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La melatonina es una indolamina sintetizada principalmente en la glandula pineal que
presenta un amplio repertorio de actividades biolégicas. Su naturaleza lipofilica posibilita
que atraviese facilmente las membranas bioldgicas, alcanzando su maxima concentracion
en el torrente circulatorio durante el periodo nocturno. Aunque durante mucho tiempo se
consideré que la glandula pineal era el Unico érgano encargado de su sintesis,
actualmente se sabe que otros tejidos como la retina, las células del sistema inmune, la
médula dsea y la piel también expresan la maquinaria biosintética y son responsables de
la produccion a nivel local. Entre las propiedades fisiolégicas de la melatoninadestaca su
papel en la regulacion del ritmo circadiano, la modulacion del sistema inmune y como
agente antioxidante. Un creciente numero de estudios en los ultimos anos sugiere que
ademas, puede inhibir la proliferacion de las células tumorales e inducir apoptosis, un
tipo de muerte celular que ocurre de forma natural en los organismos como mecanismo
para la eliminacion de células defectuosas sin provocar una respuesta inflamatoria.

El objetivo inicial de la presente tesis doctoral ha sido evaluar el efecto de la melatonina
sobre la viabilidad de las células leucémicas humanas, utilizando como modelo
experimental la linea tumoral de origen linfoblastica Molt-3. Los resultados del presente
estudio claramente han puesto de manifiesto que presenta propiedades antiproliferativas.
La reduccién del nimero de células vivas y el incremento paralelo de células no viables
sugieren un efecto citotoxico mas que citostatico, ademas de incrementar el porcentaje de
células con contenido de ADN hipodiploide y provocar cambios ultraestructurales
caracteristicos de la muerte celular por apoptosis.
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IAP Proteina inhibidora de apoptosis

IP Yoduro de propidio

JC-1 Yodurode5,5',6,6'-tetracloro-1,1',3,3'-tetraetilbenzimidazolocarbocianina
MOM Membrana mitocondrial externa

m-TOR Proteina quinasa de la familia de la PI3K

MTT Bromuro de 3-[4,5- Dimetiltiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazolio
Myc Factor de transcripcion nuclear

NF-KB Factor nuclear —xB (nuclear factor kB)

P53 Proteina supresora de tumores

PARP-1 Poli (ADPribosa) polimerasa-1

PBS Tampon fosfato salino

PMSF Fluoruro de metilsulfonilfenilo

PP1 Proteina fosfatasa 1

PP2A Proteina fosfatasa 2A

PTP Poro de transicion de permeabilidad

PVDF Fluoruro de Poli-vinilideno

RING Dominio interaccion proteina-proteina

ROS Especies reactivas de Oxigeno

SDS Dodecil sulfato sédico

Smac Segundo activador de caspasas derivado de la mitocondria
TNF Factor de necrosis tumoral

TNFR Receptor de muerte de TNF- a

TNFR1 Receptor 1 del factor necrdtico tumoral

TNF-a Factor de necrosis tumoral- a

TRADD Dominio de muerte asociado al TNFR

TRAF2 Factor asociado a al receptor de TNF

TRAIL Ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF
VDAC Proteina de canal anionico dependiente de voltaje

VEGTF Factor de crecimiento endotelial vascular
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Melatonina: naturaleza quimica v biosintesis

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina), es una indolamina cuya estructura quimica fue puesta
de manifiesto en 1960 por Aaron Lerner y sus colaboradores (1), quienes demostraron que se trataba
del factor de despigmentacion descrito por vez primera en 1917 por McCord y Allen, en la piel de
los peces y anfibios. Precisamente esta primera funcion descrita para la melatonina sirvi6 para dar
nombre a la misma. Asi, de acuerdo con la definiciéon dada por Lerner y sus colaboradores, se trata
de una molécula que actia como un antagonista de la hormona estimulante de los melanocitos-O
(a-MSH) en peces y anfibios. Sin embargo, teniendo en cuenta que la alteracion en la coloracion de
la piel no era aplicable a los mamiferos, cuyos melanocitos no contienen melanosomas moviles
controlados fisioldégicamente, esta propiedad era del interés solamente de unos pocos especialistas,

con lo que no se profundizod en su estudio hasta algunos afios mas tarde.
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O

Figura 1. Estructura quimica de la melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina).

El interés en esta molécula aumento a partir de las afios 80 a raiz de las investigaciones de Redman
(2) y Armstrong (3), donde se pone de manifiesto que la melatonina regula y reinicia los ritmos
circadianos en mamiferos, estando involucrada en la percepcion de la duracion del dia en especies
animales que responden a cambios fotoperiddicos, una variable ambiental que condiciona el ritmo
estacional de la reproduccion, el metabolismo y el comportamiento. (4-8). Los efectos que esta
molécula ejerce directamente en regiones del sistema nervioso central (SNC) con una elevada
densidad de receptores como el niicleo supraquiasmatico (SCN) o el pars tuberalis (PT), las cuales
controlan el ritmo circadiano y estacional, hace que sea considerada por muchos investigadores
como su principal funcion fisioldgica. Sin embargo, su accion no esta restringida a zonas con una
elevada densidad de receptores de la misma. En la década de los 90 se describe que la melatonina
no sélo se encuentra en los vertebrados, sino que esta presente en invertebrados, bacterias, algas,
eucariotas unicelulares y plantas, indicando que esta molécula ha ido adquiriendo funciones

adicionales en el curso de la evolucion. (9-12).
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Llevo algtin tiempo hasta que pudo establecerse por completo la ruta biosintética de la melatonina,
consistiendo ésta en un proceso en el que intervienen hasta cinco enzimas y que comienza con la

hidroxilacion del aminoacido aromatico L-triptéfano transformandose en 5-hidroxitriptéfano por la

enzima triptofano hidroxilasa (TPH), la cual necesita la 6-tetrahidrobiopterina (6-BH,) como un

cofactor esencial (13), (14). El 5-hidroxitriptéfano es transformado posteriormente en serotonina (5-
hidroxitriptamina) por la enzima aminoacido aromatico decarboxilasa (AAD) (15), siendo ésta
convertida en N-acetil-serotonina por la enzima arilalquil N-acetiltransferasa (AANAT) (16). El
paso final en la sintesis de la melatonina es la transformacioén de la N-acetilserotonina por la enzima
hidroxindol-O-metiltransferasa (HIOMT), aunque la correcta designacion de esta ultima enzima es
serotonin-N-acetiltransferasa (ASMT) (17). En todo este proceso se considera que la AANAT y la
HIOMT son los pasos limitantes en la sintesis de melatonina, aunque algunos investigadores
consideran que la HIOMT no es un paso limitante en dicha sintesis (18-20). También se ha
documentado que la serotonina puede ser acetilada a N-acetilserotonina por una enzima alternativa,

probablemente la arilamina N-acetiltransferasa (NATT1) (19, 20).
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Amplio espectro de accion bioldgica de la melatonina

Ya desde la década de los 70 se observd que tanto en mamiferos como en otros vertebrados, la
sintesis de melatonina no se limitaba so6lo a la glandula pineal o estructuras relacionadas como la
retina, sino que también se daba en un niimero considerable de 6rganos o células. Eso incluye el
tracto gastrointestinal, la médula dsea, los leucocitos, la cdclea, la piel y otras areas del cerebro

(21-26).

Se ha detectado la existencia de receptors de melatonina en numerosos tejidos. En investigaciones

iniciales, esto fue revelado mediante el uso de melatonina marcada con tritio (33) y

subsecuentemente 2-iodomelatonina marcada con 271 (34). Posteriormente, después de la
caracterizacion de los receptores unidos a membrana MT1 y MT2, (35, 36) se obtuvieron datos de
expresion a nivel de RNAm y de proteinas. En muchas especies de mamifero han sido identificados
receptores de melatonina distribuidos por varios tejidos y 6rganos, como por ejemplo en diferentes
areas del sistema nervioso central y en drganos periféricos como el tracto gastrointestinal, el
higado, pulmon, piel, glandula adrenal, génadas y o6rganos sexuales accesorios masculinos, tejidos

mamarios, rifiién, corazén, vasos sanguineos, tejido adiposo, neutréfilos y linfocitos (37-40).

Estd erroneamente asumido que la concentracion de melatonina en todo el cuerpo es la misma que
en la sangre. Por esta razon, los investigadores sostienen sin tener en cuenta los fluidos, tejidos u
organismo con el que estan trabajando, que los niveles fisiologicos de melatonina estan en el rango
de picomolar a nanomolar. Revisando la bibliografia se puede observar que la melatonina en otros
fluidos corporales y células no esta necesariamente en equilibrio con la existente en la sangre. Esto
se enfatizd cuando se encontré que en la bilis y en el liquido cefalorraquideo del tercer ventriculo,
las concentraciones de melatonina son varios 6rdenes de magnitud superiores a los de la sangre (41,
42, 43). De hecho, esos son los niveles fisiolégicos de melatonina para esos tejidos. También hay
evidencias de que los niveles de melatonina en los fluidos foliculares del foliculo de Graff humano

exceden a aquellos en el suero (44).

La concentracion en los tejidos también puede no depender exclusivamente de la concentracion
existente en la sangre. Mientras esto es cierto para células que producen melatonina, por ejemplo
células de la glandula pineal y retina (45), esto puede ser también el caso de otras células. Por
ejemplo, algunas células de la médula 6sea contienen altas concentraciones de melatonina (46) y
hay evidencias de que tienen la maquinaria biosintética para producirla (47). Células en el tracto
gastrointestinal también contienen melatonina en altas concentraciones (48,49). Otros tejidos con la

capacidad para generar melatonina son la coclea, el cristalino y la piel (50-52), y por lo tanto,
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pueden tener concentraciones elevadas en relacion con la existente en la sangre. Dentro de los

orgéanulos celulares también, las concentraciones de melatonina pueden variar. Por ejemplo, Martin
y sus colaboradores (53) demostraron que los niveles de melatonina en la mitocondria puede

exceder significativamente a los existentes en el suero.

Los niveles fisiologicos varian de acuerdo con el organismo que es objeto de estudio. En el
dinoflagelado unicelular Gonyaulax polyedra y en la levadura Saccharomyces cerevisiae (54,55)
por ejemplo, las concentraciones de melatonina son excepcionalmente altas, pero a pesar de ello,
fisioldgicas. Podria por lo tanto existir muchos otros organismos y/o células que por varias razones,
contengan mayores concentraciones de melatonina que las encontradas normalmente en la sangre de
los mamiferos. En la bibliografia publicada se menciona a menudo que, si los niveles de melatonina
exceden el rango picomolar o nanomolar, las concentraciones se consideran farmacologicas. Esto
obviamente no es el caso ya que, como se ha comentado anteriormente, las concentraciones de
melatonina difieren en diferentes fluidos corporales, en diferentes células, en diferentes organulos
celulares y en diferentes organismos. Por lo tanto, cuando se hace mencion al término fisioldgico
para describir una concentracion de melatonina, debe definirse en referencia a un compartimento

especifico en un organismo pluricelular o para una especie dada.

La melatonina despliega una excepcional multiplicidad de acciones, como se vera en detalle. Esto
puede entenderse tinicamente en base a un papel integrador por el cual la melatonina se distingue de
otras muchas e importantes moléculas sefializadoras. Deficiencias en la produccion de melatonina o
en la expresion de sus receptores y el descenso en los niveles de melatonina como aquellos
asociados con el envejecimiento, son probablemente los causantes de numerosas disfunciones. En
esos casos cantidades insuficientes de melatonina o una pobre sefalizacién melatoninérgica puede

estar asociada con una multitud de cambios fisiopatoldgicos.

El amplio espectro de accion biologica de la melatonina debe ser analizada a diferentes niveles,
desde los lugares de sintesis y dinamicas locales, distribucion de los receptores y otros lugares de
unidn en organos diana, diferencias especificas de cada tipo celular en la sefializacion como es la
relacionada con la presencia de variantes de la proteina G, y otros efectos intracelulares (con
particular atencion en la accion mitocondrial), hasta los numerosos cambios secundarios inducidos
por la influencia sobre otras hormonas, neurotransmisores, neurotrofinas y demés moléculas
senalizadoras. En términos funcionales, la melatonina exhibe un gran nimero de efectos que pueden
estar bajo el control del nicleo supraquiasmatico (SCN) y puede ejercer también efectos directos en

numerosos organos periféricos. En particular, la melatonina est4 involucrada en la iniciacion del
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suefio, control vasomotor, funcidon adrenal, acciones antiexcitatorias, inmunomodulacién incluyendo
propiedades antiinflamatorias, acciones antioxidantes y sobre el metabolismo energético. También
puede influir en el flujo electronico mitocondrial, en la permeabilidad del poro de transicion

mitocondrial y la biogénesis mitocondrial. (25,31,32).

El receptor MT1 fue clonado por primera vez en ranas (35), y posteriormente en mamiferos a partir
de ovejas y humanos (36). Consta de unos 350 aminoacidos y estd acoplado a una proteina Gi,
especificamente Gio2, Gio3 y Gq/l1l. Se expresa en el cerebro, en el sistema cardiovascular
(incluyendo vasos sanguineos periféricos, aorta y corazon), sistema inmune, testiculo, ovario, piel,
higado, rifidén, corteza adrenal, placenta, mama, retina, pancreas y bazo (37-39). En el cerebro se
encuentra predominantemente en el hipotalamo, cerebelo, hipocampo, en la substantia nigra y en el
area ventral tegmental (39). Existe un receptor huérfano llamado MMR o GPR50 que tiene un 45%
de homologia aminoacidica con los receptores de melatonina, pero a pesar de esta homologia, la
melatonina no se une a ¢él, y la identidad de su ligando no se ha esclarecido atn (36). Sin embargo,

el GPR50 puede heterodimerizar con el receptor MT1 e inhibir su actividad.

-La ruta de transduccion de la sefial para los receptores de melatonina parece variar entre los
diferentes tejidos y tipos celulares. Se ha demostrado que el receptor de melatonina MT1 esta
acoplado a diferentes proteinas G que median la inhibicion de la enzima adenilato ciclasa y la
activacion de la fosfolipasa C[3. De esta forma, la melatonina tiene efectos inhibitorios en la cascada
de transduccion de la senal del AMPc, incluyendo el descenso en la actividad de la protein kinasa A
y en la fosforilacion del factor nuclear CREB (cAMP resposive element binding protein). El
receptor MT2 ....... se acopla a varias rutas de transduccion de sefial incluyendo la produccion de
fosfoinositol, la inhibicion de la adenilato ciclasa y la inhibicion de la ruta de la guanilato ciclasa

soluble (96-98).

Los receptores de membrana no representan los Unicos sitios de unién de la melatonina. Una
proteina de unioén adicional result6 ser la enzima citosoélica quinona reductasa I (QR2) (94,95).
Existen niveles elevados en el higado y el rifion, y cantidades moderadas en el corazén, tejido
adiposo y cerebro (95,100). Entre sus propiedades se incluyen: tiene una baja afinidad por el 2-
iodomelatonina, al contrario que los receptores MT1 y MT2 (36); no esta acoplado a proteinas G;
La melatonina inhibe la actividad enzimatica de QR2, aunque en el rango micromolar (98). La N-
acetil-5-hidroxitriptamina es un ligando de similar afinidad (99) y el resveratrol se mostr6 mas
potente en este aspecto. A pesar del desarrollo de varios ligandos de QR2, y de la descripcion de

varios efectos, su papel no deberia ser buscado en la iniciacion de las rutas de sefializacion, sino
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mas bien en el campo de los mecanismos de detoxificacion de los compuestos aromaticos. En
muchos casos se demostro que QR2 elimina las quinonas de estrogenos carcinogénicas. La ventaja
de una inhibicién permanece sin embargo poco clara de momento. A pesar de ello, esta enzima

sensible a los estados de redox parece ser de cierta importancia.

También se han descrito como lugares de unidon de la melatonina, al menos a otras tres proteinas
ubicuamente expresadas, las cuales son de gran relevancia en el metabolismo del calcio como son la
calmodulina (CaM), la calreticulina y la tubulina. Los primeros estudios sobre la CaM indicaron
que su afinidad por la melatonina podria ser suficiente para unirse a ella a elevadas concentraciones
fisiologicas, pero evidencias mas recientes sugieren que la afinidad es mucho menor. A pesar de
ello, no se puede descartar un papel fisiologico, ya que la afinidad determinada para el complejo
CaM/CaM kinasa II es considerablemente mayor que para la CaM sola. La importancia de la
interaccion de la melatonina con la calreticulina y la tubulina no esta del todo clara y en caso de ser
funcionalmente importante, podria implicar otro amplio espectro de acciones. No obstante, hay
otros efectos de la melatonina sobre la estructura del citoesqueleto que incluyen la reorganizacion

de la tubulina transmitidas por otras rutas de senalizacion. (101-103).

Se conocen hasta 200 genes activados por receptores nucleares. Entre ellos la melatonina podria
mediar sus efectos a través del grupo de los receptores retinoides ROR/RZR. Las subfamilias que,
de acuerdo con algunos autores unen melatonina incluyen: RORa1, RORa2, RZRa y RZR[3 (104~
105d). La estructura de los receptores nucleares consiste en un dominio N-terminal, un dominio de
union al DNA que contiene un doble dedo de zinc, una region bisagra y un dominio de unién del
ligando incluido en el extremo C-terminal. La cuestion acerca de si la melatonina interacciona
directamente con esos receptores nucleares ha sido una fuente de controversia. Algunos
investigadores cuestionan la capacidad de la melatonina de unirse al receptor nuclear RORQ y
activarlo directamente, proponiendo que la melatonina regula indirectamente los receptores
nucleares a través de su unidn al receptor de membrana MT1 (105¢). Otros investigadores en el
campo de los receptores nucleares llegan incluso a cuestionar la hipotesis de que la melatonina sea
un ligando nativo de los receptores ROR (104). A nivel de esos receptores nucleares, la amplitud de
la accion bioldgica de la melatonina es incluso mas obvia que en el caso de los receptores de
membrana. Los dos subtipos RORQ estan ubicuamente expresadas en los tejidos de mamiferos.
Niveles relativamente altos fueron detectados especialmente en linfocitos T y B, neutrofilos y
monocitos. Una particular relevancia funcional podria existir en huesos, piel, incluyendo foliculos

pilosos, y células endoteliales. Los niveles de expresion de RORa dependen frecuentemente del
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estado de diferenciacion de las células o pueden variar dentro del ciclo celular. El receptor RZR[3 se

expresa en cerebro, glandula pineal y retina, encontrandose también en el bazo (104-107).

Accion antiapoptotica v protecciéon celular

Las propiedades citoprotectoras de la melatonina se han convertido en un importante campo de
investigacion. Han sido estudiadas varias acciones relevantes en diversos dérganos expuestos a
diferentes tratamientos como exposicion a oxidotoxinas, isquemia-reperfusion, trauma, radiacion
ionizante, estimulos proapototicos y proinflamatorios (108-110). Un area de particular interés y
relevancia se refiere a las acciones neuroprotectoras (111), que van desde la neutralizacion frente a
los desordenes neurodegenerativos y los procesos de envejecimiento normal e intervenciones que

promueven la biogénesis mitocondrial e incluso la neurogénesis (112).

Se ha descrito la capacidad de la melatonina como agente secuestrador de radicales. Las primeras
observaciones en este sentido se obtuvieron a través de sistemas fotocataliticos y otros generadores
de radicales, indicando que esta molécula es un potente neutralizador del radical hidroxilo, el cual
es particularmente reactivo, destructivo, mutagénico y carcinogénico. A partir de ahi se sucedieron
numerosos estudios sobre la proteccion contra radicales libres, que indicaron que la melatonina es
mucho mas especifica que sus analogos estructurales en las reacciones que llevan a la terminacion

de las reacciones en cadena de los radicales y en evitar los intermediarios prooxidantes (113-115).

La toxicidad de los radicales puede ser mitigada por agentes neutralizantes de los mismos
(vitamina E, acido ascorbico, [3-caroteno, glutation, etc.) o por la accion de antioxidantes indirectos
como algunas enzimas (superoxido dismutasa, glutation peroxidasa, glutation reductasa, catalasa,
etc). Numerosos estudios han puesto de manifiesto los efectos detoxificadores de la melatonina,
pudiendo actuar como un agente neutralizador de radicales o como un antioxidante indirecto. La
melatonina ha demostrado capacidad para reducir el dafio oxidativo en una variedad de procesos
neurologicos experimentales (116-119). La primera observacion sobre el papel de la melatonina
como agente neutralizador de radicales libres se debe a lanas y sus colaboradores (134) en estudios
realizados in vitro, quienes sontienen que la misma posee actividad tanto antioxidante como
prooxidativa, una caracteristica comiin con otras moléculas asi llamadas también antioxidantes.

Posteriormente se probd que la melatonina es altamente efectiva en la detoxificacion del altamente

reactivo radical hidroxilo (‘OH). Cuando la melatonina es administrada en animales de

experimentacion tanto oralmente como por via intravenosa, su concentracion en sangre aumenta
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rapidamente. Poco tiempo después es asimilada por los tejidos, donde alcanza concentraciones que
superan varias veces a la existente en sangre. Debido a su solubilidad tanto en agua como en
lipidos, no existe una barrera que impida su entrada a los distintos tejidos y células o incluso
organulos intracelulares. Intracelularmente, la melatonina tampoco estd distribuida uniformemente.
Al ser administrada en concentraciones farmacologicas en animales, las mayores concentraciones
de la misma se encontraron en el nucleo de las células. Examinando la distribucion subcelular de
dicha molécula en varios tejidos de raton, se vio que la cantidad aparente de melatonina en el citosol

y el nucleo de las células fluctuaba en funcion del ciclo celular (122).

La reactividad del anion radical superdxido (O,7) en células de mamifero se considera que es baja,

aunque en las mitocondrias puede inactivar el complejo de la NADH dehidrogenasa de la cadena

de transporte de electrones (121). No hay muchas evidencias de la accion directa de la melatonina
tanto con el radical O, como con su forma protonada HO2"-. Lo que si se ha observado es que la
melatonina aumenta los niveles de expresion del RNAm de la enzima superoxido dismutasa
(SOD), la familia de enzimas que juega un mayor protagonismo en la dismutacion del radical O,~

(122), disminuyendo por lo tanto su concentracion en la célula y convirtiendolo en H,O, menos

toxico. En general la toxicidad del H,O, , al igual que la del O," se asume que es debida a la

reaccion de Fenton y Haber-Weiss por la cual ambas especies quimicas son convertidas a “OH. Se

ha demostrado que la melatonina no reacciona de una manera directa con el H,0, (115). Las

c€lulas poseeen enzimas que convierten el H,O, en productos no toxicos y por lo tanto reducen la

formacion del radical ‘OH. Estas enzimas que llevan a cabo esto son la catalasa y la glutation

peroxidada (Gpx). Esta Gltima requiere glutation (GSH) en la descomposicion del H,O, vy es
estimulada por la administracion exoégena de melatonina (123). De esta manera, se esperaria que la
melatonina reduzca tanto los niveles intracelulares de H,O, como la generacion del radical “OH.

Una vez que el glutation es oxidado a GSSG, este vuelve a convertirse en su forma reducida
mediante la enzima glutation reductasa, otra importante enzima antioxidativa, cuya actividad al
igual que la GPx es estimulada por la melatonina (124). Finalmente, un cofactor requerido para la
actividad de la glutation reductasa, el NADPH, se genera por la actividad de la enzima glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa, la cual también es estimulada por la melatonina (125). También se ha

observado que la melatonina estimula la expresion de otra enzima implicada en la metabolizacion
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del H,O, como es la catalasa (126).

En la detoxificacion del radical "OH, se cree que la melatonina actia mediante la donacién de un

electron, convirtiéndose ella misma en otro radical (cation indolil), del cual podrian haber varias
isoformas (127). De esta manera el cation indolil podria a su vez secuestrar O'- (precursor del

radical ‘OH) y por lo tanto reducir el numero de radicales “OH (114), por lo que cada molécula de
melatonina aparentemente tiene la capacidad de detoxificar dos radicales. Otro proceso en el que
tiene una particular importancia el papel de la melatonina es en la peroxidacion lipidica. Dicho

fenomeno es altamente devastador teniendo en cuenta que se trata de un proceso el cual una vez

iniciado se retroalimenta debido a la accion de radical peroxil (LOO"). En dicho proceso se produce
la “mutilacion” oxidativa de los lipidos, perturbando por lo tanto la estabilidad de la membrana
plasmatica. Como se ha descrito anteriormente, la melatonina es capaz de secuestrar varias especies
reactivas de oxigeno, las cuales son iniciadoras de este proceso de peroxidacion lipidica. No

obstante, también se ha puesto de manifiesto la capacidad de la melatonina para neutralizar al

propio radical LOO- (129) comparandose su efectividad con la de la vitamina E.

La melatonina inhibe la actividad de la forma inducible de la enzima oxido nitrico sintasa (iNOS) a

concentraciones fisioldgicas, por lo que disminuye la formacion de NO- y por lo tanto también la
unién de este con el O, asi como la formacion del anion peroxinitrito (ONOO'). Se piensa que la

supresion de la actividad de la iNOS por la melatonina se debe a su unién a la calmodulina, la cual

es necesaria para la activacion de dicha enzima. Algunos autores han manifestado también que la

melatonina es capaz de unirse directamente al anion ONOO". El anion ONOO™ no sélo inicia la
reaccion de peroxidacion lipidica, sino que también reduce la respiracion mitocondrial, disminuye

los niveles de glutation celular y causa dafios en el ADN. Segun estos autores, la melatonina es tan

eficaz como agente secuestrante del anion ONOO™ como el GSH y la cisteina. Estos estudios

realizados in vitro fueron corroborados por estudios in vivo (130-133).

Por otra parte y aunque parezca paradojico, se ha visto en diferentes lineas celulares, tanto normales
como tumorales, que la melatonina es capaz de producir especies reactivas de oxigeno (ROS) de
una forma rapida y transitoria, sin que esto provocase un aumento en el stress oxidativo. Segin
algunos autores, la produccion de ROS es independiente de receptores de membrana MT1 y MT2,
aunque si depende de la unioén de la melatonina con la proteina intracelular calmodulina dado que

fue inhibido por clorpromazine. Alguno de estos autores atribuyen la produccion de ROS a la
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reaccion de Fenton. En células normales en las que se ha observado un aumento de ROS, no se vio

afectada su viabilidad ni su capacidad de proliferacion. (135).

Mecanismos de accién de la melatonina en su accion anticancerigena

En el afio 1977 se celebra el primer congreso internacional en el que se trata la relacion entre la
glandula pineal y el cancer, el cual sirvioé para sistematizar todo el conocimiento al respecto. A
partir de entonces son muchos los trabajos que ponen de manifiesto las propiedades oncostaticas de
la melatonina en una amplia variedad de tumores, especialmente en aquellos que son dependientes
de hormona. Los efectos de la melatonina se han estudiado en numerosos tipos de tumores
incluyendo cancer de prdstata, sarcomas, cancer colorrectal, hepatocarcinomas, melanomas,
tumores neuronales, cancer de laringe, piel, ovario, mama, cérvix, endometrio, pulmon,
linfomas y leucemias. La mayoria de esos estudios han sido realizados in vitro, usando lineas
celulares derivadas de tumores humanos, aunque también hay estudios con modelos de tumores en

ratones (136).

El estrés oxidativo, definido como una perturbacion en el equilibrio entre la produccion de especies
reactivas de oxigeno y su inactivacion por los sistemas antioxidantes, estd involucrado en la
etiologia de muchas enfermedades, incluyendo las neoplasias (137). El dafio oxidativo del ADN
constituye la base de los efectos carcinogénicos de las especies reactivas de oxigeno. Teniendo en
cuenta que el estrés oxidativo puede participar en las tres etapas de la carcinogénesis (iniciacion,
progresion y metastasis) (138), los antioxidantes pueden proteger contra el cancer en los tres

estadios de su desarrollo.

La accidon anticancerigena de la melatonina estd relacionada en parte con sus propiedades
antioxidativas y secuestradoras de radicales libres. Esto ha sido demostrado en diferentes modelos
experimentales de carcinogénesis inducidos por agentes causantes de dafio oxidativo en los cuales
la melatonina ejerce efectos protectores (139). La carcinogénesis hormonal merece una especial
consideracién debido a la relevancia de esos tumores de entre el amplio espectro de dicha
enfermedad. El 17B-estradiol (E2), una hormona natural, esta clasificada como un carcindégeno por
la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC). Los efectos carcinogénicos de
E2 dependen en parte, de la estimulacion de las células en proliferacion en diferentes tejidos por
dicho esteroide, incrementando asi la probabilidad de replicacion del ADN mutado como resultado
de diferentes causas. Muchos de los efectos carcinogénicos de los estrogenos sin embargo, estan

relacionados con el estrés oxidativo dependiente de alguno de sus metabolitos.
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Los estrogenos son metabolizados por la enzima citocromo P450 a productos hidroxilados tales
como el 2- y el 4-a-hidroxiestradiol. Ambos son oxidados a semiquinonas, que en presencia de
oxigeno molecular, son oxidadas a quinonas con la formacion de radicales anién superéxido y
radicales hidroxilo, los cuales son los responsables de la carcinogenicidad de esos esteroides (140).
Usando como modelo el rifion de hamster para inducir carcinogénesis por E2, Karbownik y sus
colaboradores (140) demostraron que la melatonina previene el aumento en la oxidacion de las
bases guanina causada por el E2, y por lo tanto evita el dafio en el ADN y la potencial supresion del

cancer mediado por estrogenos.

Otro aspecto interesante en las propiedades antioxidantes de la melatonina en el campo de la terapia
contra el cancer es su utilidad como un adyuvante en tratamientos de quimio y radioterapia. Muchas
drogas quimioterapeuticas usadas para combatir las células cancerigenas, ademas de Ia
radioterapia, inducen la formacion de ROS que en muchos casos son fuente de indeseables efectos
secundarios. Esta es la base para el uso de antioxidantes como suplemento para reducir la toxicidad
de la quimioterapia (141). Un reciente analisis, incluyendo 33 estudios realizados entre 1996 y
2007, y que comprendia una poblacién de 2446 casos, documentd que la melatonina disminuy6 la
neurotoxicidad, la mielosupresion, la astenia, la caquexia y la diarrea en tratamientos

quimioterapéuticos para diferentes tipos de tumores (141).

El crecimiento tumoral debe considerarse como el resultado de un equilibrio entre la proliferacion
celular y la muerte celular. Consecuentemente, la modulacion del ciclo celular y la induccion de la
apoptosis pueden considerarse como dos mecanismos para el control del crecimiento tumoral. La
melatonina aumenta la duracion del ciclo celular en células de cancer de mama MCF-7, células
mieloides humanas HL-60, y células de hepatocarcinoma HespG2, expandiendo la fase Gl y
retrasando la entrada de las células en la fase S, o manteniendo las mismas en la fase G2/M. La
prolongacién de la fase G1 reduce la proliferacion celular y permite el rescate celular en la fase GO,
llevandola a la diferenciacion; ademds una prolongada fase G1 permite la reparacion del ADN
danado. La prolongacion de la fase G1 podria ser explicada, al menos en parte, por el aumento en la
expresion de las proteinas p53 y p21 descrita en diferentes lineas celulares. El retraso en la entrada
en la fase S puede explicar la disminucion en la sintesis de ADN descrito en las células MCF-7
tratadas con melatonina. Un estudio mas reciente indica que la inhibicion transcripcional de la
ciclina D1 como un evento molecular clave para la actividad antiproliferativa de la melatonina y
proporciona una evidencia indirecta de su efecto sobre el promotor de la ciclina D1 es mediado por
las proteinas c-jun y ATF-2. Esos hallazgos establecen por primera vez, una conexion molecular
entre la melatonina y sus efectos sobre el ciclo celular, proporcionando al mismo tiempo una razén

para su uso como adyuvante quimioterapéutico.



Los numerosos mecanismos que regulan la diferenciacion celular durante el desarrollo normal
también estan involucrados en la tumorogénesis. La relacion entre la progresion tumoral y su estado
de diferenciacion son bien conocidos. Los tumores bien diferenciados estdn generalmente menos
avanzados y llevan un mejor prondstico que los poco diferenciados que son generalmente mas
agresivos y llevan un peor pronostico. La melatonina induce la diferenciacion celular en diferentes
lineas de células normales y tumorales, incluyendo células de neuroblastoma , células MCF-7
células de cancer de prostata , células troncales mesenquimales humanas adultas y células troncales
neuronales (136). El incremento en la duracion del ciclo celular, por la expansion de la fase GO-G1
y retraso en la entrada en la fase S, es un medio por el cual la melatonina permite a las células
tumorales alcanzar una mayor diferenciacion. Ese efecto citodiferenciador ha sido considerado
como un posible mecanismo por el cual la melatonina incrementa el tiempo de supervivencia y
mejora la calidad de vida de los pacientes afectados por glioblastomas y tratados con radioterapia

(136).

Mientras algunas condiciones causan que las células que entran en la fase GO se diferencien, otras,
tales como la existencia de una significativa cantidad de ADN dafiado, disparan la apoptosis,
llevando a las células a una pérdida progresiva de funciones y de estructuras celulares y por lo tanto

a la muerte celular.

La melatonina, ha demostrado proteger a las células normales de la apoptosis, e inducir apoptosis
en varias células cancerosas, incluyendo células mieloides humanas HL-60, células de linfomas B
humanas, células de tumores mamarios humanos MCF-7, células de cancer colorectal humano HT-
29, células de tumor secretoras de prolactina de pituitaria de rata, células de cancer de prostata

LNCaP, y células de hepatocarcinoma humano HepG2 (136).

Los organismos pluricelulares dependen de la apoptosis para un desarrollo apropiado y un
mantenimiento de sus tejidos. El fendmeno apoptdtico permite la eliminacion de las células que no
estan en su sitio, que no se necesitan o que estdn dafiadas de manera irreparable (142). Se puede
definir la apoptosis como un conjunto de reacciones bioquimicas que tienen lugar en la célula, que
concluyen con la muerte de la célula de una forma ordenada, sin producir ningun tipo de alteracién
en el resto del tejido. La apoptosis es un proceso de autodestruccion celular controlada, que permite
al organismo su correcta morfogénesis y la eliminaciéon de las células que amenacen su
supervivencia, ademas de ser necesaria para evitar la sobreproduccion celular. Este proceso es de
vital importancia, tanto durante el desarrollo embrionario como en la vida adulta, y puede
observarse su aparicion en algunas reacciones del sistema inmune, o cuando las células son dafiadas

por alguna enfermedad o por la accion de algiin agente nocivo.
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Existe una gran variedad de estimulos y condiciones, fisiologicas o patologicas, que pueden llevar a
que se desencadenen los mecanismos apoptdticos: ligandos que actuan sobre receptores especificos
(TRAIL o TNF), carencia de factores de crecimiento, la radiacion ultravioleta, la hipoxia, toxinas,
farmacos, la presencia de radicales libres, una infeccion virica o bacteriana, o el desprendimiento de
la célula del tejido del que forma parte. Pero no todas las células mueren irremediablemente en
respuesta a estos estimulos. Los corticoesteroides inducen apoptosis en algunas células como los
timocitos, mientras que otras células no se ven afectadas. La sensibilidad de la célula a un estimulo
dependera del equilibrio entre la expresion de proteinas pro y antiapoptoticas, de la intensidad del

estimulo y del momento del ciclo celular en el que esta se encuentre.

El papel critico que desempefia la apoptosis en la regulacion de la homeostasis tisular tiene
importantes implicaciones en la salud. Excesivos niveles de apoptosis contribuyen al desarrollo de
multiples patologias, como el SIDA, trastornos neurodegenerativos como el Alzheimer y la
enfermedad de Huntington, isquemia cardiaca y dafio renal, mientras que la deficiencia en la
apoptosis es clave en el desarrollo de enfermedades autoinmunes y del cancer. Esto hace que todos
los estudios que contribuyan al conocimiento y manipulacion de la apoptosis tengan una gran
importancia. Durante la apoptosis, la célula va a sufrir una serie de cambios bioquimicos que
afectan en ultimo término a la morfologia celular. Se produce una hidrdlisis de determinadas
proteinas, teniendo una especial relevancia el papel de las caspasas y una fragmentacion del
material genético. También se produce la externalizacion de la fosfatidilserina hacia la cara externa
de la membrana citoplasmatica, actuando como molécula sefializadora que permite el
reconocimiento por los fagocitos del sistema inmune y la eliminacion de la célula cancerigena.
Aumentan los niveles del calcio idnico en estado libre dentro de la célula, a lo que se une una

deshidratacion de la misma.

Al comienzo de la apoptosis se puede observar una contraccion celular y la condensacion y
fragmentacion de la cromatina del nucleo. Las células comienzan a menguar, el citoplasma por lo
tanto se hace mas denso y los organulos estin mas aglutinados dentro de la célula. En la membrana
plasmatica empiezan a formarse evaginaciones, se fragmenta el nucleo y se forman los llamados
cuerpos apoptoticos, los cuales son fragmentos de la membrana que retienen citoplasma junto con
organulos densamente empaquetados con o sin fragmentos nucleares. Estos cuerpos apoptdticos son
rapidamente fagocitados por macrofagos o por células vecinas debido a la exposicion de
margadores de fagocitosis en la superficie celular como la fosfatidilserina, evitando la exposicion

del material intracelular al sistema inmune que podria desencadenar una respuesta inflamatoria.
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Existen dos vias de sefializacion distintas aunque interrelacionadas que controlan la activacion de la
apoptosis: la via extrinseca o via de los receptores de muerte celular y la via intrinseca o via

mitocontrial.

La activacion de la via extrinsica se inicia mediante la unién de unos ligandos especificos a sus
receptores, provocando la agregacion del receptor y el reclutamiento de proteinas adaptadoras, que
mediante la interaccion proteina-proteina transmiten la sefial de muerte hasta las moléculas
efectoras.Los receptores de muerte pertenecen a la superfamilia del receptor del factor de necrosis
tumoral (TNF), cuyos miembros tienen en comin un dominio extracelular rico en cisteina y un
dominio intracelular que permite al receptor acoplarse con el resto de la maquinaria apoptdtica. Los
receptores de muerte mejor caracterizados y sus correspondientes ligandos son: TNFR1/TNF-I,

FasR/FasL, DR3/Apo3L, DR4/TRAIL y DR5/TRAIL.

Una vez que se unen las subunidades FasR y FasL se produce la trimerizacion del complejo
ligando-receptor, reclutando otras moléculas adaptadoras asociadas al dominio de muerte como
FADD (proteina con dominio de muerte asociado a Fas) o RIP (proteina de interaccion con el
receptor). Estas tltimas, asu vez promueven el reclutamiento de las procaspasas iniciadoras-8 y -10,

formandose asi el complejo inductor de muerte DISC.
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Figura 3. Diferentes receptores de muerte. Activacion de caspasa 8/10 por los receptores de muerte.
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En la via extrinsica existen dos mecanismos de sefializacion intracelular, que dependen del tipo

celular:

Tipo I: la activacion de la caspasa-8 es suficiente para activar las caspasas efectoras (-3, -6 y -7) y
llevar a la célula a su muerte por apoptosis. Este tipo de induccion no precisa de la mitocondria y
por tanto no estd inhibida por factores antiapoptdticos como Bcel-2 o Bel-XL, ya que no requiere la

amplificacion de la senal mediante factores pro-apoptoticos mitocondriales.

Tipo II: la activacion de la caspasa-8 no es suficiente para activar eficientemente otras caspasas y se
hace necesaria la amplificacicon de la sefial. En estas células la caspasa-8 provoca la activacion
proteolitica de BID, que se trasloca a la mitocondria e interacciona con moléculas pro-apoptoticas
de la familia Bcl-2 como son Bax y Bak, induciendo la liberacion de citocromo ¢ y otros factores
pro-apoptoticos al citosol. Aqui el citocromo ¢ se une al dominio C-terminal de la proteina Apaf-1
(factor de activacion de la apoptosis) y esta union produce un cambio conformacional en Apaf-1
que lo hace mas flexible, y facilitando de esta manera la union del ATP a sus dominios de unién a
nucleotidos. Se forma de esta manera el apoptosoma, que consiste en un complejo formado por siete
moléculas de Apaf-1 interaccionando por los extremos N-terminal, a las que se une dATP,
citocromo c, y finalmente la caspasa-9 en su zona central por la interacion de diminios CARD
(dominios de reclutamiento de caspasas), provocando un cambio conformacional a una forma

activa, capaz de activar a las caspasas ejecutoras -3, -6y -7.

El receptor de TNF-1 (TNFR1) es una proteina de aproximadamente 55 kDa que se expresa en la
mayoria de las lineas celulares. Comparte con CD95 los tres subdominios ricos en cisteina situados
en la region extracelular, pero a diferencia de la pareja formada por CD95/CD95L, el par
TNFR1/TNF-1 es capaz de transmitir a la célula dos tipos de sefiales muy distintas entre si. Tras la
unién de TNF-1 a su receptor, el dominio intracelular es reconocido por una molécula que lleva un
dominio de muerte asociado, TRADD, la cual puede unirse a FADD, RIP o a TRAF-2 (TNF-R-
asociado al factor 2). FADD se une a la caspasa-8/-10 activandola mediante autoproteolisis e
induciendo apoptosis. TRAF2 recluta proteinas inhibidoras de la apoptosis como cIAP-1 y cIAP-2,
aunque también puede activar MAPKs. Si TRADD se une a la proteina RIP se induce la
transcripcion de los factores NF-kB y AP-1 promoviendo la induccién de genes de caracter
proinflamatorio e inmunomodulador, oponiéndose a la accién proapoptédtica del TNF. La union del
ligando al receptor puede dar lugar a dos tipos de complejos: i) Complejo I, formado por TRADD
unido a RIP y a TRAF-2 que daré lugar a la sefializacion de NF-kB. i1) Complejo II, formado por
TRADD unido a FADD que induce la autoproteolisis de caspasa -8/-10 promoviendo la apoptosis.
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Los niveles de c-FLIP van a determinar la activacion de una via u otra. En ¢l caso de TNFRI1, la
unidn de su ligando so6lo induce apoptosis en algunas lineas celulares cuando la sintesis de proteinas
ha sido bloqueada. De ahi se deduce la existencia de algun factor que bloquea las sefiales
apoptoticas derivadas de TNFR1, por lo que se podria sugerir que la expresion de este factor estard
probablemente controlada a través de NF-kB y INK/AP-1 (78). Ademas TNFR1, como se vera mas
adelante, puede activar dos tipos de esfingomielinasas (Smasas) (79) que a su vez podrian activar

una serie de MAP-quinasas que activan la ruta de las caspasas.

La via intrinseca puede ser activada por una gran variedad de estimulos, como compuestos
citotoxicos, radiacion, estrés celular o la ausencia de factores de crecimiento (80), que actiian
directamente sobre la mitocondria o a través de moléculas mediadoras. Ademas, la mitocondria,

puede ser esencial en la amplificacion de la sefial apoptotica de la via extrinseca. Esta via es

controlada por el equilibrio entre los miembros pro- y anti-apototicos de la familia de proteinas Bcl-

=

PORO TRANSITORIO DE PERMEABILIDAD |

2.

MITOCONDRIAL

ALCALINIZACION
(ph~7.3)

Figura 4. Via intrinseca o mitocondrial.

Los miembros proapoptoticos pueden inducir la permeabilizacion de la membrana mitocondial

externa y liberar moléculas solubles al citosol como:

* Citocromo c, el cual estimula la formacion del apoptosoma, seguida de la activacion de la

caspasa-9 e hidrolisis de las caspasas efectoras -3, -6 y -7 (81).
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* Smac/DIABLO, el cual se une a las proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAPs),

impidiendo su unioén a las caspasas (82).

* Endonucleasa G, que es la principal nucleasa responsible de la degradacion del ADN, la
cual se transloca al nucleo tras su liberacion de la mitocondria, y junto con exonucleasas y la
ADNasa I producen el tipico patron en escalera vistos en electroforésis en gel de agarosa

(83).

e Htr/Omi, una serin-proteasa que funciona también como inhibidor de IAPs, mediante la

inactivacion por corte (84).

Como resultado se produce la ruptura de la cadena de transporte de electrones mitocondrial, la
liberacion de iones superdxido (85,86) y la hiperpolarizacion de la membrana mitocondrial interna
(que puede terminar con la dilatacion de la matriz y la rotura de la membrana). Ademas, se abren los
poros mitocondriales permitiendo la entrada de agua y solutos a la matriz, produciéndose un choque
osmotico y la liberacion del factor inductor de la apoptosis (AIF), que se transloca al nucleo y
provoca la condensacion y fragmentacion del ADN en trozos de alto peso molecular. A nivel de la
membrana celular, AIF activa a la flipasa e inhibe a la translocasa haciendo que la fosfatidilserina
que en células normales se encuentran en la cara interna de la membrana se exponga ahora al
exterior (87). La actividad de AIF es inhibida por la sobreexpresion de Bcl-2, pero no por los
inhibidores de caspasas, es decir, su efecto es independiente de las caspasas (88). También se induce

la activacion de Bax que puede formar un canal en la membrana mitocondrial.

Ademas de estas dos vias, existen sefiales apoptdticas que tienen su origen en el nucleo celular. La
mas importante es la protenina supresora de tumores p53, que se activa en el contexto de un dafio
celular irreparable en respuesta a diferentes tipos de estrés. Esta proteina nuclear puede inducir la

expresion de numerosos factores proapoptoticos (ej. Puma, noxa, Bax, Apaf-1, Fas y DRS5) (89).
Proteinas reguladoras de la apoptosis:
Proteinas de la familia Bcl-2

El primer miembro y que da nombre a la familia, Bcl-2, fué clonado a partir del punto de corte en la
translocacion cromosomal t(14:18), presente en el 85% de los linfomas foliculares de células B
humanas, y se caracteriza por inhibir la muerte celular por apoptosis (80). Posteriormente, fué
identificada toda una familia de proteinas relacionadas por su homologia de secuencia y su
participaciono en el control de la apoptosis. Los factores Bcl-XL, Bel-w, Mcl-1, Bel-B y Bfl-1

comparten con Bcl-2 una actividad anti apoptotica y una homologia estructural en cuatro regiones
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o-hélice homologas a Bcel-2, BH1, BH2 y BH3. Finalmente, Bid, Bim, Bad, Bik, Puma, Noxa,
Bmf, Hrk, Bk1, BNIP3 y Skipe, s6lo poseen el dominio BH3 necesario y suficiente para promover
la apoptosis (90).

Los miembros de la familia Bcl-2 interactuan de forma dindmica para regular la apoptosis, mediante
homo/hetero dimerizaciéon o mediante fosforilacion y desfosforilacion. Los miembros que so6lo
poseen el dominio BH3, necesitan heterodimerizar para ejercer su accion, uniéndose a las proteinas
anti apoptdticas. Ademads, los miembros pro apoptdticos como Bax pueden heterodimerizar con los
factores anti-apoptoticos como Bcl-2 o Bel-xI y bloquear su actividad anti-apoptética. Cuando Bcl-
2 estd en exceso, las células estan protegidas de la muerte celular, y cuando Bax estd en exceso, la
célula estd avocada a entrar en apoptosis. Por tanto, la relacion de los niveles de expresion entre los

miembros pro- y anti apoptoticos de la familia Bcl-2 determina el destino celular (80).

# % Activacion de caspasa -9

Figura 5. Regulacion de la apoptosis por la familia Bel-2.

Estas proteinas, poseen localizaciones subcelulares diferentes. Los miembros anti-apoptoticos
suelen aparecer como proteinas integrales en las membranas del nucleo, del reticulo endoplasmico y
fundamentalmente de la mitocondria, estabilizando la membrana mitocondrial y evitando la
liberacion de citocromo c. En cambio los miembros pro-apototicos se encuentran en el citosol o
asociados al citoesqueleto. En respuesta a un estimulo de muerte estos sufren un cambio

conformacional que les permite integrarse en la membrana mitocondrial externa donde interactiian
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con los miembros anti apoptoticos, inhibiéndolos, permeabilizando la membrana mitocondrial

externa y activando la apoptosis (91).

Bcl-2: es la proteina prototipo de la familia, su peso molecular es de 26 kDa y posee los cuatro
dominios que la definen (BH1-BH4). Es una proteina integral y forma una estructura similar a un
poro, pudiendo modificar el flujo de moléculas o proteinas pequefias de un lado a otro de la
membrana. Su sobreexpresion puede evitar o retrasar la muerte celular inducida por la carencia de
factores de crecimiento, irradiacidon, glucocorticoides y drogas quioterapéuticas, y promober la

tumorigénesis mediante la prevencion de la muerte celular (92).

Bcel-XL: es una proteina muy similar a Bcl-2, tanto en su estructura como en su funcion. Posee los
cuatro dominios BH y su peso molecular es de 30 kDa. Su sobreexpresion puede mediar una
resistencia significativa a la muerte celular por apoptosis dependiente de una carencia de factores de
crecimiento. Bcl-XL puede ejercer su accion antiapoptotica mediante la interaccidon con moléculas
proapoptdticas como Bax. Ademas, puede regular la permeabilidad de la membrana mitocondrial

impidiendo la liberacion del citocromo c al citosol (93).

FACTORES ANTI-APOFPTOTICOS DE LA FAMILIA Bel-2

BH4 BH3 BHI BH2 ™
BCTL-2,BCL-X;,BCL-W @ O— O @z
MCL-1 ®  —— OO @ @
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Figura 6. Miembros antiapoptoticos de la familia Bcl-2.

Subfamilia Bax: Bax es uno de los miembros proapoptoticos mas importantes, su peso molecular es
de 21 kDa y posee los dominios BH1, BH2 y BH3, aunque son BH1 y BH2 los que guardan una
estrecha homologia con Bcl-2. En condiciones normales, Bax se encuentra en el citosol o en el
citoesqueleto en forma monomérica, y en respuesta a estimulos apoptoticos se transloca a la
membrana mitocondrial externa o interna, formando homo o hetero-oligdbmeros con Bak, y puede
ser que con otros factores. No esta claro su mecanismo pero si que su regulacion se lleva a cabo
mediante fosforilacion, y que su sobreexpresion acelera la apoptosis mediante la permeabilizacion

de la membrana mitocondrial externa.
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Subfamilia BH3: son proteinas proapoptdticas, que solo muestran homologia con Bcl-2 por su
dominio BH3. Para ejercer su actividad pueden formar heterodimeros con los miembros
antiapoptoticos de la familia Bel-2 y Bcel-XL. Para ello, el dominio BH3 de los miembros de este
grupo puede introducirse en el hueco hidrofébico formado por la asociacion de las regiones BHI1,
BH2 y BH3 de los miembros antiapoptoticos. Bad se activa mediante desfosforilacion, y cuando
esta fosforilada se encuentra inactiva en el citosol pudiendo estar unida a la proteina 14-3-3. La
hidrodlisis de la proteina 14-3-3 durante la apoptosis promueve la muerte celular mediante la
liberacion de Bad, facilitando su translocacion a la mitocondria y su interaccion con Bel-XL. Bid y
Bik pueden actuar sobre la mitocondria, induciendo la liberacién de citocromo c. Bid y Bim
inducen la permeabilizacién de la membrana mitocondrial en un modelo dependiente de Bax y/o
Bak, induciendo su oligomerizacion. Bid es la proteina que interrelaciona las dos vias apoptoticas
(via extrinseca e intrinseca), la activacion de la caspasa-8 induce la hidrdlisis de Bid formando un
fragmento truncado (tBid) que se transloca a la membrana mitocondrial e induce la liberacion de

citocromo c.

FACTORES PRO-AFOFTOTICOS DE LA FAMILIA Bel-2
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Figura 7. Miembros proapoptoticos de la familia Bel-2.

La pérdida de la regulacion sobre los miembros de la familia Bcl-2 est4 estrechamente vinculada a
la tumorogénesis, los miembros antiapoptoticos parecen funcionar como oncoproteinas y los

proapoptoticos como supresores de tumores.
Proteinas de la familia de las caspasas.

Las caspasas (cistein-proteasas especificas de aspartato), poseen funciones centrales en las vias de
senalizacion de la apoptosis y de la inflamacion. La familia de las caspasas se compone de 15
miembros en mamiferos que se agrupan en dos grandes subfamilias: las caspasas relacionadas con

la inflamacion y las apoptdticas.
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En humanos se han descrito 12 caspasas (Casp-1-Caspasa-10, Casp-12 y Casp-14). Todas ellas se

encuentran en forma de zimdgenos o proenzimas con una estructura bien definida:

a) un dominio N-terminal muy variable tanto en su secuencia como en su longitud, con funciones de

regulacion y activacion.

b) una region catalitica formada por dos dominios, uno grande de 20 kDa y otro pequeiio de 10 kDa,

que daran lugar a las dos subunidades de la enzima una vez activada.

Las caspasas se dividen en dos grupos segun la longitud de su region reguladora N-terminal o
prodominio. Las caspasas con prodominio largo son la casp-1, -2, -4, -5, -8, -9 y -10, y estan
involucradas en funciones de regulacion de la activacion de la cascada (iniciadoras). Las
procaspasas -8 y -10 contienen en sus prodominios repeticiones de una secuencia de interaccion
proteina-proteina llamada dominio efector de muerte (DED), mientras que las procaspasas -1, -2. -4,
-5 y -9 contienen dominios de reclutamiento de caspasas (CARDs); estos dominios facilitan la
interaccidn con proteinas que contienen los mismos dominios. Las caspasas con prodominio corto
(efectoras) son las caspasas -3, -6 y -7, son activadas por alguna de las caspasas iniciadoras e
hidrolizan numerosas proteinas celulares. Las caspasas -1, -4, -5 y -12 estan implicadas en la
regulacion de sefales inflamatorias, mientras que las caspasas -2, -3, -6, -7, -8, -9 y -10 estdn mas

implicadas en la apoptdsis.

El inicio de la activacion de las caspasas puede ocurrir a través de la via intrinseca de la apoptosis,
formandose el apoptosoma y activandose la caspasa-9 debido a un cambio conformacional, o a
través de la via extrinseca que puede inducir la activacion de la caspasa-8 (Tipo I) de forma directa,
o0 a través de la activacion de caspasa-9 (Tipo II). La activacion de las caspasas se inicia por un
procesamiento proteolitico entre sus dominios mayor y menor, que puede ser llevado a cabo por

ellas mismas o por otras caspasas, formando un heterodimero y dando lugar a una conformacién

activa. Luego, estas caspasas iniciadoras son capaces de activar a otras caspasas. Para ejercer su
funcion, normalmente se produce la dimerizacion de dos caspasas heterodimeras formando
heterotetrameros. Una caspasa activa a la otra cortando entre sus dominios, amplificandose asi la
sefial proapoptotica y culminando con la activacion de las caspasas efectoras que inducen la

proteolisis que acaba con la célula por apoptosis.
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Ademas de estas vias principales de activacion de caspasas, también se pueden activar via reticulo
endoplasmico, inducida por agentes que perturban la homeostasis del i6n calcio, provocando la
translocacion de la caspasa-7 a la superficie del reticulo endoplasmico, que a su vez activa la
caspasa-12, activando a la caspasa-9 que activa las caspasas efectoras -3, -6 y -7, sin producirse la
liberacion de citocromo c. En los linfocitos T citotoxicos y las células Natural Killer, se puede
inducir la activacion de caspasas via Granzima B, proteina que es capaz de hidrolizar a las caspasas

-3 y -7, iniciando la apoptosis.

Las caspasas organizan de forma coordinada la destruccion de las estructuras y organulos de las
c¢lulas mediante la hidrolisis de sustratos especificos. En conjunto, estos eventos proteoliticos
inducen en la célula los cambios fenotipicos caracteristicos de la apoptosis. Se conocen mas de 200
sustratos hidrolizados por las caspasas y pueden clasificarse en: proteinas citoplasmaticas (actina,
gelsolina, componentes de union a B-cateninas), proteinas nucleares (lamina -A, -B, receptor de
lamina-B, proteinas nucleares del aparato mitdtico, proteinas asociadas a ribonucleoproteinas,
proteinas de unidn a la estructura del cromosoma), proteinas relacionadas con el metabolismo y
reparacion del ADN (PARP, DNA-PKCS, proteinas de replicacion del ADN, ADN-topoisomerasas),
proteinquinasas (PKC y sus isoformas, MAPK, ERK, Akt, Weel), proteinas implicadas en las vias
de sefializacion (citoquinas, pro-interleukinas y fosfolipasas), proteinas del ciclo celular y

proliferacion celular (p21, p27, pRb y ubiquitinas).

También existen proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAPs) constituyendo una familia de factores
proteicos que son liberados por la mitocondria y ejercen su accion inhibiendo directamente a las
caspasas. Se han identificado cinco IAPs en humanos: NAIP, XIAP, c-IAP1, c-IAP2 y ML-IAP.
Todas ellas pueden presentar: i) al menos un dominio BIR, mediante el que se unen a las caspasas
inhibiendo su accion, ii) dominios RING, que actian como una ubiquitin-ligasa induciendo su
autodegradacion y la degradacion de la caspasa unida a él por el proteasoma, iii) dominios CARD,
que pueden permitir la regulacion de la degradacion de las caspasas por interaccion entre dominios

de este tipo.
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Los inhibidores XIAP, cIAP1 y cIAP2 suprimen la actividad de las caspasas-3, -7 y -9. Dentro de
esta familia de proteinas, la mejor estudiada es XIAP. Su estructura esta formada por tres dominios
BIR y un dominio RING. El dominio BIR2 inhibe las caspasas-3 y -7, mientras que el dominio
BIR3 inhibe la caspasa-9. Los antagonistas de XIAP (Smac/DIABLO, Omi/HtrA2) pueden unirse a
BIR2, bloquear su efecto inhibidor y activar directamente a la caspasa-3, que a su vez activa a las
caspasas-8 y -9 como consecuencia del bucle de amplificacion de la sefial apoptdtica. Ademas, el
efecto apoptotico inducido por el antagonista de XIAP solo se observa en células tumorales, debido
a que sus niveles de expresion son mayores que en las células normales. La proteina survivina sélo
posee un dominio BIR, y aunque fue considerada como una IAP, no inhibe a las caspasas

directamente, sino que es una proteina nuclear importante en la mitosis celular (96).

La proteina c-FLIPL posee dos regiones homologas a los dominios DED efectores de muerte en su
extremo amino, asemejdndose a la estructura de las caspasas-8 y -10. Esto le permite impedir la
formacion del complejo inductor de muerte, y también mediante la unidon a la caspasa-8 por sus
dominios DED formar un heterodimero caspasa-8/c-FLIPL, que promueve la proteolisis parcial de
ambos. Esta proteolisis incompleta mantiene a las dos proteinas unidas al receptor, impidiendo la

liberacion de la forma activa de la caspasa-8 (100).

Las caspasas pueden ser ademds modificadas covalentemente por fosforilacion. Por ejemplo Akt,
quinasa involucrada en la supervivencia celular y mediador de la fosfatidil inositol-3-kinasa (PI3K),

fosforila el centro activo de la caspasa-9 inhibiendo su funcion (101).
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Objetivos

En base a lo anteriormente expuesto y dado que los estudios sobre las propiedades antitumorales de
la melatonina en células sanguineas es bastante limitado, nos planteamos como objetivo general
estudiar el efecto antitumoral de la melatonina en células Molt-3, una linea celular de naturaleza
linfoide que ha demostrado ser un buen modelo celular para este tipo de estudios. Mas

concretamente, los objetivos especificos planteados son:

1. Evaluar el efecto de la melatonina sobre la proliferacion y la viabilidad celular.
Determinar si la melatonina induce activacion de las vias apoptoticas.

Valorar el papel que desempefian las caspasas.

Eall o

Explorar si la melatonina induce generacion de especies reactivas y determinar el papel de

estas ultimas.






Material y métodos






Productos y material fungible

El medio de cultivo RPMI 1640, el suero bovino fetal (FBS), la tripsina, el HEPES (N-[2-
hidroxietil] piperazino N’-[2-etanosulfanilico]), la L-glutamina, el azul de tripan, el bicarbonato

sodico y los antibioticos (estreptomicina, gentamicina y penicilina G), fueron adquiridos a Sigma

Chemical Co. (St. Louise, MO, USA). Las botellas de cultivo de 75 cm? y las placas de 48 y 96
pocillos estériles, asi como el resto del material estéril utilizado fueron de Becton-Dickinson.El
yoduro de propidio, la RNasa A y la proteinasa K, fueron adquiridos a Sigma Chemical Co. La
agarosa se obtuvo de BioRad (Madrid, Espaifia) y el bromuro de etidio de Sigma/Aldrich (Espana).

La anexina V se obtuvo de BD Pharmigen ™ (Anexin V-FITC Apoptosis Detection Kit). Las
sondas fluorescentes H2-DCF-DA (diacetato 2,7 -dicloro-dihidro-fluoresceina) y JC-1 (yoduro de
5,576,6 -tetracloro-1,1 3,3 -tetraetil-benzimidazol-carbocianina) se obtuvieron de Molecular Probes
(Invitrogen Corporation Carlsbad, CA). Los inhibidores de caspasas: z-VAD-fmk
(benziloxicarbonil-Val-Ala-Asp (OME)-fluoro metil cetona), z-DEVD-fmk (benziloxicarbonil-Asp-
Glu-Val-Asp-(OME) fluorometil cetona, z-LEHD-fmk (benziloxicarbonil-Leu-Glu-His-Asp-(OME)
fluorometil cetona, z-IETD-fmk (benziloxicarbonil-Val-Asp-Val-Ala-Asp-(OME) fluorometil
cetona, fueron obtenidos de Sigma, mientras que los inhibidores z-Y VAD-fmk (benziloxicarbonil-
Tyr-Val-Ala-Asp-(OME) fluorometil cetona y z-VEID-fmk (benziloxicarbonil-Val-Glu-Ile-Asp-
(OME) fluorometil cetona, fueron obtenidos de Calbiochem.Trolox, N-acetil-L-cisteina (NAC),
Antimicina A, Rotenone, catalasa (CAT) y superoxido dismutasa (SOD), ditiotreitol (DTT), y el
resto de inhibidores fueron obtenidos de Sigma Chemical Co.Los sustratos colorimétricos DEVD-
pNA, ZETD-pNA y LEHD-pNA utilizados para determinar la actividad caspasa fueron obtenidos
de Sigma Chemical Co.La acrilamida (bis N,N’-metilen-bis-acrilamida), persulfato amonico,
TEMED (N,N,N,N,-tetrametil-etilendiamina), SDS (dodecil sulfato so6dico) y los marcadores de
pesos moleculares se obtuvieron de Bio-Rad. El azul de bromofenol, el BSA (albumina de suero
bovino) y el B-mercaptoetanol fueron de Sigma. Las membranas (PVDF) y el sustrato de revelado
por quimioluminiscencia se obtuvo de Millipore (Billerica, MA, USA). Las placas para
autorradiografia se adquirieron de Kodak.Los anticuerpos anti PARP, caspasa-3, caspasa-6, caspasa-
7, caspasa-8, caspasa-9, caspasa-2, citocromo c, Bcl-2, Bax, Bid y [B-actina se obtuvieron de
Beckton Dickinson. El agua desionizada y bidestilada se obtuvo con un equipo Milli-Q (Water
Purification System, Millipore Ibérica, Madrid, Espana). El dimetilsulfoxido (DMSO), EDTA,
EGTA, NaCl, glicerol, tris base, MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazolio),

la sacarosa, tween 20, hidroxido de sodio y acido clorhidrico se adquirieron de Sigma Chemical Co.
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El resto de reactivos utilizados se obtuvieron de Sigma Chemical Co.

Cultivo celular

Para este trabajo el modelo experimental elegido fue la linea celular de leucemia humana Molt-3,
las cuales se obtuvieron de la coleccion europea de cultivos celulares (European Collection of Cell
Cultures, ECACC) y se cultivaron en medio RPMI 1640 suplementado con un 10% (v/v) de suero
bovino fetal (FBS) inactivado por calor y antibiotico (100 unidades/ml de penicilina y 100 pg/ml de

estreptomicina) en una atmosfera humidificada (37°C y 5% CO,) y a una densidad no superior a 0,5

x 10% células/ml [150,151]. A las células se les cambid el medio de cultivo tres veces por semana
con una tasa de duplicacion de 24 horas aproximadamente. Las células se contaron en un
hematocitometro y la viabilidad siempre fue superior al 95% utilizando el método de exclusion de

azul de tripan.

Evaluacion de la proliferacion y viabilidad celular

Las células se cultivaron en placas de 96 pocillos por triplicado, a una densidad de 10* células por
pocillo en 0,2 ml de medio de cultivo y en presencia de diferentes concentraciones de melatonina
durante los tiempos indicados en cada experimento. Una vez transcurrido el tiempo de
experimentacion, las placas se centrifugaron (500 g, 10 min) a temperatura ambiente y se les
elimind el medio de cultivo mediante aspiracion. A cada pocillo se le anadio 100 ul de MTT (0,5
mg/ml en medio de cultivo con antibidtico pero sin suero) y las placas se incubaron durante 4 horas
a 37°C. Una vez transcurrido dicho tiempo, se par6 la reaccion afiadiendo 100 ul de SDS (20%) con
HCI 0,02N e incubando la mezcla hasta la mafiana siguiente. La cuantificacion de la conversion del
MTT (color amarillo) en su forma reducida (color purpura) debido a la actividad de la enzima
deshidrogenasa mitocondrial se determind en un lector de microplacas (modelo 680 de Bio-Rad) a
una longitud de onda de 570 nm, usando como blancos tres pocillos en los que no se cultivaron
células y a los que se les afiadi6 el medio con MTT. Esta técnica consiste en un ensayo de la
reduccion metabolica del bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT) debido a
la actividad de la enzima deshidrogenasa mitocondrial [152]. Los datos se analizaron con el
programa informatico Prism 4.0 (GraphPad). Ademads, el nimero de células se determind por el

método de exclusion de azul-tripan (152).
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Andlisis del ciclo celular por citometria de flujo

Esta técnica cuantitativa estd basada en la fluorescencia emitida por diferentes fluorocromos

capaces de unirse al ADN (ioduro de propido en este caso). Se puede detectar el porcentaje de

células en cada fase del ciclo celular en funcidén de su contenido en ADN. Las células en la fase G1

forman el primer pico, en la fase S las células estan sintetizando ADN y en la fase G,/M las c¢lulas

presentan doble contenido en ADN que una célula normal y apareceran como un segundo pico. Las
células que contienen ADN hipodiploide (menor contenido en ADN que el contenido diploide de las

c¢lulas normales) son consideradas como células apoptdticas, y se localizan a la izquierda del pico

G, constituyendo la fraccion SubG, [150]. Una vez finalizados los correspondientes tratamientos,

las células se lavaron con PBS frio y se fijaron durante al menos una hora en etanol al 70% a -20°C.
A continuacion se lavaron dos veces con PBS, se centrifugaron a 500 g durante 10 minutos y se
incubaron con 1 ml de una mezcla de 100 pg/ml de Rnasa A y 50 pg/ml de ioduro de propidio en
PBS durante 1 hora a 37°C en oscuridad. Una vez transcurrido el periodo de incubacion, las
muestras se analizaron en un citometro de flujo Coulter Epics XL-MCL (Beckman Coulter), siendo
estimuladas con una longitud de onda de 488 nm y detectdndose la fluorescencia emitida por el

complejo propidio-ADN a una longitud de onda de 617 nm mediante el detector FL3 (620 +/-
15nm) que incorpora el aparato. Se evaluaron 10* células en cada muestra.Los resultados se

analizaron con el software EXPO 32 ADC Software ™ (Beckman Coulter) [153].

Determinacion de la externalizacion de fosfatidilserina

La fosfatidilserina es un fosfolipido que normalmente se encuentra en la cara interna de la

membrana plasmadtica y se transloca a la cara externa en los estadios tempranos del proceso de

apoptosis. La proteina anexina V tiene afinidad por la fosfatidilserina en presencia de Ca®' y
permite detectar las células apoptoticas por citometria de flujo, previa incubacion de las células con
anexina V unida a un fluorocromo (FITC). De esta manera distinguimos: a) células viables, las
cuales no unen anexina V al tener la membrana citosplasmadtica intacta y por este mismo motivo no
permiten la entrada de ioduro de propidio (anexina V negativas / ioduro de propidio negativas); b)
células en un estado de apoptosis temprana que permiten la unién de anexina V al tener parte de la
fofatidilserina translocada al espacio extracelular, pero sin embargo no permiten la entrada de

ioduro de propidio puesto que la membrana citoplasmica no llega a ser permeable ain a dicho
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compuesto (anexina V positivas / ioduro de propidio negativas); c) células en apoptosis tardia, las
cuales unen anexina V e incorporan ioduro de propidio (anexina V positivas / ioduro de propidio
positivas); d) células necrdticas que unen anexina V e incorporan ioduro de propidio o solamente
incorporan ioduro de propidio. Cuando las células en cultivo sufren apoptosis, al no ser fagocitadas

alcanzan un estadio de necrosis secundaria al proceso apoptdtico, por lo cual puede aumentar el

nimero de células que dan positivo con ioduro de propidio. Las células (1 x 106 por muestra) una

vez tratadas se lavaron con PBS frio y se resuspendieron en tampén 10 mM HEPES/NaOH (pH

7.4), conteniendo 140 mM NaCl, 2.5 mM CaCl,. Se transfirio 100 pl de la suspension (10° células)

a un tubo de cultivo de 5 ml, y se le anadio 5 pl de anexina V-FITC y 5 ul de ioduro de propidio. Se
mezclaron suavemente las células y se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente (25°C)
en oscuridad. Posteriormente se afiadié 400 ul del tampon anterior a cada tubo y se analizé cada

muestra por citometria de flujo.

Microscopia electronica de transmision (MET)

Para el procesado de muestras por microscopia electronica de transmision, las células se

centrifugaron, se resuspendieron y se fijaron en glutaraldehido al 2,5% en tampon fosfato (0.1 M,

pH 7,2) durante 24 horas. La postfijacion se realizo en tetroxido de osmio (0sO,) al 1% en tampdén

fosfato. Las células se deshidrataron utilizando concentraciones crecientes de etanol. El pellet se
incluyo en una resina EMBed 812 que polimerizé a 70 °C. Los cortes para el procesado de las
muestras se realizaron con un ultramicrotomo Reichert Ultracut seica. Los cortes semifinos fueron
tefiidos con azul de touloidina, mientras que los ultrafinos fueron contrastados con acetato de
uranilo y plomo. Las fotografias fueron tomadas en un microscopio electronico de transmision Zeiss
EM 910 (Carl ZEISS, Germany) equipado con camara digital Proscan Slow-scan CCD-Camera for
TAM (Fa. Proscan Elektronische Systeme GmbH, Germany) y software Soft Imaging System
(Germany) en el Servicio de Microscopia Electronica de la Universidad de Las Palmas de Gran

Canaria.
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Determinacion de la actividad caspasa

Una vez las células fueron tratadas, se centrifugaron a 1.000 g durante 10 minutos a 4 °C, se lavaron
con PBS y se incubaron en hielo. A continuacion se resuspendieron en tampon de lisis [S0 mM
HEPES (pH 7,4), 1 mM de dithiothreitol, 0.1 mM EDTA, 0.1% CHAPS] y se dejaron 5 minutos en
hielo. A continuacién se centrifugaron durante 10 minutos a 16.000 g y 4 °C y posteriormente se
determind la concentracion de proteinas en los sobrenadantes mediante el método de Bradford. Las
muestras se almacenaron a -20 °C hasta que fueron usadas para el estudio de la actividad enzimatica
de las caspasas. Cantidades equivalente de proteinas (~ 20 pg) fueron utilizadas. El incremento de
la absorbancia a 405 nm después de la incubacion a 37 °C durante 1 hora fue indicativo de la
actividad enzimatica de las caspasas. Los sustratos colorimétricos utilizados en el ensayo para las
actividades caspasa-3, caspasa-9 y caspasa-8 fueron DEVD-pNA, ZETD-pNA y LEHD-pNA

respectivamente.

Inmunodeteccion de proteinas (western blot)

Después de los correspondientes tratamientos las células (1-10 x 10%) fueron recolectadas,
centrifugadas (500 g, 10 minutos, 4 °C) y lavadas dos veces con PBS. En funcion de los objetivos
experimentales las muestras se procesaron de diferente forma. Obtencion de lisados celulares: el
precipitado celular se resuspendi6é en 100 pl de tampon de lisis [Tris-HCI (pH 7,4), 2 mM EDTA,
137 mM NaCl, 10% glicerol, 1% Triton X-100, 2 mM de pirofosfato de sodio, 20 mM de
glicerofosfato de sodio, 10 mM de fluoruro sédico, 2 mM de ortovanadato sédico, I mM PMSEF, 5
pug/ml leupeptina, 5 pg/ml pepstatina A, 5 ug/ml aprotinina] y se incub6 durante 15 minutos a 4°C.
Los lisados se sonicaron (cuatro ciclos de 5 segundos) y se centrifugaron a 11.000 g durante 10
minutos a 4 °C. El sobrenadante se guard6 a -20 °C hasta su utilizacioén [150,152]. Obtencion de

fracciones subcelulares: el precipitado celular se resuspendidé en 100 upl de tampoén de

homogeneizacion [20 mM HEPES-KOH (pH 7,5), 10 mM KCI, 1.5 mM MgClz, 1 mM EDTA, 1

mM EGTA, 1 mM DTT, 250 mM sacarosa] con inhibidores de proteasas (0.1 mM PMSF, 10 pg/ml
leupeptina, 10 pg/ml aprotinina, 10 pg/ml pepstatina A), y se incub6 durante 15 minutos a 4°C. Las
c¢lulas se lisaron usando una aguja de 21 G y el extracto resultante se centrifugd a 1.000 g durante
10 minutos a 4°C. El precipidato (fracciéon nuclear) se resuspendido en 100 pl de tampén de
homogeneizacion y se sonico 3 veces durante 10 segundos a 4°C. El sobrenadante resultante se

centrifug6 a 22.000 g durante 10 minutos a 4°C. El precipitado (fraccion mitocondrial) se
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resuspendié en 50 pl de tampdén de homogeneizacion mientras que el sobrenadante fue utilizado
como fraccion citosolica. Las diferentes fracciones se congelaron a -20 °C hasta su utilizacion
[150]. La concentracion de proteinas se determind por el método de Bradford, y todas las muestras
se ajustaron a la misma concentracion utilizando el tampén anterior. Los lisados celulares se
hirvieron en tampon de electroforesis [SO0 mM Tris-HCI (pH 6,8), 15% sacarosa, 2 mM EDTA, 3%
SDS, 5 mM B-mercaptoetanol y 0.01% azul de bromofenol] a 100 °C durante 10 minutos [150]. Las
muestras se sometieron a electroforesis en un gel de poliacrilamida con porcentajes de la misma que
van desde 7.5% hasta 15% dependiendo del peso molecular de la proteina a estudiar, conteniendo
0.1% SDS y se transfirieron a membranas de PVDF. Las membranas se bloquearon con leche
desnatada al 10% en tampon TBST [20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 137 mM NaCl, 0.1 % Tween-20]
durante 1 hora a temperatura ambiente, seguido de una incubacion con el anticuerpo especifico. Los
anticuerpos utilizados en este estudio se diluyeron en TBST conteniendo 3% de leche desnatada y
las membranas se incubaron en presencia del anticuerpo de interés con agitacion suave a 4°C
durante 24 horas. Para asegurar que se carg6 la misma cantidad de proteina en todas las muestras se
analiz6 la expresion de la proteina B-actina con su anticuerpo especifico. Las membranas se lavaron
con TBST tres veces durante 15 minutos cada vez y se incubaron con el anticuerpo secundario
apropiado durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente las membranas se lavaron
nuevamente con TBST en las mismas condiciones anteriores y la deteccion de las proteinas
especificas se determin6 por emision de quimioluminiscencia utilizando un kit comercial y posterior
exposicion de las membranas sobre peliculas de autorradiografia. Las imagenes fueron capturadas

con un escaner y analizadas con el programa Adobe Photoshop 7.0.

Determinacion de la generacion de especies reactivas de oxigeno intracelular.

La generacion de especies reactivas de oxigeno intracelular (ROS) se midi6 fluorimétricamente

usando la sonda diacetato 2°,7’-dicloro-dihidro-fluoresceina (H,-DCF-DA). Las células fueron

expuestas a los tratamientos correspondientes y se incubaron con 8 uM de la sonda durante los
ultimos 30 minutos a 37°C en oscuridad. Inmediatamente después las muestras se analizaron
mediante citometria de flujo con el equipo Coulter Epics XL-MCL (Beckman Coulter), excitando la
sonda con un ldser de argdbn a 488 nm y recogiendo la emision fluorescente de la
diclorofluoresceina (529 nm), con el detector FL1 (525 +/- 20 nm). La distinta intensidad de la
emision fluorescente indica la mayor o menor presencia de ROS en el interior de la célula. Los

resultados se analizaron con el programa Flowing software 2.5 [154,155].
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Determinacion del potencial de la membrana mitocondrial (AQm)

Las células (1 x 106 por muestra) se incubaron con la sonda JC-1 (10 pg/ml) a 37°C en oscuridad
durante los tltimos 30 minutos antes del tratamiento, y se analizaron mediante citometria de flujo
utilizando el canal FL1 (527 nm) para detectar la fluorescencia verde de los monomeros de la sonda
y el canal FL2 (590 nm) para la fluorescencia roja de los agregados. La cuantificacion de la
despolarizacion mitocondrial (APm) se obtuvo a partir de la representacion grafica de los datos
recogidos por el detector FL1 frente a los recogidos por el detector FL2. La division de las graficas
en cuadrantes permite estimar el procentaje de células con potencial de membrana intacto
(cuadrantes superiores izquierdos) de aquellas que sufren despolarizacion mitocondrial (resto de
cuadrantes). El ionéforo de protones carbonil cianuro m-clorofenil hidrazona (CCCP) se utilizd
como control positivo de la disipacion del potencial de membrana. La despolarizacion de la
membrana mitocondrial inducida por CCCP (10 uM) se ve reflejada por un incremento del nimero
de células que emiten mayor fluorescencia verde y menos roja respecto a las células control y que
se sitlan en el cuadrante inferior derecho. Para el andlisis se usoé el citometro Coulter Epics XL-

MCL (Beckman Coulter).

Analisis mediante RT-PCR de la expresion génica de los receptores de melatonina

Para el estudio de la expresion génica de los receptores de melatonina a partir de 3x10° células se
extrajo el ARN total usando el reactivo Trizol (Sigma) siguiendo las instrucciones del fabricante. A
continuacion se tomo 1 pg de ARN y se realizo la transcripcion inversa del mismo durante 75
minutos a 42°C usando 5 unidades de AMV transcriptasa inversa en 20 ul de tampdn de reaccion
que contenia 50 mM de KCl, 10 mM de Tris-HCI (pH 9), 0.1% de Tritén X-100, 5 mM de MgCI2, 1
mM dNTP, 0.5 pg de oligo (dT) 12-15 y 20 unidades de inhibidor de ribonucleasas RNasin. La
reaccion se pard calentando durante 5 minutos a 95°C y se afiadié un volumen de agua tratada con
dietil-pirocarbonato hasta llegar a los 80 pl. Se tomaron 10 pl de cada cDNA diluido y se completd
hasta 25 pl con una mezcla que contenia 50 mM KCl, 10 mM Tris-HCI (pH 9), 0.1% Tritén X-100,
1.5 mM MgCI2, 0.2 mM dNTP, 0.7 unidades de Taqg DNA polimerasa (Promega, Madison, WI,
USA) y 15 pmoles de los respectivos pares de oligonucledtidos correspondientes a cada uno de los
receptores. Las secuencias de las parejas de oligonucleotidos elegidos abarcan regiones que
contienen al menos un intrén en los correspondientes genes.Las secuencias para el par de
oligonucledtidos utilizados para amplificar los genes de los receptores MT1 y MT2 fueron: [5'-

TCAACCGCTACTGCTACATC-3"] y [5"-TCATCAGTGGAGACGGTTTC-3"], que se
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corresponden con las posiciones 400-419 y 1011-1031 respectivamente de la secuencia U14108 de
GenBank, para generar un fragmento de PCR de 632 pb. [5-TCATCGGCTCTGTCTTCAATA-3"]
y [5-ACTGGGTGCTGGCGGTCTGGA-3"], que se corresponden con las posiciones 383-402 y
592-611 respectivamente de la secuencia U25341 de GenBank para generar un fragmento de PCR
de 229 pb. Como control interno se amplifico la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH)
con los oligonucledtidos [5-TTCATTGACCTCAACTACAT-3] y [5-TCATTGACCTCAAC-
TACAT-3"] que se corresponden con la posicion 184-203 y 607-626 de la secuencia NM 002046 de
GenBank respectivamente, generando un producto de PCR de 443 pb. Como control para la
contaminacion por DNA genomico de las preparaciones de RNA, la region amplificada contenia al
menos un intréon. Las muestras fueron recubiertas con aceite mineral (50 pl) y las amplificaciones se
realizaron durante 25 ciclos (G3PDH) o 30 ciclos (MT1 y MT2) usando una temperatura de
desnaturalizacion de 94°C durante un minuto, una temperatura de hibridacion de 58°C durante 1.5
minutos y una temperatura de extension de 72°C durante 1.5 minutos. Las muestras se extrajeron
con cloroformo y alicuotas de 10 pul se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 1.8% con
tampon TAE [40 mM Tris-acetato, | mM EDTA (pH 8,0)]. El gel se tifi6 con bromuro de etidio
(0,5 png/ml) y los productos de la reaccion se visualizaron utilizando un transiluminador de luz

ultravioleta.

Métodos estadisticos.

En todos los casos las determinaciones para cada grupo experimental se realizaron por triplicado o
cuadruplicado y los valores representados se corresponden a datos de tres experimentos como
minimo (Media +/- S.E.M.). La comparacion entre los distintos tratamientos se realizd por el
método de la t de Student o andlisis de la varianza, considerando significativos los valores de P<

0,05.
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Para determinar el efecto de la melatonina sobre el crecimiento de las células linfoides humanas
Molt-3, las células se incubaron durante 72 horas en presencia de concentraciones crecientes de
melatonina y se evalu6 la capacidad de reducir el MTT. Como se muestra en la figura 9, un claro
descenso en la reduccion de MTT fue observado en presencia de concentraciones crecientes (0.01-
ImM) de melatonina. De esta manera, la menor actividad mitocondrial, aproximadamente 25-30%
sobre los valores de control, se observd en el grupo incubado con 1 mM de la indolamina. No se
detectd un efecto de la melatonina sobre la capacidad de las células para reducir el MTT a
concentraciones que estan proximas a los niveles fisioldgicos en sangre (en el rango nanomolar) en
comparacion con los controles. Por lo tanto, los experimentos posteriores fueron realizados con la

concentracion de melatonina que mostrd mayor efecto sobre la supresion en el crecimiento celular.
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Figura 8. Efecto de la melatonina sobre la reduccion del MTT en células Molt-3. Las células fueron tratadas con las
concentraciones indicadas de melatonina durante 72 horas y la capacidad de las mismas para reducir el sustrato

cromogénico MTT se determind como se describe en material y métodos. * P<0,05; diferencia significativa respecto al

grupo control.

Como un descenso en la reduccion del MTT puede indicar inhibicion en la proliferacion celular,
incremento en la muerte celular o ambos procesos, también se evalud el efecto de la melatonina
sobre el nimero de células con el método de exclusion del azul de tripan. Como se muestra en la
figura 9, el tratamiento con la indolamina disminuyé el nimero de células viables, efecto que fue
mas evidente con tiempos de incubacion prolongados (48 — 72 horas). Teniendo en cuenta esos
resultados, el ensayo de reduccion de MTT se consideré un método apropiado para estudiar la

inhibicion de la proliferacion celular en respuesta a la melatonina en este tipo de células.
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Figura 9. Efecto de la melatonina sobre el numero de células Molt-3. Las Molt-3 se incubaron en ausencia (control) o
presencia de 1 mM de melatonina durante los tiempos indicados. El nimero de células viables se determind mediante el

método de exclusion del azul de tripan. # P<0,05; diferencia significativa respecto al grupo tratado con melatonina.

La melatonina ejerce propiedades antiproliferativas en diferentes tipos de células cancerosas
mediante efectos tanto citotoxicos como citostaticos. La induccion de la muerte celular por
apoptosis y la induccion de diferenciacion celular han sido observados en diversos modelos
celulares. Usando el colorante vital azul de tripan, hemos observado evidencias de citotoxicidad en
las células Molt-3 ya que el porcentaje de células muertas (con color azul) fue mayor en el grupo
tratado con melatonina en comparacion con el grupo control (20% frente a 4%) en el intervalo de
tiempo de 24-72 horas. Consistente con los resultados anteriores, al observar al microscopio de
contraste de fase las células tratadas con melatonina a las 72 horas, fueron apreciados evidentes
signos de dafio celular. Una observacion mas detallada de las microfotografias revelaron un nimero
significativamente menor de células en el grupo tratado con melatonina que en el grupo control (fig.

10), confirmando la accidn antiproliferativa de la indolamina.
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Control Melatonina

Figura 10. Las células Molt-3 se incubaron en ausencia (control) o presencia de | mM de melatonina durante 72 horas y

se analizaron por microscopia de contraste de fase.

Globalmente, estos resultados sugieren que la reduccion en el nimero de células Molt-3 se debe a

una accion citotoxica de la melatonina més que a un posible efecto citostatico.

La melatonina se une a los subtipos de receptores de membrana acoplados a proteina G sensibles a
la toxina pertasica MT1 y MT2, y su activacion se ha demostrado que esta involucrada en las
propiedades antiproliferativas de esta indolamina en células de cancer de colon humano (143), en
cancer de mama (144), en cancer de prostata (145) y en melanoma (146). Por lo tanto, para
comprobar si los receptores de membrana de melatonina se expresan en las células Molt-3, se
empleo la técnica de RT-PCR usando parejas de oligonucledtidos especificos para los receptores
MT1 y MT2 humanos y se analizaron las muestras mediante electroforésis en gel de agarosa.
Como se muestra en la figura 11, los productos de PCR con los tamafios esperados para ambos

receptores (632 pb para MT1 y 229 pb para MT2) fueron detectados.
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[5-TCAACCGCTACTGCTACATC-3']
632 bp—P

5-TCATCAGTGGAGACGGTTTC-3"]

[5-TCATCGGCTCTGTCTTCAATA-3']
229 bp—>

[5-ACTGGGTGCTGGCGGTCTGGA-3’]

MT1 MT2

Figura 11. Determinacion de los subtipos de receptores de membrana para melatonina expresados en células Molt-3. Se
extrajo el RNA y utilizando oligonucleodtidos especificos para los receptores MT1 y MT2, alicuotas de cDNA se

sometieron a RT-PCR. Las muestras se analizaron por electroforesis en gel de agarosa y tincion del DNA amplificado

con bromuro de etidio.

Para examinar si el efecto inhibitorio de la melatonina sobre el crecimiento celular estaba mediado
por los receptores MT1/MT2, las células se preincubaron en presencia de la toxina pertisica (PTX,
50 ng/ml), un inhibidor de la subfamilia Gi de las proteinas G acopladas a receptor, o en presencia
de dos antagonistas de receptores de melatonina, el luzindol (10 uM) y el 4P-PDOT (0.1 uM). Los
resultados demuestran que ni la toxina perttsica (Fig. 12A) ni los antagonistas de los receptores
(Fig. 12B) fueron capaces de prevenir el efecto inhibitorio de la melatonina sobre la proliferacion
celular. Estos resultados sugieren que la disminucion en la proliferacion celular es independiente de

los receptores de membrana acoplados a la proteina G.
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Figura 12. Evaluacion del papel de los receptores de membrana en el efecto antiproliferativo de la melatonina en células
Molt-3. (A) Las células fueron preincubadas en ausencia o presencia de PTX (50 ng/ml) durante 16 horas, y
posteriormente se incubaron en presencia de melatonina (1 mM) durante 48 horas. La capacidad de las células de

reducir el MTT como indicador de la actividad metabdlica se determin6 como se indica en material y métodos. (B) Las

células se preincubaron en ausencia o presencia de luzindol (10 pM) o 4P-PDOT (0,1 uM) durante 48 horas. El

numero de células viables se determiné siguiendo el método de azul de tripan.

En los siguientes experimentos, evaluamos si la inhibicién en el crecimiento mediada por la
melatonina estaba asociada con la induccion de apoptosis. Para ello, las células Molt-3 fueron
tratadas con 1 mM de melatonina durante diferentes tiempos (24, 48 y 72 horas) y se analizo6 el
contenido en ADN hipodiploide, la externalizacion de fosfatidilserina y los cambios morfologicos
ultraestructurales. Como se ve en la figura 13A, un claro incremento en el numero de células
hipodiploides (pico sub-G1) fue observado en el grupo tratado con melatonina mediante citometria
de flujo. El porcentaje de células hipodiploides aument6 tres veces en el grupo tratado con
melatonina en comparacion con el grupo control (15% frente a 5%) a las 24 horas mientras que el

incremento fue de unas seis veces (30% frente a 5%) en los tratamientos mas prolongados (fig.
13B).
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Figura 13. Efecto de la melatonina sobre el ciclo celular en células Molt-3. Las células se incubaron en ausencia
(control) o presencia de melatonina (1 mM) durante 48 horas (A) o durante los tiempos indicados (B) y se analizan por

citometria de flujo tal y como se detalla en material y métodos.

La externalizacion de la fosfatidilserina es un evento bioquimico temprano durante la activacion de
la apoptosis y el que aparezca este fosfolipido en la superficie celular prepara a las células que estan
muriéndose para ser digeridas y eliminadas por los fagocitos. Para determinar si la melatonina
induce externalizacion de la fosfatidilserina, las células Molt-3 fueron incubadas en presencia de la
indolamina durante 24 o 48 horas y analizadas posteriormente por citometria de flujo. La
determinacion del nimero de células positivas para anexina V (fig. 14), mostro que el porcentaje de
células apoptdticas increment6 tres veces (10% en el grupo tratado con melatonina frente a 3.2% en
el grupo control) y unas cinco veces (15.4% frente a 3.2%) después de un tratamiento durante 24 y
48 horas respectivamente. De esta manera, también se observo un incremento de unas 3 veces en el
porcentaje de células positivas para anexina V e ioduro de propidio (células necréticas primarias o
apoptdticas tardias / células necroticas secundarias) en el grupo tratado con melatonina (fig. 14).
Ademas, también se visualizaron cambios ultraestructurales en las células mediante microscopia
electronica de transmision como son la fragmentacion nuclear y la condensacion de la cromatina en
respuesta al tratamiento con melatonina (fig. 15). Globalmente, estos resultados demuestran que la

melatonina promueve mediante apoptosis la muerte de las células Molt-3.
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Figura 14. Efecto de la melatonina sobre la externalizacion de fosfatidilserina en células Molt-3. Las células se
incubaron en ausencia (control) o presencia de melatonina (I mM) durante los tiempos sefialados, se lavaron con PBS y
se analizaron por citometria de flujo en presencia de yoduro de propidio y anexina V-FITC, tal y como se describe en

material y métodos.

Control Melatonina Melatonina

Figura 15. Las células Molt-3 se cultivaron en ausencia (control) o presencia de melatonina (1 mM) durante 48 horas y

se analizaron por microscopia electronica.

Uno de los mas prominentes marcadores moleculares de apoptosis lo constituye la activacion
masiva de las caspasas, una clase especifica de cistein-proteasas que juegan un papel clave en la
induccion de la apoptosis, tanto en células normales como en células tumorales, y que pueden ser
activadas a través de dos rutas diferentes. La caspasa-8 es la principal iniciadora de la apoptosis en
la via extrinsica mientras que la caspasa-9 juega un papel similar en la ruta intrinseca (también
conocida como via mitocondrial). Ambas caspasas activan a la caspasa-3, la principal proteasa
ejecutora, la cual a continuacion hidroliza a una variedad de substratos y tambien puede activar a
otras caspasas, desencadenando la apoptosis. Para determinar el papel de las caspasas en la
citotoxicidad inducida por melatonina, las células se incubaron con 1 mM de la indolamina durante

diferentes periodos de tiempo y los lisados celulares se ensayaron en presencia de los sustratos para
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caspasa-3 (DEVD-pNA), caspasa-9 ( LEHD-pNA) y caspasa-8 (IETD-pNA). Como se observa en
la figura 16, la actividad de las caspasas -3 y -9 aument6 a las 6 horas en las células tratadas con
melatonina, en comparacién con sus respectivos controles, y la méxima actividad se alcanzo a las
12 horas de tratamiento para ambas (4,6 veces para la caspasa-3 y 2,4 veces para la caspasa-9). Se
observé un ligero aumento de la actividad de la caspasa-8 (1,4 veces) a las 12 horas en las células
tratadas con melatonina, similar al aumento observado cuando las células fueron tratadas durante

tiempos mas prolongados (24 6 48 horas; 1,6 veces).

5 |- [ Caspasa-8 *
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Figura 16. Efecto de la melatonina sobre la actividad caspasa en células Molt-3. Las células se incubaron en ausencia
(control) o presencia de melatonina (1 mM) durante los tiempos indicados. Se obtuvieron las fracciones citosélicas y se

evalud la actividad caspasa de las mismas utilizando sustratos colorimétricos para caspasa-8 (IETD-pNA), caspasa-9

(LEHD-pNA) y caspasa-3 (DEVD-pNA). Las muestras se analizaron a 405 nm en un lector de microplacas. * P<0,05;

diferencia significativa respecto al grupo control.

El efecto de la melatonina sobre la activacidn de las caspasas también se evalu6 mediante
inmunoblot. En este estudio se incluyeron ademds caspasa-2, caspasa-6 y caspasa-7. La
especificidad de la actividad proteasa de caspasa-2, caspasa-3 y caspasa-7 se solapan en gran
medida, con una secuencia concenso de hidrolisis DEVD|G; de esta manera, el péptido substrato
DEVD-pNA puede ser hidrolizado tanto por la caspasa-3 como por la caspasa-7 y probablemente
por la caspasa-2. Ademads de la caspasa-3 y la caspasa-7, la caspasa-6 también puede desempefiar
un papel como caspasa ejecutora como se ha descrito en algunos modelos celulares. Como se ve en
la figura 17, un descenso en los niveles de pro-caspasa-3, pro-caspasa-7 y pro-caspasa-6 (indicativo
de su activacion) se observo a las 3 horas de tratamiento con melatonina, mientras que la reduccion
de la pro-caspasa-2 (y el subsiguiente incremento en el fragmento de 30 kDa) requirid6 un mayor

periodo de incubacién (48 horas). De acuerdo con los resultados anteriores, el incremento en la
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actividad de la caspasa-3 también estd asociado con cambios bioquimicos tempranos ya que la
hidrolisis e inactivacion de su substrato especifico poli(ADP)ribosa-polimerasa (PARP), una enzima
nuclear de 116 kDa normalmente involucrada en la reparacién y estabilidad del ADN y otros
eventos celulares, ya fue detectada a las 3 horas de tratamiento. La activacion de la caspasa-3 y la
digestion en paralelo de PARP para dar un fragmento de 85 kDa fue dependiente del tiempo de
tratamiento con melatonina. Sin embargo, no se observaron cambios en la expresion de la pro-
caspasa-8 por inmunoblot a ninguno de los tiempos evaluados, lo cual esta en consonancia con los
resultados de la figura 16. En cambio, la activacion de la caspasa-9 también fue detectada de
manera temprana (3 horas), como se pone de manifiesto por la aparicion del fragmento proteolitico
de 35 kDa. En conjunto, estos resultados sugieren un papel principal de la via intrinseca en la

activacion de la apoptosis inducida por melatonina en las células Molt-3.
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Figura 17. Analisis de la expresion de las caspasas en células Molt-3 tratadas con melatonina. Las células se incubaron
en ausencia (control) o presencia de melatonina (1 mM) durante los tiempos indicados en la figura, se sonicaron y
cantidades equivalentes de proteinas se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS. Las

proteinas se transfirieron a membranas de PVDF y la presencia de las caspasas se determiné por inmunodeteccion. La

[-actina se determiné para confirmar que se cargod la misma cantidad de proteinas en cada canal.

La liberacion del citocromo ¢ mitocondrial al citosol es un evento central en la sefnalizacion de la

apoptosis. Para determinar si en la activacion de la caspasa-9 esta involucrado el citocromo c, las
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células fueron incubadas con melatonina durante diferente periodos de tiempo y los extractos
citosolicos fueron analizados por inmunoblot. Como se observa en la figura 18, el citocromo ¢ no
fue visible en la fraccidon citosélica de los grupos control, al contrario de lo que ocurridé con los
grupos tratados con melatonina; la liberacion de citocromo c fue dependiente del tiempo de
tratamiento, detectindose a las 3 horas de tratamiento. Como la ruta intrinseca esta controlada por
la familia de Bcl-2, también se evaluo la expresion de las proteinas Bax, Bcl-2 y Bel-Xu por
inmunoblot. Como se ve en la figura 18, la indolamina también estimul6 la expresion del factor
proapoptotico Bax a medida que aumentaba el tiempo de exposicion, observandose los mayores
niveles de esta proteina a las 6 horas de tratamiento, coincidiendo con la maxima liberacion de
citocromo c al citosol. En cambio, la expresion de las proteinas antiapotodticas Bcel-2 y Bel-X1 no se
vio afectada con el tratamiento. Es conocido que Bax puede jugar un papel crucial en el proceso
apoptotico a través de diferentes mecanismos. Por ejemplo, Bcl-2 o Bcel-Xo contrarrestan los
efectos de Bax formando heterodimeros con €. Estudios previos han mostrado que la relacion entre
las familias proapoptotica y antiapoptdtica de Bcl-2 juega un papel crucial en la determinacién de la
susceptibilidad de las células al estimulo apoptdtico. Ademas, un fragmento de 18 kDa generado
de la hidrolisis de Bax (21 kDa) también fue detectado a las 12 horas de tratamiento con

melatonina, el cual aument6 con el tiempo de incubacion.
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Figura 18. Efecto de la melatonina sobre la expresion de algunos miembros de la familia de Bel-2 y sobre la liberacion
del citocromo c al citosol. Las células fueron incubadas en presencia de melatonina (1 mM) a diferentes tiempos y los
lisados celulares (para analizar Bax, Bcl-2 y Bel-XL ) o extractos citosélicos (para determinar citocromo ¢) se analizaron
mediante western blot tal y como se describe en material y métodos. La B-actina se determiné para confirmar que se

cargd la misma cantidad de proteinas en cada canal.

Para determinar si la liberacion de citocromo c esta asociado con una perturbacion en el potencial

de membrana mitocondrial (APm), las células fueron tratadas con melatonina durante 3, 6, 12 y 24
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horas y analizadas por citometria de flujo en presencia del fluor6foro JC-1. Los resultados indican
que el AYm no disminuy6 en el periodo de tiempo investigado, lo cual sugiere que la disrupcion del
potencial de membrana mitocondrial no esta involucrado en la apopotosis inducida por melatonina
(fig. 19). Incluso, en algunos experimentos la melatonina causé un ligero incremento en la
fluorescencia derivada de JC-1. En este estudio el protondforo CCCP (10 uM), el cual se sabe que

promueve la disipacion del APm, se usdé como control positivo.
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Figura 19. Efecto de la melatonina sobre el potencial de membrana mitocondrial (APm) en células Molt-3. Las células

se incubaron en ausencia (control) o presencia de melatonina (1 mM) durante 24 horas, y se analizaron por citometria

de flujo utilizando la sonda fluorescente JC-1 como se detalla en material y métodos. El protonoforo CCCP se utilizo

como control positivo en la disipacion del potencial de la membrana mitocondrial.

Para identificar qué caspasas son importantes en la mediacion del efecto citotoxico de la
melatonina, las células fueron preincubadas en presencia de inhibidores especificos para las
mismas y se determind el nimero de células hipodiploides por citometria de flujo. El estudio
incluyo a los inhibidores de caspasas z-IETD-fmk (inhibidor de caspasa-8), z-LEHD-fmk (inhibidor
de caspasa-9) y z-DEVD-fmk (inhibidor de caspasa-3/7). Como se muestra en la figura 20A,
ninguno de los inhibidores usados fue capaz de reducir la apoptosis inducida por melatonina. Sin
embargo, cuando las células fueron preincubadas en las mismas condiciones pero esta vez con el
inhibidor de caspasas de amplio espectro z-VAD-fmk, el nimero de células hipodiploides se vio
reducido en funcion de la concentracion de inhibidor empleada (fig. 20B). De hecho, la muerte
celular por apoptosis (fig. 20B) y la hidrolisis de PARP (fig. 20C), fueron suprimidas

completamente con la concentracidn mayor de dicho inhibidor (50 uM).
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Figura 20. Efecto de los inhibidores de las caspasas sobre la muerte celular por apoptosis inducida por melatonina. (A)
Las células Molt-3 fueron pretratadas con 50 uM de los inhibidores especificos de caspasa-8, caspasa-3/7 o caspasa-9
(z-IETD-fmk, z-DEVD-fmk y z-LEHD-fmk, respectivamente) durante dos horas y a continuacion se incubaron en
ausencia o presencia de melatonina (ImM) durante 48 horas y se determiné el nimero de células hipodiploides tal y
como se describe en material y métodos. (B) Las células se preincubaron con las concentraciones indicadas del
inhibidor de caspasa de amplio espectro (z-VAD) durante dos horas y posteriormente se incubaron en ausencia o
presencia de melatonina (1mM) durante 48 horas y a continuacion se determind el numero de células hipodiploides.
(C) Las células Molt-3 fueron preincubadas con el inhibidor de caspasa de amplio espectro (z-VAD 50 uM) durante 2
horas, tratadas con melatonina (1 mM) durante 24 horas y los lisados celulares fueron analizados para evaluar la
hidrolisis de PARP por inmunoblot tal y como se describe en material y métodos. * P< 0,05; diferencia significativa

respecto al control. # P<0,05; diferencia significativa respecto al tratamiento con melatonina.
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Para determinar si la reduccion en el numero de células apoptoticas por z-VAD-fmk esta
correlacionada con un incremento en el nimero de células viables, las células fueron pretratadas
con el inhibidor y a continuacidon incubadas con melatonina. Inesperadamente, se encontr6é que z-
VAD-fmk fue incapaz de atenuar la muerte celular inducida por melatonina, determinado por el
método de exclusion del azudl tripan (fig. 21). Las concentraciones de z-VAD-fmk usadas no fueron

citotoxicas.
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Figura 21. Estudio del efecto del inhibidor general de caspasas z-VAD-fmk sobre la viabilidad de células Molt-3
tratadas con melatonina (1 mM). Las células fueron pretratadas durante 2 horas con las concentraciones especificadas
del inhibidor de caspasa de amplio espectro z-VAD-fmk y a continuacion se incubaron con melatonina (1mM) durante
48 horas. El numero de células se determind mediante el método de exclusion de azul de tripan tal y como se describe

en material y métodos. * P< 0,05; diferencia significativa respecto al control.

Para clarificar el efecto del inhibidor general de caspasas, las células fueron incubadas con
melatonina durante 24 horas en ausencia o presencia de z-VAD-fmk, tefiidas con anexina V-FITC y
con ioduro de propidio, y analizadas por citometria de flujo. Como se muestra en la figura 22, el
porcentaje de células positivas para anexina V y negativas para ioduro de propidio (células
apoptoticas tempranas) incrementd cuatro veces en las células tratadas con melatonina en
comparacion con las células no tratadas (9.1% frente a 2.3%, respectivamente). Sin embargo, las
células tratadas con melatonina que previamente se preincubaron con z-VAD-fmk presentaron unos
valores para anexina V positivas e ioduro de propido negativas cercanos a los niveles de los grupo

control (3.8% frente a 2.3%, respectivamente) y el porcentaje de células positivas para anexina V'y
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positivas para para ioduro de propidio (células necroticas primarias o apoptdticas tardias / células
necroticas secundarias) incrementd al doble (18.3% frente a 7.9%). Tomado en su conjunto, estos
resultados indican que el inhibidor general de caspasas z-VAD-fmk reduce la muerte celular
apoptdtica inducida por melatonina (células anexina V positivas- ioduro de propidio negativas) y

promueve la muerte celular por necrosis inducida por melatonina.

Melatonina
+

Control Melatonina 2.VAD
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loduro de propidio

Anexina V-FITC

Figura 22. Estudio del efecto del inhibidor general de caspasas z-VAD-fmk sobre la apoptosis inducida por melatonina
en células Molt-3. Las células fueron preincubadas con el inhibidor de caspasa de amplio espectro z-VAD-fmk 50 uM
durante 2 horas e incubadas posteriormente en presencia de melatonina (I mM) durante 48 horas. Las células fueron
analizadas por citometria de flujo después de ser tefiidas con anexina V-FITC junto con ioduro de propidio, tal y como

se describe en material y métodos.

La melatonina y sus metabolitos pueden actuar tanto como agentes neutralizantes de radicales
como antioxidantes indirectos (147), y por lo tanto reducen el dafio oxidativo. Los niveles de
radicales toxicos son normalmente mas elevados en células tumorales que en células normales y
pueden actuar como segundos mensajeros promoviendo la proliferacion celular. Aunque en un
principio se pensOd que la propiedad como neutralizador de radicales de la melatonina era la
responsable de la induccion de la apoptosis en células tumorales, un creciente nimero de estudios
indican que esta indolamina puede también estimular la produccion de especies reactivas de
oxigeno. Para determinar si la muerte celular estd mediada por la modulacion de ROS, las células

Molt-3 se incubaron en presencia de melatonina durante diferentes periodos de tiempo y la

acumulacion intracelular de esas especies quimicas se evalud con la sonda fluorescente H,-DCF-

DA por citometria de flujo. Los resultados muestran que el tratamiento con melatonina induce la
generacion de ROS (fig. 23A), alcanzdndose la mdaxima producciéon a los 30 minutos
aproximadamente, 2.5 veces superior a los valores para el control (fig. 23B). Aunque los niveles de
ROS disminuyeron con el tiempo de incubacion (fig. 23B), estos permanecieron elevados sobre los
niveles del control durante al menos 24 horas. La produccion de ROS inducida por melatonina fue
dependiente de la concentracion utilizada (fig. 24), aunque concentraciones en el rango nanomolar y

picomolar demostraron ser inefectivas.
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Figura 23. Efecto de la melatonina sobre la generacion de ROS en células Molt-3. (A) Las células fueron tratadas con
melatonina (1mM) durante una hora y la fluorescencia de la sonda H,-DCF oxidada se determind mediante citometria
de flujo tal y como se describe en material y métodos (se muestra un histograma). (B) Las células fueron incubadas en
presencia de las concentraciones indicadas de melatonina durante dos horas y se evalu6 la fluorescencia de la sonda H,-
DCEF oxidada por citometria de flujo. (C) Las células se incubaron con melatonina (1mM) durante los tiempos indicados
y analizados tal y como se describe anteriormente; los niveles de ROS se determinaron de los histogramas resultantes. *
P< 0,05; diferencia significativa respecto al control.

A continuacién se determin6 si la formacion de ROS inducida por melatonina estd mediada por la
cadena de transporte de electrones mitocondrial y/o por la NADPH oxidasa, dos fuentes principales
de ROS en las células. Para ello, las células fueron preincubadas durante 1 hora con los inhibidores
de la cadena respiratoria rotenona (inhibidor del complejo Il) y antimicina A (inhibidor del complejo
IIT) o con los inhibidores de la NADPH oxidasa difenil iodinio (DPI) y apocinina. Como se muestra
en la figura 24, la produccion de ROS estimulada por melatonina se vio reducida por rotenona (2
uM) y antimicina A (2 pg/ml), y completamente inhibida por apocinina (300 pM); sin embargo, el
inhibidor especifico de la NADPH oxidasa DPI (10 uM) fue menos efectivo. Tomados en conjunto,
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estos datos sugieren que la cadena de transporte de electrones mitocondrial y la NADPH oxidasa

son las principales fuentes de produccion de ROS en las células Molt-3 tratadas con melatonina.

- - N
o 3,] o
|

o
(3]

DCF fluorescencia
(Unidades arbitrarias)

o

Control

Mel

Rotenona

Mel +Rotenona
Antimicina

Mel + Antimicina
Apocinina

Mel + Apocinina
Mel + DPI

Figura 24. Efecto de los inhibidores de la cadena transportadora de electrones mitocondrial y del inhibidor de la
NADPH oxidasa sobre la generacion de ROS en respuesta a melatonina. Las células fueron preincubadas con rotenona
(2 uM), antimicina A (2 pg/ml), apocinina (300 pM) o difenil iodinio (10 uM) durante dos horas y a continuacion se
incubaron con melatonina (ImM) durante dos horas, analizandose a continuacion la produccion de ROS tal y como se
describe en material y métodos. * P< 0,05; diferencia significativa respecto al control. # P<0,05; diferencia significativa

respecto al tratamiento con melatonina.

Para clarificar si ROS juega un papel importante en la muerte celular, las células Molt-3 fueron
preincubadas durante 1 hora con diversos antioxidantes como el glutation (GSH, 5 mM), la N-
acetil-L-cisteina (NAC, 10 mM) o el andlogo hidrosoluble de la vitamina E trolox (300 uM) y
tratados a continuacion con melatonina durante 48 horas. Como se muestra en la figura 25, los
antioxidantes disminuyeron la formacion intracelular de ROS inducida por melatonina, sin
embargo, todos ellos fueron incapaces de revertir la inhibicion de la proliferacion celular (fig.
26A) o la muerte celular por apoptosis (fig. 26B) provocada por la indolamina. Al contrario de otros
estudios en los que se ha demostrado que las especies reactivas de oxigeno estan involucradas como
mediadores en la citotoxicidad inducida por melatonina (148,149), nuestros resultados sugieren que
la melatonina reduce la proliferacion celular e induce apoptosis en las células Molt-3 a través de un

mecanismo que es independiente de la generacion de ROS.
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Figura 25. Los antioxidantes reducen los niveles de especies reactivas del oxigeno inducido por melatonina en células

Molt-3. (A) Las células fueron preincubadas con L-glutation (GSH, 5 mM), N-acetil-L-cisteina (NAC, 10 mM) o trolox
(300 uM) durante dos horas y a continuacién tratadas con melatonina durante dos horas. La generacion de ROS se

determind por citometria de flujo tal y como se describe en material y métodos.* P< 0,05; diferencia significativa

respecto al control. # P<0,05; diferencia significativa respecto al tratamiento con melatonina. (B) Las células fueron
preincubadas con L-glutation (GSH, 5 mM), N-acetil-L-cisteina (NAC, 10 mM) o trolox (300 pM) durante dos horas y
a continuacion tratadas con melatonina durante 48 horas. El nimero de células viables fue evaluado por el método de
exclusion del azul de tripan, tal y como se describe en material y métodos. (C) Las células fueron preincubadas con L-
glutation (GSH, 5 mM), N-acetil-L-cisteina (NAC, 10 mM) o Trolox (300 uM) durante dos horas y a continuacion
tratadas con melatonina durante 48 horas. El porcentaje de células hipodiploides se obtuvo mediante citometria de flujo
tras ser tefiidas con ioduro de propidio, tal y como se describe en material y métodos. * P< 0,05; diferencia significativa

respecto al control.
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Discusion






La melatonina posee un amplio espectro de actividades biologicas, entre las que se encuentran las
propiedades antitumorales. El objetivo del presente estudio fue investigar el efecto de la melatonina
sobre las células de leucemia humana Molt-3, una linea celular linfoide maligna que es
especialmente sensible a la accion citotdoxica de compuestos naturales y que mantiene funcionales
tanto la ruta apoptoética intrinseca como la extrinseca (150). En este trabajo se demuestra que el
tratamiento con melatonina reduce la proliferacion celular de las células Molt-3. Como la mayoria
de los estudios realizados en células cancerigenas, los efectos antiproliferativos de la melatonina se
observaron con concentraciones elevadas (>10 uM) en comparacion con las encontradas en la
circulacion sanguinea durante la noche (~ 0,1 nM). Sin embargo, existen evidencias de que la
concentracion intracelular de melatonina puede ser varios ordenes de magnitud superior a la

existente en la circulacion sanguinea (151).

La melatonina posee receptores de membrana (MT1 y MT2) acoplados a las proteinas G sensibles a
la toxina pertlsica, los cuales se expresan tanto juntos como por separado (152) y que han
demostrado estar involucrados en la inhibicion de la proliferacion en de las células cancerosas
(153-157). Los experimentos de RT-PCR demostraron la existencia de transcritos para ambos
subtipos de receptores, aunque los niveles del receptor MT1 fueron significativamente superiores
que los de MT2; ademads, el tratamiento con melatonina aument6 la expresion de los mismos, lo

cual sugiere un acoplamiento funcional del complejo melatonina-receptor.

Mientras las concentraciones de melatonina proximas a la Kd para los receptores de melatonina (en
el rango nanomolar) no tuvieron un efecto significativo sobre la proliferacion de las células Molt-3,
se realizaron experimentos para clarificar la posible participacion de los receptores de membrana en
el efecto antiproliferativo de las altas concentraciones de melatonina en esta linea celular. Tales
experimentos incluyeron el cotratamiento con la indolamina y la toxina pertusica ademas de dos
antagonistas bien caracterizados de los receptores de membrana, el luzindol y el 4-P-PDOT. Los
resultados sugieren que la unidn a sus receptores de membrana no estd implicada en la inhibicion de
la proliferacion en células Molt-3, al contrario de lo descrito en otras lineas celulares humanas de

prostata (158), de colon (159) o de células linfoides (160-162).

Numerosos estudios avalan que la melatonina reduce la proliferacion de las células cancerosas a
través de mecanismos que inducen la diferenciacion (163) o la muerte celular por apoptosis (164).
En el presente estudio se muestra que la melatonina despliega propiedades antiproliferativas en la
linea celular de leucemia humana Molt-3, efecto que esta asociado con alteraciones en la progresion

del ciclo celular. Una significativa acumulacion en el nimero de células en la fase G1, a expensas
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de la fase S y la G2-M, fue observada a las 12 horas de tratamiento con melatonina, seguido de un
incremento en el nimero de células hipodiploides en comparacion con las células control. Los
efectos proapoptoticos de la melatonina sobre las células Molt-3 fueron confirmados posteriormente
mediante andlisis por citometria de flujo de células marcadas doblemente con anexina V-FITC y con
ioduro de propidio, y también por microscopia electronica de transmision. Esta forma de muerte
celular puede ocurrir con o sin la activacion de las caspasas, una familia de cisteina proteasas que
juegan un papel critico en la apoptosis o en la activacion proteolitica de citogqiomas en los
mamiferos. Asi, la utilizacion de esos mecanismos es dependiente del tipo de estimulo y del tipo

celular.

Se conocen dos vias apoptoticas bien caracterizadas en las células de mamiferos, denominadas
como la ruta de los receptores de muerte (extrinseca, mediada por caspasa-8) y la ruta mitocondrial
(intrinseca, mediada por caspasa-9). Ambas son consideradas como las responsables de si la
mayoria, si no de todos los procesos apoptdticos dependientes de caspasas. Un ligero incremento en
la actividad de la caspasa-8 se detectd a las 12 hotas en las células Molt-3 tratadas con melatonina.
Sin embargo, la hidrolisis de la procaspasa-8 fue dificilmente apreciable por inmunoblot y la
generacion de tBid (Bid truncado) a partir de Bid (21 kDa), un substrato bien caracterizado de la
caspasa-8, no fue observado. Estos resultados sugieren que la via extrinseca no esta involucrada en
la iniciacion del proceso apoptdtico. En contraste, la melatonina indujo una temprana activacion (3-
6 horas) de las caspasas -3, -7, -6 y -9. La caspasa-3 es considerada como la principal caspasa
ejecutora la cual reconoce e hidroliza un gran numero de proteinas con diversas funciones. La
hidrélisis de PARP, una proteina nuclear involucrada en la reparacion del ADN, si es considerada
como un marcador de la muerte celular por apoptosis y un substrato de la caspasa-3, también fue
observada tempranamente. Esto indica procesamiento de la caspasa-3 y activacion posterior de la
misma; asi, la activacion de la caspasa-3 parece que involucra a la via apoptotica intrinseca ya que
el procesamiento de la procaspasa-9 y el incremento en la actividad de la caspasa-9 también fue un

evento temprano.

Los resultados claramente demuestran que la melatonina estimula el procesamiento proteolitico de
otras caspasas ejecutoras como las caspasas -7 y -6 para dar lugar a sus formas activas. Estudios
previos han demostrado que esas caspasas participan en la activacion posterior de la caspasa-9, pero
no son tan esenciales como la caspasa-3 (165). La activacion de la caspasa-9 es un evento citosolico
que normalmente requiere la presencia de citocromo ¢, una proteina que normalmente reside en el

espacio intermembrana de la mitocondria. Por lo tanto, la mitocondria juega un papel principal en la
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muerte celular cuando sus membranas se vuelven permeables. La permeabilizacion de la mambrana
externa mitocondrial esta controlada por diferentes miembros de la familia Bcl-2, lo cual constituye
un punto de control celular critico en la via intrinseca de la apoptosis (166). Los resultados en el
presente estudio sugieren que la melatonina induce la permeabilizacion de la membrana externa
mitocondrial, puesto de manifiesto por una redistribucion del citocromo c en el citosol, apreciado
desde las 3 horas de tratamiento. Para dilucidar los mecanismos moleculares involucrados en la
liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria, los niveles de los factores antiapoptoéticas (Bcl-2 y Bel-
XL) y proapoptoticos (Bax) fueron analizados por inmunoblot en las células Molt-3.
Interasantemente, la melatonina incrementdla expresion de Bax mientras que los niveles de Bel-2 y
Bcl- XL no sufrieron cambios. Asi, el ratio de las moléculas anti y proapotdticas constituye un
regulador que establece el limite de susceptibilidad a la apoptosis para la via intrinseca, la cual
utiliza la mitocondria para amplificar la sefial de muerte (167). Aunque la activacion de Bax durante
la apoptosis normalmente no requiere un incremento en la expresion de la proteina, se ha
demostrado que varios agentes quimioterapéuticos elevan sus niveles mediante regulacion
transcripcional. Por ejemplo, todos los agentes quimioterapéuticos del grupo de las antraciclinas
ejercensu efecto contra el cancer a través del aumento de Bax (168). El incremento en la expresion
de Bax en respuesta a la melatonina ha sido previamente demostrado en células de carcinoma
pancreatico humano (169), en células de leucemia HL-60 (170) y en células de hepatocarcinoma
HepG2 (171), y aumenta la utilidad de la melatonina para promover la permeabilizacion
mitocondrial en céluas cancerosas donde Bcl-2 esta sobreexpresado, confiriendoles resistencia a la
quimioterapia (172). No obstante, esta por dilucidar si el efecto de la melatonina sobre los niveles
de Bax implica regulacion transcripcional, un incremento en la vida media de la proteina o ambos
factores. Es interesante sefialar que la melatonina también indujo la hidrolisis de Bax para generar
un fragmento de 18 kDa, del cual se sabe que muestra una capacidad mayor que la proteina

completa para promover la permeabilidad de la membrana mitocondrial (173).

En este trabajo también se muestran evidencias de que la liberacion de citocromo ¢ en las células
Molt-3 no estd asociada con una disipacion del potencial de membrana mitocondrial. A este
respecto, estudios previos han demostrado que no son necesarios cambios en el AWm sobre la
permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial para una completa liberacion de citocromo ¢
(174). Este efecto tardio ocurre como consecuencia de la activacion de Bax y/o Bak y la formacion
de poros en la membrana externa (175). Al contrario, en algunos experimentos realizados se ha

observado un ligero incremento en la fluorescencia de JC-1 en las células tratadas con melatonina,
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efecto que ha sido interpretado por algunos autores como un incremento en el AWYm o en el

volumen mitocondrial (176).

Para precisar el papel de las caspasas activadas por melatonina en las células Molt-3, se usaron
inhibidores de caspasas tanto especificos como de amplio espectro. Los resultados indican que la
muerte celular por apoptosis inducida por la melatonina depende de la activacion de las caspasas ya
que la apoptosis fue inhibida por el inhibidor general de caspasas z-VAD-fmk. En contraposicion,
los inhibidores especificos para caspasa-3/7, caspasa-8 o caspasa-9 fueron incapaces de bloquear la
muerte celular, lo cual sugiere un incremento compensatorio en la activacion de otras caspasas
cuando la actividad de una caspasa particular es suprimida (177). Por ejemplo, z-DEVD-fmk es un
inhibidor mas potente para la caspasa-3 que para la caspasa-7 (178), por lo tanto en ausencia de
actividad de caspasa-3 tanto la caspasa-7 como la caspasa-6 podrian incrementar su contribucion
(como caspasas ejecutoras) en la apoptosis inducida por melatonina. La mejor proteccion
proporcionada por z-VAD-fmk frente a z-LEHD-fmk probablemente estd causada por su mejor
accesibilidad a la caspasa-9 (179). En este contexto, la caspasa-2 exhibe caracteristicas tanto de una
caspasa iniciadora como de una ejecutora (180) y la melatonina indujo el procesamiento del
zimogeno a las 48 horas. Sin embargo, serd necesario realizar mas estudios para determinar si la
hidrodlisis de la caspasa-2 estd asociada con un incremento de la actividad y también si estd
involucrada en la induccion de apoptosis por la melatonina. En este contexto, es interesante notar
que la activacion de las caspasas se observd desde las 3 horas y que la maxima actividad de la
caspasa-3 se alcanz6 a las 12 horas de tratamiento, pero se necesitd periodos de tratamiento

mayores (48-72 horas) para alcanzar el mayor porcentaje de células apoptoticas.

Nuestros resultados también demuestran que la melatonian tiene la capacidad para activar una
muerte celular independiente de caspasas. El pretratamiento de las células Molt-3 con el inhibidor
general de caspasas z-VAD-fmk bloque6 la apoptosis inducida por melatonina, pero no atenud la
reduccion en el nimero de células viables estimulada por la melatonina. De esta manera, estudios
de citometria de flujo revelaron un incremento significativo en la poblacion de células positivas
para anexina V y para ioduro de propidio después del tratamiento con melatonina mas z-VAD-fmk,
lo cual sugiere que la melatonina podria inducir una muerte celular regulada por necrosis (181).
Existen evidencias de que la muerte celular independiente de caspasas podria estar iniciada por una
cascada apoptotica (182,183), aunque los mediadores apoptoticos normalmente inhiben la ruta de
muerte celular independiente de caspasas. Como la muerte celular por apoptdsis no siempre

constituye un objetivo terapéuticamente deseable (184), los compuestos que inducen una modalidad
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alternativa de muerte celular como la melatonina podrian constituir una valiosa herramienta

terapéutica.

La melatonina ha demostrado ser capaz de neutralizar eficientemente los radicales y de estimular
las defensas antioxidantes en células normales, lo cual explica su papel protector en los tejidos.
Paraddjicamente también puede inducir la generacion de especies reactivas de oxigeno,
particularmente en células tumorales (185-187). Los resultados obtenidos en las células Molt-3
demuestran que la melatonina induce una persistente y aguda generacion de ROS, probablemente a
través de un mecanismo independiente de receptor ya que el efecto fue detectado solo con
concentraciones suprafisioldgicas. La rotenona y la antimicina A, dos inhibidores bien
caracterizados de la cadena de transporte de electrones de la mitocondria, ademas de la apocinina y
el DPI (en menor grado) como inhibidores de la NADPH oxidasa, redujeron la produccion de ROS
inducida por melatonina. En un estudio reciente, Zang y sus colaboradores (188) demostraron que
la antimicina A, pero no la rotenona, bloqueo la produccién de ROS estimulada por la melatonina
en células de rifion humanas. En cambio, Radogna y colaboradores (189), observaron que la
rotenona no disminuye la capacidad de la melatonina de generar ROS en células leucémicas
humanas U937 y que la generacion de ROS citosolico esta mediada por la union de la melatonina a
la calmodulina; sin embargo, el papel del complejo III de la cadena transportadora de electrones
mitocondrial (si lo hay) en la produccion de ROS no se defini6. A pesar del creciente numero de
referencias sobre la produccion de ROS inducida por melatonina en células cancerigenas, los
mecanismos que lo llevan a cabo no se conocen. La mayoria de los agentes inductores de apoptosis
estimulan la produccién de ROS, el cual se considera uno de los mediadores indispensables de la
sefnalizacion apoptotica. También se ha demostrado por otros investigadores que la produccion de
ROS en células leucémicas puede llevar a la muerte celular mediante la activacion de la protein-
quinasa activada por mitogeno (186). Aunque la generacion de ROS intracelular en las células
Molt-3 se observo desde los 30 minutos de exposicion con melatonina, diferentes antioxidantes
fueron incapaces de evitar la muerte celular. Estos resultados indican que las especies reactivas de
oxigeno no estan involucradas en la apoptosis estimulada por melatonina, a diferencia del papel
desempefiado por esas especies quimicas en otras lineas celulares de leucemia (189-191). Parece
claro que las especies reactivas del oxigeno son generadas a partir de diversas fuentes intracelulares
en respuesta a la melatonina y que pueden desempefiar diferentes papeles dependiendo del tipo
celular y del contexto celular. Si la rapida produccion de ROS estimulada por la melatonina en las

células Molt-3 ejerce algun efecto sobre el metabolismo celular estd atn por dilucidar.
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Conclusiones






En este estudio se demuestra que la melatonina induce apoptosis en la linea celular de leucemia
humana Molt-3 mediante un mecanismo que es dependiente de caspasas pero independiente de
ROS, involucrando la permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa y la liberacion de
citocromo c¢. La inhibicién de las caspasas reveld que la melatonina también activa de forma
paralela una muerte celular independiente de caspasas. Ya que numerosos estudios hasta ahora han
demostrado que la melatonina es segura en un rango de concentraciones muy amplio (191,192), la
capacidad de la melatonina para inducir diferentes modalidades de muerte celular sugieren que esta
podria ser util en el tratamiento del cancer individualmente o en combinacioén con otras conocidas

moléculas quimioterapéuticas para mejorar la eficacia de agentes citotoxicos convencionales.
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Anexos



Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral han dado origen a una publicacion en la
revista Journal of Pineal Research (indice de impacto segun JCR de 5,8) y a una comunicacion en

el 6th European Congress of Pharmacology, celebrado en Granada del 17 al 20 de julio de 2012.
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