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Resumen

La melatonina es una hormona indol sintetizada a partir de triptofano y secretada principalmente por
la glandula pineal en un ritmo circadiano, pudiendo ser secretada por otras fuentes extrapineales como
las células del sistema inmunoldgico, retina, cerebro, piel y tracto gastrointestinal. Se caracteriza por
ser una hormona multifuncional, siendo un importante regulador de los procesos fisiol6gicos y un
guardidn de la homeostasis corporal, presentando propiedades cronobioticas, antioxidantes,
antiinflamatorias e inmunomoduladoras y antiapoptéticas, asi como un efecto neuroprotector,
contribuyendo a la multiplicacién, diferenciacion y supervivencia celular en el cerebro. Las diversas
funciones que presenta la melatonina hacen que pueda desempefiar un papel importante en los
mecanismos fisiopatoldgicos de enfermedades neuroinmunolégicas como la esclerosis multiple (EM).
La EM es una enfermedad crénica inmuno-mediada del sistema nervioso central (SNC), caracterizada
por la destruccion de la mielina por células T autorreactivas y por una degeneracion axonal, que afecta
a 2.8 millones de personas en el mundo, siendo la causa mas comun de discapacidad no traumatica en
jovenes adultos entre los 20-30 afios. Durante el curso de la EM, la infiltracion de linfocitos y
macrofagos autorreactivos al SNC, provoca un aumento de citocinas inflamatorias como el IFN-y,
TNF-a, IL-17 e IL-22 y debido a este aumento, se induce una produccidn excesiva de especies
reactivas de oxigeno y de nitrégeno (ROS y RNS, respectivamente), provocando estrés oxidativo.
Ademas, la disbiosis intestinal, se ha asociado con enfermedades que afectan al SNC, viéndose que el
eje microbiota-intestino-cerebro, probablemente, juegue un papel crucial en la EM. En base a esto, el
objetivo de la presente tesis fue evaluar el efecto de la administracion de melatonina en la clinica del
modelo animal de EM, la Encefalomielitis Autoinmune Experimental (EAE). Para ello, se emplearon
25 ratas Dark Agouti, que fueron divididas en cinco grupos (Control, Control+Vehiculo,
Control+Melatonina, EAE y EAE+Melatonina). La EAE se indujo mediante inyeccidn subcutanea de
glicoproteina de oligodendrocitos de mielina (MOG), durante 14 dias en los grupos correspondientes.
La melatonina fue administrada diariamente durante 51 dias, a partir del dia 14, con una dosis de

1mg/kg de peso corporal por via intraperitoneal. El grupo control no fue manipulado y el grupo



Resumen

Control+Vehiculo, fue inoculado con una inyeccidn subcutanea de 100ul de adyuvante completo de
Freund. Los animales fueron sacrificados el dia 65 y, en condiciones de temperatura controlada, se
extrajeron y pesaron el cerebro, la médula espinal, el corazén, el higado, el riién y los intestinos.
Asimismo, se tomaron muestras de sangre del tronco vascular del cuello. Posteriormente, se analizaron
los siguientes parametros: Evaluacion de la puntuacion clinica, Biomarcadores de dafio oxidativo
(Productos de peroxidacion lipidica (LPO), Proteinas carboniladas (PC) y Oxido nitrico (NOX)),
Sistema Redox del Glutation (Glutation total (tG), Glutation reducido (GSH), Glutation oxidado
(GSSG), Glutatiéon peroxidasa (GPx) y la relacion GSH/GSSG), Factor de inflamacién (Factor de
necrosis tumoral (TNF-a)) y Biomarcadores indirectos de disbiosis (Lipopolisacarido (LPS) y su
proteina de union (LBP)). La administracion de melatonina supuso una disminucion de la puntuacion
clinica de la enfermedad, evaluada mediante la escala Pérez-Nievas. Asimismo, esta hormona ejercid
un efecto antioxidante en todos los 6rganos estudiados, reduciendo los biomarcadores de estrés
oxidativo y paralelamente, manteniendo la homeostasis del glutation, aumentando los niveles de GSH,
GPx y de la relacion GSH/GSSG, asi como disminuyendo los niveles de GSSG. Asimismo, redujo los
niveles de TNF-a y mejoro la disbiosis bacteriana, en el cerebro y la médula espinal, disminuyendo la
concentracion de LPS y LBP. En conclusidn, de acuerdo con los resultados obtenidos, la melatonina
ha demostrado ser un agente eficaz frente al estrés oxidativo, la inflamacion y la disbiosis bacteriana
generada por la EAE, al mismo tiempo que ha mejorado la evolucién clinica de la enfermedad. Ello

podria sustentar la idea de que esta indolamina podria actuar de la misma forma en pacientes con EM.
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Desde nuestro grupo GC-28 Neuroplasticidad y Estres Oxidativo del Instituto Maimonides de
Investigacion Biomédica de Cordoba (IMIBIC), se realizan estudios sobre el papel que juega el
estres oxidativo y los sistemas antioxidantes en enfermedades neurodegenerativas, especialmente
en la esclerosis maltiple (EM). Del mismo modo, analizamos el posible efecto terapéutico que
pueden presentar diferentes compuestos dietéticos. En este sentido, la melatonina ha formado parte
de varias investigaciones llevadas a cabo por el grupo de investigacion. A raiz de estos estudios,
pudimos comprobar que esta hormona producia una disminucion del estrés oxidativo en el modelo
animal de la enfermedad de Huntington (Tdnez et al., 2004) y en un modelo de nefropatia inducida
por adriamicina (Escribano, Moreno, et al., 2014), asi como una disminucion de la pérdida
neuronal en ratas tratadas con acido 3-nitropropidnico, lo que sugiere que la melatonina ejerce una
accion neuroprotectora (Tasset, Aguera, et al., 2011). Probamos, también, que gracias a la
capacidad antioxidante que presenta la melatonina, esta puede modificar la respuesta neuronal al
acido okadaico (Tunez et al., 2003). Gracias al estudio realizado por Bahamonde et al. (2014),
observamos que el tratamiento con Natalizumab, provocaba un aumento significativo de la
melatonina en mujeres con Esclerosis Mdltiple Remitente-Recurrente (EM-RR) (Bahamonde et
al., 2014). En relacion con la EM, hemos realizado numerosos estudios gracias a los que se ha
comprobado que los pacientes con EM presentan un estado de oxidacion global y que el estrés
oxidativo juega un papel importante en la EM-RR (Bahamonde et al., 2014), demostrandose la
existencia de estrés oxidativo en tejidos y 6rganos no nerviosos (Conde et al., 2019). Otro hallazgo
importante de nuestro grupo es la demostracion de la existencia de una correlacion positiva entre
el dafio oxidativo y la proteina de unién a lipopolisacarido, asi como la posible implicacion de la
disbiosis en la homeostasis y hormesis del eje microbiota-sistema inmune-sistema nervioso central
en la EM (Escribano et al., 2017). Asimismo, demostramos que la suplementacion con lactosa,
caseina, aceite de oliva virgen extra, acido oleico e hidroxitirosol, ejercen efectos beneficiosos

sobre el estrés oxidativo, inflamacion y disbiosis que se producen en el modelo animal de EM, la
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encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) (Conde et al., 2019, 2020; Escribano et al.,

2021).

En base a estos antecedentes esta Tesis trata de profundizar en el papel de la hormona
melatonina en la EM, centrandonos en su papel como antioxidante, pero también, en su
intervencion en la inflamacion generada por la enfermedad y en el reciente rol protagonista de la
disbiosis intestinal y el eje microbiota-sistema nervioso central como causantes de la exacerbacion

autoinmune, responsables ultimos de la inflamacion y el estrés oxidativo.

Comienzo, por tanto, describiendo a la hormona melatonina y su funcion, para continuar el
enfoque en la EM, como enfermedad, objeto de esta tesis doctoral, terminando en la posible
relacion entre patologia y hormona, centrandome en las evidencias clinicas que la melatonina

produce en la sintomatologia de la enfermedad.



oooooooooooooooooo
oooooooooooooooooo
------------------
------------------
------------------
------------------
..................
------------------
------------------
------------------
------------------
------------------

INTRODUCCION



Introduccion

1. MELATONINA
1.1.Sintesis, secrecion y metabolismo

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina; C13H1sN202) fue aislada y caracterizada, por
primera vez, en 1958, por Aaron Lerner et al. (Lerner et al., 1958), de la glandula pineal bovina
(Slominski et al., 2012). Su nombre se debid a la intencién de reflejar su efecto de agregacion
de granulos de melanina (Lerner et al., 1958; Brennan, Jan and Lyons, 2006). Se trata de una
indolamina producida y secretada principalmente por la glandula pineal en un ritmo circadiano
(Escribano, Colin-Gonzalez, et al., 2014; Carrascal et al., 2018), aunque puede ser secretada
por otras fuentes extrapineales como las células del sistema inmunoldgico, retina, cerebro, piel
y tracto gastrointestinal (Carrascal et al., 2018) (Figura 1). La melatonina que no es sintetizada
por la glandula pineal, no esta regulada por ciclos circadianos, sino que responde a otras
sefales, ejerciendo un efecto paracrino o autocrino (Carrillo-Vico et al., 2004; Radogna,
Diederich and Ghibelli, 2010). Se trata de una hormona ampliamente distribuida, pudiendo
encontrarse, ademas de en todos los mamiferos, en plantas, organismos unicelulares y algas

(Slominski et al., 2012).

Su sintesis y secrecion, a nivel pineal, estan controladas por el nicleo supraquiasmatico en
el hipotdlamo, siendo inducida por la oscuridad e inhibida en presencia de luz (Skarlis and
Anagnostouli, 2020). Durante la noche, la melatonina se sintetiza bajo la accién de sefiales
generadas por las fibras nerviosas simpaticas, que transmiten informacion desde el ndcleo
supraquiasmatico, a través de la liberacion del neurotransmisor norepinefrina (Waly and
Hallworth, 2015; Nikolaev, Robeva and Konakchieva, 2021). El estimulo de luz, activa la
degradacion del fotopigmento, melanopsina en las células ganglionares fotorreceptoras de la
retina que, a través de la via retinohipotalamica, inducen la inhibicion de la sintesis de
melatonina (Reiter, 1991; Tarocco et al., 2019). La melatonina es sintetizada dentro de los

pinealocitos a partir de L-triptéfano (Aulinas, 2019). Este, es absorbido desde la circulacion
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hacia la glandula pineal donde es hidroxilado por la Triptrofano-5-hidroxilasa (EC 1.14.16.4)
y piridoxal fosfato, produciendo 5-hidroxitriptofano. Tras esto, el 5-hidroxitriptofano es
decarboxilado por la L-aminoacido aromatico descarboxilasa (EC 4.1.1.28) y produce
serotonina. Esta, es convertida en N-acetil-serotonina (NAS) a través de la enzima
Arilalquilamina-N-acetiltransferasa (AANAT; EC 2.3.1.5). Por ultimo, NAS, a través de la O-
metilacion mediada por la N-Acetilserotonina O-metiltransferasa (ASMT; EC 2.1.1.4),
produce melatonina (Arendt, 1998; Pandi-Perumal et al., 2006; Escribano, Colin-Gonzalez, et
al., 2014; Skarlis and Anagnostouli, 2020). Una vez que la melatonina ha sido sintetizada, es
liberada por las células pineales al torrente sanguineo (Reiter, 2003; Escribano, Colin-
Gonzalez, et al., 2014). Gracias a su alta solubilidad en agua y lipidos, puede penetrar la
membrana celular y llegar a diversos fluidos como saliva, semen, orina y liquido
cefalorraquideo (LCR) (Claustrat and Leston, 2015; Skarlis and Anagnostouli, 2020). En
humanos, la vida media de la melatonina es de entre 30 a 60 minutos (Escribano, Colin-
Gonzalez, et al., 2014), metabolizandose el 90% de esta en el higado, donde es hidroxilada a
6-hidroximelatonina por el citocromo CYP1A2. Posteriormente, se conjuga para una posterior
excrecion urinaria como 6-sulfatoximelatonina (6-SMT) (Aulinas, 2019; Skarlis and
Anagnostouli, 2020). Ademas de por la via hepatica, la melatonina también puede degradarse
siguiendo la via inddlica alternativa que produce acido 5-metoxiindolacético, o siguiendo la
via quindrica, que produce N1-acetil-N2-formil-5-metoxiquinuramina (AFMK) (Slominski et

al., 2008, 2012).

La cantidad de melatonina no es constante a lo largo de la vida (Poza et al., 2018). El ritmo
de secrecion de la melatonina aparece en torno a los 2-3 meses de vida (Kennaway, Stamp and
Goble, 1992; Aulinas, 2019) y a partir de entonces, los niveles de esta aumentan de manera
exponencial hasta los 8-10 afios, momento en el que su sintesis comienza a disminuir hasta

alcanzar las concentraciones medias de adultos (Poza et al., 2018; Aulinas, 2019). En adultos,
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el nivel sérico nocturno es de 25-85 pg/ml, alcanzando el maximo entre las 4:00-6:00 h y
disminuyendo entre las 7:00-9:00h (Akpinar et al., 2008). Los niveles de melatonina se
mantienen estables hasta los 35-40 afios y a partir de este momento, comienzan a disminuir
paulatinamente (Poza et al., 2018; Aulinas, 2019). Asimismo, las concentraciones de
melatonina presentan fluctuaciones estacionales, alcanzando su maxima concentracion en

meses de otofio-invierno (Farez et al., 2015; Mocayar-Marén et al., 2020).
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Figura 1. Estructura quimica de la melatonina. La estructura quimica de esta hormona indol, se ha conservado
durante millones de afios (Reiter et al., 2017; D. Zhao et al., 2019). Posee dos grupos funcionales importantes que
determinan su especificidad y anfifilicidad: el grupo 5-metoxi y la cadena lateral N-acetilo (Esposito and
Cuzzocrea, 2010; Tarocco et al., 2019). Gracias a sus caracteristicas anfifilicas, la melatonina puede difundirse y
atravesar todas las barreras morfofisioldgicas (Carloni et al., 2018; Tarocco et al., 2019). Esta estructura
determina, también, la alta eficacia de la melatonina en la desintoxicacion de radicales libres (Galano, Tan and

Reiter, 2018; D. Zhao et al., 2019).

1.2.Receptores
La melatonina produce sus efectos en los tejidos y drganos diana a través de vias

dependientes e independientes de receptor (Escribano, Colin-Gonzalez, et al., 2014; Kern et
al., 2019). Las acciones no mediadas por receptores se deben a las propiedades anfipaticas que

posee esta hormona, que le permiten atravesar libremente las membranas celulares y nucleares
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(Aulinas, 2019). En cuanto a las vias dependientes de receptor, se han encontrado sitios de
unién a melatonina en las membranas de varios tejidos. Esta hormona es considerada un factor
pleiotropico debido a las multiples localizaciones de formacidn y expresion de sus receptores
(Claustrat and Leston, 2015; Skarlis and Anagnostouli, 2020). Actualmente, se han identificado
3 tipos de receptores de melatonina, los cuales son miembros de la superfamilia de receptores
acoplados a proteina G (RAPG) (Ng et al., 2017; C. Zhao et al., 2019; Kern et al., 2019).
Dichos receptores son MT1, MT2 y MT3, siendo MT1 y MT2, los dos tipos principales de
RAPG, expresandose, entre otros lugares, en varias areas del sistema nervioso central (SNC)
(Ngetal., 2017; Soto-Brambila et al., 2017). MT1y MT2, tienen un motivo estructural general
que consta de 7 dominios transmembrana a-helicoidales, conectados con el extremo amino, en
el lado extracelular y con el extremo carboxilo en el lado intracelular (Dubocovich et al., 2010;
Nikolaev, Robeva and Konakchieva, 2021). MT1, esta acoplado a G;, especificamente a Giqz,
Giw3, ¥ Ggu1 (Slominski et al., 2012). Tiene una longitud de 350 aminoacidos con un peso
molecular de 39.374 Da (Ng et al., 2017) y estd codificado por el gen MTNR1A en el
cromosoma 4g35.1 (Li et al.,, 2013). Este receptor, se encuentra principalmente en el
hipotdlamo, hipofisis, hipocampo, retina, nucleo supraquiasmatico, cerebelo y glandulas
suprarrenales, lo que sugiere que los efectos circadianos y reproductivos de la melatonina, estan
mediados por MT1 (Mazzucchelli et al., 1996; Escribano, Colin-Gonzalez, et al., 2014;
Aulinas, 2019). Ademéas, MT1 se expresa también en el sistema cardiovascular, sistema
inmunitario, testiculos, ovarios, piel, higado, rifidn, placenta, mamas, pancreas y bazo

(Slominski et al., 2012).

MT2, se acopla también a Gi (Slominski et al., 2012). Tiene una longitud de 362
aminoacidos con un peso molecular de 40.188 Da (Ng et al., 2017) y esta codificado por el gen
MTNRI1B en el cromosoma 11g21-g22 (Li et al., 2013). Este receptor, se encuentra en el

hipocampo, cerebelo, talamo reticular, sustancia negra, nucleo supradptico, ndcleo rojo
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(Musshoff et al., 2002; Comai and Gobbi, 2014; Beriwal et al., 2019), sistema inmunitario,
vasos sanguineos, testiculos, tracto gastrointestinal, tejido adiposo y piel (Slominski et al.,
2012). La homologia de aminoacidos de ambos receptores en humanos, es de aproximadamente
el 60% (Nikolaev, Robeva and Konakchieva, 2021) y tanto MT1 como MT2, pueden formar
homo y heterodimeros (Slominski et al., 2012). Por ultimo, MT3, se identifica como un sitio
de union a la melatonina ubicado en la enzima citosolica, quinona reductasa 2 (Nosjean et al.,

2000; Ng et al., 2017), cuya funcion y relevancia ain no se conocen bien (Poza et al., 2018).

La activacion del receptor MT1 por la melatonina, provoca la inhibicion de AMPc
(Adenosin monofosfato ciclico), asi como la inhibicion de la sefializacion de la proteina
quinasa Ay la fosforilacion de CREB (CAMP response element-binding, en inglés). Ademas,
MT1 aumenta la fosforilacién de la proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK) y la
quinasa 1/2 regulada por sefiales extracelulares (ERK). Por su parte, la estimulacion del
receptor MT2 inhibe la formacion de AMPc y GMPc (Guanosin monofosfato ciclico), activa
la proteina quinasa ¢ (PKC) y disminuye la liberacién de dopamina dependiente de calcio en

la retina (Escribano, Colin-Gonzalez, et al., 2014; Liu et al., 2016).

Los receptores huérfanos relacionados con el cido retinoico (ROR, por su traduccién en
inglés, retinoic acid receptors- related orphan receptors ), también han sido descritos como
sitios de union nuclear a melatonina (Soto-Brambila et al., 2017; Kern et al., 2019). La
estructura de estos receptores nucleares, consta de un dominio N-terminal, un dominio de union
al ADN que contiene un dominio de doble dedo de zinc, una regién bisagra y un sitio de unién
al ligando en el extremo carboxilo terminal (Smirnov, 2001; Slominski et al., 2012; Nikolaev,
Robeva and Konakchieva, 2021). Estos receptores son factores de transcripcion involucrados
en el mantenimiento del ritmo circadiano y son esenciales para una funcién inmune adecuada
(Chang, Rosen and Griffin, 2014). La melatonina se une a las variantes RORa y RZRf

(Hardeland et al., 2011), aunque segun otros autores, también puede unirse a RZRo y RORa2
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(Nikolaev, Robeva and Konakchieva, 2021). RZRf} se encuentra en el tejido nervioso y RZRa
en el tejido adiposo, piel, testiculos, cartilago e higado (Smirnov, 2001; Slominski et al., 2012;
Nikolaev, Robeva and Konakchieva, 2021). RORa actia como un interruptor molecular
implicado en la generacidn de células Th1l7 y T reguladoras, estando ambas implicadas en el
mantenimiento del equilibrio dafo/proteccion en condiciones inmunitarias como la

autoinmunidad (Lardone et al., 2011).

1.3.Funciones y propiedades
La melatonina es un importante regulador de los procesos fisioldgicos y un guardian de la

homeostasis corporal (Chitimus et al., 2020), cuya actividad funcional tiene un amplio espectro
de accion, estando aun en estudio algunas de sus funciones (Patel et al., 2020). La funcion
principal de la melatonina es transmitir informacién sobre el ciclo diario de luz y oscuridad
(Claustrat, Brun and Chazot, 2005), sincronizando el ritmo circadiano con este ciclo (Patel et
al., 2020). También, juega un papel clave en la regulacién del ciclo suefio-vigilia, desarrollo
de la pubertad, adaptacion estacional y formacién de la memoria (Giannoulia-Karantana et al.,
2007; Skarlis and Anagnostouli, 2020). Asimismo, hallazgos sobre la importancia de la
melatonina en mamiferos incluyen el control de la funcién de la retina y regulacion de los ciclos
reproductivos estacionales en animales fotosensibles (Reiter et al., 2016; Nikolaev, Robeva
and Konakchieva, 2021), asi como un efecto directo sobre la funcion ovérica (Nikolaev,
Robeva and Konakchieva, 2021). La melatonina es también un agente oncostatico natural,
estando involucrada en la proteccién contra el desarrollo de neoplasias malignas (Kostoglou-
Athanassiou, 2013). Los efectos antitumorales de la melatonina, estan relacionados con su
capacidad para inhibir la proliferacion, angiogénesis, migracion y para estimular la apoptosis

de células cancerosas (Nikolaev, Robeva and Konakchieva, 2021).

Ademas de esto, se sabe que la melatonina es una molécula multifuncional (Onaolapo et

al., 2019), demostrandose en los ultimos afios su capacidad anti-oxidante, anti-inflamatoria
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(Escribano, Colin-Gonzalez, et al., 2014) y anti-apoptotica, actuando también en respuestas
inmunes y homeostasis mitocondrial (Carrascal et al., 2018) y contribuye a la multiplicacion,

diferenciacion y supervivencia celular en el cerebro (Onaolapo et al., 2019).

1.3.1. Capacidad antioxidante
La melatonina, evolucion6 hace aproximadamente 3000-2500 millones de afios,

probablemente en bacterias fotosintéticas, donde se disefié especificamente para
neutralizar los derivados toxicos del O2 que se producen durante la fotosintesis (Noctor
et al., 2000; Reiter et al., 2017). Las propiedades antioxidantes de la melatonina se
deben, principalmente, a su anillo de indol aromético rico en electrones, funcionando
como un donante de estos (Esposito and Cuzzocrea, 2010; Tarocco et al., 2019). Esta
indolamina, dispone de diversos mecanismos que la hacen extraordinariamente eficaz
para disminuir el dafio celular inducido por la destruccion oxidativa de elementos
celulares clave que, cuando se dafian, comprometen la funcion 6ptima de las células, lo
que puede resultar en su apoptosis (Reiter et al., 2016). Se ha demostrado que la
melatonina, es dos veces mas activa que la vitamina E, que se cree que es el antioxidante

lipofilico mas eficaz (Ferlazzo et al., 2020).

La actividad antioxidante de la melatonina es un proceso multifacético (Galano,
Guzman-Lopez and Reiter, 2021), disminuyendo el estrés oxidativo, a través de la
eliminacion de radicales libres toxicos (Escribano, Colin-Gonzalez, et al., 2014) y
reduciendo la toxicidad inducida por la peroxidacion de lipidos (Reiter, Tan and
Galano, 2014). Cuando la melatonina interacciona con los radicales libres, se produce
la denominada Cascada de antioxidantes de Melatonina, en la que los metabolitos que
se forman, 3-hidroximelatonina ciclica (c30HM), AFMK 'y N1-acetil-5-
metoxiquinuramina (AMK), son también captadores de radicales, por lo que se prevé

que cada molécula de melatonina es capaz de eliminar hasta 10 especies reactivas de
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oxigeno y nitrégeno (ROS- reactive oxygen species y RNS- reactive nitrogen species,
respectivamente). Esto es una propiedad unica de la melatonina (Reiter, Tan and
Galano, 2014). Ademas, mejora los sistemas de defensa antioxidante ya que, la
transduccion de sefiales inducida por la melatonina a través de los receptores MT1 y
MT2 (Ferlazzo et al., 2020), promueve la expresion y por tanto, la actividad, de enzimas
antioxidantes como la superoxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) (Bahamonde et
al., 2014; Soto-Brambila et al., 2017; C. Zhao et al., 2019; Yeganeh-Salehpour et al.,
2019; AboTaleb and Alghamdi, 2020) y el ciclo redox del glutation, estimulando las
enzimas glutation peroxidasa (GPx; EC.1.11.19), glutatién reductasa (GRd; EC.1.8.17)
y el glutation reducido (GSH) (Bahamonde et al., 2014; Escribano, Colin-Gonzalez, et
al., 2014; Soto-Brambila et al., 2017; Yeganeh-Salehpour et al., 2019; AboTaleb and
Alghamdi, 2020). Asimismo, aumenta las defensas antioxidantes, al inducir
epigenéticamente a Nrf2 (Factor 2 relacionado con el eritroide nuclear 2) (Ferlazzo et
al., 2020) y facilitando su translocacion nuclear (Das, Balmik and Chinnathambi, 2020;
Fernandez-Ortiz et al., 2020). La melatonina, neutraliza también los toxicos a base de
nitrégeno, es decir, al éxido nitrico (NO) y al anidn peroxinitrito (ONOQO"), los cuales
promueven el dafio nitrosativo y, ademas, suprime la actividad de la enzima
prooxidativa, 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS). El dafio oxidativo, también puede
ser mitigado por la melatonina gracias a su capacidad de quelacion de metales pesados
(Reiter et al., 2016; Galano, Guzman-Lo6pez and Reiter, 2021), pudiendo unirse al
aluminio, cadmio, cobre, hierro, plomo y zinc (Reiter et al., 2016). Protege a las
lipoproteinas de baja densidad de la oxidacion y se une al cobre, lo que evita la
peroxidacién lipidica inducida por este metal (Wakatsuki et al., 2000; Parmar et al.,

2002; Galano, Guzman-Ld&pez and Reiter, 2021). Todo ello hace que la melatonina sea
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una molécula excepcionalmente eficaz contra el estrés oxidativo (Reiter, Tan and

Galano, 2014).

Melatonina en las mitocondrias
Se ha podido comprobar que las concentraciones de melatonina en las

mitocondrias, son mucho mayores que en otros organulos subcelulares (Venegas et
al., 2012; Reiter et al., 2021), por lo que se piensa que, ademas de por la glandula
pineal, la melatonina es producida por las mitocondrias (Reiter, Tan, Rosales-
Corral, Galano, Jou, et al., 2018). Estos organulos, han conservado las dos enzimas
necesarias para convertir la serotonina en melatonina, AANAT y ASMT (Suofu et
al., 2017; Reiter et al., 2021). De hecho, se ha encontrado que las mitocondrias de
ovocitos de roedores, pueden sintetizar melatonina (C. He et al., 2016; Melhuish-
Beaupre et al., 2021). Recientemente, también se ha asociado el receptor MT1, con
la membrana externa de las mitocondrias (Suofu et al., 2017; D. Zhao et al., 2019),
a través del cual, la melatonina controla la liberacion de citocromo C de la matriz
(D. Zhao et al., 2019; Melhuish-Beaupre et al., 2021). La regulacién de las
mitocondrias, por la melatonina, estd impulsada, en parte, por su induccion del gen
circadiano Bmall (Beker et al., 2019; Anderson and Maes, 2020). Bmall media la
desinhibicion del Complejo de piruvato deshidrogenasa, lo que permite a la
melatonina, aumentar el ciclo del &cido tricarboxilico y la fosforilacion oxidativa
(Anderson and Maes, 2020), lo que conduce al incremento de Acetil-CoA, el cual
es necesario para la activacion de la via melatonergica de las mitocondrias

(Anderson, Rodriguez and Reiter, 2019).

Las mitocondrias, son un lugar importante para la generacion de ROS (Reiter,
Tan, Rosales-Corral, Galano, Zhou, et al., 2018), siendo un producto normal del

metabolismo celular (Holditch et al., 2019). Existen sitios dentro de las
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mitocondrias, que presentan un mayor potencial para generar ROS. Estos sitios son
el Complejo I 'y el Complejo 111 de la cadena respiratoria mitocondrial, que pierden
electrones cuando se desvian entre las moléculas donadoras y receptoras (Reiter,
Tan, Rosales-Corral, Galano, Zhou, et al., 2018; Mukherjee and Ghosh, 2020). Las
ROS generadas por el Complejo I, aparecen en la matriz mitocondrial y las
generadas por el Complejo 111, se dividen entre la matriz y el espacio intermembrana
(Muller, Liu and Van Remmen, 2004; Reiter, Tan, Rosales-Corral, Galano, Zhou,
et al., 2018). La melatonina, limita la fuga de electrones de la cadena respiratoria,
lo que provoca que se reduzcan menos moléculas de Oz al radical anién superdxido
(02), proceso denominado evitacion radical (Hardeland, 2005; Reiter et al., 2016).
Ademas, la melatonina disminuye los niveles de ROS, estimulando enzimas
antioxidantes como SOD, que elimina O2" y GPx y peroxirredoxina (PR; EC
1.11.1.15), que eliminan peroxido de hidroégeno (H20.) del microambiente celular
(Reiter, Tan, Rosales-Corral, Galano, Zhou, et al., 2018). Aumenta, también, la
actividad de las enzimas que intervienen en la fosforilacion oxidativa mitocondrial,
como NADH-coenzima Q reductasa (Complejo 1) y citocromo C oxidasa
(Complejo IV) (Martin et al., 2000, 2002; Acufia-Castroviejo et al., 2001; Leon et
al., 2004; Tanez et al., 2004), lo que permite que la melatonina optimice la funcion
mitocondrial (Anderson, Rodriguez and Reiter, 2019). Asimismo, para regular el
estrés oxidativo en las mitocondrias, la melatonina tiene capacidad para regular al
alza la Sirtuina 3 (SIRT3) (Anderson and Maes, 2020; Morris et al., 2021), una
desacetilasa dependiente de NAD+ (Nicotinamida adenina dinucle6tido), que reside
principalmente en las mitocondrias, concretamente en la matriz mitocondrial y

mantiene la homeostasis de estas (Marcus and Andrabi, 2018; Anderson and Maes,
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1.3.2.

2020). SIRT3 también aumenta la respiracion mitocondrial y su sobreexpresion

conduce a una disminucion en la produccion de ROS (Anderson and Maes, 2020).

Por otro lado, se ha sugerido que la melatonina, pero no las vitaminas C y E,
previene los efectos toxicos de los hidroperéxidos en las mitocondrias, al regenerar

su contenido de GSH (Martin et al., 2000).

Capacidad antiinflamatoria e inmunomoduladora
La melatonina presenta efectos pleiotropicos sobre el sistema inmunologico

(Carrillo-Vico et al., 2013), pudiendo influir tanto en la respuesta inmunitaria innata
como en la adaptativa (Nikolaev, Robeva and Konakchieva, 2021). Se ha propuesto la
hipétesis de que la melatonina actia como un “buffer del sistema inmune”, es decir,
ejerciendo un papel estimulante, bajo condiciones basales o inmunosupresoras o
actuando como un antiinflamatorio, en presencia de una respuesta inmune exacerbada
(Carrillo-Vico et al., 2013; Ramos Gonzalez et al., 2018), ejerciendo un papel
fundamental en la prevencion de este tipo de respuestas (lvankiv and Oleshchuk, 2020).
Las propiedades antiinflamatorias de la melatonina, estdn bien descritas y
mecanicamente definidas (Reiter et al., 2016). Esta hormona, ejerce sus acciones
antiinflamatorias e inmunomoduladoras mediante la regulacién de los niveles de células
T efectoras, células T reguladoras (Alvarez-Sanchez et al., 2015) y de citocinas
proinflamatorias (Escribano, Colin-Gonzalez, et al., 2014) en diversas situaciones
fisiopatoldgicas (Tarocco et al., 2019) y a través de sus receptores, que se expresan en
la membrana de células T CD4+, T CD8+, células B, monocitos y natural killer
(Adamczyk-Sowa, K. Pierzchala, et al., 2014; Carrascal et al., 2018; Ramos Gonzalez

etal., 2018; C. Zhao et al., 2019).

La melatonina, realiza parte de sus funciones antiinflamatorias, al prevenir la

translocacion nuclear de factor nuclear kappa B (NF-xB) (Garcia et al., 2015; Tarocco

15



Introduccion

et al., 2019), mediante la inhibicion de su expresion y activacion y su union al ADN
(Maldonado et al., 2010; Escribano, Colin-Gonzalez, et al., 2014). De esta manera,
disminuye la sintesis de mediadores inflamatorios, reprimiendo asi la inflamacion (Luo,
Peng and Wei, 2017; Ramos Gonzalez et al., 2018; Sanchez-Lopez et al., 2018; C. Zhao
et al., 2019). La inhibicion de NF-kB conlleva una reduccion en la expresion y
activacion del inflamasoma NLRP3 (Garcia et al., 2015; Ferlazzo et al., 2020). Los
inflamasomas son grandes complejos de proteinas que desempefian un papel
fundamental en la respuesta inmune innata contra los patrones moleculares asociados
al dafio (DAMPs) y los patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPS)
(Govindarajan, De Rivero Vaccari and Keane, 2020). El inflamasoma requiere dos
sefiales para activarse, siendo estas, la activacion de NF- kB y la activacion de la pro-
caspasa 1 (Michali¢kova, Sima and Slanat, 2020). Cuando NLRP3 se activa, provoca
una activacién proteolitica de caspasa-1, facilitando la secrecion de citocinas
proinflamatorias IL-1p e IL-18 (Lahooti et al., 2021) y también, regula las respuestas
de células Thly Thl7 (Feng et al., 2021). La excesiva induccion de la caspasa-1,
conduce a la muerte celular programada, proceso denominado piroptosis, caracterizado
por la rapida induccién de una respuesta inflamatoria que conduce a la lisis celular
(Miao, Rajan and Aderem, 2011; Govindarajan, De Rivero Vaccari and Keane, 2020).
Por tanto, la accion de la melatonina sobre NLRP3, conduce a una inhibicion de la
actividad de la caspasa-1 y de la produccion de IL-1p e IL-18 (Garcia et al., 2015;

Ferlazzo et al., 2020).

Se ha podido comprobar también que la melatonina, media en las respuestas
inflamatorias, al disminuir los niveles de Factor de necrosis tumoral-a. (TNF-a) y la IL-
6 (Ivankiv and Oleshchuk, 2020; Zarezadeh et al., 2020). Asimismo, inhibe la expresion

de ciclooxigenasa (COX) e iNOS vy limita la produccién de cantidades excesivas de
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1.3.3.

prostanoides, leucotrienos y NO, asi como otros mediadores del proceso inflamatorio
como, quimiocinas y moléculas de adhesion (Deng et al., 2006; Mauriz et al., 2013;

Tarocco et al., 2019).

Gracias a su funcion antiinflamatoria e inmunorreguladora, la melatonina es eficaz
para combatir tanto infecciones bacterianas como virales (Ferlazzo et al., 2020). Las
acciones antivirales de la melatonina han sido confirmadas ya que se ha visto, que puede
mejorar la tolerancia del huésped contra invasiones de patdgenos y disminuir la
gravedad y mortalidad de las infecciones por virus tanto neurotrépicos como no
neurotrdpicos (Tan and Hardeland, 2020; Wongchitrat et al., 2021). Se ha comprobado
también, que es capaz de disminuir el titulo viral o reducir la produccién de nueva
progenie, al inhibir procesos de replicacion viral (Crespo et al., 2016; Huang et al.,
2019; Wongchitrat et al., 2021). Con respecto a su actividad antibacteriana, estudios
in vitro han demostrado que la melatonina, presenta efectos contra Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii (Tekbas et al., 2008).
Asimismo, tiene efectos antimicrobianos contra Escherichia coli y Bacteroidetes, que
son responsables del aumento de la disbiosis intestinal (Yildirim et al., 2019; Zarezadeh
et al., 2020). En este sentido, la melatonina media en la diafonia entre la microbiota, el
intestino y el SNC, jugando un papel vital en la regulacion del ritmo de la microbiota

intestinal y los metabolitos microbianos (Zarezadeh et al., 2020).

Capacidad antiapoptotica y neuroprotectora
Otra importante caracteristica, que presenta la melatonina, es su capacidad para

modular tanto la apoptosis como la neurodegeneracion (Fernandez et al., 2015).

La muerte celular programada, es un fendmeno fisiolégico relacionado con la
homeostasis y el buen funcionamiento de tejidos y oOrganos, sin embargo, las

alteraciones en la apoptosis, estan relacionadas con diferentes enfermedades (Sainz et
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al., 2003). La formacién de ROS y el dafio oxidativo, parecen ser fundamentales para
desencadenar los eventos apoptoticos (Escribano, Colin-Gonzalez, et al., 2014). La
apoptosis puede iniciarse a través de dos vias diferentes: la via intrinseca y la via
extrinseca (Fisher, 2001). La familia de proteinas BCL-2, constituida por proteinas
proapoptoticas, como Bax y por proteinas antiapoptoticas como Bcl-2, es considerada
un punto clave en la regulacién de la via intrinseca de apoptosis celular (Radogna et al.,
2008; Radogna, Diederich and Ghibelli, 2010). En condiciones normales, Bcl-2 ejerce
su efecto antiapoptotico al unirse a Bax, para inhibir la formacion de poros en la
membrana mitocondrial externa, lo que provoca que esta se vuelva permeable al paso
de factores proapoptoticos, como la citocromo ¢, que activa la apoptosis dependiente
de caspasa (Lucken-Ardjomande and Martinou, 2005; Cahill, Calvert and Zhang, 2006;
Radogna, Diederich and Ghibelli, 2010; Shi et al., 2018). En la muerte de células
neuronales, la regulacion positiva de Bax, inicia la cascada apoptética (Cahill, Calvert

and Zhang, 2006).

Las acciones antiapoptoticas de la melatonina, se pueden considerar en tres
categorias diferentes: 1. Papel de la melatonina en la inhibicion de la apoptosis en las
células inmunitarias; 2. Papel de la melatonina en la prevencion de la apoptosis
neuronal y 3. Papel de la melatonina en el aumento de la muerte celular en las células
cancerosas (Sainz et al., 2003; Escribano, Colin-Gonzalez, et al., 2014). La melatonina
es capaz de promover un estado de proteccion celular (Radogna et al., 2008). Algunos
estudios sugieren que la melatonina, ejerce sus efectos antiapoptdticos a través de la
transduccion de sefiales intracelulares, estimulada por la interaccion con sus receptores
MT1 y MT2, presentes en la membrana plasmatica (Radogna et al., 2007). Sin
embargo, la mayoria de los estudios indican que la melatonina suprime la apoptosis,

modulando Bcl-2 y Bax (Chen, Zhang and Lee, 2020). Regula positivamente a Bcl-2,
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aumentando su expresion y regula negativamente a su afin proapoptdtico, Bax,
bloqueando su actividad a traves del eje SIRT1/NF-xB, con una consecuente y
significativa inhibicion de la liberacion de citocromo c y de la activacion de caspasa-3
(Sunetal., 2002; Shi et al., 2018; Tarocco et al., 2019). La melatonina modula también
la apertura del poro de transicion de permeabilidad mitocondrial (mPTP), que es el paso

final de la muerte celular (Morciano et al., 2015; Tarocco et al., 2019).

La apoptosis, es una caracteristica de las enfermedades neurodegenerativas
tanto cronicas como agudas, por lo que, los efectos antiapoptoticos de la melatonina,
juegan también un papel importante en la neurodegeneracion (Wang, 2009). Esta
hormona presenta una amplia gama de efectos neuroprotectores, al modular los
mecanismos fisiopatoldgicos y las vias de sefalizacion, observados en
enfermedades neurodegenerativas (Wongchitrat et al., 2021). La accién
neuroprotectora de la melatonina es, presumiblemente, inducida por la accion
antioxidante de esta (Lee et al., 2019). Ademas, su papel neuroprotector estd mediado
también por la mejora de la via de supervivencia fosfatidilinositol 3-quinasas (P13K)/
Akt y la via quinasas c-Jun N-terminal (JNK) (Kilic et al., 2005; Wang, 2009).
La via PI3K/Akt juega un papel esencial en la supervivencia de células neuronales y
la via JNK esté implicada también en la inhibicion de la muerte celular (Wang, 2009).
Ademas, también se ha demostrado que la melatonina, participa en la modulacion de

la neurogénesis tanto en modelos in vivo como in vitro (Leung et al., 2020).

Todas las propiedades que presenta la melatonina, hacen que pueda desempefiar un
papel importante en los mecanismos fisiopatologicos de diversas enfermedades
(Gunata, Parlakpinar and Acet, 2020). Esta hormona, presenta un alto perfil de
seguridad (Romero et al., 2020) y tiene la capacidad de atravesar facilmente la barrera

hematoencefélica (BHE), acumulandose en el SNC, llegando a alcanzar niveles
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sustancialmente mas altos que en sangre (Tan, 2010). Ademas, la desregulacion de la
secrecion de melatonina en diversas enfermedades autoinmunes, como la artritis
reumatoide, el lupus eritematoso sistémico y la EM, implica un posible papel de la
indolamina en la patogénesis autoinmune (Skarlis and Anagnostouli, 2020). En este
sentido, se ha demostrado que la melatonina exacerba algunas enfermedades
autoinmunes, pero alivia otras, por ejemplo, la EM. La evidencia reciente sugiere que
la melatonina podria ejercer efectos relevantes en los procesos inmunologicos que

ocurren en esta enfermedad (Farez et al., 2016).

2. ESCLEROSIS MULTIPLE
2.1.Sintomas, etiologia, prevalencia y tipos

La Esclerosis Multiple es una enfermedad cronica inmunomediada del SNC (Farez et al.,
2015) que provoca un deterioro motor, sensorial y cognitivo (Akpinar et al., 2008; Soto-
Brambila et al., 2017; Mado and Adamczyk-Sowa, 2021). La EM tiene un componente
autoinmune y se caracteriza por la infiltracién de linfocitos en el SNC, lo que provoca
neuroinflamacidn crénica, que ocurre en areas de materia blanca del SNC (Sanchez-Lépez et
al., 2018), desmielinizacién y gliosis, que ocurren de manera focal o difusa en toda la materia
blancay gris del cerebro y médula espinal (Lassmann, Briick and Lucchinetti, 2007; Lassmann,
van Horssen and Mahad, 2012; Escribano, Colin-Gonzalez, et al., 2014), asi como, diversos
grados de patologia axonal y oligodendrocitaria y disfuncién neurologica progresiva
(McQualter and Bernard, 2007; Pérez-Nievas et al., 2010). La desmielinizacion se propaga a
través del SNC y puede variar en forma y tamario (Soto-Brambila et al., 2017). Ademas, esta
enfermedad puede dar lugar a una gran variedad de sintomas (Huang, Chen and Zhang, 2017)
aunque los mas comunes son: vision deficiente, fatiga extrema, espasmos (Soto-Brambila et

al., 2017) disfuncion de la vejiga, parestesias, disestesias, diplopia, ataxia, vértigo, neuralgia
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del trigémino y neuritis dptica (Hauser and Goodwin, 2008; Goldenberg, 2012; Escribano,
Colin-Gonzalez, et al., 2014). Asimismo, estd asociada con comorbilidades como la ansiedad,
depresion y alteraciones de suefio (Skarlis and Anagnostouli, 2020). Las principales pruebas
utilizadas para diagnosticar esta enfermedad son, la resonancia magnética nuclear y el analisis
del LCR, observandose una resonancia magnética anormal, con presencia de lesiones focales
en la sustancia blanca yuxtacortical (adyacente a la corteza cerebral), la sustancia blanca
infratentorial realzadas con gadolinio y existencia de bandas oligoclonales de inmunoglobulina

G (1gG), en el LCR (Hauser and Cree, 2020).

Se trata de una enfermedad, cuya etiologia atn no se comprende completamente (Elkhodiry
and El Tayebi, 2021), siendo la causa mas comun de discapacidad no traumatica en jovenes
adultos (Chen, Zhang and Lee, 2020), entre los 20-30 afios (Gunata, Parlakpinar and Acet,
2020), cuya tasa de incidencia, generalmente, disminuye después de los 50 afios (Elkhodiry
and EIl Tayebi, 2021). Afecta a 2.8 millones de personas en el mundo (Number of people with
MS | Atlas of MS, 2020), presentando una mayor prevalencia en mujeres que en hombres,
siendo la proporcién actual de 3:1 (Zeydan et al., 2020). Asimismo, la fisiopatologia y la
progresion de los sintomas se presentan de manera diferente segun el sexo (Chaves et al., 2021).
La aparicién de la EM ocurre antes en mujeres que en hombres, sin embargo, el sexo masculino
tiene un peor resultado clinico de la enfermedad y una mayor acumulacién de discapacidad
(Ribbons et al., 2015; Dupuis et al., 2021), presentando niveles mas altos de deterioro cognitivo
(Beatty and Aupperle, 2002; Chaves et al., 2021). Las mujeres tienen un sistema inmunologico
mas robusto que el de los hombres, por lo que la preponderancia femenina en la EM (Avila et
al., 2018), sugiere que las hormonas sexuales, juegan un papel en la patogénesis de esta
enfermedad (Gold and Voskuhl, 2009). En este sentido, la investigacion preclinica ha
demostrado que los cromosomas sexuales y la testosterona, estrogenos y progesterona, tienen

un papel en la modulacion inflamatoria y dafio estructural en la EM, aunque aun no esta claro
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por qué existen diferencias en el perfil de las lesiones de la EM entre sexos (Nicot, 2009; Du

et al., 2014; Chaves et al., 2021).

La prevalencia de la EM también muestra distintos patrones etnogeograficos, con las
estimaciones méas altas por 100.000 habitantes registradas en América del Norte, Europa
Occidental y Australasia (>100 casos por 100.000 habitantes) y el mas bajo en Africa
subsahariana oriental, Africa subsahariana central y Oceania (<30 casos por 100.000
habitantes) (Browne et al., 2014; Wallin et al., 2019; Olla et al., 2021; Timasheva et al., 2022).
Esta mayor prevalencia puede ser debida a la luz solar limitada en ciertas regiones, donde sus
habitantes presentan deficiencias de vitamina D (Ghareghani, Reiter, et al., 2018) siendo esto,
un factor de riesgo para el desarrollo y la progresion de la EM (Ascherio, 2013). La latitud esta
fuertemente correlacionada con la duracion e intensidad de la radiacion ultravioleta (UV),
siendo esta, la principal fuente de vitamina D (Holick, 1995; Simon, Munger and Ascherio,

2012).

Otro factor implicado en el desarrollo de la EM, es la genética, siendo el locus genético del
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) en el cromosoma 6, un buen candidato para
determinar la susceptibilidad a la enfermedad (Stein et al., 2017; Yosefifard et al., 2019). HLA-
DRB1*15:01, es el alelo de mayor riesgo para el desarrollo de la EM, el cual se asocia con un
riesgo hasta seis veces mayor de padecer la enfermedad en portadores homocigotos
(Patsopoulos et al., 2013). Sin embargo, los estudios de asociacion de genoma completo
(GWAS- Genome-Wide Association Studies), han identificado méas de 700 variantes genéticas
asociadas con la EM (Timasheva et al., 2022). EI GWAS mas reciente de susceptibilidad a la
EM (Patsopoulos et al., 2019), proporciona pruebas convincentes de los efectos de 32 variantes
de susceptibilidad independientes en el CMH y 200 variantes de susceptibilidad autosémicas
fuera del CMH (Roostaei et al., 2021). La evidencia de GWAS respalda, ademas, la existencia

de patrones de heredabilidad de la EM (Timasheva et al., 2022).
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Ademas de lo anterior, existen mas factores que pueden aumentar las probabilidades de
padecer EM, como el tabaquismo, la dieta o ciertas infecciones virales (Michali¢kova, Sima
and Slanaf, 2020). Gracias a evidencias experimentales, se sabe que ciertos virus estan
asociados con la EM (Talbot et al., 2005; Shalaby and Shehata, 2021). La infeccion por el virus
de Epstein-Barr (VEB), supone uno de los factores de riesgo mas importantes para el desarrollo
de esta enfermedad (Ascherio, 2013). Un estudio publicado recientemente, prueba la hipotesis
de que la EM es causada por VEB en una cohorte compuesta por mas de 10 millones de adultos
jévenes, de los cuales 955 fueron diagnosticados con EM. Concluyen que el riesgo de padecer
EM es 32 veces mayor después de la infeccion por VEB, viendo que los niveles séricos de
neurofilamentos de cadena ligera, un biomarcador de degeneracion neuroaxonal, aumentan
después de la seroconversion de VEB (Bjornevik et al., 2022). Ademas de la infeccion por
VEB, también pueden suponer un riesgo, la infeccién por Herpersvirus humano 6 (Long et al.,
2018; Yosefifard et al., 2019) y por ciertos miembros de la familia de los coronavirus (Matias-

Guiu et al., 2020).

En 2014, el comité asesor internacional sobre ensayos clinicos de EM, actualiz6 la
clasificacion existente de los subtipos de la enfermedad, basandose en aspectos clinicos,
imagenes, marcadores bioldgicos, progresion y actividad (Elkhodiry and EI Tayebi, 2021). Esta
actualizacion, divide los cursos clinicos de la EM en 4 subtipos principales: Sindrome
clinicamente aislado (SCA), EM-RR, Esclerosis Multiple Progresiva Primaria (EM-PP) y
Esclerosis Multiple Secundaria Progresiva (EM-SP) (Lublin et al., 2014; Elkhodiry and El

Tayebi, 2021).

SCA denota el primer episodio de sintomas neuroldégicos causados por una inflamacion y
que conduce a la desmielinizacion en el SNC (Compston and Coles, 2008; Miller, Chard and

Ciccarelli, 2012; Schwenkenbecher et al., 2017). En el 85% de los pacientes, la EM empieza
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con un episodio de este tipo (Compston and Coles, 2008; Miller, Chard and Ciccarelli, 2012;

Kuhle et al., 2015; Schwenkenbecher et al., 2017).

La EM-RR es la principal forma de la EM (Adamczyk-Sowa, Pawetl Sowa, et al., 2016),
afectando al 85% de los pacientes (Michali¢kova, Sima and Slanat, 2020). Este subtipo de la
enfermedad, se caracteriza por la aparicion de sintomas, seguidos de un periodo de remision
clinica (Adamczyk-Sowa, Pawetl Sowa, et al., 2016). Durante las recaidas, los sintomas se
desarrollan o se exacerban y el grado de remision, dependera de la disponibilidad neuronal y
de la neuroplasticidad del SNC, una capacidad que disminuye con la acumulacion de lesiones
(Tomassini et al., 2012; Chaves et al., 2021). Durante la EM-RR, se produce una perdida
axonal y se cree que, cuando esta excede la capacidad compensatoria del SNC, se produce la
transicion de EM-RR a EM-SP (Dutta and Trapp, 2014). EI 70% de los pacientes desarrollara
EM-SP, 10-20 afios después de un curso remitente-recurrente inicial (Michali¢kové, Sima and
Slanaf, 2020). Esta forma de la enfermedad se caracteriza por un deterioro neurolégico
progresivo, asi como por una ausencia de nuevas lesiones inflamatorias desmielinizantes
medidas por resonancia magnética e histopatologia. La mayoria de las lesiones de pacientes
con EM-SP contienen un nacleo gliético hipocelular y no muestran inflamacion activa (Dutta

and Trapp, 2014).

Por otro lado, la EM-PP, es también una forma progresiva, aunque poco frecuente de la
enfermedad, que afecta aproximadamente al 15% de los pacientes con EM. Se caracteriza por
presentar una progresion implacable desde la primera manifestacion clinica de los sintomas,
sin que existan periodos notables de remision y recaida (Correale et al., 2017).

2.2.Mecanismos celulares y moleculares de la Esclerosis Multiple
2.2.1. Proceso inflamatorio
Al inicio de la EM, las células T CD4+, reconocen péptidos similares a la mielina
gracias a las células presentadoras de antigenos, en la periferia (Tavassolifar,
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Moghadasi, et al., 2020; Tavassolifar, Vodjgani, et al., 2020), tras lo cual, se infiltran
en el SNC, donde se reactivan (Tavassolifar, Vodjgani, et al., 2020). Esto, conduce a
una destruccion de la mielina a traves de varias moléculas efectoras (Farez et al., 2015;
Laribi et al., 2018; Kunkl et al., 2020; Tavassolifar, Moghadasi, et al., 2020). La
infiltracion de las células efectoras Thl y Thl7, produce un aumento de las citocinas
proinflamatorias Interferon-y (IFN-y), TNF-a, Interleucina-17 (IL-17) (van den
Hoogen, Laman and ’t Hart, 2017) e Interleucina-22 (IL-22), las cuales, favorecen la
desmielinizacion (Michali¢kova, Sima and Slanaf, 2020) y estan presentes en las
lesiones de la EM (Alvarez-Sanchez et al., 2017). EI TNF-o es una de las citocinas
inflamatorias méas importante, que desempefia un papel crucial en el dafio a los
oligondendrocitos y mielina (Ontaneda, Hyland and Cohen, 2012; Mahad, Trapp and
Lassmann, 2015; Yosefifard et al., 2019). Asimismo, el nivel de TNF-a en suero y en
el LCR, se ha relacionado con la progresion de la EM (Sharief and Hentges, 1991;
Alvarez-Sanchez et al., 2017; Yosefifard et al., 2019). Por su parte, la IL-17 e I1L-22,
estan implicadas en la alteracion de la BHE y el reclutamiento de células T CD4+ y
neutrofilos al SNC (Kebir et al., 2007; Alvarez-Sanchez et al., 2015) y el IFN-y se
encarga del reclutamiento de macréfagos (Kroenke et al., 2008; Alvarez-Sanchez et al.,
2015). Otra citocina proinflamatoria, presente en la EM, es la Interleucina-1 (IL-1), que
se expresa en el tejido periférico de monocitos y macrofagos (Mendiola and Cardona,

2018; Yosefifard et al., 2019) (Figura 2).

Tras la reaccion inflamatoria, se produce un aumento de la permeabilidad de la
BHE, por la accion de la metaloproteinasa de la matriz-9 (MMP-9), la cual pertenece a
una familia de enzimas responsables de la degradacion de las proteinas de la matriz
extracelular (Timasheva et al., 2022) y se reclutan otras células inmunes como

linfocitos B y monocitos (Adamczyk-Sowa, P. Sowa, et al., 2016; Michalickova et al.,

25



Introduccion

2020). La inflamacion, desencadena también la activacion de la microglia, que son las
células inmunitarias innatas mas abundantes del cerebro y comprenden,
aproximadamente, el 10% de todas las células gliales (Liu et al., 2022). En condiciones
patoldgicas, la microglia exhibe un fenotipo celular fagocitico (Ljubisavljevic, 2016),
mostrando una morfologia ameboide tipica de un macroéfago (Guerrero and Sicotte,
2020), que puede actuar en la degradacion de la mielina (Tavassolifar, Vodjgani, et al.,
2020). Ademas, la microglia activada produce y secreta citocinas proinflamatorias,
quimiocinas, NO y ROS (Thameem Dheen, Kaur and Ling, 2007; Ljubisavljevic, 2016;

Liu et al., 2022).
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Figura 2. Proceso inflamatorio desencadenante de la EM. TCR: Receptor de células T; CMH II: Complejo
Mayor de Histocompatibilidad Il; BHE: Barrera Hematoencefalica; Thl, Th17: Células T helper 1, T helper 17;
IL-1, IL-17, IL-22: Interleucina-1, Interleucina-17, Interleucina-22; IFN-y: Interferon-y; TNF-a: Factor de

Necrosis Tumoral-a; MMP-9: Metaloproteinasa de matriz-9.
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2.2.2. Estrés oxidativo
Debido al aumento de citocinas proinflamatorias, se induce una produccion

excesiva de ROS y RNS (Soto-Brambila et al., 2017; Conde et al., 2019), las cuales
son extremadamente inestables y tienen gran capacidad oxidativa (Long et al., 2018).
Existen 3 tipos principales de ROS: Oz, H20. y radical hidroxilo (OH") (Di Dalmazi et
al., 2016; Tavassolifar, Vodjgani, et al., 2020). En condiciones normales, se necesitan
concentraciones fisioldgicas de ROS como segundos mensajeros para mantener el
estado celular (Leto and Geiszt, 2006; Tavassolifar, Vodjgani, et al., 2020). Sin
embargo, cuando las concentraciones de ROS son altas, pueden dafar los componentes
celulares (Alfadda and Sallam, 2012; Tavassolifar, Vodjgani, et al., 2020). Este exceso
de ROS y RNS, favorece aun mas la inflamacion y provoca estrés oxidativo. El estrés
oxidativo se define como una condicion en la que, las defensas antioxidantes del
organismo resultan insuficientes, debido a la liberacion excesiva de oxidantes
(Winiarska-Mieczan, 2018; Winiarska-Mieczan et al., 2020), siendo, algunas de sus
principales consecuencias, el gran aumento de la peroxidacion de lipidos, carbonilacion
de proteinas, dafio oxidativo al ADN nuclear y mitocondrial (Morris et al., 2021), asi
como trastornos relacionados con mecanismos de replicacion del mismo (Winiarska-
Mieczan et al., 2020) y dafio a tejidos y paredes celulares (Holton and Kirkland,
2020). Ademas, en la EM, el estrés oxidativo juega un papel relevante en el inicio y
evolucion de la enfermedad (Escribano et al.,, 2018), actuando como un
mediador de la desmielinizacidén, dafio axonal y neurodegeneracion (Ramirez-

Ramirez et al., 2013; Sanchez-Lo6pez et al., 2018) (Figura 3).

NF-xB
El estrés oxidativo inducido por ROS, provoca la estimulacion del NF-xB

(Valacchi et al., 2018). NF-«B, es un factor de transcripcion que juega un papel

fundamental en diversos procesos fisioldgicos, como regulacion del ciclo celular,
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proliferacion y muerte celular (Christian, Smith and Carmody, 2016). En la EM, la
actividad de NF-xkB se encuentra desregulada jugando un papel patologico
importante, ya que se activa en maltiples células del SNC, incluidas las células T,
microglia, macrdfagos, astrocitos, oligodendrocitos y neuronas y regula
positivamente la expresion de factores implicados en la patogénesis de la
enfermedad, incluidos TNF-o, iNOS, IL-1a, molécula 1 de adhesion vascular

(VCAM-1) y varios factores de crecimiento (Michali¢kova et al., 2020) (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismos celulares y moleculares implicados en la Esclerosis Multiple. ROS: Especies reactivas de
oxigeno; RNS: Especies reactivas de nitrogeno; NF-xB: Factor nuclear kappa B; IL-1B: Interleucina-1p; IL-18:
Interleucina-18; IL-1a: Interleucina-1a; Nrf2: Factor 2 relacionado con el eritroide nuclear 2; TNF-a: Factor de necrosis
tumoral-o; iNOS: Oxido nitrico sintasa; VCAM-1: Molécula 1 de adhesién vascular; PC: Proteinas carboniladas; LPO:
Productos de peroxidacion lipidica; NO: Oxido nitrico; MDA: Malondialdehido; 8-OHdG: 8-hidroxi-2'desoxiguanosina;
LPS: Lipopolisacarido bacteriano; LBP: Proteina de unidn al lipopolisacarido bacteriano; SNC: Sistema nervioso central;
SOD: Superéxido dismutasa; CAT: Catalasa; GSSG: Glutation oxidado; GSH: Glutation reducido; GSH/GSSG: Relacion

glutation reducido/glutation oxidado; GPx: Glutation perdxidasa; ADNmt: ADN mitocondrial; SIRT3: Sirtuina 3.

28



Introduccion

La activacion de NF-kB, se produce ante una amplia gama de estimulos que van,
desde inmunorreceptores, como los receptores de tipo Toll y los receptores de
antigenos, hasta los receptores de citocinas y factores de crecimiento, asi como el
estres fisico, oxidativo y genotoxico (Christian, Smith and Carmody, 2016). Esta
activacion, involucra dos vias principales de sefializacion, la via canonica y no
canonica, siendo ambas importantes para regular las respuestas inmunes e
inflamatorias (T. Liu et al., 2017). El principal mecanismo para la activacion
canodnica de NF-«kB es la degradacion inducible de IkBa, desencadenada a través de
su fosforilaciéon especifica por un complejo de IkB quinasa de multiples
subunidades (IKK) (Oeckinghaus and Ghosh, 2009; T. Liu et al., 2017). Por otro
lado, la activacion no candnica, no implica la degradacion de IkB, sino que se basa
en el procesamiento de la proteina precursora de NF-xB2, p100 (Sun, 2012; T. Liu
et al., 2017). Tras la activacion de este factor, se produce un aumento de la
inflamacién y desmielinizacién, lo que promueve el desarrollo de la EM (Yue,

Stone and Lin, 2018).

Recientemente, se ha empezado a estudiar la implicacion de los inflamasomas
en la patogenia de ciertas enfermedades neurodegenerativas, observandose que el
inflamasoma NLRP3, desempefia un papel crucial en la EM (Feng et al., 2021). NF-
kB induce la expresion de NLRP3 (Govindarajan, De Rivero Vaccari and Keane,
2020). La activacion de NLRP3 en la microglia, juega un papel en el inicio y la
progresion de la EM, al reclutar células T activadas en el SNC y prepararlas para
liberar citocinas que exacerban la respuesta inflamatoria (Govindarajan, De Rivero
Vaccari and Keane, 2020; Olcum et al., 2020). Ademas, recientemente se ha
demostrado que NLRP3 se sobreexpresa en los monocitos de pacientes con EM-PP

(Malhotra et al., 2020), observandose que estos pacientes, presentan niveles mas
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altos de IL-1B, que aquellos pacientes con otras formas de EM. Por ¢llo, se apunta
a IL-1B como un factor prondstico en pacientes con EM-PP y al inflamasoma
NLRP3 como objetivo terapéutico, lo que seria de gran utilidad, ya que no existe

una terapia eficaz contra este tipo de EM (Lempriere, 2020; Malhotra et al., 2020).
Otro de los efectos que provoca la activacion persistente de NF-«xB, es la
desregulacion del factor de transcripcion Nrf2 (Fernandez-Ortiz et al., 2020).

Via de sefializacién Nrf2
Nrf2 es el principal regulador de mecanismos protectores antioxidantes (Liddell,

2017), controlando la expresion de enzimas involucradas en estos mecanismos
(Tavassolifar, Vodjgani, et al., 2020). Su activacién es crucial para los mecanismos
de defensa celulares (Shah et al., 2017), ya que mantiene la homeostasis redox en
las células al provocar la expresion de genes antioxidantes, antiinflamatorios y
citoprotectores (Kahroba et al., 2021). En condiciones normales, el factor de
transcripcion Nrf2 y Keapl (Proteina 1 asociada a ECH (epiclorhidrina)) estan
unidos en el citoplasma (Fukutomi et al., 2014; Long et al., 2018). En condiciones
de estrés oxidativo, ROS puede inducir la descomposicion de Nrf2 y Keapl, a través
de la oxidacién de residuos de cisteina (Cys273, Cys288 y Cys151) y la activacion
de quinasas como PKC, MAPK, PI3Ks y proteina quinasa de reticulo
endoplasmatico (PERK), que provocan la fosforilacion de Nrf2 (Kim et al., 2010;
Tavassolifar, Vodjgani, et al., 2020). Este, no sufre su degradacion citoplasmatica
normal (Morris et al., 2021) y se transfiere al nicleo donde se heterodimeriza
(Katsuoka and Yamamoto, 2016). Los heterodimeros se unen a ARE (Elemento de
respuesta antioxidante) en la region promotora de genes diana (Li et al., 2008;
Tavassolifar, Vodjgani, et al., 2020; Morris et al., 2021), lo que resulta en la

transcripcion de genes de respuesta antioxidante (Morris et al., 2021).
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En el curso de la EM, ocurre una activacion de la via Nrf2/ARE, pero se piensa
que la activacion de este y otros mecanismos enddgenos de defensa antioxidante,
podrian ser insuficientes para prevenir la degeneracion neuronal y la propagacion
de las lesiones (Licht-Mayer et al., 2015). Algunos estudios, han reportado una
disminucion de Nrf2 en muestras de materia gris de pacientes con EM,
correlacionando este hecho con una expresion reducida de genes que intervienen en
la fosforilacion oxidativa y un aumento del dafio oxidativo (Pandit et al., 2009;
Michali¢kové, Sima and Slanaf, 2020). Ademas, la deficiencia de Nrf2 o un nivel
de expresion mas bajo, podrian exacerbar la patologia del modelo EAE (Johnson et

al., 2009; Draheim et al., 2016; Tavassolifar, Moghadasi, et al., 2020).

Ciclo redox del glutation
ElI SNC es un tejido muy sensible a los dafios porque tiene poca capacidad de

regeneracion (Ames, 2000; Ljubisavljevic, 2016), siendo especialmente susceptible
al dafio producido por ROS, debido a las altas demandas de oxigeno del cerebro
(20% del O total inspirado), la baja concentracién de antioxidantes y la alta
concentracion de acidos grasos poliinsaturados (Gonsette, 2008; Miller et al., 2011,
2013). Debido al estrés oxidativo y a la regulacion positiva de NF-xB, otro
fendmeno crucial que ocurre en la EM, es la alteracién de la homeostasis del

glutation (Dwivedi et al., 2020; Michali¢kova, Sima and Slanaf, 2020).

El glutation es un importante antioxidante que se encuentra en abundancia y se
sintetiza intracelularmente en el citosol de manera estrictamente regulada (Dwivedi
et al., 2020). Se trata de un tripéptido lineal, de bajo peso molecular, que se
compone de L-y-glutamil-L-cisteinilglicina, que posee un grupo tiol (-SH) en la
fraccion de cisteina, lo que lo convierte en un potente antioxidante al interactuar

con ROS/RNS (Dwivedi et al., 2020; Tavassolifar, VVodjgani, et al., 2020). El
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glutation se encuentra casi exclusivamente en su forma reducida (GSH), que
también es la forma activa (Perricone, De Carolis and Perricone, 2009). Mediante
la accion de la GPx, se induce la conversion del peroxido de hidrogeno en dos
moléculas de agua a través de la oxidacién de GSH, el cual forma disulfuro de
glutation oxidado (GSSG) (Mailloux, McBride and Harper, 2013; Tavassolifar,
Vodjgani, et al.,, 2020). Posteriormente, la GRd, que actia como disulfuro
oxidorreductasa dimérica, transfiere un electron del NADPH al GSSG, proceso que
conduce a la regeneracion de la reserva de glutation en las células (Ulusu and
Tandogan, 2007; Brigelius-Flohé and Maiorino, 2013; Dwivedi et al., 2020;

Tavassolifar, Vodjgani, et al., 2020) (Figura 4).

El equilibrio de la relacion GSH/GSSG es crucial para el mantenimiento del
estado redox y la supervivencia celular (Schafer and Buettner, 2001; Dwivedi et al.,
2020). Durante el curso de la EM, cuando el estrés oxidativo se prolonga y los
sistemas antioxidantes ya no pueden contrarrestar las agresiones mediadas por
ROS, la cantidad de GSH disminuye, lo que conduce a la degeneracién celular
irreversible y apoptosis (Filomeni, Rotilio and Ciriolo, 2002). La disminucion de la
concentracion de GSH, provoca una reduccién de los niveles de GPx en pacientes
con EM (Tasset, Aglera, et al., 2012; Ljubisavljevic, 2016). Ademas, la actividad
de la CAT, parte principal de la respuesta antioxidante del cerebro, puede verse
influida por biodisponibilidad limitada de GSH (Schreibelt et al., 2007;
Ljubisavljevic, 2016). Por su parte, los niveles de GRd aumentan, con el fin de

eliminar el exceso de GSSG (Filomeni, Rotilio and Ciriolo, 2002).
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Figura 4. Ciclo redox del glutation.

Disfuncion mitocondrial
Otra consecuencia del estrés oxidativo, es la disfuncion mitocondrial (Kahroba

et al., 2021). Algunas de las funciones principales de las mitocondrias incluyen
actuar sobre la cadena de transporte de electrones en la membrana interna
mitocondrial, que esta compuesta por cuatro complejos (complejos I, 11, 111y 1V) y
ademas, influyen en la diferenciacién de células oligodendrogliales (de Barcelos,
Troxell and Graves, 2019). Las neuronas dependen en gran medida de una funcion
mitocondrial adecuada para su supervivencia (Marcus and Andrabi, 2018). El
exceso de produccién de ROS, provoca una fosforilacion oxidativa ineficaz, lo que
aumenta alin més la generacion de radicales libres, formando un circulo vicioso de
disfuncion mitocondrial y estrés oxidativo (Haider, 2015; Michali¢kova, Sima and
Slanaf, 2020). La interrupcion de la fosforilacion oxidativa, perturba el transporte
axonal, induciendo disfuncion sinaptica y posteriormente, neurodegeneracion
(Reynolds et al., 2004; Baloh et al., 2007; Hor, Santosa and Ng, 2022). El aumento
en la produccién de ROS, da como resultado dafio oxidativo a la membrana
mitocondrial, a las proteinas y capacidad de sintesis de ATP (Dwivedi et al., 2020),
disminuyendo la produccion de este (Holditch et al., 2019). Asimismo, si no se

neutraliza adecuadamente el estrés oxidativo, se puede llegar a producir una
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desregulacion de diversas vias de sefializacion, incluidas MAPK, PI3K y Nrf2.
Tambien puede provocar alteraciones en el metabolismo del hierro (Holditch et al.,
2019), mutaciones o deleciones en el ADN mitocondrial (ADNmt), lo que afecta al
metabolismo energético (Campbell et al., 2011; Lassmann and van Horssen, 2016;
Michali¢kova, Sima and Slanat, 2020) y por Gltimo muerte celular (Ray, Huang and
Tsuji, 2012; Holditch et al., 2019) ya que, la via intrinseca de la apoptosis, esta

mediada en parte por la disfuncion mitocondrial (Holditch et al., 2019).

En presencia de estrés oxidativo, los niveles de SIRT3 disminuyen (Marcus and
Andrabi, 2018). La reduccion de los niveles de esta enzima, se han asociado con la
patogenia de diversos trastornos neurodegenerativos, incluyendo la EM (Hor,
Santosa and Ng, 2022). En esta enfermedad, el anlisis de tejidos cerebrales post
mortem, ha mostrado una expresion reducida de SIRT3 en la materia gris de estos

cerebros (Rice et al., 2012; Hor, Santosa and Ng, 2022).

La EM se ha asociado con la disfuncion mitocondrial (Soto-Brambila et al.,
2017), ya que mudltiples estudios en humanos han evidenciado alteraciones
mitocondriales en pacientes que la sufren (de Barcelos, Troxell and Graves, 2019),
observandose que cualquier anormalidad que ocurra en las mitocondrias, puede
contribuir al desarrollo y progresion de lesiones en esta enfermedad (Campbell and
Mahad, 2011). Algunos defectos mitocondriales reportados, incluyen la disfuncién
del complejo | en las lesiones de la sustancia blanca, en las cuales también se ha
observado dafio oxidativo al ADNmt (Lu et al., 2000; Campbell and Mahad, 2011).
En las etapas progresivas de la EM se produce una disfuncién mitocondrial cronica

(Michali¢kové, Sima and Slanaf, 2020).
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2.2.3. Disbiosis intestinal
El tracto gastrointestinal, alberga aproximadamente el 95% del microbioma

humano, estando constituido por mas de 100 billones de bacterias, denominadas
colectivamente microbiota intestinal (Qin et al., 2010; Bhattacharjee and Lukiw, 2013;
Liu et al., 2022), cuyo peso aproximado es de 2 Kg (Doroszkiewicz, Groblewska and
Mroczko, 2021). En condiciones homeostaticas, la microbiota no solo ejerce una gran
variedad de funciones relacionadas con la digestion y sintesis de vitaminas, sino que
también mantiene la integridad de la barrera intestinal (Fung, Olson and Hsiao, 2017;
Parodi and Kerlero de Rosbo, 2021). La microbiota intestinal, juega un papel en una
variedad de procesos fisioldgicos (Liu et al., 2022), demostrando ser un factor esencial
que influye en los componentes celulares y humorales del sistema inmune, asi como,
en las respuestas de este (Miyake et al., 2015). Existe una comunicacion reciproca a
través del eje microbiota-intestino-cerebro, entre la microbiota intestinal y el cerebro,
que involucra vias de sefializacion inmunologica, endocrina, neurolégica y metabolica
(Mayer, Tillisch and Gupta, 2015; Baizabal-Carvallo, 2021; Liu et al., 2022). La
perturbacion de la poblacién microbiana comensal en el intestino, denominada
disbiosis, se ha asociado, frecuentemente, con un aumento de la permeabilidad
intestinal, lo que induce inflamacion y respuestas inmunitarias tanto locales como
sistémicas, asi como con diversas enfermedades autoinmunes, incluidas aquellas que
afectan al SNC (Noto and Miyake, 2020; Parodi and Kerlero de Rosbo, 2021). Algunos
estudios sugieren que estas alteraciones de la microbiota en pacientes con EM, no son
el resultado de la enfermedad, sino que estan involucradas en la patogénesis de esta
(Noto and Miyake, 2020). En el estudio realizado por Nouri et al. (2014) en ratas con
EAE inducida, pudieron observar manifestaciones intestinales, incluyendo el aumento
de la permeabilidad intestinal, 7 dias después de inducir la enfermedad, es decir, antes
del inicio de los sintomas neuroldgicos, los cuales comienzan a aparecer alrededor de
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los 10 dias tras la induccion (Nouri et al., 2014). Los cambios en la microbiota
intestinal podrian afectar a la neurotransmision (Liu et al., 2022) y ademas, se ha
visto que la disbiosis en el modelo EAE, puede provocar una condicion
proinflamatoria que desencadene el desarrollo de la EM (Ochoa-Repéraz et al., 2011;
Wekerle, Berer and Krishnamoorthy, 2013; Escribano et al., 2017). El hecho de
que la disbiosis y el aumento de la permeabilidad intestinal, puedan promover una
condicion inflamatoria sistémica, estd respaldado por el aumento de los niveles
plasmaticos de lipopolisacarido bacteriano (LPS) (Teixeira et al., 2013; Escribano et

al., 2017; Parodi and Kerlero de Rosbo, 2021).

LPS es uno de los PAMPs mejor caracterizado, que se encuentra en la membrana
externa de bacterias Gram-negativas, siendo la principal causa de sepsis bacteriana
(Park and Lee, 2013; lannucci et al., 2020). Est4 relacionado con fenémenos
inflamatorios, estimulando la produccién de citocinas proinflamatorias, y, con el estrés
oxidativo tanto en el tejido intestinal como en otros érganos (Ghareghani, Reiter, et al.,
2018; Conde et al., 2019) Ademas, LPS es un reflejo del estado de la microbiota
intestinal (Conde et al., 2019). LPS esta formado por un componente lipidico, el lipido
A, que desemperiia un importante papel en el proceso inflamatorio y por dos restos de
azucar subdivididos en un polisacarido central y un O-polisacarido de longitud variable
(lannucci et al., 2020). La proteina de unioén a LPS, LBP, (por su traduccion en inglés-
Lipopolysaccharide Binding Protein), es una proteina plasmatica de induccién aguda
(Park and Lee, 2013), de 50kD, sintetizada y secretada en el higado (Nien et al., 2017),

que sirve como biomarcador de endotoxemia por LPS (Escribano et al., 2017).

LBP reconoce a LPS en el suero y se une a la porcion del lipido A de este (Nien et
al., 2017; Ghareghani, Reiter, et al., 2018) tras lo cual, LPS forma un complejo con el

receptor de membrana, CD14 (Ghareghani, Reiter, et al., 2018). CD14 se disocia de
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LBP y divide los agregados de LPS en moléculas monomeéricas y las presenta al
complejo TLR4/MD2 (receptor de tipo toll-4/proteina de diferenciacion mieloide-2)
(Park and Lee, 2013; Ghareghani, Reiter, et al., 2018; lannucci et al., 2020). La union
de LPS al complejo TLR4/MD2, desencadena la activacion de multiples componentes
de sefalizacion, entre los que se incluyen NF-«xB y el factor regulador de interferén 3
(IRF3) que, a su vez, activan transcripcionalmente citocinas inflamatorias (Kawai and
Akira, 2010; Park and Lee, 2013; Ghareghani, Reiter, et al., 2018; lannucci et al.,

2020).

En la EM, se produce un aumento de LPS y de la sefializacién mediada por este en
la lamina propia intestinal, lo que provoca una inflamacién crénica y endotoxemia
(Camara-Lemarroy et al., 2018; Boziki et al., 2020). En el estudio realizado por
Escribano et al. (2017), pudieron observar que existia un aumento significativo de los
niveles de LPS y LBP en el cerebro y médula espinal de ratas EAE y una correlacion
positiva entre el estrés oxidativo y los niveles de LBP en cerebro, médula espinal y
sangre (Escribano et al., 2017). Otro estudio realizado por Conde et al. (2019), reporta
una correlacion positiva entre proteinas carboniladas (PC), productos de peroxidacion
de lipidos (LPO), LPS y LBP, por lo que parte del efecto oxidativo observado en el

tejido nervioso y sangre, se asocia con LPS y LBP (Conde et al., 2019).

2.3.Factores neurotroficos, neurogénesis y sinaptogénesis
Los factores de crecimiento son un grupo de proteinas que pueden estimular el crecimiento

de tejidos especificos y se expresan en una amplia variedad de organismos. Existen varios tipos
de factores de crecimiento entre los que se incluyen: factores de crecimiento similares a
insulina, factores de crecimiento epidérmico, factores de crecimiento derivados de plaquetas y

factores de crecimiento nervioso (Razavi et al., 2015).
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Los factores neurotroficos o neurotrofinas son importantes proteinas reguladoras que
intervienen en varios procesos celulares, incluida la homeostasis del calcio y el flujo sanguineo
del cerebro y que, ademas, aumentan la neurogénesis, fortalecen la red neuronal y potencian
las respuestas regenerativas a la agresion nerviosa (Razavi et al., 2015; Cobianchi et al., 2016),
por lo que son fundamentales para la neuroproteccion (Cobianchi et al., 2016). La familia de
neurotrofinas incluye el factor de crecimiento nervioso (NGF, del inglés nerve growth factor),
el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF, del inglés brain-derived neurotrophic
factor), neurotrofina-3 y neurotrofina-5 (Razavi et al., 2015). Su accidn esta mediada por dos
tipos diferentes de receptores, el receptor de neurotrofina P75 de baja afinidad y receptores de

tirosina quinasa.

NGF promueve la regeneracion axonal, la supervivencia, la proteccion y la diferenciacion
de los oligodendrocitos y, también, facilita la migracion y proliferacion de precursores de
oligodendrocitos a los sitios de dafio de mielina (Acosta et al., 2013). Por su parte, BDNF tiene
un papel fundamental en el crecimiento y supervivencia neuronal y oligodendroglial (Nociti,
2020), regulando la liberacion de neurotransmisores y modulando la homeostasis inflamatoria
en el SNC lesionado (Razavi et al., 2015; Nociti, 2020). La evidencia experimental sugiere que
ambas neurotrofinas juegan un papel importante en la patologia de la EM (Langhnoja, Buch
and Pillai, 2021), presentando efectos neuroprotectores en esta enfermedad (Gold et al., 2003).
En las primeras etapas del desarrollo de esta, las células T y otras células inmunitarias, protegen
a la poblacion neuronal y mejoran su supervivencia, promueven la regeneracion de axones y
respaldan la remielinizacion a través de la liberacion de un alto nivel de neurotrofinas (Razavi
et al., 2015). En las lesiones de EM mas antiguas y cronicas, los niveles de neurotrofinas
endogenas son bajos (Stadelmann et al., 2002; Nociti, 2020). Esto, podria ser una de las causas

de la degeneracion axonal en el curso de la etapa progresiva cronica de la EM (Nociti, 2020).
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Muchas investigaciones actuales, se centran en el estudio de BDNF como un biomarcador
potencial de la EM (Oraby et al., 2021). En las lesiones de la EM, el BDNF esta presente en
células T, células microgliales y en astrocitos reactivos (Naegelin et al., 2020), de éareas
desmielinizantes activas (Nociti, 2020). Se ha visto que los niveles de BDNF son mas altos en
pacientes durante la fase de recaida que durante la remision en la EM-RR. Este es debido a
que, BDNF, es secretado en respuesta a cascadas inflamatorias y neuroinmunes como
mecanismo de defensa frente al dafio neuronal y axonal (Oraby et al., 2021). Los resultados de
diversos estudios confirman este hecho, mostrando que existe una correlacion positiva entre
los niveles de BDNF vy la actividad de la enfermedad (Stadelmann et al., 2002; Sarchielli et al.,
2007). En las lesiones cronicas, existe una disponibilidad reducida de BDNF en las células
inmunes, lo que conlleva una pérdida de efectos neuroprotectores, pudiendo contribuir a la
degeneracion axonal y a la pérdida de neuronas en la EM (Naegelin et al., 2020). Como
consecuencia de los bajos niveles de BDNF, se espera que se produzca una disminucién del
potencial de remision de los pacientes con EM y se induzca una fase progresiva de la
enfermedad (Knaepen et al., 2010; Oraby et al., 2021). Por todo ello, BDNF podria ser utilizado

con un biomarcador potencial de la actividad de la EM (Oraby et al., 2021).

2.4.Tratamientos actuales
La EM es un problema mundial, cuya prevalencia sigue aumentando y para la que ain no

existe cura (Wallin et al., 2019). El tratamiento de esta enfermedad se basa en un manejo
efectivo de la misma, lo que requiere un enfoque multifacético para controlar los ataques
agudos, manejar el empeoramiento progresivo y remediar los sintomas molestos o
incapacitantes (Hauser and Cree, 2020). El objetivo actual, para el tratamiento de la EM, es
apuntar a la cascada inflamatoria, suprimiendo las citocinas proinflamatorias y tambien reducir
el nimero de recaidas y lesiones (Oraby et al., 2021). Para ello, se utilizan las denominadas
terapias modificadoras de la enfermedad (TME), con las que aproximadamente el 70% de los

pacientes con EM, son tratados (Winkelmann et al., 2016; Sormani et al., 2021). Estas terapias,
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modifican el curso de la enfermedad a través de la supresion o modulacion de la funcién
inmunitaria (Hauser and Cree, 2020). Por ello, se clasifican en dos -categorias:
Inmunomoduladoras, que ayudan a regular o normalizar el sistema inmune; y las
Inmunosupresoras, que alteran temporal o permanentemente el funcionamiento del sistema
inmune (Mycko, 2020). La mayoria de estas TME, estan dirigidas contra las células T CD4+,
Th17, células B de memoria (CD19+, CD27+) y virgenes (CD19+, CD27-) (Berger,

Brandstadter and Bar-Or, 2020; Kunkl et al., 2020).

Por otro lado, los sintomas que aparecen durante una recaida suelen tratarse con corticoides
como la metilprenidsolona, la prednisona o la dexametasona. La dexametasona es un potente
glucocorticoide, con capacidad inmunosupresora y antiinflamatoria (Medina-Fernandez et al.,

2018).

Actualmente, existen diferentes terapias orales, monoclonales infusibles y de anticuerpos
monoclonales inyectables, aprobadas por la Agencia Americana del Medicamento (FDA, por
sus siglas en inglés-U.S. Food and Drug Administration) para la EM (Smith and Kister, 2021).
Estas terapias se dividen, principalmente, en dos clases: de primera linea, dentro de la que se
incluyen, IFN-B, Acetato de Glatiramer, Teriflunomida y Dimetilfumarato; y de segunda linea,
dentro de la cual destacan, Natalizumab, Fingolimod, Alemtuzumab, Cladribina y tratamientos
anti-CD20 como Ocrelizumab y Ofatumubab (Anagnostouli, Markoglou and Chrousos, 2020)

(Tabla 1).
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Linea Administracion Tipo de EM Efectos secundarios
para el que
esta indicado
Interferon-p 1° Inyeccién EM-RR Fiebre, escalofrios, mialgias,
subcutanea/intramuscular artralgias y sintomas similares a la
gripe
Acetato de 1° Inyeccion subcutanea EM-RR Fatiga, reacciones relacionadas con
glatiramer la inyeccion
Teriflunomida 1° Oral EM-RR Diarrea, nauseas, escasez de
cabello, neutropenia y linfopenia
Dimetilfumarato 1° Oral EM-RR Posible leucoencefalopatia
multifocal progresiva
Natalizumab 20 Infusion intravenosa EM-RR Riesgo infecciones del tracto
respiratorio; Leucoencefalopatia
multifocal progresiva
Fingolimod 2° Oral EM-RR Transaminasas elevadas, dolor de
cabeza, bradicardia, infeccion por
herpes y edema macular
Alemtuzumab 20 Infusion intravenosa EM-RR Linfopenia profunda
Cladribina 2° Oral EM-RRY EM- Linfopenia
SP
Rituximab 2° Infusion intravenosa No aprobado  Leucoencefalopatia multifocal
para EM progresiva; Mayor riesgo de
infecciones
Ocrelizumab 2° Infusion intravenosa EM-RRy EM-  Mayor riesgo de infecciones
SP
Ofatumumab 2° Inyeccion subcutanea EM-RR Reacciones relacionadas con la

inyeccidn; Infecciones del tracto
respiratorio superior; Infecciones
del tracto urinario

Tabla I. Resumen de las principales Terapias modificadoras de la enfermedad (TME) usadas para el tratamiento de la

esclerosis mdltiple (EM). EM-RR: Esclerosis multiple remitente recurrente; EM-SP: Esclerosis mdltiple secundaria

progressiva.

2.4.1.

TME de primera linea
Las terapias de primera linea presentan una eficacia modesta, sin embargo, no

provocan inmunosupresion en el paciente y tienen excelentes perfiles de seguridad a

largo plazo (Gold et al., 2005; Smith and Kister, 2021).
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Interferén-p
El IFN-p fue la primera TME disponible para tratar la EM y brind6 a los

pacientes un tratamiento que redujo las tasas de recaida y retrasé la aparicion de
discapacidad (Filipi and Jack, 2020). Actualmente, hay cinco tipos de IFN-B
aprobados para el tratamiento de las formas recurrentes de la EM: IFN- 1b
(Betaseron®, Bayer HealthCare Pharmaceuticals Inc; Extavia®, Novartis
Pharmaceuticals Corp) de administracion subcutanea, IFN-B l1a (Rebif®; EMD
Serono Inc) de administraciéon subcutanea, IFN-p 1a (Avonex®; Biogen Inc) de
administracion intramuscular y Peginterferon beta-la (Plegridy®; Biogen Inc)

(Kieseier, 2011).

El mecanismo de accion de esta terapia, ain no se conoce completamente,
aunque podria estar relacionado con sus efectos pleiotropicos que dan como
resultado, una amplia accién antiinflamatoria (Severa et al., 2020). Se sabe que el
IFN-B aumenta la produccién de células Th2 y citocinas antiinflamatorias como IL-
10 e IL-4, disminuye la liberacién de Th1l y citocinas proinflamatorias como IL-17
y también limita la migracion de células inflamatorias a través de la BHE (Kieseier,
2011). Ademas, presenta potentes efectos antivirales in vivo (Hong et al., 2002) y
los pacientes que usan esta terapia, muestran un menor riesgo de sufrir infecciones
(Sharifian-Dorche et al., 2021). Asimismo, los efectos secundarios que puede
provocar el IFN-B son leves, entre los que se encuentran fiebre, escalofrios,
mialgias, artralgias y otros sintomas similares a los de la gripe (Munschauer and

Kinkel, 1997).

Acetato de glatiramer
El acetato de glatiramer (AG) es un inmunomodulador no esteroideo que

modifica la respuesta inmunitaria (Carretero Colomer, 2004), aprobado para el

tratamiento de la EM-RR (Tselis, Khan and Lisak, 2007). Se trata de un copolimero
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de residuos de aminoacidos, en las mismas proporciones estequimétricas que en la
proteina basica de mielina (Tselis, Khan and Lisak, 2007). Bloquea el CMH-II en
la sinapsis inmunoldgica y produce un cambio de la respuesta Thl a Th2
(Anagnostouli, Markoglou and Chrousos, 2020). Asimismo, blogquea la activacion
de macrofagos mediada por IFN-y (Berger, Brandstadter and Bar-Or, 2020;
Sharifian-Dorche et al., 2021) y se ha visto que las células dendriticas de pacientes
con EM, tratados con AG, producen menos TNF-a e IL-12 y mas IL-10 y también
induce la secrecion de BDNF (Aharoni, 2013). Es una terapia que no tiene
propiedades inmunosupresoras sistémicas, por lo que no aumenta el riesgo de
infecciones en los pacientes (Giovannoni, 2018; Reyes et al., 2021), ademas, los
principales efectos secundarios que presenta son leves, como fatiga y reaccion en

el lugar de la inyeccién (Boster et al., 2015).

Teriflunomida
La teriflunomida es una terapia oral, aprobada por la FDA y por la Agencia

Europea del Medicamento (EMA), para el tratamiento de formas recurrentes de la
EM (Freedman, 2013). Las aprobaciones de esta terapia, fueron respaldadas por
ensayos clinicos de fase 3, que han demostrado que la teriflunomida, presenta un
perfil beneficio/riesgo favorable en esta enfermedad (Bar-Or et al., 2014). Se trata
de una terapia que bloquea la sintesis de pirimidina de novo, mediante la inhibicion
especifica, no competitiva y reversible de la dihidroorotato deshidrogenasa (Bar-Or
et al., 2014; Maghzi et al., 2020; Sharifian-Dorche et al., 2021), una enzima que se
expresa en niveles elevados en los linfocitos en proliferacion (Bar-Or et al., 2014).
El bloqueo de la sintesis de pirimidina interrumpe el ciclo celular en la fase S 'y
ejerce un efecto citostatico sobre las células T y B autorreactivas (Gold and
Wolinsky, 2011; Bar-Or et al., 2014), inhibiendo la proliferacion de estas

(Anagnostouli, Markoglou and Chrousos, 2020). A través de este mecanismo, la
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teriflunomida, disminuye la activacion inmune sin una inmunosupresion
significativa (Sharifian-Dorche et al., 2021). Los principales efectos secundarios
que produce la teriflunomida son, diarrea, nauseas, escasez de cabello, neutropenia

y linfopenia (D. He et al., 2016)

Dimetilfumarato
El dimetilfumarato es un éster metilico de &cido fumarico, que se hidrolizaen el

intestino delgado y que presenta propiedades antioxidantes y antiinflamatorias
(Timpani and Rybalka, 2020). Este farmaco inmunomodulador, ejerce sus efectos
a traves de la activacion de la via de sefializacion Nrf2 (Scannevin et al., 2012;
Hauser and Cree, 2020). Este, modula la inflamacion y el estrés oxidativo mediante
la regulacion positiva de los mecanismos de citoproteccion, a traves de la expresion
de antioxidantes de fase II, principalmente SOD1, NADPH quinona
oxidorreductasa 1 y hemo oxigenasa-1 (HO-1) (Timpani and Rybalka, 2020). El
dimetilfumarato, también puede ejercer sus efectos a través de vias independientes
de Nrf2 (Hauser and Cree, 2020; Timpani and Rybalka, 2020), mediante la
inhibicion indirecta del mediador inflamatorio NF-kB o mediante la activacion del
receptor 2 del &cido hidroxicarboxilico, que modula la infiltracion, adhesion y
quimiotaxis de las células inmunes (Al-Jaderi and Maghazachi, 2016; Kourakis et
al., 2020; Timpani and Rybalka, 2020). Aunque este farmaco es bien tolerado por
los pacientes con EM, en algunos casos, puede provocar leucoencefalopatia

multifocal progresiva (Mills and Mao-Draayer, 2018; Hauser and Cree, 2020).

2.4.2. TME de segunda linea
Las terapias de segunda linea presentan una mayor eficacia, en comparacion con las

anteriores, pero tienen un efecto mas profundo en el sistema inmunitario, lo que requiere
la implementacion de estrategias de eliminacidn de riesgos para prevenir infecciones

graves (Smith and Kister, 2021).
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Natalizumab
Natalizumab (Tysabri®; Biogen Idec/Elan, Cambridge, MA, USA) es

actualmente el tratamiento clinico méas exitoso para la EM (Bahamonde et al.,
2014). Se trata de un anticuerpo monoclonal humanizado, que reconoce la cadena
o4 del antigeno VLA4, componente de la integrina 041, una molécula de adhesion
expresada en la superficie de los linfocitos e involucrada en la transmigracion a
través del endotelio hacia el SNC (Hauser and Cree, 2020; Khoy et al., 2020). La
inhibicion de a4P1, provoca la reduccion de la migracion de linfocitos a través de
la BHE (Anagnostouli, Markoglou and Chrousos, 2020; Reyes et al., 2021). Este
farmaco ha demostrado eficacia contra la EM-RR, pero no para la EM-SP (Khoy et
al., 2020). Se administra como infusion intravenosa una vez cada cuatro semanas,
siendo eficaz para disminuir las recaidas y retrasar la progresion de la enfermedad
(Hauser and Cree, 2020). Aunque presenta pocos efectos adversos, natalizumab se
ha asociado con un riesgo ligeramente mayor de sufrir infecciones del tracto
respiratorio y el tratamiento a largo plazo aumenta el riesgo de sufrir
leucoencefalopatia multifocal progresiva (Hauser and Cree, 2020; Reyes et al.,

2021).

Fingolimod
Fingolimod (FTY720, (Gilenya®, Novartis Pharmaceuticals), pertenece a una

clase de moléculas que se dirigen al sistema de sefializacion regulado por
esfingolipidos (Ayzenberg, Hoepner and Kleiter, 2016). Inhibe a la esfingosina-1-
fosfato, lo que impide la salida de los linfocitos de los ganglios linfaticos,
reduciendo el recuento medio total de linfocitos circulantes en sangre periférica en
un 73% (Anagnostouli, Markoglou and Chrousos, 2020; Berger, Brandstadter and
Bar-Or, 2020; Hauser and Cree, 2020; Sharifian-Dorche et al., 2021). Fue el primer

farmaco oral para el tratamiento de la EM-RR, siendo un medicamento
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ampliamente utilizado, ya que ha demostrado ser muy eficaz para reducir las tasas
de recaidas (Ayzenberg, Hoepner and Kleiter, 2016), cuya dosis recomendada es de
0,5mg una vez al dia (Bargiela et al., 2020). Los eventos adversos informados con
mayor frecuencia tras el tratamiento con Fingolimod, en los ensayos clinicos, fueron
transaminasas elevadas, dolor de cabeza, bradicardia, infeccion por herpes y edema

macular (Ayzenberg, Hoepner and Kleiter, 2016).

Alemtuzumab
Alemtuzumab es un anticuerpo monoclonal especifico de CD52 que agota

notablemente los linfocitos T y B (Giovannoni, 2018; Reyes et al., 2021). Este
agotamiento, va seguido de la reconstitucion y el reequilibrio del sistema
inmunitario, lo que da como resultado una supresion prolongada de la EM (Haas et
al., 2019). Esta terapia fue aprobada por la EMA en septiembre de 2013, indicada
para el tratamiento de la EM-RR activa, definida por caracteristicas clinicas o de
imagen, para el tratamiento de la EM-RR con respuesta inadecuada al IFN-f u otros
TME y para el tratamiento de otras formas recurrentes de la enfermedad (Havrdova,
Horakova and Kovarova, 2015). Alemtuzumab est& asociado con un mayor riesgo
de eventos infecciosos debido a que produce linfopenia profunda (Reyes et al.,
2021; Sharifian-Dorche et al., 2021). El tratamiento con Alemtuzumab no es para
todos los pacientes con EM y la decision de usarlo debe considerarse

cuidadosamente (Havrdova, Horakova and Kovarova, 2015).

Cladribina
Cladribina es un farmaco oral analogo de la desoxiadenosina (Deeks, 2018), que

interfiere con el metabolismo celular e inhibe la reparacion del ADN, lo que causa
apoptosis, especialmente en linfocitos (Berger, Brandstadter and Bar-Or, 2020),
causando el agotamiento selectivo tanto de linfocitos B como T (Giovannoni, 2018;

Anagnostouli, Markoglou and Chrousos, 2020). Es una terapia recientemente
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aprobada por la FDA, siendo el primer y unico farmaco aprobado tanto para la EM-
RR y para la EM-SP (FDA approves new oral treatment for multiple sclerosis |
FDA, 2019), cuyo tratamiento es de corta duracion, administrandose en dos ciclos
cortos con un afio de diferencia, aportando una eficacia prolongada (Deeks, 2018).
Debido a su mecanismo de accion, la linfopenia es una de las reacciones adversas
clinicamente mas relevantes, lo que supone un mayor riesgo de infeccion (Deeks,
2018; Sharifian-Dorche et al., 2021), por lo que es recomendable determinar el
recuento de linfocitos antes, durante y después de la administracion del farmaco

(Deeks, 2018).

Tratamientos Anti-CD20
e Rituximab es un anticuerpo monoclonal quimérico dirigido a los linfocitos

B CD20 positivos, considerandose un inmunosupresor selectivo (Esmaeili
et al., 2021). Esta terapia induce la muerte celular a través de apoptosis,
reduciendo de esta manera la actividad inflamatoria, la incidencia de
recaidas y nuevas lesiones cerebrales (Brancati et al., 2021; Chisari et al.,
2021). Rituximab, ha demostrado ser eficaz en el tratamiento de la EM-RR,
pero también en el tratamiento de la EM-PP, en los ensayos clinicos
aleatorizados de fase 2, HERMES y OLYMPUS (Chisari et al., 2021). Sin
embargo, aunque es un tratamiento aprobado desde 1997 para trastornos
hematoldgicos y autoinmunes, ain no esta aprobado para su uso en la EM

(Brancati et al., 2021).

e Ocrelizumab (Ocrevus®) es un anticuerpo monoclonal humanizado que
reduce selectivamente las células B que expresan CD20, al tiempo que
preserva la capacidad de reconstitucién de estas células y la inmunidad

humoral preexistente (Hauser et al., 2021). Es un farmaco aprobado para el
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tratamiento de la EM-RR y la EM-PP (Syed, 2018), que se administra por
infusion intravenosa cada 24 semanas (Hauser and Cree, 2020),
demostrandose que los beneficios clinicos se mantienen durante un periodo
de 7 afios (Hauser et al., 2021). Esta terapia reduce significativamente la
tasa de recaida en comparacion con otros TME y también provoca una
disminucion significativa del riesgo de progresion de la discapacidad (Syed,
2018). Generalmente es un tratamiento bien tolerado, aunque su uso esta
asociado con un mayor riesgo de infecciones y reacciones relacionadas con

la infusion (Syed, 2018; Brancati et al., 2021).

Ofatumumab (Kesimpta®) es un anticuerpo monoclonal anti-CD20
completamente humano, aprobado inicialmente para el tratamiento de la
leucemia crénica y que, ahora, esta aprobado en varios paises para el
tratamiento de formas recurrentes de EM (Hauser et al., 2020; Kang and
Blair, 2022). Ofatumumab se une a una region de CD20 distinta a la de otros
anticuerpos anti-CD20 (Hauser et al., 2020), lo que conduce al agotamiento
de células B y células T a través de la lisis de células B CD20+ (Kang and
Blair, 2022). Se administra mediante inyeccion subcutanea mensual,
presentando un perfil de eficacia similar a Ocrelizumab, con un alto grado
de seguridad (Hauser and Cree, 2020). Los eventos adversos informados
con mayor frecuencia tras el tratamiento con esta terapia son reacciones
relacionadas con la inyeccion, infecciones del tracto respiratorio superior e

infecciones del tracto urinario (Kang and Blair, 2022).
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2.4.3. Estimulacion Magnética Transcraneal
Ademas de los tratamientos clinicos, en las Gltimas décadas se ha sugerido el uso

de la estimulacion magnética transcraneal (TMS, por su traduccion en ingles,
Transcranial Magnetic Stimulation), como posible tratamiento para mejorar la
espasticidad, mejorar la destreza y facilitar la marcha en pacientes con EM (Medina-
Fernandez et al.,, 2017). TMS es un procedimiento no invasivo de induccion
electromagnética, que aplica un pulso de campo magnético variable en el tiempo a
través del craneo, provocando pequefias corrientes eléctricas que inducen cambios en
la polarizacion de las neuronas (Estrada et al., 2015; Medina-Fernandez et al., 2017).
TMS modula varios aspectos de los sistemas neurotransmisores y neuromoduladores,

asi como la expresion de proteinas (Tasset, Medina, et al., 2012).

Gracias a los diferentes estudios realizados en nuestro grupo, hemos podido
comprobar que la TMS ejerce un efecto significativo sobre la lesion oxidativa
aumentando los niveles de GPx, SOD y GSH y disminuyendo la peroxidacion lipidica
en el modelo experimental de depresion mayor, inducida por bulbectomia olfatoria, en
ratas Wistar (Tasset et al., 2010). Ademas, la aplicacion de TMS en el modelo EAE,
mejoré el deterioro motor secundario y produjo una disminucion en la proliferacion de
astrocitos como respuesta al ataque autoinmune, reduciendo el contenido de 6xido
nitrico, LPS y LBP en el SNC. Del mismo modo, mejor6 la densidad de células
cerebrales y disminuy6 el nimero de nudcleos picnéticos (Medina-Fernandez et al.,
2017). TMS ejerce también un efecto neuroprotector y provoca un aumento de los
niveles de BDNF, del factor neurotrofico derivado de la glia (Tasset, Medina, et al.,
2012) y serotonina (Aguera et al., 2020). Recientemente, hemos demostrado que TMS
puede mejorar la actividad neuromuscular al detener la atrofia y disminuir las lesiones

que se producen en el modelo EAE (Pefia-Toledo et al., 2021). Asimismo,
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comprobamos que la TMS en comparacion con otros medicamentos, como
Natalizumab, dimetilfumarato o dexametasona, disminuye los cambios provocados en
EAE, de una manera mas significativa (Medina-Fernandez et al., 2018). Todo ello,
junto con la notable tolerabilidad y seguridad (Estrada et al., 2015), hace que la TMS
sea una herramienta potencialmente util para el tratamiento de la EM como tratamiento
per se 0 como adyuvante de otros tratamientos actualmente administrados (Medina-
Fernandez et al., 2018). Por estas razones, desde nuestro grupo, se esta llevando a cabo
un ensayo clinico (Transcranial Magnetic Stimulation (TMS) in Multiple Sclerosis -
Full Text View - ClinicalTrials.gov, 2019) para demostrar la eficacia de la TMS en
términos de seguridad y mejora clinica, asi como observar los cambios moleculares en

relacion con el tratamiento en pacientes con EM-RR (Aglera et al., 2020).

2.5.Modelo animal de Esclerosis Multiple: Encefalomielitis Autoinmune Experimental
Para investigar los mecanismos de las enfermedades que afectan a humanos y encontrar los

medios para revertir las condiciones adversas, se utilizan diferentes estrategias dentro de las
que se incluye el uso de modelos animales. Estos, permiten comprender la fisiopatologia de las
enfermedades y desarrollar posibles tratamientos (Khorramizadeh and Saadat, 2020). En
relacion con la EM, el modelo EAE se ha expandido considerablemente para el estudio de

laboratorio de esta enfermedad (Constantinescu et al., 2011).

La EAE fue descrita por primera vez hace casi 90 afios, siendo desarrollada por Rivers et
al. (1933), en un intento por comprender la patogenia de la encefalomielitis postvacunal
ocasionada por la vacuna de la rabia (Rivers, Sprunt and Berry, 1933; Constantinescu et al.,
2011). Desde entonces, la EAE se ha convertido en uno de los modelos animales de
enfermedades inmunitarias mas intensamente estudiado (Baxter, 2007). En este modelo, la
interaccion entre una variedad de mecanismos neuro e inmunopatoldgicos induce inflamacion,

desmielinizacién, perdida axonal y gliosis de manera similar a lo encontrado en la EM
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(Constantinescu et al., 2011; Medina-Fernandez et al., 2017), asi como un deterioro motor

(Barthelmes et al., 2016).

La EAE se induce mediante antigenos derivados del SNC (Baxter, 2007) como la proteina
bésica de mielina, que fue una de las primeras que se purificd a partir de un homogeneizado de
la médula espinal; la proteina proteolipidica, que es la proteina transmembrana principal del
SNC vy la glicoproteina de oligodendrocitos de mielina (MOG, del inglés Myelin
Oligodendrocyte Glycoprotein) que es un componente minoritario que se expresa en la
superficie externa de la mielina del SNC (Glatigny and Bettelli, 2018). MOG es un
autoantigeno de mielina Unico, ya que es capaz de inducir, no solo una respuesta de células T
encefalitogénicas en especies susceptibles, sino también una respuesta de anticuerpos
desmielinizantes (Pérez-Nievas et al., 2010). La sensibilizacién a los antigenos de mielina,
normalmente, se produce mediante el uso de adyuvantes, que suelen contener componentes
bacterianos que activan el sistema inmunitario (Constantinescu et al., 2011). Una vez que la
EAE se ha inducido, el curso de la enfermedad sigue tres fases: fase preclinica (dia 0-9), inicio

de la enfermedad (dia 10-11) y fase aguda (dia 12-14) (Barthelmes et al., 2016).

Existe, ademas, otro tipo de EAE, la EAE espontanea que se desarrolla en ratones
transgénicos que sobreexpresan un receptor de células T contra un péptido de MOG
(Barthelmes et al., 2016). Este modelo es especialmente prometedor como sistema para
estudiar la patogénesis de la EM y sera de gran utilidad para probar compuestos que puedan

prevenir la enfermedad (Glatigny and Bettelli, 2018).

EAE es un modelo atil para probar diferentes estrategias terapéuticas en la EM (Pefa-
Toledo et al., 2021). En este sentido, la EAE ha sido extremadamente valiosa para determinar
la eficacia de las TME, de las cuales, varias han sido aprobadas para uso en pacientes con EM
(Glatigny and Bettelli, 2018). Asimismo, gracias a este modelo se ha podido comprobar que la

administracion de melatonina ejerce efectos neuroprotectores, suprimiendo la progresion de la
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EAE y los cambios patoldgicos que en ella se producen y disminuyendo, también, los niveles

de estreés oxidativo (Long et al., 2018).

3. EVIDENCIAS DE LA RELACION ENTRE LA MELATONINA Y LA ESCLEROSIS
MULTIPLE

Los pacientes con EM presentan niveles nocturnos reducidos de melatonina, hecho que se ha
correlacionado con la severidad de la enfermedad y con sintomas como fatiga, insomnio y
depresion. Del mismo modo, los niveles de su principal metabolito en orina, 6-SMT, también se
encuentran disminuidos (Alvarez-Sanchez et al., 2015, 2017), pudiendo corregirse con el
tratamiento con Natalizumab (Alvarez-Sanchez et al., 2015), que ha demostrado su capacidad para
aumentar la concentracion sérica de melatonina (Bahamonde et al., 2014). Se piensa, que la
reduccién de los niveles de melatonina, puede reflejar una disfuncion hipotalamica en la regulacion
de la secrecion de la indolamina (Akpinar et al., 2008), aunque también podrian deberse a una

deposicion de calcio en la glandula pineal (Tan et al., 2018; Yosefi-Fard et al., 2020).

Los niveles de melatonina, estan inversamente relacionados con la severidad y las recaidas de
laEM (Ghareghani, Reiter, et al., 2018). La melatonina se asocia con la estacionalidad de la recaida
de esta enfermedad (Kern et al., 2019). En los meses de otofio-invierno, los niveles de esta hormona
alcanzan su méaximo, lo que supone una relacion inversa con la actividad clinica de la EM (Farez
et al., 2015) ya que, existe una probabilidad mayor de que los sintomas de esta ocurran en

primavera/verano (Yeganeh-Salehpour et al., 2019).

Se ha planteado la hipdtesis de que la melatonina, podria tener un efecto profilactico y
terapéutico sobre esta enfermedad (Gunata, Parlakpinar and Acet, 2020), ya que se ha comprobado
que la suplementacion con esta hormona, contribuye a aliviar los desequilibrios cognitivos y
motores (Chen, Zhang and Lee, 2020) y mejora la diferenciacion y maduracion oligodendroglial,
asi como la reparacion de la mielina (Ghareghani, Sadeghi, et al., 2017). De hecho, desde Mayo

de 2018, se esté llevando a cabo un ensayo clinico para evaluar el efecto de la administracion oral
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de 3 mg y 5 mg de melatonina diariamente, en pacientes con EM-RR. El objetivo principal de este
estudio es analizar si la suplementacion con melatonina afecta al nivel de 6-SMT. También,
evaluaran el nivel sérico de melatonina, la calidad de vida, incluida la Escala de Impacto de Fatiga
Modificada, la Escala de Impacto de Esclerosis Multiple y el indice de Calidad del Suefio de
Pittsburgh, asi como el nimero de recaidas de los pacientes (Melatonin in Patients With Multiple

Sclerosis (MS). - Full Text View - ClinicalTrials.gov, 2018).

3.1.Efecto de la Melatonina sobre los principales sintomas de la Esclerosis Mdltiple
La EM es una enfermedad definida por una amplia gama de signos y sintomas que

alteran el funcionamiento fisico, cognitivo, emocional y social (Harbo, Gold and Tintora, 2013;
Sakkas et al., 2019). Tras el diagnostico de la enfermedad, los sintomas permanecen durante

toda la vida (Wallin et al., 2019).

3.1.1. Melatoninay Trastornos del suefio
Los trastornos del suefio y la desregulacion del ritmo circadiano tienen una alta

prevalencia en las enfermedades neuroinmunes (Morris et al., 2018), influyendo en la
actividad de la enfermedad y la frecuencia de las recaidas en los pacientes (Yeganeh-
Salehpour et al., 2019). Aproximadamente, entre el 42-65% de los pacientes con EM,
sufren este tipo de trastorno (Bamer et al.,, 2008), suponiendo un problema
multifactorial y complejo (Sakkas et al., 2019) que puede agravar el curso de la

enfermedad y cuya fisiopatologia sigue sin estar clara (Morris et al., 2018).

Varios estudios demuestran que la disminucién de los niveles de melatonina,
observada en pacientes con EM, esté asociada con sintomas como la fatiga, depresion

y los trastornos del suefio (Bahamonde et al., 2014).

Gracias a sus propiedades cronobidticas, la melatonina influencia la ritmicidad
circadiana y evita desérdenes en los ritmos vigilia/suefio (Li et al., 2019; Aranda et al.,
2021). La administracion de melatonina aumenta el tiempo total de suefio (Li et al.,

2019) y disminuye el nimero de episodios de vigilia en pacientes con insomnio
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3.1.2.

(Adamczyk-Sowa, Krystyna Pierzchala, et al.,, 2014). Respecto al efecto de la
melatonina sobre la calidad del suefio, hay resultados contradictorios ya que,
Adamczyk-Sowa et al. (2014a), afirman que la melatonina es capaz de aumentar la
calidad, mientras que Li et al. (2019), obtuvieron que la melatonina tenia poco o ningun
efecto sobre la eficiencia del suefio. Por ello, aunque la melatonina se postula como un
buen tratamiento para mejorar las anomalias del suefio en personas con EM, es

necesaria mas investigacion que confirme su eficacia.

Melatonina y Depresion
La depresion es una de las comorbilidades psiquiatricas mas comunes en pacientes

con EM (Hassan et al.,, 2021), con una tasa mayor que en otras enfermedades
neuroldgicas cronicas (Akpinar et al., 2008), presentando una prevalencia del 50%
(Marrie et al., 2015). La depresion esté relacionada con la fatiga (Fidao et al., 2021) y
con el deterioro cognitivo, provocando un impacto negativo en la calidad de vida de los
pacientes (Hassan et al., 2021). Ademas, la ansiedad y la depresion parecen contribuir
al inicio de las recaidas clinicas y la neurodegeneracion (Tauil et al., 2021). Varios
estudios han demostrado que la resistencia al tratamiento para la depresion mayor, se
correlaciona con un aumento de los niveles plasmaticos de neurofilamentos de cadena
ligera (Rathbone et al., 2018; Domingues et al., 2019), los cuales son un reflejo del
dafio axonal y unos de los biomarcadores mas prometedores para la neurodegeneracion

en la EM (Tauil et al., 2021).

Los pacientes con EM que tienen depresidn, presentan unos niveles séricos
nocturnos de melatonina significativamente mas bajos que pacientes sin depresion, por
lo que las deficiencias de melatonina, podrian estar involucradas en la aparicion de este
sintoma (Akpinar et al.,, 2008). Ademas, estos pacientes presentan anomalias

comprobadas en los niveles de serotonina, siendo importante destacar que, la sintesis
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de melatonina esta bajo control serotoninérgico (Sunami et al., 2012; San Hernandez et

al., 2020).

Segun los estudios realizados, la melatonina podria tener un efecto similar a los
antidepresivos, relacionado con la modulacion de los cambios neuroplésticos en el
hipocampo (Valdés-Tovar et al., 2018). Esto se debe a que hay evidencia preclinica que
demuestra que, el hipocampo es uno de los objetivos principales para las acciones de la
melatonina, siendo este, el principal sitio de accion de los antidepresivos (Drevets, Price
and Furey, 2008; Valdés-Tovar et al., 2018). En la investigacion realizada por
Mantovani et al. (2003), demuestran que una dosis de 0.001 mg/kg de melatonina,
inyectada por via intraperitoneal produjo un efecto similar a un antidepresivo
(Mantovani et al., 2003). Asimismo, se ha reportado que antidepresivos como la
fluvoxamina, mejoran el sistema serotoninérgico (Sunami et al., 2012). Dicho
antidepresivo también puede aumentar los niveles de melatonina (Hértter et al., 2000;
Sunami et al., 2012; Ghareghani, Zibara, et al., 2017). Ademas, existen estudios que
han asociado la depresion con un estado cronico de neuroinflamacion (Anderson et al.,
2014), encontrando una asociacion entre la activacion del inflamasoma NLRP3 con un
mayor riesgo de depresién (Iwata, Ota and Duman, 2013; Guo et al., 2020). En base a
esto, la administracion de melatonina podria prevenir la aparicion de depresion en
pacientes con EM, debido a su capacidad de contrarrestar los efectos del inflamasoma

NLRP3.

Melatonina y Osteoporosis
La osteoporosis es uno de los trastornos 6seos metabdlicos mas frecuentes a nivel

mundial, siendo la EM-PP una de las principales causas de osteoporosis (Arican et al.,

2020). La osteoporosis es una enfermedad que se caracteriza por una masa ésea baja y
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la destruccidn de la microarquitectura del tejido 0seo, resultando en un aumento de la

fragilidad 6sea y mayor susceptibilidad a las fracturas (Klibanski et al., 2001).

En el estudio realizado por Ghareghani et al. (2018b), se comprueba por primera
vez, que la induccion de EAE provoca una elevacion de los niveles séricos de
procalcitonina (proCT). La proCT es la precursora de la calcitonina y se ha reportado
como un biomarcador de la inflamacion sistémica y enfermedades autoinmunes

(Meisner, 2002).

La melatonina parece estar involucrada en el proceso de curacion désea ya que,
normaliza los metabolitos 6seos en la EM (Turgut et al., 2003). Ghareghani et al.
(2018b), confirman este hecho, obteniendo que los niveles séricos de melatonina
estaban inversamente correlacionados con los niveles de proCT y, ademas, reducia la
resorcion dsea, presentando un efecto protector en los huesos (Ghareghani, Scavo, et
al., 2018). Similares resultados obtienen Sharan et al. (2017), reportando que la
melatonina actda como un regulador de la masa Gsea, a través de sus receptores MT2.
Asimismo, obtienen que la melatonina aumenta el nimero de osteoblastos y la

formacion ésea (Sharan et al., 2017).

Melatonina y Alteraciones de memoria
Las deficiencias cognitivas se presentan en el 65% de los pacientes con EM y de ese

porcentaje, el 40-50% se corresponde con la pérdida o alteraciones en la memoria

(Rahn, Slusher and Kaplin, 2012; Alghamdi and AboTaleb, 2020).

La corteza prefrontal (CPF) y el hipocampo son regiones cerebrales interconectadas
que desempefian un papel central en las funciones cerebrales superiores, entre las que
se incluye la memoria (Nickel and Gu, 2018). La neuroinflamacion y la

desmielinizacion de los axones que conectan el CPF y el hipocampo, provocan una
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3.15.

disfuncion de la memoria (Nickel and Gu, 2018; Alghamdi and AboTaleb, 2020;

Kwilasz et al., 2021).

Existen estudios que muestran evidencia del papel que juega la melatonina en la
proteccion de la cognicidn y la preservacion de la memoria en diferentes enfermedades
neurodegenerativas (Ng etal., 2017). En el estudio realizado por Alghamdi et al. (2020)
obtienen que, el tratamiento con melatonina a ratones con defectos de memoria
inducidos por cuprinozona, producia un aumento de la expresion de los genes de la
sinaptofisina, asociada a la sinapsis y la proteina de densidad postsinaptica 95 (Psd95)
en la CPF, por lo que se podria decir que la melatonina aporta efectos protectores contra
las alteraciones en la memoria, producidas durante la EM (Alghamdi and AboTaleb,
2020). Zhang et al. (2016), concluyen que la melatonina tiene capacidad para reducir
los deterioros de la memoria, asi como los déficits de neuroplasticidad a través de la
regulacion de la via de sefializacion Notchl (Zhang et al., 2016). Chen et al. (2018)
confirman que la melatonina mejora el déficit cognitivo mediante la restauracion de la
mielina (Chen et al., 2018). Ademas, Ran et al. (2018) sugieren que la melatonina puede
ejercer efectos terapéuticos sobre la memoria a largo plazo a través de la modulacién

de los canales de calcio (Ran et al., 2018).

Melatonina y Neuritis Optica
La neuritis Optica es una condicion inflamatoria del nervio éptico, que conduce a la

perdida de células ganglionares de la retina (Aranda et al., 2021). El nervio éptico es
uno de los principales objetivos de la EM (Sadam et al., 2021). Alrededor del 20% de
los pacientes con EM, sufren neuritis 6ptica como uno de los primeros sintomas y

durante el curso de la enfermedad, tiene una prevalencia del 50% (Brodsky et al., 2008).

Existen muy pocos estudios que respalden el efecto terapéutico de la melatonina

sobre este sintoma, pero el reciente estudio realizado por Aranda et al. (2021), afirma
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que la melatonina minimiz6 algunos de los efectos inducidos por la neuritis Optica, asi
pues, previno la disminucion del reflejo pupilar a la luz y las alteraciones del ritmo de
la actividad locomotora de la retina (Aranda et al., 2021). A pesar de ello, es necesario

realizar mas estudios que investiguen el papel y el mecanismo de actuacion de la

melatonina sobre la neuritis optica.

Atendiendo a todos los antecedentes indicados, los objetivos de esta tesis doctoral son los siguientes:
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Objetivos

Objetivo general
Evaluar el efecto de la administracion de melatonina en la clinica del modelo de Esclerosis

multiple, la Encefalomielitis Autoinmune Experimental.

Objetivos especificos
- Valorar si la administracion de melatonina en ratas con encefalomielitis autoinmune

experimental, modelo animal de la esclerosis multiple, actia contra el estrés oxidativo
provocado por la enfermedad, tanto en tejido nervioso como en otros 6rganos Y tejidos

fundamentales como higado, rifién, corazén, intestino y sangre.

- Comprobar si la neuroinflamacion disminuye en las ratas EAE suplementadas con

melatonina con respecto al animal enfermo.

- Verificar si el producto de la disbiosis bacteriana intestinal, el lipopolisacarido de la
pared bacteriana y su proteina transportadora, minoran en tejido nervioso con la

administracion de melatonina.
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Material y Métodos

1. Animales
Para la realizacion de este estudio, un total de 25 ratas macho de la cepa Dark Agouti fueron

utilizadas. Dicha cepa es la ideal para el estudio de la EM ya que, la induccion de la EAE en
estos murinos, muestra un gran parecido clinico y patolégico con esta enfermedad en humanos
(Stosic-Grujicic et al., 2004). Al comienzo del estudio, los animales, que provenian del Centro
de Experimentacion Animal de la Universidad de Cordoba, tenian 2 meses de edad y un peso
de 190-220g. Estos, fueron alojados en un recinto en condiciones estandar de 12:12 horas de
luz/oscuridad, con una temperatura ambiente controlada (22+2 °C) y con acceso “ab libitum”

al agua y a la comida.

Todos los protocolos realizados en este estudio fueron aprobados por el Comité de Bioética
de la Universidad de Cérdoba (07/11/2018/157) de acuerdo con las directrices de la Directiva
del 24 de Noviembre de 1986 (86/609/ECC) aprobada por el Consejo de las Comunidades
Europeas y el RD 53/2013 aprobado por el Ministro de Presidencia de Espafia (BOE 8 de

Febrero, 2013).

2. Protocolo experimental
El estudio incluy6 los siguientes grupos: grupo Control, grupo Control+Vehiculo, grupo

Control+Melatonina, grupo EAE y grupo EAE+Melatonina (Figura 5). El grupo control no fue
manipulado y el grupo Control+Vehiculo, fue inoculado con una inyeccion subcutanea de

100ul de adyuvante completo de Freund.

2.1.Induccion de EAE
La induccién de EAE en ratas Dark Agouti, imita ciertos aspectos del curso clinico de

la EM-RR, como la desmielinizacion progresiva y sostenida, la pérdida axonal asociada
(Ringheim et al., 2013) y lesiones en la médula espinal con infiltracién inflamatoria
(Constantinescu et al., 2011). Los adyuvantes de Freund son componentes fundamentales en
los protocolos de induccion de muchos modelos animales experimentales de enfermedades

autoinmunes. Existen dos tipos de adyuvantes de Freund, incompleto y completo, que actdan
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prolongando la vida util del autoantigeno inyectado, estimulando la activacion del sistema
inmunitario (Billiau and Matthys, 2001). Para la induccion de la EAE, el protocolo mas
utilizado se basa en el adyuvante completo de Freund, que induce una fuerte respuesta
inflamatoria y ejerce, ademas de la actividad adyuvante, numerosas propiedades
inmunomoduladoras (Stosic-Grujicic et al., 2004). Este tipo de adyuvante, incluye componente
micobacterianos que activan a las células Thl, lo que provoca una fuerte hipersensibilidad de

tipo retardado contra los autoantigenos (Billiau and Matthys, 2001).

En nuestro estudio, la induccién de la EAE se llevd a cabo mediante inyeccion
subcutanea, en la base dorsal de la cola y durante 14 dias, de 100 pl de una solucidon que
contenia 150pg de MOG (fragmento 35-55; Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) en solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) emulsionada 1:1 en adyuvante completo de Freund (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EE. UU.), completado con 400 ug de Mycobacterium tuberculosis

inactivado por calor (H37Ra, DIFCO, Detroit, MI, EE.UU).

2.2.Administracion de Melatonina
La melatonina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) fue administrada a los grupos

correspondientes a una dosis de 1 mg/kg de peso corporal inyectada via intraperitoneal (ip) (en
etanol al 5 % en NaCl al 0,9 %), durante 51 dias a partir del dia 14 hasta el dia 65, una vez al
dia, cinco dias a la semana (de lunes a viernes) y en horario de 9:00 a 11:00 de mafiana, para
asi, no interferir con la liberacion circadiana de esta (Tunez et al., 2004). Tanto para el grupo
Control+Melatonina como para el grupo EAE+ Melatonina, se empled la misma dosis. La
duracion de la exposicién in vivo se determin0 sobre la base de estudios previos de nuestro
grupo que mostraron el efecto protector de otros antioxidantes (Tasset, Pontes, et al., 2011;
Conde et al., 2019, 2020). Durante el periodo experimental no se observaron alteraciones en el

comportamiento de los animales, el suefio o la temperatura corporal.
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Grupo Control Control+Vehiculo Control+Melatonina Grupo EAE EAE + Melatonina
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/ . X \
"-" % 1 mg/kg Melatonina/dia s 1 mg/kg Melatoninal/dia \‘
/ de L-V (ip) de L-V (ip) \

\

Figura 5. Protocolo Experimental. MOG: Glicoproteina de oligodendrocitos de mielina; L-V: de lunes a viernes; ip:

Intraperitoneal.

3. Toma de muestras y procesamiento
A los 65 dias, los animales se sacrificaron por decapitacion habiendo sido previamente

anestesiados con una inyeccidn intraperitoneal de Ketamina 75 mg/kg (Imalgene® 100 mg/ml,
Merial Laboratorios, Barcelona). El sacrificio de los animales se llevé a cabo durante la mafiana
debido a que, en este estudio, no valoramos el ritmo circadiano de la melatonina sino el efecto
de la administracién exdgena de esta. Realizar el sacrificio en este momento nos permite,
también, tener una vision objetiva del impacto de la melatonina administrada, sobre los niveles
circulantes de los parametros a analizar, ya que estos podrian verse afectados por la

concentracion fisiologicamente mas elevada de la melatonina, en su pico nocturno.

Se tomaron muestras de sangre del tronco vascular del cuello, que fueron recogidas en tubos
con EDTA-K3 (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). Los tubos se centrifugaron
durante 15 min a 3000 rpm a 4 °C y posteriormente se recolectd el plasma, se congeld y

almaceno en alicuotas a -85 °C.
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A continuacion, y en condiciones de temperatura controlada (0-4°C) se procedi6 a extraer y
pesar el cerebro, la médula espinal, el corazon, el higado, el rifion y los intestinos (delgado y
grueso) para preparar inmediatamente los homogeneizados correspondientes con un
homogeneizador mecanico (Tempest Virtis Labsquip, Markham, Canada,). Para la

homogeneizacion se utilizé el tampon Tris (20 mM) a pH 7,4.

4. Variables analizadas
Se analizaron los siguientes parametros.

4.1.Evaluacion de puntuacién clinica
La puntuacidn clinica fue determinada de acuerdo con la escala de Pérez-Nievas (Pérez-

Nievas et al., 2010) segln la cual: 0: sin signos; 1: paralisis de la cola; 2: debilidad de las patas
traseras; 3: paralisis de las patas traseras; 4: parélisis en las patas traseras y debilidad en las
patas delanteras; 5: tetrapléjico. Se monitorizé a los animales desde el dia 14 al dia 65 y se

compararon las puntuaciones entre ambos dias.

4.2.Biomarcadores de dafio oxidativo en sangre, cerebro, médula espinal, corazon, higado, rifién,
intestinos (delgado y grueso)

Se analizaron los niveles de LPO (nmol/mg de hemoglobina en sangre o proteina en
cerebro, médula espinal, corazon, higado, rifidn e intestinos), Glutation total (tG) (nmol/mg
hemoglobina en sangre o proteina en cerebro, médula espinal, corazon, higado, rifion, intestino
delgado y grueso), GSH (nmol/mg hemoglobina en sangre o proteina en cerebro, columna
médula espinal, corazon, higado, rifion, intestino delgado y grueso), GSSG (nmol/mg de
hemoglobina en sangre o proteina en cerebro, médula espinal, corazon, higado, rifion, intestino
delgado y grueso), GPx (nmol/mg de hemoglobina en sangre o proteina en cerebro, médula
espinal, corazén, higado, rifion, intestino delgado y grueso) y la relacion GSH/GSSG. Estos
parametros fueron analizados por espectrofotometria con reactivos Bioxytech SA (Oxis
International; Portland, OR, USA), con un espectrofotdmetro Shimadzu (UV 1603; Kyoto,
Japdn), empleando los kits de reactivos LPO 586 (LPO), GSH 420 (tG), GSH 400 (GSH) y
GSH 412 (GSSG). Para la determinacion de GPx se usé el metodo Flohé and Glinzler. Este
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método se basa en realizar un ensayo a tiempo fijo que mide el consumo de GSH, un ensayo a
tiempo fijo para medir el consumo de H20. y un monitoreo continuo de la formacion de GSSG

(Flohé and Gilinzler, 1984).

Se midieron las PC (nmol/g de hemoglobina en sangre o proteina en cerebro, médula
espinal, corazén, higado, rifion, intestino delgado y grueso) analizando el contenido de
carbonilo mediante el método de Levine et al. (1990), el cual se basa en la reaccion del grupo
carbonilo con 2,4-dinitrofenilhidracina para formar 2,4-dinitrofenilhidrazona. Posteriormente,
se hace una medicion en un espectrofotometro Shimadzu (UV-1603; Kyoto, Japon) a una

longitud de onda de 360 nm (Levine et al., 1990).

El nitrito total (nitrito + nitrato; NOX) se midié como marcador de produccion de NO y
se analizo siguiendo el método de Griess (Ricart-Jané, Llobera and Lopez-Tejero, 2002). Todos
los nitratos se redujeron a nitrito y luego se determino espectrofotométricamente el nitrito total
a una longitud de onda de 540 nm con un espectrofotometro Shimadzu (UV-1603; Kioto,
Japdn). Para la realizacion de este método se utiliza el reactivo de Griess, que estd compuesto
por una mezcla de sulfanilamida al 2% y N-(1-naftil)etilendiamina al 0.2% en agua
desionizada. La sulfanilamida reacciona con el nitrito para formar sal de diazonio, que
reacciona con el N-(1-naftil)etilendiamina para dar lugar a un producto de color parpura que
presenta un pico de absorbancia a 540nm. Los valores se presentaron en pmol/mg de proteina

en cerebro y médula espinal y en pmol/mg de hemoglobina en sangre.

4.3.Factor de inflamacion
El TNF-a se determiné mediante ELISA (acronimo de enzyme-linked immunosorbent

assay) (Max Discovery #2203). El valor se midié en pg/mg de proteina en cerebro y médula

espinal.

El ELISA es un método considerado el estandar de “oro” de los inmunoensayos (Alhajj

and Farhana, 2022), que muestra reacciones de antigeno-anticuerpo a través del cambio de
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color, obtenido mediante el uso de un conjugado ligado a enzimas y un sustrato enzimatico,
permitiendo identificar la presencia y concentracion de diferentes moléculas (Aydin, 2015). Se
trata de una prueba inmunolégica muy sensible a traves de la que se pueden detectar y
cuantificar anticuerpos, antigenos, proteinas, glicoproteinas y hormonas (Alhajj and Farhana,

2022).

4.4.Biomarcadores indirectos de disbiosis
El LPS se evalud con el kit de cuantificacion de endotoxinas cromogénicas Pierced LAL

proporcionado por Thermo Scientific (EE. UU.). LPS catalizé la activacion de una proenzima
en el lisado de amebocitos de Limulus modificado, que luego cataliz6 la division de p-
nitroamilina (pNA). La tasa de activacion fue proporcional a la concentracion de endotoxina
de la muestra. EI pNA liberado se midié fotométricamente a 405—410 nm. Los datos se

expresan como unidades de endotoxina/mg de proteina en el cerebro y la médula espinal.

La evaluacion de LBP se realizé con el kit ELISA de LBP soluble (Enzo®, Enzo Life
Sciences (ELS), NY, EE. UU.). La cantidad de LBP se midi6 en un lector de microplacas

ELISA. Los valores se presentan como pg/mg de proteina en cerebro y médula espinal.

5. Analisis estadistico
El estudio estadistico se realizd con la aplicacién SPSS (SPSS INC. Version 25 para

Windows). Los datos se expresaron como media + desviacion estandar. Todos los grupos
mostraron una distribucion normal por lo que se utiliz6 un ANOVA de una via y una prueba
post-hoc de Bonferroni. Se establecieron diferencias estadisticas entre los diferentes grupos
con el grupo control y entre el grupo EAE y EAE +Melatonina. Se realizé una correlacion de
Pearson para todos los parametros estudiados. El nivel de significacion estadistica se fijo en p

<0,05.
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1. Puntuacion clinica
A los 14 dias de comenzar el experimento, la puntuacion clinica media en el grupo EAE

fue 1,4000000 £ 0,54772256 y en el grupo EAE+Melatonina fue 1,6000000 + 0,54772256.
El dia 65, la puntuacion clinica media del grupo EAE fue 2,0000000 £ 0,00000, lo que supone
un aumento de 0,60000 * 0,54772 respecto al dia 14. Por el contrario, la puntuacion clinica
media en el grupo EAE+Melatonina el dia 65 fue 0,0000000 + 0,00000, lo que indica una
disminucion de -1.60000 £ 0.54772, en comparacion con el dia 14. Comparando las diferencias
obtenidas entre el dia 65 y el dia 14, obtenemos diferencias significativas (p<0.001) entre el

grupo EAE+Melatonina, y el grupo EAE (Figura 6).

Diferencia puntuacion clinica dia 14-65

15

*kk

0,5
0 -

Control EAE EAE+Melatonina
-0,5

-1,5

-2,5

Figura 6. Diferencia entre las puntuaciones clinicas, en ratas Dark Agouti, obtenidas el dia 14 frente a las obtenidas el dia
65, en el grupo control (ratas sanas), en el grupo con EAE inducido con glicoproteina de oligodendrocitos de mielina
(MOG; grupo EAE) y en el grupo con EAE inducido, suplementado con 1 mg/kg de peso corporal/dia, de lunes a viernes
de melatonina inyectada via intraperitoneal (i.p) en etanol al 5 % en NaCl al 0,9 % (EAE+Melatonina). EAE:

encefalomielitis autoinmune experimental.

™ p < 0.001 vs Control; ## p < 0.001 vs EAE.
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2. Sistema Redox del Glutation.
Encontramos un incremento de los niveles de tG en el corazon, en el grupo

EAE+Melatonina, respecto al grupo EAE (p<0.001). Del mismo modo, estos niveles
experimentan un aumento en el grupo EAE+Melatonina, en comparacién con el grupo control,
en sangre (p<0.01) y corazén (p<0.001), mientras que en los intestinos del grupo
EAE+Melatonina se produce una disminucion de tG (p<0.01), respecto al control. En relacion
con los niveles de GSH, observamos que la EAE provoca una disminucion de los mismos en
todos los érganos analizados, comparandolos con los resultados obtenidos en el grupo control.
Por el contrario, la suplementacion con melatonina (grupo EAE+Melatonina), produjo un
aumento de estos niveles (p<0.001), en todos los drganos, con respecto al grupo EAE.
Comparando los resultados de GSH en el grupo EAE+Melatonina con el grupo control,
obtenemos que se produce un aumento de los mismos en sangre, intestinos (p<0.01) y corazon
(p<0.001) y una disminucion en cerebro, higado (p<0.001) y rifion (p<0.01), en el grupo
suplementado con melatonina. Los valores de GSSG sufrieron un aumento en el grupo EAE,
en todos los Organos, con respecto al grupo control, mientras que, en el grupo
EAE+Melatonina, GSSG disminuye en todos los 6rganos (p<0.001), a excepcién del higado,
en el que no hay diferencias en comparacion con el grupo EAE. En comparacion con el grupo
control, los niveles de GSSG aumentan en cerebro, higado (p<0.001), médula espinal y rifion
(p<0.01) y disminuyen en los intestinos (p<0.001) del grupo EAE+Melatonina. La relacion
GSH/GSSG en el grupo EAE, disminuye en todos los 6rganos estudiados, con respecto al grupo
control y, por el contrario, aumenta en el grupo EAE+Melatonina, excepto en el cerebro y el
higado, los cuales no sufren cambios en comparacion con el grupo EAE. En el grupo
EAE+Melatonina se produce un aumento en la relacion GSH/GSSG en corazon (p<0.05) e
intestinos (p<0.001) y una disminucién en cerebro, sangre, rifion e higado (p<0.001), con
respecto al grupo control. Por dltimo, en el grupo EAE se produce una disminucion de los
niveles de GPx respecto del grupo control. Estos niveles aumentan en el grupo
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EAE+Melatonina, en todos los drganos evaluados, con respecto al grupo EAE. Comparando

los resultados de GPx en el grupo EAE+Melatonina con el grupo control, obtenemos que se

produce un aumento de estos niveles en sangre (p<0.001) y una disminucion en cerebro,

médula espinal, corazén y rifion (p<0.001) (Tabla II).

SISTEMA REDOX DEL GLUTATION

Cerebro

Control
Control+Vehiculo

Control+Melatonina

EAE
EAE+Melatonina

Médula espinal

Control
Control+Vehiculo

Control+Melatonina

EAE
EAE+Melatonina

Sangre

Control
Control+Vehiculo

Control+Melatonina

EAE
EAE+Melatonina

Corazon

Control
Control+Vehiculo

Control+Melatonina

EAE
EAE+Melatonina

Rifi6n

Control
Control+Vehiculo

Control+Melatonina

EAE

tG
(nmol/mg proteina)

0.01254+0.00015
0.01256+0.00050
0.01278+0.00011
0.01280+0.00007
0.01278+0.00025

tG
(nmol/mg proteina)

0.01252+0.00046
0.01258+0.00004
0.01282+0.00029
0.01250+0.00024
0.01306+0.00017

tG
(nmol/mg Hb)

0.01172+0.00016
0.01190+0.00032
0.01308+0.00171
0.01312+0.00174
0.01476+0.01476

tG
(nmol/mg proteina)

0.01228+0.00018

0.01208+0.00015
0.01288+0.00026

0.01190+0.00012
0.01328+0.00044

tG

(nmol/mg proteina)

0.01250+0.00014
0.01234+0.00009
0.01270+0.00058
0.01278+0.00038

GSH
(nmol/mg proteina)

0.01090+0.00012

0.01084+0.00005
0.00808+0.00025
0.00482+0.00008
0.00576+0.00038

GSH
(nmol/mg proteina)

0.00988+0.00042
0.00974+0.00015
0.00972+0.00055
0.00580+0.00010
0.00952+0.00082

GSH
(nmol/mg Hb)

0.01050+0.00012
0.01052+0.00029
0.01110+0.00150
0.00502+0.00074
0.01266+0.00048

GSH
(nmol/mg proteina)

0.00990+0.00019

0.00920+0.00012

0.01032+0.00071
0.00572+0.00009%
0.01162+0.00032

GSH

(nmol/mg proteina)

0.01048+0.00004
0.00994+0.00009
0.00952+0.00085
0.00662+0.00008
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GSSG
(nmol/mg proteina)

0.00164+0.00013

0.00170+0.00046
0.00472+0.00031
0.00794+0.00005
0.00700+0.00022

GSSG
(nmol/mg proteina)

0.00266+0.00009
0.00282+0.00008
0.00304+0.00029
0.00670+0.00022

0.00356+ 0.00078

GSSG
(nmol/mg Hb)

0.00122+0.00004
0.00138+0.00004
0.00198+0.00022
0.00808+0.00098
0.00210+0.00035

GSSG
(nmol/mg proteina)

0.00238+0.00034
0.00286+0.00005
0.00256+0.00086
0.00624+0.00017
0.00168+0.00019

GSSG

(nmol/mg proteina)

0.00206+0.00011
0.00240+0.00000
0.00316+0.00085
0.00616+0.00033

GSH/GSSG

6.74000+0.59632
6.82000+1.87334
1.72800£0.14789
0.60800+0.01095
0.82600+0.08532

GSH/GSSG

3.70800+0.16664
3.45000+0.17790
3.24400+0.46339
0.86800+0.03899
2.88400+0.94563

GSH/GSSG

8.43000+0.07450

7.74000+0.13490
5.56000+0.21656
0.62400+0.02880
6.15200+1.08898

GSH/GSSG

4.26000+0.79659

3.22200+0.02168

4.77200+2.37198
0.91600+0.03781
6.98000+0.66359

GSH/GSSG

5.11200+0.27179
4.16000+0.04301
3.34600+1.24720
1.08200+0.04438

GPx
(nmol/mg proteina)

0.05036+0.0056

0.04666+0.00208

0.04450+0.00334
0.02148+0.00554
0.03534+0.00522

GPx
(nmol/mg proteina)

0.06138+0.00205

0.05820+0.00143
0.05058+0.00106
0.02302+0.00130
0.03710+0.00363

GPx
(nmol/mg Hb)

0.03932+0.00484

0.03592+0.00344
0.03812+0.00651
0.02846+0.00254
0.04492+0.00244

GPx
(nmol/mg proteina)

0.06720+0.00329

0.05960+0.00176
0.06160+0.00213
0.02540+0.00152
0.05710+0.00474

GPx
(nmol/mg proteina)

0.03190+0.00096
0.03450+0.00062
0.02840+0.00466
0.01080+0.00193
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EAE+Melatonina 0.01268+0.00008 0.00942+0.00029 0.00320+ 0.00037 2.97600+0.39563 0.01960+0.00218
. G GSH GSSG GPx
Higado (nmol/mg proteina) (nmol/mg proteina) (nmol/mg proteina) GSH/GSSG (nmol/mg proteina)
Control 0.01264+0.00011 0.01112+0.00018 0.00150+0.00019 7.59000+0.97419 0.05210+0.00582
Control+Vehiculo 0.01310+0.00012 0.01118+0.00010 0.00192+0.00015 5.80000+0.54914 0.05230+0.00362
Control+Melatonina  0.01268+0.00021 0.01076+0.00053 0.00192+0.00035 5.80000+1.27908 0.05360+0.00585
EAE 0.01254+0.00020 0.00868+0.00008 0.00384+0.00027 2.26800+0.15156 0.02330+0.00478
EAE+Melatonina 0.01280+0.00014 0.00928+0.00033 0.00350+0.00019 2.63000£0.20917 0.04050+0.01356
. tG GSH GSSG GPx
Intestinos (nmol/mg proteina) (nmol/mg proteina) (nmol/mg proteina) GSHIGSSG (nmol/mg proteina)
Control 0.01242+0.00015 0.00978+0.00004 0.00270+0.00012 3.64200+0.20693 0.02240+0.00073
Control+Vehiculo 0.01192+0.00004 0.00932+0.00010 0.00260+0.00014 3.65200+0.23134 0.02270+0.00090
Control+Melatonina  0.01212+0.00010 0.01000+0.00014 0.00210+0.00012 4.72800+0.30244 0.02250+0.00098
EAE 0.01218+0.00004 0.00732+0.00008 0.00484+0.00011 1.5180040.05119 0.00830+0.00064
EAE+Melatonina 0.01202+0.00033 0.01020+0.00030 0.00182+0.00013 5.57200+0.35003 0.02210+0.00059

Tabla I1. Valores medios + desviacion estandar del Ciclo Redox del Glutation en ratas Control; Control+Vehiculo,

inoculadas con inyeccién subcutanea de 100ul de adyuvante completo de Freund; Control+Melatonina, inyectadas con una

dosis de melatonina de 1 mg/kg de peso corporal/ip (intraperitoneal) en etanol al 5% en NaCl al 0,9%, una vez al dia, cinco

dias a la semana; ratas con encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) inducida mediante glicoproteina de

oligodendrocitos de mielina (MOG) (grupo EAE) y ratas con EAE inducida a las que se le inyect6 una dosis de melatonina

de 1 mg/kg de peso corporal/ip en etanol al 5% en NaCl al 0,9%, una vez al dia, cinco dias a la semana (grupo

EAE+Melatonina). Se analizaron los valores de glutation total (tG); valores de glutation reducido (GSH); valores de

glutation oxidado (GSSG); los valores de la relacion GSH/GSSG vy los valores de glutation peroxidasa (GPx).

ap < 0.001 vs Control; ® p < 0.01 vs Control; ¢ p <.0.05 vs Control; ¢ p< 0.001 vs EAE, ¢ p< 0.01 vs EAE.

3. Biomarcadores de Estrés Oxidativo
Los niveles de PC aumentan en el grupo EAE, en todos los érganos estudiados, excepto en

el corazon, que no presenta diferencias en comparacion con el grupo control. Sin embargo, en

el grupo EAE+Melatonina, observamos una disminucion de PC, salvo en sangre y en el

corazon, que no muestran diferencias con respecto al grupo EAE. Comparando el grupo

EAE+Melatonina con el grupo control, obtenemos que los niveles de PC experimentan un

aumento en cerebro, medula espinal, higado e intestinos (p<0.001) (Figura 7). Los valores de
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LPO sufren un incremento en el grupo EAE, con respecto al grupo control, mientras que en el
grupo EAE+Melatonina, se produce una disminucion de estos valores, en todos los 6rganos
analizados, salvo en el corazon, en el que LPO aumenta (p<0.001) en comparacion con EAE
(Figura 8). Con respecto al grupo control, los niveles de LPO en el grupo EAE+Melatonina
aumentan en cerebro, médula espinal, corazon, rifion e higado (p<0.001). Asimismo, NOx
aumenta en todos los oOrganos en el grupo EAE, respecto del control y disminuye en
EAE+Melatonina con respecto a EAE. Los niveles de NOx son superiores en el grupo
EAE+Melatonina en cerebro, médula espinal, sangre y corazon (p<0.001), en comparacién con

el grupo control (Figura 9).

PC (nmol/g)
0,06
0,05 I
0,04
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Figura 7. Valores medios + desviacion estandar de proteinas carboniladas (PC) en el grupo control; grupo con
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) inducida mediante inyeccion subcutanea de 100l de
glicoproteina de oligodendrocitos de mielina (MOG) y grupo EAE+Melatonina, con EAE inducida y
suplementado con una dosis de melatonina de 1 mg/kg de peso corporal/ip (intraperitoneal) en etanol al 5% en

NaCl al 0,9%, una vez al dia, cinco dias a la semana, en cada uno de los 6rganos analizados.

" p < 0.001 vs Control; #* p < 0.001 vs EAE.
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LPO (nmol/g)
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Figura 8. Valores medios + desviacion estandar de productos de peroxidacion lipidica (LPO) en el grupo control;
grupo con encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) inducida mediante inyeccidn subcutédnea de 100ul de
glicoproteina de oligodendrocitos de mielina (MOG) y grupo EAE+Melatonina, con EAE inducida y
suplementado con una dosis de melatonina de 1 mg/kg de peso corporal/ip (intraperitoneal) en etanol al 5% en

NaCl al 0,9%, una vez al dia, cinco dias a la semana, en cada uno de los 6rganos analizados.

" p < 0.001 vs Control; ## p < 0.001 vs EAE.
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Figura 9. Valores medios + desviacion estandar de nitrito total (nitrito + nitrato; NOx) en el grupo control, grupo
con encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) inducida mediante inyeccion subcutanea de 100ul de
glicoproteina de oligodendrocitos de mielina (MOG) y grupo EAE+Melatonina, con EAE inducida y
suplementado con una dosis de melatonina de 1 mg/kg de peso corporal/ip (intraperitoneal) en etanol al 5% en

NaCl al 0,9%, una vez al dia, cinco dias a la semana, en cada uno de los 6rganos analizados.

™ p < 0.001 vs Control; #* p < 0.001 vs EAE.

Factor de Inflamacion
En el grupo EAE los niveles de TNF-a, experimentan un aumento respecto del grupo

control, tanto en el cerebro como en la médula espinal (p<0.001). La adicion de melatonina
supuso una disminucion en los valores de TNF-o con respecto a EAE en cerebro y en la médula
espinal (p<0.001). En comparacion con el grupo control, los niveles de TNF-a fueron

significativamente menores (p<0.05) en el grupo EAE+Melatonina (Tabla 3).

Factor de Inflamacién

TNF-a
Cerebro .
(pg/mg proteina)
Control 3.5160 + 0.08264
Control+Vehiculo 4.1480 + 0.46262
Control+Melatonina 3.9300 + 0.54429
EAE 5.2860 + 0.03130
EAE+Melatonina 2.6760 + 0.43270
, . TNF-o
Meédula espinal (pg/mg proteina)
Control 2.8820 + 0.06419
Control+Vehiculo 2.9580 + 0.01789
Control+Melatonina 2.9660 + 0.02546
EAE 3.5340 £ 0.11238
EAE+Melatonina 2.5180 + 0.35330

Tabla 1. Valores medios + desviacion estandar de TNF-a en ratas Control; Control+Vehiculo, inoculadas con
inyeccion subcutanea de 100ul de adyuvante completo de Freund; Control+Melatonina, inyectadas con una dosis
de melatonina de 1 mg/kg de peso corporal/ip en etanol al 5% en NaCl al 0,9%, una vez al dia, cinco dias a la
semana; ratas con encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) inducida mediante glicoproteina de

oligodendrocitos de mielina (MOG) (grupo EAE) y ratas con EAE inducida a las que se le inyect6 una dosis de
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melatonina de 1 mg/kg de peso corporal/ip (intraperitoneal) en etanol al 5% en NaCl al 0,9%, una vez al dia, cinco

dias a la semana (grupo EAE+Melatonina).

2p < 0.001 vs Control; ¢ p < 0.05 vs Control; ¢ p <0.001 vs EAE.

Biomarcadores Indirectos de Disbiosis
La EAE provoca un aumento de los niveles de LPS y LBP, tanto en el cerebro como en la

médula espinal, en comparacion con el grupo control. Sin embargo, la melatonina provoca el
efecto opuesto, disminuyendo los niveles de ambos biomarcadores, respecto de EAE. Los
niveles de LBP en el grupo EAE+Melatonina disminuyen en el cerebro (p<0.001) y aumentan

en la médula (p<0.05), respecto al grupo control (Figura 10 y Figura 11).

LPS (unidades/mg proteina)
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Figura 10. Valores medios + desviacion estandar de los valores de lipopolisacarido bacteriano (LPS) en el grupo
control; grupo con encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) inducida mediante inyeccion subcutanea de
100l de glicoproteina de oligodendrocitos de mielina (MOG) y grupo EAE+Melatonina, con EAE inducida y
suplementado con una dosis de melatonina de 1 mg/kg de peso corporal/ip (intraperitoneal) en etanol al 5% en

NaCl al 0,9%, una vez al dia, cinco dias a la semana, en cada uno de los 6rganos analizados.

"™ p < 0.001 vs Control; ## p < 0.001 vs EAE.
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LBP (pg/mg proteina)
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Figura 11. Valores medios + desviacién estandar de los valores de la proteina de unidn al lipopolisacérido (LBP)
en el grupo control; grupo con encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) inducida mediante inyeccion
subcutanea de 100ul de glicoproteina de oligodendrocitos de mielina (MOG) y grupo EAE+Melatonina, con EAE
inducida y suplementado con una dosis de melatonina de 1 mg/kg de peso corporal/ip (intraperitoneal) en etanol

al 5% en NaCl al 0,9%, una vez al dia, cinco dias a la semana, en cada uno de los 6rganos analizados.

" p < 0.001 vs Control; " p < 0.05 vs Control; ## p < 0.001 vs EAE.

Correlaciones de Pearson
Se analizaron las correlaciones entre los parametros estudiados en todos los 6rganos. A

nivel del SNC, obtenemos tanto en el cerebro como en la médula espinal, correlaciones
positivas entre GSSG y los biomarcadores de estrés oxidativo (p<0.01). En la médula espinal,
obtenemos también una correlacion positiva entre GSSG, TNF-a y los biomarcadores
indirectos de dishiosis (p<0.01), mientras que en el cerebro solo obtenemos una correlacion
positiva entre GSSG y LPS (p<0.01). Asimismo, GSSG muestra correlaciones negativas tanto
con GSH como con GPx, en ambos 6rganos. Por el contrario, GSH muestra correlaciones

negativas con LPO, PC y NOXx, tanto en el cerebro como en la médula espinal (p<0.01),
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correlacionandose negativamente, también, con TNF-a, LPS y LBP, en la médula espinal
(p<0.01) y con LPS en el cerebro (p<0.01). Se establecen, ademas, correlaciones positivas entre
GSH y GPx, en el SNC. Por su parte, GPx presenta correlaciones negativas con los
biomarcadores de estrés oxidativo, el factor de inflamacién y los biomarcadores indirectos de
disbiosis bacteriana, en el cerebro y medula espinal. Los biomarcadores de estrés oxidativo
tienen correlaciones positivas tanto con TNF-a como con LPS y LBP, en ambos 6rganos, salvo
LPO que no presenta correlacion con TNF-a ni con LBP, en el cerebro. Finalmente, en ambos
organos se establecen correlaciones positivas entre TNF-o y los marcadores de disbiosis (Tabla

V).

En el resto de 6rganos estudiados, se establecen correlaciones positivas entre GSSG y los
biomarcadores de estrés oxidativo (p<0.01), salvo en el corazén, en el que solo existe
correlacion entre GSSG y NOx. Por el contrario, GSH y GPx muestran correlaciones negativas
con LPO, PC y NOx en todos los 6rganos, salvo en el corazon, en el que GSH solo presenta
una correlacién negativa con NOx y GPx se correlaciona negativamente con LPO y NOx (Tabla

V'y Tabla VI).
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GSH GSSG GSH/GSSG GPx PC LPO NOX TNF-a LPS

Cerebro Zgi?#;? Cerebro Zgi?#;? Cerebro ’XSIEJ?:;? Cerebro ’;gi?#;? Cerebro ';Asf)?#;? Cerebro ';Asf)?#;? Cerebro ’gli?#;? Cerebro ’;i?#;? Cerebro l(\f/;f)?f?fli?
GSH i i i i - - i i - - - - i i i i i i
GSSG -0,995™ | -0,980™ - - - - - - - - - - - - - - - -
GSH/GSSG | 0,916™ | 0,967 | -0,942" | -0,977™ - - - . - _ } } ] _ _ . i ]
GPx 0,838™ | 0,796™ | -0,827" | -0,866™ | 0,678" | 0,825™ - - - - - - - - - - - -
PC -0,860™ | -0,895™ [ 0,848™ | 0,942 | -0,667"" | -0,884™ [ -0,918™ | -0,938™ - - - - - - - - - -
LPO -0,966™ | -0,954™ | 0,963 | 0,959 | -0,854™ | -0,903™" | -0,918" | -0,825™ [ 0,929™ | 0,913™ - - - - - - - -
NOXx -0,853" | -0,903"" | 0,855 | 0,951" | -0,800"" | -0,892"" | -0,831"" | -0,936™ | 0,875 | 0,993" | 0,894™ | 0,935 - - - - - -
TNE-a, 0 -0,653™ 0 0,619™ 0 -0,500" | -0,447" | -0,431" [ 0,486" | 0,557 0 0,768™ | 0,547*" | 0,585™ - - - -
LPS -0,564"" | -0,941™ | 0,548 | 0,938™ 0 -0,870"" | -0,730™ | -0,781™" | 0,830™ | 0,896™ | 0,682 | 0,984™ | 0,770™ | 0,916™ | 0,762™ | 0,811" - -
LBP 0 -0,902* 0 0,914™ 0 -0,853" | -0,432" | -0,873™ | 0,537" | 0,948™ 0 0,938™ | 0,583 | 0,953™ | 0,848 | 0,645 | 0,880™ | 0,925™

Tabla IV. Correlaciones de Pearson establecidas entre los parametros del ciclo redox del glutation (GSH: glutatién reducido; GSSG: glutatién oxidado; GPx: glutation

peroxidasa y relacion GSH/GSSG), los biomarcadores de estrés oxidativo (PC: proteinas carboniladas; LPO: productos de peroxidacion lipidica; NOx: nitrito total (nitrito +

nitrato)), el factor de necrosis tumoral-o, (TNF-a) y los biomarcadores indirectos de disbiosis (LPS: Lipopolisacarido y LBP: proteina de unidn al lipopolisacarido) en el cerebro

y la médula espinal. Los valores negativos indican una correlacion negativa (inversa) entre los parametros, mientras que los valores positivos indican una correlacion positiva

(directa). El valor “0” muestra que no hay correlacion entre los parametros. “"p<0.01; "p<0.05.
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GSH GSSG GSH/GSSG GPx PC LPO

Sangre | Corazon | Rifion | Sangre | Corazén | Rifion | Sangre | Corazon | Rifion | Sangre | Corazén | Rifién | Sangre | Corazon | Rifion | Sangre | Corazén| Rifidon
GSH - - - - - - - - - - - - - - - - - -
GSSG -0,841™ | -0,972™ | -0,978™ - - - - - - - - - - - - - - -
Ratio 0,766 0,910™ 0,926™ | -0,947" | -0,884™ | -0,951" - - - - - - - - - - - -
GPx 0,678 0,824™ 0,836™ | -0,636™ | -0,885™ | -0,817" | 0,582™ 0,596™ 0,778™ - - - - - - - - -
PC -0,806™ 0 -0,930™ | 0,992 0 0,926 | -0,918" 0 -0,789™ | -0,634™ 0 -0,799™ - - - - - -
LPO -0,673" 0 -0,793™ | 0,952™ 0 0,809 | -0,933" 0 -0,793™ | -0,545™ | -0,588" | -0,929™ | 0,957 0,606™ 0,780™ - - -
NOXx -0,666™ | -0,676™ | -0,902" | 0,933 0,790 0,905 | -0,933" -0,435" | -0,768™ | -0,417" | -0,934™ | -0,815™ | 0,924 0 0,990 | 0,934™ 0,756™ 0,825™

Tabla V. Correlaciones de Pearson establecidas entre los parametros del ciclo redox del glutation (GSH: glutation reducido; GSSG: glutatién oxidado; GPx: glutation

peroxidasay relacion GSH/GSSG) y los biomarcadores de estrés oxidativo (PC: proteinas carboniladas; LPO: productos de peroxidacidn lipidica; NOx: nitrito total (nitrito

+ nitrato)), en sangre, corazén y rifion. Los valores negativos indican una correlacion negativa (inversa) entre los pardmetros, mientras que los valores positivos indican

una correlacion positiva (directa). El valor “0” muestra que no hay correlacién entre los parametros. ~"p<0.01; “p<0.05.
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GSH GSSG GSH/GSSG GPx PC LPO
Higado | Intestinos | Higado | Intestinos | Higado | Intestinos | Higado | Intestinos | Higado | Intestinos | Higado | Intestinos
GSH - - - - - - - - - - - -
GSSG -0,972" | -0,973" - - - - - - - . . .
GSH/GSSG | 0,932” | 0928 | -0,971"| -0964™ - - - - - } . .
GPx 0,825 | 0935" | -0,783”| -0,934™ | 0,705 | 0,818 - - . - - .
PC -0,801™| -0,792" | 0,768 | 0,777 | -0,683"| -0,591" | -0,843” | -0,920" - - - -
LPO -0,950 | -0,912™ | 0,935™ | 0,931 | -0,878™| -0,814™ | -0,817™| -0,975™ | 0,882 | 0,914 - -
NOXx -0,711™| -0,799™ | 0,682™ | 0,811 | -0,600™ | -0,640 | -0,770™ | -0,926™ | 0,981 | 0,988 | 0,824™ | 0,932

Tabla V. Correlaciones de Pearson establecidas entre los parametros del ciclo redox del glutation (GSH: glutation reducido;

GSSG: glutation oxidado; GPx: glutation peroxidasa y relacion GSH/GSSG) y los biomarcadores de estrés oxidativo (PC:

proteinas carboniladas; LPO: productos de peroxidacion lipidica; NOXx:

nitrito total (nitrito + nitrato)), en higado e

intestinos. Los valores negativos indican una correlacion negativa (inversa) entre los parametros, mientras que los valores

positivos indican una correlacion positiva (directa). “"p<0.01; “p<0.05.
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La melatonina es una hormona que presenta unas propiedades Unicas (Miller et al., 2014)
que incluyen la desintoxicacion de radicales libres y potentes acciones antioxidantes (Tordjman et
al., 2017), capacidad antiinflamatoria e inmunomoduladora y capacidad antiapoptdética, asi como
un efecto antitumoral y neuroprotector (Reiter et al., 2000; Esposito and Cuzzocrea, 2010;
Rosales-Corral et al., 2012; Wang et al., 2013; Bahamonde et al., 2014). Sin embargo, a pesar de
las amplias aplicaciones clinicas potenciales de la melatonina y su alto perfil de seguridad, es
sorprendente ver que el papel de la melatonina en los ensayos clinicos en humanos se ha limitado,
principalmente, a los problemas del suefio (Tordjman et al., 2017). Las caracteristicas que presenta
la melatonina serian de gran utilidad en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, las
cuales comparten caracteristicas fisiopatoldgicas comunes, como la interrupcion del ritmo
circadiano, el aumento del estrés oxidativo, la neuroinflamacion, la pérdida neuronal y la
disfuncion mitocondrial (Reiter et al., 2007; Chen, Zhang and Lee, 2020; Gunata, Parlakpinar and

Acet, 2020).

El primer informe patoldgico de la EM fue publicado por Jean-Martin Charcot en Lecons
du mardi en 1868, donde establecio la definicion “La sclerose en plaques” (Dutta and Trapp, 2014).
Se trata de la enfermedad neuroldgica inflamatoria mas comun en jévenes adultos y, actualmente,
sigue siendo incurable (Reich, Lucchinetti and Calabresi, 2018; Wallin et al., 2019). A pesar de
los diversos medicamentos modificadores de la enfermedad, que reducen la frecuencia de las
recaidas y limitan la acumulacion de lesiones focales en la sustancia blanca, ninguno de ellos
previene o revierte por completo el deterioro neuroldgico progresivo (Reich, Lucchinetti and
Calabresi, 2018). En el transcurso de la EM, se activan diversos mecanismos celulares y
moleculares, que provocan inflamacion y estrés oxidativo. Estos mecanismos, se activan también
en el modelo EAE inducido en ratas Dark Agouti, lo que permite reproducir las caracteristicas

fisiopatoldgicas de la EM en humanos.
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Los resultados de este estudio muestran que la administracion de una dosis de 1mg/kg de
melatonina durante 51 dias provoca un cambio significativo en el curso de la EAE, disminuyendo
tanto el estrés oxidativo y la inflamacion como la disbiosis y mejorando la evolucion clinica de la

enfermedad.

Diferentes estudios han demostrado la presencia definitiva de estrés oxidativo en la EM
(Holton and Kirkland, 2020). En esta linea, nuestro grupo ha hecho importantes aportaciones al
respecto, demostrando que los pacientes con EM presentan niveles elevados de los principales
biomarcadores de estrés oxidativo, asi como una deficiencia global de antioxidantes (Bahamonde
et al., 2014), probando la existencia de estrés oxidativo tanto en drganos nerviosos como en tejidos
y 6rganos no nerviosos (Conde et al., 2019). En el estudio de Miller et al. (2013) comprobaron que
la administracion oral de 10mg diarios de esta hormona todas las tardes a las 18:00h durante 30
dias, provocd un aumento estadisticamente significativo de los niveles de SOD y GPx, asi como
una disminucion de malondialdehido (MDA\), en los eritrocitos de pacientes con EM-SP (Miller et
al., 2013). Del mismo modo, AboTaleb & Alghamdi (2020) evidenciaron el papel como agente
antioxidante de la melatonina, al administrar 80 mg/kg de esta, por via intraperitoneal, diariamente,
durante 9 semanas, a ratones con EM inducida por cuprizona, observando un aumento significativo
de los niveles de CAT, SOD, GPx y GSH y una reduccién de MDA (AboTaleb and Alghamdi,

2020).

En el presente estudio, los resultados obtenidos tras la administracion de melatonina
muestran un aumento de los niveles de GSH, GSH/GSSG y GPx, asi como una disminucién de los
niveles de GSSG, tanto en sangre como en los 6rganos estudiados, lo que indica que la melatonina
fue capaz de mantener la homeostasis del glutation, lo que contrarresta el estrés oxidativo. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por Martin et al. (2000) en su estudio, en el que
comprueban gue la melatonina, previene el dafio oxidativo en mitocondrias de cerebro e higado de

ratas tratadas con hidroperdxido de terc-butilo, aumentando los niveles de GSH, GPx y GRd
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(Martin et al., 2000). Asimismo, obtenemos que esta indolamina produjo una disminucion de los
niveles de LPO, que se generan cuando los radicales libres, atacan los lipidos que contienen dobles
enlaces carbono-carbono, especialmente los acidos grasos poliinsaturados, formando
hidroperoxidos lipidicos y MDA, entre otros (Ayala, Mufioz and Arguelles, 2014), asi como una
reduccion de PC. La carbonilacién es la forma més frecuente de oxidacion irreversible de proteinas,
generalmente promovida por ROS (Suzuki, Carini and Butterfield, 2010; Irani, 2017). Estas
proteinas se acumulan y estdn implicadas en la progresion y fisiopatologia de enfermedades como
la EM (Rogowska-Wrzesinska et al., 2014), por lo que las mediciones de carbonilo permiten
evaluar el alcance del estrés oxidativo (Fedorova, Bollineni and Hoffmann, 2014). Del mismo
modo, los niveles de NOx sufren una disminucion tras la administracion de melatonina. EI NO es
un radical libre que se encuentra en concentraciones superiores a las normales en las lesiones
inflamatorias de la EM, ejerciendo diferentes funciones en esta enfermedad como interrupcion de
la BHE, lesidn de los oligodendrocitos y la degeneracion axonal (Smith and Lassmann, 2002).
Tomados en conjunto, estos resultados permiten establecer una correlacion positiva entre GSH y
GPx, y una correlacion negativa entre los valores de GSSG con los valores de GSH y los del GPx.
Del mismo modo, tanto los valores de GSH como los valores de GPx, se correlacionan
negativamente con los biomarcadores de estrés oxidativo, confirmando la capacidad de la
melatonina para reducir el estrés oxidativo que ocasiona la EAE, y su competencia para potenciar
las defensas antioxidantes del organismo. En algunos de los resultados obtenidos, podemos
observar que no existen diferencias entre los valores del grupo control y los valores del grupo
EAE+Melatonina, lo que indica que la melatonina pudo recuperar los valores basales. Esto ocurre
en los niveles de GSH y GSH/GSSG en la médula espinal, GSSG en sangre y corazon, GPx en
higado e intestinos, LPO en sangre, PC 'y NOx en rifidn, NOx en higado y LPO y NOx en intestinos.
Sin embargo, hay 6rganos que parecen verse poco afectados por la suplementacion de melatonina

en lo que respecta a los biomarcadores de estrés oxidativo, como es el caso del corazon, ya que
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podemos observar que los niveles de PC y LPO, aumentan en dicho 6rgano en el grupo
EAE+Melatonina. Esto podria deberse a la dosis de melatonina utilizada en este estudio,
necesitdndose, quizas, una dosis mas alta de esta hormona para contrarrestar el dafio oxidativo que
se produce en este 6rgano. Otros estudios en los que se ha analizado el efecto de la melatonina
sobre patologias cardiacas que producian estrés oxidativo, han empleado una dosis mas elevada
que la administrada en este trabajo. Un estudio realizado por Lagneux et al. (2000), en el que
analizan el efecto de la melatonina sobre la lesion por isquemia-reperfusion en corazones de ratas,
empleo dosis de 1mg/kg/i.p o de 10mg/kg/i.p de la indolamina, obteniendo que el grupo tratado
con 10mg/kg experimentd una gran proteccion frente a esta lesién, mientras que el grupo tratado
con 1mg/kg, no mostré diferencias significativas (Lagneux et al., 2000). Igualmente, Yu et al.
(2015) estudiaron el papel de la melatonina en la lesién por isquemia-reperfusién miocérdica en
ratas, administrando 10mg/kg por via oral de melatonina, tras lo que obtuvieron un aumento de
SOD y CAT (Yu et al., 2015). De manera similar, Ozdem et al. (2017) evaluaron los efectos de la
melatonina sobre el estrés oxidativo en los tejidos del corazon después de la induccion de
periodontitis experimental en ratas, administrando 10mg/kg/i.p de melatonina diarios durante 2
semanas, observandose una disminucion de los niveles de MDA (Ozdem et al., 2017). En base a
esto, podria plantearse la administracion de una dosis més elevada de melatonina y evaluar como
influye en los niveles de los biomarcadores de estrés oxidativo a nivel cardiaco. Del mismo modo,
podria evaluarse si una dosis de melatonina mas alta es capaz de recuperar los valores basales de
los componentes del sistema redox del glutation y de los biomarcadores de estrés oxidativo ya que,
aunque alguno de ellos se recupera con la dosis empleada, no parece existir un patron en las

recuperaciones observadas.

Ademaés de su capacidad antioxidante, varios estudios han demostrado que la melatonina
puede regular la activacién del sistema inmunitario, reduciendo la inflamacion crénica y aguda

(Tarocco et al., 2019). En la EM se produce un desequilibrio de las respuestas de células T, siendo
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fundamental para el desarrollo y la progresion de la enfermedad (Long et al., 2018). Se ha
comprobado que la melatonina afecta a la diferenciacion y a la funcion de las células T efectoras
y reguladoras tanto in vivo como in vitro (Farez et al., 2015) en la EM. Diversos estudios han
analizado el rol que ejerce la melatonina sobre las células T, viendose que disminuye las respuestas
Thly Th17 periféricas y centrales, al tiempo que mejora los niveles de células T reguladoras Tr1,
aumentando, asi, la sintesis de la interleucina antiinflamatoria IL-10, en el modelo EAE (Alvarez-
Sanchez et al., 2015). Del mismo modo, Farez et al. (2015) demuestran que la administracion de
melatonina en ratones con EAE inducida, produjo un aumento de la expresion del factor de
transcripcion nuclear regulado por IL-3 (NFIL3), blogueando la diferenciacion de células Th17y,
ademas, potencio la generacion de células Trl mediante la activacién de la via Erk 1/2 (Farez et
al., 2015). Sin embargo, la administracion in vitro de melatonina a células mononucleares de sangre
periférica de pacientes con EM-RR, redujo las respuestas Thl y Th22, pero no afectd a los
subconjuntos Th17 y Trl (Alvarez-Sanchez et al., 2017). Otros estudios confirman el efecto que
posee la melatonina sobre las citocinas proinflamatorias, viéndose que tiene capacidad para reducir
la produccion de estas, especialmente el TNF-a, IL-1p e IFN-y (Alvarez-Sanchez et al., 2015,
2017; Sanchez-L6pez et al., 2018; Anderson, Rodriguez and Reiter, 2019; Yosefifard et al., 2019)
y de aumentar los niveles de citocinas antiinflamatorias, como la IL-10, mediante un mecanismo
dependiente de MT1 (Xu et al., 2018), promoviendo un ambiente de citocinas méas protector
(Alvarez-Sanchez et al., 2017). Xu et al. (2018) en su estudio, confirman que la melatonina inhibe
la produccién de citocinas proinflamatorias, viéndose que disminuye la produccion de TNF-o e IL-
6, mediada por el receptor de tipo toll 9 (Xu et al., 2018). En nuestro estudio, obtenemos una
marcada disminucion de los niveles del factor de inflamacion TNF-a en el SNC. Ademas,
comprobamos que existe una correlacion positiva entre el TNF-o y los biomarcadores de estrés
oxidativo, lo que apoya el hecho de que el proceso inflamatorio induce estrés oxidativo y reduce

la capacidad antioxidante celular (Khansari, Shakiba and Mahmoudi, 2009), estableciéndose una
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asociacion entre el dafio inflamatorio y oxidativo y el aumento de la activacion periférica del
sistema inmunitario en la EM. Esto, podria ser una consecuencia de la desregulacion de la

microbiota intestinal observada en la EM y relacionada con el curso de la enfermedad.

El posible efecto de la melatonina sobre la microbiota intestinal y LPS, ain no esté del todo
claro (Ghareghani, Reiter, et al., 2018; Kim et al., 2020). En el estudio realizado por Carrillo-Vico
et al. (2005) observaron que la administracién intraperitoneal de 10 mg/kg de melatonina, antes y
después de inyectar LPS a ratones con shock séptico inducido, tuvo un efecto protector, siendo
capaz de contrarrestar parcialmente el aumento de los niveles de citocinas proinflamatorias
inducidas por LPS, como TNF-a, IL-12 e IFN-y, mientras que aumentaba el nivel de IL-10 tanto a
nivel local como sistémico (Carrillo-Vico et al., 2005). Yu et al. (2017) administraron melatonina
a celulas epiteliales mamarias bovinas estimuladas con LPS y concluyeron que esta hormona
inhibia la via de sefializacion LPS-CD14-TLR4 y protegia del dafio oxidativo, regulando al alza la
expresion de Nrf2 y HO-1 (Yu et al., 2017). Otros estudios han demostrado que la melatonina
reducia el estrés oxidativo inducido por LPS, a través de la activacion de la via de Nrf2 y también,
reducia la neuroinflamacién aguda y la neurodegeneracion (Shah et al., 2017). Del mismo modo,
la melatonina puede proteger las células epiteliales alveolares humanas contra el estrés oxidativo,
inhibiendo eficazmente la transicion epitelio-mesenquimatosa, inducida por LPS, a través de la
regulacién positiva de la via Nrf2 (Ding et al., 2020). Ademas, recientemente se ha demostrado
gue la melatonina es capaz de revertir la disbiosis intestinal de ratones con colitis inducida,
controlando la microbiota mediante la diferenciacion de células caliciformes y, también, induce
Reg3p, un péptido antimicrobiano contra bacterias Gram negativas (Kim et al., 2020). En nuestro
estudio obtenemos un efecto de la melatonina similar al reportado por Kim et al. (2020), viendo
gue esta hormona reduce los niveles de los biomarcadores indirectos de disbiosis en el SNC,
observandose, ademas, una recuperacion de los niveles basales de LPS en el cerebro y la médula

espinal.
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Una gran cantidad de evidencia clinica indica que el eje microbiota-intestino-cerebro juega
un papel crucial en la EM (Parodi and Kerlero de Rosbo, 2021), pudiendo ser la disbiosis intestinal,
el desencadenante de la activacion del sistema inmune en esta enfermedad. La disbiosis provocaria
el desarrollo de inflamacion subaguda, la cual produciria una alteracion en la expresion de las
moléculas de adhesién vascular y de la BHE, facilitando la transmigracion de leucocitos al SNC y
la aparicion del fenémeno neuroinflamatorio (Escribano et al., 2017). En este sentido, se ha
comprobado que LPS tiene capacidad para inducir estrés oxidativo y neuroinflamacion, lo que
posteriormente conduce a dafio y disfuncién cerebral (Shah et al., 2017; Zhu et al., 2017). La
disbiosis, podria ser el inicio de una cascada de sefiales que provocaria el aumento de los niveles
de LPS y LBP y tras la union de LPS a TLR4 se produciria la activacion de NF-kB y la expresién
de citocinas proinflamatorias. El incremento de los niveles de citocinas induciria un aumento
excesivo de la produccion de ROS y RNS, lo que desencadenaria estrés oxidativo, el cuél
favoreceria, aun mas, la activacion de NF-xB. El aumento en los niveles de este factor ha sido
comprobado recientemente por nuestro grupo de investigacion, observandose que la induccion de
EAE, producia un incremento significativo de NF-xB en cerebro, médula espinal y sangre
(Escribano et al., 2021). La activacion de este factor provoca una desregulacion de Nrf2, lo que
conlleva una disminucion de las defensas antioxidantes del organismo, como GSH y GPx y un
aumento de factores inflamatorios como TNF-a. Todos estos eventos explicarian los resultados
que obtenemos en el grupo inducido con EAE, apoyandose, ademas, en la obtencion de
correlaciones positivas entre los biomarcadores indirectos de disbiosis, el factor de inflamacion y
los biomarcadores de estrés oxidativo. La suplementacion con melatonina podria interferir en esta
cascada de sefiales proinflamatorias y prooxidativas a diferentes niveles. En primer lugar, la
melatonina tiene capacidad para reducir la formacion de LPS (Z. Liu et al., 2017), controlando,
por tanto, la disbiosis intestinal y, ademas, inhibe directamente a TLR4 (Arioz et al., 2019), lo que

impediria la union de LPS a este receptor, provocando una disminucion en la activacion de NF-xB
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y en la liberacion de citocinas proinflamatorias (Yao, Lu and Ling, 2016), reduciendo asi, la
generacion ROS/RNS y con ello, el estrés oxidativo. La disminucidon del estrés oxidativo ejerceria,
también, un efecto inhibitorio sobre la activacion de NF-xB. Igualmente, la melatonina puede
actuar inhibiendo la sefializacion de NF-«xB (Arioz et al., 2019), disminuyendo su fosforilacion (Z.
Liu et al., 2017), bloqueando asi la via candnica de activacion de este factor (Ahmed et al., 2017)
y por tanto, impidiendo su translocacion nuclear (Arioz et al., 2019). La inhibicién de NF-xB
conlleva una disminucion en los niveles de TNF-a y en la produccion de nitrito/nitrato, al reducir
la expresion de iINOS (Shah et al., 2017). Estos efectos se complementarian con la capacidad de la
melatonina de estimular las defensas antioxidantes del organismo, favoreciendo la activacién de
Nrf2, facilitando su translocacion nuclear y su uniéon a ARE, comprobandose, también, que la
melatonina puede regular positivamente cualquier enzima antioxidante que se transcriba en
respuesta a una sefial Nrf2/ARE (Vriend and Reiter, 2015), aumentando, asi, los niveles de GPx.
Del mismo modo, el aumento de la actividad de Nrf2, conduce a una acumulacion de GSH
(Wardyn, Ponsford and Sanderson, 2015). Nrf2 regula la expresion de mecanismos protectores
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos (Pareek et al., 2011), ejerciendo ademas un efecto
antiinflamatorio, al regular negativamente la via de sefializacion de NF-xB (Jiang et al., 2014) e
inhibir la produccién de 1L-17 y células Thly Th17, lo que afecta directamente al progreso de la
enfermedad en el modelo EAE (Pareek et al., 2011; Ahmed et al., 2017), jugando también un papel
clave en la regulacion de la migracion e infiltracion celular, ya que, a través de HO-1, inhibe MMP-
9 (Ahmed et al., 2017) (Figura 12). En esta linea, recientemente, se ha publicado que la melatonina
podria reducir los niveles de la molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1) a traveés de la via de
sefializacion RORa/miR-233/STAT-3, la cual esta implicada en la regulacion de esta molécula. La
melatonina aumentaria la expresion de miR-223 a traves de su receptor RORo, lo que provocaria

una disminucion de la expresion de STAT-3, que desencadenaria la supresion de ICAM-1 (Yi and

90



Discusion

Yang, 2021), reduciendo asi la infiltracion de células inflamatorias en el SNC (Maldonado et al.,

2010; Escribano, Colin-Gonzalez, et al., 2014).

‘ EAE ‘
Disbiosis intestinal oy CHs

(o]

LPSYLBP === === === === — — Reduce la formacién LPS
UnionLPS/TLR4 € — = = = = = = = = — = = = Inhibe TLR4, blogueando la unién de LPS
Defensas Iacion N
Antioxidantes fm=—=== ittt Bloquea activacion NF-kB,
(GSH, GPx) A Citocinas proinflamatorias disminuyendo la secrecion de TNF-a

TNF-a

I
I Estrés oxidativo (LPO, PC, NOx)

1

1

1 Activa Nrf2, aumentando defensas

I e e e e e e e e e e e e e e e e e e e - — = antioxidantes y disminuyendo el estrés
oxidativo

Figura 12. Posibles mecanismos de actuacion de la melatonina sobre la cascada de eventos inflamatorios y oxidativos que
podrian tener lugar en el curso de la Encefalomielitis Autoinmune Experimental (EAE). LPS: Lipopolisacérido; LBP:
Proteina de unidn al lipopolisacarido; TLR4: Receptor de tipo toll 4; LPO: Productos de perdxidacion lipidica; NOX: nitrito
total (nitrito + nitrato); NF-xB: Factor nuclear kappa B; TNF-a: Factor de necrosis tumoral; Nrf2: Factor 2 relacionado con

el eritroide nuclear 2; GSH: Glutation reducido; GPx: Glutation peroxidasa.

Todo ello, conllevaria una disminucion en la evoluciéon de la enfermedad, tal y como
observamos en este estudio, en el que la puntuacion clinica de la EAE descendié méas 1.5 puntos
en la escala Pérez-Nievas et al. (2010), tras 51 dias de suplementacion con melatonina. Estos
resultados coinciden con lo observado en otros estudios en los que se ha visto que, una disminucion
en los niveles séricos de melatonina, se asocia con un mayor deterioro del estado clinico del
paciente (Alimoradian et al., 2018), existiendo una correlacion inversa entre estos niveles y la
Escala Expandida del Estado de Discapacidad (EDSS) (Bao et al., 2016), una escala bien definida
y ampliamente utilizada para evaluar los casos de EM, basada en una entrevista realizada por el
médico y un examen neuroldgico. Esta escala consta de 20 puntos con incrementos de 0.5, donde
“0” indica examen neurologico normal y “10” indica muerte por EM (Cinar and Yorgun, 2018).
Lopez-Gonzalez et al. (2015) obtienen también una disminucion de la EDSS en un paciente con
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EM-PP que comenz6 a tomar una dosis oral diaria de 50 mg de melatonina, que fue aumentando
cada 6 meses, hasta llegar a los 300mg al dia, aunque la disminucion se produjo a los 4 afios de
comenzar el tratamiento (Lopez-Gonzalez et al., 2015). Contrariamente a lo expuesto, en el estudio
realizado por Ghorbani et al. (2013) no encuentran una relacion entre los niveles séricos de
melatonina y la EDSS en pacientes con EM (Ghorbani et al., 2013). Del mismo modo, Drake et al.
(2018) no obtienen diferencias en la EDSS tras la administracion oral de 2mg al dia de melatonina
durante 6 semanas a pacientes con EM (Drake et al., 2018), aunque estos resultados podrian
explicarse por la dosis utilizada, ya que 2 mg de melatonina son considerados una dosis baja en

humanos.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que la melatonina podria ser un buen
candidato para tratar la EM, ya sea sola 0 como adyuvante de otros tratamientos tradicionales.
Ademaés, podria resultar Gtil para tratar las formas progresivas de la enfermedad, para las cuales no
hay terapias eficaces. La evidencia sugiere que el tratamiento de la EM progresiva debe basarse en
una combinacion de estrategias antiinflamatorias, inmunomoduladoras, regenerativas y
neuroprotectoras, cumpliendo la melatonina, con dichas caracteristicas y presentando la capacidad
de atravesar facilmente la BHE, lo que podria retrasar las etapas progresivas de EM. Sin embargo,
se necesitan mas ensayos clinicos para determinar la dosis exacta de melatonina, asi como el tiempo
de uso necesario para eliminar el estrés oxidativo y el estado inflamatorio en humanos, ya que
algunas enfermedades autoinmunes parecen volverse mas propensas a la produccion de moléculas
proinflamatorias cuando la melatonina se usa en dosis altas. Asimismo, deberia evaluarse si existe
un momento éptimo para la administracién de melatonina, en pacientes con EM, atendiendo a las
variaciones estacionales que se producen en la secrecion de esta. Del mismo modo, las
investigaciones futuras deben centrarse en estudiar los mecanismos moleculares especificos
implicados en el papel de la melatonina, como antioxidante, inmunomodulador y antiinflamatorio

en el SNC y en dérganos y tejidos no nerviosos.
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Conclusiones

En base a los resultados obtenidos en este estudio, podemos concluir que la melatonina muestra un

efecto potencialmente positivo en el modelo animal de EM, viéndose que:

Primera. - Mantiene la homeostasis del glutation tanto a nivel nervioso (cerebro y medula
espinal) como en tejidos y Grganos no nerviosos (sangre, corazon, higado, rifidn e intestinos)
y, paralelamente, disminuye los principales biomarcadores de estrés oxidativo, por lo que
ademéas de actuar como un antioxidante per se, potencia las defensas antioxidantes del

organismo.

Segunda. - Ejerce un efecto antiinflamatorio al disminuir los niveles de TNF-a en el cerebro y

la médula espinal.

Tercera. - Mejora la disbiosis bacteriana intestinal, al disminuir los niveles de Lipopolisacarido

bacteriano (LPS) y su proteina transportadora (LBP) en el Sistema Nervioso Central (SNC).

Cuarta. - Provoca una disminucion de la puntuacion clinica de la enfermedad, evaluada de
acuerdo con la escala Pérez-Nievas, mediante la que se detectan signos de la enfermedad, lo

que indica una mejora en el estado clinico de los animales.

Quinta. - El corazén parece verse poco afectado por la melatonina en lo que respecta a los
biomarcadores de estrés oxidativo, produciéndose un aumento de los productos de
peroxidacién lipidica (LPO) y las proteinas carboniladas (PC), lo que puede deberse a la dosis

administrada, requiriendo, quizas, una dosis mas alta.
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