La carbonilacion es una reaccién
quimica que introduce un grupo carbonilo en ciertos residuos de la proteina ya sea
por escision de la proteina por la via de la alfa-amidacion o por la oxidacion de las
cadenas laterales de glutamilo. Ademas, pueden generarse por la peroxidacion de
acidos grasos poliinsaturados, asi como con la reaccion de carbohidratos
reductores (Mgller et al., 2011). La sulfoxidacion solo es posible que suceda
cuando un radical de oxigeno reacciona con los aminoacidos cisteina o metionina.
Ocurre cuando un radical de oxigeno reacciona con el grupo tiol de tales

aminoacidos.

La mayoria de los grupos carbonilo presentes en las proteinas pueden ser
formados por la reaccion con los residuos de lisina, arginina, treonina y prolina. La
tendencia a ser oxidados estos aminoacidos puede deberse a su posicidén en la

superficie de las distintas proteinas (Maisonneuve et al., 2009).

Cuando los aminoacidos cisteina o metionina son objeto de los radicales de
oxigeno, en un microambiente celular, estos reaccionan con los grupos sulfonilo
(0=S=0), y pueden generar puentes disulfuro, acidos sulfenico, sulfinico sulfénico,

etc.
1.4.3. Oxidacion en la regulacion de las funciones celulares

Los efectos de la oxidacion han sido propuestos como segundos mensajeros, esto
es, que estas reacciones de oxidacion participan en los procesos de transduccién

de sefales, tales como el crecimiento y desarrollo celular, produccion de citocinas,

10



etc. (Wong et al., 2010). Entonces, es importante hacer notar que los eventos de
oxidacion pueden presentarse como reguladores de la actividad de ciertas
proteinas y cuando estos procesos son desregulados pueden formar parte de la

etiologia de las enfermedades neuropsiquiatricas (Dalle-Donne et al., 2003, 2006).
1.4.4. Oxidacion y esquizofrenia

En algunos estudios se ha mostrado que los pacientes con esquizofrenia tienen un
sistema antioxidante dafiado, una secrecion anormal de MEL (Findikli et al.,
2015), una desregulacion del Ca?* y una disfuncién mitocondrial, lo cual lleva a
procesos metabdlicos andmalos, un exceso de radicales libres en la célula y por lo
tanto un incremento en la peroxidacion de lipidos, dafios y disfunciones en la
membrana plasmatica, desregulacion en la transduccion de sefales y defectos en
las funciones de los neurotransmisores. Asi, todos estos efectos pueden participar

en la fisiopatologia y la sintomatologia de la esquizofrenia (Yao et al., 2001).

Los pacientes con esquizofrenia presentan bajas concentraciones de moléculas
antioxidantes, tales como el glutation, la superéxido dismutasa, la neurotrofina 4/5,
la albumina, la bilirrubina y el acido urico. Por otro lado, también presentan altos
niveles de especies reactivas, tales como los radicales ‘OH, el 6xido nitrico, el

malon-dialdehido, etc. (Gonzalez-Liencres et al., 2014).

En realidad, son pocos los estudios en donde se relaciona a la CaM con la
esquizofrenia (Broadbelt & Jones, 2008; Vidal-Doménech et al., 2020b), sin
embargo, existe evidencia que muestra la importancia de esta proteina, ya que se

ha visto que en enfermedades neuropsiquiatricas la funcion de la CaMKII, que es

11



activada en presencia de la Ca?*-CaM, esté alterada, lo que sugiere que puede

existir una relacion importante con la CaM (Robison, 2014).

Aunado a lo anterior se sabe que la MEL modula diversos eventos que van desde
la regulacion del Ca?* como segundo mensajero, la regulacion de los mecanismos
antioxidantes hasta las funciones de distintas proteinas. Asi, es importante sefialar
gue la MEL puede ser un regulador de amplio espectro que modifica las funciones
de la CaM, asi como de los mecanismos prooxidantes y antioxidantes en
diferentes microambientes. Al final todos estos mecanismos pueden converger y

participar en la fisiopatologia de la esquizofrenia.

2. Antecedentes

Se ha mostrado que la CaM puede interactuar con la MEL. En un primer
acercamiento se observo que la MEL inhibe la funcion de una fosfodiesterasa
dependiente de CaM (Benitez-King et al., 1991a). Posteriormente, de manera
directa, por ensayos de union ligando-receptor, se observé que la union de 3H-
MEL con CaM es saturable, reversible, dependiente de Ca?*, selectiva del ligando
y con una alta afinidad. En ese trabajo se encontr6é que la MEL se puede unir a un
solo sitio de la CaM con una Kd = 188 pM y con una capacidad de union Bmax =

35 pM/ug de CaM (Benitez-King et al., 1993).

La interaccion CaM-MEL se ha abordado con diferentes aproximaciones, una de

ellas ha sido mediante el uso de resonancia magnética nuclear (RMN) y por
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simulacion in-silico de dicha interaccion (“docking”) En estos trabajos se mostro
que en efecto la MEL interactia con la CaM y se une a esta por un mecanismo
dependiente de Ca?*. Ademas, se encontré que la region indol de la MEL se une
por separado a dos sitios en la CaM, dichos sitios son las regiones globulares
(estructura “F-hand”) que unen los dos a&tomos de Ca?* cada una. También
mostraron que la unién es débil por lo que no pudieron obtener una Kd ya que la
RMN solo nos puede proveer informacion util para complejos relativamente fuertes

(Kd, <10uM) (Turjanski et al., 2004).

Dos grupos de investigacion se aproximaron con la RMN para analizar la union
CaM-MEL, el primero concluyd que no es posible asignar una funcién biolégica a
dicha unién (Ouyang & Vogel, 1998). Por otro lado, el segundo grupo concluye
gue esta unién puede presentar alguna importancia bioloégica (Turjanski et al.,

2004).

Inicialmente se describid que el efecto de la unién de MEL a la CaM fue
antagonizar el efecto de esta proteina al inhibir la activacion de sus proteinas

blanco (Benitez-King et al., 1996).

Un ejemplo de esto es el efecto que tiene la MEL sobre la polimerizacion de los
microtUbulos estimulada por la Ca2*-CaM. El ensamble de los microtibulos es
inhibido por la holo-CaM. En presencia de MEL y de la holo-CaM se incrementa la
polimerizacién de los microtubulos, debido a que la unién de MEL a la CaM
antagoniza la actividad de la CaM (Benitez-King, 2006; Benitez-King & Anton-Tay,
1993; Huerto-Delgadillo et al., 1994). Otro ejemplo del efecto de MEL como

antagonista de la holo-CaM es la inhibicion de la actividad de la enzima
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calmodulina cinasa Il (CaMKIl). Para que esta enzima se active es necesaria que
se le una la CaM. En presencia de MEL unida a CaM la activacion de la CaMKIl se
inhibe en un 30% (Benitez-King et al., 1996). En este mismo sentido también se
mostré que la MEL inactiva el receptor de estrogeno desregulando la funcion de la

holo-CaM (del Rio et al., 2004).

3. Justificacion

La mayoria de las vias de sefalizacion estan moduladas por diferentes niveles de
activacion, que pueden modificarse dependiendo de las necesidades y
microambientes celulares. No obstante, una via muy conservada a lo largo de la
evolucion es la del Ca?* que actGia como un segundo mensajero en respuesta a un
primer mensajero cuya sefial es captada por un sensor (receptor) externo,
presente en la membrana plasmatica, o interno, presente en membranas
intracelulares como el reticulo endoplasmico. Asi, la CaM como proteina que
censa y une Ca?* participa en la vias de sefalizacion. La CaM se puede ser
modulada por diferentes moléculas y por lo tanto generar diferentes respuestas en
las vias de sefalizacion en la que esté involucrada. Una de las moléculas que
interactda con la CaM es la MEL por lo que esta puede modificar su actividad y
generar toda una gama de respuestas celulares que pueden ser contrastantes.
Ademas de unirse a la CaM, la MEL es captadora radicales libres, en particular de

oxigeno, por lo que esta molécula es una molécula antioxidante. Aunado a esto,
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esta hormona modifica la actividad de proteinas reguladas por oxidacion. En la
esquizofrenia se ha observado que los mecanismos antioxidantes estan
desregulados. Por ejemplo, la expresion de proteinas antioxidantes como el
glutatién y las enzimas antioxidantes que remueven los radicales libres tales como

la glutation transferasa, superoxido dismutasa, etc. se encuentran disminuidas.

4. Planteamiento del problema

En las células se presentan distintos microambientes los cuales podemos
identificar como hidréfobos e hidrofilicos. En dichos microambientes se favorecen
de manera diferencial distintas interacciones, reacciones y funciones o
actividades, como en el caso de las modificaciones postraduccionales. Un ejemplo
de esto es la oxidacion de proteinas que esta regulada por mecanismos
antioxidantes y en menor grado, pero de manera importante, por la hormona MEL.
En los pacientes con esquizofrenia esta presente una desregulacion en la
secrecion de la MEL y en los mecanismos antioxidantes lo cual puede participar
en la fisiopatologia de la enfermedad. En dichos mecanismos reguladores, este
proceso puede darse en parte al nivel de interaccion entre MEL y algunas
proteinas como la CaM y a su vez en la actividad de la enzima CaMKII. Con esto
la interaccion CaM-MEL es un punto importante en la regulacién de algunas vias

implicadas en la enfermedad de la esquizofrenia.
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5. Hipotesis

La oxidacion en la calmodulina disminuye debido a la interaccion con la

melatonina.

6. Objetivo general

Analizar la oxidaciéon de la calmodulina en condiciones de interaccién con la

melatonina.

7. Objetivos particulares

- Caracterizar los cambios estructurales inducidos por la melatonina en la

Ca?*-calmodulina en un microambiente lipidico y acuoso.

- Caracterizar los cambios en la actividad de la CaMKII inducidos por la
interaccion melatonina - Ca?*-calmodulina en un microambiente lipidico y

acuoso.
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- Caracterizar la oxidacion de la calmodulina en sus conformaciones Ca?*-
calmodulina en presencia de la melatonina en un microambiente lipidico y

acuoso.

- Caracterizar los cambios en la actividad de la CaMKIl en un microambiente

prooxidante en presencia de melatonina y Ca?*-calmodulina.

- Analizar la oxidacién en células del neuroepitelio olfatorio de sujetos sanos

y de pacientes con esquizofrenia.

8. Material y métodos

8.1. Reactivos

Se utilizé calmodulina purificada de cerebro bovino (Calbiochem, 208694, lot.
D00161715), melatonina (Sigma Aldrich, M5250), anhidrasa carbdénica (Sigma
Aldrich, C-2273), EGTA (Sigma Aldrich, E4778), CaClz (Sigma Aldrich, C1016),
fosfatidilcolina (Sigma Aldrich, P2772) y agua desionizada Milli-Q® (Millipore,
Direct-Q3 UV). También se utiliz6 la solucion SYPRO™ ruby para tefiir proteinas
en gel de acrilamida (ThermoFisher Scientific, S21900) y para tefiir proteinas
adsorbidas en membrana (ThermoFisher Scientific, S11791) de baja fluorescencia

de PVDF (Millipore, IPFLO0010). Los anticuerpos que se usaron son IgG de raton
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anti-CaM (Sigma Aldrich, C7055) para Western Blot, IgG de ratén anti-CaM
(Abcam, ab2860) para inmunofluorescencia, IgG de conejo anti-MEL (Serotec,
0100-0203). Los anticuerpos secundarios son IgG de burro anti-IgG de raton
acoplado a Alexa Fluor 488 (Invitrogen, A32723) o acoplado a DyLight 488 (SA5-
10166). Para la otra tincion se utilizo el anticuerpo secundario IgG de burro anti-
IgG de conejo acoplado a DyLight 680 (Invitrogen, SA5-10042). Para el ensayo de
actividad de cinasa se utilizé el kit ADP-Glo (Promega, V6930) con el sistema para

la actividad especifica de CaMKIlly (Promega, V3531).
8.2. Espectroscopia UV-visible de la calmodulina y la melatonina

Para analizar la CaM (4 uM) con la MEL (1.3 uM) se utiliz6 la técnica de
espectroscopia UV-visible y se realizé en un espectrofotdmetro modelo i3 (Hanon
instruments Co., Ltd.). También, por la misma técnica, la interaccion CaM (120
uM) (Stateva et al., 2015) y MEL (0.1 uM) se analiz6 a diferente pH (3.5, 4.5,6.5y
7.5). La absorbancia se determiné en un rango de longitud de onda de 250-320
nm en un espectrofotometro EnSpire (PerkinElmer). Se utilizaron placas de 96
pozos compatibles con lecturas en el rango UV (Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
sc-213228). Se realizaron las lecturas de tres experimentos independientes a

temperatura ambiente.
8.3. Espectroscopia de Raman de la calmodulina y la melatonina

El espectro de Raman de la CaM (5 ng/ulL) y la MEL (107 y 10° M) en solucién fue
obtenido por el método de muestreo por gota de Raman (drop coating deposition

Raman, DCDR). De cada condicion se agregaron 10 uL en el soporte, un espejo
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de vidrio con sustrato de aluminio, la solucion se dejé secar a temperatura
ambiente hasta que se formo un tipo “anillo de café”. Los espectros de Raman
fueron obtenidos para cada gota y se adquirieron usando un microscopio confocal
WitecAlpha 300 Raman-AFM (WITec GmbH) con un objetivo 100X de Zeiss
(apertura numérica de 0.9), para excitar la muestra se utilizé un laser de longitud
de onda de 532 nm generado por un diodo de onda continua y para capturar los
espectros se utilizé un detector enfriado (-60 °C) CCD con una rejilla de 672 I/mm.
Para todos los espectros de las muestras se utilizaron 3 segundos de tiempo de

integracion y una potencia de 20 mW para el laser.

Se adquirio el espectro de Raman del buffer (Tris 20 mM, MgCl2 10mM, CaClz 0.5
mM) y del espejo de aluminio para ajustar el fondo de los espectros de las
muestras. Los espectros de Raman fueron adquiridos con los mismos parametros
en por lo menos 10 zonas al azar, del anillo formado por la solucion de CaM y de
CaM-MEL, para al final obtener un total de por lo menos 10 espectros Raman por
condicion. Para el analisis de los espectros se obtuvieron sus promedios, las
curvas se suavizaron utilizando el método del promedio adyacente y se
normalizaron por maximos y minimos. Para el analisis comparativo de los
espectros por componentes principales (PCA), se consider6 la region de 550 a
1650 cm* de las tres condiciones. Todo el andlisis de los espectros se realizd en
el programa OriginPro, versién 2022b como se describid previamente (Mendoza-

Figueroa et al., 2019).

8.4. Separacion de la calmodulina por electroforesis unidimensional
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La CaM (0.5 ug) en presencia o ausencia (EGTA) de Ca?* se separ6 por
electroforesis unidimensional y la interaccion de la CaM en sus dos condiciones
con la MEL se estudi6é determinando su movilidad relativa en geles de
poliacrilamida y SDS en un gel de gradiente (4-20% de poliacrilamida) para la
Ca?*(CaCl2 0.5 mM)-CaM y la EGTA (0.5 mM)-CaM. Se utiliz6 buffer de corrida
(Trizma base 25 mM, glicina 192 mM y SDS 3 mM). Las proteinas en el gel se
transfirieron a la membrana de PVDF. Posteriormente se incubaron con un
anticuerpo primario anti-CaM (1:500) a 4°C durante toda la noche. Después la
membrana se incubd con un anticuerpo secundario 1gG anti-ratén acoplado a
Alexa Fluor 488 (1:15,000) durante 20 min. Las imagenes de la membrana se
obtuvieron en el foto-documentador ChemiDoc MP (BIO-RAD), y se cuantificé la
movilidad relativa (Rf) de la CaM en el programa Image Lab (BIO-RAD) version

5.2.1.

8.5. Separacion de la calmodulina y de la melatonina por electroforesis

bidimensional

La CaM fue incubada con Ca?* (CaCl. 10mM) o con EGTA (10 mM) durante 15
min a temperatura ambiente, en presencia de la MEL (107 M) o con el vehiculo
(Veh) en buffer acuoso (Trizma 10 mM pH 7.4) o lipidico (Trizma 10 MM pH 7.4y
200 ug de fosfatidilcolina). Las muestras se separaron por electroforesis de dos
dimensiones (Wittig & Schéagger, 2008). La separacion en la primera dimension se
realizo en tiras de acrilamida que contiene anfolitos que generan un gradiente de
pH lineal (IPG, BIO-RAD, 1632000) con un rango de pH de 3 a 10. La segunda

dimensidén se realiz6 en geles de gradiente de 4-20% de poliacrilamida. Los geles
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se tifieron con SYPRO® Ruby durante 15 minutos. Las imagenes de los geles
fueron adquiridas en el foto-documentador ChemiDoc MP. La distribucién e
intensidad de fluorescencia de los puntos de CaM fueron analizados con el
programa DECODON DELTA2D ver. 2.8.2, version Demo. Se realiz6 el analisis
estadistico con este programa con un modelo de ANOVA de una via y una prueba
de comparaciones multiples de Bonferroni. Los puntos de CaM significativos en
todas las condiciones experimentales fueron utilizados para generar un mapa de

calor y un dendrograma con el programa R ver. 3.6.1.
8.6. Colocalizacioén de la calmodulina y la melatonina

La interaccion CaM-MEL se estudi6 en el hipocampo de ratones macho de la cepa
Swiss Webster (25-30 g). Estos fueron acomodados en grupos de 8 ratones por
caja (44 x 21 x 21 cm) en una habitaciéon con temperatura controlada (20-21°C), en
el cual los ratones tienen libre acceso a comida y agua. El ciclo de los ratones se
controlé como invertido de 12 h luz/oscuridad (ZT 0 = luz). Los ratones se
concentraron en dos grupos, el que es tratado con el Veh y el que es tratado con
MEL. La administracion de MEL (16 mg/Kg) se realiz6 en tres instantes. La
primera administracion se realizo 24 h antes el sacrificio, la segunda y tercera
administraciones se realizaron 11 h y 30 min, respectivamente, antes de la
administracion de la anestesia y del sacrificio. Después los ratones se
perfundieron con paraformaldehido al 2% con CaClz al 0.02%. Al final los cerebros

se guardaron en sacarosa al 30% a 4°C.

Los cerebros fijados se rebanaron para obtener cortes coronales de dicho tejido en
un criotomo (Microm HM 25). El grosor de los cortes fue de aproximadamente 6
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um. Las rebanadas se montaron en portaobjetos de vidrio y se marcaron con los
anticuerpos anti-CaM (1:50) y anti-MEL (1:50) y se incubaron toda la noche a 4°C.
Posteriormente las rebanadas se incubaron con los anticuerpos secundarios a una
dilucion de 1:250 durante 1 h a temperatura ambiente. Los cortes de tejido fueron
montados con el medio ProLong Diamond (ThermoFisher Scientific, P36961). Las
preparaciones se dejaron reposar durante 24 h y después se analizaron en un
microscopio confocal LSM 700 (Carl Zeiss microscopy). Se obtuvieron dos
imagenes al azar de la zona del hipocampo en dos rebanadas obtenidas del
cerebro de dos ratones tratados con el Veh, y de tres ratones tratados con MEL.
Las imagenes se obtuvieron con el objetivo de 63X mas un aumento digital de 4X
con un tamafio de 512 x 512 pixeles, para los pardmetros x, y cada pixel presenta

un tamafio de 0.05 um, y para los planos en el parametro z el tamafio es de 1 um.

Las imagenes fueron modificadas con el algoritmo de minimos cuadrados no lineal
para deconvolucion en el programa ImageJ con el plugin DeconvolutionLab2. Las
imagenes con la deconvolucién se analizaron con el algoritmo basado en objetos
para identificar sitios de colocalizacion entre CaM y MEL, esto con el plugin para
ImageJ JACoP. Para el analisis estadistico de los resultados se aplico una prueba

de t anidada.

8.7. Actividad enzimatica de la CaMKI|

La actividad enzimatica de CaMKIly se determiné con el ensayo ADP-Glo™ que
mide la actividad de cinasa cuantificando la disminucion de ATP. La CaM (5 ng/uL)
se solubilizé en un buffer Tris (Tris 20 mM, MgCl2 10mM, y si aplica, BSA 1

mg/mL) con CaCl2 0.5 mM o EGTA 0.5 mM, el péptido Autocamptide-2
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(KKALRRQETVDAL-amida derivado del sitio de autofosforilacion (aminoacidos
283-290) de la CaMKII) a una concentracion de 0.2 ug/uL. La concentracion de la
enzima CaMKII fue de 0.6 ng/uL y como fuente de energia 50 uM ATP. Las
mezclas de reaccion se incubaron durante 15 min a temperatura ambiente en
presencia del Veh o diferentes concentraciones de MEL (101, 10°, 107y 10°° M)
en medio acuoso o lipidico (80 ng/uL de fosfatidilcolina). La reaccién se detuvo y el
ADP generado se transform6 en ATP. Este nucledtido se utiliz6 como cofactor
junto con el Mg?* para llevar a cabo la reaccion de la luciferasa, la sefial resultante
(quimioluminiscencia) se cuantificé en el foto-documentador ChemiDoc MP (BIO-

RAD).
8.8. Cuantificacion de la calmodulina oxidada

La CaM se oxid6 con especies reactivas de oxigeno (‘OH) que fueron generadas
por la reaccion de Fenton (FeSO4 1mM, H202 100 mM) durante 10 min a
temperatura ambiente. Para este experimento la CaM se oxid6 con los radicales
de oxigeno (Ox) o con el Veh durante 10 min. La reaccion de oxidacion se detuvo
con L-metionina (5 mM). Todas la muestras fueron derivatizadas con la solucién
de dinitrofenil hidrazina (DNPH) y fueron separadas por electroforesis en gel de
gradiente de poliacrilamida (4-20%) con SDS. Como control de carga se utiliz6 la
proteina anhidrasa carbonica. Posteriormente las proteinas fueron transferidas a
una membrana de baja fluorescencia de PVDF. Las membranas se tifieron con
SYPRO™ Ruby. Posteriormente se incubaron con los anticuerpos primarios anti-
DNPH y anti-CaM durante toda la noche a 4°C. Después la membrana se incub6

con los anticuerpos secundarios anti-lgG de ratén acoplado a Alexa Fluor 488 y
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anti-IgG de conejo acoplado a DyLight 680 durante 60 minutos a temperatura
ambiente. La imagen de la membrana se adquirioé con el foto-documentador
ChemiDoc MP (BIO-RAD) y fue analizada con el programa Image Lab (BIO-RAD)

version 5.2.1.

8.9. Actividad enzimética de la CaMKII en un microambiente prooxidante

La actividad enzimatica de la CaMKII fue obtenida de la misma manera que en la
seccion 7.7. Las muestras obtuvieron con las mismas condiciones y ademas con
la condicién extra en donde la CaM fue oxidada con radicales libres de oxigeno
durante 10 min a temperatura ambiente, dicha reaccién fue detenida con L-
metionina (5 mM). La sefial de quimioluminiscencia fue detectada en el foto-

documentador ChemiDoc MP (BIO-RAD).

8.10. Presencia de radicales libres de oxigeno y lipoperoxidacién en células vivas

Se utilizaron células de sujetos control y con esquizofrenia que fueron cultivadas
hasta el pase 5 con al menos 3 cambios de medio. Las células se cultivaron en
DMEM/F12 (Gibco, 12400-024) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(Gibco, 10082-147), penicilina, estreptomicina y anfotericina B al 1% (anti-anti
(100X), Gibco, 15240-062), a 37°C con 5% CO.2. Para marcar los radicales libres
de oxigeno en las células vivas se utilizé el compuesto CellROX™ (Invitrogen,
C10448) que emite a una longitud de onda de 680 nm. Para identificar la
lipoperoxidacién en las células vivas se utiliz6 el compuesto fluorescente
BODIPY™ 581/591 C11 (Invitrogen, D3861) con el cudl se identificaron los lipidos

de la membrana plasmatica (600 nm) y la oxidacion de los lipidos (520 nm). Las

24



células se incubaron con estos compuestos durante 30 min a 37°C y 5% de COzx,
se lavaron y se dejaron reposar 60 min en medio DMEM sin rojo de fenol al 10%
de suero fetal bovino. Después se observaron en el microscopio confocal LSM900
(Carl Zeiss). Se obtuvieron imagenes de 8 bits de por lo menos 3297 x 1529
pixeles. Para el andlisis se tomaron dos imagenes por cultivo de dos cultivos y el
analisis de t para muestras no pareadas se realiz6 con un numero de repeticiones

de n=2.

8.11. Andlisis estadistico

Todos los experimentos fueron realizados por duplicado y se repitieron al menos
tres veces. Excepto con el experimento de separacion de la CaM en presencia de
MEL por electroforesis 2D que se realiz6 una vez por duplicado. Los datos se
analizaron con la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov y se considerd
una distribucion normal con un valor de p > 0.05. Las comparaciones fueron
realizadas con las siguientes pruebas: prueba t para dos muestras, la prueba t
para muestras anidadas y la prueba de ANOVA para una via, también se realizé la
prueba de comparaciones multiples de Tukey. En todas las pruebas se considera
un valor de p < 0.05 como significativo. Las graficas y los analisis estadisticos
fueron realizados con el programa GraphPad Prism 9.4 para Windows. Algunos de
los paneles gréficos fueron realizados con el programa Affinity Publisher ver.

1.10.4.1198.
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9. Resultados
9.1. Caracterizacion de la movilidad electroforética de la calmodulina activada

por Ca?* y de la calmodulina sin Ca?*

Se determind por Western blot el corrimiento electroforético (Rf) de la Ca?*-CaM y
la EGTA-CaM separada en condiciones desnaturalizantes en geles de
poliacrilamida SDS (figura 1A) y en geles nativos de poliacrilamida (figura 1B). El
efecto del Ca?* (media=0.838, EEM=0.010) y la ausencia de este (EGTA,
media=0.833, EEM=0.016) modific6 muy poco el corrimiento electroforético de la
CaM y no hubo cambios significativos del Rf en condiciones desnaturalizantes. En
contraste, en condiciones nativas, la CaM mostro un Rf diferente y significativo
(Ca?* media=0.719, EEM=0.029, EGTA, media=0.854, EEM=0.031). Por el
resultado anterior, se decidid continuar con los experimentos utilizando la técnica

nativa.
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Figura 1. Diferencias en la movilidad relativa de la Ca?*-calmodulina y la EGTA-

calmodulina. La calmodulina (CaM) se separoé por electroforesis unidimensional en

geles desnaturalizantes (A) y nativos (B) y se transfirieron a PVDF por Western
blot. La CaM se identifico con un anticuerpo anti-CaM y un segundo anticuerpo

anti-IgG de ratén acoplado a Alexa Fluor 488 (verde) En azul se muestran las
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bandas de proteinas de diferentes pesos moleculares. Como control de carga
externo se muestra la proteina anhidrasa carbonica (rojo). Las graficas de puntos
muestran la movilidad relativa (Rf) del Wb desnaturalizante (A) y del nativo (B). La
linea horizontal representa la media aritmética y cada punto representa una
experimento. Los datos provienen de tres experimentos independientes, los cuales

fueron analizados con la prueba t para dos grupos, * p<0.05.

9.2. Caracterizacion de las conformaciones que adopta la calmodulina con la

interaccion de la melatonina

Para caracterizar los cambios conformacionales que adopta la CaM en presencia
de la MEL, se utilizaron las siguientes técnicas: Electroforesis 2D nativa,

espectroscopia UV-visible y de Raman.
9.2.1. Electroforesis 2D nativa

En el caso de la electroforesis 2D nativa (figura 2), se consideraron dos
condiciones de microambiente, acuoso y lipidico, esto debido a los tipos de
interaccién posibles entre residuos de la CaM, con cierta exposicién e
impedimento estérico, y moléculas que dependen de condiciones hidrofobas o
hidrofilicas. Asi, se incub6 la CaM con Ca?*, con el vehiculo o con 107 M de MEL y
se separo por un punto isoeléctrico y movilidad relativa en geles nativos. Se
obtuvo un gel “maestro” en donde se muestra a la CaM en todas las condiciones
experimentales (EGTA-CaM, Ca?*-CaM y Ca?*-CaM-MEL). Se encontraron en el
gel 9 marcas de proteina con diferente peso molecular y punto isoeléctrico lo que

sugirié que su conformacion cambid de manera significativa con respecto a un
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valor global (gel maestro) (figura 2A). Con las 9 marcas de proteina que migraron
con un punto isoeléctrico (PI) en el rango de 3.5 a 4.5 y con una movilidad relativa
en el rango de 0.25 a 0.75. Se elabor6 un mapa de calor y un dendrograma para
mostrar las diferencias entre las condiciones estudiadas (figura 2B). Se muestran
imagenes representativas de los geles de CaM en condiciones acuosas (figura 2C)
y lipidicas (figura 2D). Los datos relacionados con las marcas de proteina, que se
observan entre los valores de Pl de 3.7 a 4.7 y con un Rf de 0.37 a 0.65, muestran
diferentes intensidades de fluorescencia dependiendo del microambiente o las
condiciones de interaccion, de la presencia de Ca?*, asi como también de la
presencia de MEL. La Interaccién de Ca?*-CaM-MEL en condiciones acuosas
presentd un desplazamiento de aproximadamente 2 unidades de pH (de 4.5 a 6.5)
en el PI, con esto se sugiere que la Ca?*-CaM adopta una conformacién estable
cuando el pH es cercano al fisioldgico (figura 3C). Ademas, la CaM en ausencia de
Ca?* con EGTA induce cambios en la intensidad de fluorescencia de las diferentes
marcas de proteina en el microambiente lipidico (figura 3D). Con estos datos se
sugiere gque la incubacién de la Ca?*-CaM con la MEL promueve la presencia de

diferentes conformaciones de la proteina favorecidas por el microambiente.
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Figura 2. Conformacion de la CaM en presencia de MEL. Para la electroforesis en
dos dimensiones, la calmodulina (CaM) se incub6 con Ca?* o con EGTA en
presencia del vehiculo (Veh) o con melatonina (MEL) 10 M en medio acuoso o
lipidico. Posteriormente, las mezclas se separaron por un punto isoeléctrico y
movilidad relativa en geles nativos. Para el andlisis se gener6 un gel maestro (con
todas las condiciones) en el que se identificaron 9 puntos de proteina diferentes de
un promedio global (A). Las diferencias entre las condiciones se muestran en un
mapa de calor, la escala de valores se muestra en desviaciones estandar con
respecto a una media global (valores Z). Un valor de cero significa que no hubo

cambios con respecto a la media global (B). En (C) se muestran los puntos de
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proteina (cambios conformacionales) de la CaM en medio acuoso. En (D) se
muestran los cambios conformacionales de la CaM en medio lipidico. A: medio
acuoso, B: medio lipidico. Los datos fueron analizados con un modelo de ANOVA
de una via y una prueba de Bonferroni de comparaciones multiples. Los datos
provienen de dos geles por condicion. Las diferencias se consideraron

significativas con una p<0.05.
9.2.2. Espectroscopia UV-visible

Las diferentes conformaciones que adopta la CaM en las diferentes condiciones
se analizaron con la técnica de espectroscopia UV-visible. Los espectros de la
Ca?*-CaM y la Ca?*-CaM incubada con la MEL fueron obtenidos con las lecturas
de la absorbancia desde 250 nm hasta 350 nm (figura 3). Las lecturas de la Ca?*-
CaM mostraron un pico desde 260 nm hasta aproximadamente 280 nm como ya
se ha publicado (Stateva et al., 2015). De manera interesante se observo que
ocurren cambios en la absorbancia de la Ca?*-CaM-MEL con respecto a la Ca?*-
CaM. Los espectros de las dos condiciones se analizaron con diferentes niveles
de pH: 3.5 (figura 3A), 4.5 (figura 3B), 6.5 (figura 3C), y 7.5 (figura 3D) que es
donde se observaron diferentes conformaciones de la CaM por electroforesis 2D.
A pH 4.5 no se observaron cambios en la absorbancia en presencia de MEL. Sin
embargo, en las otras condiciones la absorbancia disminuy6 en presencia de MEL
con respecto a la Ca?*-CaM. Estos resultados sugieren que la MEL puede

favorecer cambios conformacionales en la Ca2*-CaM.
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Figura 3. Cambios conformacionales de la Ca?*-calmodulina producidos por la
interaccioén con la melatonina. Se analizé por espectroscopia UV-visible el
espectro de absorbancia de la Ca?*-calmodulina (Ca?*-CaM, 120 uM) y de la Ca?*-
CaM-melatonina (MEL, 0.1uM) en diferentes valores de pH A) 3.5, B) 4.5, C) 6.5y
D) 7.5. Las muestras se incubaron con 0.1 mM de CaClz en buffer Tris (20 mM)
con 10 mM de Cl2Mg. Los valores de absorbancia fueron normalizados. En las

graficas se muestran los valores representativos.
9.2.3. Espectroscopia Raman

La espectroscopia de Raman es una técnica que nos permite analizar cambios
conformacionales en la estructura de las moléculas, las cuales presentan una
huella particular que depende las vibraciones y torciones de cada uno de sus

enlaces. En el caso de las proteinas es posible obtener su huella especifica
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identificando las diferentes zonas detectadas por Raman (Jones et al., 2014,
Rygula et al., 2013). Asi, se obtuvieron los espectros de Ca?*-CaM, Ca?*-CaM-
MEL 107 My Ca?*-CaM-MEL 10° M (figura 4A). En cada uno de los espectros se
aprecian zonas relacionadas a las de la amida tipo | enriquecidas para la
conformacién a-hélice con nimero de onda 1654 cm, y se complementa con la
zona de la amida tipo Il que para la conformacién de a-hélice se encuentran los
picos en el nimero de onda de 1270 a 1300 cm™. Dichas zonas coinciden con los

experimentos de la conformacién de la CaM de (Seaton et al., 1983).

Para analizar cuales son las conformaciones que adopta la CaM en presencia de
diferentes concentraciones de MEL (1077 y 10° M) se realiz6é un andlisis de
componentes principales (PCA) que permite identificar los cambios en cada uno
de los nimeros de onda de la CaM en presencia de las diferentes concentraciones
de MEL. Se obtuvieron dos componentes principales CP1y CP2 que representan
el 51.5% y el 24.7% respectivamente (para un total de 76.2%) de la variabilidad
total del experimento. En la figura 4B se observa que por lo menos la condicion de
Ca?*-CaM y Ca?*-CaM-MEL 107 M forman cada una su grupo y la condicién con
MEL 10° M presenta un grupo intermedio. También se analizé en los
componentes (CP1 y CP2) cuales son las zonas en las que se identificaron los
cambios y a que componente pertenecen. Se observé que hay cambios en las
zonas pertenecientes a las amidas | y lll y que estan enriquecidas principalmente
en el componente 2 (figura 4C). Estos resultados indican que la Ca?*-CaM adopta

diferentes conformaciones en funcion de la concentracion de la MEL. Ademas,
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apoyan que existe una interaccién entre la Ca?*-CaM y la MEL gradual y

dependiente de la concentracion de MEL.
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Figura 4. Espectros de la calmodulina en presencia de la melatonina obtenidos por

espectroscopia de Raman. La Ca?*-calmodulina (Ca?*-CaM) se analiz6é por

espectroscopia de Raman en presencia de dos

concentraciones de melatonina

(MEL, 107y 10° M) o el vehiculo (A). Se realiz6 un andlisis de componentes

principales (PCA) y en (B) se muestran dos de estos componentes con los grupos

de las tres condiciones. También se muestra la variacion explicada del PCA para

los dos componentes del nimero de onda (C). En la grafica A se muestra la media
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aritmética (linea gruesa) para cada espectro y la desviacién estandar (parte
sombreada). Por lo menos se obtuvieron 13 espectros por cada condicion con las

mismas caracteristicas de muestreo.

9.2.4. Colocalizacion de la calmodulina y la melatonina por microscopia confocal

Para discernir si la interaccion de la CaM-MEL ocurre in vivo se analizaron cortes

coronales de cerebro de ratdn. En particular se estudi6 la region del hipocampo.

Para probar si habia una coincidencia espacial (colocalizacion) entre la molécula
de MEL y la de CaM como una aproximacion para mostrar su interaccién. Los
ratones fueron inyectados de manera intraperitoneal con MEL (16 mg/Kg) y con el
Veh en la fase oscura del fotoperiodo. Los cortes se marcaron con los anticuerpos
anti-MEL y anti-CaM. En la imagen de la figura 5 la CaM se observa en color verde
y la MEL en color rojo. Para el andlisis de colocalizacién se buscaron de manera
automética dichos sitios, mismos que en la figura se aprecian en color amarillo. De
manera general se encontraron mas sitios de colocalizacién en el ratén tratado
con MEL (figura 5B) que con el Veh (figura 5A). En el ratén tratado con MEL
(media=10.9, EEM=1.50) los sitios de colocalizacion fueron 77% (figura 5C) mas
abundantes que aquellos que fueron tratados con el Veh (media=2.5, EEM=0.98).
Los sitios identificados como de colocalizacion se consideraron validos si
presentaron un coeficiente de correlacion de Pearson mayor o igual a 0.5. El
analisis estadistico de t anidado nos mostré que no hubo diferencias significativas
entre ratones con el mismo tratamiento, sin embargo, si se encontraron diferencias

significativas entre tratamientos. Con estos resultados se sugiere que la CaM y la
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MEL pueden compartir el mismo espacio, y con esto existe la posibilidad de que

ambas moléculas estén unidas.
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Figura 5. Estudio de la colocalizacion de la CaM con la MEL in vivo. Las
rebanadas coronales de hipocampo de raton se incubaron con anticuerpos anti-
calmodulina (CaM) (verde) y anti-melatonina (MEL) (rojo) y se marcaron con
anticuerpos secundarios para inmunofluorescencia. En (A) se muestra una imagen
representativa de una zona de una rebanada de hipocampo marcada con
anticuerpos que reconocen a la CaM y MEL con los sitios de colocalizacion
(flechas y puntos amarillos) en los cortes tratados con el vehiculo (Veh) y en la
seccion (B) se muestran los sitios de colocalizacion (flechas y puntos amarillos) en
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los cortes tratados con MEL. Se muestran la imagenes simples con la sefial de
CaM en verde y en rojo la sefal de la MEL. La sefial azul corresponde a la tincién
de los nacleos con DAPI. Los sitios de colocalizacion en el hipocampo fueron
cuantificados en las dos condiciones Veh y MEL (C). La gréfica de caja y bigote
(mediana, maximos y minimos) muestra datos obtenidos de ratones inoculados,
de manera intraperitoneal, con el Veh y con MEL. Los datos se tomaron de dos
imagenes obtenidas al azar de dos rebanadas coronales de dos ratones para el
caso del Veh. Para la condicién con MEL se utilizaron tres ratones con la misma
estrategia de muestreo. Los resultados fueron analizados con una prueba anidada

de t, * p<0.05.
9.3. Actividad de la calmodulina en su interaccién con la melatonina

Después de analizar las conformaciones que adopta la CaM al interactuar con la
MEL en los microambientes acuoso Y lipidico se estudiaron los posibles efectos de
la conformaciones que adoptd la CaM sobre la funcionalidad de esta proteina.
Para esto, se determiné la capacidad de la CaM de activar a una de sus proteinas
blanco, la CaMKIl en ambiente acuoso Y lipidico. Se observo que la CaMKII
activada en el medio acuoso por la Ca?*-CaM increment6 dos veces su actividad
con respecto a la CaM sin Ca?* (EGTA) (figura 6A). La actividad basal de la
EGTA-CaM (media=46,519, EEM=12,704) presentd una actividad minima con
respecto a la actividad de la CaMKIl en presencia de Ca?*-CaM en ambiente
acuoso (media=443,671, EEM=12,704) y lipidico (media=205,251, EEM=37,757).
La actividad de la CaMKII se determind en presencia de diferentes

concentraciones de MEL. Se observaron cambios significativos en la actividad de
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la CaMKII con MEL 107y 10°°M en el microambiente acuoso. La concentracién de
10 M no se tomd en cuenta, ya que nosotros buscamos una efecto fisiolégico y la
concentracion de 10° M se considera como efecto farmacoldgico (Cecon et al.,
2021). La MEL a una concentracion de 107 M, que es la observada en el liquido
cefalorraquideo durante la noche, incrementé la actividad 31.6% con respecto al
basal o vehiculo (figura 6B). En el microambiente lipidico la concentracion de MEL
que produjo cambios significativos fue de 10" M en la cual se observé que la
actividad de la CaMKII disminuy6 un 70% con respecto a su basal (figura 6B). Con
estos resultados observamos que la MEL puede regular de manera contrastante la

actividad de la CaM dependiendo del microambiente en el que se encuentre.
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Figura 6. Efecto de la melatonina sobre la actividad de la CaMKIl. Se muestra la
actividad basal de la CaMKII en presencia de la calmodulina (CaM) activada con
Ca?* o sin activar en presencia de EGTA en un ambiente acuoso o lipidico (A). La

actividad de Ca?*-CaM-CaMKII se cuantific6 como la diferencia entre la actividad
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basal de la Ca?*-CaM-CaMKIl y la Ca?*-CaM-CaMKII-melatonina (MEL)
expresadas como porcentajes (Ay;%) con diferentes concentraciones de MEL en
el rango 101, 10°, 107, 10 M en medio acuoso o lipidico. El valor de cero en la
grafica es la actividad media basal de la Ca?*-CaM-CaMKII en cada ambiente,
ilustrado con una linea punteada (B). Para el analisis se aplic6 un modelo de
ANOVA de una via y una prueba de comparaciones multiples de Tukey. Las
diferencias significativas (p<0.05) entre el vehiculo (acuoso o lipidico) y las
diferentes concentraciones de MEL estan indicadas con un asterisco (*). (#) indica
la diferencia significativa entre el valor global de los ambientes lipidico y acuoso.
En la grafica A, literales diferentes muestran una significancia de p<0.05. Los
resultados estan representados como graficas de caja y bigote con la mediana, el
primer y el tercer cuartil con valores maximos y minimos. Para cada experimento

por lo menos se realizaron 4 réplicas experimentales.

9.4. Efecto antioxidante de la melatonina sobre la calmodulina en un ambiente

prooxidante

Una vez que se analizo la interaccion de la CaM-MEL y sus efectos sobre la
actividad de la CaMKII en los microambientes lipidico y acuoso, se estudio el
efecto de la MEL sobre la oxidacién de la CaM activada con Ca?* y en ausencia de
Ca?* y en presencia del quelante EGTA. La oxidacion se determiné mediante la
deteccion de la carbonilacién de la CaM en sus dos conformaciones (Ca?* y
EGTA) por WB en las siguientes condiciones: CaM-vehiculo (CaM-Veh), CaM-
MEL, CaM-especies reactivas de oxigeno (CaM-Ox) y Ca?*-CaM-Ox-MEL. En

verde se identifico la sefial de la CaM, en rojo la sefial de la proteina oxidada
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(carbonilada) y en amarillo la combinacién de las dos sefiales (figura 7A). Las
moléculas se incubaron en un ambiente prooxidante con 10 mM H202. La CaM se
separd en geles de poliacrilamida del 4 al 20%. La CaM carbonilada se detect6
con un anticuerpo anti-DNPH y la CaM total con un anticuerpo anti-CaM. La Ca?*-
CaM en presencia de especies reactivas de oxigeno (Ca?*-CaM-Ox, media:
8.7x107, EEM=1.3x10") mostré un aumento de aproximadamente 5 veces en la
sefial de carbonilacion con respecto al Veh (Ca?*-CaM-Veh, media=1.7x107,
EEM=0.4x107). La Ca?*-CaM pre-incubada con MEL expuesta al ambiente
prooxidante (Ca?*-CaM-MEL-Ox, media=4.4x107, EEM=0.8x10") mostr6 una
disminucion de la sefial de carbonilacion del 50% de manera significativa (figura
7B). En el caso de la EGTA-CaM, no se observé ningun cambio significativo en la
sefal de carbonilacion en ninguna de las condiciones. Con esto se sugiere que la
MEL puede aminorar la oxidacién de la Ca?*-CaM y que cuando adopta esta

conformacién es mas susceptible de ser oxidada.
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Figura 7. Efecto de la melatonina en la oxidacion de la calmodulina. La
calmodulina (CaM) se incubd en un medio prooxidante (10 mM H202) y se
determinaron los niveles relativos de la carbonilacion por Western blot (WB) (A).
Se determind la oxidacion de la CaM con la conformacion de mancuernilla que
adopta en presencia de Ca?* (azul) y la CaM con una conformacién al azar que
adopta sin Ca?*y con EGTA (negro). Esas conformaciones de CaM se incubaron
con el vehiculo (Veh), con MEL, con radicales libres de oxigeno (Ox) y la
combinacion MEL-Ox (B). Se muestra una imagen representativa del WB con las
diferentes condiciones y una grafica de puntos (con la media) con cada uno de los

experimentos. Se aplicé un modelo de ANOVA de dos vias y una prueba de
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comparaciones multiples de Tukey. * p<0.05 de la condicion CaM-Ox con respecto

a CaM-MEL-Ox.

9.4.1. Efecto de la melatonina sobre la actividad de la CaMKII en un ambiente

prooxidante

Se cuantificé la actividad de la CaMKII activada por CaM en condiciones libres de
Ca?* (EGTA), en presencia de Ca?*y, con Ca?*-MEL (1x107 M). La reaccién se
llevd a cabo en medio acuoso y en medio lipidico (figura 8A y 8B). En ausencia de
Ca?*y con EGTA no hubo una activacion de la enzima. En presencia de la CaM
activada por Ca?* incrementa la actividad de la CaMKIl. En tanto que en presencia
de MEL (Ca?*-CaM-MEL) la actividad aumentd 74.4% con respecto a la condicion
de Ca?*-CaM. En medio lipidico (figura 8B) y en presencia de MEL (Ca?*-CaM-
MEL) se observo una disminucion del 65.4% con respecto a la actividad
determinada en presencia del Veh y Ca?*-CaM. Se cuantificé el efecto de los
radicales libres de oxigeno sobre la actividad de la Ca?*-CaM-CaMKII con
concentraciones de H202 (10-°,104,103 y 102 M). Esta aument 42.5% en un
microambiente acuoso con respecto a la condicidon sin H202 (basal) y al
microambiente lipidico (50.7%). En este ultimo se observo una ligera disminucién
(8.25%) en la actividad enzimatica con respecto a la basal (figura 8C). En
presencia de MEL (1x1077 M) se observé que no hubo diferencias con respecto al

basal y entre microambientes (figura 8D).

La actividad enzimética de Ca?*-CaM-CaMKII se analizé en presencia de BSA 'y
con la condicién de MEL (1x107 M) en ambiente acuoso. En la condicién basal
(sin H202) no se observo diferencia entre las condiciones de BSA con y sin MEL
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(figura 8E). Con las concentraciones de 10°,10%,10° y 10> M de H202 y BSA con

y sin MEL (1x10°7 M) se observé que en ausencia de MEL hubo una ligera

disminucién (5.5%) en la actividad enzimatica con respecto al basal y una

diferencia del 4% con respecto a las condiciones con MEL (figura 8F).
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Figura 8. Efecto de la melatonina en la actividad de la CaMKII en un ambiente
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de EGTA o Ca?* y melatonina (MEL) en un ambiente acuoso (A) o de Ca®* y MEL
en un ambiente lipidico (B). El efecto de la MEL sobre la actividad enzimatica de
Ca?*-CaM-CaMKII se probé con diferentes concentraciones (10-°, 104, 103, 102
M) de radicales de H202 en ambiente acuoso Y lipidico (C). Se analiz6 el efecto de
la melatonina (MEL, 107 M) sobre la actividad enzimética de Ca?*-CaM-CaMKI|
con las mismas concentraciones de radicales de H202 en ambos ambientes (D).
Finalmente, en presencia de BSA se cuantificoO de manera basal la actividad de
Ca?*-CaM-CaMKII (E) y el efecto, sobre esta misma actividad enzimaética, de las

concentraciones de radicales de H202 en el ambiente acuoso (F).

9.5. Radicales libres de oxigeno y lipoperoxidacién en los precursores

neuronales olfatorios derivados de sujetos control y con esquizofrenia

Se cuantificé por microscopia la presencia de radicales libres de oxigeno con
CellROX™ vy |a lipoperoxidacién con el compuesto BODIPY™ 581/591 C11 en
células vivas de un sujeto control (figura 9A) y uno con esquizofrenia (figura 9B).
Se cuantificé su intensidad de fluorescencia en por lo menos 10 células por
imagen y se compararon las condiciones. Se observé que no hubo diferencia en la
intensidad de los radicales libres de oxigeno entre los sujetos control (media=106,
DE=36) y los sujetos con esquizofrenia (media=109, DE=29).(figura 9C). Para la
lipoperoxidacién se observd que los sujetos con esquizofrenia presentaron una
lipoperoxidacién con media=17 y DE=5 y los sujetos control presentaron una
media=12 y DE=3. Se realizé una prueba de t, donde p<0.05 se considerd
significativa y dichos niveles de lipoperoxidacion entre las dos condiciones no

fueron significativas.

44



Radicales de
oxigeno

Lipoperoxidacién

Esquizofrenia

y ’,‘\:&

Radicales de
oxigeno

Lipoperoxidacion

c 250 40+
@ 200 ° S ¢
@ o ° S 30
o [ 4 © 8
=5 [ J
g ST " ] R .
< X= 9 = 207 °
© < 1004 = o
53 3 g
g C 8  10-
o 50 e e 5
0- 0-
_
2 @ .0 @
,.oo\z 60\ \(o %0\0 ‘O\ QQQ
S & &
&€ » P
< <

Figura 9. Deteccion de radicales libres de oxigeno y lipoperoxidacion en células de
pacientes con esquizofrenia. Se obtuvieron imagenes de la presencia de radicales
libres de oxigeno (rojo) y de lipoperoxidacion (verde) de células de sujeto control
(A) y con esquizofrenia (B). Se comparo la intensidad media de fluorescencia
(IMF) y se graficé cada una de las células que fue analizada (C). Los datos se

obtuvieron de un sujeto control y de uno con esquizofrenia con dos repeticiones de
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las cuales se tomaron dos imagenes por repeticion y el analisis se realiz6 en por lo
menos de 10 células. Se marco la membrana (gris) como forma de referencia. Se
realiz6 un prueba de t para muestras no pareadas y se consider6 una n=2, *,

p<0.05.

10.Discusién

En 1993 se demostrd por primera vez, por ensayos de unioén ligando receptor que
la MEL se une a la CaM. Afios después, esta unidén y su dependencia de la
presencia de Ca?* se corrobor6 por medio de resonancia magnética nuclear (RMN)
(Benitez-King et al., 1993; Ouyang & Vogel, 1998; Turjanski et al., 2004). La unién
de MEL a CaM se observo en el primer caso en el rango nanomolar y en un
microambiente lipidico y en el segundo caso, en el rango milimolar y en un
ambiente acuoso. Aunada a esta informacion, se demostro en la década de los
noventa que la unién de MEL a CaM con concentraciones en el rango de 10°M a
10-° M, antagoniza la actividad de la fosfodiesterasa de AMPc, la de la CaMKIl in
vitro, asi como la polimerizacién de los microtibulos. Afios después se demostrd
gue la actividad de la CaM se estimulaba en un sistema mas complejo. En los
cultivos organotipicos de cerebro de rata incubados con MEL y en particular en el
hipocampo se observé la formacion de nuevas dendritas y un aumento en su
complejidad. Estos resultados, desde la perspectiva de la fisiologia, son

aparentemente opuestos y contradictorios. Sin embargo, el andlisis de las
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condiciones de estos ensayos sugirié que los efectos de MEL sobre la actividad de
CaM, aparentemente contradictorios podrian obedecer al microambiente (Benitez-
King et al., 1993). Por lo anterior, en este trabajo se considerd analizar la union de
la MEL a la CaM en dos microambientes que se encuentran en el interior de las
células: El microambiente acuoso que esté localizado en el citosol y el
microambiente lipidico que esta localizado principalmente en la membrana
plasmatica y las membranas intracelulares como son el reticulo endoplasmico, el
aparato de Golgi, los lisosomas y los exosomas. También, se estudié el efecto de
los gradientes de concentracion de diferentes potenciales de hidrégeno (pH) sobre
la unién de la MEL con la CaM. Se estudié ademas las consecuencias fisiologicas
de la unién de MEL con CaM evaluando la actividad de la CaMKII en los dos tipos
de microambiente. Finalmente, se definié si esta interaccidén ocurre in vivo en un
modelo murino y en el giro dentado del hipocampo en donde la CaMKII se
encuentra en gran abundancia y participa en la neuroplasticidad, asi como en la

cognicion y la memoria.

En una primera etapa se caracterizaron las conformaciones que adopta la CaM en
presencia de diferentes concentraciones de la MEL en un rango de 101t a 10° M.
En este sentido, es importante sefialar que el rango estudiado es el que se ha
observado en diversos organismos. La concentracion de MEL que circula en el
plasma durante la noche es de 10 M. En tanto que la que circula en el liquido
cefalorraguideo en la misma etapa del fotoperiodo es de 10-” M. La concentracién
tisular de MEL que se alcanza por sintesis mitocondrial extrapineal y que no

depende de la oscuridad se ha descrito que alcanza una concentracién de 10° M.
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La estructura tridimensional de la CaM se ha estudiado ampliamente por varios
métodos (Chou et al., 2001; Hye et al., 2008; Johnson, 2006; Shukla et al., 2016).
Estos estudios indican que la CaM adopta un gran nimero de conformaciones y
diferentes subestadios que son inducidos principalmente por el Ca?* y sus
proteinas blanco (Junker & Rief, 2009; Meyer et al., 1992; Stigler et al., 2011). Las
conformaciones de CaM se han caracterizado por medio de su separacion
electroforética en geles nativos (Chou et al., 2001; Johnson, 2006; Shukla et al.,
2016) debido a que la movilidad de las proteinas en un campo eléctrico depende
de las fuerzas electrostaticas conductoras en un campo hidrodindmico, asi como
de la composicion de aminoécidos, la carga, la forma, la masa, asi como las
caracteristicas del ambiente como la viscosidad. De manera importante se ha
descrito que los gradientes de pH pueden inducir cambios en la estructura de la
CaM (Atilgan et al., 2011) y que la movilidad electroforética de la Ca?*-CaM y de
EGTA-CaM es diferente en buffers acuosos como se mostrd en este trabajo y que
como mencionamos anteriormente dependen de los cambios en la conformacion
estructural de la CaM (Benitez-King et al., 1991b; Heydorn et al., 1987; Juhasz et

al., 2020).

Basados en estas evidencias, en este trabajo caracterizamos los cambios
conformacionales de la Ca?-CaM y la EGTA-CaM inducidos por MEL en un
ambiente acuoso Y lipidico mediante su separacién por electroforesis 2D en geles
nativos. Los resultados obtenidos indican que la MEL induce modificaciones
estables en la conformacion de la Ca?*-CaM en los microambientes, lipidico y

acuoso. Es importante sefialar, que el buffer lipidico estd formado por
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fosfatidilcolina, un lipido que tiene la capacidad de formar liposomas los cuales se
han utilizado como un modelo experimental para estudiar la actividad de proteinas

que son dependientes de los lipidos de la membrana (Tamkun et al., 1984).

Estudios previos indican que el cambios conformacional que adopta la CaM en
presencia de Ca?*(estructura de mancuernilla) produce un incremento en la
movilidad relativa de esta proteina con respecto a la CaM sin Ca?* que tiene una
estructura al azar cuando se separa por electroforesis unidimensional (Ohya’, 1987).
En este trabajo encontramos que la movilidad relativa de la CaM activada por Ca?*
y separada en geles de poliacrilamida SDS PAGE se increment6 con respecto a la
CaM en presencia del quelante de Ca?* EGTA. Esta diferencia fue mas aparente en
geles nativos no desnaturalizantes. Sin embargo, se observo que disminuyd la
movilidad relativa de la CaM activada por Ca?*. Estos resultados apoyan estudios
previos en los que se demostré que los cambios conformacionales que adopta la
CaM son evidenciados por cambios en la movilidad electroforética de esta proteina.
En el mismo sentido, se ha demostrado que los antagonistas de la CaM que se unen
en la hendidura hidrofébica de la CaM también modifican la movilidad relativa de la

CaM.

En este trabajo, para validar el método de separacion de la CaM por electroforesis
separamos a la CaM de cerebro de bovino en condiciones desnaturalizantes SDS-
PAGE. Se observo una sola banda con un peso molecular de 16 KDa indicando que
el cambio en la movilidad electroforética no se debié a degradacion de la proteina.
Estos resultados sugieren que los cambios en la movilidad relativa de CaM se deben

a la interaccion de la CaM con MEL y de los efectos del microambiente. Ademas de
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estos resultados, se observaron cambios en los puntos isoeléctricos y movilidad
relativa de la CaM en presencia de Ca?* y MEL por electroforesis en 2D confirmando
que la union de MEL a CaM induce cambios conformacionales de la proteina, entre
estas se observo que la conformacion de CaM con Pl de 3.5 fue la mas abundante
en el microambiente lipidico. Ademas, en presencia de MEL, la Ca?*- CaM adoptd
5 conformaciones de Pl 4.7 y diferente peso molecular. Las diferencias en la
movilidad relativa de la CaM separada por electroforesis unidimensional se
relacionan con el tamafio de la proteina y la carga neta. En cambio, la separacién
de la CaM por isoelectroenfoque se relaciona con los cambios conformacionales
que exponen los grupos cargados de aminoacidos a lo largo del gradiente de pH.
Por lo anterior, los cambios en movilidad electroforética y Pl se pueden asociar con

cambios conformacionales estables que esta proteina adquiere por la union de MEL.

Con respecto al complejo CaM-MEL podemos resaltar los siguientes hallazgos: 1)
Se observé el mayor efecto del Pl sobre la interaccién de MEL con Ca?*-CaM en
microambiente acuoso. 2) Los cambios minimos se producen en las conformaciones
de CaM en ausencia de Ca?* en el microambiente acuoso. 3) Se produjo un

incremento de algunas conformaciones del complejo CaM-MEL en buffer lipidico.

Es importante sefalar que en nuestro estudio encontramos 9 conformaciones
estables que se forman en presencia de MEL y que pueden ser explicadas por

algunas propiedades estructurales y fisicoquimicas de la CaM.

Se han descrito al menos 45 estructuras conformacionales de CaM (Chen et al.,
2006). Ademas, se ha documentado la formacién simultdnea en un microambiente
acuoso de dos subestadios de CaM marcada con grupos fluorescentes en los dos
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sitios opuestos de los dominios EF-hand (Johnson, 2006). Estos subestadios de
CaM estan relacionados con variaciones en el tamafio de la proteina, con cambios
que varian de una forma cerrada en la CaM sin Ca?* a una forma abierta en la CaM
con forma de mancuernilla por la unién de Ca?* (Kuboniwa et al., 1995). Ademas,
los antagonistas de la CaM se unen en las bolsas hidrofébicas de la CaM localizados
en los dominios EF-hand y también producen cambios conformacionales
importantes en esta proteina en presencia de Ca?*. Es importante sefialar que la
MEL se une en los dominios hidrofobicos a los que se unen los antagonistas de la
CaM, con la diferencia de que la MEL es un compuesto enddgeno que se produce
en la glandula pineal y tejidos extrapineales y que antagoniza a la Ca?*-CaM (Cinar
& Czeslik, 2018). La evidencia sugiere que la interaccion del ion Ca?*-CaM con MEL
en un microambiente acuoso modifica la conformacion de la proteina posiblemente

como un estabilizador de la conformacién adoptada en estas condiciones.

Para corroborar que la MEL induce diferentes conformaciones de la CaM en
presencia de Ca?* se realizaron ensayos de espectroscopia UV-vis (Stateva et al.,
2015). Se analizaron grupos funcionales en los péptidos que conforman a la CaM,
y se identificaron patrones relacionados con la conformacion de esta proteina. Los
resultados nos identificaron que la presencia de MEL genera un cambio en los
patrones previamente descritos para la CaM y que, de manera adicional, estos
cambios dependen del pH. Con estos resultados identificamos que la presencia de
la MEL modifica la conformacién de la Ca?*-CaM por lo menos en los grupos
sensibles a la espectroscopia. Ademas, las conformaciones adoptadas por la CaM

son dependientes del pH. Los resultados aqui apoyan el concepto de que la CaM
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adopta conformaciones multivariadas que dependen del microentorno y de las

moléculas que se le unen.

La interaccién Ca?*-CaM-MEL también se estudi6 con la técnica de espectrometria
de Raman, con la cual es posible generar una “huella” particular mediante un
espectro de la conformacion/estructura de la CaM (de Gelder et al., 2007; Jones et
al., 2014; Rygula et al., 2013; Seaton et al., 1983). Con la huella es posible identificar
cambios conformacionales de las proteinas en presencia de los ligandos que se le
unen. Cuando la MEL interactta con la Ca?*-CaM, observamos que hubo cambios

en la zona de la estructura a las cuales son abundantes en esta proteina.

Con los espectros de Raman obtenidos, se realiz6 un andlisis de componentes
principales (PCA) con el cual identificamos que los cambios conformacionales en
rangos especificos de los cambios en la longitud de onda de la Ca?*-CaM con la
MEL dependen de la concentraciéon de la MEL (10° y 107 M), ya que es posible
identificar tres grupos en los que uno de ellos se considera intermedio entre la
concentracion mas alta de MEL y la CaM basal. Con esto podemos corroborar que
la MEL interactia de manera gradual con la Ca?*-CaM y que también genera
cambios conformacionales en dicha proteina. Por lo tanto, con estas tres formas de
abordar la interacciéon de CaM con la MEL podemos concluir que la MEL se une a
la CaM y que genera cambios conformacionales que dependen del microambiente

y de la concentracion de la MEL.

La relevancia bioldgica de la interaccion entre la proteina mas versatil y estudiada

que une Ca?*, la CaM, con la MEL se exploré en un microambiente lipidico y
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acuoso evaluando la actividad de un importante blanco de la CaM, la enzima

CaMKII In vitro.

Los efectos de la MEL sobre la conformacion de la Ca?*-CaM que se forman en
los dos microambientes probados se correlacionan con la actividad de la CAMKII.
En el buffer acuoso, observamos un incremento en la actividad CaMKII, en tanto
gue en el microambiente lipidico la interaccién de Ca?*-CaM con MEL disminuye la
actividad de esta enzima. Estos datos concuerdan con estudios previos en los que
la actividad de la enzima se estimuld en cultivos organotipicos y se inhibio en
ensayos de reconstitucion en el tubo de ensayo. Estos datos indican que existe
una regulacion opuesta en la actividad de la enzima que depende del
microambiente, el cual favorece de distintas formas la interaccion de la MEL
(molécula anfifilica (Dies et al., 2015; Yu et al., 2016)) con los residuos
hidrofébicos o hidrofilicos de la CaM (Follenius & Gerard, 1984; Jensen et al.,
2015; LaPorte et al., 1980; Tanaka & Hidaka, 1980), es decir, se favorecen
diversas conformaciones segun el microambiente, que activan o inhiben a la

CaMKII.

Para discernir si la MEL se une a la CaM in vivo se administrd de forma
intraperitoneal la MEL a ratones. La interaccién de la MEL con la CaM se estudi6
por microscopia confocal que permite observar la colocalizacién entre dos
moléculas utilizando anticuerpos especificos acoplados a un fluorocromo (Dunn et

al., 2011).

Se determinaron los sitios de colocalizacidon en el hipocampo de ratén en donde la
CaMKIll y la CaM se encuentran con relativa abundancia. Ademas, la CaMKII
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participa en la dendritogenesis y la neurogénesis desencadenada por MEL en esta

region del cerebro (Dominguez-Alonso et al., 2012).

Los resultados obtenidos mostraron zonas “enriquecidas” de CaM y de MEL, asi
como sitios de colocalizacién de las dos moléculas. Es importante sefialar que
dichos sitios sefialan la coincidencia espacial entre las dos moléculas, sin
embargo, dado el tamafio de la MEL (aproximadamente dos aminoacidos 0.232
kDa) y el tamafio de los anticuerpos involucrados (en promedio 150 kDa) para
identificar a las moléculas, es posible que la MEL unida a la CaM no se pueda
identificar por medio de los anticuerpos debido al impedimento estérico. Sin
embargo, las zonas de colocalizacion nos muestran el lugar donde existe una alta

posibilidad de la interaccion CaM-MEL.

La oxidacion de la Ca?*-CaM y de la EGTA-CaM produce un cambio
conformacional debido a que se oxidan las zonas hidrofébicas que contienen MEL
(Sharp & Tomer, 2007). Se realizaron experimentos de WB para caracterizar el
nivel relativo de carbonilacion (oxidacién de los residuos prolina, arginina, lisina 'y
treonina), asi como el corrimiento electroforético y se observd que en un ambiente
prooxidante, la oxidacion de la Ca?*-CaM en presencia de MEL disminuye su nivel
de oxidacion, con esto pueden suceder dos situaciones, 1) la MEL capta los
radicales libres de oxigeno (Fischer et al., 2008; Pieri et al., 1994; Purushothaman
et al., 2020; Reina & Martinez, 2018; Reiter et al., 2000) y por lo tanto no hay una
oxidacién mayor en la Ca?*-CaM, 2) la MEL al unirse a la Ca?*-CaM modifica su
conformacion y los residuos sensibles a carbonilacion no lo son més, cualquier

situacion intermedia entre los puntos se considera. Por otro lado, la CaM con
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EGTA (sin Ca?*) no presenta cambios en sus niveles de carbonilaciéon en un
microambiente prooxidante, asi, con eso la EGTA-CaM no presenta grandes
cambios en la carbonilacion y no es posible identificar un efecto antioxidante de la
MEL ya que 1) no expone los mismos residuos que la Ca?*-CaM (Finn et al., 1993;
Zhang et al., 1995), es decir, presenta otra conformacion que no permite los
mismos niveles de carbonilacion y, 2) la EGTA-CaM, no interactia de la misma
manera con la MEL, de hecho en algunas condiciones no se une a esta (Turjanski
et al., 2004), por lo que el efecto antioxidante de la MEL no se da, o sucede a
niveles infimos. Al final, la carbonilacion de la CaM depende del microambiente

prooxidante, de su conformacién y de la interaccion que se logra con la MEL.

La caracterizacion de la funcion de la CaMKIl en un ambiente prooxidante se
realizd en condiciones acuosas, lipidicas y en presencia de MEL. Se observé que
la presencia de radicales libres de oxigeno aumenta la actividad enziméatica de la
CaMKIl en un ambiente acuoso, en un ambiente lipidico dicha actividad disminuye.
La actividad de la CaMKII que se observa opuesta, en el caso del microambiente
acuoso, lo podemos relacionar a la interaccion con las conformaciones presentes
de la Ca?*-CaM y de la auto activacion que tiene la enzima por los radicales libres
(Erickson et al., 2011; Luci¢ et al., n.d.; Luczak & Anderson, 2014; Zhao et al.,
2020). En el ambiente lipidico posiblemente los cambios conformacionales en las
proteinas no favorecen de la misma manera a la actividad de la enzima, asi como,
la presencia del lipido también puede estar captando radicales libres. Una vez que
se agrego la MEL, los niveles de actividad de la CaMKIl en un ambiente

prooxidante se mantuvieron similares a los del basal en los dos microambientes,
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con este resultado podemos decir que la MEL més alla de que presente un efecto
antioxidante como captador o como estabilizador de ciertas conformaciones en la
Ca?*-CaM, de manera global funciona como un regulador de la actividad
enzimatica a la alta 0 a la baja que depende de distintos factores como el pH, la
presencia de radicales libres de oxigeno, el ambiente hidrofébico o hidrofilico. La
presencia de MEL favorece ciertas conformaciones en la Ca?*-CaM que dependen
del microambiente. Se abordo el efecto de una proteina captadora de radicales
libres, la BSA (Kouoh et al., 1999), y se observd que en ambiente acuoso la
actividad de la CaMKII tiende a disminuir con respecto al basal y en presencia de
MEL la actividad en promedio se comporta como el basal. Con esto tenemos que
mas alla del efecto antioxidante de la MEL, como ya se comento, es también el de

una molécula reguladora que impacta en diferentes niveles de organizacion.

La esquizofrenia es un padecimiento neuropsiquiatrico cuya etiologia esta
relacionada con alteraciones y el neurodesarrollo, asi como con altos niveles de
radicales libres, ya que estos presentan poca regulacion en sus mecanismos
antioxidantes (Chowdari et al., 2011; Yao et al., 2001; Yao & Keshavan, 2011) asi
como también en sus niveles de MEL (Anderson & Maes, 2012; Baandrup et al.,
2016; Lai et al., 2011; Park et al., 2011; Uguz et al., 2016). Por lo que en la dltima
parte del proyecto como una primera aproximacion para estudiar las posibles
interacciones entre la MEL y la CaM en un modelo traslacional de esquizofrenia
caracterizamos los niveles de radicales libres de oxigeno y la lipoperoxidacion en
células del neuroepitelio olfatorio de pacientes con esquizofrenia. Se observé por

medio de microscopia confocal que las células de pacientes con esquizofrenia
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(comparadas con las células de los sujetos control) presentaron los mismos
niveles de radicales libres de oxigeno. Otra condicidén que se cuantificé fueron los
niveles de lipoperoxidacion mediante la tincion de estos sitios, los cuales
presentan un ligero aumento en los pacientes con esquizofrenia (dicha diferencia
no fue significativa). Es importante sefialar que solo se analizé un sujeto control y
un sujeto con esquizofrenia, sin embargo, es posible identificar ciertas diferencias
en los niveles de lipoperoxidacion, queda la idea de identificar dicha
lipoperoxidacion con mas sujetos. Aun asi, podemos sugerir que la repercusion de
estas condiciones, con los experimentos in vitro de MEL antes mencionados, nos
lleva a sugerir que la regulacién que genera la MEL en zonas de mayor oxidacion
es deficiente ya que los mecanismos reguladores de la oxidacion enzimaticos
(SOD, CAT, GPx) o no enziméticos (GSH, MBPs, UA) estan desregulados. El
impacto en la oxidacion de los lipidos nos lleva a presentar funciones alteradas en
la membrana mismas que dado el dafio en las neuronas, impactan en su actividad.
Participando asi en las caracteristicas de la enfermedad (Dietrich-Muszalska &

Kontek, 2010; Joshi & Pratico, 2014; Murray et al., 2021).

Es importante sefialar que aun falta caracterizar la oxidacion de la CaM en las
células de pacientes, ya que los efectos de los radicales libres pueden estar
modificando las vias y zonas en las que se encuentra y participa la CaM, asi como
todas las demas proteinas, como la CaMKII, que al final convergen en diferentes

respuestas.
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11.Conclusiones

La unién de la MEL a la Ca?*-CaM depende del microambiente y de su
concentracion. Dicha unién regula la conformacion, la oxidacién, asi como la
actividad de la CaM; lo cual impacta en la funcién de sus enzimas blanco, como la
CaMKII. Estos eventos estan involucrados en diferentes respuestas celulares,
mismos que si bien no son el origen de enfermedades como la esquizofrenia, si

pueden participar en sus caracteristicas patolégicas.
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