UNIVERSIDAD NACIONAL AUTC')NOMA’DE MEXICO
DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS
FACULTAD DE MEDICINA

EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA FORMACION
DE AXONES EN NEURONAS HUMANAS
TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
DOCTORA EN CIENCIAS BIOMEDICAS

PRESENTA:
TANIA CITLALLI GALVAN ARRIETA

TUTORA PRINCIPAL
DRA. GLORIA ACACIA BENT'[EZ KING
INSTITUTO NACIONAL DE PSIQUIATRIA RAMON DE LA FUENTE MUNIZ

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR

DRA. CAROLINA ESCOBAR BRIONES
FACULTAD DE MEDICINA

DR. FRANCISCO R. FERNANDEZ DE MIGUEL
INSTITUTO DE FISIOLOGIA CELULAR

CIUDAD DE MEXICO, AGOSTO, 2019



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIETOS

El presente trabajo se desarrollé en el Laboratorio de Neurofarmacologia del Instituto
Nacional de Psiquiatria “Ramén de la Fuente Muiiz”, bajo la direccion de la Dra. Gloria
A. Benitez King, a quien le agradezco su tutoria.

Agradezco con mucho cariio a mi comité tutoral conformado por la Dra. Carolina
Escobar Briones y al Dr. Francisco R. Fernandez de Miguel, por su apoyo y sus
valiosos comentarios sobre mi trabajo de investigacion.

A mis revisores de tesis: la Dra. Marcela Valdés, el Dr. Rafael Salin, el Dr. Gabriel
Roldan y el Dr. Julio Moran gracias por su tiempo y sus valiosas observaciones.

El proyecto de doctorado fue financiado por una beca CONACyYT con clave 261700 y
por Productos Medix® S.A. de C.V.

Al Posgrado en Ciencias Biomédicas por su apoyo y paciencia, en especial a Eva...
gracias por todo



DEDICATORIAS

A mi madre “Maria” por estar en todo momento, por no dejarme vencer nunca
y por confiar en mi siempre, a mi abuela “Mama Lupe” por esos apapachos que
curan el alma, a mi Viejo, mi angelito que me guia desde alld y quien me
ensend a ser valiente y siempre ver lo mejor de las personas (sé que estas
orgulloso). Gracias por su amor.

A este par Silvia y Mel, gracias por estar siempre, por escucharme, por
apoyarme en todo momento, por reir, gritar y llorar conmigo en los momentos
felices y en los no tanto. No sé qué haria sin ustedes...

A mi familia por eleccion: Silvia, Mel, Pam, Karla, Tuch, Pato, Mike, Sol,
Abraham, Osezno y Adrian, gracias por estar en las buenas, en las malas y en
las peores. Los quiero tanto.

A mi club de Tobby: Fede, Tofio y Oscar, por todos los momentos magicos y
por los que nos faltan... nos queda una pelea pendiente.

A los doctores Marcela Valdés, Héctor Chagoyan y Jesus Argueta, por estar
conmigo en los momentos mas complicados, por todo lo que me ensefiaron
durante mi estancia, por la confianza y sobre todo por su amistad (gracias por
las horas chela y mezcal). Gracias Marce por ensefiarme a no usar gerundios...

Al Dr. Miguel Asay, por sus consejos, por su sabiduria compartida y por esas
charlas de cigarro que me llenaban de historias.

Y a todos aquellos que no mencioné pero que siempre estan en mi corazon.
iGracias por hacerlo posible!



Louis Wain

Las neuronas son células de formas delicadas y elegantes, las misteriosas
mariposas del alma, cuyo batir de alas quién sabe si esclarecera algin dia el
secreto de la vida mental. Santiago Ramon y Cajall

The pineal, is proposed to be a “tranquilizing organ” that promotes homeostatic
equilibrium... Samir Malhotra


http://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=&url=http://felixinchausti.blogspot.com/2011/05/la-evolucion-de-la-esquizofrenia-de-un.html&psig=AOvVaw0873esXprjIVX7lHoraXF_&ust=1562279430259295

INDICE

2 DY 7 08 7
0 2000000 O 9
T8 LU0 i =) 1) 9
La hipotesis del neurodesarrollo en la fisiopatologia de la esquizofrenia. .......eeeene. 12
La hipotesis cronobioldgica de 1a @SQUIZOTENIA .......cueeeeeeeeeeeeeessseessssesssssesssssesssssesssssssssssessssanes 13
117 (T 0 11 - 15
MECANISIMOS A ACCION ...vcevurreeenseessseeesseesssssesesssssessssesessssessssseeess s esss b RS R e R RS R R R 17
Receptores a melatonina MTL Y MT 2. eeesssssesessssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssessssessssesssas 19
Melatonina y deSarrollo NEUIONAL ...t ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssasssanes 20
P 0 1102 1 T 22
Y DT 01 T ] Tl Y 0 (1) ¢ 28
El epitelio olfatorio como modelo del neurodesarrollo ........———————— 30
Planteamiento del Problema s sssssssssssssssssssssasasasas 30
HIP OTESIS tttrrsssssssssssssssssssssnsnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsnsssnsasasasasasasassssnsssssssesssesssnsn s s s snsnsnsasasasasasas 31
(@01 1= A Y0 T 1= =T L 32
ODbjetiVOS PartiCUlIAreS . ssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 32
L0111 U0 T O 11 ) 33
Tratamientos farmacolOZICOS ... ——————————————— 35
INMUNOfIUOTESCENCIA ...uerrrrrrisrssssesisrsn s 38
Tincion de INMUNOPErOXIAASA ....cuciciirrmsmsmsrsssmsmsssssssssssssssssssssssssss s sssmsasasassssssssssssssssnsssasassssssssnsssssanss 39
ANALiSiS MOTfOMELIICO .uuiiirsmsnsnsnmssssmsmsisssssssssssssssssss s snsssssss s sssssssss s s s s asasssssnsnsnssssasassssss s s s s anasens 39
Evaluacion de la secrecion por medio del colorante lipofilico FM1-43 .......ccconnnmsnsmscssssnsnans 40
Electrotransferencia 0 Western Blot ........ocussssssssssssssssssssssssssssssssssssss 42
ANALISiS EStAAISTICO cvviaieiesmsmsmsnsssssmssssssssssssssssssssssssss s ssssssssssssssssssssssssssssssssssssasassssssssssssssssssassssssssssssasasans 44
ST 1= 1o [0 44
Efecto de la melatonina en la formacion de axones en la clona de precursores neuronales
obtenidos del epitelio Olfatorio ... ————————— 44
Curso temporal del efecto de la melatonina sobre la formacion de axones..........couusiesesenns 47
La melatonina estimula la fosforilacion de la Glucégeno Sintasa Cinasa 3 Beta (GSK3f) en
una clona de precursores neuronales humanos ... ————— 49
Efecto de la melatonina sobre la formacion de las Sinapsis. .....cu———————— 51
Efecto de la melatonina sobre la secreciéon axonal y somatica medida con FM1-43 en los
precursores neuronales Olfatorios...... i ——————————— 52
La participacion de los receptores a melatonina en la formacién de axones en la clona de
Precursores NEUTrONALES ... ————————— 60
La melatonina favorece la formacion de axones en precursores neuronales del paciente
L0 T 0 LU A0 =) () T 65
Efecto de la melatonina sobre la fosforilacion de la GSK3p en los cultivos primarios PNEOs
sujeto control y un paciente con eSqQUIZOfTeNia . ...c.ciimsmsssmsmsismsmsmsssssssssssssssssssssssss s 68
Receptores a melatonina MT1 y MT2 en precursores neuronales obtenidos de un paciente
diagnosticado con esquizofrenia y un sujeto control. .......—————- 71
DT 11 ) 74
El efecto de l1a melatonina sobre la formacion de aX0Nes ......umss—————— 75



Los Receptores a melatonina MT1 y MT2 estan implicados en la formacion de axones en

los precursores neuronales del epitelio 0lfatorio ... ———————— 76
Participacion de la Glucégeno Sintasa Cinasa 3 Beta fosforilada en la formacién de axones
en los precursores neuronales del epitelio olfatorio ... ——————— 77
Funcionalidad de los precursores neuronales del epitelio olfatorio tratados con
melatonina medida por el incremento en la fluorescencia del FM1-43 ........cccovnnsnnnnininsnsnas 78



RESUMEN

La esquizofrenia (EZ) es una enfermedad neuropsiquiatrica que afecta al 1% de la
poblacion mundial. Una de las alteraciones que se pueden encontrar en la
fisiopatologia de la EZ es la desregulacion en la secrecion de neurotransmisores y
hormonas, la cual desempeia un papel clave para el desarrollo neuronal. Una hormona
que se encuentra alterada en la EZ es la melatonina (MEL). La MEL es una indolamina
secretada por la glandula pineal que actua de manera autocrina, paracrina y endocrina.
Participa en diversos procesos fisioldgicos como la regulacion del ciclo circadiano, la
modulacién del sistema inmune, como agente antioxidante y estimula la formacion de
nuevas neuronas en el cerebro adulto. Sin embargo, poco se sabe acerca de su papel
en el desarrollo del cerebro fetal humano y su papel en la EZ. Los precursores
neuronales del epitelio olfatorio (PNEOs) son utiles para estudiar la fisiopatologia de las
enfermedades neuropsiquiatricas. En este trabajo estudiamos el efecto de la
melatonina sobre la formacién de axones en PNEOs. Para ello utilizamos una clona
obtenida por dilucion limitada a partir de PNEOs de un sujeto adulto. Posteriormente se
evaluaron los efectos de la MEL en cultivos primarios de PNEOs derivados de un
paciente diagnosticado con esquizofrenia (EZ) y un sujeto control (SC) de la misma
edad y género. La formacién de axones se demostré a través de la inmunotincion de
tau que es un marcador axonal y la fosforilacion de la GSK3[8 que es una enzima clave
en la sefalizacion para la formacion de los axones. La funcionalidad de los axones se
analizé midiendo el incremento en la fluorescencia del colorante FM1-43 a través de un

estimulo de alto potasio. Por otra parte se demostrd la presencia de los receptores



membranales de MEL MT1 y MT2 en los PNEOs. Los resultados mostraron que hubo
una reduccién en la formacién de axones, en la fosforilaciéon de la GSK3B y en la
cantidad relativa de los receptores MT1/2 en los PNEOs del sujeto con EZ en
comparaciéon con los PNEOs del SC. La MEL contrarrestdé estas reducciones en las
células del paciente.

Concluimos que la MEL participa en la diferenciacién neuronal de los PNEOs y que la
carencia de MEL podria contribuir a que se presenten alteraciones en el

neurodesarrollo el cual esta asociado con la EZ.



INTRODUCCION

Esquizofrenia

La esquizofrenia (EZ) es una enfermedad neuropsiquiatrica compleja, su origen es
multifactorial que afecta principalmente a adolescentes y adultos jovenes (Arnold and
Rioux 2001). Las caracteristicas clinicas se han clasificado en tres categorias: los
sintomas positivos que se refieren a las alucinaciones, delirios y trastornos del
pensamiento; los sintomas negativos como la incapacidad de sentir placer (anhedonia)
0 expresar las emociones y los sintomas cognitivos es decir los problemas de memoria
de trabajo y la falta de atencion (Racki et al. 2016, Woo 2014). Estudios
epidemioldgicos han reportado que durante la nifiez se presentan deficiencias en la
atencion, en la adquisicion del lenguaje. Ademas, los nifios son propensos a jugar solos
y durante la adolescencia, muestran una falta de confianza y tendencia al retiro social
(Dazzan and Murray 1999). Esto ha llevado a suponer que la conjuncion de diversos
factores que participan en el desarrollo de la EZ.

Los elementos de riesgo para desarrollar la enfermedad son genéticos y ambientales,
la interaccion de ambos provocan alteraciones durante el desarrollo embrionario
asociadas a la EZ (Figura 1). Dentro de los componentes ambientales asociados con
este padecimiento podemos mencionar hipoxia perinatal, sangrados de la madre
durante el embarazo, desnutricion, nacimiento prematuro, infecciones virales durante el

primero y segundo semestre de la gestacion (Meyer-Lindenberg and Tost 2014). o bien



alteraciones en la ciclo circadico (Tsuang, Stone, and Faraone 2000), lo que podria
afectar el desarrollo, la citoarquitectura neuronal y la funcionalidad cerebral de los
pacientes con EZ.

En ese sentido, se han observado cambios o alteraciones estructurales en el cerebro
de pacientes con EZ. Entre los que podemos mencionar, pérdida de la materia gris en
el hipocampo izquierdo y el giro fusiforme. Por otro lado, hay un incremento en la
materia gris de la amigdala (Yasuhiro Matsuda, MD). Otras zonas afectadas son la
corteza entorrinal, el hipocampo y en general se observa una reduccion en el volumen
cerebral. Asimismo, las arborizaciones dendriticas y axonales se encuentran reducidas
en los pacientes (Bakhshi and Chance 2015), lo que provoca deficiencias en las
conexiones neuronales (Woo 2014).

Con base en la evidencia acumulada por medio de imagenes de resonancia como las
anomalias estructurales en el cerebro, se ha formulado diversas hipotesis de la
etiologia de la EZ como la hipétesis del neurodesarrollo (Pilowsky, Kerwin, and Murray

1993, Alexander-Bloch et al. 2014).
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Factores geneticos Factores ambientales

\ /

Alteraciones en el
neurodesarrollo

Anomalias en los circuitos
neuronales

Desconectividad

Conductas anormales

Figura 1. Factores implicados en la fisiopatologia de la esquizofrenia de acuerdo
con la hipétesis del neurodesarrollo. La interacciéon de los factores genéticos y
ambientales son los elementos que dan lugar a la enfermedad. La interaccién de estos
factores puede provocar que los circuitos neuronales se desconecten dando como

resultado cambios en la conducta de los individuos, como es el aislamiento social.
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La hipotesis del neurodesarrollo en la fisiopatologia de la esquizofrenia.

La hipotesis de que la esquizofrenia se origina en el neurodesarrollo fue propuesta por
primera vez en 1987. Weinberger sugiere que hay un defecto en el desarrollo del
cerebro el cual predispone al sujeto a manifestar la enfermedad (Weinberger 1987,
Selemon 2014) (Figura 2). Las modificaciones producidas durante el neurodesarrollo
ocurren a partir del segundo trimestre, periodo en el cual se lleva a cabo la formacion
de las llamadas zonas de proliferacién celular que se encuentran cercanas a los
ventriculos (Lenroot and Giedd 2006). Esta alteracién regularmente se manifiesta hasta
la adolescencia (Powell et al. 1997) sugiriendo que un evento traumatico durante ese
periodo desencadena la manifestacion tardia de los sintomas. Evidencia acumulada de
estudios epidemioldgicos indica diversos factores prenatales y perinatales como las
infecciones virales (Keshavan, Anderson, and Pettegrew 1994) incrementan el riesgo
de desarrollar esquizofrenia. Ademas, procesos como la proliferacion neuronal y glial
asi como la migracién y la maduracién neuronal y glial presentan cambios en la via de
senalizacion (Ashe, Berry, and Boulton 2001). Por otra parte se han asociado las

afecciones del neurodesarrollo durante el embarazo con el cambio estacional marcado.
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Etapas de la enfermedad

Premorbido Prédromico Comienzo del
deterioro

? Gestacion/Nacimiento 10 20 30 40 50

Afos
Desarrollo anormal Disregulacion Neurodegeneracion ?
del cerebro Neuroquimica

Figura 2. Esquema de la fisiopatologia de la esquizofrenia. Se muestran las
etapas de la enfermedad a través de los afios. Tomado y modificado de Gordon

Frankle (Frankle, Lerma, and Laruelle 2003)

La hipotesis cronobioldgica de la esquizofrenia

Esta hipdtesis ha tomado fuerza debido a diversos estudios epidemiolégicos que
relacionan al solsticio de invierno con la EZ. Se sabe que mujeres embarazadas cuyo
segundo trimestre de gestacidn coincidié con el solsticio de invierno en latitudes
septentrionales, un alto porcentaje de los nifios nacidos 3 meses después desarrollaron
EZ (Schwartz 2011, 2014). Desde la década de los 20°s se han hecho estudios los
cuales encuentran una relacion entre los meses mas oscuros (diciembre-enero) y la

probabilidad de desarrollar EZ (Torrey et al. 1997). Ademas, se sabe que la
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disminucién en la iluminacion solar tiene efectos en la madre que afectan al feto. La
concentracion de melatonina plasmatica disminuye debido a que se reduce la amplitud
de secrecién, esto provoca que la temperatura de la madre incremente lo que dafa el
termostato fetal y da como resultado que la temperatura del cerebro del feto incremente
y dafie el hipocampo (Figura 3). Cabe sefalar que durante el segundo trimestre el
hipocampo llega a su volumen total, por lo que cualquier perturbacion durante este
periodo podria afectar el desarrollo del feto y dar como consecuencia diversas
enfermedades del neurodesarrollo como la paralisis cerebral o la esquizofrenia.
(Schwartz 2011, 2014)

Un gran numero de estudios reportan que una baja en la melatonina materna podria
afectar la neurogénesis hipocampal. Se sabe que los niveles de melatonina estan

disminuidos en pacientes con esquizofrenia (CITAS)

Durante muchos afos se ha sugerido que existe una relacion entre el ciclo circadiano y
las enfermedades mentales (Watterberg 1985). Diversos estudios han asociado a la
MEL con multiples enfermedades psiquiatricas. Se ha reportado que los pacientes con
EZ presentan disminucion en los niveles plasmaticos de MEL, ademas de que la
glandula pineal de estos pacientes es de un tamafio menor al de los sujetos control
(Findikli et al. 2015) o se encuentra calcificada (Sandyk R & Kay SR 1991 Y 1992). La
reduccion en el volumen de la glandula se ha asociado a algun tipo de retraso en el
desarrollo neuronal en los pacientes con EZ (Gupta & Kulhara 2010).

El 80% de los pacientes con esquizofrenia presentan modificaciones en el ciclo del
sueno, debido a que la secrecion de la MEL disminuye, lo que influye en la estabilidad

mental o el estado de animo (Anderson and Maes 2012).
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M ane
C

Ritmo de |la Melatonina

Figura 3. Esquema de la secrecién de la melatonina a lo largo del dia y durante
las estaciones del afo. El pico mas alto de secreciéon de la MEL es durante la noche.
Durante el dia no hay secrecion de la MEL. En el invierno el tiempo de secrecion

aumenta pero la amplitud disminuye. Tomado y modificado de Reiter 1993

Melatonina

La MEL (N-acetil-5-metoxitriptamina), es el principal producto de la glandula pineal. Se
sintetiza a partir de la serotonina. La sintesis se lleva a cabo a través de dos pasos
enzimaticos principales, una N-acetilacién y una O-metilacion (Cardinali et al. 1998)
(Figura 4). La MEL se sintetiza en bacterias, invertebrados, plantas y vertebrados
(Harderland R, 2003). La MEL se secreta a lo largo de la vida (Cardinali et al. 1997), en

el humano la MEL se sintetiza a partir de la 7 u 8 semanas de nacido (Serron-Ferre
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2001). Su pico mas alto de secrecion ocurre durante la noche entre las 2y 4 am y el
metabolito principal de la melatonina es 6-sulfato- hydroxymelatonina el cual es
excretado en la orina.

Es una hormona anfifilica por lo que tienen la capacidad de cruzar las membranas por
difusién pasiva, ademas cruza la barrera hematoencefalica asi como la hemato-
placentaria (Tamura et al. 2008, Torres-Farfan et al. 2008). Se ha reportado que esta
hormona se sintetiza en diversos 6rganos y tejidos periféricos como la retina, el tracto
intestinal, leucocitos y la piel.

También se sintetiza en diversas areas del cerebro PONER CUALES AREAS
(Hardeland 2009); ademas se sabe que es sintetizada en los astrocitos (Liu et al.
2007). La MEL esta involucrada en diversos procesos neurofisiolégicas como es la
ritmicidad circadica, el suefo, tiene efectos metabdlicos y antiinflamatorios, es la

reguladora del animo COMO (Lacoste et al. 2015).

La melatonina promueve la neurogénesis en el giro dentado de ratones C3H/HeN (Liu
et al. 2013), regula la formaciéon de neuritas a través de la reorganizaciéon de los
filamentos de actina en las células N1E-115 (Bellon et al. 2007); ademas promueve la
formacion de nuevas dendritas en rebanadas de hipocampo de rata adulta
(Dominguez-Alonso, Ramirez-Rodriguez, and Benitez-King 2012).

Por otra parte la MEL regula la proliferacion y diferenciacion neuronal en células madre
embrionarias (Moriya et al. 2007).

La MEL inhibe la liberacién de dopamina dependiente de calcio provocada por la
estimulacién eléctrica o el alto potasio a través de la activacion del receptor

(Dubocovich 1988). Regula diversas procesos fisiolégicas a través de la activacion de
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sus receptores de membrana MT1 y MT2 (Liu et al. 2013, Zlotos et al. 2014). Los
receptores MT1 y MT2 tienen siete dominios transmembranales acoplados a proteinas
G (Dubocovich et al. 2003, Hardeland 2009). A parte de actuar a través sus receptores

de membrana, se han propuesto diversos mecanismos de accion de la MEL.

Triptofano s 5_Hjdroxy-triptofano BEss— 5-Hidroxy-triptamina
‘ Serotonina

1
Triptofano-5-hidroxilasa 5-HTP-descarboxilasa ’ Serotonina-N-acetiltransferasa

N-Acetil-5-metoxitriptamina ——=smll N-Acetil-Serotonina
Melatonina

Acetil serotonina metil transferasa

Figura 4. Representacion esquemaética de la sintesis de la melatonina a partir del

aminoacido triptofano. Modificado de Reiter 2013

Mecanismos de accién

La MEL actua de diversas maneras. Actua a través de los receptores nucleares
RZR/ROR

(Maldonado, Reiter, and Perez-San-Gregorio 2009). Con respecto a sus numerosas
funciones y debido a su propiedad anfifilica es capaz de atravesar las membranas
celulares facilmente y de esta manera interactuar con diversas proteinas como las

cinasas y otras enzimas. Se sabe que la MEL se une a la calmodulina (CaM) por medio

17



del grupo metoxi de la MEL, con alta afinidad y por medio del antagonismo de la CaM
incrementa la polimerizacién de los microtubulos (Benitez-King, Huerto-Delgadillo, and
Anton-Tay 1993). Otra proteina a la que la MEL se une es la calreticulina. La union de
la MEL con la CaM vy la calreticulina es solo en presencia de calcio (Macias et al. 2003).
La MEL tiene la capacidad de inducir cambios en la proteina cinasa C (PKC) dando
como resultado el incremento de la actividad y la fosforilacion de la PKC (Anton-Tay et

al. 1998). Puede estimular a los receptores MT1 y MT2 acoplados a proteinas G

'ﬁ'amls i

Calmodulina
PKC

(Figura 5).

Reducir el documento RALT

TRy
é8é - ¢8

RZR
ROR

Figura 5. Mecanismos de accion de la melatonina. La melatonina actua a través de
los receptores MT1 y MT2. Puede atravesar membranas y actuar por medio de
proteinas como la calmodulina, la calreticulina o la PKC. Otro mecanismo de accion es

por medio de receptores nucleares como son el RZR y ROR.
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Receptores a melatonina MT1y MT2

En la década de los 80°s se descubrid el primer receptor a MEL en tejido neuronal de
mamifero (Dubocovich 1984). Existen tres tipos de receptores dos de ellos el MT1 y
MT2 se identificaron en los melanocitos de Xenopus, y el MT3 que es de baja afinidad y
pertenece a la familia de las quinonas reductasas (Zlotos et al. 2014).

Los receptores MT1 y MT2 tienen 350 y 362 aminoacidos respectivamente y se
expresan en diversos tejidos corazon, higado, pulmén y rifidn. Su activacién depende
de la funcién que se llevara a cabo y transmiten la sefal de MEL al interior de la célula
a través de efectores secundarios 0 segundos mensajeros, entre los que podemos
mencionar a la DAG, IP3, PLC. Fueron identificados por autoradiografia utilizando un
agonista activo como la iodomelatonina (1251-Mel) (Ebisawa et al. 1994, Reppert,
Weaver, and Ebisawa 1994) La activacion de los receptores depende de diversos
factores como el ciclo de luz-oscuridad, o bien de la misma MEL

(Witt-Enderby et al. 2003).

La activacion de los receptores a MEL en el sistema nervioso central regula la
liberacién de neurotransmisores y hormonas (Dubocovich 1988). La via de senalizacion
mas conocida para ambos receptores es la inhibicion de la formaciéon del AMPc
(Dubocovich et al. 2010). El receptor MT1 se expresa en el nucleo supraquiasmatico
del hipotdlamo (SCN), los vasos cardiacos y esta involucrado en la modulacion de los
ritmos circadianos y la constriccion de los vasos cardiacos. Ademas de estas regiones
especificas, el MT1 se expresa en otras regiones del cerebro y tejidos periféricos. El

receptor MT2 es mas restringido en su localizacion, se distribuye en el cerebelo el SCN
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del hipotalamo, retina, ovario entre otros. En ese contexto ambos receptores se han
encontrado en el desarrollo fetal del cerebro en ratas Wistar, lo que sugiere que la
melatonina tiene un papel importante en el desarrollo fetal embrionario (Jimenez-Jorge

et al. 2007).

Melatoninay desarrollo neuronal

Dentro de las diversas funciones en las que interviene la MEL, esta en el embarazo y
en el parto, a pesar de los reportes no se conoce la funcidon que tiene durante el
desarrollo del feto, en especifico, la formacién del cerebro.

Esta hormona parece ser esencial para la gestacion exitosa y tiene un papel importante
en el desarrollo embrio-fetal (Nakamura et al. 2001). Ademas, se ha demostrado que el
tratamiento con MEL reduce el estrés oxidativo placentario en las complicaciones

asociadas con la insuficiencia placentaria.

Se ha encontrado que durante la gestacion ocurre un incremento gradual de MEL
materna y que ésta regresa a sus niveles normales después del parto (Tamura et al.
2008, Chen et al. 2013, Sagrillo-Fagundes et al. 2016) (Figura 6). Se ha demostrado
que en diversas areas del feto humano se expresan los receptores a MEL (Torres-
Farfan et al. 2008). La MEL materna en circulaciéon entra al feto a través de la placenta
lo que permite que se sincronice al fotoperiodo de la madre. Se ha reportado que en
embriones de raton cultivados en un medio con MEL incrementaron el desarrollo de

blastocitos (Voiculescu et al. 2014). Por otra parte, se sabe que la MEL ayuda a la
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formacion de axones en cultivo de hipocampo extraido de embriones de rata (Liu et al.

2015).
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Figura 6. Esquema de secrecion de la melatonina en las diferentes semanas de
gestacion. En la figura se muestra los niveles de MEL durante el embarazo, tanto de
dia (lineas punteadas) en donde los niveles de melatonina circulante es minima con
respecto a noche (lineas solidas) que hay un incremento en la concentracion de MEL

materna circulante. Tomado y modificado de (Nakamura et al. 2001)
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Axonogénesis

La formacion del axéon es parte de polaridad neuronal es decir, cuando las neuronas
adoptan los dominios somato-dendritico y axonal. La polaridad neuronal comienza a
partir de que una célula forma multiples neuritas de las cuales una de ellas formara el
axon y las restantes daran lugar a las dendritas. El alargamiento del axén depende del
cono de crecimiento que es una estructura motil y dinamica que se encuentra en la
punta de la neurita (Geraldo and Gordon-Weeks 2009, Stiess and Bradke 2011). Para
que el axon se forme se requiere de la participacion de los componentes del
citoesqueleto como son los microtubulos, los filamentos de actina y los
neurofilamentos. Los microtubulos son los que le dan la estructura y permiten que se
alargue el axon (Dent and Gertler 2003) ya que forma el andamiaje estructural y da
forma a la neurona. Los microtubulos organizan el espacio intracelular para que el
transporte se lleve a cabo (Stiess and Bradke 2011). El ensamblaje de los microtubulos
comienza desde el cuerpo celular hasta el cono de crecimiento, este proceso se lleva a
cabo a través de dos mecanismos; el primero, transporta los polimeros de microtubulos
y el segundo ensambla los polimeros en la region plus end (van Beuningen and
Hoogenraad 2016). En el axén la orientacion de los microtubulos es end-plus distal,

mientras que en las dendritas es mixto (Mandell and Banker 1995).

Los filamentos de actina se encuentran principalmente en el cono de crecimiento, tanto

en el filopodio como en el lamelipodio. El acomodo de estos filamentos es diferente en

cada una de estas estructuras del cono de crecimiento en el filopodio los filamentos de
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actina estan agrupados en paquetes delgados y en el lamelipodio forman una red
desarreglada (Dent and Gertler 2003) (Figura 7). Se han descrito 5 a 6 etapas de
diferenciacion y depende del tipo celular, y este proceso se ha caracterizado en
diversos tipos neuronales como en las células del hipocampo de rata o bien en las
células granulares del cerebelo (Tahirovic and Bradke 2009, Witte and Bradke 2008,
Yoshimura et al. 2005). Los filamentos intermedios o neurofilamentos proveen de

soporte estructural a las células.

En la primera etapa las células presentan una morfologia redondeada, y tienen un
lamelipodio y un filopodio. Durante la segunda etapa se observa el crecimiento de
diversas neuritas y conos de crecimiento el cual sera la guia para el crecimiento axonal.
En la tercera etapa una de las neuritas comienza a alargarse rapidamente, esta neurita
es la que se convertira en el axon mientras que las otras disminuyen su velocidad de
crecimiento para evitar que se forme otro axén que en la cuarta etapa se diferenciaran
en dendritas. En la ultima se forman las espinas dendriticas y ocurre la polarizacién
funcional como la sinapsis (Mandell and Banker 1995, Tahirovic and Bradke 2009,

Fukata, Kimura, and Kaibuchi 2002).

El axdn se empieza a formar a partir de la segunda etapa de la polaridad neuronal
(Conde and Caceres 2009) y este proceso se lleva a cabo en tres fases (“la saliente”
‘engullimiento” y la “consolidacion”) que fueron descritas en 1986 por Golsberg y
Burmeister. Durante la saliente el filopodio y el lamelipodio se alargan a través de la
polimerizacién de los filamentos de actina. Posteriormente los microtubulos entran en la

zona del filopodio sirviendo como andamiaje para los organelos y vesiculas, este
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proceso ocurre en la etapa de engullimiento. Finalmente la consolidacion se refiere al
proceso en que los filamentos de actina se despolimerizan del cono de crecimiento y
los microtubulos dan lugar al axén (Dent and Gertler 2003). Durante este periodo se ha
observado que hay una acumulacion de vesiculas en el cono de crecimiento que dara
lugar al axon, ademas se sabe que hay exocitosis en el cono de crecimiento que

formara al axon (Andersen and Bi 2000).

Hay diversas moléculas que participan en la formacién del axén, estas moléculas son la
CRMP-2, el complejo par3/par6/aPKC, algunas GTPasas pequeias, CDC42 y Rap1B,
las cuales estan participando en el establecimiento de la polaridad neuronal. Sin
embargo, la via principal para el establecimiento de la polaridad neuronal es la de
IPIBK/AKT/GSK3, en la que la GSK3p es la reguladora principal (Jiang et al. 2005);
para la formacién del axén la cinasa debe estar inhibida (Figura 8) que es la forma

fosforilada, puesto que en su forma activa dar lugar a las dendritas.
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Figura 7. Esquema representativo del axén y cono de crecimiento. En verde se
observan los microtubulos los cuales le daran la estabilidad al axéon. En rojo los
filamentos de actina, en azul proteinas asociadas a los microtubulos MAP por sus

siglas en inglés. Tomado y modificado de (Geraldo and Gordon-Weeks 2009)

La dendritogénesis al igual que la axonogénesis es un proceso que es parte de la
polaridad neuronal. La formacion de las dendritas inicia cuando una nueva neurona
comienza a polarizarse (Penazzi, Bakota, and Brandt 2016). Las dendritas son

extensiones largas y altamente ramificadas que pueden llegar a medir cientos de

micras (Konietzny A). La posicién y el niumero de las dendritas puede determinar el

tipo y el numero de sinapsis que tendra una neurona (Lefebvre, Sanes, and Kay 2015).
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El citoesqueleto es fundamental para la formacién de las dendritas ya que es el
encargado de estabilizarlas y remodelarlas durante el desarrollo; sin embargo los
microtubulos de las dendritas a diferencia de los axones presentan una

bidireccionalidad (Sweet and Firestein 2008).

Los filamentos de actina estan ordenados de una forma lineal o bien en el eje principal

de las dendritas y se pueden encontrar en un arreglo en forma de parche o de anillo

(Konietzny, Bar, and Mikhaylova 2017). Por otra parte, estudios de ultraestructura

demuestran que hay organelos en las dendritas, en particular la presencia de
ribosomas que pueden indicar que hay sintesis de proteinas. (Prochiantz 1995). La
formacion de las dendritas comienza a partir de la etapa 3 de la polaridad neuronal, que
es cuando el axén ya esta definido. Para que se formen las dendritas se requiere de la

activacion de la GSK3p.
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Figura 8. Via de sefializacion involucrada en la formacion de axones y dendritas.
El diagrama muestra la via implicada en la formacion de los axones. La fosfoinositol 3
cinasa (PI3K) fosforila a la proteina cinasa B (AKT), al estar activa esta cinasa fosforila
a la GSK3p en la serina 9 lo cual la inhibe. La GSK3p inactiva permite que tau o
MAP1B estén activos y promueva el montaje de los microtubulos y de esta manera la

elongacion del axén. Tomado y modificado (Jiang et al. 2005)
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Sinapsis y secrecion

Una sinapsis se puede definir como una comunicacién interneuronal, y cualquier
modificacién debida a la actividad neuronal puede alterar las propiedades del sistema
nervioso (Okabe 2002). Cada neurona en el cerebro puede formar un gran numero de
sinapsis, en donde puede ocurrir transmision eléctrica y quimica. La formacion de las
sinapsis depende la distribucion equitativa de proteinas entre dos compartimentos
funcional y estructuralmente distintos que son las terminaciones pre y post- sinapticas
(Martin 2002). En las terminales presinapticas los neurotransmisores se almacenan en
organelos membranosos llamados vesiculas sinapticas. La exocitosis y endocitosis asi
como el reuso de las vesiculas sinapticas se llevan a cabo en la presinapsis. En las
estructuras postsinapticas los neurotransmisores son liberados en respuesta al
potencial de accion pre-sinaptico, se difunden a través de la hendidura sinaptica y
activan o inhiben a los receptores que estan localizados en la membrana post-sinaptica
(Li and Kavalali 2017).

De esta manera, la transferencia de informacién en la sinapsis es por medio de la
fusion de las vesiculas a la membrana plasmatica permitiendo que los
neurotransmisores sean liberados (Figura 9). Las vesiculas que se encuentran en la
pre-sinapsis se movilizan hacia una zona llamada zona activa que es una region rica en
actina donde se ensamblan y se fusionan con la membrana para liberar su contenido,
este proceso se lleva a cabo gracias a la entrada de calcio a la terminal axénica (Li and
Kavalali 2017). En la zona activa ocurren multiples procesos que controlan la velocidad

y la probabilidad de fusion de las vesiculas sinapticas.
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El patron de estimulacion define caracteristicas importantes del proceso de secrecion
en neuronas y ceélulas neuroendocrinas, que incluye el grupo de vesiculas secretoras
que se movilizan y se reclutan para su posterior fusion en la membrana plasmatica, y
los mecanismos asociados con la reposicion de vesiculas. Sin embargo hay evidencia
de secrecion en la periferia, debido a la ausencia de la terminal post-sinaptica, lo que
sugiere que hay secrecion extrasinaptica (Trueta and De-Miguel 2012).

La secrecion extrasinaptica es la que regula la mayor parte de la comunicacion
paracrina entre las neuronas. La liberacion extrasinaptica de los neurotransmisores
puede darse a través de diferentes mecanismos; la exocitosis a través de la fusién de

las vesiculas con la membrana plasmatica.

Figura 9. Esquema representativo de la fusion de vesiculas a la membrana
plasmatica. La fusion de las vesiculas se produce en respuesta a la despolarizacion de
la membrana presinaptica. La informacion se transfiere por la fusién de vesiculas
sinapticas con la membrana plasmatica, permitiendo la liberacion de neurotransmisores
y la activacion de los receptores postsinapticos. Tomado y modificado de (Cardenas

and Marengo 2016).
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El epitelio olfatorio como modelo del neurodesarrollo

El epitelio olfatorio es un tejido que esta continuamente regenerando desde la etapa
embrionaria hasta la etapa adulta. Se localiza en el cornete medio de la cavidad nasal y
es un tejido heterogéneo, conformado por células sustentaculares, basales y las
neuronas olfatorias sensoriales, ademas de que es considerado un tejido de linaje
neuronal (Mumm, Shou, and Calof 1996). EI EO presenta una estructura no muy
diferente a la que se observa en el tubo neural embrionario (Calof et al. 2002).

Dado que tienen un origen analogo al SNC y que conserva muchas caracteristicas del
sistema nervioso central (SNC) se ha sugerido que este tejido puede ser utilizado para
el estudio del desarrollo y diferenciacion de las neuronas (Sawa and Cascella
2009)(Whitlock, 2004; Sawa). Recientemente se demostré que estas células tienen un

perfil genético similar a las células mesenquimales (Horiuchi et al. 2013).

La via neuronal olfativa esta asociada a regiones del cerebro involucradas en la
etiologia de la EZ, estas regiones son la corteza frontal y temporal. Recientemente se
ha propuesto al epitelio olfatorio como un modelo para estudias la fisiopatologia de
enfermedades neuropsiquiatricas, como es caso de la esquizofrenia. Por otra parte la
via olfatoria esta asociada a regiones del cerebro (frontal y temporal) que se sabe que

estan asociadas a la etiologia de la EZ y el trastorno bipolar.

Planteamiento del problema

El estudio de enfermedades mentales como la EZ ha sido limitado debido a que no se
tiene acceso a las neuronas de los pacientes en vida, de tal forma que se ha utilizado

tejidos post mortem o bien en modelos animales. Sin embargo los antecedentes
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muestran que es una enfermedad que podria tener su origen durante el desarrollo
embrionario. Los pacientes diagnosticados con EZ presentan diversas alteraciones
fisiologicas como la secrecion de MEL o de diversas moléculas como la GSK3p que
esta implicada en la formacion de axones proceso que en estos pacientes esta dafiado,
lo que podria estar provocando defectos en la conectividad neuronal y por lo tanto en la
liberacién de neurotransmisores. Dado las limitantes para el estudio de la patofisiologia
de la esquizofrenia, en este trabajo estudiamos el efecto de la melatonina en la
formacion de axones en una clona de neuronas olfatorias obtenidas de un sujeto
control, asi como en cultivos primarios obtenidos de un sujeto control y un sujeto
diagnosticado con esquizofrenia pareados por edad y género. Ademas se estudio el
efecto de la melatonina sobre la fosforilacion de la GSK3p y la participacion de los
receptores en la formacion de axones. Asi mismo evaluamos si los axones formados

por el efecto de la melatonina eran funcionales.

Hipotesis

La melatonina estimula la formacion de axones asi como la polarizacion morfofuncional
en los precursores neuronales olfatorios de sujetos sanos y sujetos diagnosticados con
esquizofrenia, quienes presentan alteraciones en el neurodesarrollo y una disminucién

en la secrecidon de melatonina
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Objetivo general

Conocer si la formacién de axones de los precursores neuronales olfatorios esta
estimulada por la melatonina y mediada a través de los receptores a melatonina y la

fosforilacidon de la GSK3p

Objetivos Particulares

e Caracterizar la formacién de axones como un indice de diferenciacién neuronal
en una clona de PNEOS obtenida de un sujeto control.

e Estudiar el efecto dosis-respuesta de la MEL sobre la formacién de axones en
los PNEOs de una clona obtenida de un sujeto control.

e Estudiar el curso temporal del efecto de la MEL sobre la formacion de axones en
los PNEOSs de una clona.

e Determinar los niveles de fosfo- GSK3 (inactiva), GSK3p total en los PNEOs de
una clona, de un paciente con EZ y un SC.

e Conocer si la formacidén de axones esta mediada por los receptores a MEL en
los PNEOs de una clona, de un paciente con EZ y un SC.

e Estudiar el curso temporal del efecto de la MEL sobre la formacion de axones en
los PNEOs de un paciente con EZ y de un SC sin antecedentes psiquiatricos.

e Conocer si la MEL estimula la funcionalidad de los axones tanto en la clona

como en los cultivos primarios.
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Material y Métodos

Obtencion de los cultivos primarios del bulbo olfatorio de rata.

Para obtener cultivos primarios de rata se utilizaron ratas de 7 dias de nacidas. Las
ratas fueron decapitadas y los bulbos olfatorios se diseccionaron. Los bulbos se
colocaron en una caja de Petri de 1mm con solucion amortiguadora Hanks (D-glucosa
5.5mM, KH2PO4 0.44mM, NazHPO4 1.33mM, CaCl2.2H20 1.26mM, KCI 5.36mM, NaCl
137mM, MgCl2.6H20 1.09mM, MgS0O4.7H20 0.81mM, NaHCO3 4.2mM). Posteriormente
se llevaron a la campana de flujo laminar. El tejido se disgregd con unas tijeras,
después con una punta de 1ml, para finalizar con una jeringa de insulina. El tejido
disgregado se colocd en un tubo junto con la solucion amortiguadora en la que se
disgregd. Se centrifugd a 1000 rpm por 5 minutos dos veces, se retird el sobrenadante.
Se le anadio tripsina 500uL por 5 minutos. Posteriormente se le colocé medio DMEM
F12 2ml y se centrifugé 1000 rpm por 5 minutos, se retiré el sobrenadante y se afiadio
medio para suspender la pastilla y se coloco en cajas de Petri de 35mm. Las cajas se

colocaron en la incubadora a 37°.

Cultivo Celular

Las células del epitelio olfatorio fueron colectadas por medio de una exfoliacion en el
cornete medio de la cavidad nasal. Se obtuvo una clona de células colectadas de un
sujeto femenino de 52 anos sin antecedentes psiquiatricos. La clona se obtuvo
mediante el procedimiento de ensayo de dilucién limitada descrita anteriormente (Solis-

Chagoyan H 2016). Los cultivos primarios se colectaron de un sujeto masculino de 29
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afios de edad que se utilizé como sujeto control y de un sujeto de 28 masculino
diagnosticado con esquizofrenia paranoide sin tratamiento farmacolégico al momento
de la toma de la muestra (Figura 10).

La clona de los precursores neuronales (pasajes 30-42) o los cultivos primarios
(pasajes 5-9) fueron cultivados en botellas para cultivo celular marca Falcon de 25cm?
(250,000 celulas/botella) y se dejaron crecer al 90% de confluencia en medio
Dulbecco’s modified Eagle y F12 (DMEM/F12) suplementado con 10% de suero fetal
bovino, 4mM de I-glutamina, 100ug/ml y 1001U/ml de penicilina-estreptomicina. Las
células fueron despegadas con tripsina 0.075% en EDTA 0.03%. El conteo de las
células se llevo a cabo por medio de una camara de Neubauer. Se sembraron sobre
cubre objetos redondos de 1.2 cm? o sobre botellas de cultivo marca Falcon a una

densidad de 10,000 células/cm? y se cultivaron por 4 dias.
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Figura 10. Esquema del método de obtencién de los precursores neuronales
olfatorios. Los PNEOs se obtienen a partir de un exfoliado en la cavidad nasal. Las
células obtenidas se depositan en cajas de Petri con medio de cultivo para seleccionar

los precursores neuronales. Los precursores son utilizados a partir del pasaje 4.

Tratamientos farmacoldgicos

Melatonina

Los cultivos fueron incubados con el vehiculo (VEH) o con 10", 10°, 107 y 10°M de
melatonina (MEL) durante 6 horas. También, se realiz6 un curso temporal para
determinar el tiempo 6ptimo de los efectos de la MEL sobre la formacién de axones en
los precursores neuronales. Las células se incubaron con el VEH o con 10’M de MEL

durante 3, 6, 9 y 12 horas y en los cultivos primarios del sujeto control y del paciente

35



con esquizofrenia se incubaron con el VEH o con 107 y 10°M de MEL por 3, 6 y 12
horas. Para conocer si la melatonina actua a través de los receptores MT1 y MT2, se
hizo una curva dosis respuesta con luzindol, que es un antagonista de los receptores
MT1 y MT2. El cultivo de precursores neuronales se incubd por 4 dias, posteriormente
se les retir6 el medio de cultivo y se incubaron con vehiculo o melatonina a una
concentracion de 10’M, y con luzindol a concentraciones de 1, 10 y 100 uM mas
melatonina 10’M por 6 horas. Después de las 6 horas Las células se lavaron dos
veces con solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) (0.128M NacCl, 0.010M Na2HPO4,
0.005M KH2PO4 pH de 7.1). Las células fijadas se lavaron con PBS 3 veces por 2min
con agitacion continua y se permeabilizaron con 0.5% Triton X-100 en PBS por 30
minutos. Se bloque6 con BSA 1% y 0.3% de Triton X-100 en PBS. Posteriormente se
incubaron con el anticuerpo anti-tau1, faloidina rodaminada y DAPI como se reporta
previamente (Figura 11). La melatonina se disolvié en 6001 de etanol, la concentraciéon

final de etanol en el medio fue de 0.001%.
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Culti lular 4 di Tratamiento con Inmunofluorescencia para: Observacion al microscopio
uitivo “h“ ?; 1as VEH o MEL ylo anti-tau1, anti-PSD95,
mcubacion luzindol anti-sinapsina,anti-MEL-1A/BR.

* *

Figura 11. Estrategia experimental utilizada para los tratamientos farmacol6gicos en los cultivos celulares de
precursores neuronales del epitelio olfatorio. Los PNEOs, después de cuatro dias de incubacion, se les retird el medio
de cultivo y se les aplico VEH, MEL o luzindol. Posteriormente se les retird el tratamiento y se procesaron para

inmunodeteccion. Se observaron al microscopio y se adquirieron las imagenes y se realizd el analisis estadistico.

37



Inmunofluorescencia

Una vez realizados los tratamientos farmacolégicos, las células se lavaron dos veces
con solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) (0.128M NaCl, 0.010M Na2HPO4,
0.005M KH2PO4 pH de 7.1. Posteriormente las células se fijaron con paraformaldehido
4% en solucion amortiguadora de citoesqueleto (137 mM NaCl, 5 mM KCI, 1.1 mM
Na2HPO4, 0.4 mM KH2 HPO4, NaHCO3, MgCI2, 2 mM EGTA, 50 mM glucosa, 5 mM
PIPES, pH 6.0) por 15 min a temperatura ambiente. Las células fijadas se lavaron con
PBS 3 veces por 2min con agitacién continua y se permeabilizaron con 0.5% Triton X-
100 en PBS por 20 minutos. Se bloque6 con BSA 1% y 0.3% de Triton X-100 en PBS.
Las células se incubaron con el anticuerpo anti-tau1 (Millipore, Tamecula, CA, USA)
(1:200) toda la noche a 4°C. Como anticuerpo secundario se utilizaron 1Ggs dirigidas
contra IGgs de ratén acopladas a fluoresceina-5-isotiocianato FITC por sus siglas en
inglés (Jackson ImmunoResearch) y las células se incubaron por 2h a temperatura
ambiente. Los microfilamentos se tineron con faloidina rodaminada (Sigma-Aldrich St.
Louis, MO, USA) por 45 minutos a una concentracién de 200nM. Finalmente los
nucleos se tifieron con 4°,6'-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI) por 8

minutos a una concentracion de 300nM.

Los sitios de presinapsis y postsinapsis fueron identificadas por medio de una tincion
secuencial con los anticuerpos anti sinapsina-1 (Calbiochem 574777, policlonal) y anti
PSD95, clona K28/43 (Millipore MABNG68, monoclonal), respectivamente. Para observar
la distribucion de los receptores a melatonina se utilizé en anticuerpo anti-MEL-1A/B-R

(H-120) (Santa Cruz Biotechnology, INC. sc-30017), las células se fijaron por 10 min y
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se permeabilizaron con TBS-tween 0.2% (Tris-HCL 20mM, NaCl 137 mM) por 20 min,
el anticuerpo primario se utilizé en una concentracion 1:50 y se incub6 toda la noche a

4°C. Todos los cubre objetos se montaron con medio de montaje PVA-DABCO.

Tincion de Inmunoperoxidasa

Para conocer si en los PNEOs podiamos encontrar vesiculas secretorias, las células
después de 4 dias de cultivo en cubreobjetos de vidrio se lavaron tres veces con TBS
(Tris 20 mmol / L, NaCl 137 mmol / L, pH 7,5) y se fijaron con paraformaldehido al 4%
durante 15 minutos. El procedimiento de recuperacion de antigeno inducido por calor
se realizé con una solucidon de citrato caliente a 10 mmol / |, pH 6,0, durante 20
minutos. A continuacion, las células se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,25% en
TBS durante 30 minutos y las peroxidasas enddégenas se agotaron con H202 al 0,6%.
Se incubd durante la noche a 4 ° C con un anticuerpo anti-sinaptofisina policlonal de
conejo (1:50) (DAKO, Sta. Clara, CA, EE.UU.) seguido de la incubacién con un
anticuerpo anti-conejo secundario biotinilado (1: 250). Los cubreobjetos fueron
procesados con Vectastain ABC kit Elite Standard y revelado con DAB / Ni kit (ambos
de Vector Laboratories, Burlingame, CA, EE.UU.). Finalmente, se montaron

cubreobjetos con glicerol: agua 9: 1 y se adquirieron microfotografias de campo claro.

Analisis Morfométrico

Las preparaciones se observaron en un microscopio invertido Nikon de
epifluorescencia equipado con una camara digital Nikon OS-2Mu. Los criterios

utilizados para los axones fueron: una prolongacién dos veces mayores al soma y que
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estuvieran tefiidos con anti-tau-1. El conteo se realiz6 en 10 campos y fue por

cuadriplicado. Se utilizé el software NIS-Elements (Nikon, Melville, NY, USA).

Evaluacion de la secrecion por medio del colorante lipofilico FM1-43

Para los experimentos con FM1-43 se utilizaron células previamente incubadas con
melatonina o VEH 10-5 por 12 horas. El medio de cultivo con melatonina se retird y fue
remplazado por 1ml de solucion amortiguadora de Hanks que contenia: (D-glucosa
5.5mM, KH2PO4 0.44mM, Na2HPO4 1.33mM, CaCl2.2H20 1.26mM, KCI 5.36mM, NaCl
137mM, MgCl2.6H20 1.09mM, MgS0O4.7H20 0.81mM, NaHCOs 4.2mM) al cual se le
agregd 2ul de FM1-43. Después de 2 minutos de incubacion con esa solucién, las
células se despolarizaron incrementando la concentracidn de potasio extracellular a
33mM. Se anadieron 333ul de solucion amortiguadora de Hanks modificada con alto
potasio (22 mM NaCl, 120 mM KCI, 1.26 mM CaCl2.2H20, 1.09 mM MgCI2.6H20, 0.81
mM MgS04.7H20, 4.2 mM NaHCOQO3, 0.44 mM KH2PO4, 1.33 mM Na2HPO4, 5.5 mM
D-glucosa). Se adquiri6 una secuencia de imagenes con una camara CCD (Nikon
Digital Sight-2MB) acoplada a un microscopio invertido Nikon Eclipse TE2000-U con un
objetivo de inmersion 40X. Como control se utilizo EGTA a una concentracion de

200uM disuelto en la solucién de Hanks (Figura 12)
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Estimulo despolarizante

Cultivo celular 4 dias Tratamiento con Solucién Hank’s con Adquisicidn de la con alto potasio y el Adquisicion de la
incubacidn VEH o MEL el colorante FM1-43 secuencia de imagenes cglorante FM1-43 secuencia de imagenes
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Figura 12. Estrategia experimental para el uso del colorante lipofilico FM1-43, para evaluar secrecion en los
precursores neuronales obtenidos del epitelio olfatorio. Los cultivos celulares se dejaron por cuatro dias en la
incubadora, posteriormente se incubaron con el VEH o la MEL por 12 horas. El tratamiento fue retirado y se bafié el
cultivo con solucion fisiolégica de Hank, se dio un estimulo con alto potasio y se adquirieron las imagenes. Se realizo el

analisis correspondiente.

41



Electrotransferencia o Western Blot

Para conocer la cantidad relativa de las proteinas de interés se llevaron a cabo los

Western Blot para la determinacion.

Obtencion de los extractos de proteina

Una vez transcurrido el tiempo de tratamiento con el VEH o la MEL, las células se
lavaron dos veces con PBS luego se incubaron durante 5 minutos con una solucién
RIPA que contenia (en mM): 50 Tris pH 7.5, 0.5 EDTA, 1 EGTA, 5 DTT, 1 PMSF;
0.25% deoxicolato, 1% Nonidet P40, 1% Triton X-100; inhibidores de proteasas 20
Og/ml: aprotinina, leupeptina, pepstatina. Posteriormente las células se desprendieron
del sustrato raspando la superficie de la botella de cultivo con un gendarme para
obtener el extracto de proteinas. Las células se lisaron con 3 pulsos de sonicacion (40
Hz, 30 s) y se centrifugaron a 12,000 rpm durante 20 minutos a 4 °C. El sobrenadante

se recuperod y se almacend a -70°C.

Determinacion de la concentraciéon total de proteinas

La concentracion total de las proteinas de los extractos obtenidos como se menciono
arriba, se cuantificé con el método descrito por Lowry (1951). Se hizo una curva de
calibracion la cual se obtuvo con albumina de suero bovino y se varié su concentracion
de 5 a 100 ug/mL. A los valores de absorbancia se les aplicod una regresion lineal con el
método de los cuadrados minimos para ajustarlos a una funcién lineal. Para medir la

concentracion de las proteinas contenidas en las muestras se tomaron 10 uL para
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cuantificar su absorbancia por duplicado.

Separacién de proteinas

Las proteinas de los extractos obtenidos de los cultivos primarios de la clona se
separaron por medio de la técnica de electroforesis unidimensional con el sistema
SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato  sddico) de
Laemmli (Laemmli 1970). Las muestras se mezclaron con el buffer de muestra
(Laemmli) (0.312M Tris-HCL (pH 6.8) SDS 2%, B-mercaptoetanol 5%, glicerol 10%,
azul de bromofenol 0.01%, 6x). Posteriormente se calentaron a 95° por 5 minutos y se
separaron en un gel 10% acrilamida. Se colocaron 10 ug de la muestra en los carriles

de los geles de acrilamida.

Deteccidn de las proteinas por Western blot

Una vez separadas las proteinas por SDS-PAGE, éstas se transfirieron del gel de
acrilamida a una membrana de fluoruro de polivinilideno PVDF (por sus siglas en
inglés) mediante un sistema de transferencia en camara humeda por 1.5 horas a 120V.
Posteriormente la membrana se bloqued con 5% de leche (Svelty) por una hora a
temperatura ambiente. Las membranas fueron incubadas con los anticuerpos primarios
anti-phosphoGSK3p 1:1500, anti-GSK3p 1:100, anti-MEL 1A/B (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA) 1:600 toda la noche a 4°C en agitacion.
Posteriormente las membranas se incubaron con un anticuerpo secundario acoplado a
peroxidasa-conjugada (Jackson) durante 1 hora a temperatura ambiente. Las bandas

se detectaron por medio de la técnica de quimioluminiscencia (ECL por su nombre en
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inglés, “enhanced chemiluminiscence”) (Millipore). Las imagenes se adquirieron por
medio de un densitometro (GS-800 calibrated densitometer Bio Rad). Se cuantificé la
densidad oOptica Cada muestra se procesé por cuadruplicado y se calculd la media * el
error estandar de la densidad Optica. Los fluorogramas se analizaron con un

densitometro GS800 y el software Quantity-One (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.)

Andlisis Estadistico

Para el analisis estadistico se utilizd el software Sigma Stat 3.1 (San José, CA,
EE.UU.). Los resultados se presentan como media + error estandar de la media (SEM).
Se aplicé una prueba de ANOVA seguido de una prueba de comparaciones multiples
de Dunn la cual se utilizé para las curvas dosis-respuesta y los experimentos de curso
temporal. Las comparaciones entre dos tratamientos se realizaron mediante la prueba t

de Student. Para todos los analisis se considerd una P <0,05 como significativa.

Resultados

Efecto de la melatonina en la formacién de axones en la clona de precursores
neuronales obtenidos del epitelio olfatorio

La melatonina estimula la formacién de axones en precursores neuronales de humano.
Las células incubadas con el vehiculo o melatonina a una concentracion de 10-'" (Fig
13 A, B) muestran una morfologia extendida y algunas células bipolares (dos neuritas

en cada polo del soma que estan tefiidas con un anticuerpo anti-Tau-1) extendidas. Las
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neuronas con una prolongacion dos veces mayor al soma y tau positivas se observan
con una concentracion de 10°M (Fig. 13C). A una concentracion de 107M y 10-°M se
observa un mayor numero de células con un axon largo (Fig. 13D, E), mientras que el
mayor nimero de ramificaciones se observaron a una concentracion de 10°°M (Fig
13E). En el panel F y G se observa que en presencia de melatonina a 10’"M y 10-°M la
cantidad de células con axén fueron el doble en relacion de las células que fueron
incubadas con el VEH. En tanto que la cantidad de células con ramificaciones

incrementaron al triple en relacion a las incubadas con el VEH.
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Figura 13. Efecto de la melatonina sobre la formaciéon de axones en los
precursores neuronales del epitelio olfatorio. De A-E se muestran las imagenes de
inmunofluorescencia obtenidas de los precursores neuronales olfatorios. Las células se
incubaron por 6 horas con el vehiculo (A), o 10" M (B), 10° M (C), 10" M (D), 10> M
(E) de melatonina. Las flechas nos muestran células con neuritas en ambos lados de
los somas (A, B); neuritas largas opuestas a neuritas cortas (C); neuritas largas
(axones) (D); y ramificaciones axonales (E). En F y G se muestran las curvas dosis

respuesta del efecto de la melatonina en la formacion de axones y de las
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ramificaciones axonales. Barra escala 20 um. Los resultados representan la media £
error estandar de la media (SEM) de 10 campos seleccionados en 6 pozos para cada
condicion experimentos. Los asteriscos indican diferencias significativas en

comparacion con las células incubadas en el vehiculo (P <0,05)

Curso temporal del efecto de la melatonina sobre la formacion de axones.

En la figura 14 se muestra el curso temporal de la melatonina sobre la formacién de
axones y ramificaciones. Las células se incubaron con VEH o MEL a una concentracion
de 10’M por 3, 6, 9y 12 horas. En el panel A se observa que a partir de las tres horas
la cantidad de células que forman axones es el doble en relacion a las células que se
incubaron con el vehiculo. En el panel B las células se observa que la cantidad de
células con ramificaciones axonales incrementaron de forma gradual a partir de las 6
horas de incubacion en presencia de melatonina. En contraste las células incubadas

con el vehiculo no se formaron ramificaciones.
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Figura 14. Curso temporal del efecto de la melatonina en la formacion de axones
y ramificaciones axonales. Los precursores neuronales se obtuvieron y se clonaron
como esta descrito en la seccion de métodos. Los axones se identificaron con un
anticuerpo anti-tau 1 que reconocié una proyeccion de un tamafo mayor a dos veces el
soma. En el panel A se muestra el numero de axones y en B el numero de
ramificaciones axonales en los PNEOs incubados con el vehiculo o la melatonina 10”7
por 3, 6, 9, o 12 h. Los resultados representan la media * error estandar de la media
(SEM) de 10 campos seleccionados en 6 pozos para cada condicién experimentos. Los
asteriscos indican diferencias significativas en comparaciéon con las células incubadas
en el vehiculo (P <0,05)
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La melatonina estimula la fosforilacién de la Glucégeno Sintasa Cinasa 3 Beta
(GSK3B) en una clona de precursores neuronales humanos

La fosforilacion de la GSK3p en la serina 9 participa en la formacion de axones en
progenitores neuronales del hipocampo de rata (Jiang 2005). Para conocer si la
melatonina estimula la fosforilacion de esta cinasa en los PNEOs se midieron los
niveles relativos de p-GSK3p por medio de Western blot. Los PNEOs se incubaron con
VEH o MEL por 6 horas a una concentracion de 107 M. En la figura 15A se muestran
las bandas de proteina identificadas con los anticuerpos anti-GAPDH, anti-GSK3p, y
anti p-GSK3p. Se observa un incremento del 15.5% en la intensidad de la banda de la
células que fueron incubadas con MEL, el incremento es de normalizando a la
Phospho- GSK3B con la GSK3 total, sin embargo no hay cambios en la banda de las
células que fueron incubadas con el VEH. Se utiliz6 GAPDH como control de carga y
no se observaron cambios. En la figura 15B se muestra la cantidad relativa de p-GSK3
normalizada entre la cantidad GSK3p total obtenida de la determinacién de la densidad

optica de las bandas.
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Figura 15. Efecto de la melatonina sobre la fosforilacion de GSK3p en la clona de
precursores neuronales olfatorios. Los PNEOs se incubaron con el VEH o la MEL a
una concentracion de 107 M por 3 h. En el panel A se muestra las bandas de las
proteinas con el anticuerpo anti-phospho-GSK3p a las isoformas alpha y beta (p-
GSK3p) y con el anticuerpo anti- GSK3p a la total. Se utiliz6 GAPDH como control de
carga. En el panel D se muestra una grafica de barras con la cantidad relativa de la p-
GSK3B normalizada entre la cantidad de GSK3[ total obtenida de la determinacién de
la densidad optica de las bandas. Los resultados representan la media + error estandar
de la media (SEM) de 8 repeticiones. Los asteriscos indican diferencias significativas (P
<0,05)
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Efecto de la melatonina sobre la formacion de las sinapsis.

Para conocer si los axones formados en presencia de la melatonina eran capaces de
formar sinapsis, se utilizaron dos proteinas marcadoras de sinapsis; la proteina
presinaptica sinapsina-l y la proteina PSD-95 (densidad postsinaptica-95). En la figura
16A se muestra una imagen donde podemos observar las areas de marcaje con los
anticuerpos especificos. La tincion se observd como pequenos puntos verdes y rojos
que fueron tefidos con los anticuerpos anti-sinapsina | y anti-PSD-95, respectivamente.
En la imagen 16B se observan puntos amarillos que indican que ambos anticuerpos
tineron las proteinas localizadas en sitios cercanos (co-localizacion). En la grafica se
muestra una curva dosis-respuesta de MEL. En presencia de una concentracion de 10
M de MEL la cantidad de sitios de colocalizacién de los anticuerpos que reconocen a
la sinapsina 1 y a la PSD95 incrementa a 6 por cm?, a diferencia de los PNEOs
incubados con el VEH en donde no se observaron puntos de co-localizacion (Figura

16C).
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Figura 16. Efecto de la melatonina sobre la formacion de sinapsis en la clona de
precursores neuronales olfatorios. Las células se incubaron por 6 h con el VEH o
MEL a 10", 10, 107, o 10°° M. En el panel A se puede observar puntos positivos a
sinapsina (verde) y a PSD95 (rojo) en B se observan puntos de colocalizacién de
ambos anticuerpos. A y B corresponden a los PNEOs incubados con 10°° M de
melatonina. En C se muestra la curva de concentracion respuesta de los efectos de la
melatonina. Barra escala 20 um. Los resultados representan la media * error estandar
de la media (SEM) de 10 campos seleccionados en 6 pozos para cada condicidon
experimentos. Los asteriscos indican diferencias significativas en comparacion con las

células incubadas en el vehiculo (P <0,05).

Efecto de la melatonina sobre la secrecion axonal y somética medida con FM1-43
en los precursores neuronales olfatorios

Para estudiar la funcionalidad de los PNEOs y el efecto de la melatonina, se midio la
exocitosis en los precursores y neuronas sensoriales olfativas maduras que se
identificadas por su morfologia previamente. Para medir exocitosis se utilizé el
colorante lipofilico FM1-43. Primero se realizé6 una inmunodeteccion con el anticuerpo
anti-sinaptofisina, la cual es una proteina integral de membrana de las vesiculas
secretoras que se observan en el soma y los axones de los PNEOs (Figura 17A). En la

figura 17B se muestran las diferentes regiones que se analizaron los somas (sb) y
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axones (a) de las neuronas bipolares, los somas de las neuronas sensoriales (so) y las

ramificaciones (ra).

Figura 17. Los precursores neuronales olfatorios presentan vesiculas secretoras
en el soma y axones. En el panel A se muestra una micrografia de luz con tincion de
inmunoperoxidasa con el anticuerpo anti-sinaptofisina. Las marcas oscuras muestran la
presencia de sinaptofisina en la clona de PNEOs. En el panel B se muestra una
micrografia de contraste de interferencia diferencial (DIC) de los precursores
neuronales. Se observan tres neuronas con una pseudo coloracion en rojo, las cuales
indican las regiones en las cuales se analizd la secrecion. Las regiones estan
sefaladas por flechas: a = eje del axén; sb = soma de la célula bipolar; so = soma de la

neurona olfativa; ra = ramificacién axonal
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Por otra parte, la despolarizacién con alto potasio incremento la fluorescencia del FM1-
43 en las diferentes regiones analizadas. La figura 18A muestra los trazos
representativos de la cinética de fluorescencia antes y después de la despolarizacion
con alto potasio tanto para los somas de las neuronas bipolares y los somas de las
neuronas olfatorias sensoriales asi como de los axones y en las ramificaciones
axonales (figura 18A) de los cultivos tratados durante 12 horas con 10° M de
Melatonina (MEL, trazos morados) o con el vehiculo (VEH, trazos negros). En la figura
18B se muestra una grafica de barras con el promedio de las amplitudes al pico de los
somas de las neuronas bipolares (izquierda) y las neuronas olfatorias maduras
(derecha) en ambos casos se observa que la MEL incrementa la amplitud de secrecion
en comparacion con el VEH. En la figura 18C se muestran las graficas de barras con la
velocidad maxima de secrecion tanto para los somas bipolares y los somas de las
neuronas olfatorias maduras. Este incremento en la velocidad de secrecion fue de 1-65

segundos.

La figura 19A muestra los trazos representativos de la cinética de fluorescencia
registrada en los axones y en las ramificaciones de los PNEOs tratados durante 12
horas con 10° M de MEL (trazos morados) o con el VEH (trazos negros). En la figura
17B se muestra una grafica de barras con el promedio de las amplitudes al pico de los
somas de los axones (izquierda) y de las ramificaciones axonales (derecha). Como se
observa la MEL incrementa la amplitud de secrecion en comparacion con el VEH tanto
en los axones como en las ramificaciones axonales. En la figura 19C se muestran las

graficas de barras de la velocidad de la secrecién para ambas regiones.
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La media de la amplitud del incremento de la fluorescencia fue de 60 a150% vy la
velocidad de secrecion fue de 2 a 5 veces mas rapida en las neuronas tratadas con
melatonina que en las neuronas tratadas con vehiculo para las regiones analizadas.

La respuesta de exocitosis a la despolarizacion muestra que las células eran viables y

funcionales.
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Figura 18. Trazos representativos del cambio en la fluorescencia emitida por el
FM1-43 en los somas de células bipolares y en los somas de las neuronas
olfatorias maduras de los precursores neuronales. Los PNEOs se trataron
previamente con MEL 10’M (purpura y rosa) o con el VEH (negro) durante 12 horas.
Se despolarizé con alto potasio. Los trazos rosados representan la respuesta de
células tratadas con melatonina pero despolarizadas en presencia del quelante de
calcio EGTA. (A) Las graficas de las barras muestran la amplitud maxima del aumento
de la fluorescencia FM1-43 (B). Mientras que en C se muestra la velocidad maxima de
secrecion obtenida a partir del maximo de la primera derivada del aumento de
fluorescencia, para los PNEOs tratados con MEL y/o VEH. Los asteriscos indican

diferencias significativas entre el vehiculo y la melatonina para cada region.
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Figura 19. Trazos representativos del cambio en la fluorescencia de FM1-43 en
los axones y ramificaciones axonales de los precursores neuronales. Los PNEOs
se trataron previamente con MEL 10-’M (purpura y rosa) o con el VEH (negro) durante
12 horas. Se despolarizé con alto potasio. Los trazos rosados representan la respuesta
de células tratadas con melatonina pero despolarizadas con alto potasio en presencia
del quelante de calcio EGTA. (A) Las graficas de las barras muestran la amplitud
maxima del aumento de la fluorescencia FM1-43 (B). Mientras que en C se muestra la
velocidad maxima de secrecidon obtenida a partir del maximo de la primera derivada del
aumento de fluorescencia, para los PNEOs tratados con MEL y/o VEH. Los asteriscos

indican diferencias significativas entre el VEH y la MEL para cada region.

Para saber si la melatonina incrementé la amplitud y la velocidad de secrecidén debida a
la despolarizacion con alto potasio, se utiliz6 como control negativo no dar el estimulo
con alto potasio y poner EGTA a la solucién de bano del cultivo.

Los PNEOs se estimularon afiadiendo la misma solucion de Hank en la que se baio el
cultivo, con la concentracion fisiologica de potasio en lugar de la solucién
despolarizante con alto contenido de potasio. Esto representd un leve estimulo
mecanico, pero no despolariza las células. En estas condiciones, hubo un pequefio
aumento de la fluorescencia del FM1-43 5-8% por encima del nivel de fluorescencia
basal, que fue so6lo 20-27% de la observada cuando las células fueron despolarizadas.
Sin embargo en presencia del EGTA no se observd incremento de la fluorescencia
tanto con MEL (barras rosas) o el VEH (barras verdes). La amplitud maxima de las

respuestas a la concentracion fisiolégica de potasio se muestra en la Figura 20.
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Figura 20. Secrecion en los precursores neuronales olfatorios en ausencia de alto
potasio o en presencia de EGTA como controles negativos. Las células se
estimularon con alto contenido de potasio en presencia de EGTA (verde y rosa) o con
una solucién fisiolégica de Hanks (sin alto potasio, azul y rojo). En A se muestra la
amplitud maxima del incremento en la fluorescencia FM1-43 para cada una de las
condiciones mencionadas (media £+ SEM de 16 somas y 16 axones en cuatro cultivos
diferentes). Los asteriscos indican diferencias significativas p <0,05. La amplitud
maxima para las neuronas estimuladas con alto potasio (negro y purpura) se muestra

sélo para destacar la diferencia con los grupos del control negativo.

La participacion de los receptores a melatonina en la formacion de axones en la

clona de precursores neuronales

Los receptores a melatonina participan en la axongénesis de células de hipocampo en
rata, sin embargo no se sabe si los PNEOs expresan receptores y si estos estan

involucrados en la axogénesis. Para conocer si la melatonina esta actuando a través de
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los receptores a membrana MT1 y MT2, las células se incubaron con luzindol en
concentraciones crecientes (10°M, 10-°M y 10-*M) y melatonina a 10-M por 6 horas.
Las células incubadas solo con melatonina desarrollaron un axon en un 60%, mientras
que las que se incubaron con 1uM de luzindol el 40% de las células presenté axon
(Figura 21A), a una concentracion de 10 uM el numero de células con axon disminuyo
a un 35% (Figura 21B) y con 100 uM el solo el 25% de la células tienen un axén (Figura
21C). La Figura 21D muestra la curva dosis respuesta del efecto del antagonismo del
luzindol sobre la formacién de axones inducida por la melatonina a una concentracion

de 10°M.
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Figura 21. Curva concentracion-respuesta del efecto del luzindol antagonista de
los receptores MT1/2 sobre la formacion de axones inducida por la melatonina.
En el panel A, B y C se muestran las imagenes representativas de los PNEOs
incubados con las concentraciones crecientes de luzindol 10°M, 10°M y 10“M
incubados durante 6 horas. En D se muestra la grafica con el porcentaje de células con
un axon con respecto al numero total de células identificadas por tincién con DAPI. Los
resultados representan la media * error estandar de la media (SEM) de 10 campos
seleccionados en 6 pozos para cada condicidn experimentos. Los asteriscos indican
diferencias significativas en comparacion con las células incubadas en el vehiculo (P
<0,05)
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En la figura 22 A y B se muestra la tincion de los receptores MT1 y MT2 con el
anticuerpo anti-MEL-1A/B-R. La clona de los PNEOs se incubaron con VEH o MEL 10
M por 6 horas. Se observé que el anticuerpo reconocioé puntos definidos en la zona
perinucelar asi como en algunas de las prolongaciones tanto en las células tratadas
con el VEH o la MEL.

La expresion relativa de los receptores MT1/2 en los PNEOs se determin6 por medio
de la técnica de western blot. El anticuerpo dirigido contra los receptores MT1/2
reconocio tres bandas de proteina de 36, 37 y 60 Kda que corresponden a los
receptores MT1, MT2 y la forma glicosilada respectivamente (Figura 22 C). Las figuras
6D-F muestran las densidades 6pticas (OD) de las bandas, normalizadas con el control
de carga (GAPDH). La incubacién con 10-°M de melatonina durante 6 horas no produjo
un aumento en la banda OD de ninguna de estas especies moleculares. Aunque se
observd un ligero aumento en la banda de 36 kDa, la diferencia no fue significativa

(Figura 22 F).
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Figura 22. Efecto de la melatonina sobre la cantidad relativa de los receptores MT
y MT2 en la clona de los precursores neuronales olfatorios. El panel Ay B
muestran la presencia de los receptores en la clona de los PNEOs, en verde se
observa el anticuerpo MEL-1A/BR y en azul los nucleos tefiidos con DAPI. Barra de
escala: 20 um. En el panel C se muestra la fluorografia representativa de los receptores
MT1/2 de los extractos de PNEOs. Se utiliz6 GAPDH como control de carga. En los
paneles D-F se muestran las graficas de barras de la cantidad relativa de receptores
MT1/2 determinados a partir de la OD de las bandas con pesos moleculares de 60, 37
y 36 kDa respectivamente normalizada entre la cantidad de GAPDH obtenida de la

determinacién de la densidad 6ptica de las bandas.
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La melatonina favorece la formacién de axones en precursores neuronales del
paciente con esquizofrenia.

Los cultivos primarios de precursores neuronales obtenidos de un sujeto control y de un
paciente con esquizofrenia se incubaron con el VEH o con 107 y 10-°°M de MEL durante
3, 6 y 12 horas y se tifieron con el anticuerpo anti-tau1, faloidina rodaminada y DAPI.
Se observo que las células del sujeto control incubadas con el VEH mostraron una
forma bipolar (Figura 23A), mientras que las células del paciente incubadas con el VEH
no mostraron morfologia bipolar. Sin embargo, se observan areas tefiir como cavidades
(Figura 23B). Las células del sujeto control tratadas con MEL a una concentracion de
10-°M desarrollaron un axén largo (A") mientras que las del paciente con esquizofrenia
adoptaron una morfologia bipolar (B"). La Figura 21C muestra el curso temporal de la
formacion de axones en los PNEOs del sujeto control incubado con el VEH (circulos
abiertos) y con MEL con 107 (circulos sélidos) o 10-°M (cuadrados). En presencia del
VEH, sélo el 11% de las células desarrollaron un axén después de 3 horas. Este
porcentaje permanecié constante durante 12 horas de incubaciéon Por el contrario,
después de 6 horas de incubacion con MEL a 107 M se estimulé la formacién de
axones y se observo que el 20% de las células mostraron estas proyecciones. Las
células incubadas con una concentracion de 10°° M de MEL mostraron un incremento
en la formacion de axones y el 40% de las células formaron estas proyecciones y el
60% después de 12 horas de incubacién con 10® M de MEL mostraron un axén. Por
otro lado, los PNEOs del paciente no formaron axones en ausencia de la MEL y en
presencia del VEH. Sélo un 10% y 30% de las células desarrollaron axones después de

6 horas de incubacién con 107 y 10> M de MEL respectivamente (Figura 23D). Aunque
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la melatonina estimuld la formacion axonal en cultivos primarios de los PNEOs del
sujeto control y del paciente, no se observaron ramificaciones axonales en estos

cultivos.
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Figura 23. La melatonina aumenta la formacion de axones en los precursores

neuronales obtenidos de un sujeto control y un paciente diagnosticado con

esquizofrenia. Imagenes representativas de los PNEOs obtenidas de un sujeto control

(A, A') o de un sujeto con esquizofrenia (B, B'), incubadas durante 6 h con el VEH (A,
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B) o con la MEL a una concentracion de 10-°°M (A", B'). Las células se fijaron y tifieron
con el anticuerpo anti-tau1 (FITC, verde), microfilamentos (TRITC-faloidina, rojo), y los
nucleos (DAPI, azul). Las flechas muestran una célula bipolar (A), un axén (A) y una
célula extendida (B). La punta de flecha en B muestra una cavidad desprovista de
marcaje. Barra de escala: 20 ym. En el panel C y D el curso temporal del efecto de la
melatonina sobre la formacién axonal en cultivos primarios de SC y EZ,
respectivamente. Las células se incubaron con el VEH (circulos blancos), o con MEL a
10’M (circulos negros), o 10°°M (cuadrados negros). Los resultados representan la
media * error estandar de la media (SEM) de 10 campos seleccionados en 6 pozos
para cada condicidon experimental. Los asteriscos indican diferencias significativas en

comparacioén con las células incubadas en el vehiculo (P <0,05).

Efecto de la melatonina sobre la fosforilaciéon de la GSK34 en los cultivos
primarios PNEOs sujeto control y un paciente con esquizofrenia

Para conocer si la melatonina tiene efecto sobre la fosforilacion de la GSK3b en los
cultivos primarios del paciente con esquizofrenia y del sujeto control, los PNEOs se
incubaron con VEH o la MEL 10°M durante 6 horas. Se obtuvieron extractos de
proteina y se analizaron por Western blot. Como se muestra en la figura 24 A la
melatonina incrementa la fosforilacion de la GSK3B en los cultivos primarios del sujeto
control y del paciente con esquizofrenia. Mientras que el VEH y la MEL no tuvo efectos
en el control de carga (GAPDH) y la GSK3p total. En la figura 24 B se muestra una
grafica de barras con las cantidades relativas de p-GSK3B normalizada entre la
cantidad GSK3[ total obtenida de la determinacion de la densidad optica de las
bandas. Tanto en los extractos obtenidos del SC y del EZ la MEL incremento la
fosforilacion de la p-GSK3B. Sin embargo, se observa que los extractos del paciente

hay una menor cantidad de p-GSK3[ en comparacion con el sujeto control. La figura 24
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C y D muestra imagenes representativas de una tincidn con el anticuerpo anti-
phospho-GSK3[p en las células obtenidas de un sujeto sano y un paciente con
esquizofrenia, respectivamente. Se observd que el anticuerpo reconocioé en el sujeto
sano la zona perinuclear asi como en algunas de las prolongaciones, sin embargo en el

paciente solo se observa la tincidon en la zona perinuclear.
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Figura 24. La melatonina incrementa la fosforilacién de la GSK3B en los
precursores neuronales del epitelio olfatorio. Western blot representativo de la
isoforma GSK3p fosforilada (p-GSK3B) y GSK3p total de los extractos celulares de los
PNEOs del sujeto control y del paciente con esquizofrenia incubados durante 6 h con el
VEH o la MEL (A). Cantidad relativa de p-GSK3B determinada por densitometria,

normalizada por la cantidad de GSK3 total. Los resultados se expresan como la media
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+ SEM de ocho ensayos. Los asteriscos indican diferencias significativas (P <0,05). No
se observan cambios en el control de carga GAPDH. Las imagenes C y D muestran
una tincion con el anticuerpo anti-phospho-GSK3p (FITC verde) y de los nucleos

(DAPI) del sujeto control y del paciente. Barra de escala: 20 ym

Receptores a melatonina MT1 y MT2 en precursores neuronales obtenidos de un
paciente diagnosticado con esquizofreniay un sujeto control.

Para estudiar la distribucion de los receptores de melatonina (MT1 y MT1) en los
PNEOs derivados del sujeto control y del paciente con esquizofrenia, las células se
incubaron con el VEH o la MEL a una concentracion de 10-°M durante 6 horas y se
tineron con el anticuerpo MEL-1A / BR. En las células de sujeto control incubadas con
VEH se observan puntos fluorescentes definidos localizados en la zona perinuclear asi
como en las prolongaciones (Figura 25 A), en la imagen de las células del paciente con
esquizofrenia se observa ademas de los puntos, zonas carentes de tincion (cavidades,
flecha blanca) (Figura 25 B). La MEL parece aumentar la inmunoreactividad de MT1 y
MT2 tanto en los cultivos primarios del sujeto control (Figura 25 A ') como del paciente

(Figura 25 B").

La cantidad relativa de los receptores de melatonina se determiné por Western blot
(Figura 26 A) en extractos celulares obtenidos de los cultivos primarios. En los PENOs
primarios solo se detectd una banda de 60 kDa. La melatonina aumenté la cantidad
relativa de esta banda. La Figura 26 B muestra el analisis densitométrico de la banda
reconocida por el anticuerpo anti-MEL-1A/BR normalizada entre la cantidad de GAPDH

obtenida de la determinacion de la densidad optica de las bandas. La cantidad relativa
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de la banda reconocida por el anticuerpo en los extractos derivados del paciente con
EZ fue significativamente mas baja que las muestras obtenidas del sujeto control. La
melatonina aumento la cantidad relativa de la banda de 60kDa-MT1 / 2 en el extracto

de células sujeto control.

VEH

MEL

Figura 25. Distribucién de los receptores a melatonina MT1/2 en cultivos
primarios de precursores neuronales olfatorios obtenidos de un sujeto control y
un paciente con esquizofrenia. En el panel A y A' se muestran las imagenes
representativas de los PNEOs del sujeto control o de un sujeto diagnosticado con
esquizofrenia (B, B'), incubadas durante 6 h con el VEH (A, B) o con la MEL 10° M (A,
B'). Las células fueron fijadas y tefidas para con el anticuerpo anti- MEL-1A/BR

receptores MT1 /2 (FITC, verde) y los nucleos (DAPI, azul), Barra de escala = 20 um.
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Figura 26. Cantidad relativa de los receptores a melatonina MT1/2 en cultivos
primarios de precursores neuronales de un sujeto control y un paciente con
esquizofrenia. En el panel A se muestra una fluorografia representativa de las bandas
de proteina reconocidas con el anticuerpo MEL-1A/BR. Los precursores se incubaron
durante 6 h con el VEH o con la MEL 10° M. En el panel D se muestra la grafica de
barras de la cantidad relativa de la banda reconocida con el anticuerpo MEL-1A/BR
determinada por densitometria, normalizada por la cantidad de GAPDH total. Los
resultados representan la media + SEM de ocho ensayos. Los asteriscos indican

diferencias significativas (P <0,05)
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Discusion

La hipdtesis del neurodesarrollo para la etiologia de la esquizofrenia sostiene que
durante el segundo trimestre del embarazo tanto factores genéticos y ambientales que
afecten a la madre pueden producir alteraciones en el desarrollo del cerebro fetal que
eventualmente conducen a la aparicién de la enfermedad en la vida adulta. En ese
sentido, evaluamos en primera instancia los efectos de la melatonina en la axogénesis
en una clona de PNEOs que se obtuvo de un sujeto sano, esto con el propésito de
evitar la variabilidad genética en las respuestas farmacoldgicas y para obtener los
efectos mas robustos (Tajinda et al. 2010, Clarke, Erskine, and Lumsden 1998).
Posteriormente se utilizaron cultivos primarios de los PNEOs obtenidos a partir de un
SC y un paciente con EZ para tener variabilidad fenotipica y una respuesta mas
representativa. Se identificaron cinco etapas de diferenciacion morfolégica en los
PNEOs, basandonos en la clasificacion de Calof y Tahirovic (Calof et al. 2002,
Tahirovic and Bradke 2009) (Figura 27). Se demostré que la MEL estimula la formacion
axonal a través de los receptores MT1/2 y ademas aumenta la secrecion en los
precursores neuronales humanos. Asi, la melatonina tiene un papel clave en la
formacion de axones en los PNEOs del paciente con EZ lo que nos da informacién
sobre la etiologia de la EZ, de esta manera podriamos sugerir que la alteracién en la
axogeénesis de los pacientes podria ser debido a la disminucion de los niveles de la
MEL materna lo que daria lugar a la conectividad neuronal anormal que es parte de la

patofisiologia de la enfermedad (Arnold, Talbot, and Hahn 2005).
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En este estudio se demostré que la MEL estimula la formacidon de axones a través de
los receptores a MEL MT1 y MT2. Ademas, aumenta la fosforilacion de la GSK3p y la
secrecion en los precursores neuronales. Para ello, se utilizaron precursores
neuronales obtenidos del epitelio olfatorio, que es un modelo validado (Calof and
Chikaraishi 1989, Calof et al. 2002, Cascella et al. 2007, Benitez-King et al. 2011) con
el cual se puede estudiar el neurodesarrollo en la EZ. El epitelio olfatorio nos da un
acercamiento con el cual podemos observar los procesos embrionarios de
neurogénesis y diferenciacion neural (Benitez-King, Huerto-Delgadillo, and Anton-Tay
1991). Por otra parte es un tejido en el que podemos encontrar neuronas del sistema
nervioso central, estas neuronas se regeneran y diferencian a lo largo de la vida, lo cual

es clave en el neurodesarrollo (Cascella et al. 2007).

El efecto de la melatonina sobre la formacion de axones

La melatonina estimuldé de manera significativa la formacién de axones en el paciente
con EZ, que en condiciones basales no forma. Se sabe que los pacientes con EZ
tienen una reduccion en los niveles de MEL circulante en comparacion con SC
(Monteleone et al. 1997, Fanget et al. 1989), por lo que la falta de esta indolamina
podria estar afectando la axonogénesis. En ese contexto el aporte de MEL ayuda a las
neuronas a formar axones por lo tanto mejora el desarrollo neuronal en las células del
paciente, el cual no tiene el aporte suficiente de la hormona.

En el contexto del neurodesarrollo embrionario el suministro adecuado de MEL materna

a través de la placenta debe ser el 6ptimo para una diferenciacién morfologica y
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funcional de las neuronas y de esta manera se podrian prevenir las anomalias de
neuroesarrollo asociadas a la EZ

De modo que, la MEL tiene un papel clave en la formacién de axones en la EZ
sugiriendo que la alteracidn durante neurodesarrollo, que podria deberse a la carencia
o disminucion de la MEL materna esta dando como consecuencia defectos en la

conectividad neuronal encontradas en los pacientes.

Los Receptores a melatonina MT1 y MT2 estan implicados en la formacion de

axones en los precursores neuronales del epitelio olfatorio

Los resultados muestran que la melatonina estimula la formaciéon de axones en los
PNEOs a través de los receptores MT1 y MT2. Liu et al (Liu et al. 2015) demostré que
la axogénesis en neuronas de hipocampo de rata es a través del receptor MT2. En ese
sentido se bloqued el efecto de la formacion de axones con luzindol que es un
antagonista de los receptores. Los resultados muestran que conforme se incrementa la
concentracion de luzindol disminuye el numero de células con axén. En este trabajo se
demostrd la presencia de los receptores por medio de inmunodeteccion utilizando el
anticuerpo especifico MEL-1A/BR. Ademas, en la clona de los PNEOs se encontraron
dos bandas con pesos moleculares de 36 y 37 kDa, que corresponden a los receptores
MT2 y MT1, respectivamente. Acorde con esto en el 2001 Bordt et al encontraron una
banda de 37kDa que corresponde a el receptor MT1(Bordt et al. 2001). Por otra parte,
se encontré6 una banda de 60 kDa que corresponde a los receptores en su forma
glicosilada (Govorovska et al. 2006). Algunos autores han propuesto la forma

glicosilada de los receptores es la forma funcional la N-glicosilacion es necesaria para
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su transporte a la membrana plasmatica (Matsuda et al. 2004, Govorovska et al. 2006).
En cambio, en los cultivos primarios del sujeto control y del paciente solo se detecto la
banda de 60 kDa. En estos cultivos la cantidad relativa de receptor incremento después
de incubar con melatonina, esto puede deberse a que la melatonina tiene la capacidad
para autorregular la densidad de sus receptores (Guerrero et al. 2000). En conjunto, los
resultados muestran por primera vez que los precursores neuronales del epitelio

olfatorio humano estan expresando los receptores funcionales de la MEL.

Participacion de la Glucdgeno Sintasa Cinasa 3 Beta fosforilada en la formacion

de axones en los precursores neuronales del epitelio olfatorio

La inactivacion de la GSK3p por medio de la fosforilacion en la serina 9, es clave en la
axogeénesis. Jiang demostrd que la inactivacion de la GSK3p en la etapa 2 es necesaria
para la formacién axonal (Jiang et al. 2005). En ese contexto, se encontré que la MEL
aumenta los niveles relativos de la fosfo-Ser9-GSK3p tanto en la clona como en los
cultivos primarios. Sin embargo, no se conoce la posible cascada de senalizacion en la
cual participa la activacién de los receptores de MEL vy fosforilacion de GSK3p en los
PNEOs. Podemos suponer que la via implicada en el proceso de formacién de los
axones en los PNEOs es la via PI3BK/AKT/GSK3p rio abajo de la activacion de los
receptores, que es una via descrita para hipocampo de rata por Jiang et al en el 2015.

En las células del paciente con EZ se encontré que hay una reduccién en los niveles de

la p-GSK3p comparado con el sujeto control. De igual forma, Emamian encontré que
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hay una reduccion en la p-GSK3p de linfocitos obtenidos de pacientes con EZ
(Emamian et al. 2004). Por lo que se ha propuesto que existe una alteracién en la
actividad de la cinasa en la patofisiologia de la EZ (Lovestone et al. 2007). En este
sentido, los resultados sugieren que la melatonina podria estar modulando la
fosforilacion de la GSK3p en los PNEOs del paciente con EZ lo que sugiere que la
reduccion de la GSK3p fosforilada en estos pacientes no permitiera la formacion de

axones de manera espontanea.

Funcionalidad de los precursores neuronales del epitelio olfatorio tratados con

melatonina medida por el incremento en la fluorescencia del FM1-43

Para conocer si los PNEOs eran capaces de formar sinapsis entre si, se incubaron con
MEL o VEH por 6 horas. Las neuronas olfatorias in vivo forman un axén largo que
atraviesa la placa cribosa y establecen contactos sinapticos con células mitrales en el
bulbo olfatorio. Por lo tanto, no forman sinapsis entre si en el neuroepitelio olfativo. En
este trabajo, no encontramos estructuras sinapticas en la clona de los PNEOs
incubados con el VEH. Sin embargo en los PNEOs incubados con MEL se encontrd
evidencia de la formacion de unas cuantas estructuras sinapticas. Estos datos sugieren
que en respuesta al tratamiento con MEL, los PNEOs expresan proteinas pre y

postsinapticas que eventualmente podrian establecer sinapsis funcionales.

En ese sentido, para estudiar mas a fondo la funcionalidad neuronal en los PNEOs, se

analizé la exocitosis de diferentes regiones celulares y diferentes etapas de

78



diferenciacion. La despolarizacion provocada por alto potasio desencadend la
exocitosis del soma, los axones y las ramificaciones axonales. La cinética lenta y
duradera del aumento de la fluorescencia FM1-43 sugiri6 que la exocitosis de los
PNEOs es extrasinaptica. Aunque el papel de la secrecion extrasinaptica en estas
células aun debe ser estudiado, posiblemente media la sefalizacidon paracrina para la
modulacion de los procesos del neurodesarrollo como la migracion celular y el
crecimiento axonal. Al aumentar la cantidad y la velocidad de la exocitosis, la

melatonina podria mejorar esta sefalizacion paracrina.

A)

Figura 27. Etapas de la diferenciacién neuronal observadas en la clona obtenida
del epitelio olfatorio. Se muestra un diagrama modificado del de Calof y Chikarashi
(1989) y de Tahirovich 2009, donde se ejemplifican las diferentes etapas de

diferenciacion neuronal (marcadas con numeros ascendentes).
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Retomando la hipétesis del neurodesarrollo de la etiologia de la EZ junto con las
alteraciones en el ciclo luz/oscuridad durante el embarazo pueden ser un factor de
riesgo para el desarrollo de trastornos neuropsiquiatricos (Schwartz 2011, 2014). Se
sabe que la exposicién deficiente de luz solar durante el segundo trimestre del
embarazo, tal como ocurre durante el invierno en los paises del norte, se asocia a un
mayor numero de nifilos que mas tarde desarrollaron EZ en la etapa adulta (Torrey et
al. 1997, Soliman et al. 2015). Esto se debe a que la secrecién de MEL durante el
invierno disminuye. Al haber noches mas largas la duracion de la secrecion es mayor

sin embargo, la concentracion de MEL circulante es menor.

Aunque la MEL se sintetiza en la placenta desde las primeras semanas y prevalece
durante todo el embarazo (Soliman et al. 2015), la MEL materna proveniente de la
pineal la cual atraviesa facilmente la barrera placentaria (Okatani et al. 1998), se cree
que es la fuente mas importante de esta hormona para el feto (Seron-Ferre et al. 2012,
Mendez et al. 2012, Reiter et al. 2014, Mendez et al. 2016). Ademas de que en el
cerebro fetal humano, los receptores de MLE se expresan alrededor de 15 semanas de
gestacion (Thomas et al. 2002) y el pico mas alto de secrecién de MEL nocturna en el
suero materno es durante el tercer trimestre del embarazo (Tamura et al. 2008). En
esta etapa, el desarrollo cerebral puede ser particularmente vulnerable a un déficit de
MEL materna y las alteraciones que se puedan producir gracias al déficit
melatoninérgico podrian tener consecuencias a largo plazo. Estudios recientes han
demostrado que la descendencia de ratas expuestas a un ciclo de luz/oscuridad

alterado en este caso luz continua en la ultima etapa de gestacidn presentan
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alteraciones conductuales en la etapa adulta como ansiedad y un comportamiento

depresivo, las cuales son revertidas al suministrar melatonina (Voiculescu et al. 2016).

En conjunto, la evidencia sugiere que los bajos niveles en la MEL materna, debido a las
alteraciones del ciclo luz/oscuridad durante la gestacion, pueden ser un riesgo de
desarrollar EZ causando deterioro en la polarizacién neuronal y formacion axonal en
precursores neuronales (Figura 28). Estas anormalidades en la diferenciacion neuronal
pueden conducir a una conectividad global deteriorada y la funcionalidad de circuitos
neurales con los trastornos conductuales y cognitivos posteriores en la edad adulta. Por
lo tanto, un suministro exdgeno adecuado de la melatonina a las mujeres
embarazadas, tal como un suplemento dietético, podria ser util para prevenir el riesgo
de alteraciones de la formaciéon de circuitos neuronales que dependen de esta
indolamina. El hecho de que la MEL ejerza sus efectos sobre la axogénesis a
concentraciones similares a las encontradas en el suero o liquido cefalorraquideo
durante la noche sugiere que la secrecion regular de esta hormona por la glandula

pineal puede inducir la diferenciaciéon neuronal in vivo.
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al feto a través de la placenta
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Figura 28. Secrecion de la melatonina materna durante el embarazo. En el
esquema se muestra el incremento de la melatonina materna secretada a través de los
trimestres del embarazo (lineas azules). La carencia o la disminucién en la secrecion
de esta indolamina (lineas rojas) puede provocar alteraciones en el neurodesarrollo
fetal dando como consecuencia enfermedades neuropsiquiatricas, tales como la

esquizofrenia. Figura modificada de Reiter et al 2013
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