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ABREVIATURAS

AFMK N- acetil- N-formil- 5-metoxikinuramina

AMK N-acetil-5-metoxikuramina

AMPc Adenosin monofosfato ciclico

ARN Acido ribonucleico

ATP Adenosin trifosfato

CPK Creatinfosfoquinasa

GPx Glutation peroxidasa

GRd Glutation reductasa

HNE 4-hidroxi-2-nonenal

LLPS Separacion de fases liquido-liquido

MDA Malonildialdehido

MLO Organulos sin membrana

mPTP Poro de transicion de permeabilidad
mitocondrial

NO* Oxido nitrico

NOS Oxido nitrico sintasa

NPC Complejos de poros nucleares

Nrf2 Factor nuclear tipo eritroide 2

*OH Radical hidroxilo

ONOO- Peroxinitrito

RNS Especies reactivas del nitrégeno

ROO" Radical peroxilo

ROS Especies reactivas del oxigeno

SOoD Superoxido dismutasa
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1 RESUMEN:

La melatonina es una indolamina secretada principalmente por la glandula pineal que ejerce
multiples funciones entre las que destacan su potente actividad antioxidante,
antiinflamatoria y reguladora de los ritmos circadianos. Asimismo, es de vital importancia
su papel protector de la estructura y funcién de las membranas bioldgicas, especialmente
en la fluidez de la bicapa lipidica, en la peroxidacion de los acidos grasos poliinsaturados y

en la funcion de las mitocondrias.

La fluidez de la membrana es la valoracion del desplazamiento lateral de lipidos y proteinas.
Cuando se altera se comprometen funciones como el transporte transmembrana, la
transduccion de sefiales, la formacién de microdominios lipidicos y la organizacion del
citoesqueleto. Para aumentar la fluidez, la melatonina se inserta en la regidn interfacial de
los grupos de la cabeza, de manera que modula la organizaciéon de los lipidos, y preserva su

fluidez.

Ademads, actua como agente neutralizador directo de especies reactivas del oxigeno y del
nitrégeno, reduciendo la iniciacién y propagacion de la peroxidacion lipidica. A nivel
mitocondrial, impide la oxidacién de la cardiolipina, estabiliza la membrana mitocondrial
interna y previene la apertura del poro de transiciéon de permeabilidad mitocondrial,
eventos clave en la disfuncidén energética y en la activacidon de la via intrinseca de la

apoptosis.

Por ultimo, se discute el papel emergente de la melatonina en la regulacién de los orgdnulos
sin membrana mediante la estabilizacion de las balsas lipidicas y el mantenimiento de las
propiedades viscoelasticas de la membrana. Estos hallazgos posicionan a la melatonina
como un agente protector clave en patologias asociadas al estrés oxidativo como el

Alzheimer, la isquemia-reperfusion y diversos procesos tumorales.

Palabras clave: antioxidante, fluidez, melatonina, membrana, mitocondria, peroxidacion

lipidica



ABSTRACT:

Melatonin is an indoleamine secreted primarily by the pineal gland that performs multiple
functions, among which its potent antioxidant, anti-inflammatory, and circadian rhythm
regulating activity stand out. Likewise, its protective role on the structure and function of
biological membranes is of vital importance, especially regarding the fluidity of the lipid

bilayer, the peroxidation of polyunsaturated fatty acids, and mitochondrial function.

Membrane fluidity is the assessment of the lateral displacement of lipids and proteins.
When it is altered, functions such as transmembrane transport, signal transduction, the
formation of lipid microdomains, and cytoskeleton organization are compromised. To
enhance membrane fluidity, melatonin inserts itself into the interfacial region of the lipid

headgroups, thereby modulating lipid organization and preserving fluidity.

Furthermore, it acts as a direct neutralizing agent of reactive oxygen and nitrogen species,
reducing the initiation and propagation of lipid peroxidation. At the mitochondrial level, it
prevents cardiolipin oxidation, stabilizes the inner mitochondrial membrane, and prevents
the opening of the mitochondrial permeability transition pore, key events in energetic

dysfunction and the activation of the intrinsic apoptosis pathway.

Lastly, the emerging role of melatonin in regulating membraneless organelles is discussed
through the stabilization of lipid rafts and the maintenance of the viscoelastic properties of
the membrane. These findings position melatonin as a key protective agent in pathologies
associated with oxidative stress such as Alzheimer's, ischemia-repurfusion, and various

tumor processes

Key Words: antioxidant, fluidity, melatonin, membrane, mitochondria, lipid peroxidation



2 INTRODUCCION

2.1 MEMBRANAS BIOLOGICAS

Las membranas bioldgicas son estructuras celulares que dan forma a las células y
permiten separar el compartimento interno del externo. A su vez, controlan el transito de
sustancias al modificar su permeabilidad y estan implicadas en la transduccion de sefales,

por ello, resultan indispensables para el correcto funcionamiento de las células.

En 1925 Gorter y Grendel propusieron el modelo de bicapa lipidica, que constituye la
base del concepto moderno de membrana celular. Realmente la composicion de las
membranas es compleja e incluso dinamica a lo largo del ciclo celular, siendo diferente
también segun la localizacién y el estado funcional (Schevchenko y Simons, 2010). Los
lipidos de cada monocapa tienen un cardcter antfipatico, es decir, tienen una regién
hidréfoba y una hidréfila que se orienta hacia la fase acuosa. (Gorter y Grendel, 1925;
Ronner, 2020). Ademas, estan compuestas por proteinas en mayor o menor proporcién
segun el tipo de célula, pero en términos generales, ocupan el 50% de la superficie de la
membrana. Asimismo, poseen cadenas de oligosacdridos que pueden estar unidos
proteinas o a lipidos en la superficie externa de la membrana de las células eucariotas. Estos

desempefiian funciones de reconocimiento celular. (Campos Muiiiz, 2023)

Las membranas bioldgicas se encuentran constituidas por tres tipos de lipidos:
fosfolipidos, glucolipidos y esteroles. Los fosfolipidos estan compuestos por dos cadenas de
acidos grasos unidas a glicerol y a un fosfato. El colesterol esta formado por un grupo
hidroxilo, una estructura esteroide de cuatro anillos y una cadena lateral corta de
hidrocarburos. En condiciones fisioldgicas, el colesterol ordena los lipidos y condensa la
bicapa de manera que, incrementa su resistencia y disminuye su permeabilidad. Del mismo
modo la presencia de acidos grasos insaturados aumenta la fluidez de la membrana,
mientras que los saturados la reducen (Ronner, 2020). La composicion lipidica de la bicapa
difiere segun si se trata de la hoja externa, donde predominan los esfingolipidos, la
esfingomielina y la fosfatidilcolina, o de la hoja interna, en la que abundan la fosfatidilserina
y la fosfatidiletanolamina (Watson, 2015). Los fosfolipidos pueden transportarse de la hoja

externa a la interna por medio unas enzimas denominadas flipasas, durante un proceso que



se conoce como translocacion interna (flipping). En cambio, si son transportados al exterior
se conoce como traslocacidn externa (flopping) y lo llevan a cabo las flopasas (Ronner,

2020).

Los lipidos estan organizados en dominios, son regiones de la membrana lipidica que
miden de 10 a 200nm, ricos en colesterol y esfingolidos que difieren en funcién y estructura.
Estos dominios estan formados por interacciones lipido—lipido, proteina—lipido y albergan
diferentes proteinas que desempefian funciones importantes como la sefializacion de calcio

(Karnovsky et al, 1982; Samhan-Arias et al, 2023).

Fue en 1997 cuando Simons e Ikone introdujeron por primera vez el término balsas
lipidicas, son regiones separadas por fases en la bicapa lipidica que estan formadas por
agrupaciones de esfingolipidos y microdominios mdviles formadores de colesterol. Estan
caracterizadas por: pequefio tamafio entre 10-200 nm, heterégeneas, muy dindmicas, con
dominios ricos en esteroles y esfingolipidos, que compartimentalizan los procesos celulares.
Son responsables de la transduccién de sefales y el transporte de proteinas (Loh y Reiter,

2021; Simons e lkonen, 1997).

Las balsas pueden ser de dos tipos planares o cavéolas. Las cavéolas son
invaginaciones de la membrana plasmatica que participan en la transduccion de sefiales, en
el mantenimiento de las membranas y en la endocitosis (Ronner, 2020). Permiten controlar
las interacciones proteina-proteina y facilitan la formacion de complejos funcionales

proteina-proteina o proteina—lipido en las membranas (Parton y Del Pozo, 2013).

Las proteinas de la membrana estan involucradas en diferentes procesos celulares,
tales como el transporte de iones, electrones y moléculas, la transduccion de sefiales, las
reacciones enzimaticas y la comunicacién intercelular (Jelokhani—Niaraki, 2023). Pueden ser
de dos tipos: integrales o intrinsecas y periféricas o extrinsecas. Las integrales atraviesan
toda la membrana y tienen anclajes a la membrana constituidos por aminoacidos. Las
proteinas transmembrana pueden estar formadas por hélices a o por barriles B. Las
proteinas periféricas se unen a lipidos o a otras proteinas de membrana mediante

interacciones electrostaticas (Ronner, 2020; Watson, 2015).



Las proteinas transmembrana pueden actuar como receptores de membrana o como
transportadores. Un tipo importante de transportador es el canal idnico que permite el paso
rapido de iones a través de la membrana, de manera que mantiene un equilibrio osmético
y modula el potencial de membrana. Ademas, los canales idnicos interaccionan con una
gran cantidad de proteinas sefializadoras y segundos mensajeros intracelulares (Cheng y
Smith, 2019). Los dos tipos de receptores de membrana mas abundantes son los acoplados
a las proteinas G y los de un solo paso, se encargan principalmente de responder a sefiales
extracelulares y transmitirlas al interior de la célula. Cabe destacar que la interaccion y la
orientacion de los dominios transmembrana influye en la transduccion de sefiales (Cheng y

Smith, 2019).

Las proteinas periféricas se unen de forma laxa en las membranas, de manera que,
durante la sefializacion celular, pueden ser reclutadas hacia la membrana a través de sus
dominios de unidn a la membrana, mediante los cuales se unen a ciertas especies de lipidos
con alta afinidad y especificidad. En caso de que no posean dominio de unién a la
membrana, utilizan parte de sus superficies moleculares o estructuras secundarias
anfipaticas. Las proteinas ancladas a lipidos pueden ser: preniladas, aciladas grasas o

ancladas a glicosilfosfatidilinositol.

En 1972 Singer y Nicolson propusieron un nuevo modelo para comprender la
estructura de la membrana celular conocido como mosaico fluido. Este se establecié en
base a dos caracteristicas, siendo la primera la presencia de proteinas con conformacidn de
alfa hélice, por lo que el modo de unién primario es hidrofébico y la segunda es que las
cabezas idnicas y polares de los lipidos, asi como de las cadenas laterales ionicas de las
proteinas se encontrarian en la superficie externa de la membrana. Asimismo, anadieron el
concepto de que la membrana debia ser fluida ya que, las moléculas lipidicas se pueden
desplazar lateralmente, y sus cabezas hidrofilicas se orientan hacia el exterior de manera

gue pueden interaccionar con moléculas acuosas (Singer y Nicolson 1972).

Gitler introdujo el concepto de plasticidad, que se fundamenta en el hecho de que las
estructuras que componen la membrana son fluidas y ésta sufre modificaciones inducidas

por cambios en el ambiente o por interaccion con otras moléculas. También sugirié que en



la mayoria de membranas, las proteinas se distribuyen de forma asimétrica y que la fraccién
principal de éstas se orienta hacia la capa interna, estableciendo finalmente que la

funcionalidad de los elementos de membrana depende de estas traslaciones (Gitler 1972).

El modelo de islotes proteicos establece que las proteinas de membrana estdn
separadas en diferentes modelos segin su funcién y naturaleza. Estos dominios estan
enriquecidos con colesterol y asociados a filamentos de actina del citoesqueleto que
regulan su posicion y separacion (Lillemeier y Davis, 2011). En 2020 Griffé et al, destacaron
la importancia de los agrupamientos en la sefializacion celular de proteinas ancladas a
glicosilfosfatidilinositol localizadas en la porcidn exoplasmica. Estos agrupamientos
dependen de un parametro que se aplica a cada agente conocido como deseo de
agrupamiento y que resulta de la combinacidn de procesos celulares como la autoafinidad,
el dominio lipidico de membrana, el tamafio y el modelo Picket Fence (Griffié et al,2020;

Campos Muiiiz, 2023).

La estructura y dindmica de las membranas bioldgicas depende tanto de factores
internos como externos. La organizacién de la membrana desempena un papel
fundamental al facilitar la co-localizacién y oligomerizacidn de las proteinas de sefializacion,
lo que mejora la eficiencia y especificidad de la transduccién de sefiales. También puede
inducir cambios conformacionales especificos en las proteinas, bien a través de receptores
transmembrana controlados por componentes lipidicos especificos o0 mediante equilibrios
conformacionales modificados por las propiedades fisicas de las balsas lipidicas (Cheng y
Smith, 2019). Una de las caracteristicas mas relevantes de la membrana es su fluidez, que
hace referencia a la capacidad que tienen los componentes para moverse en la membrana.
La mayoria de las membranas bioldgicas son ricas en lipidos insaturados que adoptan una
fase fluida y desordenada a temperatura ambiente conocida como fase cristalina liquida o
desordenada. No obstante, las membranas que se componen principalmente por lipidos
saturados, a bajas temperaturas pueden adoptar una fase de gel ordenada y rigida (Renne

y Ernst, 2023).



2.2 RADICALES LIBRES Y ESTRES OXIDATIVO

Los radicales libres son atomos o grupos de atomos que contienen como minimo un
electréon desapareado en su orbital mas externo, lo que les confiere una alta reactividad. Se
producen tanto de forma enddgena en la mitocondria y por accion de las NAPH oxidasas,
como de forma exdgena por accién de la radiacién, el tabaco y la contaminacién. Destacan
principalmente las especies reactivas derivadas del oxigeno (ROS) y las derivadas del

nitrogeno (Halliwell y Gutteridge, 2015).

La sobreproduccion de ROS ocasiona un desequilibrio de oxido-reduccién, que
conduce al estrés oxidativo con dafio del ADN, proteinas y membranas (Liguori et al, 2018).
Las principales ROS son el radical superdxido, el perdxido de hidrégeno, los radicales
hidroxilo (-OH), peroxilo (ROO-) y alcoxilo (RO-) y el oxigeno singlete. El radical superéxido
se origina durante la fosforilacion oxidativa en la mitocondria cuando hay una transferencia
de electrones a una molécula de oxigeno procedentes de los complejos | y Il de
transferencia electronica. El peréxido de hidréogeno (H.02) como no tiene carga puede
atravesar las membranas bioldgicas, por lo que es un potente oxidante que juega un papel
importante en la transduccién de seiiales inducidas por factores de crecimiento, asi como,

en el mantenimiento del equilibrio thiol-redox y en el funcionamiento de la mitocondria. El
radical OH: es el mas potente de los agentes oxidantes producidos por los sistemas

bioldgicos, de manera que causa dafio a todas las biomoléculas mas importantes. Esta

implicado en el desarrollo de varias enfermedades cronicas. El hierro ferroso puede
reaccionar con un peroxido lipidico y generar radicales RO- que pueden propagar la reaccién
de peroxidacion lipidica. Del mismo modo, el radical ROO- también estd implicado en
reacciones de peroxidacion. Por ultimo, el oxigeno singlete no contiene un electrén
desapareado, sino que se trata de una especie reactiva que interactua preferentemente con

los enlaces dobles conjugados de los acidos grasos poliinsaturados (Jomova et al, 2023).

Las principales especies reactivas del nitrogeno son: el éxido nitrico (NO-) y el

peroxinitrito (ONOO-). EI NO- es una molécula lipofilica que actia como molécula de

sefializacion en el sistema nervioso central y cuando reacciona con radicales superoéxido



forma el ONOO-. Este ultimo tiene una accidn oxidante muy potente que causa dafio a
proteinas y al ADN por lo que su presencia se ha relacionado con la progresion de tumores.
Este radical interfiere en vias de sefializacién molecular al oxidar o nitrogenar residuos de
proteinas (Jomova et al, 2023).

La peroxidacion lipidica es el proceso en el cual se oxidan preferentemente los acidos
grasos poliinsaturados, es decir, los de cadena larga que poseen uno o mas dobles enlaces.
Existen dos tipos de peroxidacion: la no enzimatica y la enzimatica. La peroxidacion lipidica
no enzimatica tiene tres etapas: la iniciacidn, la propagacion y la terminacion. Se trata del
conjunto de reacciones redox catalizadas por el hierro |abil, es decir, aquel que estd libre o

débilmente unido. En la iniciacién, el hierro ferroso (Fe?*) reacciona con el perdxido de
hidrogeno formando un radical -OH altamente reactivo que a su vez ataca los dcidos grasos

poliinsaturados de las membranas bioldgicas extrayendo un hidrégeno y generando un
radical lipidico. Posteriormente, se inicia la fase de propagacién en la que el radical lipidico
reacciona con oxigeno molecular y forma un radica ROO-, que a su vez puede extraer otro
hidrogeno de un acido graso vecino, repitiendo el ciclo y generando mas peroxidos lipidicos.
Finalmente, la terminacion tiene lugar bien cuando dos radicales reaccionan entre si y
forman un producto no reactivo o por medio de antioxidantes que donan electrones a los
radicales neutralizandolos y evitando la propagacion. La figura A ilustra estas etapas. En
cambio, la peroxidacidn lipidica enzimatica esta mediada por la 5-lipoxigenasa que oxida el
acido araquiddénico en el carbono 5, generando 5-hidroperoxieicosatetraenoico y
leucotrieno A4, que inicia la sintesis de leucotrienos mediadores de la inflamacién. Los
productos de degradacion de los perdxidos lipidicos son los hidroxiacidos y los aldheidos
reactivos y son herramientas Utiles parar cuantificar la peroxidacidn lipidica en las muestras

bioldgicas (Gaschler y Stockwell, 2018).
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Figura A: Peroxidacion lipidica en la membrana bioldgica. Cuando un radical libre (X-) capta un dtomo de hidrégeno de un
acido graso poliinsaturado (RH) se forma un dieno conjugado que reacciona rdpidamente con una molécula de oxigeno
dando lugar a un peroxilo lipidico (ROO-). Posteriormente el ROO- capta otro atomo de hidrégeno de un segundo RH
formando un hidroperoxido lipidico y un segundo dieno conjugado. Durante este proceso se forman numerosos productos
finales que pueden ser medidos como malonildialdehido, 4-hidroxi-alquenos e isoprostanos. Un dieno conjugado (R:): cola
de acido graso que ha perdido un electrén (Garcia et al, 2014).

La peroxidacion de los lipidos de membrana modifica las propiedades biofisicas de
la membrana, sobre todo se alteran las interacciones lipido-lipido, la permeabilidad y la
fluidez de la membrana y los gradientes idnicos (Gaschler y Stockwell, 2018). El
hidroperéxido 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina posee un grupo -OOH que es
mas hidrofilico que la cadena acil lipidica original, de modo que se orienta hacia la superficie
de la membrana, originando una torsién de la cadena acil que aumenta el area molecular

por lipido (Wong — Ekkabut et al, 2007).

En las membranas los hidroperdxidos aumentan el drea media por lipido lo que
podria inducir incompatibilidades entre los diferentes lipidos. Este aumento se produce
porqgue los perdxidos inducen un cambio estructural en el fosfolipido al insertarse un grupo
— OOH en la cadena de acidos grasos de manera que aumenta la polaridad y el volumen de
la molécula, esto genera repulsion entre las cadenas lipidicas con el consecuente aumento

de espacio entre ellas. Como consecuencia, se puede producir la separacion de fases,



donde las regiones con lipidos mas ordenados se separan de las regiones mas desordenadas

(Akimov et al, 2007).

La oxidacion de los dacidos grasos poliinsaturados por la 5-lipoxigenasa genera
lisofosfolipidos que solubilizan el citosol, este hecho unido al defecto de empaquetamiento
de la bicapa originado por el cambio conformacional de los lipidos oxidados aumenta la
permeabilidad de la membrana permitiendo el paso de moléculas pequefias. No obstante,
a concentraciones moderadas la membrana mantiene su integridad (Chatterjee y Agarwal,

1988; Itri et al, 2014; Gaschler, Stockwell, 2018).

Las simulaciones moleculares dindmicas han demostrado que las colas lipidicas
oxidadas poseen un caracter mas polar, de manera que, migran hacia la fase acuosa de la
membrana y promueven un aumento en el darea molecular lipidica que conlleva una
disminucion del espesor de la bicapa (Beranova et al, 2010). Estas simulaciones concluyeron
que la oxidacion masiva de fosfatidilcolina puede generar poros en la membrana que la
desestabilizan y ocasionan su ruptura (Vernier et al, 2009; Itri et al, 2014). Asimismo, la
presencia de lipidos oxidados aumenta la susceptibilidad de la membrana a la
electroporacioén, es decir, se altera el potencial eléctrico de la membrana celular. También,
causan pérdida de la asimetria lipidica de la bicapa que desempeiia un papel importante en
la fisiologia de la célula, especialmente en la sefializacién apoptodtica (Vernier et al, 2009;

Itri et al, 2014).

Las alteraciones en la estructura de la membrana modifican la difusion lateral de
lipidos y proteinas con implicaciones funcionales en la sefalizacién celular. Los dominios
lipidicos que resultan de la oxidacion pueden actuar como plataformas para la interaccién

selectiva de proteinas y otros componentes celulares (Beranova et al, 2010; Itri et al, 2014).
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2.3 MELATONINA

La melatonina, también conocida como N-acetil-5-metoxitriptamina, es una
indolamina presente en todos los seres vivos y secretada principalmente por la glandula
pineal. Fue aislada por primera vez en 1958 por Aaron Lerner. También se ha descrito su
produccién en otras localizaciones como la retina, las células de la médula ésea, las
plaquetas, las células epiteliales, los linfocitos, la glandula de Harder, el cerebelo y sobre

todo el tracto gastrointestinal (Tordjman et al, 2017; Ahmad et al, 2023).

Los pinealocitos son las células encargadas de la produccidon de melatonina en Ia
glandula pineal. Cuando la retina recibe un estimulo luminoso se trasmite por un largo
circuito nervioso a través del nucleo supraquiasmatico del hipotdlamo. El aminoacido
triptofano, se hidroxila por la 5 triptéfano-hidroxilasa dando lugar al 5-hidroxitriptéfano
gue a través de la L-aminodacido aromdatico descarboxilasa se convierte en serotonina. La
serotonina primero es acetilada por la N-acetiltransferasa y posteriormente actua la
hidroxilindol-O-metiltransferasa, obteniéndose finalmente la melatonina (Tordjman et al,
2017). La sintesis se ve influenciada por factores tales como la presencia de luz, la hora de
irse a dormir, el ejercicio, la ingesta de alcohol, cafeina o la toma de farmacos como
benzodiacepinas, ibuprofeno o anticonceptivos orales (Ahmad et al, 2023). Concluida su
sintesis, es liberada a la circulacidn sistémica, desde donde se distribuye a los tejidos diana

(Tordjman et al, 2017).

Las vias de actuacion de la melatonina pueden tener efectos inmediatos, prospectivos
y cronobidticos. Los inmediatos aparecen como consecuencia de la via de accion hormonal
clasica. Se deben principalmente a la presencia de la melatonina en los fluidos biolégicos y
su interaccion instantanea con los efectores moleculares. Se expresan fundamentalmente
durante la noche cuando la melatonina se libera a la circulacién sistémica y al liquido
cefalorraquideo. Seran diferentes segun el 6rgano diana, la concentracion de la hormona,
el tipo de receptor y el sistema de sefalizacién implicados. Los efectos prospectivos
dependen de vias de accidn especificas de la melatonina, se expresan solo durante el dia,
es decir, la accién nocturna de la melatonina desencadena mecanismos moleculares y

celulares que se ponen en marcha cuando la melatonina ya no esta presente en la sangre.
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Estos efectos pueden ser de dos tipos: efectos consecutivos o prolongados. Entre los
proximales o consecutivos de la melatonina destaca la hipersensibilidad de la via de
transduccion de la adenilatociclasa/AMPc que tiene lugar tras una inhibicién prolongada
derivada de la interaccién de la melatonina con el receptor acoplado a proteinas G. Se ha
estudiado su efecto sobre las células beta del pancreas, en las que al activar la via
dependiente de AMPc disminuye la toxicidad derivada de la apoptosis de las células beta 'y
se reduce la activacién de las proteinas kinasas activadas por estrés disminuyendo estrés
oxidativo derivado de la hiperglucemia crdnica. Ademas, restaura la respuesta de la insulina
glucosa e incretina dependiente (Cipolla-Neto y Amaral, 2018). Los efectos prolongados de
la melatonina modulan el periodo, amplitud o fase del dia en la que se expresan los genes
ritmicos, es decir, aquellos implicados en la generacidon y mantenimiento de los ritmos
circadianos, al participar como un determinante activo en las funciones diarias del sistema
nervioso central y periférico. Si por cualquier causa existe una ausencia de melatonina o de
sus receptores el resultado es una ruptura del ritmo de estos genes. Es por ello, por lo que

se atribuye un efecto cronobidtico a la melatonina (Cipolla-Neto y Amaral, 2018).

En los ultimos 15 afos se ha demostrado la implicacion de la melatonina en
numerosas funciones, relacionadas con su efecto antiinflamatorio, antioxidante, regulador
del ciclo circadiano e inhibidor del crecimiento de las células tumorales (Reiter et al, 2016).
Puede ejercer su accion de forma endocrina, autocrina o paracrina, bien de forma directa o
mediada por receptores de membrana plasmatica o nucleares huérfanos. También
interactua con proteinas intracelulares como la calreticulina, reticulina o calmodulina. La
calmodulina actua como segundo mensajero intracelular, de manera que la melatonina

compite con el calcio por unirse a ella (Ahmad et al, 2023).

Una de las vias mejor caracterizadas es la activacién de dos receptores de membrana:
uno de alta afinidad ML1 y otro de baja afinidad ML2. Los receptores ML1 estan acoplados
a proteinas G y contienen dos subtipos: MT1y MT2, que inhiben la activacién de la adenilato
ciclasa en las células diana. Los de tipo ML2, también conocidos como MT3, pertenecen a
la familia de quinona reductasas (Tordjman et al, 2017; Cipolla-Neto y Amaral, 2018; Ahmad

et al, 2023). Se ha demostrado que los receptores de melatonina pueden formar complejos
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homodiméricos o heterodiméricos que definiran diferentes patrones de sefalizacién
(Okamoto et al, 2024). Los receptores de membrana de melatonina se encuentran
ampliamente distribuidos por el cerebro, sistema cardiovascular (aorta, pared del
ventriculo, arterias coronarias y cerebrales), vejiga, higado, retina, glandula pardtida,
apéndice, ciego, colon, piel, pancreas, plaquetas, células del sistema inmune, riiidn,

adipocitos y placenta (Ahmad et al, 2023).

Los receptores MT1 (Mel la) estdn codificados en el cromosoma 4 y se distribuyen
ampliamente en la pars tuberalis de la hipdfisis y en el nucleo supraquiasmatico del
hipotdlamo. La unién de la melatonina a estos receptores da lugar a la inhibicion de la
adenilato ciclasa y por tanto disminuye el AMPc, al mismo tiempo que aumenta la accion
de la fosfolipasa C y aumenta el inositol trifosfato (Ahmad et al, 2023). Las vias de
sefalizacion de los MT1 involucran la activacion de canales idnicos de potasio KIR 3.1/ 3.2
gue intervienen en la inhibicién de la activacién de neuronas del SNC, modulan la
creatinfosfoquinasa y la fosfolipasa A2. Asimismo, estimulan la via de la protein kinasa 1/2-
ERK 1/2 activada por mitégenos en células no neuronales y la vasoconstriccién (Cipolla-Neto
y Amaral, 2018; Okamoto et al, 2024). Los receptores MT2 (Mel Ib), codificados en el
cromosoma 11, estan involucrados en la hidrdlisis del fosfoinositol, la fisiologia de la retina,
la modulacion del ritmo circadiano, la dilatacién de los vasos cardiacos y la respuesta
inflamatoria. Se localizan fundamentalmente en la retina y secundariamente en el
hipocampo, cortex, nucleo paraventricular y cerebelo. Las vias de sefializacion de los MT2
incluyen: inhibicion de la produccion de GMPc, estimulacién de la actividad de CPK en SNC
y regulacién de la contraccién del utero (Cipolla-Neto y Amaral, 2018). MT3 constituye un
tercer sitio de union para la melatonina, se trata de una quinona reductasa 2 que actua

como enzima detoxificante (Cipolla-Neto y Amaral, 2018).

La melatonina también puede unirse a receptores nucleares como el receptor
huérfano relacionado con el acido retinoico o el receptor Z retinoide, que pueden inducir la
produccién de IL-2 e IL-6, por parte de los linfocitos que poseen un efecto

inmunomodulador (Ahmad et al, 2023).
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La melatonina desempena acciones no mediadas por receptor, siendo su papel como
antioxidante la mds destacable. De este modo, elimina directamente los radicales libres y
sus metabolitos, al mismo tiempo que activa mecanismos antioxidantes que incluyen el
aumento tanto de la expresion como de la actividad citosodlica de las enzimas antioxidantes
(Cipolla-Neto y Amaral, 2018; Ahmad et al, 2023). Al mismo tiempo, también puede
desempefar una funcion antioxidante al inhibir enzimas pro—oxidantes como la xantina
oxidasa (Chitimus et al, 2020). Entre los metabolitos derivados de la interaccién de la
melatonina con radicales libres destacan la 3—-hidroximelatonina ciclica (c30HM), la N-
acetil-N-formil-5-metoxikinuramina (AFMK) y la N-acetil-5-metoxikuramina (AMK). Estos
metabolitos también tienen accidon antioxidante lo que se conoce como cascada
antioxidante y permite la neutralizacion de hasta 10 radicales por cada molécula de
melatonina (Reiter et al, 2016). Finalmente, la melatonina actia como quelante de metales
como el aluminio, cadmio, cobre, hierro y zinc, siendo esta interaccidon concentracién
dependiente. En el cerebro la metaloproteina encargada de esta funcion tiene un papel
minoritario, por ello, se cree que los niveles de melatonina en el liquido cefalorraquideo son
mayores, de manera que proporcionan un efecto protector extra contra el estrés oxidativo.
El cobre y el hierro son imprescindibles para un correcto funcionamiento de las células, no

obstante, en altas concentraciones generan reacciones de Fenton y de Haber- Weiss de las
gue se obtienen radicales -OH implicados en la fisiopatologia de multiples enfermedades

neuroldgicas. La unién del cobre con la melatonina origina complejos estables evitando la

produccién de los radicales -OH (Reiter et al, 2016).

La mitocondria es el sitio donde se produce una mayor cantidad de radicales libres de
forma natural en el ser vivo como consecuencia de la respiracion celular. Estos radicales son
capaces de producir un dafio irreparable en los organulos de la célula o comprometer la
produccién de adenosin trifosfato (ATP). Por ello, la melatonina desempefia un papel
fundamental al limitar la fuga de electrones de la cadena respiratoria consiguiendo que se
reduzcan un menor numero de moléculas de oxigeno al anién superéxido (Reiter et al, 2016;

Cipolla-Neto y Amaral, 2018; Ahmad et al, 2023).
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La melatonina también tiene accidon oncostdtica, es decir, puede detener el
crecimiento de algunos tumores, gracias a su efecto modulador de los receptores de
membrana, estimulante de la apoptosis y regulador del metabolismo de los tumores.
También es capaz de inhibir la angiogénesis e inducir alteraciones epigéneticas. Ademas,
disminuye los efectos adversos derivados del uso de la radioterapia y la quimioterapia (Li et

al, 2017).

El efecto antinflamatorio de la melatonina se ha comprobado tanto en procesos
agudos como cronicos. La administracion de melatonina exdgena disminuye la respuesta
inflamatoria, ya que reduce citoquinas pro-inflamatorias, como la IL-1B, y el factor de
necrosis tumoral alfa, y aumenta las citoquinas antinflamatorias como la IL-4. Ademas,
inhibe la expresion de la ciclooxigenasa y de la 6xido nitrico sintasa (NOS), mientras que
reduce la produccién de prostanoides, leucotrienos y otros mediadores inflamatorios como
guimiocinas y moléculas de adhesién (Chitimus et al, 2020). También, actta en el proceso
de degradacién de proteinas al regular el sistema de ubiquitina—proteasoma. El mecanismo
de accidn consiste en interactuar directamente con las proteinas e impedir su degradacion
al inhibir la actividad de la creatinfosfoquinasa (CPK) Il dependiente de calcio calmodulina'y
su autofosforilacion mediante la interaccion directa con calcio activado con calmodulina.
Finalmente, previene las mutaciones y delecion del ADN mitocondrial al regular la expresién
de la fosfoinositol-3-kinasa y la fosforilacidon de la histona H2AX (Cipolla- Neto y Amaral,
2018; Ahmad y Ali 2023). Por ultimo, la melatonina también ejerce un efecto antiapoptético
que tiene como finalidad la optimizacion de la funcidon mitocondrial. Esta relacionado con
un aumento del factor antiapoptético Bcl2 y la disminucion de los factores pro-apoptéticos
Bax y caspasa 3. Aparentemente, la melatonina se encarga de mantener el balance entre
los estimulos pro/anti apoptdticos segun las necesidades locales para asegurar la

homeostasis (Chitimus et al, 2020).
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2.4 JUSTIFICACION Y OBJETIVOS:

Las membranas bioldgicas son estructuras fundamentales para el correcto
funcionamiento celular, ya que, desempefian funciones tan importantes como la
delimitacion y protecciéon del contenido de la célula, la regulacidon del intercambio de
sustancias y la comunicacion intercelular. Una de las caracteristicas mas importantes es su
fluidez, por ello, cuando ésta se altera las membranas son mas susceptibles al dafio
oxidativo y aparecen numerosas patologias como la Enfermedad de Alzheimer por depdsito
de beta-amiloide, las lesiones por isquemia-reperfusidon, el envejecimiento celular
acelerado o la carcinogénesis, entre otras. En consecuencia, el estudio de los factores que
alteran la fluidez de la membrana, asi como sus posibles opciones terapéuticas constituyen
un tema interesante de investigacion.

La melatonina es una molécula presente en todos los seres vivos, que se encuentra
en concentraciones muy altas en las células, especialmente en las mitocondrias. Es
extraordinariamente eficaz en la reduccién del estrés oxidativo debido a sus efectos
antioxidantes, antiinflamatorios y cronobiolégicos. Esta indolamina se posiciona como la
principal molécula antioxidante para la proteccidn de las membranas biolégicas, por ello en
este trabajo se va a estudiar su implicacion en los procesos de peroxidacion lipidica, que
tiene como resultado la preservacion de la fluidez y el mantenimiento de la funcion
mitocondrial.

Los objetivos del presente trabajo son:

1. Conocer la accién de la melatonina en las membranas bioldgicas, evaluando su
implicacion en la fluidez, funcidon mitocondrial y proteccion frente al estrés oxidativo

2. Estudiarlos mecanismos por los que la melatonina modifica la fluidez de las membranas,
asi como caracterizar la interaccién de la indolamina con los fosfolipidos

3. Determinar el papel de la melatonina en la regulacion de la peroxidacion lipidica y su
accion como neutralizadora de radicales libres

4. Investigar el efecto de la melatonina sobre la integridad de la membrana mitocondrial
y su intervencion en la regulacion de la apertura del poro de transicion de permeabilidad

mitocondrial.
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3 MATERIAL Y METODOS:

3.1 ESTRATEGIAS DE BUSQUEDA:

Para elaborar la introduccién se ha realizado una busqueda en la base de datos de
Pubmed. Los descriptores Mesh empleados para encontrar bibliografia sobre las
membranas bioldgicas fueron: “cell membrane”, “plasmatic membrane”, aplicando las
estrategias de busqueda (cell membrane) AND (structure), (cell membrane) OR (plasm*
membrane). Las estrategias de busqueda empleadas para la melatonina fueron: melatonin;
(melatonin) AND (biological membrane); (melatonin) AND (oxidative stress); melatonin
receptor. Por ultimo, en la parte correspondiente al estrés oxidativo se usaron las siguientes
estrategias: oxdative stress review; (oxidative stress) AND (cell membrane); free radicals
review.

Para obtener los resultados, se ha llevado a cabo una busqueda refinada utilizando Ia
base de datos de Pubmed. La estrategia de busqueda empleada es: [(melatonin OR N-
acetyl-5-methoxytryptamine OR pineal hormone) AND (protective effects OR protective
action OR neuroprotective OR antioxidant properties OR cell protection OR membrane
stabilization OR cellular defense) AND (biological membranes OR cell membranes OR
membrane integrity OR plasma membrane OR lipid bilayer OR membrane lipids OR

membrane fluidity)], aplicando el filtro de ultimos 10 afios

3.2 CRITERIOS DE INCLUSION Y DE EXCLUSION:

Se han incluido articulos de tipo revision bibliografica y sistematica que estuvieran
disponibles en inglés o en espafol. Asimismo, los articulos seleccionados debian tener
acceso a texto completo, publicados a ser posible en los ultimos diez afios, priorizando
aquellos mas recientes escritos en los ultimos cinco. No obstante, en la introduccién y para

algln tema concreto se han incluido algunos mas antiguos.

Se han excluido aquellos articulos cuya metodologia no tenia calidad suficiente, asi
como, aquellos que no se ajustaban al tema concreto de busqueda, no aportaban
informacidn relevante o se encontraban en un idioma diferente al espafiol o al inglés. Del
mismo modo, se han descartado todos lo que no cumplen los criterios de inclusion definidos

previamente. La figura B resume el proceso de seleccidn de la bibliografia utilizada.
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Pubmed

N2 Total de articulos con
acceso a texto completo

N= 804
Articulos excluidos por
resumen
> N=527
Articulos seleccionados
N= 277
Articulos excluidos por no
cumplir los criterios de
> inclusion
N= 155

Articulos seleccionados
N=122

abordar el tema concreto
N= 43

f Articulos excluidos por no

Articulos incluidos en la
Revisién bibliografica
N=79

Figura B: diagrama de flujo de la bibliografia utilizada
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4 RESULTADOS Y DISCUSION:

4.1 MELATONINA Y PEROXIDACION LIPIDICA:

Los acidos grasos poliinsaturados son componentes esenciales de la membrana de las
células eucariotas, ya que, confieren fluidez, flexibilidad y permeabilidad selectiva. La
peroxidacién lipidica tiene lugar cuando se produce la oxidacién de estos acidos grasos
poliinsaturados que se encuentran en las bicapas lipidicas tanto en las membranas externas
de las células como en las membranas de los organulos subcelulares. Como consecuencia,
disminuye la fluidez de la membrana, se produce una caida en el potencial de membrana,
aumenta la permeabilidad a hidrogeniones y al calcio e incluso puede llegar a producir la
ruptura de las membranas. Las ROS originan un dafio en los sistemas bioldgicos que se
relaciona con la aparicién de procesos patoldgicos como la inflamacidn, la carcinogénesis,
las enfermedades degenerativas y el envejecimiento (Catala, 2007). El radical -OH, por su
mayor reactividad, es el que tiene una mayor facilidad para iniciar la reaccién de
peroxidacién lipidica, no obstante, hay otras especies reactivas que también pueden
iniciarla como son el ONOO- y el oxigeno singlete, bien mediante la abstraccién de una
molécula de hidrégeno de los lipidos presentes o mediante la donacidn de un solo electrén.
La fluidez de la membrana es necesaria para mantener una difusién libre de lipidos y
proteinas a través de la bicapa y preservar la asimetria de la membrana, de manera que
evita lainteraccion de proteinas y lipidos que activan macrofagos y promuevan la apoptosis.

La melatonina es capaz de reducir la iniciacion de la peroxidacidn lipidica (Reiter et al, 2014).

El dafo a la membrana se produce fundamentalmente por la generacidn de cadenas
acilo fragmentadas, enlaces cruzados lipido-lipido o lipido-proteina que provocan una
pérdida de movimiento libre en la bicapa y por la produccion de isoprostanos vy
neuroprostanos a partir del dcido araquiddnico y docosahexaenoico respectivamente. Se
ha supuesto que la forma en la que los perdxidos causan todas estas reacciones adversas
en la membrana es la reorientacion de las cabezas de los lipidos que ocasiona un aumento
de la interaccidén con la fase acuosa, lo que disminuye el grosor de la membrana y aumenta
la permeabilidad (Catala, 2007). Curtis et al objetivaron que un aumento del estrés oxidativo

modifica el orden de la bicapa y ocasiona una desviacién angular media de los acidos grasos
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con respecto a su plano original, lo que provoca una alteracién del movimiento de las
moléculas dentro de la membrana (Curtis et al, 1984). Los dos productos téxicos principales
obtenidos al final de la peroxidacién lipidica son el malonildialdehido (MDA) y el 4-hidroxi-
2-nonenal (4-HNE). Estos promueven la destruccién de la estructura de la bicapa y
obstaculizan la interaccion de la membrana con sus proteinas. Cuando se produce una
activacion de la fosfolipasa que inicia la hidrdlisis de los fosfolipidos, éstos disminuyen, por
lo que se afecta la fluidez de la membrana, la agrupacion de receptores y
consecuentemente la funcion de la bicapa. La existencia de una fluidez 6ptima determina
una adecuada comunicacion entre el receptor B-adrenérgico y la proteina G, necesario para

la transduccion de sefiales de membrana (Banerjee et al, 2021)

Tanto la melatonina como sus metabolitos tienen la capacidad de eliminar radicales
libres mediante reacciones antioxidantes que pueden ser de tipo |, si capturan de forma
directa los radicales o de tipo Il que implican la inactivacién de radicales ‘OH a través del
secuestro de iones metdlicos que actian en las reacciones de tipo Fenton (Chaiyasit et al,
2007). Ademas, existen procesos de reparacion celular antioxidante de tipo Il en los que la
melatonina y sus metabolitos preservan la integridad quimica de las biomoléculas
sometidas a estrés oxidativo. Por ultimo, estan las reacciones antioxidantes de tipo IV que
mejoran las enzimas antioxidantes e inhiben las enzimas prooxidantes (Galano y Reiter,
2018; Loh y Reiter, 2021). Por tanto, la molécula de melatonina exhibe una gran capacidad
para para neutralizar el estrés oxidativo y por consiguiente normalizar la fluidez de las

membranas bioldgicas (Reiter et al, 2014).

Una molécula de melatonina elimina de forma eficaz dos -OH cuando se produce el

metabolito c30HM (Purushotaman et al, 2020). Este hallazgo coincidia con los resultados

obtenidos de estudios experimentales previos realizados por Tan et al que demostraron que
¢30HM era como minimo igual de efectiva que la melatonina para neutralizar radicales :OH.

Ademads, redujo la degradacion oxidativa del citocromo C cuando se expone al H,0; (Tan et

al, 2014). En trabajos posteriores llevados a cabo por el mismo grupo se estudiaron las

reacciones de c30HM con el ‘:OH y con el radical ROO:-, y se comprobd6 que c30HM y en
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concreto sus metabolitos AMK y AFMK eran varios érdenes de magnitud mas rapidos que
la melatonina, interaccionando con radicales ROO- a una velocidad 98,4 veces superior que

el trolox, un andlogo de la vitamina E que se emplea para valorar las capacidades

antioxidantes in vitro (Galano et al, 2014; Manchester et al, 2015).

Teixeira et al investigaron el potencial in vitro de la melatonina como antioxidante
tras inducir la peroxidacion lipidica con ‘OH y ascorbato en diferentes modelos de
membrana. Las membranas de los microsomas cerebrales y hepdticos de ratas incubadas
con melatonina mostraron menor peroxidacion lipidica. Gavazza y Catala examinaron este
efecto preventivo de la melatonina en microsomas y mitocondrias de testiculos de rata y
demostraron que tenia un efecto protector de los acidos grasos poliinsaturados cuando se
usaba una concentracién de 5,0 mM en las membranas celulares y de 1,0 mM en las
mitocondriales, inhibiendo completamente la peroxidacion. De este experimento se deduce
que el efecto de la melatonina depende del tipo y de la composiciéon de la membrana

(Teixeira et al, 2003; Gavazza y Catala 2003).

Estudios experimentales han demostrado la capacidad de la melatonina para
neutralizar directamente radicales como el -OH, ROO-, el anién ONOO-, el superéxido y el
oxigeno singlete (Catald,2007; Wongprayon y Govitrapong, 2017). Ademas, aumenta la
expresion y actividad de varias enzimas antioxidantes como la glutatién peroxidasa (GPx),
glutatién reductasa (GRd) y peroxirredoxina que eliminan el H,0, del microambiente celular
(Catala, 2007; Paradies et al, 2015; Reiter et al, 2018). También, reduce la expresion y
actividad NOS por lo que disminuyen los niveles de NO- y de ONOO- (Proietti et al, 2017).
Se han descrito efectos adicionales de la melatonina que la reafirman como antioxidante
altamente efectivo: actua de forma sinérgica con otros neutralizadores de radicales libres
clasicos haciéndolos mads eficaces, inhibe enzimas como la mieloperoxidasa o la
lipooxigenasa, aumenta la eficiencia en la transferencia de electrones entre los complejos
respiratorios mitocondriales y estimula la sintesis de novo de glutatién al estimular a la
enzima gamma-glutamil-cistein-sintasa. El mantenimiento del éxido nitrico por debajo de

un nivel critico evita entrar en un circulo vicioso donde se producen respuestas
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inflamatorias cada vez mayores que atraen células inmunes y agravan la disfunciéon
mitocondrial (Paradies et al, 2015; Reiter et al, 2018). Las acciones antioxidantes de la
melatonina se dirigen fundamentalmente a la proteccion de los lipidos en la membrana
celular con su consecuente estabilizacidn, asi como a la proteccion de las proteinas en el

citosol y el ADN en el nucleo (Catala, 2007).

Los mecanismos por los cuales el estrés oxidativo estimula la actividad de las enzimas
eliminadoras de ROS parecen involucrar la via Keap/Nrf2/ARE. De manera que, el estrés
oxidativo estimula la liberacién del factor nuclear tipo eritroide 2 (Nrf2), pero también
produce modificaciones postransduccionales de la proteina Keap 1 que hacen que pierda
su capacidad para unirse y degradar Nrf2. De modo, que Nrf2 se trasloca al nucleo y se une
al elemento de respuesta antioxidante (ARE) en la regién promotora de enzimas
detoxificantes como la SOD y GPx que tiene como resultado el aumento de la expresion del
ARNm y la actividad de estas enzimas. Nrf2 también se ha relacionado con una reduccion
del crecimiento tumoral y una mayor esperanza de vida (Manchester et al, 2015; Han et al,
2017). Tuli et al sugirieron que la melatonina desempefia un papel regulador en la via
Keap/Nrf2/ARE a través de su capacidad para inhibir la via ubiquitina/proteasoma, lo que
contribuye a mantener niveles elevados de Nrf2 (Tuli et al, 2015). Ademads, Nrf2 también se
activa por medio de la via quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK) que a su vez

esta regulada por la melatonina (Manchester et al, 2015).

Pese a que esta completamente demostrado tanto in vivo como in vitro la capacidad
de la melatonina para reducir el dafio oxidativo, no estd claramente definido si depende
Unicamente de la melatonina en si o de los metabolitos generados en su interaccién con
radicales libres. De manera que, si se incuban varios antioxidantes con ABTS*se comprueba
qgue la melatonina no solo es capaz de reducir rapidamente ABTS* sino que a diferencia de
los otros mantiene la neutralizacion de radicales durante 12 minutos. Esto se puede atribuir
a la actividad de otros metabolitos de la ruta metabdlica de la indolamina: 6-
hidroximelatonina, 5-hidroxitriptéfano y 5-metoxitriptamina. (Manchester et al, 2015;
Hardeland, 2017). Esta cascada es la responsable de que a partir de una Unica molécula de

melatonina se neutralicen hasta diez especies reactivas (Reiter et al, 2014). El catabolito
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AMK es capaz de inhibir la NOS, asi como de eliminar el ONOO-, los *OH, ROO" y el oxigeno
singlete (Manchester et al, 2015; Hardeland, 2017).

La reaccidn de los radicales libres con los dominios lipidicos puede causar un dafio en
las proteinas de membrana al producir su carbonilacién, hecho que provoca una alteracién
y deterioro tanto de la dindmica como de la funcién de la membrana, ocasionando
alteraciones en la arquitectura del citoesqueleto y de la distribucion de las propias proteinas
(Banerjee et al, 2021). Se ha sugerido que la poliinsaturacién altera propiedades de la
membrana que son esenciales para la actividad de proteinas receptoras integrales. Por ello,
aquellas membranas que contienen acido docosahexaenoico que es seis veces insaturado,
estan sometidas a una tension eldstica que influye en la funcidn de estas proteinas. Un
ejemplo es la rodopsina que estd rodeada de fosfolipidos enriquecidos con dcido
docosahexaenoico, por lo que el entorno es mas fluido y tiene una implicacién en los
cambios conformacionales que tienen lugar después de la fotoactivacion. (Guajardo et al,
2006). Estos cambios estan relacionados con la fluidez de la membrana, las afinidades de
los receptores, los flujos de iones y las actividades de las enzimas unidas a la membrana. La
adicion de melatonina previno tanto la peroxidacion como la oxidacion de las proteinas

(Catala, 2007).

Leaden et al demostraron tanto in vivo como in vitro los efectos antioxidantes de Ia
melatonina sobre dacidos grasos de cadena larga poliinsaturados que habian sufrido
peroxidacién lipidica. La evaluacién de la inhibicidn de la peroxidacion lipidica se realizo a
través de quimioluminiscencia, de manera que a una concentracién de 1,2 mM se inhibié

completamente el proceso oxidativo (Leaden et al, 2002).

4.2 MELATONINAY MITOCONDRIA:

Las mitocondrias constituyen las centrales energéticas de las células eucariotas al
generar ATP por medio de la fosforilacidon oxidativa. Su funcion es tan importante, que
cuando se produce una disfuncion de estos organulos se favorece la aparicién del
envejecimiento, las lesiones por isquemia-reperfusion, la diabetes y la muerte celular dando

lugar a un elevado numero de enfermedades neurodegenerativas y cardiovasculares. La
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disfuncién mitocondrial esta causada principalmente por un aumento en la formacién de
ROS, por una alteracion en la actividad de los complejos de la cadena respiratoria y por una
apertura del poro de transicién de la permeabilidad de las mitocondrias (Paradies et al,
2015). La concentracién de melatonina en la mitocondria es unas 100 veces superior que la
sanguinea, esto se debe a la accidon de los transportadores PEPT1/2 y GLUT1, asi como a la

sintesis enddgena independiente de la glandula pineal (Millet — Boureima et al, 2021).

Jou et al. demostraron que la generacion de radicales libres por las mitocondrias se
reduce rapidamente cuando las células se incuban en una solucion que contiene melatonina
(Jou et al, 2010; Reiter et al, 2018). También estabiliza la membrana mitocondrial y mejora

la actividad de la cadena de transporte de electrones (Paradies et al, 2010).

La existencia de un grupo metileno entre dos dobles enlaces hace a los acidos grasos
poliinsaturados particularmente sensibles a la accién de las ROS, del mismo modo, cuanto
mayor es el nUmero de dobles enlaces mas sensibles son a la oxidacidn. Por tanto, los acidos
grasos poliinsaturados de la membrana mitocondrial no solo son los objetivos principales
de las ROS, sino que participan en reacciones en cadena de radicales libres por las que se
generan hidroperodxidos y endoperdxidos que experimentan fragmentacién y dan lugar a

metabolitos como MDA y HNE (Paradies et al, 2010)

La presencia de los metabolitos HNE y MDA en la membrana mitocondrial como
consecuencia del proceso de peroxidacion lipidica disminuyen la fluidez de membrana, de
hecho, HNE disminuyd la fluidez de membrana a una concentracién tan baja como 50 uM

(Cheny Yu, 1994)

La membrana mitocondrial puede contener hasta un 24-25% de cardiolipina, un lipido
aniénico que puede estabilizar la curvatura intrinseca negativa de la membrana
mitocondrial que resulta imprescindible para la formacidn y mantenimiento de las crestas.
Las crestas mitocondriales aumentan la superficie disponible para la cadena de transporte
de electronesy la actividad de la ATP sintasa. Ademas, la curvatura estabiliza la composicion
lipidica y reduce la tensidn lineal entre dominios lipidicos que favorece la formacion de

microdominios funcionales en la membrana. La cardiolipina es sintetizada en la membrana
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mitocondrial interna y se encuentra casi exclusivamente en ella. Debido a esta ubicacién
cercana al sitio de produccion de ROS o a su alto contenido en acidos grasos insaturados se
posiciona como un objetivo preferente de las ROS. Cuando sufre un daiio oxidativo se altera
la funcidon bioquimica de la membrana mitocondrial, de manera que se altera la fluidez, el
potencial de la membrana mitocondrial, las propiedades eléctricas pasivas, la
permeabilidad idnica y la actividad enzimatica de la membrana (Petrosillo, 2009; Loh y

Reiter, 2021).

Por tanto, una deficiencia de cardiolipina por su peroxidacion y consecuente
agotamiento, produce una disminucidon de la eficiencia energética y del acoplamiento
mitocondrial que compromete el musculo esquelético (Loh y Reiter, 2021). La cardiolipina
una vez oxidada se trasloca a la membrana mitocondrial externa y participa en la apertura
del poro de transicidn de permeabilidad mitocondrial, lo que favorece la liberacién de
factores proapoptoéticos como el citocromo C (Paradies et al, 2015). Esto se puede observar
en numerosas patologias como la isquemia miocardica, enfermedades metabdlicas, cancer
y trastornos neuroldgicos. La melatonina ha demostrado inhibir la peroxidacion de la
cardiolipina al inhibir la peroxidacion de las cadenas acilo linoleicas. De esta manera, evita
la apertura del poro de transicién de la permeabilidad mitocondrial (mPTP) y la liberacién
de citocromo C, por lo que impide que las ROS especificas acumuladas en los grupos de la
cabeza de lipidos en las interfaces membrana-agua inicien la cascada de peroxidacién. Al
suprimir el estrés oxidativo y la peroxidacion se detiene la externalizacidn y oxidacién de la
cardiolipina, por lo que no puede interactuar con el inflamosoma NLRP3 y la alfa sinucleina.
Por este mecanismo la melatonina es capaz de detener la formacién de ovillos fibrilares de
alfa sinucleina, por lo que disminuye la toxicidad en las neuronas (Loh y Reiter, 2021). La
figura C ilustra el efecto de la cardiolipina oxidada en la apertura de mPTP y el efecto
protector de la melatonina. Asimismo, la peroxidacion de la cardiolipina se relaciona con la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa a través de su asociacidon con

proteinas de la familia BCL2 (Paradies et al, 2010). Por tanto, se ha propuesto que la

27



oxidacion de la cardiolipina constituye uno de los factores mas importantes tanto para la

disfuncién mitocondrial como para el inicio de la apoptosis (Petrosillo et al, 2009).

MPTP cerrado MPTP abierto

CaZ+ \’:>

ROS

Figura C: Papel de la cardiolipina oxidada en la apertura del MPTP y efecto protector de la melatonina MPTP: poro de
transicién de la permeabilidad mitocondrial; ROS: especies reactivas del oxigeno; IMM: membrana mitocondrial interna;
CL: cardiolipina; CLox: cardiolipina oxidada. ANT: translocador de nucleétidos de adenina; PIC: transportador de fosfato
mitocondrial; Cyp D: ciclofilina -D (Paradies et al, 2017).

En condiciones fisioldgicas la membrana mitocondrial interna es impermeable a casi
todos los metabolitos e iones. Sin embargo, cuando hay una alta concentracion de calcio en
la matriz mitocondrial, se abre un poro inespecifico que permite la difusidn pasiva de casi
cualquier molécula, perdiendo la permeabilidad selectiva de esta membrana (Paradies et

al, 2010).

La apertura de mPTP es un indicador de aumento repentino de estrés oxidativo en las
mitocondrias. La presencia de dafio oxidativo induce una sobrecarga de calcio que
desencadena la apertura de los mPTP que a su vez provoca destruccion del potencial de
membrana mitocondrial, desacoplamiento mitocondrial y supresion de la sintesis de ATP.
Del mismo modo, la apertura de los mPTP aumenta las concentraciones de ROS y de calcio.
Muchos estudios sugieren que el mPTP estd implicado en las primeras etapas de la

apoptosis (Matuz-Mares et al, 2022)
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La melatonina interfiere en procesos relacionados con la apertura del poro de
transicion de permeabilidad mitocondrial de varias maneras. En el espacio intermembrana
activa la cobre-zinc-SOD mediante un mecanismo que involucra una subforma mitocondrial
del citocromo p450, para neutralizar radicales superdxido generados por la fuga de
electrones procedentes del complejo Ill. En un estudio realizado por Jou se demostré que
la melatonina reduce la duracion de la apertura del mPT, siendo la concentracidn necesaria
para superar la sobrecarga de calcio mediada por ionomicina de 100 uM (Jou et al, 2010;

Hardeland, 2017).

Se ha demostrado que la melatonina previene la peroxidacion de la cardiolipina en las
mitocondrias de corazdén de rata, confirmando su efecto contra la disfuncién de las
mitocondrias que aparece en las lesiones de isquemia/reperfusion. Petrosillo et al realizan
un estudio para comprobar el efecto de la melatonina como agente preventivo de la
formacidn del poro de transicién de permeabilidad mitocondrial que ocasiona la liberacién
de citocromo C. EL maximo efecto protector se consiguid con una concentracion de 50 uM

de melatonina (Petrosillo et al, 2009)

En un estudio realizado por Karbownik et al se evalud el efecto de la melatonina sobre
la fluidez de la membrana mitocondrial. Las ratas tratadas con 6-acido-aminolevulinico
experimentaron una disminucion en la fluidez, una alteracidn del potencial de membranay
un aumento de la permeabilidad. Mientras que al administrar melatonina disminuian los
niveles del acido y aumentaba la fluidez (Karbownik et al, 2000; Acufia Castroviejo et al,

2002).

En la enfermedad de Alzheimer el depdsito de beta amiloide aumenta la generacién
de ROS, altera la sintesis de ATP y causa un colapso del potencial de membrana
mitocondrial, también produce defectos en los complejos mitocondriales | y IV que se
traducen en mutaciones o dafio oxidativo del ADN mitocondrial (Wongprayon vy
Govitrapong, 2017). Mecocci et al describieron un aumento de la viscosidad y una
disminucion concomitante de la fluidez de la membrana mitocondrial en diferentes I6bulos
cerebrales en pacientes con enfermedad de Alzheimer. Asi, la acumulacién de pétido beta

amiloide en la membrana mitocondrial puede iniciar reacciones de peroxidacion lipidica,
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dafar a las proteinas de membrana y alterar la estructura de las mitocondrias. De este
modo, la peroxidacion indujo la reorientacion de los fosfolipidos de la membrana en el

cerebro (Mecocci et al, 1996).

Garcia et al evaluaron la capacidad de la melatonina para estabilizar la fluidez de la
membrana de sinaptosomas y de mitocondrias. Para ello, se seleccionaron dos cepas de
ratones: SAMP propensos a la senescencia acelerada y SAMR resistentes a la senescencia
acelerada que fueron estudiados a los 5 y a los 10 meses de edad, y a su vez, se compard
con ratones de ambas cepas que habian recibido tratamiento crénico con melatonina desde
el mes hasta los 10 meses de edad. De esta manera, se observd que las cepas tratadas
cronicamente con melatonina tenian una fluidez similar a la del grupo SAMR a los 5 meses,
lo que confirmd la capacidad de la indolamina para preservar la fluidez mitocondrial.
Asimismo, este estudio reafirmé que tras la administracion de melatonina se redujo la
peroxidacion lipidica de la membrana mitocondrial interna, especialmente en los ratones
SAMPs y se incrementd el ratio glutatiéon reducido/ glutatién oxidado que implica
disminucion del estrés oxidativo. Todo ello contribuye a enlentecer el proceso de

envejecimiento (Garcia et al, 2011)

4.3 EFECTO DE LA MELATONINA EN LA FLUIDEZ:

Una de las propiedades esenciales de la membrana plasmatica es la fluidez, pues
permite la difusion de proteinas y lipidos, asi como la sefalizacién celular y la adaptacion a
cambios ambientales. La fluidez de una membrana esta determinada por la composicién de
los lipidos que la integran, es decir, la proporcion de fosfolipidos saturados e insaturados,
la presencia de colesterol y la temperatura. Los acidos grasos insaturados poseen dobles
enlaces que aumentan la fluidez, ya que, reducen el empaquetamiento lipidico. Los acidos
grasos saturados y el colesterol pueden reducir la fluidez. A temperaturas fisioldgicas, el
colesterol aumenta la rigidez, a altas temperaturas restringe el movimiento de los
fosfolipidos y a bajas temperaturas evita la cristalizacion de la membrana. Si existen
alteraciones en la fluidez se pueden afectar procesos clave como la endocitosis, la exocitosis
y la funcién de proteinas transmembrana, lo que resalta su importancia en la homeostasis

celular (Lodish et al, 2021). La fluidez de la membrana no esta determinada Unicamente por
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la insaturacion de la cadena acilo, sino que también depende de la longitud de esta cadena,
de la composicion de la cabeza lipidica, la localizacion del doble enlace y la abundancia de

esfingolipidos y esteroles (Renne y Ernst, 2023).

Dobretsov et al llevaron a cabo un experimento in vitro en el que inducian la
peroxidacién lipidica con sulfato ferroso y ascorbato en membranas tanto artificiales como
bioldgicas, y se evaluaba el resultado por tres métodos de fluorescencia diferentes: todos
demostraban la disminuciéon en la fluidez de membrana después de la peroxidacion
(Dobretsov et al, 1977; Catalda, 2007). Este efecto también ha sido demostrado a través de
experimentos in vivo en el hipocampo de ratones con dafio celular necrético (Nam et al,

2005).

Si se incluye colesterol en mezclas lipidicas complejas como membranas artificiales de
liposomas, tiene lugar un ordenamiento de las cadenas acilo lipidicas y se forma una fase
liqguida ordenada que es relativamente fluida a pesar del alto orden de los lipidos. Por lo
general, los lipidos compactos como los fosfolipidos saturados o los esfingolipidos y el
colesterol aumentan el orden de los lipidos de membrana aumentando su rigidez, mientras
qgue los lipidos poco compactados como los fosfolipidos insaturados hacen que la

membrana sea mas fluida (Renne y Ernst, 2023).

En la enfermedad de Alzheimer, la acumulacién de beta amiloide en la membrana
plasmatica origina la aparicion de roturas, la disrupcién de los dominios y del potencial de
membrana, asi como un aumento del estrés oxidativo y de la peroxidacidn lipidica que
sumados a otros cambios patoldgicos conduce a la muerte celular. Como se ha descrito
anteriormente, la melatonina es un potente antioxidante que ha demostrado actuar
directamente sobre las propiedades de la membrana al aumentar la fluidez actuando sobre
las monocapas de fosfatidilcolina y los liposomas de manera que reduce el grosor de la

bicapa y ocasiona un aumento del desorden en estos sistemas (Mei et al, 2020).

Las simulaciones moleculares dinamicas predicen que la melatonina se ubica cerca de

la regidn interfacial en los grupos de la cabeza con la misma orientacién que el plano de la
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membrana a diferencia del colesterol que se coloca perpendicular. Este efecto se

representa en la figura D (Mei et al, 2020).

Bicapa lipidica y dominios Estructura molecular

Fase liquida desordenada W b
} - ! A ) B ) C

Fase liquida ordenada ( : 0

Figura D: Coexistencia de fases liquida ordenada y desordenada. En la zona de la membrana donde se encuentra la
fase liquida ordenada las colas de los lipidos estan alineadas, por tanto, la membrana es mas rigida que en la
desordenada. La molécula de melatonina, representada en azul se localiza entre las cabezas de los lipidos
disminuyendo el orden y por tanto, aumentando la fluidez de la membrana. C: Molécula de colesterol (amarilla), D
molécula de melatonina (azul) (Mei et al, 2020)

Para estudiar la influencia de la melatonina en el equilibrio de las fases se usé un
modelo terciario de membranas lipidicas que demostré que la melatonina disminuyd la
coexistencia de fases ordenada y desordenada, al reducir las diferencias entre estas fases.
Para ello, disminuye el orden en la fase liquida ordenada al insertarse en las regiones
interfaciales de la bicapa. Esto ocasiona la ruptura de las interacciones de Van der Waals
entre las cadenas acilo, lo que a su vez, aumenta el espacio entre las moléculas y disminuye
el empaquetamiento lipidico. Ademas, desplaza parcialmente al colesterol, disminuyendo
la rigidez caracteristica de la fase ordenada. En cambio, la fase liquida desordenada ya

presenta una fluidez elevada, por lo que la melatonina ejerce un efecto minimo (Mei et al,

2020).

En investigaciones previas se demostrd la utilidad de la melatonina para mantener la
fluidez bajo estrés oxidativo y disminuir los productos de la peroxidacion lipidica (Garcia et

al, 1997). Por ello, se propuso que la melatonina protege frente a la peroxidacién lipidica al
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evitar que los radicales libres inicien procesos de oxidacion en la fase acuosa. En el estudio
de Mei et al se expuso que los efectos protectores de la melatonina también derivan de la
preferencia intrinseca de la indolamina por la fase lipidica mas desordenada y con mayor

grado de enlaces insaturados (Mei et al, 2020).

Mugurova et al. investigaron como se modula el grosor de la membrana en presencia
de colesterol, melatonina o ambos. El colesterol tiene un efecto condensador en la
membrana que aumenta su grosor, esto se debe a un aumento en el orden de las colas
lipidicas y en consecuencia produce su elongacién. Cuando se incluye colesterol en las
membranas que contienen melatonina los cambios en el espesor de la membrana son
similares, por lo tanto, las interacciones entre el colesterol y la melatonina no parecen
modular el efecto del colesterol en las bicapas lipidicas. No obstante, la adicion de
melatonina en varias concentraciones causé una pequefia disminucién en el grosor de la
bicapa, ya que al ser una molécula pequefia tiene un efecto menor. Este efecto se debe a la
capacidad de la melatonina para desordenar las colas lipidicas, aumentando el espacio
entre las cabezas lipidicas, de manera que la region de hidrocarburos se expande
lateralmente y disminuye a lo largo de la direccién normal de la bicapa (Murugova et al,

2020).

Esteban et al investigaron los efectos in vivo de la melatonina cuando se utiliza en el
tratamiento de las lesiones hepaticas por isquemia-reperfusidon. Para ello, disefiaron un
modelo experimental constituido por 37 ratas que se dividieron en 4 grupos: control,
isquemia, isquemia-reperfusién e isquemia—reperfusion y adicion de melatonina. Los
efectos de la isquemia-reperfusion sobre las células incluyen, sobre todo, disfuncién de las
mitocondrias, acidosis, liberacion de calcio de los depdsitos intracelulares, apoptosis, fallo
de la perfusion capilar, dafio endotelial y la liberacion de mediadores proinflamatorios y
factores de transcripcion. En este estudio, la fluidez de membrana se monitorizé mediante
espectroscopia de fluorescencia. El grupo de ratas tratadas con melatonina 30 minutos
antes de la induccion de isquemia demostré que la indolamina era capaz de prevenir la
rigidez tanto de la membrana celular como de la membrana mitocondrial en un 100% y un

87,91%, de manera que se objetivaron niveles de fluidez de membrana similares a la que
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presentaban las membranas del grupo control. Con respecto al efecto de la melatonina
sobre la peroxidacién lipidica, se observé que en el grupo de ratas a las que se habia
administrado previamente melatonina, el dafio oxidativo se evitd por completo. De esta
manera, los resultados del estudio demostraron la eficacia de la melatonina para preservar
la fluidez de las membranas celulares y mitocondriales, asi como para disminuir los
marcadores de estrés oxidativo MDA y la carbonilacién proteica (Esteban-Zubero et al,

2023).

Costa et al, asociaron la propiedad antioxidante de la melatonina a su elevada
permeabilidad de membrana, a su alta solubilidad en la membrana acuosa y a su capacidad
para atravesar con facilidad la membrana nuclear. Estas propiedades unidas a la
distribuciéon favorable en la membrana estabilizan la membrana microsémica
contribuyendo a la proteccién de la célula (Costa et al, 1995; Banerjee, 2021). Las moléculas
de melatonina se alinean en la membrana y se mueven en paralelo con las cadenas de acilo
de fosfolipidos a concentraciones bajas o con las bicapas lipidicas en las regiones del grupo
de la cabeza a concentraciones altas. Una mayor concentracidon de melatonina favorece un
estado mas ordenado de la membrana e inhibe la insercidon de péptidos amiloides en la
membrana lipidica, por ello una membrana mas fluida en pacientes con enfermedad de
Alzheimer supone un obstaculo, para la insercién de beta amiloide (Banerjee, 2021). Moroni
et al observaron una disminucién en la rigidez de la membrana de los eritrocitos de ratas
mayores con un injerto de glandula pineal procedente de ratas jovenes, lo que reafirma el

efecto protector de la melatonina (Moroni et al, 2004).

Los condensados biomoleculares u organulos sin membrana (MLO) son
compartimentos subcelulares que carecen de una envoltura de bicapa lipidica y se forman
mediante un proceso de separacion de fases liquido-liquido. Contienen proteinas, ARN y
otros acidos nucleicos, y constituyen compartimentos subcelulares dindmicos y
guimicamente diferentes (Gomes, Shorter, 2019). Estan presentes en todas las células tanto
en el nldcleo como en el citoplasma y en la membrana de casi todas las células eucariotas
con las que existe una estrecha interdependencia. Los MLO se ensamblan mediante

separacion de fases liquido-liquido (LLPS) en gotitas transitorias, no estaticas y similares a
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los liquidos que regulan las funciones moleculares esenciales. De manera que, cuando la
separacion de fases es aberrante, debido a balsas lipidicas de membrana desreguladas, a
las modificaciones postraduccionales, a la ausencia de ATP o a la presencia de proteinas de
ARN especificas, pueden originar una agregacion proteica patoldgica como la que aparece
en los trastornos neurodegenerativos. La melatonina puede actuar sobre la separacion de
fases en los condensados moleculares optimizando las reacciones interdependientes que
tienen lugar entre la membrana y los MLO a través de la estabilizacidon de los dominios de
la balsa lipidica, la reduccion de la tensidn lineal y el mantenimiento de la curvaturay fluidez
negativas de la membrana. Asimismo, su potencial antioxidante protege a los lipidos de
membrana, especialmente a la cardiolipina, de las cascadas de peroxidacidn, por lo que
favorece el tréfico de proteinas, la sefializacion, la actividad de los canales idnicos y la
funcionalidad de la ATPasa. También se ha observado su capacidad para controlar la LLPS a
través de las modificaciones postransduccionales y mediante modificaciones de la N6-
metiladenosina conseguir un equilibrio entre el ARNm y las proteinas de unién al ARN (Loh
y Reiter, 2021). La LLPS es importante porque constituye la fuerza impulsora del ensamblaje
o disolucién de biomoléculas en las reacciones esenciales como la transduccion de senales,
la respuesta al estrés, la expresion, organizacion y reparacién del genoma. Esto tiene lugar
cuando LLPS crea compartimentos distintos al enriquecer o excluir biomoléculas del

entorno (Loh y Reiter, 2021).

Los MLO formados en la superficie de la membrana plasmatica pueden regular la
sefalizacion de las proteinas receptoras/ transmembrana al aumentar la afinidad de unién
a las proteinas y modular los entornos locales. Las membranas son las principales
reguladoras para LLPS, ya que, tienen capacidad para concentrar y cambiar los umbrales de
las proteinas durante la separacion de fases. De este modo, cuando existen alteraciones en
la fluidez de la membranay en la composicion lipidica aparece una sefalizacidn disfuncional
en las balsas lipidicas, al mismo tiempo que contribuye al desarrollo de trastornos como la
enfermedad de Alzheimer porque aumenta la agregacion del péptido AB-42 y se facilita la

union e internalizacién de fibrillas amiloides patégenas (Loh y Reiter, 2021).
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Los lipidos por si solos generan una curvatura al organizarse en dominios con lipidos
definidos, sin embargo, en algunos procesos mediados por proteinas como las flipasas
originan diferencias en la composicidon de lipidos entre las ldaminas opuestas de la bicapa y
dan lugar a diferencias en la curvatura de la membrana. Se han descrito varios mecanismos
de induccidn de curvatura, ésta puede generarse mediante el enriquecimiento de proteinas
transmembrana, mediante el agrupamiento de proteinas en la superficie de la bicapa o por
la insercion de proteinas periféricas (Bradley y Radhakrishnan, 2016). La oxidacién de los
lipidos en las membranas altera sus funciones porque induce cambios en la estructura
molecular que conducen a una disminucién de la curvatura intrinseca negativa de la

membrana, una menor fluidez y a un aumento de la permeabilidad (Loh y Reiter, 2021).

Los dominios transitorios nanoscépicos de balsas lipidicas se forman cuando hay
separacion de fases como respuesta a estimulos externos. La melatonina es una molécula
hidréfoba que puede modular la dindamica viscoelastica a través de la acumulacion vy
propagacion de estrés en las interacciones lipido-lipido. La adicion de melatonina en los
modelos de membrana condujo a la ruptura de los patrones de desplazamiento en la
membrana fuera de fase, asi como a la interrupcidén de la de la dindmica de vibracion de las
balsas lipidicas. En las balsas lipidicas el estrés se propaga en forma de movimientos
colectivos compuestos por vibraciones moleculares longitudinales (ondas de compresidn) y
transversales (ondas de corte). Estas propiedades acusticas de las balsas lipidicas pueden
modificarse tras la inclusion de melatonina, lo que a nivel microscdpico resulta en un
aumento de rigidez de las balsas lipidicas que protege su integridad estructural, hace que
sean mas moviles y mantiene sus propiedades biofisicas. Esto a escala macroscépica se
traduce en una membrana mas fluida (Bolmatov et al, 2022). Asimismo, la ruptura del
patrén de propagacion vibracional disminuye la velocidad de penetracion de ROS y de otras
moléculas pequefias. Modelos de membrana ternaria han observado que la melatonina
puede modificar el orden de la cadena de hidrocarburos para inducir la separacién de fases.
Ademads, se localiza preferentemente en las interfases de membrana por lo que puede
formar enlaces fuertes de hidrégeno con los grupos de cabeza anidnicos de los lipidos de

membranay de esta forma modular la flexibilidad de la cadena de acilo lipidico y la dinamica
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de los lipidos. Cabe destacar la capacidad de la melatonina para interactuar directamente

con el colesterol y desplazarlo y conducirlo a la fase Loordenada (Loh y Reiter, 2021).

El estrés oxidativo altera las tasas de formacidn de balsas lipidicas, ya que, ante la
existencia de inflamacion y el agotamiento de ATP las balsas se agrandan al ensamblar MLO
patologicos. La peroxidacion lipidica altera la organizacién, el ensamblaje y estructura de
los lipidos de la membrana, de manera que los perdxidos derivados de esta reaccién
inducen el crecimiento de estas balsas de tamafio nanométrico a micrométrico,
acompafiado también de una mayor tension lineal, entendiéndose esta como la energia
requerida para crear limites entre los dominios de las balsas lipidicas y las membranas.
Asimismo, la peroxidacidon evita la formacién de balsas a temperatura ambiente al
promover la separacion de fases y favorecer un aumento de la fase liquida desordenada sin
balsa. La melatonina previene la formacién de fase liquida desordenada sin balsa, bien
reduciendo la tension lineal o actuando como surfactante al aumentar la solubilidad
independientemente de la energia. Como la melatonina estabiliza y mantiene los dominios
lipidicos nanoscopicos, es capaz lograr que la concentracion de ATP citosdlico esté alta. La
cantidad de ATP tanto en la membrana como en el citosol impulsa la formacion, ajuste y
disolucion de los MLO, y estd regulada por canales idnicos sensibles al estrés oxidativo.
Ademas, el tamafio de los MLO puede ajustarse a través de modificaciones

postransduccionales como la fosforilacion que depende del ATP (Loh y Reiter, 2021).

Bolmatov et al evaltan la estructura y dindmica de las balsas lipidicas en presencia de
melatonina. Los lipidos que se encuentran en las membranas se organizan en fases liquidas
ordenadas y desordenadas, de manera que ante una mezcla de diferentes lipidos estas fases
tienen a separarse y coexisten. Moléculas pequefias como la melatonina tienen un impacto
estructural en las mezclas heterogéneas de lipidos, ya que, pueden acoplarse a la curvatura
de la membrana lipidica y generar deformaciones locales. Ademas, puede prevenir la
oxidacion de colesterol en las balsas lipidicas, lo que protege la funcidn de las proteinas

embebidas en los dominios (Bolmatov et al, 2022).

Para regular los condensados, las células dependen de las moléculas de ARN, ya que,

contienen fuerzas electrostaticas poderosas que proceden de las altas densidades de carga
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negativa de las cadenas de fosfato. De esta manera, un nivel bajo de ARN con carga negativa
podria interactuar con proteinas cargadas positivamente promoviendo la separacién de
fases y la consecuente formacidon de condensados transcripcionales. La regulacion de la
liberacion de ARN nuclear estd directamente relacionada con la fluidez de la membrana
nuclear, por lo que si disminuye la fluidez hay un descenso lineal en la liberacidn de ARN
nuclear. Ademas, se ha propuesto que una disminucion en la génesis de complejos de poros
nucleares (NPC), que median la exportacion de ARNm al citosol, el transporte de proteinas
bidireccional y regulan la transcripcion puede depender de la fluidez de las membranas de
la envoltura nuclear. Esto se demostré cuando células de Saccharomyces cervisiae que
tenian defectos en la regulacion de la fluidez de la membrana ensamblaron NPC
defectuosos. La peroxidacién de lipidos en la envoltura nuclear puede reducir la fluidez de
la membrana, pero si se afiade melatonina que actua ubicandose preferentemente en los
grupos de cabezas lipidicas se producen interacciones dinamicas que reducen el espesor de
la bicapa y aumentan la fluidez de la membrana. Asimismo, la presencia de grupos
hidrofilicos y lipofilicos facilitan la eliminacidn de radicales libres. Para que la envoltura
nuclear pueda soportar los NPC es preciso que estén fuertemente curvadas, es posible que
los dominios lipidicos nucleares desempefien un papel importante en la generacién de la
curvatura y fluidez de la membrana en la envoltura nuclear, ya que los lipidos de alta
curvatura pueden atraer proteinas que mejoran aun mas la curvatura de la membrana. La
melatonina podria controlar las fluctuaciones de temperatura que afectan a las afinidades
de unidn del ARN, asi como estabilizar la separacidn de fases en un rango de temperaturas
de forma que se preserva la estructura y composicién nanoscopica de los dominios lipidicos

al reducir la tensién lineal de la membrana (Loh y Reiter, 2021).
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CONCLUSIONES:

1. La melatonina ejerce un potente efecto protector sobre las membranas bioldgicas

al aumentar su fluidez y estabilidad. Se evidencia que, al interactuar
preferentemente con los dominios lipidicos mdas desordenados los cuales son mas
susceptibles a la peroxidacién, la indolamina ayuda a mantener la integridad de la
bicapa, reduciendo el grosor y promoviendo un equilibrio en la coexistencia de fases

ordenadas y desordenadas.

En modelos experimentales, la administracién de melatonina previene la rigidez
inducida por procesos de isquemia-reperfusion. Los estudios in vivo en ratas
demostraron que, al aplicarse antes del evento isquémico, la melatonina restablece
la fluidez tanto de las membranas celulares como de las mitocondriales,

disminuyendo marcadores de dafio oxidativo como el malondialdehido y HNE.

A nivel mitocondrial, la melatonina se concentra de forma significativa y actua
reduciendo la produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS). Ademads, protege
la membrana mitocondrial evitando la peroxidacién de lipidos esenciales, como la
cardiolipina, lo que a su vez previene la apertura del poro de transicién de la

permeabilidad mitocondrial y la consiguiente activacién de procesos apoptoticos.

La accién antioxidante de la melatonina se da tanto de forma directa al neutralizar
radicales libres y sus metabolitos como indirecta, mediante la modulacién de
enzimas antioxidantes y la inhibicidn de enzimas prooxidantes. Esta capacidad
antioxidante es crucial para preservar no solo la fluidez y estructura de la
membrana, sino también la funcionalidad de los sistemas celulares y mitocondriales

ante el estrés oxidativo.
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