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RESUMEN

La formacién de mielina en el sistema nervioso central (SNC) permite la regulacion fina de
la velocidad de conduccién de los impulsos nerviosos y con ello la sincronizacion de los
circuitos neuronales. En padecimientos neuropsiquiatricos como la esquizofrenia y el
trastorno bipolar, existe una disfuncién generalizada de la mielina, desde los niveles
subcelular y celular, hasta el nivel del conectoma. En el SNC, so6lo los oligodendrocitos
maduros tienen capacidad mielinizante, por lo tanto, es necesario que ocurra un proceso
de diferenciacion y maduracion a partir de las células precursoras de oligodendrocitos
(OPCs), lo que se conoce como oligodendrogénesis. Tanto este proceso como el de
mielinizacién son regulados mediante multiples sefales mediadas por contacto celular y por
factores solubles. Una de las moléculas enddégenas que puede modular estos procesos es
la melatonina, ya que se ha documentado su efecto protector y reparador en modelos
animales de dafio a la materia blanca. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la
melatonina en la oligodendrogénesis y en la mielinizacion, en modelos in vitro. Para ello, se
aislaron OPCs de corteza cerebral de ratas Wistar neonatas y se cultivaron con
concentraciones fisiolégicas de melatonina (1 y 100 nM) o el vehiculo (etanol 0.0004%)
durante 72h. Las células se fijaron y se inmunodetecté la proteina basica de mielina (MBP)
como marcador de diferenciacion. Se realizé una contratincion nuclear fluorescente. Para
evaluar la mielinizacién, se realiz6 un cocultivo a partir de precursores neuronales y gliales
de acuerdo con el método de Pang et al., (2012). Se adquirieron imagenes de microscopia
de fluorescencia y de microscopia confocal, respectivamente. Se analizaron mediante el
programa FlJI-Imaged v1.53t y el macro Myelind. El analisis estadistico de los datos
(ANOVA de una via, Tukey post hoc) se realizé con JASP v0.16.4.0 y GraphPad Prism
v9.5.1. En comparacion con los cultivos incubados con el vehiculo, la cantidad de células
inmunopositivas a MBP fue significativamente mayor en presencia de melatonina 1nM
(p<0.05). De manera similar, en presencia de melatonina 100 nM, el porcentaje de
mielinizacién fue significativamente mayor (p<0.01). Los resultados indican que la
melatonina estimula los procesos de diferenciacion oligodendroglial y de mielinizacién en
modelos in vitro. Esto es consistente con resultados previos que sugieren que la melatonina
modula la reorganizacién del citoesqueleto oligodendroglial para favorecer una mayor
complejidad morfoldgica, indispensable para su maduracion. En conclusién, la melatonina
en concentraciones fisiologicas induce la oligodendrogénesis y la mielinizacion, dos
procesos clave en el desarrollo y la plasticidad del sistema nervioso central.

Palabras clave: Melatonina, Oligodendrogénesis, Mielinizacion, OPCs.
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INTRODUCCION

Los oligodendrocitos, células gliales del sistema nervioso central (SNC), juegan un papel
fundamental en la homeostasis de los circuitos neuronales. Su principal funcion es la
produccién de la vaina de mielina, una estructura formada por varias capas de membrana
oligodendroglial envueltas alrededor de segmentos de los axones neuronales. Entre cada
segmento mielinizado se forman los nodos de Ranvier, que son dominios axonales
enriquecidos en canales ionicos especificamente distribuidos de manera que permiten la
conduccion saltatoria de los potenciales de accién (impulsos nerviosos). De esta manera,
la conduccion de los impulsos nerviosos se lleva a cabo a una mayor velocidad y con una
mejor eficiencia con respecto a un axén no mielinizado. Los principales factores que influyen
en la velocidad de transmisién de los impulsos nerviosos son: el diametro de los axones, la
longitud, el espesor y la compactacion de la vaina de mielina, asi como el numero y la
longitud de los nodos de Ranvier. Asi, la mielinizacion permite regular finamente la
velocidad de conduccién de los impulsos nerviosos, y con ello se logra la sincronizacion de

sefales en los circuitos neuronales.

Un oligodendrocito maduro es capaz de enrollar multiples axones, esto se debe en gran
parte a la dinamica del citoesqueleto oligodendroglial, en particular el citoesqueleto de
actina, que es fundamental para llevar a cabo el proceso de mielinizacion, el cual es
regulado de manera intrinseca por diversos factores celulares, y de manera extrinseca
mediante factores solubles. Existe evidencia de que la mielina sufre modificaciones de
forma continua en respuesta a demandas fisioldgicas, sin embargo, es importante que el
proceso mielinizante se lleve a cabo de forma correcta, ya que alrededor de la mitad del
cerebro humano esta compuesto por la materia blanca, formada principalmente por axones
mielinizados y células gliales como los oligodendrocitos. El deterioro o dafio a esta region
esta estrechamente relacionado con enfermedades neurodegenerativas como la esclerosis
multiple, lesiones en la medula espinal y leucoencefalopatia, e incluso trastornos

psiquiatricos como la esquizofrenia y la depresion, entre otros.

Uno de los factores solubles que podria modular el proceso de miglinizacién es la
melatonina. Esta indolamina enddgena tiene una fisiologia muy versatil; entre las

propiedades descritas para esta molécula destaca su capacidad antioxidante y moduladora



del citoesqueleto, del sistema inmune, y de diversos procesos de diferenciacién celular. La
melatonina también tiene un efecto neuroprotector, y en modelos de hipoxia/isquemia
perinatal se ha observado que la administracion de melatonina contrarresta el dano en la

materia blanca.

Antecedentes del grupo de trabajo sugieren fuertemente que la melatonina puede inducir el
proceso de diferenciacién oligodendroglial mediante su efecto sobre el citoesqueleto. En el
presente estudio se evalué6 el efecto de la melatonina en los procesos de
oligodendrogénesis y mielinizacion in vitro, a través del andlisis de imagenes de
microscopia de fluorescencia de preparaciones que fueron realizadas con anterioridad.
Para la evaluacion del efecto sobre la oligodendrogénesis, se analizaron imagenes
obtenidas de cultivos de células precursoras de oligodendrocitos (OPCs) de corteza
cerebral de la rata, que se incubaron con diferentes concentraciones de melatonina y
posteriormente se realiz6 una inmunodeteccidon del marcador de diferenciacion
oligodendroglial MBP (proteina basica de mielina) y una contratincion nuclear. Para la
evaluacién de la mielinizacidon in vitro, se analizaron imagenes provenientes de cultivos
mixtos de precursores neuronales y gliales, que se estimularon con factores de crecimiento
y los suplementos necesarios para inducir primero el desarrollo axonal y posteriormente la
mielinizacién. En esta segunda fase se incubd con melatonina para evaluar su efecto,
posteriormente se realizé una inmunodeteccion de MBP como marcador de los fragmentos
mielinizados, de los neurofilamentos como marcador axonal y del factor de transcripcion

OLIG2 como marcador nuclear del linaje oligodendroglial.



REVISION DE LITERATURA
El sistema nervioso permite al organismo responder a estimulos externos, ademas tiene la
capacidad de controlar e integrar diversas funciones de los demas érganos y sistemas. En
general, puede dividirse en sistema nervioso central (SNC) y sistema nervioso periférico
(SNP). EI SNC esta compuesto por el encéfalo y la médula espinal, los cuales estan
protegidos por el craneo y las vértebras; rodeados ademas por tres membranas de tejido
conjuntivo llamadas meninges. El encéfalo se divide en cerebro, cerebelo y tronco
encefalico. La corteza cerebral forma la capa mas externa del encéfalo, contiene la llamada
“sustancia o materia gris” (debido al color gris de la corteza en un cerebro disecado en
fresco) compuesta por somas neuronales, axones, dendritas y algunas células gliales
(como astrocitos, oligodendrocitos, microglia y ependimocitos). En la parte interna del
encéfalo se encuentra la “sustancia o materia blanca” formada principalmente por axones
mielinizados (que en preparados frescos tienen un aspecto blanquecino), células gliales
como oligodendrocitos, astrocitos y microglia, y vasos sanguineos asociados (Figura 1). La
médula espinal es una estructura cilindrica que esta en continuidad directa con el tronco
encefalico y esta organizada de forma inversa: en la parte interna se encuentra la sustancia

gris y en la parte externa la sustancia blanca (Ross & Pawlina, 2015).

Figura 1. Materia gris y blanca
en el SNC. Corte coronal del .
cerebro humano en donde se
muestra de forma general como
esta distribuida la materia gris
(parte externa) y blanca (parte
interna). Elaboracién propia.

———— Materia gris

Materia
blanca

Como ya se menciond, el tejido nervioso esta formado por neuronas y células gliales. Los
componentes principales de una neurona son: el soma, las dendritas, el axén y las uniones
sinapticas (Figura 2). El soma es la parte de la célula donde se encuentra el nucleo y varios
otros organelos y tiene un alto nivel de actividad metabdlica. Del soma parten dos tipos de

prolongaciones o proyecciones especializadas: las dendritas, cuya principal funcion es



recibir los estimulos provenientes de otras neuronas, no estan mielinizadas y forman
multiples arborizaciones que incrementan el area de superficie receptora. Por otra parte, el
axoén es una prolongacion larga, que puede estar o no envuelta por una vaina de mielina
producida por oligodendrocitos en el SNC y las células de Schwann en el SNP. Cada
neurona tiene un solo axon, cuya principal funcion es transmitir estimulos a otra neurona o
célula efectora (egj. célula muscular) en forma de impulsos nerviosos, los cuales constituyen
la propagacion de una sefal electroquimica llamada “potencial de accién”. Este proceso
implica una onda de despolarizacion de membrana en el segmento inicial del axén, en
respuesta, se abren los canales de Na* activados por voltaje. El ingreso de Na* invierte o
despolariza brevemente el potencial de membrana en reposo (-70 mV) a uno positivo (+30
mV). Posteriormente, se cierran los canales de Na* y se abren los canales de K*, una vez
que los iones de potasio abandonan el axén la membrana vuelve a su potencial de reposo.
Esta corriente local estimula las porciones adyacentes de la membrana del axén y repite la
despolarizacion a lo largo de la membrana de éste (Bauer et al., 2009; Ross & Pawlina,
2015).

Figura 2. Esquema de la neurona
y sus partes. La neurona es la
unidad estructural y funcional del

\
/: \ A
Dendritas 2

N

o————Mielina

SNC. Del soma parten dos tipos de
prolongaciones: dendritas y el axon.
La mielina cubre de forma
discontinua al axén, lo que genera
los nodos de Ranvier. Elaboraciéon
propia.

AxON ———n

Vaina de
mielina

Nodo de
Ranvier

Boton
sindptico

Los oligodendrocitos son células gliales. Su principal funcion es generar la vaina de mielina
en el SNC, la cual estda formada por capas concéntricas de membrana plasmatica
oligodendrocitica. Cada oligodendrocito emite varias prolongaciones que en sus extremos
distales forman una especie de lengletas que llegan hasta los axones y los envuelven por
segmentos. Un oligodendrocito puede mielinizar a uno o varios axones. La vaina de mielina

no cubre de forma continua a los axones, sino que existen espacios entre cada segmento
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mielinizado, llamados “nodos de Ranvier’. Los nodos de Ranvier son dominios
especializados del axén en los que se redistribuyen los canales idnicos de manera particular
y la despolarizacién de la membrana puede ocurrir sélo en ellos. Asi, el ensamblaje de los
nodos de Ranvier es fundamental, ya que da origen al proceso denominado “conduccion
saltatoria o discontinua”, el cual incrementa la velocidad de transmisién del impulso nervioso
y con ello la funcién del sistema. Los principales factores que influyen en modular la
velocidad de transmisién de los impulsos nerviosos son el diametro de los axones, la
longitud, el espesor y la compactacion de la vaina de mielina y el numero y la longitud de
los nodos de Ranvier (Fields, 2005, 2008; Ross & Pawlina, 2015). De esta manera, la
mielinizacién permite la regulacién fina de la velocidad de conduccion del impulso nervioso

y la sincronizacion de los circuitos neuronales.

Figura 3. Principales
células gliales del SNC.
Oligodendrocitos Las células gliales se
Yy Vaina de mislina diferencian por su forma,
! ’}\,‘f Al / / funcion y origen
< /&j / embrionario. Los
@ A% / astrocitos, en general,
‘ tienen forma de estrellay
regulan la composicién
del medio que rodea a
las neuronas. Los
" Sinapsis oligodendrocitos
cumplen un papel
. fundamental en la
 Astrocttos sintesis y mantenimiento
de la capa de mielina que
cubre al axén. La
microglia, células pequefas que tienen funciones inmunitarias, son de origen embrionario
diferente al de las neuronas, oligodendrocitos y astrocitos, y semejante al de las células del
sistema inmune (Gonzalez & Toro, 2007; Rela, 2016).

Microglia

Neurona

¢
\

\
Dendritas

Neurona

La formacién de la vaina de mielina, precedida por la migracion de células precursoras de
oligodendrocitos (OPCs, por sus siglas en inglés: oligodendrocyte precursor cells) desde la
zona subventricular a diferentes regiones del cerebro y médula espinal, puede dividirse en
tres partes: la primera comienza con la propagacién celular, la cual también incluye una
etapa de diferenciacion caracterizada por la formacién de prolongaciones celulares

(procesos) y su ramificacién, la segunda parte consiste en una mayor organizacion y
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estabilizacion de las interacciones oligodendrocito-axon, asi como la elaboracion de las
primeras laminas de membrana y las primeras envolturas y, finalmente, en la tercera parte
comienza la compactacion de las capas de mielina para formar una vaina madura (Figura
4) (Bauer et al., 2009; Tomassy et al., 2016).

Orientacion Migratoria

Figura 4. Mielinizacién
intrinseca (del
neurodesarrollo).

Zona subventricular

Las OPCs migran desde la zona
subventricular hacia distintas
regiones del cerebro y la medula
espinal, sin embargo, las células
migratorias pueden diferenciarse
en oligodendrocitos maduros o
solo proliferar. Imagen tomada de
Bauer et al., 2009.

Extension de Contacto con el axon e Compactacion de la
procesos inicio del enrrollamiento vaina de mielina

La mielinizacién durante la edad adulta es un proceso dinamico que continuamente adapta
y refina los circuitos del SNC en respuesta a demandas fisioldgicas, ademas, es sensible a
la experiencia social, asi como a un ambiente enriquecido. La mielina puede sufrir
modificaciones de tres formas (Figura 5); (1) se pueden agregar nuevos internodos, esto
impulsado principalmente por la diferenciacion de OPCs, sobre axones desmielinizados o
areas desmielinizadas de algunos axones, (2) puede haber modificaciones en internodos
individuales, tanto en el grosor como en la longitud, ademas, (3) se puede modificar la
arquitectura de los nodos de Ranvier e incrementar la densidad de los canales idnicos en
el nodo (Bergles & Richardson, 2016; de Faria et al., 2021).



Mielinizacion de axones Mielinizacion de areas desmielinizadas Mielina existente mas
desmielinizados de axones parcialmente mielinizados delgada o mas gruesa

=== > B0

~

e >

— — = o,
> » > e 4l

Alargamiento de mielina Retraccion de mielina Cambios en la arquitectura
de los nodos de Ranvier

Figura 5. Mielinizaciéon adaptativa (remodelacién). La mielina sufre modificaciones en su
estructura (plasticidad) de acuerdo con las demandas fisiolégicas y del ambiente. (1)
Adicion de nuevos internodos, mediado principalmente por OPCs que se diferencian y
maduran; (2) remodelacion de la mielina existente (alargamiento o retraccién de internodos)
mediado principalmente por oligodendrocitos maduros y (3) remodelacion estructural de los
nodos de Ranvier. Estos cambios pueden ocurrir en respuesta a la actividad neuronal y a
la experiencia. Imagen modificada de Faria et al., 2021.

Alrededor de la mitad del cerebro humano estd compuesto por materia blanca, axones
mielinizados y células gliales. Los dafios o lesiones a esta region cerebral estan asociados
con enfermedades neurodegenerativas como esclerosis multiple, lesiones en la médula
espinal, leucoencefalopatia, incluso trastornos neuroldgicos caracterizados por afectar
principalmente la materia gris como las enfermedades de Alzheimer, Parkinson vy
Huntington, muestran cambios claros en la materia blanca subcortical. Ademas, en diversos
trastornos psiquiatricos como la esquizofrenia, el trastorno bipolar y la depresiéon se han
reportado alteraciones estructurales y funcionales en la materia blanca (Fields, 2008;
Valdés-Tovar et al., 2022). Es importante que el proceso de mielinizacién se lleve a cabo
de una forma adecuada para un buen funcionamiento cerebral, ya que los defectos en la
formacion y el mantenimiento de la mielina conllevan a resultados clinicos devastadores.

Los danos a la mielina, en general, se pueden ordenar dentro de tres categorias: pérdida
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de mielina (desmielinizacidon), produccién anormal de mielina (dismielinizacién) y
produccion reducida de mielina (hipomielinizacion). Sin embargo, la hipermielinizacion
también se ha descrito en ratones que sobreexpresan el gen de susceptibilidad a la
esquizofrenia Nrg1 (Brinkmann et al., 2008). Ademas del proceso de remodelacion o
plasticidad de la mielina, existe un proceso endégeno de regeneracion que se denomina
remielinizacién. Este proceso a menudo resulta ineficiente en enfermedades como la
esclerosis multiple, en la cual la edad es uno de los factores importantes a considerar
(envejecimiento), asi como la entrada de los OPCs a un estado de inactividad (de Faria et
al., 2021). Por otro lado, la remielinizacion parece ser efectiva en la adolescencia y la etapa
adulta debido a que los OPCs son capaces de responder a los dafios en la mielina (Figura
6). Similarmente al proceso de remodelacion, la remielinizacion también aumenta con el
aprendizaje de tareas complejas como estudiar un segundo idioma, hacer malabares,
aprender a tocar el piano; actividades que no solo abarcan habilidades motoras, si no

también sensoriales y cognitivas (Saab & Nave, 2017; Tomassy et al., 2016).

Figura 6. Remielinizacion. Los axones
son mielinizados por oligodendrocitos

Estado Fisiolégico

Desmielinizacion

maduros, sin embargo, si ocurre un dafio, =t S g
el oligodendrocito muere y la mielina se _,Cj\ -
desintegra. Posteriormente, inicia una 73 s 4 DR it
etapa de reclutamiento de OPCs vy %E - "1:}. %-%}‘g=
o . - e . Vg g
eliminacion de los restos de mielina por _—. — —_ - =
j— —_—

parte de la microglia. Los OPCs que
migran y los que ya estan en el area
dafiada empiezan a proliferar y a

Eliminacién de restos de

mielina y reclutamiento de OPC Diferenciacién

. e e — —_— ‘7"'=
continuacion  inicia la etapa de =‘a’f== A S — \=
diferenciacion y maduracion \ >-»
oligodendroglial. Finalmente, en la etapa - % P E %

T .y . . = = é”:
de remielinizacion, los oligodendrocitos ﬁé&,@qx m\‘ = ﬁ,ﬁ:

maduros generan la mielina faltante.
Imagen modificada de Faria et al., 2021.
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La diferenciacion y maduracion oligodendroglial, también llamada oligodendrogénesis, es
indispensable para los procesos de mielinizacién y de remielinizacion, ya que solo los
oligodendrocitos maduros tienen capacidad mielinizante. Durante dicho proceso, existen
varios estadios de diferenciacién, de acuerdo con la capacidad migratoria, de proliferacién
y de cambios en la complejidad morfoldgica y la expresion de marcadores moleculares
especificos. La oligodendrogénesis se puede dividir en cuatro estadios: desde OPCs, los
preoligodendrocitos, los oligodendrocitos inmaduros y los oligodendrocitos maduros (Figura
7) (Barateiro et al., 2016; Barateiro & Fernandes, 2014).

Oligodendrocito Oligodendrocito
Preoligodendrocito inmaduro maduro
PDGF-Ra PDGF-Ra 04 MBP
A2B5 A2BS5 CNPase MAG
NG2 NG2 GalC MOG
DM20 04 Olig2 PLP
PSA-NCAM DM20 Sox10 CNPase
Olig1/2 Olig2 GPR17 GalC
Sox10 Nkx2.2 Olig1/2
FABP7 Sox10 Sox10
GPR17 MRF/Gm98
zip488
FABP5
Maduracion

Caracteristicas morfologicas
Migracién

Proliferacion

Figura 7. Estadios de la oligodendrogénesis. Los cambios en cada estadio se definen
de acuerdo con el aumento en la complejidad morfolégica, la expresion de marcadores
moleculares, la habilidad para migrar, proliferar y diferenciarse. Imagen modificada de
Barateiro & Fernandes, 2014.

Como se menciond, el aumento en la complejidad morfolégica es clave en el proceso de
maduracién oligodendroglial. Estos cambios morfolégicos son regulados por el
citoesqueleto, en particular, por dos de sus componentes primordiales: los microtubulos

(MT) y los microfilamentos (MF) (Figura 8), que, ademas, fungen como vias de transporte



de organelos, vesiculas y proteinas. Los MT estan formados por heterodimeros de las
subunidades proteicas de a- y B-tubulina, las cuales al unirse generan una estructura
cilindrica. En el cuerpo celular se organizan para formar un patréon en forma de malla,
mientras que en la periferia forman filamentos paralelos al eje principal de una prolongacion.
Los oligodendrocitos expresan By-tubulina, una forma especifica de p-tubulina encontrada
s6lo en estas células. Esta proteina se localiza en la regién proximal de las prolongaciones
de oligodendrocitos premielinizantes, asi como en las regiones distales de las
prolongaciones en células mielinizantes. La presencia de una isoforma especifica de
tubulina denota la importancia del citoesqueleto oligodendroglial durante los diferentes

estadios de diferenciacion (Bauer et al., 2009; Lunn et al., 1997; Terada et al., 2005).

La tubulina puede tener diversas modificaciones postraduccionales, tales como acetilacion
y tirosinacién en la subunidad alfa y fosforilacidn, poliglutamilacién y poliglicilacion en
ambas subunidades. Los oligodendrocitos contienen a-tubulina acetilada y tirosinada tanto
en el cuerpo celular como en sus prolongaciones, la Unica diferencia es la ausencia de o-
tubulina en los extremos mas distales de las prolongaciones. Ademas, la acetilacion de a-
tubulina se relaciona con la estabilidad de las prolongaciones en oligodendrocitos maduros,
por ello, durante la etapa de diferenciacién en donde se requiere mayor dinamica
microtubular, es necesario que la tubulina sea desacetilada, dicho proceso es llevado a
cabo por la enzima reguladora de informacién silenciosa tipo 2 (SIRT2). La expresion de
dicha enzima se relaciona con cambios morfolégicos, procesos de ramificacion y un
incremento en la expresion de la 2’,3’-nucleétido ciclico 3’-fosfodiesterasa (CNP), lo que
ocurre cuando las células se encuentran en un estado de premielinizacion. La tirosinacion
de la a-tubulina en su extremo C-terminal conduce a la asociacion de los microtubulos con
proteinas conectoras citoplasmaticas (CLIP), esta unién podria servir como un puente entre
microtubulos y microfilamentos para la formacién de filopodios y lamelipodios. Los MT se
propagan y extienden dentro de los dominios ricos en MF, sin embargo, cercanos a la parte
mas distal de una prolongacién comienzan a disminuir. De manera similar, los cambios en
la conformacion de la membrana plasmatica que acompafan a la ramificacion de una
prolongacién dependen de la disposicion de los MF (Akhmanova & Hoogenraad, 2005;
Bauer et al., 2009; Li et al., 2007; Lunn et al., 1997; Song et al., 2001). Existen varias
proteinas asociadas que se unen y estabilizan a los microtubulos polimerizados y cambian
la dinamica de polimerizacion/despolimerizacion. Las proteinas asociadas a microtubulos
(MAPs, por sus siglas en inglés: microtubule-associated protein), estan implicadas en los

procesos de transduccién de sefales y participan en la interaccion de los microtubulos con
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otros componentes del citoesqueleto, ademas, son importantes en el anclaje de cinasas y
fosfatasas, asi como en el transporte vesicular. En oligodendrocitos se expresan
principalmente la MAP1B, MAP2C y MAP4 (Bauer et al., 2009; Black et al., 1994;
Vouyiouklis & Brophy, 1995).

Los MF se localizan debajo de la membrana plasmatica, tanto en el cuerpo celular como en
las prolongaciones de los oligodendrocitos, particularmente en el area donde se forman
nuevas prolongaciones. La actina, como proteina de uniéon a ATP, esta presente en dos
estados: como mondmeros globulares (G-actina) o como polimeros filamentosos (F-actina),
esta ultima se concentra principalmente en las puntas de nuevas prolongaciones, asi como
en filopodios delgados. En los oligodendrocitos, los MF desempefian un papel importante
en el proceso de extensién de las prolongaciones o procesos, ya que las primeras
protrusiones son formadas por la polimerizacion de filamentos individuales que
posteriormente resultan en la aparicion de filopodios y lamelipodios. Los filopodios son
estructuras estrechas de actina dispuesta en haces paralelos, mientras que los lamelipodios
son estructuras mas amplias que contienen mallas de actina organizadas de forma
ortogonal. En general, la formacion de estas estructuras es catalizada por proteinas de
union a actina, tales como la proteina relacionada con actina 2/3 (Arp2/3), la proteina Spire
y la proteina Cobl (Cordon-Bleu) (Qualmann & Kessels, 2008; Rumsby et al., 2003; Simpson
& Armstrong, 1999; Song et al., 2001).

Las proteinas asociadas a actina en general comparten la habilidad de interactuar con los
MF, sin embargo, los mecanismos de union son diferentes. En oligodendrocitos, la miosina-
IIB interactua con los MF, la cual permite a los MF formar lamelipodios. Las proteinas
Mayven (KLHL2) y MRP2 son proteinas que presentan una distribucion y funcién similar,
ademas, se expresan en todos los estadios de desarrollo y estan distribuidas a lo largo de
las prolongaciones de los oligodendrocitos (Jiang et al., 2005, 2007). Ermin es otra proteina
que se expresa relativamente tarde en el proceso de mielinizacién, se localiza en zonas
especificas que emanan del cuerpo celular y participa en el entrecruzamiento de proteinas
de membrana y del citoesqueleto. En oligodendrocitos cultivados, Ermin se presenta en los
bucles paranodales no compactados y en la capa externa de la vaina de mielina in vivo, lo

que podria sugerir que dicha proteina participa en el reordenamiento al final del proceso de
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envoltura o durante la compactacion de la vaina de mielina (Bauer et al., 2009;
Brockschnieder, 2006).

Filopodios Lamelipodios

=scoe Filamentos de actina
=== Microtubulos
© Complejo Arp2/3

Figura 8. Citoesqueleto oligodendroglial. Formacion de los procesos regulada por la
polimerizacién de MF, lo que conduce a la formacion de filopodios, los cuales son mediados
por el complejo Arp2/3 para ensancharse y extenderse y formar lamelipodios. Imagen
modificada de Bauer et al., 2009.

En el SNC, existen proteinas especificas que forman parte de la estructura de la mielina,
algunas de ellas estan asociadas con el citoesqueleto oligodendroglial y regulan su funcion.
La proteina basica de mielina (MBP, por sus siglas en inglés: myelin basic protein) es la
segunda proteina mas abundante, después de la proteina proteolipidica (PLP). En el SNC,
induce la polimerizacién de F-actina, asi como el agrupamiento de MF. La fosforilacion de
la MBP determina su ubicacién, ya que puede encontrarse tanto en el cuerpo celular como
en la vaina de mielina. En etapas posteriores del proceso de mielinizacién, la MBP se
encuentra desfosforilada, lo que permite su interaccion con lipidos de membrana y su papel
como proteina de anclaje para actina, sin embargo, la funcién principal de dicha proteina
es la compactacién de la vaina de mielina, ya que permite interconectar las membranas de

las capas de mielina sobre su superficie intracelular (Bates et al., 2003; Boggs, 2006).

La CNP en oligodendrocitos promueve el proceso de extension de sus prolongaciones. Esta
proteina aumenta su expresion en la etapa de premielinizacion y se mantiene en niveles
elevados durante y después de la mielinizacion, ademas, se une a MT y MF. La CNP induce
la reorganizacion del citoesqueleto para formar protrusiones de membrana ricas en F-actina

que después son invadidas por MT (Bauer et al., 2009; Lee et al., 2005). Otra proteina
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especifica de mielina es la glicoproteina oligodendrocitica de mielina (MOG, por sus siglas
en inglés: Myelin oligodendrocyte glycoprotein). Es una proteina integral de la membrana
de los oligodendrocitos, con un dominio tipo inmunoglobulina (lg) extracelular, lo que
sugiere una funcién de adhesion celular. Esta localizada en las laminas externas de la vaina
de mielina. La expresiéon de MOG comienza en una etapa tardia en comparacién con otras
proteinas de mielina, debido a esto MOG es un marcador para identificar a un
oligodendrocito maduro. Esta proteina no interactua de forma directa con el citoesqueleto,
sin embargo, regula la estabilidad de MT a través de la MBP (Bauer et al., 2009; Pham-Dinh
et al., 1993; Reindl & Waters, 2019). Por ultimo, la glicoproteina asociada a mielina (MAG,
por sus siglas en inglés: Myelin-associated glycoprotein) constituye entre el 0.1 y el 1% de
todas las proteinas de mielina en el SNC. Se expresa en dos isoformas, las cuales difieren
en su dominio extracelular; L-MAG y S-MAG. Esta proteina desempefia un papel importante
en el mantenimiento de la integridad de la mielina en el SNC y participan en el anclaje de

los internodos al axén (Schachner & Bartsch, 2000).
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Figura 9. Proteinas de la mielina. En el SNC, existen proteinas especificas de mielina
asociadas al citoesqueleto oligodendroglial; la proteina basica de mielina (MBP), 2’,3'-
nucleétido ciclico 3'-fosfodiesterasa (CNP), la proteina proteolipidica (PLP), la glicoproteina
oligodendrocitica de mielina (MOG), la glicoproteina asociada a mielina (MAG), y Ermin.
Imagen modificada de Valdés-Tovar et al., 2022.

Tanto la oligodendrogénesis como la mielinizacion son procesos cuyas diferentes etapas
son reguladas mediante diversos factores celulares, entre ellos se han identificado factores
de transcripcion, proteinas remodeladoras de cromatina y ARN no codificante; sin embargo,
ademas de estos factores intrinsecos, proteinas asociadas a la membrana, factores
solubles y proteinas de la matriz extracelular estan involucrados de manera positiva o
negativa en la regulacion de los diferentes estadios de proliferacion, diferenciacion y

maduracion oligodendroglial y la mielinizacion (Tomassy et al., 2016).

Entre las moléculas endégenas que podria modular los procesos de diferenciacion de
oligodendrocitos y la formacién de mielina esta la melatonina. Esta es una indolamina
endogena con una fisiologia muy versatil. Entre sus funciones, datos experimentales
obtenidos en varios modelos de animales recién nacidos con lesiones cerebrales respaldan
la nocién de un efecto neuroprotector (Biran et al., 2014) , ademas, la melatonina ha sido
caracterizada como uno de los factores que modulan la neuroplasticidad (neurogénesis,
dendritogénesis, axonogénesis, sinaptogénesis), asi como el rol de los receptores de
melatonina (MT1y MT>) y las vias de sefalizacion subyacentes a los efectos moduladores
en la neuroplasticidad (Valdés-Tovar et al., 2018). Es capaz de actuar como un modulador
de los cambios dinamicos y diferenciales en la organizacion del citoesqueleto de diversas

estirpes celulares (Benitez-King, 2006).

La sintesis de melatonina en la glandula pineal ocurre durante la noche, es decir, durante
la fase de oscuridad del ciclo de iluminacidon ambiental, y la sincronizacién del ritmo
circadiano de su sintesis con respecto al ciclo luz/oscuridad ocurre a través del tracto
retinohipotalamico. Durante la fase de oscuridad, la uniéon de la noradrenalina a sus
receptores especificos situados en las membranas de los pinealocitos promueve la
activaciéon de la sintesis de melatonina; su formacion comienza con la captacion del
aminodcido triptéfano, procedente del torrente circulatorio. Este aminoacido es hidroxilado
en la mitocondria por la triptéfano-hidroxilasa. La mayor parte del 5-hidroxitriptofano
resultante se convierte a serotonina en el citosol, posteriormente, la serotonina es N-

acetilada y se convierte en N-acetilserotonina; precursor que es O-metilado por la
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hidroxiindol-O-metiltransferasa, lo que da lugar a la melatonina. La melatonina puede unirse
a receptores de la membrana plasmatica, sin embargo, su caracter lipofilico le permite
entrar facilmente en la célula, e incluso, llegar hasta el nucleo. Se une a los receptores de
membrana MT, y MT,, acoplados a proteinas G y en anfibios y aves se ha caracterizado un
tercer sitio de unién llamado MT3 con actividad de quinona reductasa (Guerrero et al., 2007;
Gunata et al., 2020).

MELATONINA

MT/MT,

7","‘.""'[."1”'" ll l ll ll
MY ’ A
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Uni6n a receptores de membrana <~ CaM/PKC/MT3

Accion directa como neutralizador
de radicales libres

Interaccién con proteinas citosolicas ———>
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Figura 10. Principales mecanismos de accion de la melatonina. La melatonina puede unirse
a receptores de la membrana plasmatica. El receptor MT1 ha sido identificado en el nucleo
supraquiasmatico, los vasos sanguineos del corazén y cerebro. EI MT2 se localiza
principalmente en el hipotalamo, la retina, los rifiones y el tejido cardiaco. EI MT3 muestra
similitudes con respecto al MT2 en términos de anclaje. RORa, RORB and RORYy son sitios
de unién nucleares (NRs, por sus siglas en inglés: nuclear receptors), dentro de sus
funciones principales esta la regulacion metabdlica, reacciéon inmune y estan involucrados
en la respuesta ante el estrés (Guerrero et al., 2007; Gunata et al., 2020). Imagen tomada
de Guerrero et al., 2007.

La melatonina puede contribuir a la sincronizacion de los ritmos circadianos, una
caracteristica importante para el tratamiento de trastornos del estado de animo, en donde

el desacoplamiento en los ritmos circadianos prevalece. En pacientes con estos trastornos
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los niveles de melatonina disminuyen. En parte, esta disminucion puede deberse a la
respuesta inflamatoria mediada por la infiltracion de células inmunes a través de la barrera
hematoencefalica y el aumento de proteinas proinflamatorias. Por otro lado, la disminucion
en los niveles de melatonina puede estar relacionado con una variacién genética de la
enzima N-acetilserotonina O-metiltransferasa. La melatonina puede incrementar la
expresion de los genes Per1 y Per2, los cuales juegan un papel fundamental en el reinicio
del reloj circadiano. Ademas, funge como un neutralizador directo de radicales libres y
potencia el efecto de antioxidantes clasicos e induce la expresion de enzimas antioxidantes.
En mamiferos, el control central de los ritmos circadianos es ejercido por el nucleo
supraquiasmatico, que esta sincronizado por los niveles luminicos ambientales percibidos
por la retina y extiende su sincronizacion al resto del organismo mediante la sintesis ritmica

de melatonina (Guerrero et al., 2007; Valdés-Tovar et al., 2018).

Como se menciond previamente, los efectos como modulador del citoesqueleto y como un
factor de diferenciacion de diversas estirpes celulares, hacen de la melatonina una molécula
idénea para modular la oligodendrogénesis y la mielinizaciéon. En este contexto, existen
evidencias de modelos animales de hipoxia y/o isquemia perinatal en los que la
administracion de melatonina atenuda el dafio de la materia blanca (Kaur et al., 2010; Miller
et al., 2014; Olivier et al., 2009; Villapol et al., 2011). En estos estudios se observé que la
melatonina no induce la proliferacion de los precursores de oligodendrocitos, por lo que los
autores sugieren que esta indolamina podria favorecer la maduracién de éstos, y que su
efecto podria estar mediado, al menos parcialmente, por sus receptores de membrana
(Olivier et al., 2009). Ademas, se ha demostrado la habilidad de la melatonina para disminuir
la desmielinizacion y mejorar la remielinizacion a través de sus efectos sobre la actividad
locomotora de ratones con esclerosis multiple (Abo Taleb & Alghamdi, 2020). En estos
modelos, parte del efecto de la melatonina puede atribuirse a los mecanismos que reducen
los moduladores de la inflamacién, asi como también sus efectos antioxidantes, los cuales

reducen la formacion de radicales libres (Kaur et al., 2010; Villapol et al., 2011).

Planteamiento del problema

Si bien se sabe que la melatonina tiene efectos moduladores sobre el citoesqueleto y sobre
procesos de diferenciaciéon celular en diversas estirpes, y que puede tener un efecto de
proteccion y/o revertir los efectos del daino en la materia blanca cerebral en varios modelos
animales, no se sabe cual es la participacién de esta indolamina, en concentraciones

fisiologicas, en la diferenciacion oligodendroglial y en la mielinizacion en el SNC.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto de la melatonina en los procesos de oligodendrogénesis y mielinizacion
del SNC, en modelos in vitro, mediante el andlisis de imagenes de microscopia de

fluorescencia.

Objetivos particulares

1. Evaluar el efecto de la melatonina en la oligodendrogénesis a partir de precursores

celulares aislados.

2. Evaluar el efecto de la melatonina en la mielinizacién en un modelo in vitro de cocultivo.

METODOLOGIA

Evaluacion del efecto de la melatonina en la oligodendrogénesis

Previamente se desarrollaron cultivos de OPCs, aislados de corteza cerebral de ratas
Wistar mediante el método de (McCarthy & de Vellis, 1980) (n=8), que se estimularon con
melatonina 1 y 100 nM [concentraciones semejantes a las reportadas en el SNC (Reiter,
1993; Tan et al., 2016) durante tres dias. Transcurrido el tiempo de incubacion, las células
fueron fijadas y se realiz6 una inmunodeteccién fluorescente del marcador de diferenciacion
oligodendroglial MBP y una contratincion nuclear. Posteriormente, se obtuvieron imagenes
de microscopia de fluorescencia de al menos 8 campos al azar. Se cuenta con al menos 27

imagenes por grupo experimental.

El andlisis de las imagenes obtenidas se llevé a cabo mediante el software Image J. En total
se analizaron 95 imagenes, divididas en dos canales: en el canal azul se contabilizaron los
nucleos celulares contratenidos con el compuesto DAPI y en el canal verde de cada imagen,
se contaron las células inmuno-positivas a MBP. Los datos se concentraron en un archivo
de Excel, organizados en columnas correspondientes al tratamiento, el numero de nucleos
y el numero de células MBP (+). En esta base de datos el tratamiento 1 corresponde al
vehiculo o control (VEH), el tratamiento 2 a melatonina 1 nM (MEL 1 nM) y el tratamiento 3
a melatonina 100 nM (MEL 100 nM). El andlisis estadistico de los datos obtenidos se realizd

en JASP version 0.16.4.0 mediante un ANOVA de una via, y las diferencias entre los grupos
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se establecieron mediante la prueba post hoc de Tukey. Se consideré diferencia

significativa con una p < 0.05.
Evaluacion de la mielinizacion in vitro

Por otra parte, para la evaluacion de la mielinizacion in vitro, se desarrollaron cultivos mixtos
de células de la corteza cerebral (n=8 ratas) que se estimularon con los factores de
crecimiento y suplementos necesarios para el desarrollo axonal y posteriormente para
inducir la mielinizacion (Pang et al., 2012).Los cultivos se estimularon durante 13 dias con
las concentraciones molares de melatonina mencionadas previamente para evaluar su
efecto sobre la mielinizacién. Al cabo del tiempo de incubacion los cultivos se fijaron y se
realizd una inmunofluorescencia triple para detectar axones (neurofilamentos),
proyecciones oligodendrogliales y tractos mielinizados (MBP) y nucleos positivos a OLIG2,

un marcador de linaje oligodendroglial.

Se adquirieron al menos 42 imagenes de microscopia confocal de cada grupo experimental
(4 cubreobjetos de cada grupo), mediante un microscopio ZEISS LSM900 con Airyscan2 y
el software Zen versién 3.3 (blue edition). Cada imagen se compuso de 6 regiones contiguas
(tiles) de 491.5 x 491.5 ym y 7 secciones opticas (slices) obtenidas con un intervalo de 0.38
pMm, para abarcar un total de 2.28 pm. Mediante las funciones de procesamiento de
imagenes del software Zen 3.3, se hizo el empalme de las regiones contiguas con la funcion
Stitching, para lo que se tomo6 como referencia el canal azul correspondiente a los axones.
Posteriormente, se hizo un empalme de las secciones épticas mediante la funcién Extended
Depth of Focus mediante el método de Maximum projection, y dichas imagenes se

procesaron mediante el software Image J version 1.53t de la siguiente manera:
File - Open: buscar el archivo correspondiente en las carpetas - Abrir

Series 1 > OK  Esta funcién abre los 3 canales de la imagen [verde: MBP, azul:
neurofilamentos (NF), rojo: nucleos]. El plugin de analisis Myelind sélo trabaja con los
canales correspondientes a los axones y la mielina (azul y verde, respectivamente) por lo

que se cerrd el canal rojo en todos los casos.
Image > Type > 8-bit

Image - Adjust 2> Brightness-Contrast: para cada canal se aplicé la funcién Auto > Apply
->0K

Image - Color > Merge Channels: C=0 green; C=1 blue - Create Composite > OK
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Image > Type - RGB Color
File > Save as - Tiff...

Los archivos de imagen se guardaron organizados en carpetas diferentes segun el
tratamiento y esas carpetas a su vez dentro de una carpeta general llamada Confocal

cultivos.

A continuacién, se utilizé el plugin denominado Myelind (desarrollado para uso con el
software Fiji-lmaged) (Whitehead et al., 2019); para el analisis de las imagenes. Para ello
en ImageJ se elige la pestafa Plugins - Myelind-master > Myelind. En el primer cuadro
de opciones se elige el nombre de un archivo con extensién .csv para que se guarden los

datos, y se elige nuevo usuario y la opcién de condiciones experimentales multiples:

Choose user name

Jesus.csv

v New user?

v' Multiple experimental conditions?

OK

En el siguiente cuadro de opciones el programa solicita las condiciones en las que

procesara las imagenes correspondientes al canal de mielina:

Settings for myelin

Background

v' CLAHE?
v’ Subtract  background  (using

neurites)?

NEXT

Posteriormente se definen las condiciones para el canal correspondiente a los axones:
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Settings for dense neurites

Normalise local contrast

Standard deviation 0.5 > Sparse neurites

Settings sparse neurites

Background

v Subtract background?
Threshold method
Default
Min: 12 Max: 255 - Apply
Set for analysis

Start analysis

Una vez establecidas dichas condiciones de analisis, el plugin MyelinJ procesa todas las
imagenes contenidas en las carpetas y arroja los datos correspondientes (% myelination,
% neurite density) en archivos .csv, asi como las imagenes resultantes de cada canal

después del procesamiento realizado.

Los datos se concentraron en un solo archivo .csv de manera ordenada, en tres columnas
correspondientes al tratamiento, el porcentaje de mielinizacion (% myelination) y el
porcentaje de densidad axonal (% neurite density). Esta base de datos se analiz6 mediante

el programa GraphPad Prism version 9.5.1 y el programa JASP version 0.16.4.0

En el programa GraphPad Prism se realizé6 un analisis de datos extremos, se retiraron
dichos datos y se hizo una prueba de Kolmogorov Smirnoff. Los datos tuvieron una
distribucion normal, por lo que se procedié a realizar un ANOVA de una via y una prueba

post hoc de Tukey. Se considerd diferencia significativa con una p < 0.05.
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RESULTADOS

Efecto de la melatonina sobre la diferenciacion de las células precursoras de
oligodendrocitos (oligodendrogénesis)

Los siguientes resultados corresponden al analisis de 95 imagenes mediante el software
Image J. Se determiné el numero de nucleos tefiidos con el compuesto DAPI y el nimero
de células inmuno-positivas a MBP: MBP(+). En la Tabla 1 se muestra la estadistica
descriptiva obtenida del analisis de los datos mediante el software Jasp.

Tabla 1. Namero de nucleos y células inmunopositivas a MBP tras la incubacién con MEL
por 72h.

Nucleos Células MBP (+)
Tratamiento VEH | MEL 1nM |MEL 100nM| VEH MEL 1 nM | MEL 100 nM
n (imagenes) 31 37 27 31 37 27
Media 107 126 117 14 23 20
Mediana 97 112 107 13 21 19
Desviacion estandar 56 51 52 9 13 9
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Figura 1. Determinacién del nimero de nucleos tefiidos con DAPI para cada
tratamiento. En el panel A se muestra un grafico de tipo caja y bigote y en el panel B un
grafico de tipo nube de lluvia (raincloud plot). Ambos graficos permiten apreciar la
dispersion y distribucion de los datos.

70 —
60 —
50 -
X 40 -

—

10 -

| | |
VEH MEL 1 nM MEL 100 nM

Tratamiento

22



L

MEL 100 nM -
e Tt o°
c
Q2
E  MEL1nM - —1] .
© AR 3, *
|_
VEH - &

40 60 80
MBP (+)

Figura 2. Determinacion del nimero de células inmunopositivas a MBP para cada
tratamiento. En el panel A se muestra un grafico de tipo caja y bigote y en el panel B un
grafico de tipo nube de lluvia (raincloud plot) del nimero de células inmunopositivas a

MBP. Ambos graficos permiten apreciar la dispersién y distribucion de los datos.

En las figuras 1 y 2 se muestran graficos de tipo caja y bigote (panel A) y de tipo nube de
lluvia (raincloud plot) (panel B), de los datos correspondientes al conteo de nucleos
celulares y células positivas a MBP, respectivamente, para los tres tratamientos.

Tabla 2. Andlisis de la varianza (ANOVA) de una via para los datos correspondientes a los
nucleos.

ANOVA- Nucleos
Suma de Grados de Cuadradode | F p
cuadrados libertad la media
Tratamiento 6192.340 2 3096.170 1.094 0.339
Residuales 260286.544 92 2829.202

El resultado de este analisis indica que no hay una diferencia significativa en el numero de
nucleos tefiidos con DAPI entre las imagenes provenientes de los distintos tratamientos (F
(2,92) = 1.09, p = 0.33).
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MEL 100 nM

Figura 3. Cuantificacion de nicleos celulares y células inmunopositivas a MBP. Imagenes
representativas de las células precursoras de oligodendrocitos que fueron incubadas con el vehiculo
(VEH), melatonina 1 nM (MEL 1 nM) o melatonina 100 nM (MEL 100 nM) durante 72 h. Se realiz6
una tincién nuclear fluorescente con el compuesto DAPI (color azul, imagenes del panel izquierdo) y
una deteccion inmunofluorescente de MBP (color verde; imagenes del panel derecho).
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Tabla 3. Analisis de la varianza (ANOVA) de una via para los datos correspondientes al nimero
de células inmunopositivas a MBP.

ANOVA- MBP (+)

Suma de Grados de Cuadradode |F p
cuadrados libertad la media
Tratamiento 1404.616 2 702.308 6.023 0.003*
Residuales 10727.005 92 116.598
*p<0.05

Por otra parte, en el ANOVA realizado para el numero de células inmunopositivas a MBP
se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (F (2,92) = 6.02, p = 0.003).
Tras verificar el supuesto de homogeneidad de varianzas de los grupos con la prueba de
Levene (F (2,92) = 2.23, p = 0.113), se realizo el analisis post hoc mediante la prueba de
Tukey, que muestra que soélo hay diferencias significativas entre el grupo VEH y el
tratamiento con MEL 1 nM (p = 0.002) (Figura 4).

30 *% Figura 4. Efecto de la melatonina
sobre el numero de células

25 4 inmunopositivas a MBP. Las
células precursoras de

20 - oligodendrocitos fueron incubadas

= durante 72 h con el vehiculo (VEH),
I melatonina 1 nM (MEL 1 nM) o
a 15 4 melatonina 100 nM (MEL 100 nM).
E La proteina MBP se detectd
% 10 mediante inmunofluorescencia
) indirecta. Los datos representan la
© media * el error estandar de la media
S 1 (eem) de los datos obtenidos del
analisis de al menos 27 imagenes

0 por tratamiento. ANOVA de una via,

VEH MEL1nM MEL 100 nM prueba post hoc Tukey; ** p<0.01

Tratamiento
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Efecto de la melatonina sobre la mielinizacion in vitro

Los siguientes resultados corresponden al analisis de 129 imagenes, de las cuales al menos
41 imagenes corresponden a cada grupo experimental, mediante el plugin MyelinJ del
software ImageJ. Los datos extremos detectados en el primer analisis realizado mediante

el software GraphPad Prism fueron eliminados. En la Tabla 4 se muestra la estadistica

descriptiva obtenida del analisis posterior de los datos mediante el software Jasp.

Tabla 4. Estadistica descriptiva correspondiente al porcentaje de densidad axonal y al
porcentaje de mielinizacién obtenidos mediante el plugin MyelinJ.

% densidad axonal

% mielinizaciéon

Tratamiento VEH | MEL 1 nM | MEL 100 nM VEH MEL 1 nM | MEL 100 nM
n (imagenes) 44 39 39 41 36 36
Dato_s gxtremos 1 > 2 4 5 7
eliminados
Mediana 13.221 12.048 12.048 5.229 7.695 7.798
Media 13.959 11.962 11.962 6.034 7.263 7.557
Errorestandardela | 4 541 | (729 0.720 0.499 0.322 0.268
media
Desviacion estandar | 6.902 4.496 4.496 3.194 1.931 1.606
A
30
_ 25— °
©
[
S 20 -
© N
©
S 15 -
)
T 10 - .
ge]
NS
o 5 B
0 -
| I |
VEH MEL 1 nM MEL 100 nM

Tratamiento

26




MEL 100 nM — /‘;\

S %8 B o

MEL 1 nM — /;

Tratamiento

VEH - — T 1 :
° .,:..O“ s 00
[ ( I I I |

-10 0 10 20 30 40

% densidad axonal

Figura 5. Evaluacion de la densidad axonal en los cocultivos incubados con
melatonina. En el panel A se muestra un grafico de tipo caja y bigote y en el panel B un
grafico de tipo nube de lluvia (raincloud plot). Ambos graficos permiten apreciar la
dispersion y distribucion de los datos correspondientes al porcentaje de densidad axonal
evaluado mediante el programa Myelind.

La prueba de homogeneidad de varianzas de Levene aplicada a los datos de la evaluacion
del porcentaje de densidad axonal en las imagenes de los distintos tratamientos arroja una
diferencia significativa (F (2,122) = 6.027, p = 0.003), por lo que al realizar el ANOVA de
una via se aplico la correccion de Brown-Forsythe.

Tabla 5. Andlisis de la varianza (ANOVA) de una via para los datos correspondientes al
orcentaje de densidad axonal evaluado mediante el programa MyelinJ

ANOVA- % densidad axonal

Correccion Suma de Grados Cuadrado F p

homogeneidad cuadrados de de la media

de varianzas libertad

Ninguna Tratamiento | 208.976 2.000 104.488 6.023 0.033*
Residuales | 3636.010 122.000 29.803

Brown- Tratamiento | 208.976 2.000 104.488 3.600 0.031*

Forsythe Residuales | 3636.010 106.808 34.043

*p <0.05
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Se realizé la prueba post hoc de Tukey, que indica que hay una diferencia significativa entre
los tratamientos VEH y MEL 100 nM (p=0.028).
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En cuanto a la evaluacién del porcentaje de mielinizacién en las imagenes analizadas, se

obtuvieron los siguientes resultados:

% mielinizacion

| | |
VEH MEL 1 nM MEL 100 nM

Tratamiento
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Figura 6. Evaluacion de la mielinizacion en los cocultivos incubados con
melatonina. En el panel A se muestra un grafico de tipo caja y bigote y en el panel B un
grafico de tipo nube de lluvia (raincloud plot). Ambos graficos permiten apreciar la
dispersion y distribucién de los datos correspondientes al porcentaje de mielinizacion
evaluado mediante el programa Myelind.

La prueba de homogeneidad de varianzas de Levene aplicada a los datos de la evaluacion
del porcentaje de mielinizacion en las imagenes de los distintos tratamientos arroja una
diferencia significativa (F (2,110) = 8.094, p < 0.001), por lo que al realizar el ANOVA de
una via se aplicé la correccién de Brown-Forsythe.

Tabla 6. Andlisis de la varianza (ANOVA) de una via para los datos correspondientes al
porcentaje de mielinizaciéon evaluado mediante el programa MyelinJ.

ANOVA- % mielinizacion

Correccion Suma de Grados Cuadrado F p

homogeneidad cuadrados de de la media

de varianzas libertad

Ninguna Tratamiento | 50.997 2.000 25.499 4.461 0.014*
Residuales | 628.761 110.000 5.716

Brown- Tratamiento | 50.997 2.000 25.499 4.723 0.011*

Forsythe Residuales | 628.761 87.745 7.166

*p <0.05
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Se realizé la prueba post hoc de Tukey, que indica que hay una diferencia significativa entre
los tratamientos VEH y MEL 100 nM (p=0.017).

*
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= 'f’ *® indirecta. Se representan los

datos obtenidos del analisis de al
0- menos 36 imagenes  por
tratamiento. ANOVA de una via,
prueba post hoc Tukey; * p<0.05

En la figura 7 se muestran imagenes representativas de los cocultivos tratados con el
vehiculo (VEH) o la melatonina 1 nM (MEL 1nM) y 100 nM (MEL 100 nM). En el panel
izquierdo se muestran las imagenes de inmunofluorescencia, en particular, los canales
correspondientes a la inmunodeteccién de los neurofilamentos (NF) como marcadores
axonales en color azul y a la inmunodeteccion de MBP como marcador de mielina en color
verde. En el panel central se muestran las imagenes que genera el plugin Myelind para el
canal azul (NF) y a partir del cual se generan los datos del porcentaje de densidad axonal
y en el panel derecho lo correspondiente al canal verde (MBP), a partir del cual se generan

los datos del porcentaje de mielinizacion.

30



MBP

=
=
=
-
L
=

31



Figura 7. Imagenes representativas de cada tratamiento aplicado a los cocultivos,
analizadas con MyelinJ. El panel superior corresponde al vehiculo (VEH), el panel central
al tratamiento con melatonina 1 nM (MEL 1 nM) y el panel inferior al tratamiento con
melatonina 100 nM (MEL 100 nM). EIl panel vertical izquierdo corresponde a la deteccion
por inmunofluorescencia de axones (NF, canal azul), y de proyecciones oligodendrogliales
y tractos mielinizados (MBP, canal verde). Analisis del porcentaje de densidad axonal (NF,
panel vertical central). Analisis del porcentaje de mielinizacion (MBP, panel vertical

derecho).

DISCUSION

En el presente estudio se evaluo el efecto de la melatonina sobre la oligodendrogénesis y
la mielinizacion in vitro. Para la evaluacion de la oligodendrogénesis se analizaron
imagenes de microscopia de fluorescencia de preparaciones de OPCs aislados de corteza
cerebral de rata, que fueron incubados con melatonina en concentraciones fisioldgicas de
1y 100 nM (Tan et al., 2016), o con el vehiculo. Los resultados indican que en presencia
de melatonina 1 nM, hay un aumento estadisticamente significativo (p = 0.002) en el numero
de células inmunopositivas a MBP con respecto del vehiculo. La MBP se considera un
marcador de diferenciacion oligodendroglial porque se expresa en oligodendrocitos
inmaduros y maduros, de acuerdo con la clasificacion reportada por Barateiro & Fernandes
(2014) ,y no en etapas previas (pre-oligodendrocitos y OPCs). Por lo tanto, los resultados
indican que la melatonina, en la concentracion presente en circulacion (concentracion
fisiolégica (Reiter, 1993)) induce la oligodendrogénesis. Esto es consistente con un estudio
previo de nuestro grupo de trabajo en el que se encontrd que en OPCs obtenidos del nervio
optico o del hipocampo de la rata, el tratamiento con melatonina 100 nM induce un
incremento significativo de la complejidad morfoldgica y del contenido de tubulina acetilada,
ambos indicativos de diferenciacién y maduracién oligodendroglial (Rodriguez-Cardenas,
2019 (tesis); manuscrito en elaboracion). Los resultados de dicho estudio sugieren que la
melatonina puede incidir en la oligodendrogénesis mediante la modulacion del citoesqueleto

oligodendroglial.

Nuestros resultados son consistentes también con el estudio de Ghareghani et al., (2017)

quienes reportaron que en un rango de concentraciones de melatonina de 0.01-10 uM, hay
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mayor viabilidad y proliferacion de células madre neurales, y que en concentraciones de
0.05 uM y 5 uM, la melatonina incrementa la diferenciacion oligodendroglial. En dicho
estudio, sin embargo, la concentracién mas baja que se evalua es de 10 nM (0.01 uM) y se
encuentra un efecto sobre la proliferacion mas que sobre la diferenciacién oligodendroglial.
De manera similar, en el estudio de Sotthibundhu et al., (2010) se observa que la melatonina
modula la habilidad proliferativa de precursores neurales de la zona subventricular (la
principal area neurogénica del cerebro adulto) en ratones adultos, en una forma
dependiente de su concentracién. En dicho estudio aplicaron concentraciones de
melatonina de 0.001, 0.01, 0.1, 1 y 10 yM, en donde la mas efectiva fue 1 uM, sin embargo,
el efecto sobre la proliferacion sufrid un decremento a una concentracion mayor (10 uM).
Ademas, reportaron la expresion de receptores de melatonina, especificamente MT4, en

estas células.

Esto puede deberse a que las células en las que evaluan el efecto son células madre
neurales que todavia conservan la multipotencialidad para diferenciarse en neuronas o
neuroglia (astrocitos/oligodendrocitos), mientras que en el presente estudio se utilizaron

OPCs, ya comprometidos al linaje oligodendroglial (McCarthy & de Vellis, 1980).

De acuerdo con Ramirez-Rodriguez et al., (2011) la melatonina puede modular la
organizacién del citoesqueleto por el efecto que tiene sobre proteinas asociadas con la
polimerizacion de microtubulos a lo largo de las dendritas en neuronas del hipocampo. En
relacion con el presente estudio, se observé un incremento de las células inmuno-positivas
a MBP, la cual esta asociada con el citoesqueleto, ya que induce la polimerizacion de F-

actina y el agrupamiento de MF (Boggs, 2006).

Olivier et al., (2009) describieron el efecto neuroprotector de la melatonina en una lesion de
la materia blanca por hipoxia prenatal en el cerebro de rata. De acuerdo con sus resultados,
la melatonina promueve la maduracion oligodendroglial con una disminucion en la
activacion de la microglia a una concentracion de 1 yM, ademas, reportaron un aumento en
la densidad de células MBP positivas en comparacion con células que no fueron tratadas,
y mencionan que obtuvieron resultados similares en una concentracion de 100 pM.
También, determinaron que los receptores MT1 y MT, son expresados en astrocitos y

microglia, y en menor medida en neuronas y oligodendrocitos inmaduros.

En el estudio previo de nuestro grupo de trabajo (Rodriguez-Cardenas et al. en preparacion)

se encontrd que en una poblacion enriquecida en OPCs A2B5(+) de hipocampo de rata, el
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99% de las células expresa los receptores membranales de melatonina MT1 y MT.. Sin
embargo, hasta el momento nuestro grupo no ha evaluado si los efectos de la melatonina
observados en el estudio previo y el presente estan mediados a través de dichos receptores.
Al respecto, Biran et al., (2014), sugieren que los efectos neuroprotectores de la melatonina
estan en gran parte mediados por receptores especificos, mas que en sus propiedades
antioxidantes intrinsecas, ademas sefialan tres lineas de evidencia que lo sugieren: (1) el
antagonista de los receptores de melatonina, luzindol, suprime la neuroproteccién inducida
por la melatonina, (2) las dosis en las que se observan los efectos neuroprotectores de la
melatonina son inferiores a las utilizadas generalmente para obtener un efecto antioxidante
significativo, y (3) la melatonina protege contra las lesiones de la materia blanca pero no
contra las lesiones de la placa cortical, mientras que la N-acetilcisteina, una molécula

antioxidante tipica, protege contra ambos.

En este trabajo también se evalué el efecto de la melatonina sobre la mielinizacién en un
modelo in vitro. En el analisis de las imagenes correspondientes a las preparaciones
tratadas con melatonina 100 nM, se observé un aumento estadisticamente significativo en
el porcentaje de mielinizacion respecto al vehiculo; en este grupo también se observé una
disminucion en la densidad axonal. Hasta donde sabemos este es el primer estudio en el
que se aborda el efecto de la melatonina sobre la mielinizacion en un modelo de cocultivo.
Ademas, los estudios previos utilizan modelos de dano a la materia blanca y
concentraciones farmacoldgicas de melatonina. En nuestro estudio, las concentraciones de
melatonina utilizadas son concentraciones fisioldgicas, que pueden encontrarse en la
circulaciéon o en el liquido cefalorraquideo durante la fase de oscuridad del ciclo de
iluminacién ambiental (Reiter, 1993; Tan et al, 2016). Si bien el proceso de
oligodendrogénesis es indispensable para que ocurra la mielinizacién, en ésta estan
involucradas diversas sefales solubles y de contacto celular entre el axén y los
oligodendrocitos (Dermitzakis et al., 2022; Fekete & Nishiyama, 2022). En el SNC, gran
parte de estas sefiales son inhibitorias, por lo que un farmaco que induce la
oligodendrogénesis no necesariamente induce también la mielinizacion. Nuestros
resultados indican que la melatonina induce tanto la oligodendrogénesis como la

mielinizacién, en concentraciones fisiologicas.

Las perspectivas de continuacion de este trabajo incluyen evaluar el efecto de la melatonina
en un nivel mayor de complejidad, en modelos ex vivo de cultivos cerebrales organotipicos

y comenzar a dilucidar el mecanismo de accion que subyace a los efectos de la melatonina,
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es decir, si dichos efectos estan mediados por sus receptores de membrana y qué vias de

sefalizacion intracelular estan involucradas.

CONCLUSIONES

La melatonina induce la oligodendrogénesis y la mielinizacién en modelos in vitro. La
influencia sobre la fisiologia oligodendroglial, se suma a los efectos ya reportados de la
melatonina como un modulador clave de los procesos involucrados en el desarrollo y la

plasticidad del sistema nervioso central.
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