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RESUMEN



La melatonina es una molécula multifuncional sintetizada en la glandula pineal.
La funcién fundamental de esta molécula es la sincronizacion de los ritmos
circadianos con la luz ambiental. Sin embargo, en las ultimas décadas se han
atribuido nuevas funciones a la melatonina. Entre ellas, sin duda destaca su
accion antitumoral, que se desarrolla por distintos mecanismos, entre los que
estan: 1) acciones antiestrogénicas, dado que regula la expresion y
transactivacion del receptor estrogénico y de las enzimas que intervienen en la
sintesis local de estrégenos, siendo este mecanismo de gran importancia en la
fisiopatologia de los tumores hormono-dependientes; 2) regulacion del ciclo
celular, dado que disminuye la proliferacién celular e induce la diferenciaciéon
celular y la apoptosis; 3) inhibicion de la actividad de la telomerasa; 4)
inhibicién de metéstasis dado que, entre otras acciones, favorece la expresion
de moléculas de adhesion como E-cadherina y Pl-integrina 5) Accion
antioxidante dado que neutraliza radicales libres; 6) acciones antiangiogénicas;
7) acciones inmunoduladoras, dado que induce la produccion de citokinas en
linfocitos y monocitos; 8) factores epigenéticos; 9) prevencion de la disrupcién
de los ritmos circadianos y 10) regulacion del transporte y metabolismo de los
acidos grasos, dado que inhibe la captacion de &cidos grasos por los
transportadores de membrana.

Sin embargo, a pesar de las aparentes ventajas de los preparados
farmacoldgicos a base de melatonina (facil posologia, baja toxicidad, etc.)
existen muy pocos ensayos clinicos que valoren su eficacia como agente
antitumoral.

Melatonin is a multitask molecule synthesized in the pineal gland. The main
function of this molecule is the synchronization of circadian rythms with daylight.
However, new functions have been attributed to melatonin in the last decades.
Among them, the most notable is the antitumoral function, which is carried out
by different mechanisms: 1) antiestrogenic action, as it regulates the expression
and transactivation of the estrogenic receptor, and of the enzymes which
regulate the local synthesis of estrogens, which is specially important to
hormone-dependent tumors 2) regulation of the cell cycle, as it disminishes cell
proliferation while increasing cell differentiation and apoptosis, 3) inhibition of
telomerase activity 4) inhibition of metastasis as it favors the expression of
adhesion molecules such as E-cadherine and Bl-integrine, 5) antioxidante
functions as it neutralizes free radicals, 6) antiangiogenic actions 7)
immunomodulator functions as it induces the production of citokines in
monocytes and lymphocites, 8) epigenetic factors, 9) prevention of circadian
disruption and 10) regulation of transport and metabolism of fatty acids as it
inhibits the uptake of fatty acids by membrane transporters.

However, in spite of the apparent advantages of drugs based on melatonin
(easy administration, low toxicity, etc), there are few clinical trials that assess
the eficacy of melatonin as an antitumoral agent.



OBJETIVOS Y METODOLOGIA



OBJETIVOS

- El objetivo fundamental del presente trabajo es describir las acciones
antitumorales de la melatonina. Para ello, en primer lugar, realizaremos una
breve introduccion de la fisiologia de la glandula pineal y de su principal
producto de secrecion, la melatonina.

- A continuacion, realizaremos una revision de la literatura publicada hasta
hoy dia, con el objetivo de describir los principales efectos de la melatonina
sobre diferentes tipos de tumores.

- Finalmente, revisaremos los principales mecanismos de accion de la

melatonina a través de los cuales ejerce sus efectos oncostéaticos y las
posibles aplicaciones futuras de la melatonina en la practica clinica.

METODOLOGIA

Para el desarrollo del trabajo hemos realizado una revision bibliografica del
tema, utilizando diferentes bases de datos (PubMed, Medline, etc), articulos
publicados en revistas cientificas de alto impacto (Cancer Research, Journal of
Pineal Research, Annals of the New York Academy of Sciences, Journal of
Neuroendocrinology, etc), asi como libros y fuentes de soporte digital.

En la busqueda de bibliografia se han empleado las palabras clave:
melatonina, cancer, cancer de mama, estrégenos, via de sefalizacion,
apoptosis.
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INTRODUCCION

La glandula pineal es una estructura anatdmica conocida desde la antigiiedad.
Las primeras descripciones anatémicas de la epifisis se remontan al siglo Il
a.C, pero el descubrimiento de su funcidn fisiologica tendria que esperar hasta
1958. Es decir, estamos hablando de una glandula que ha estado en perpetuo
estudio desde hace méas de 2000 afos.

La glandula pineal entré en la historia gracias a Herofilo de Calcedonia (siglo 1l
a.C) quien la vincul6 a la regulacién del “flujo de pensamiento”. Galeno (siglo |l
a.C) describi6é su anatomia y la otorgd un nombre, konarium (cono de pifia),
acepcion que ha perdurado hasta la actualidad en su traduccion latina (pinea).
Durante siglos, el conocimiento heredado de los autores antiguos fue todo lo
que supo la Humanidad sobre la epifisis, hasta la llegada del Renacimiento.
Los cientificos renacentistas profundizaron en el conocimiento de sus
propiedades anatomicas (Andrés Vesalio aportd una descripcion anatémica
muy precisa en su obra De Humani Corporis Fabrica de 1543) y fisioldgicas
(Descartes pensaba que se trataba del correlato fisico de alma y que formaba
parte del sistema nervioso como centro de la percepcion del entorno). Con este
planteamiento se llegd al siglo XIX, cuando se abordé la glandula pineal de los
mamiferos desde diferentes perspectivas (anatdbmica, histologica y
embrioldgica), lo que permitié esclarecer la funcién de una glandula que, hasta
entonces, habia sido considerada por pensadores y fildsofos como centro de
misteriosas funciones metafisicas, el llamado “tercer ojo”. Este cambio de
paradigma permitié que, en el siglo XX, por fin se descubriera la funcién de la
epifisis. Existen dos fechas clave que explican la evolucién del conocimiento
sobre la epifisis en el siglo XX. En 1917 se descubrié que el extracto de las
pineales de las vacas aclaraba la piel de las ranas, dado que hasta entonces se
pensaba que la glandula pineal era un “remanente vestigial’ de un 6rgano mas
grande. Este conocimiento propicié que el dermatélogo estadounidense Aaron
B. Lerner y varios colegas de la Universidad de Yale, con la esperanza de que
una sustancia procedente de la pineal pudiera ser util en el tratamiento de las
enfermedades de la piel, aislaran una sustancia de estructura N-acetil-5-
metoxitriptamina, a la que darian el nombre de melatonina (Lerner et al, 1958)
en 1958. Aunque no demostrd ser eficaz, permitié6 ahondar en el conocimiento
de un campo de reciente aparicion: la cronobiologia. De esta forma, se
descubrié la funcién de la melatonina como regulador de los ritmos circadianos.

En 1929, Geourgiou establecié la primera relacion entre la glandula pineal y la
apariciéon de tumores malignos (Georgiou et al, 1929). Desde este momento,
numerosos estudios comenzaron a describir distintas propiedades
antitumorales. Estos conocimientos se pusieron en comun en 1977, en la
ciudad de Viena, en una primera reunién internacional que tuvo como eje
central la accion de la glandula pineal en el control neurohormonal del cancer,
encuentro organizado por Vera Lapin. A partir de este momento, se produjo un
importante aumento en la investigacion y realizacion de estudios sobre el papel
de la glandula pineal en la etiologia y patogénesis de las enfermedades
neoplasicas, que ha demostrado las propiedades oncostaticas de la melatonina
sobre diversos tumores, especialmente hormono-dependientes.
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En resumen, los hallazgos que comenzaron gracias a los sabios griegos de la
antigiedad nos han permitido conocer de forma muy precisa la anatomia,
embriologia e histologia de la epifisis, y de forma algo menos precisa su
fisiologia.

Embriologicamente, la epifisis es una estructura encefalica derivada de la
porcion caudal del diéncefalo dorsal embrionario, el cual posteriormente
conformara el epitdlamo. Se desarrolla en el segundo mes de vida intrauterina
como una evaginacion de techo del diencéfalo (Roa y Del Sol, 2004).

Histologicamente, esta constituida por pinealocitos (80%) y por elementos
vasculares, nerviosos y células de la glia (Cardinali et al, 1994).

Anatémicamente, la glandula pineal es una estructura de forma coénica, que
mide 5-8 mm de longitud por 3-5 mm de ancho, y pesa 100-200 mg. Esta
orientada anteroposteriormente reposando sobre el surco que separa los
coliculos superiores con la pared posterior del tercer ventriculo y
encontrdndose unido a las comisuras habenular y posterior por una formacién
pedicular llamada tallo pineal, bafiada por liquido cerebroespinal y cubierta por
piamadre, la cual forma una cépsula desde la que se proyectan tabiques por
las cuales ingresan gran cantidad de vasos sanguineos (no en vano,
representa el segundo Organo receptor de flujo sanguineo en términos
cuantitativos). La glandula pineal es inervada por fibras simpaticas originadas
en el sistema nervioso central. El ganglio cervical superior es la principal
aferencia postganglionar (Roay Del Sol, 2004).

Desde el punto de vista fisiolégico, juega un importante papel endocrino siendo
responsable de coordinar los ritmos circadianos a través de la produccion de
melatonina. Ademd&s, presenta importantes efectos oncostaticos,
geroprotectores y antioxidantes.

SINTESIS Y SU REGULACION, SECRECION Y TRANSPORTE DE
MELATONINA

Su sintesis tiene lugar en dos localizaciones:

MELATONINA PINEAL | MELATONINA EXTRA-
PINEAL
PRODUCCION Glandula pineal Retina
Tracto G-I
Piel
Médula 6sea
ENZIMA LIMITANTE | NAT (regulada por ciclos | NAT  (regulada  por
DEL PROCESO luz/oscuridad) actividad metabdlica)
FUNCION Sistémica: Cronobidtica | Local: Antioxidante
LIBERACION A LA |Si (la melatonina en|No (los niveles en
SANGRE sangre es el principal | tejidos son mayores que
indice de sintesis) en sangre)
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GLANDULA PINEAL

Es el lugar de sintesis principal. En la glandula pineal, la melatonina se sintetiza
a partir de triptofano en un conjunto de reacciones encadenadas, cuya enzima
limitante es NAT (serotonina N-acetiltransferasa), que cataliza el paso de
serotonina a N-acetilserotonina, el precursor directo de la melatonina (Figura 1)
(Cardinali et al, 1994).

Ve oV ojo NGcleos Ganglio
~ - Retina supragquiasmaticos Cervical Superior
» =
Neouronas Postganghonares
Tejidos . B ¢ Noradrenalina
Fona Gr— Melatonina Triptéfano . '
+
Receplor
Membrana
o atica B-adrenérgico
P
' .
N Melatonina Triptéfano
+*
£ !
A s-Hidroxitriptofano AnPC are
L ¥
o N-acetilserotonina Serotonina
C
I
T
o Incremento de Iz actividad de I AP ee— Sintesis de proteinas

N-acetiltransferasa

Figura 1. Sintesis y regulacion de la sintesis de melatonina
(Cardinali et al, 1994).

Esta melatonina difunde rapidamente hacia la circulacion sistémica, cerebral y
LCR, ya que es muy lipofilica. En el plasma, puede ir unida a la albamina (70%)
o en forma libre (30%, pasando a la saliva y reflejando los niveles sanguineos).

REGULACION DE LA SINTESIS DE MELATONINA EN LA GLANDULA
PINEAL

La sintesis y secrecion de melatonina esta estimulada por la oscuridad e
inhibida por la luz. Cerca del 80% de la melatonina se sintetiza de noche, con
concentraciones séricas que varian entre 80-120 pg/ml. Durante el dia, las
concentraciones séricas son bajas, entre 10-20 pg/ml (Tordjman et al, 2017).

La regulacion de la sintesis de la melatonina sigue este circuito (Figura 2) (Cos
y Sanchez-Barcelo, 2000):
e Retina
Tracto retinohipotalamico
Nucleos supraquiasmaticos (hipotalamo)
Nucleo paraventricular (hipotalamo)
Médula espinal toracica: Neuronas pre-ganglionares
Ganglio cervical superior: Neuronas post-ganglionares
Glandula pineal.

12



R
sca

Figura 2. Circuito nervioso de regulacion de la sintesis de serotonina.
lIMEL.

Los tres grandes actores involucrados en el circuito son los siguientes, cada
uno de los cuales participa en 1 de los 3 pasos esenciales del proceso:

Retina y tracto retinohipotalamico: Paso 1

Nucleos supraquiasmaticos: Paso 2

Ganglio cervical superior: Paso 3

Glandula pineal: Paso 4

PASO 1: RETINA Y TRACTO RETINOHIPOTALAMICO

Los fotorreceptores de la retina pueden transmitir potenciales de accion al NSQ
0 no transmitirlos.

- Durante el dia: No transmiten PA.
- Durante la noche: Transmiten PA que se dirigen a través del tracto
retinohipotalamico hasta los NSQ. Se pone en marcha el paso 2.

PASO 2: NUCLEOS SUPRAQUIASMATICOS DEL HIPOTALAMO

Los nucleos supraquiasmaticos del hipotalamo son el marcapasos central del
organismo, encargados de regular los ritmos circadianos (Gillete y Tischkau,
1999).

Para poder regular los ritmos circadianos, el reloj o marcapasos del NSQ debe
estar sincronizado con el fotoperiodo, y esta sincronizacion se lleva a cabo
mediante la transmisibn de sefiales por la retina a través del tracto
retinohipotalamico. De esta manera, los NSQ saben si nos encontramos
durante el dia o durante la noche.

Durante la noche, la retina produce PA que se transmiten a través del tracto
retinohipotalamico al NSQ. Entonces, el NSQ activa una via de sefalizacién
polisinaptica que informa al ganglio cervical superior de que debe producir
noradrenalina.

PASO 3: GANGLIO CERVICAL SUPERIOR

Cuando recibe la sefial del ganglio cervical superior, las neuronas post-
ganglionares de este comienzan a producir noradrenalina.
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PASO 4: GLANDULA PINEAL

Los pinealocitos de la glandula pineal captan esta NA a través de sus
receptores adrenérgicos de membrana (alfa y beta). La activacion de estos
receptores desata una cascada de sefalizacion intracelular (Klein et al, 1991).

Activacion de adenilato ciclasa

\ 4

Aumento de cAMP

¥

Activacion de PKA

@

Fosforilacion de CREB

@

Transcripcién de NAT — Actividad de NAT

Sintesis de melatonina

—

La produccién de melatonina sigue un ritmo circadiano, alcanza niveles
maximos en plasma durante la noche (a las 2-3 de la madrugada, los niveles
son de 200 pg/ml) y niveles minimos durante el dia (20 pg/mi
aproximadamente).

EXTRAPINEAL (Acufia-Castroviejo et al, 2014).

La melatonina también se sintetiza en 6rganos extra-pineales: retina, tracto
gastrointestinal, piel, médula 6sea y linfocitos, entre otros. Este descubrimiento
fue posible gracias a tres hallazgos en estos tejidos:

e Enzimas clave de la sintesis de la melatonina.

e Receptores de melatonina.

e Evidencias de las acciones anti-inflamatorias y anti-oxidantes de la
melatonina.

De esta forma, ¢cual puede ser el papel de esta melatonina extra-pineal? El
papel viene explicado por tres diferencias entre la sintesis pineal y extra-pineal.

e Regulacién por ciclos luz/oscuridad: Presente en la sintesis pineal y
ausente en extra-pineal

e Liberacién de melatonina a la sangre: La melatonina de sintesis pineal
se libera a la sangre y la de sintesis extrapineal no.

¢ Niveles de melatonina en tejidos extrapineales vs. Niveles de melatonina
en plasma: La melatonina esta presente en practicamente todos los
fluidos corporales, donde se encuentra a niveles superiores que en
sangre.

Esto sugiere que la funcidn de la melatonina extra-pineal es actuar a nivel local,
protegiendo a las células del dafio oxidativo, dado que la produccion de ROS
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(reactive oxygen species) y RNS (reactive nitrogen species) tiene lugar durante
las fases de actividad metabdlica (cuando el consumo de oxigeno es maximo),
gue en animales diurnos no tienen lugar durante la noche (cuando se produce
el pico de melatonina pineal).

METABOLISMO DE MELATONINA

El nivel de melatonina en sangre estd regulado por el equilibrio entre su
sintesis en la glandula pineal (en respuesta a luz/oscuridad) y su degradacion
periférica, fundamentalmente en el higado (Kelleher et al. 2014). La
degradacion de melatonina se realiza por tres mecanismos (SM Hill et al. 2015)

e HEPATICA (95%); Produccion de 6-hidroximetalonina, que tras
conjugarse con sulfato o glucurénido se elimina por la orina (Venegas-
Maldonado, 2013)

e CEREBRAL Y OTROS TEJIDOS PERIFERICOS (RETINA, PIEL) (5%):

o Via inddlica: 5-metoxindolacético o 5-metoxitriptofol.

o Via kinurica: Produccion de AFMK y AMK, que son metabolitos
activos. Estos metabolitos tienen una accién antioxidante muy
importante en la cascada antioxidante de la melatonina, tal y
como se explicara en el apartado “acciones de la melatonina”.

MECANISMOS DE ACCION DE LA MELATONINA

En la actualidad, se han descrito 5 mecanismos de accién de la melatonina
(Figura 3) (Venegas Maldonado, 2013):

e Unidn a receptores de membrana.

e Union a receptores nucleares.

e Mecanismos de accion independientes de receptores.
o Interaccion con proteinas citosolicas.
o Interaccién con mitocondria.
o Accion directa.

A través de estos receptores, esta hormona evita la apoptosis, la produccion de
radicales libres (ROS/RNS) y la pérdida de ATP.
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Figura 3: Mecanismos de accion de la melatonina. IIMEL.

UNION A RECEPTORES DE MEMBRANA (RECEPTORES ACOPLADOS A

PROTEINAS G)

Los receptores de membrana de melatonina estan acoplados a proteinas G,
fundamentalmente inhibitorias. A través de estos receptores, la melatonina
ejerce modulacion sobre diversos segundos mensajeros, entre los que destaca

el AMPc (Figura 4).

MEL-1 MEL-2 MEL-3
MECANISMO Proteina G Caz+ Pl turnover
INTRACELULAR | (G1,G0) GMPc (Gg/11)
Inhibicion de AMPc
adenilato ciclasa | Prostaglandinas
LOCALIZACION | Ndcleo Hipotalamo Glandula pineal
supraquiasmatico | Corteza cerebral Rifi6on
Pars reticularis Cerebelo
Hipotalamo Hipocampo
Rifi6n
ESPECIFICIDAD | Melatonina Melatonina Melatonina
6-OH melatonina | N-acetilserotonina | N-acetilserotonina
N- 60H melatonina Serotonina

acetilserotonina

Serotonina

6-OH melatonina

Figura 4. Receptores de melatonina: tipos, mecanismo intracelular,
localizacion y especificidad (Cardinali et al, 1994).
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UNION A RECEPTORES NUCLEARES (ROR)

Los RORs/RZS (RAR-related orphan receptores) son receptores nucleares que
funcionan como factores de transcripcion intranucleares. Existen tres tipos: alfa,
beta y gamma. Se ha sugerido que la melatonina parece ser el ligando natural
de estos receptores, a través de ellos se sugiere que la melatonina ejerce
funciones de inmunomodulacion a través de la 5-lipooxigenasa (Venegas-
Maldonado, 2012). Sin embargo, existen controversias a este respecto, con
autores afirmando que la melatonina no es un ligando para estos receptores.
(Slominski et al. 2016) y otros autores describen que la melatonina tiene un
papel modulador de los mismos (Hill et al, 2015).

INTERACCION CON PROTEINAS CITOSOLICAS

La melatonina puede interactuar con diversas proteinas citosolicas. Las mas
destacadas son:

CALMODULINA (Benitez-King et al, 1993)

La calmodulina es una proteina que se une al calcio. La interaccion
calmodulina-calcitonina tiene interés como mecanismo de regulacion del
citoesqueleto (este punto se desarrollara en el apartado “metastasis”) y en el
metabolismo del calcio.

CALRETICULINA (Macias et al, 2003)

La calreticulina, al igual que la calmodulina, también es una proteina que se
une al calcio. La interaccién calreticulina-calmodulina se asocia a la regulacién
de la accion de diferentes hormonas en el nacleo celular.

TUBULINA (Cardinali y Freire, 1975)

La interaccion tubulina-calmodulina se asocia a la regulacion del citoesqueleto,
aunqgue todavia las consecuencias de esta interaccion son inciertas.

INTERACCION CON LA MITOCONDRIA

La melatonina ha sido propuesta como mantenedora de la homeostasis
mitocondrial (Figura 5). Se ha propuesto que la melatonina realizaria las
siguientes acciones:

Aumento de la funcién mitocondrial
Reduccién de radicales libres
Aumento del ATP

[}
[}
[}
¢ Neutralizacion de la apoptosis en células normales.
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Figura 5. Acciones de la melatonina en la mitocondria. IMEL

FUNCIONES DE LA MELATONINA
RITMICIDAD CIRCADIANA

La melatonina regula los ritmos circadianos. Los ritmos circadianos son
oscilaciones de las variables biologicas en intervalos regulares de tiempo, en
torno a las 24 horas. Aunque estan regulados internamente (enddgenos,
mediante un reloj biolégico), pueden ser modificados de forma externa (se
pueden sincronizar de acuerdo a estimulos externos denominados “Zeitgeber”,
este fendmeno explica el fendmeno de jet-lag en personas que viajan a través
de distintas zonas horarias, sintomatologia que se experimenta hasta que el
ritmo circadiano se sincroniza en base al ciclo de luz/oscuridad de la zona
horaria en la que se encuentra).

La regulacion interna de los ritmos circadianos es realizada por un reloj
biolégico, que se encuentra en los nucleos supraquiasmaticos (NSQ) del
hipotadlamo. Los NSQ generan ritmos circadianos cercanos a las 24 horas,
independientemente de las sefiales externas.

La regulacion externa-sincronizacion de los ritmos circadianos se realiza a cabo
fundamentalmente a través de sefales luminosas, que informan al NSQ del
momento del ciclo luz/oscuridad y permiten su sincronizacion. En mamiferos, la
melatonina es esencial para la transduccion de la informacion del medio
externo en respuestas fisioldgicas. De esta forma, la luz inhibe la produccion de
melatonina mientras que la oscuridad la estimula.

INMUNOLOGICA (Carrillo-Vico et al, 2005).

La melatonina tiene efectos inmunomoduladores directos en animales y
humanos. La inmunomodulacion puede ser directa o indirecta, y afecta tanto a
la inmunidad innata como adaptativa

Inmunidad innata: Las células fundamentales de la inmunidad innata son los
macrofagos, los granulocitos (neutrofilos, baséfilos y eosindfilos) y las células
NK. Se ha comprobado que la melatonina estimula la produccion de células
progenitoras de macréfagos y granulocitos (GM-CFU). Ademas, se sabe que la
administracion exdgena de melatonina aumenta la actividad de las células NK.

Inmunidad adaptativa: El papel estimulador de la melatonina se ejerce
principalmente en las células T helper y precursores de linfocitos T. El

18



mecanismo fundamental es la produccion de citocinas, fundamentalmente
interleucinas (IL-2, IL-6 e IL-12) e interferbn-gamma.

MODULADOR DEL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-GONADAS

El eje hipotalamo-hipdfisis-gonadas regula la funcion reproductora.

En el hipotdlamo, se produce GnRH. En la hipdfisis, la GnRH favorece la
produccion de LH y FSH. En las gbnadas, las hormonas hipofisarias favorecen
la produccién de esteroides sexuales, que por retroalimentacibn negativa
inhiben la sintesis de GnRH en el hipotalamo.

La melatonina parece tener un papel importante en la regulacién del eje
hipotalamo-hipofisis-gonadas. Realiza dos funciones:

e Hipotalamo: Inhibe la produccion de GnRH.
e Hipdfisis: Inhibe la produccion de LH/FSH.

A través de estos mecanismos, la melatonina parece jugar un papel importante
en la regulacién de la fisiologia reproductiva en los animales de reproduccion
estacional (Rojanski et al, 2000) y en el inicio de la pubertad. La melatonina
puede ejercer un efecto inhibidor sobre el inicio de la pubertad (Vanecek,
1998).

ANTI-OXIDANTE: Este apartado se estudiara a continuacion.

ANTITUMORAL.: Este apartado se estudiara a continuacion.
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ACCIONES DE LA MELATONINA
SOBRE DISTINTOS TIPOS DE
TUMORES
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Los efectos de la melatonina han sido estudiados en distintos tipos de tumores:
cancer de proOstata, sarcomas, cancer colorrectal, hepatocarcinomas,
melanoma, tumores neurales, carcinomas de laringe, carcinomas cutaneos,
cancer de ovarios, cancer de mama y cancer cervical.

La mayoria de los estudios se han desarrollado in vitro, en lineas celulares
derivadas de tumores humanos (la mayoria) y de tumores murinos.

La conclusién general es que la melatonina inhibe la proliferacion celular e
induce la apoptosis en la mayoria de lineas celulares tumorales, y reduce la
carcinogénesis y el crecimiento tumoral en tumores murinos quimicamente
inducidos (Mediavilla et al, 2010). Estos efectos son mas pronunciados en
tumores hormono-dependientes, particularmente en tumores mamarios Yy
prostaticos (Kubatka et al, 2018).

MELATONINA Y CANCER DE MAMA

El cAncer de mama es una proliferacion maligna de las células epiteliales que
revisten los conductos o lobulilos mamarios. Es uno de los canceres mas
frecuentes y mas letales entre las mujeres (constituye una de las principales
causas de muerte en mujeres de 40-55 afos).

Las acciones oncostaticas de la melatonina han sido estudiadas en tumores
mamarios hormono-dependientes. En ellos, se ha sefialado que:

*

< In vivo:

o La melatonina previene la génesis y el crecimiento de tumores
mamarios en roedores, ya sean tumores espontaneos o
quimicamente inducidos.

o La supresion de la funcion pineal (ya sea quirdrgicamente o
fisioldgicamente  mediante  alteraciones en los ciclos
luz/oscuridad) incrementa la incidencia, numero y tamafio
tumoral, al tiempo que reduce la latencia tumoral. Ademas, en
pacientes con cancer de mama, se han encontrado niveles bajos
de melatonina circulante y desincronizacion del reloj circadiano.
Esto sugiere una relacion entre la funcion pineal y el proceso
carcinogénico.

% In vitro: La melatonina, a dosis fisiol6gicas, ha demostrado acciones
antiproliferativas y anti-invasivas.

Las acciones citostaticas y citotoxicas dependen de los receptores de
melatonina (MT1 y MT2), fundamentalmente de MT1.:

% Las acciones citostaticas de la melatonina parecen estar mediadas por
su interaccion con la via de sefalizacion estrégeno/ER-a (aunque
altimamente se han descritos rutas ER-a independientes). En las células
de cancer mamario ER-a positivas, la melatonina suprime la expresion
de mRNA de ER-alfa y su actividad transcripcional a través del receptor
MT1 (efecto SERM).
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% Las acciones citotoxicas de la melatonina son mediadas por gran
cantidad de rutas, que incluyen p53, p73, TGFB1, NRs como RARaq,
RXRa y VDR, e incluso genes reloj como PER2 (Hill et al, 2015).

Sin embargo, existen distintas acciones que son independientes los receptores
MT1y MT2y que se ejercen mediante diferentes mecanismos:

Activacion de la superfamilia de receptores nucleares.

Interferencia con las enzimas que metabolizan los estrégenos (efecto
SEEM).

% Regulacion de la expresion de genes reloj.

X/

%+ Supresion del metabolismo aerobio: Efecto Warburg.

* X/
LXGIR X 4

L)

L)

Ademas, la melatonina también posee propiedades anti-invasivas y anti-
metastasicas que incluyen distintas rutas de sefalizacion: incluyendo la
inhibicion de p38 MAPK y de EMT (epitelial-mesenchymal transition).

De esta forma, las acciones oncostaticas de la melatonina sobre el cancer de
mama hormono-dependiente estan relacionadas con sus propiedades anti-
estrogenicas, ya que los estrdgenos y sus receptores juegan un papel
fundamental en la progresion del cancer de mama (Cos y Sanchez Barcelo,
2000) dado que niveles elevados de estrogenos durante tiempos prolongados
estimulan el crecimiento de las células mamarias.

Como hemos explicado anteriormente, la melatonina es una molécula con una
doble funcion SERM Y SEEM:

La funcibn SEEM consiste en la regulacion de las rutas de sintesis y
transformacion de estrégenos mediante el efecto anti 17-HSD tipo 1, anti
estrogeno sulfatasa y antiaromatasa (Figura 6) (Alvarez Garcia et al, 2013;
Knower et al, 2012; Martinez-Campa et al, 2009). Ademas, la melatonina inhibe
la produccion hipofisaria de gonodotropinas y la produccion gonadal de
estrogenos.

La funcion SERM consiste en la modulacién de la actividad de los receptores
estrogénicos, fundamentalmente reduciendo la expresion del RE-a e inhibiendo
la union del complejo ER-RE-CAM a los EREs del DNA (Proietti et al, 2013).
Esta accion SERM préacticamente se circunscribe al receptor RE-a. De esta
forma, la sensibilidad de las células MCF-7 a la melatonina depende del ratio
RE-o/RE-f.

e Ratios elevados: Sobreexpresion de RE-a. MCF-7 muy sensibles a la
melatonina.

¢ Ratios disminuidos: Sobreexpresion de RE-B. MCF-7 poco sensibles a la
melatonina.
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Figura 6. Mecanismos mediante los cuales la melatonina regula la
carcinogénesis mamaria (Cos et al, 2006)

La melatonina esta relacionada con el cancer de mama en dos formas:

% Etiolégicamente: Los niveles elevados de melatonina circulante parecen
funcionar como un factor protector contra el cancer de mama. Por eso,
la supresion quirdrgica o funcional (mediante regimenes distintos de
luz/oscuridad segun el estudio de Kubatka et al, 2018) de la funcion de
la glandula pineal favorece la aparicion de cancer de mama.

« Clinicamente: La utilizacion de melatonina ha demostrado un efecto
antioncostatico tanto in vivo como in vitro.

Sin embargo, a pesar de este conocimiento, el nUmero de ensayos clinicos que
evaluan la eficacia de la melatonina en el tratamiento del cancer de mama son
sorprendentemente escasos (Cos y Sanchez-Barceld, 2000).

MELATONINA EN CANCER DE OVARIO Y ENDOMETRIO

El carcinoma endometrial es la neoplasia maligna mas frecuente del tracto
genital femenino. Aunque la patogénesis de esta enfermedad no se conoce
bien, se cree que la deficiencia de melatonina podria ser un posible factor
etiol6gico debido a sus efectos antiestrogénicos (Srinivasan et al, 2008). Se ha
descrito que existen niveles reducidos de secrecion de melatonina en algunos
pacientes con cancer de endometrio (Karasek et al, 2000).

In vitro, estudios sobre células de céancer ovarico humano (BG-1) han
demostrado que la melatonina (a concentraciones de 10° a 101° M) reduce la
proliferacion de estas células en mas del 20% (Petranka et al, 1999).

En estudios in vivo, se encontré una respuesta no homogénea a melatonina en
distintas distintos cultivos celulares de carcinoma ovarico. En el ensayo
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realizado por Bartsch y colaboradores se compararon 7 muestras de tumor
ovarico en pacientes de diferentes edades, con diferentes TNMs y presencia de
receptores de estrogenos y progesterona. En base a sus resultados, Barstch y
colaboradores concluyeron que no existe correlacion obvia entre sensibilidad
tumoral a la melatonina y estadio del tumor o presencia de receptores (Barstch
et al, 2000).

Ademas. los estudios llevados a cabo en pacientes con carcinoma ovarico no
mostraron diferencias significativas en los niveles de secrecion de melatonina
en comparacion con los controles (Bartsch et al, 2000).

MELATONINA Y CANCER DE PROSTATA

La melatonina reduce la proliferacion de células tumorales prostéticas y detiene
la progresion del ciclo celular tanto en células androgeno-dependientes LNCaP
como en células andrégeno independientes PC3 (Sainz et al, 2005).

La melatonina y su analogo (2-iodomelatonina) atendan la proliferacion de
células LNCaP androgeno dependientes mediante la disminucién de la
expresion de EGF (Srinivasar et al, 2008).

MELATONINA Y CARCINOMA COLORRECTAL

El interés sobre el posible papel de la melatonina en el cancer colorrectal
aumentod a raiz de la identificacion de receptores de melatonina en muestras de
colon de pacientes con carcinoma colorrectal.

Se ha sugerido que las concentraciones altas de melatonina en el colon
estimulan el sistema inmunitario, mejoran la funcidon antioxidante vy
neutralizadora de radicales libres, elevan los niveles de absorcion y
metabolismo de acidos grasos y, por tanto, ejercen un papel protector frente al
desarrollo de carcinoma colorrectal.

El efecto de la melatonina sobre la inhibicion del crecimiento del carcinoma
colorrectal se estudid en células CT-26, en las cuales se encontré6 que el
mecanismo antiproliferativo debia obedecer a un mecanismo no hormono-
dependiente, ya que no existian receptores para los estrogenos en esta linea
celular (Farriol et al 2000). Mas recientemente se ha demostrado que el efecto
de la melatonina sobre el cancer de colon esta mediado por receptores MT2 y
receptores RZR/RORa (Srinivasar et al, 2008).

Ademas, se cree que la melatonina puede jugar un papel importante en mejorar
el efecto de la quimioterapia en el carcinoma colorrectal, como tratamiento
coadyuvante, ya que la coadministracion de melatonina (20 mg/dia a la hora de
acostarse) con CPT-11 es mas efectivo en el control de la enfermedad que la
administracion de CPT-11 en monoterapia (Cerea et al, 2003).
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MELATONINA EN EL HEPATOCARCINOMA Y OTROS CANCERES DEL
TRACTO DIGESTIVO

Se ha demostrado que el mecanismo principal mediante el cual niveles
plasmaticos fisioldgicos y farmacologicos de melatonina inhiben el crecimiento
del hepatoma de rata 7288CTC es por medio de la supresién de la absorcion
de acido linoleico y su metabolismo a 13-HODE, mediada por receptores de
melatonina (Blask et al, 1999).

MELATONINA EN EL MELANOMA

La accion de la melatonina sobre el melanoma y otros canceres epiteliales es
doble:

Por un lado, presenta una accion radioprotectora, que obedece
fundamentalmente a su capacidad de neutralizar los radicales libres y de
estimular la actividad de enzimas anti-oxidantes (Srinivasar et al. 2008).

Por otro lado, presenta accion oncostatica directa. Esta accion se ha
demostrado en células B16 de melanoma murino. En concreto, parece que la
accion oncostética es dosis dependiente, con concentraciones elevadas
inhibiendo mas que concentraciones reducidas (Yerneni et al, 2003). De esta
forma:

% Niveles bajos (2 a 77 pg/cell): La melatonina no afecta de forma
significativa el recuento celular.

+ Niveles intermedios (1936/2003 pg/cell): La melatonina tiene un efecto
inhibitorio moderado sobre >50% en comparacién con los controles.

“ Niveles elevados (7743 a 19356 pg/cell): La melatonina causa una caida
de >50% en el recuento celular.
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MECANISMOS DE LAS ACCIONES
ANTITUMORALES DE LA
MELATONINA

26



Como he desarrollado anteriormente, la funcion de la glandula pineal
pertenecio al terreno de la metafisica mas que al de la biologia hasta el siglo
XX. No fue hasta 1958 cuando Aaron B.Lerner y sus compafieros describieron
la produccion de melatonina por parte de la epifisis. En 1977, la reunion
internacional en Viena coordinada por Vera Lapin supuso una puesta en comun
del conocimiento que habia hasta el momento sobre la relacién del cancer con
la glandula pineal, que habia comenzado en 1929 con el trabajo de Georgiou
(Georgiou et al, 1929) que establecié por vez primera una relacién entre
disfuncién de la glandula pineal y desarrollo de tumores malignos.

Desde entonces, el conocimiento de las acciones antitumorales de la
melatonina no ha hecho sino aumentar. A pesar de la gran variedad de
investigaciones, todas ellas comparten algo: el hecho de que la melatonina
tiene propiedades oncostéticas en mdltiples tumores, especialmente aquellos
denominados hormonodependientes.

ACCIONES ANTIESTROGENICAS DE LA MELATONINA

Los estrégenos son hormonas sexuales esteroideas (derivadas de colesterol).
Los principales estrogenos son estradiol (E2), estrona y estriol.

En las mujeres, son producidos por los ovarios y los tejidos periféricos.

*

% Mujeres premenopausicas: 70% de produccion ovérica y 30% de
produccion en tejidos periféricos (conversion de andrégenos en
estrogenos por la aromatasa).

% Mujeres postmenopadsicas:

o Tejidos periféricos: Produccibn en la grasa subcutanea
(conversion de andrégenos suprarrenales en estrogenos por la
aromatasa). La grasa subcutanea es responsable de la mayor
parte de la sintesis de estrégeno circulante, con una clara
correlacion entre estradiol plasmatico e indice de masa corporal.
En menor medida, existe produccion suprarrenal de testosterona
y androstenediona.

o Ovarios: Existe una pequefia contribucion ovérica (testosterona
ovarica)

En los varones, son producidos en los testiculos, concretamente en las células
de Leydig. En ellas, los andrégenos se biotransforman en estrogenos gracias a
la enzima aromatasa.

Los efectos de los estrégenos en sus 6rganos blanco se deben a la
“sefalizacidn estrogénica”, que es una cadena de eventos celulares iniciada
con los RE (receptores de estrégenos). Estos RE son factores de transcripcion.
La union estrogeno-RE posibilita la translocacién de los RE al nucleo y la
interaccion con EREs (elementos de respuesta a estrogenos), lo que permite la
activacion de transcripcion de diferentes genes.
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REGULACION DE LA SINTESIS DE ESTROGENOS

La melatonina se comporta con un SEEM (Selective Estrogen Enzyme
Modulators). Los SEEM son compuestos que interactian con la
biosintesis/transformacion de estrogenos.

La biosintesis de esteroides se regula mediante tres tipos de enzimas (Figura
7:

e Esteroides andrdgenos y esteroides estrogenos: Los andrégenos se
sintetizan a partir de colesterol. Los estrégenos se sintetizan a partir de
androgenos, gracias a la enzima aromatasa.

e Esteroides oxidativos (de baja actividad) y reducidos (de alta actividad):

o Esteroides oxidativos: Enzima 17B-HSD tipo 2.
o Esteroides reducidos: Son la testosterona (androgeno) y el
estradiol (estrogeno). Enzima 17B-HSD tipo 1.
e Estrogenos y estroégenos sulfatos (que son inactivos).
o Estrogenos: Estrogeno-sulfatasa (STS).
o Estrogenos sulfato (inactivos): Estrogenos sulfo-transferasa
(ETS).

Cancer Cell

Sulfatase Pathway
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17B-HSDred. . | 17B-HSDox.
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5-DiokS

Figura 7. Biosintesis de estrogenos (Mungenast y Thalhammer, 2014)
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Para ilustrar como funciona este complejo proceso, esta el ejemplo del
adenocarcinoma mamario. En el adenocarcinoma mamario, la produccion local
de estrogenos esta desviada hacia la produccion de E2-testosterona. Esto se
debe a la mayor actividad de 17p-HSD1 (formas reducidas de alta actividad),
de STS (estrogenos no sulfatados) y de aromatasa (estradiol a partir de
testosterona).

La melatonina ejerce sus efectos en este proceso tanto in vivo como in vitro.
IN VITRO (CELULAS MCF-7)

La melatonina, a concentraciones fisiologicas, inhibe la expresion de las
enzimas involucradas en la produccion de estrogenos biolégicamente activos
(Sanchez-Barcel6 et al, 2005). La melatonina inhibe la actividad y la expresion
de:

% Aromatasa: Cataboliza el paso de andrégenos a estrogenos. Al mismo
tiempo, la melatonina potencia los efectos de compuestos anti-
aromatasa, como la aminoglutetimida.

s 17-HSD tipo 1: Cataboliza el paso de formas oxidadas (menos activas) a
formas reducidas (mas activas).

s Estrégeno-sulfatasa (ETS): Cataboliza el paso de estrogeno-sulfatos
(inactivos) a estrogenos biologicamente activos. Al mismo tiempo,
estimula la actividad de la EST (estrégeno sulfo-transferasa) que realiza
el proceso contrario.

IN VIVO

En tumores mamarios estrégeno-dependientes quimicamente inducidos
(mediante DMBA) de animales ovariectomizados y tratados con testosterona, la
melatonina inhibié el crecimiento tumoral dependiente de la transformacion de
andrégenos en estrogenos por la aromatasa (Cos et al. 2006).

REGULACION DE LA ACTIVACION DEL RECEPTOR DE ESTROGENOS

La melatonina se comporta como un SERM (Selective Estrogen Receptor
Modulator). Los SERM son moléculas que se unen al RE y tienen acciones
antiestrogénicas o proestrogénicas en funcion del 6rgano.

La melatonina ejerce su accion antiestrogénica mediante la reduccién de la
actividad transcripcional mediada por E2. Sin embargo, a diferencia de los
SERM (que se unen a ER), la melatonina actia de forma indirecta. Reduce la
expresion del RE-alfa e inhibe la union del complejo ER-RE a los EREs del
DNA.

Se han sugerido varios mecanismos para explicar este efecto (Mediavilla et al,
2010):

¢ Interaccién con receptores de membrana: Fundamentalmente MT1. MT1

estd acoplado a proteinas G y produce la inhibicion de la adenilato
ciclasa, lo cual reduce la actividad de cAMP/PKA. La reduccién de cAMP
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mediada por melatonina podria ser uno de los mecanismos involucrados
en la disminucion de la actividad transcripcional mediada por E2. En
células MCF-7, se ha descrito que E2 induce el aumento de la
produccion de cAMP. A su vez, las concentraciones intracelulares
elevadas de cAMP aumentan la transcripcion de ER-alfa. La melatonina
reduce cAMP vy por tanto la transcripcion de ER-alfa.

e Interaccién con receptores nucleares: La melatonina también regula la
transactivacion de los receptores nucleares de la familia de
esteroides/retinoides, incluyendo RAR-alfa (Mediavilla et al, 2010).

e Interaccion con proteinas citosélicas: La calmodulina es un modulador
de la actividad transcripcional de ER-alfa; ya que facilita la unién de E2-
ERalfa a ERE. La melatonina inactiva la calmodulina (se une a CaM e
inactiva el complejo CaM/calcio2+) y por tanto interfiere con este
proceso.

La melatonina presenta accion SERM. Esta accibn SERM practicamente se
circunscribe al receptor RE-alfa. De esta forma, la sensibilidad de las células
MCF-7 a la melatonina depende del ratio REalfa/REbeta.

e Ratios elevados: Sobreexpresion de RE-alfa. MCF-7 muy sensibles a la
melatonina.

¢ Ratios disminuidos: Sobreexpresion de RE-beta. MCF-7 poco sensibles
a la melatonina.

En conclusion, la melatonina es la Unica molécula que comparte acciones
SERM (preferentemente anti-ERalfa) y SEEM. Este doble mecanismo de
accion explica las propiedades oncostaticas de la melatonina en los tumores
estrogeno-dependientes, y confiere a la melatonina ventajas potenciales en el
tratamiento de estas neoplasias.

MODULACION DEL CICLO CELULAR, DIFERENCIACION Y APOPTOSIS

MODULACION DEL CICLO CELULAR

El ciclo celular eucariota es el proceso de duplicacion del DNA celular y
posterior reparticion entre dos células hijas genéticamente idénticas. El ciclo
celular eucariota consta de 4 fases: fase G1, fase S, fase G2 y fase M (Figura
8).
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Figura 8. Fases del ciclo celular (Bower et al, 2017)

Las fases G1, S y G2 forman la interfase, que es el conjunto de procesos del
ciclo celular eucariota que ocurren entre dos mitosis consecutivas. La interfase
representa la mayor parte del ciclo celular eucariota: 23 horas en un ciclo de 24
horas, con una hora para la fase M (Alberts et al, 2007)

% Fase G1: Durante la fase G1, se producen dos fendmenos. Por un lado,
se produce el crecimiento celular que permitira la replicacion y posterior
division del DNA. Por otro lado, durante esta fase se produce la
monitorizacion del ambiente celular interno y externo con el fin de
asegurar que las condiciones son adecuadas para la fase S. En la fase
G1 se encuentra el primer punto de control del ciclo celular eucariota: el
punto de restriccion.

o Punto de control G1 o Punto de restriccion: El punto de control G1
decide si la célula entra en fase M o no. Para tomar esta decision,
la célula evalla las condiciones intracelulares y extracelulares.
Por ejemplo, la integridad del DNA (¢ esta dafiado el DNA?), la
existencia de nutrientes (¢tiene la célula suficiente reserva de
energia o nutrientes disponibles para dividirse?), el tamafio (¢es
suficientemente grande?, y las sefiales moleculares (¢la célula
esta recibiendo sefiales positivas, como factores de crecimiento,
de sus células vecinas? Como consecuencia:

» La célula pasa el punto de restriccion: La célula llegara a la
fase M dando lugar a dos células hijas.

» La célula no pasa el punto de restriccion: La célula entrara
en un estado de reposo llamado fase GO. Algunas células
se mantienen en GO de forma transitoria, hasta que
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condiciones intracelulares y extracelulares mejoren. Otras
células permanecen en GO de forma permanente.

s Fase S: Durante la fase S, se produce la replicacion del DNA. Cada
cromosoma se duplica y pasa a estar formado por dos crométidas
idénticas. Con la duplicacion del DNA, el nucleo contendra el doble de
proteinas nucleares y de DNA.

v Fase G2: Al igual que en G1, durante la fase G2 se producen dos
fendbmenos. Por un lado, se produce el crecimiento celular. Por otro lado,
durante esta fase se produce la monitorizacion del ambiente celular
interno y externo, con el fin de asegurar que las condiciones son
adecuadas para la fase M.

o Punto de control G2: El punto de control G2 permite evaluar la
integridad del DNA vy la correcta replicacion del DNA, para evitar
errores en la division celular.

o La célula pasa el punto de control G2: La célula llegara a la
fase M

o La célula no pasa el punto de control G2: Se han detectado
dafios en el DNA o errores en la replicacion, de manera
gue la célula se detendra brevemente para reparar el DNA.
Si el dafio es irreparable, la célula puede experimentar
apoptosis.

% Fase M: La fase M es la fase de mitosis. La fase de mitosis consiste en
la division del material genético entre las dos células hijas, que son
genéticamente idénticas entre ellas y a la célula madre. Comprende dos
grandes procesos:

o Division del material genético: Los cromosomas se condensan, la
membrana nuclear se rompe y el citoesqueleto se reorganiza para
formar el huso mitético, permitiendo que los cromosomas se
muevan a polos opuestos de la célula

o Division celular o citokinesis: La célula madre se divide en dos
células hijas, que gracias al proceso de division del material
genético son genéticamente idénticas.

Punto de control del huso: Verifica el acoplamiento del
cromosoma al huso mitético en la placa metafasica.

El ciclo celular eucariota estd regulado de forma precisa. La regulacion
depende del buen funcionamiento de 3 puntos de control, en los cuales se
detiene la progresion del ciclo celular hasta que las condiciones
intra/extracelulares sean favorables. Los puntos de control dependen, a su vez,
de los reguladores del ciclo celular. Los reguladores principales de ciclo celular
son las ciclinas y cinasas dependientes de ciclinas. Las ciclinas (ciclina de G1,
cicina de G1/S, ciclina de S y ciclina de D). Las ciclinas dirigen los
acontecimientos del ciclo celular mediante la asociaciébn con las cinasas
dependientes de ciclinas (Cdks), que fosforilan proteinas blanco especificas.
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De esta forma, los reguladores del ciclo celular responden a las condiciones
intracelulares y extracelulares. Las sefiales positivas (por ejemplo, los factores
de crecimiento a nivel extracelular) favorecen la actividad de las CDK mientras
que las sefiales negativas (por ejemplo, dafio al DNA), bloquean la actividad de
las CDK (Figura 9).

o .. . _—» | Progresién del ciclo
Sefiales positivas —> | Aumento de actividad de &
. . celular
(factores de crecimiento) ciclinas y CDKs

Sefales negativas (dafio | — Disminucion de actividad | | No progresion del ciclo
iv

de ciclinas y CDKs via p53 celular.
al DNA)

yp21

Figura 9. Resumen de los mecanismos de regulacion de la progresion del
ciclo celular.

Cuando se producen sefales negativas intracelulares, en concreto dafio
celular, se produce el aumento de expresion del gen p53. En células normales,
el nivel de la proteina p53 es bajo porque se encuentra asociada a Mdm2, lo
cual induce su ubiquitinacion y destruccion por el proteasoma. Los dafios del
ADN vy otras sefales de estrés pueden hacer que p53 no se una a Mdm2 e
incrementar su concentracion, permitiendo que realice su funcién de factor de
transcripcion. La funcion de p53 sobre el ciclo celular consiste en la detencion
del ciclo en las fases G1/S o G2/M mediante la induccion de la expresion de
distintos genes, entre los cuales destaca el gen p21 y un inhibidor de las Cdks.

La melatonina incrementa la duracion del ciclo celular mediante tres
mecanismos demostrados in vitro (células de cancer mamario MCF-7, células
mieloides HL-60 y células de hepatocarcinoma HepG2):

% Fase GL1: Prolongacion de la fase G1 y GO.
Reduce el crecimiento celular y restringe el paso a través del punto de
restriccion, llevando a las células al estado GO. Este fendmeno podria
explicarse, al menos parcialmente, por la up-regulation de p53 y p21 que
se ha descrito en diferentes lineas celulares (Mediavilla et at, 2010). De
esta forma, p53 y p21 ejercerian un efecto negativo sobre distintas Cdks.
En concreto, existen estudios proponiendo la regulacién negativa de:

o Ciclina D1: Mediado por proteinas c-jun y ATF-2 (Cini et al, 2005).
o CDK2 y CDK4 en las lineas celulares OVCAR-429 y PA-1 del
cancer de ovario (Izaguirre-Lasa, 2017).

Se trata de un gran hallazgo, porque es la primera explicacion molecular
acerca de los efectos en el ciclo celular de la melatonina. Ademas,
demuestran la utilidad de la melatonina como quimioterapico adyuvante.

+ Fase S: Retraso en la entrada en fase S

El retraso en la fase S podria explicar la disminucion de la sintesis de
DNA en células MCF-7 tratadas con melatonina (Cos et al, 1996).
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% G2/M: Secuestro en la fase G2/M

Se ha propuesto que la clave de la accion antiproliferativa de la melatonina es
la inhibiciébn de la ciclina D1 (a través de c-jun y ATF-2). Estos hallazgos
establecen, por vez primera, una relacion molecular entre la melatonina y sus
efectos en el ciclo celular, de manera que se halla una explicacion racional a su
uso en quimioterapia adyuvante.

En relacién con los efectos de la melatonina sobre el ciclo celular en células
tumorales también se ha descrito un alargamiento del ciclo celular. En células
tumorales mamarias humanas la melatonina aumenta la duracion del ciclo
celular también actuando sobre las fases G0-G1 (Cos et al, 1996).

MODULACION DE LA DIFERENCIACION CELULAR

La diferenciacion celular es el proceso mediante el cual las células de un linaje
celular concreto (el linaje celular se determina en el momento de la formacion
del embrion) sufren modificaciones en su expresion genética para adquirir la
morfologia y las funciones de un tipo celular especifico.

Los distintos mecanismos que regulan la divisibn celular normal también
participan en la tumurogénesis. La relacion entre progresion tumoral y
diferenciacion celular esta muy bien establecida: los tumores bien diferenciados
SoOn menos agresivos y presentan mejor prondstico, mientras que los tumores
poco diferenciados son mas agresivos y generalmente presentan un peor
pronéstico (Mediavilla et al, 2010).

La melatonina induce la diferenciacion celular, tanto en células tumorales como
normales. De esta manera, favorece que los tumores sean menos agresivos y
presenten un mejor prondstico. Existen dos mecanismos fundamentales:

¢ Ciclo celular: Incremento de la duracion del ciclo celular (mediante
prolongacion de GO-G1) y retraso en la entrada de las células en la fase
S (Mediavilla et al, 2010). Este fendmeno tiene implicaciones
terapéuticas: es uno de los responsables de la mejora de la
supervivencia y la calidad de vida en pacientes con glioblastoma que
son tratados con radioterapia (Blask et al, 2002, referencia 17 de Nuria
Puente Ruiz)

% Uniones GAP: Las uniones intercelulares GAP estan involucradas en el
control de la proliferacion y diferenciacién celular, y juegan un papel
crucial en la supresién del desarrollo tumoral. Las células cancerigenas
presentan uniones GAP anormales y las células sanas presentan
uniones GAP normales. La melatonina es capaz de modular
positivamente los niveles de uniones GAP normales en las células
malignas de los tumores, regulando de esta forma su crecimiento y su
diferenciacion (Cos et al, 2006).

MODULACION DE LA APOPTOSIS

La apoptosis es un mecanismo de muerte celular programada, que ocurre de
forma fisiologica durante el desarrollo como un mecanismo homeostéatico para
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mantener estable la poblacion celular en los tejidos, tanto cuantitativamente
(que no se produce una sobreproliferacion celular) tanto cualitativamente (que
no se repliquen células con DNA dafiado) (S. Elmore, 2007)

Las vias de la apoptosis son dos:

% Via extrinseca: Activada por la union de ligandos de muerte
extracelulares (por ejemplo, FASL) a receptores de muerte
transmembrana (por ejemplo, FAS) que conducen a la formacion de
DISC (death-inducing signalling complex). DISC favorece la
autoactivacion de la caspasa 8, lo cual inicia dos procesos:

o Activacion de caspasas 3-7: Que producen apoptosis.

o Activaciéon de la via intrinseca: Activan BAX/BAK que favorece la
aparicion de permeabilizacion de la membrana externa
mitocondrial.

X/

% Via intrinseca o via mitocondrial: Activada por estimulos que conducen a
la permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial, lo que
favorece la liberacion de proteinas desde el espacio intermembrana
mitocondrial. Entre estas proteinas destaca el citocromo C. El citocromo
C se une a APAF-1 para, en presencia de ATP, formar el apoptosoma.
El apoptosoma crea una plataforma que permite la autoactivacion de la
caspasa-9, lo que permite la apoptosis celular.

De forma resumida, las vias intrinseca y extrinseca de la apoptosis se basan
en la activacion de cascadas de sefializacion celular dependientes de
caspasas, cuya autoactivacion se produce por “plataformas moleculares” como
el DISC (en la via extrinseca) y apoptosoma (en la via intrinseca), que son
ensambladas por interacciones ligando-receptor en la via extrinseca o
permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa en la via intrinseca.
(Alberts et al,

Este proceso de apoptosis esta en parte controlado por p53. El p53 inicia una
serie de mecanismos antiproliferativos en respuesta a diversas sefiales de
estrés. Una de las funciones mas importantes de p53 es activar la apoptosis.

Los efectos de la melatonina sobre la apoptosis estdn documentados, pero no
son siempre consistentes (Mediavilla el al, 2010). Por un lado, se ha
demostrado su efecto anti-apoptosis en células normales y su efecto pro-
apoptoético en diversas lineas celulares (células mieloides humanas HL-60,
células linfoides humanas de linfoma B, células de cancer mamario MCF-7,
células de cancer colorrectal HT-29, células de tumores hipofisarios secretores
de prolactina en ratas, células de cancer de préstata LNCaP y células de
hepatocarcinoma humano HepG2). Por otro lado, también se ha documentado
tanto efectos anti-apoptéticos de la melatonina en células tumorales, como su
ausencia de efecto sobre la apoptosis en otros casos (Mediavilla et al, 2010).

El mecanismo de accién de los efectos pro-apoptéticos de la melatonina es
solo parcialmente conocido. Algunos mecanismos descritos son:
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¢ Incremento de expresion de p53 y p21: Descrito en células de cancer de
mama MCF-7, células de hepatoma de ratén H22 y de hepatocarcinoma
humano HepG2 (Mediavilla et al, 2010).

% Liberacion citosélica del citocoromo C, regulacion positiva de Bax e
induccion de caspasas 8 y 9: Descrito en células de hepatocarcinoma
humano (Mediavilla et al, 2010).

Las implicaciones terapéuticas del propuesto efecto pro-apoptético de la
melatonina en células tumorales mas importantes son las siguientes (Mediavilla
et al, 2010):

% Cancer gastrico: La melatonina induce la apoptosis en lineas celulares
de cancer gastrico al activar las vias apoptoticas dependientes de las
caspasas.

s Tumores solidos sometidos a hipoxia: Las células tumorales en
condiciones de hipoxia pueden desarrollar resistencia a la apoptosis
mediada por TRAIL (Ligando Inductor de Apoptosis relacionado con el
Factor de Necrosis Tumoral). Se han demostrado dos fenébmenos:

o La melatonina reduce este efecto anti-apoptotico de la hipoxia.
o La melatonina podria tener utilidad terapéutica en combinacion
con otros ligandos proapoptéticos como el propio TRAIL.

% Lineas celulares de Sarcoma de Ewing y células del glioma humano:
Hay casos en los cuales la melatonina sinergiza con otros farmacos
antitumorales para inducir la apoptosis. De esta forma, la combinacion
de melatonina con vincristina o ifosfamida producen un aumento
significativo de la activacion de las caspasas 3, 8, 9 y BID, en
comparacion con tratamientos individuales. De esta manera, se potencia
la apoptosis, fundamentalmente la via extrinseca (Mediavilla et al, 2010).

INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE LA TELOMERASA

Los teldbmeros humanos funcionan como una estructura protectora, que se
encuentra en los extremos del cromosoma. Estan formados por secuencias
largas repetitivas de TTAGGG, asociadas con TBP (telomere binding proteins).
Los telomeros progeten los cromosomas de diversos eventos que conducen a
la muerte celular (recombinacién, degradacion, fusion de extremos, etc). Con la
edad, los telomeros se acortan gradualmente, y cuando llegan a un punto
critico, la replicacion celular se detiene en un proceso conocido como
“senescencia replicativa”. De esta forma, los teldbmeros actuan como un
mecanismo celular intrinseco de envejecimiento. La desregulacion de los
telomeros juega asi un papel importante en la relacién entre sindrome de
envejecimiento prematuro y cancer.

La telomerasa es un complejo enzimatico ribonucleoproteico que actia como
una trancriptasa inversa en la elongacién de los telémeros. La actividad
telomerasa esta casi ausente en las células somaticas y esta presente en dos
casos: células tumorales y células madre embrionarias. Las células tumorales
contienen, de esta forma, teldmeros cortos y estables que confieren
inmortalidad a las células cancerigenas, que de esta forma se pueden replicar
de forma indefinida (Wai et al, 2004).
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En las células normales, la melatonina aumenta la actividad telomerasa de
manera que inhibe la senescencia replicativa. Esto ha sido demostrado en
células de la mucosa gastrica, y podria ser un mecanismo para retrasar el
envejecimiento de la misma.

En células tumorales, el efecto de la melatonina se estudia a través de hTERT.
HTERT (telomerasa transcriptasa inversa) es una subunidad catalitica de la
telomerasa y su expresion resulta decisiva en la actividad de la misma. Por
tanto, hTERT es un indicador de la activacion de la telomerasa al
correlacionarse con la actividad de dicha enzima. Los efectos anti-telomerasa
han sido observados in vivo e in vitro:

< In vitro: Tras la administraciéon de melatonina, la expresion de ARNm de
hTERT inducida por estradiol disminuye de forma dosis dependiente
(Mediavilla et al, 2010).

% In vivo: En células tumorales. la melatonina reduce la actividad de la
telomerasa, provocando un descenso de la expresion de hTERT de
forma dosis dependiente. Esto se ha demostrado en células de cancer
mamario MCF-7.

La principal implicacion terapéutica del efecto anti-telomerasa de la melatonina
en células tumorales es la posibilidad de su utilidad en el tratamiento de
tumores dependientes de estrogenos o0 debidos a exposiciones
ambientales/ocupacionales a xenoestrogenos (Mediavilla et al, 2010). La
explicacion a estos fendmenos es:

s Tumores dependientes de estrégenos: Los estrogenos presentan
capacidad para activar la telomerasa. Concretamente, el estradiol
promueve la actividad de la telomerasa en células MCF-7 ER-a
positivas. La accion antiestrogénica de la melatonina produce una
inhibicion del efecto pro-telomerasa del estradiol en células MCF-7 ER-a
positivas.

s Tumores producidos por exposicibn ambiental/ocupacional a
xenoestrogenos: El mas destacado es el cadmio, que es un metal
pesado con propiedades estrogénicas y actividad carcinogénica. El
cadmio favorece la produccién de estradiol, que tiene efectos pro-
telomerasa sobre células MCF-7 ER-a. La melatonina inhibe este efecto,
por tanto, podria ser util en el tratamiento de los tumores producidos por
cadmio.

EFECTOS ANTIOXIDANTES

El estrés oxidativo es el proceso de deterioro celular dependiente de la
produccion de radicales libres. El estrés oxidativo se produce por un
desequilibrio entre la produccion y la inactivacion de los ROS. Esta involucrado
en distintas patologias, incluyendo las neoplasias.

Los radicales libres o0 ROS (reactive oxygen species) son &tomos o moléculas
que proceden del metabolismo aerobio y que tienen alta capacidad reactiva.
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Los ROS son un arma de doble filo: por un lado son moléculas sefalizadoras
gue cumplen funciones fisioldgicas y por otro son moléculas dafiinas para otras
moléculas de su entorno. Cuando la molécula dafiada es el DNA, se
desencadenan neoplasias (IIMEL).

La melatonina y sus metabolitos presentan efecto anti-oxidante, Este efecto
anti-oxidante se ejerce a través de dos mecanismos (Figura 10):

% Directos: Neutralizacion de ROS. Se ha demostrado que la melatonina
neutraliza los siguientes ROS: radical hidroxilo, anién superoxido,
peroxido de hidrogeno, peroxinitrito y éxido nitrico.

% Indirectos: Favorece la produccion de enzimas anti-oxidantes e inhibe la
produccion de enzimas pro-oxidantes.

o Enzimas anti-oxidantes: Se ha demostrado que la melatonina
induce la expresion de glutation peroxidasa, glutation reductasa,
superoéxido dismutasa y la catalasa.

o Enzimas pro-oxidantes: Se ha demostrado que la melatonina
inhibe la expresién de la 6xido nitrico sintasa.

La actividad antioncogénica de tipo antioxidante de la melatonina ha sido
demostrada en tumores renales en hamsters inducidos por E2. El E2 es un
carcindgeno que actia de dos maneras: proliferacion celular de tejidos diversos
(como mamario y endometrial) y efecto oxidante dependiente (estos
metabolitos son oxidados a semiquinonas, que forman ROS cuando entran en
contacto con oxigeno molecular, fundamentalmente radicales de anién
superoéxido e hidroxilo, que producen la oxidacion de las bases de guanina del
DNA, causando dafio del DNA y favoreciendo la aparicibon de tumores
(Karbownik et al, 2001)

La principal implicacion terapéutica del efecto antioxidante de la melatonina es
doble:

- La posibilidad de su utilidad en el tratamiento de tumores dependientes
de estrogenos. Como hemos explicado, neutraliza los efectos de E2 a
nivel de proliferacion tisular y agente oxidante (Karbownit et al, 2001)

- La posibilidad de su utilidad como tratamiento adyuvante de la
quimioterapia y la radioterapia sobre tumores. Estos tratamientos
inducen la formacion de radicales libres que constituyen la base de los
efectos secundarios de estas terapias. La melatonina parece reducir
estos efectos negativos, tal y como demostré un meta-analisis reciente.

o Este meta-analisis incluia 33 estudios entre 1996 y 2007, con una
poblacién de 2446 casos y concluia que la melatonina redujo la
neurotoxicidad, mielosupresion, astenia, caquexia y diarrea in
tratamientos quimioterdpicos en diferentes tipos de tumores
(Mediavilla et al, 2010).
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Figura 10. Acciones antioxidantes de la melatonina (Chuffa et al, 2013)

EFECTOS ANTI-ANGIOGENICOS DE LA MELATONINA

La angiogénesis es el proceso de formacién de vasos sanguineos nuevos a
partir de los vasos sanguineos preexistentes. La angiogénesis es un proceso
tanto fisiolégico (participa en procesos como el desarrollo embrionario, el
crecimiento del organismo o la cicatrizacion de las heridas) como patoldgico (es
un proceso fundamental en las neoplasias). De esta manera, la inhibicién de la
angiogénesis es una estrategia oncolégica que estd siendo investigada
actualmente.

La angiogénesis tumoral tiene como objetivo asegurar el aporte de oxigeno a
las células tumorales. Cuando este aporte es insuficiente, la hipoxia favorece la
produccion de HIF (factor inducible por hipoxia), que induce la expresion de
genes inducibles por hipoxia, entre los cuales destacan VEGF (factor de
crecimiento del endotelio vascular), PDGF (factor de crecimiento derivado de
plaquetas) y TGF-alfa (transforming growth factor-a). De esta manera, los
pacientes con tumores tienen niveles anormalmente elevados de VEGF, que se
correlacionan con rapido crecimiento tumoral, metastasis tempranas y, en
definitiva, mal prondstico.

La melatonina presenta efecto anti-oxidante, y lo ejerce a través de dos
mecanismos.

+ Directos: Antagonizan la activacion de las células endoteliales. Como
diremos posteriormente, las concentraciones altas de melatonina
reducen la proliferacion de células endoteliales (HUVEC) (Alvarez-
Garcia et al, 2013).

% Indirectos (Mediavilla et al 2010).

o HIF-1: Inhibe su expresion o contribuye a su desestabilizacion al
neutralizar los ROS producidos durante la hipoxia que
contribuyen a estabilizar esta molécula.

o VEGEF: Inhibe su expresion.
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o Otros factores de crecimiento: IGF-1, EGF y ET-1, la melatonina
inhibe su expresion.

Los efectos anti-angiogénicos de la melatonina han sido demostrados tanto in
ViVO cOmo in Vitro:

% In vivo: La primera descripcién de las propiedades antiangiogénicas de
la melatonina surgié de un estudio clinico (Lissoni et al, 2001). Este
estudio revel6 una disminucion de los niveles séricos de VEGF en
pacientes tratados con melatonina.

+« In vitro: La accién antiangiogénica de la melatonina ha sido demostrada
en diferentes lineas celulares.

o HUVEC (human umbilical vein endothelial cells): Concentraciones
altas de melatonina (mas de 10 nmol/L) redujeron de forma
significativa la proliferacion de HUVECs, indujeron apoptosis
celular y modularon la duracion del ciclo celular y la expresion de
p53 y Bax/Bcl-2 (Alvarez-Garcia et al, 2013). Concentraciones en
el rango milimolar de melatonina regulan diferentes pasos del
proceso angiogénico, inhiben la proliferacion, la migracion y la
formacién de nuevas estructuras vasculares por parte de las
células endoteliales (Cos et al, 2014).

o Células de cancer mamario humano (MCF-7): en cocultivos de
células tumorales mamarias con células endoteliales, la
melatonina inhibio la produccion y la expresion de VEGF por parte
de las células tumorales, lo que inhibid la proliferacion de las
células endoteliales (Alvarez-Garcia et al, 2013).

o PAN-C, HelLa y A549: Concentraciones farmacologicas de
melatonina redujeron los niveles de mRNA de VEFG y de
proteinas inducibles por hipoxia. También redujeron la expresion
de proteina HIF-12.

o Células de céancer prostatico (DU145, PC-3 y LNCaP):
Concentraciones farmacolégicas de melatonina inhibieron la
expresion de proteina HIF-12 en condiciones de hipoxia y
normoxia. Ademas, se inhibié la actividad transcripcional de HIF-1
y la liberacion de VEGF (Mediavilla et al, 2010).

o Células de cancer de colon: La melatonina reduce la expresion de
ET-1 via inactivacion de FOXO1 y NF-kB. Esto revela una nueva
estrategia antiangiogénica de la melatonina (Leon et al, 2014).

A la luz de estos resultados, se podria concluir que dado que el control de la
angiogénesis es uno de los objetivos en la limitacion de la progresién del
cancer, las propiedades antiangiogénicas de la melatonina podrian tener una
posible aplicacion futura en el campo de la terapéutica oncoldgica (Valdor
Cerro, 2017).
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PREVENCION DE LA DISRUPCION CIRCADIANA

El reloj circadiano es un mecanismo complejo que sincroniza las funciones
fisiolégicas de una persona en ritmos de 24 horas. Controla gran cantidad de
procesos biologicos: ciclos suefo/vigilia, temperatura corporal, secrecion de
hormonas, funcion intestinal, homeostasis del metabolismo glucidico y funcién
inmune (Voigt et al, 2013). El reloj circadiano se encuentra en los nucleos
supraquiasmaticos del hipotadlamo. La principal aferencia que reciben los NSQ
es el tracto retinohipotalamico. De esta forma, el reloj circadiano se sincroniza
con el ciclo de luz/oscuridad para regular distintas funciones fisiolégicas.

La disrupcion circadiana es causada, fundamentalmente, por tres mecanismos.
Dado que el principal sincronizador del reloj circadiano es el ciclo luz/oscuridad
seran las alteraciones de dicho ciclo las causas principales de disrupcion
circadiana:

o Jet-lag: Alteracion del ciclo luz/oscuridad cuando se viaja a través de
distintas zonas horarias que produce una disrupcion circadiana temporal,
que desaparece cuando el organismo se re-adapta el nuevo ciclo
luz/oscuridad de la nueva zona horaria.

o Trabajo por turnos: La adaptacion de horarios de trabajo que no se
adaptan al ciclo luz/oscuridad producen disrupciones circadianas. Esto
sucede en 15% de la poblacion de EEUU.

o Dias de no-24 horas.

La relacion entre cronodisrupciéon y desarrollo tumoral existe, pero todavia no
se conoce totalmente.

Por un lado, parece existir una relacién entre la cronodisrupcién y los genes
reloj. Los genes reloj (PER 1 o PER2) son un conjunto de complejos de
transcripcion que gobiernan los ritmos circadianos mediante la modulacion de
la expresion de diversos genes del ciclo celular. Estos genes estan implicados
en los mecanismos de dafio del DNA. Cuando hay una sobre-expresion de
estos genes en células cancerigenas, se produce una inhibicién del crecimiento
tumoral y un incremento de la tasa de apoptosis.

Por otro lado, parece existir una relacién entre la cronodisrupcion y la
produccion de melatonina. La exposicion a luz durante periodos de oscuridad
(LAN) disminuye la secrecion de melatonina, influyendo en la velocidad de
crecimiento de células tumorales. En ratas con células de hepatoma de Morris
que fueron sometidas a LAN, se observo la reduccion de los niveles de
melatonina nocturnos y el aumento del crecimiento tumoral, que ademas se
relaciond positivamente con la intensidad de LAN. La principal causa de LAN
natural es el trabajo a turnos de noche, y por eso, la IARC (International
Agency For Research on Cancer) ha reconocido este trabajo a turnos como un
probable carcinégeno para los humanos (Mediavilla et al, 2010).
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INHIBICION DE METASTASIS

La metastasis tumoral es el proceso mediante el cual las células escapan del
sitio primario, pasan a la circulacion e invaden y se desarrollan a distancia. La
formacion de metastasis es un proceso de multiples etapas, que puede ser
inhibido por la melatonina:

DISOCIACION: Dentro del tumor primario, solo un subgrupo de células
tumorales adquiere propiedades invasivas. En primer lugar, estas células
deben disociarse del tumor primario. Esto es posible gracias a la destruccion de
los mecanismos de adhesion intercelulares, que son: TJ (tight junctions), AJ
(adherens junctions), Gis (gap junctions), desmosomas y hemidesmosomas. La
melatonina regula la expresion de moléculas asociadas con TJy AJ.

s AJs: La E-cadherina es una molécula de gran importancia para
mantener la estructura de las AJs. Se ha demostrado que los tumores
invasivos presentan una expresion reducida de E-cadherina. En células
MCF-7, la melatonina incrementa la expresion de E-cadherina, a través
de la interferencia entre C/EBPB y NF-KB por medio de la accion de la
calpain, inducida por estrés del reticulo endoplasmico.

% TJs: La ocludina es una molécula de gran importancia para mantener la
estructura de las AJs. En los tumores, la expresion reducida de ocludina
favorece la invasividad. En células A549 de adenocarcinoma de pulmon,
la melatonina incrementa la expresion de ocludina (Su et al, 2016,
cancer metastasis).

% Las células tumorales invasivas disociadas del tumor primario atraviesan
la membrana basal y la ECM (matriz extracelular). Esto es posible
gracias a las alteraciones de la expresion de integrinas, que funcionan
anclando las moléculas del espacio extracelular al esqueleto de actina
intracelular. La melatonina favorece la expresion de B1-integrina (Cos et
al, 1998).

En conjunto, estos procesos se denominan transicién epitelial-mesenquimal, y
consisten en: pérdida de adhesiones célula-célula, pérdida de la polaridad
apical-basal, reorganizacion del citoesqueleto y adquisicion de fenotipos
migratorios.

El sustrato molecular es la expresion de distintos factores de transcripcion,
entre los cuales destacan Snail y Slug. La melatonina activa GSK-3B, que limita
la expresion de factores de transcripcion asociados a EMT, como Snail y Slug.

INTRAVASACION Y ANGIOGENESIS: Como hemos explicado, la hipoxia en
las células tumorales favorece la produccion de HIF-1, que favorece la
expresion de multiples genes como VEGF. VEGF favorece la formacion de
nuevos vasos sanguineos que aportan a las células tumorales el oxigeno que
necesitan y una via de escape a la circulacién sanguinea. La melatonina inhibe
la expresion de VEGF.

EXTRAVASACION E INVASION DE NUEVOS ORGANOS: La matriz
extracelular participa en la génesis de metastasis de dos formas. Por un lado,
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sirve como un anclaje para las células tumorales, que de esta manera pueden
establecer un tumor secundario potencial y por otro lado constituye un
reservorio de factores de crecimiento. Las metaloproteasas remodelan la ECM
y en este proceso liberan los factores de crecimiento que favorecen el
crecimiento tumoral. La melatonina inhibe la expresién y actividad de MMP-9
(Figura 11). El anclaje depende en gran medida del citoesqueleto celular.
Ciertos filamentos intermedios como la vimentina estan involucrados en la
adhesion, migracion y la invasividad celular. La melatonina a concentraciones
fisiolégicas produce una serie de cambios en la fosforilacién de esta proteina,
que podria disminuir el potencial metastasico de las células tumorales.
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Figura 11: Efectos anti-metastasicos de la melatonina (Su et al, 2016)

En resumen, la progresion atraviesa un espectro de invasion desde células
pobremente invasivas (que expresan E-cadherina y Bl-integrina) hasta células
muy invasivas (pobremente diferencias, pierden los receptores estrogénicos y
la expresion de la E-cadherina, tienen una menor expresion de integrinas y
expresan vimentina). La melatonina lleva a las células MCF-7 a un menor
estado de invasion, aumentando la expresion de B1-integrina y de la E-
cadherina y promoviendo la diferenciacion de las células. Ademas, bloquea los
efectos estimulantes del 17B-estradiol sobre la invasividad celular (Cos et al.
1998, Cancer Res, Influence of melatonin)

EFECTOS INMUNOMODULADORES

El sistema inmunitario esta formado por una respuesta innata (esta respuesta
es rapida, mediada por monocitos, macrofagos, células NK y demas) y una
respuesta adaptativa (estd respuesta es de larga duraciébn, mediada por
linfocitos T y B).

La capacidad inmunomoduladora de la melatonina ha sido demostrada de dos
maneras:

X/

% La disminucion de los niveles de melatonina deprime la inmunidad
celular y humoral. La pinealectomia o cualquier otro procedimiento que
inhiba la sintesis y secrecion de melatonina deprime la funcién
inmunitaria (Mediavilla et al, 2010).
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+« El aumento de los niveles de melatonina estimula la inmunidad celular y
humoral (Figura 12), a través de la union a receptores de membrana y
nucleares que se encuentran en las células del sistema inmunitario
(Mediavilla et al, 2010): produccion de NK, produccion de monocitos,
produccion de leucocitos, produccion de citosinas (Interleucinas, IL-2, IL-
6, IL-12, Interferon-gamma, TNF-alfa).

De esta manera, la melatonina se considera un inmunoestimulador, aunque en
algunos modelos experimentales, induce una severa atrofia de tejido linfoide
mamario, En concreto, este fendmeno ha sido documentado en experimentos
con roedores transgénicos con una sobre-expresion del proto-oncogen N-RAS
(Mediavilla et al, 1997).
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Figura 12: Regulacién del sistema inmunitario por la melatonina

EFECTOS SOBRE LA REGULACION EPIGENETICA

La epigenética es la regulacion de la expresién génica de una célula sin
alteracion de la secuencia de DNA. Los factores epigenéticos estan
determinados por el ambiente celular y juegan un papel clave en el desarrollo
de los tumores. Los mecanismos epigenéticos fundamentales son:

METILACION DEL DNA: La metilacién del ADN es un proceso epigenético por
el cual se afiaden grupos metilo al ADN. La metilacion modifica la funcion del
ADN cuando se encuentra en el gen promotor. La metilacion del ADN
generalmente actua para reprimir la transcripcion génica. La metilacion del
ADN es esencial para el desarrollo normal y se asocia con una serie de
procesos clave, incluyendo la impronta genomica, la inactivacion del
cromosoma X, la represién de elementos repetitivos, el envejecimiento y la
carcinogenesis.
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Los patrones aberrantes de metilacion del DNA son la hipermetilacion y la
hipometilacién, que se han asociado a diversas enfermedades, siendo la
hipermetilacion uno de los factores epigenéticos de mayor importancia a la hora
de suprimir la transcripcion de genes supresores tumorales.

MODIFICACION POST-TRASDUCCIONAL DE LAS HISTONAS: La
modificacion post-trasduccional de las histonas es un proceso epigenético
mediante el cual se produce la acetilacion, desaminacién, metilacion,
ubiquitinizacion o isomerizacion de las mismas.

RNA NO CODIFICANTE: EI RNA no codificante presenta secuencias
complementarias que permiten su union al ADN o ARN codificante, y cuyo
objetivo final es impedir la traduccion de las proteinas (Berger et al, 2009).

Existen datos indirectos que apuntan a la implicacion de la melatonina en la
metilacion del DNA y la desacetilacion de las histonas (Mediavilla et al, 2010) a
traves de:

+ Inhibicion de la histona acetil transferasa de macréfagos, de esa manera
inhibe la acetilacion de p52 y la unién a DNA, silenciando los genes
INOS y COX-2 (Deng et al, 2006).

% Incremento de la acetilacion de la histona H3, que se relaciona con
remodelado de cromatina y transcripcion génica, en células madre
neurales C17.2 tratadas con melatonina durante 24 horas (Sharma et al,
2008).

EFECTOS SOBRE EL TRANSPORTE Y METABOLISMO DE LOS ACIDOS
GRASOS

La accion antitumoral de la melatonina relacionada con el transporte y
metabolismo de los acidos grasos esta asociada al acido linoleico. El &cido
linoleico es un &cido graso poli-insaturado esencial de la serie omega-6. El
organismo no puede crearlo y tiene que ser adquirido a través de la dieta
(semillas de la uva, huevos, aguacate, cereales, trigo, nueces, pifiones, etc),
siendo el mas consumido por la poblacion. El acido linoleico favorece el
crecimiento celular, demostrandose que un incremento del acido linoleico en
sangre produce un aumento de la tasa de crecimiento celular. Este fendbmeno
es producido por su metabolito 13-HODE, que activa la sefializacién mitogénica
via EGFR/MAPK, al incrementar la fosforilacion del EGFR inducida por el EGF
(Epidermal Growth Factor) y activar la actividad de las proteinquinasas via
MAPK (Sauer, 2001). La melatonina, a través de su receptor de membrana,
bloquea la captacién de acido linoleico por las células tumorales y su
conversion a 13-HODE, impidiendo la activacion de EGFR/MAPK (Blask et al,
melatonin as cronobiotic/anticancer agent 2002).
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APLICACIONES DE LA
MELATONINA EN LA PRACTICA
CLINICA

46



Actualmente, la melatonina tiene una indicacién clinica: manejo de los
trastornos del suefio (Cardinali et al, 2011). De esta forma, la administracion
exdgena de melatonina puede mejorar la cantidad y calidad del suefio, en dos
tipos de pacientes:

++ Pacientes con secrecién enddégena de melatonina reducida: Esto ocurre
en personas de edad avanzada o en aquellos que usan -bloqueantes
(Fares, 2011).

% Pacientes en los cuales el ritmo circadiano natural de la melatonina esta
afectado: Estos ocurre en trabajadores nocturnos o personas ciegas
(Khan et al, 2011).

% Insomnio: En pacientes con insomnio, la melatonina parece inducir el
suefio, aunque su accidén hipnotica es leve (Kostoglou-Athanassiou,
2013).

Las ventajas de la melatonina en relaciébn con otros agentes inductores del
suefio son 3: la ausencia de somnolencia en la mafana siguiente, de sintomas
de abstinencia y de adiccién. Las desventajas son su corta vida media y su
accion hipnotica leve. Por tanto, se han introducido analogos de la melatonina
como el ramelteon y la agomelatina (Kostoglou-Athanassiou, 2013).

Sin embargo, a pesar de las aparentes ventajas de los preparados
farmacoldégicos basados en melatonina con fines antitumorales, en la
actualidad todavia son escasos los ensayos clinicos que incorporen la
melatonina en los protocolos de actuacién. Las tres principales referencias de
las que disponemos actualmente son:

Los ensayos clinicos realizados por el grupo de Lissoni en ltalia, durante los
altimos 20 afos. Estos estudios evaluaron el efecto de la melatonina en
pacientes con tumores metastasicos de distinto tipo en estado terminal que no
respondian a terapia convencional. La melatonina, administrada a razén de 20
mg/dia, puede aumentar la eficacia terapéutica del tamoxifeno en mujeres con
cancer de mama metastasico e inducir regresiones tumorales objetivas en
canceres de mama metastasicos de mujeres que no habian respondido
previamente a la terapia exclusiva con tamoxifeno, independientemente de los
receptores de estrogenos. (Lissoni et al, 1999; decreased toxicity and increased
efficacy).

El estudio realizado por Panzer y Viljoen (the validity of melatonin as an
oncostatic agent) que hicieron un compendio de 49 ensayos clinicos publicados
entre 1987-1995 (la mayoria de Lissoni) relativos a los usos clinicos de la
melatonina en oncologia. Este compendio incluia un total de 634 pacientes con
diferentes tipos de tumores metastasicos que fueron tratados con melatonina
en monoterapia 0 asociada a terapias estandar. Los resultados fueron los
siguientes:

% Respuesta completa: La desaparicion completa de todas las lesiones
durante al menos 4 semanas fue documentada en 15 casos de 634.

% Respuesta parcial: La reduccion del volumen tumoral de al menos un
50% fue descrita en 101 casos de 634 (16%).

% Respuesta ausente: La enfermedad continué su progresion en 267 de
634 pacientes (42%).
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< Enfermedad estable durante al menos 8 semanas: En 248 casos de 634
(39%).

Asimismo, de este metaandlisis se extrajeron mas conclusiones: (1) la
melatonina mejora la calidad de vida de estos pacientes, (2) disminuye la
incidencia y severidad de los episodios de hipotension que acontecen como
efecto adverso de la terapia con interleukina-2, (3) contrarresta la
trombocitopenia desarrollada como complicacién de la quimioterapia, (4)
disminuye la severidad de los sindromes mielodisplasicos inducidos por la
quimioterapia, (5) disminuye la linfopenia inducida por la cirugia, (6) mejora el
rendimiento de los pacientes (7) mejora los efectos inmunosupresores de otros
farmacos citotoxicos y (8) reduce la ansiedad (Cos y Sanchez Barcel6 et al.
2000; Mediavilla et al, 2010; Romero et al, 2002).

El metaandlisis realizado por Mills y colaboradores en 2005 (Mills et al, 2005),
que incluyé 10 ensayos clinicos aleatorizados llevados en cabo entre 1992 y
2003 (todos del grupo de Lissoni). Este estudio concluyé que la melatonina
reducia la mortalidad a 1 afio (cualquiera que sea la dosis y el tipo de cancer).

La melatonina también podria tener un futuro en:

« Tratamiento de las manifestaciones sistémicas causadas por las
enfermedades oncologicas: anorexia, caquexia, trastornos del suefio,
etc.

% Terapia adyuvante de la quimioterapia y la radioterapia, dado que sus
efectos antioxidantes podrian ayudar a reducir los efectos secundarios
de estas). De esta forma, podria ser posible el incremento de la dosis de
guimioterapia si se diera en combinacion con la melatonina (Reiter et al,
2002).

En conclusion, el amplio efecto de la melatonina sobre distintos tipos de
tumores, fundamentalmente en tumores hormono-dependientes como mamario
y prostatico, su sinergismo con otros agentes terapéuticos contra el cancer, su
ausencia de toxicidad y su gran disponibilidad a un coste minimo deberian
favorecer la realizacidén de ensayos clinicos a gran escala (Hill et al, 2015).

48



CONCLUSIONES
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La melatonina es la principal hormona secretada por la glandula pineal. Se
caracteriza por su multifuncionalidad. Entre sus funciones se encuentra su
accion antitumoral sobre distintos tumores. Estos efectos antitumorales han
sido estudiados en canceres diversos: prostata, sarcomas, colorrectal,
hepatocarcinomas, melanoma, tumores neurales, carcinomas e laringe,
carcinomas cutaneos, cancer de mama y cancer cervical. La conclusion
general es que la melatonina inhibe la proliferacion celular e induce la
apoptosis en la mayoria de lineas celulares tumorales, y reduce la
carcinogénesis y el crecimiento tumoral en tumores murinos quimicamente
inducidos. Estos efectos son mas pronunciados en tumores
hormodependientes, particularmente en tumores mamarios y prostaticos.

Los diferentes mecanismos de la accion antitumoral de la melatonina incluyen:

e Accion antiestrogénica: Actia como SERM (regulando la expresion del
receptor estrogénico) y como SEEM (regula la actividad enzimatica
involucrada en la sintesis local de estrogenos).

e Accion reguladora del ciclo celular: Disminuye la proliferacion celular e
induce la diferenciacion celular y la apoptosis.

e Accion inhibidora de la actividad de la telomerasa.

e Accion antimetastasica: Favorece la expresion de perfiles celulares poco
invasivos, caracterizados por la expresion de E-cadherina y Bl-integrina.

e Accion antioxidante: Neutraliza radicales libres.

e Accion antiangiogénica.

e Accidon inmunomoduladora: Induce la produccién de citocinas en
linfocitos y monocitos.

e Acciones epigenéticas: Implicacion de la melatonina en la metilacién del
DNA y la desacetilacion de las histonas.

e Accién preventiva de la disrupcién de los ritmos circadianos.

e Accion reguladora del transporte y metabolismo de los acidos grasos.

De esta forma, tenemos una molécula que presenta acciones antitumorales
demostradas, sinergismo con otros tratamientos antitumorales como la
quimioterapia, cuyos efectos secundarios ayuda a rebajar, facil posologia,
ausencia de toxicidad y gran disponibilidad a bajo coste. Los ensayos clinicos
qgue incluyen a la melatonina dentro de los protocolos de actuacion, a pesar de
ser escasos, todos ellos han coincidido en la efectividad de la melatonina en el
tratamiento contra el cancer.
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