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1.1. APOPTOSIS O MUERTE CELULAR PROGRAMADA

El término apoptosis, procedente del griego antiguo “apoptosis™, significa “algo
que se cae o se desprende”, como “los pétalos de las flores” o “las hojas de los arboles™.
Dicho término fue sugerido por J. Cormack, profesor de griego de la Universidad de
Aberdeen, aunque fueron J.F.R. Kerr, A.H. Wyllie y A.R. Currie quienes, en 1972,
propusieron su introduccidon en el lenguaje bioldgico para designar el mecanismo de la

muerte celular programada (Kerr y cols., 1972).

La apoptosis se define como un proceso fisioldgico de muerte celular iniciado
por estimulos del desarrollo o ambientales que activan un programa genético que
controla, disefia e inicia una cascada de eventos que dirige la destruccion ordenada y
silenciosa de la célula, por lo que también se denomina muerte celular programada. Este
fendmeno es un proceso activo, con requerimientos de energia en forma de ATP, no se
propaga indiscriminadamente a las células vecinas y, por tanto, no induce una respuesta
inflamatoria en los tejidos subyacentes, permitiendo asi la eliminacion de la célula
apoptotica de un determinado tejido sin modificar la arquitectura o fisiologia del mismo
(Strasser y cols., 2000).

La apoptosis es un mecanismo primordial para la homeostasis tisular, el
desarrollo de 6rganos y la eliminacion de células defectivas o potencialmente peligrosas
en organismos superiores. Ademas, este proceso de autodestruccion o “suicidio celular”
tiene un papel crucial en el desarrollo y funcion del sistema inmune, asi como en la
proteccién antitumoral (Wyllie, 1997). Puesto que el proceso apoptotico depende de la
integracion de multiples sefiales extracelulares e intracelulares, de la amplificacion de
dichas sefales por parte de segundos mensajeros celulares y, en Gltima instancia, de la
activacion de proteasas efectoras que llevan a término la muerte celular, cualquier
defecto en el control de la apoptosis puede contribuir a una amplia variedad de
enfermedades (Thompson, 1995). Asi, una alteracion del equilibrio homeostatico puede
conducir a situaciones patolégicas como el cancer cuando la proliferacion se encuentra
aumentada, mientras que puede causar enfermedades neurodegenerativas y autoinmunes

cuando la tasa de muerte celular esta incrementada (Hetts, 1998).

La apoptosis se caracteriza por una serie de cambios bioquimicos y morfol6gicos
(Wyllie y cols., 1980) como son la retraccion de pseuddpodos o la reduccion del
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volumen celular y nuclear (picnosis) debido a la condensacion del citoplasma, por un
lado, y a la compactacion de la cromatina y fragmentacion nuclear (cariorrexis), por
otro lado. Esto Gltimo provoca la aparicion de densos agregados que se deslocalizan
para situarse junto a la membrana nuclear y que, posteriormente, seran degradados en
fragmentos oligonucleosomales de 180 pares de bases o multiplos de éstos por la accion
de endonucleasas. Paralelamente, tiene lugar la dilatacion del reticulo endoplasmatico
(RE) dando lugar a la formacion de vesiculas, aunque sin pérdida de su integridad, que
confieren a la célula el fenotipo caracteristico en forma de “burbujas” (zeiosis). Por
ultimo, la célula se fragmenta en los denominados cuerpos apoptéticos que son
fagocitados por macrofagos y otras células circundantes, evitando asi la liberacion del
material intracelular y su exposicion al sistema inmunitario, lo cual conllevaria al
desarrollo de una respuesta inflamatoria (Figura 1). Las células fagociticas pueden
reconocer a las células apoptéticas ya que éstas exponen en su superficie marcadores
como la fosfatidilserina, fosfolipido situado en la cara interna de la membrana
plasmatica que se transloca a la cara externa en la fase temprana de la apoptosis
(Fadok y cols., 1992).

R ) e L B <
i XL/’ W) C
“ vy - < -
70 e R
Célula normal Condensacién citoplasma Zeiosis Cuerpos apoptoéticos

Fragmentacion nuclear

Figura . Representacion esquematica del proceso de muerte por apoptosis: condensacion de los distintos
organulos y fragmentacion nuclear, formacion de burbujas o “blebs” caracteristicos de la apoptosis,
fragmentacion celular y formacion de cuerpos apoptéticos.

De entre los mencionados eventos apoptéticos, la fragmentacion del ADN vy la
externalizacion de la fosfatidilserina son dos caracteristicas muy relevantes desde el
punto de vista diagnostico, ya que permiten detectar la activacion de un programa
apoptotico mediante una amplia variedad de técnicas moleculares. De hecho, la
fosfatidilserina expuesta en la superficie celular funciona como una sefial especifica de

reconocimiento, conocida como sefial “eat-me”, que permite que los macrofagos
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identifiquen y, posteriormente, degraden la célula apoptética (Ravichandran, 2010). La
pérdida de la asimetria de la membrana plasmatica se detecta cominmente mediante
sondas fluorescentes unidas a proteinas que interaccionan especificamente con la
fosfatidilserina, como es el caso de la anexina V (Boersma y cols., 2005), aunque en los
ultimos afios se estan desarrollando nuevas metodologias basadas en el uso de sondas

ratiométricas (Demchenko, 2012).

1.1.1. Maquinaria implicada en la muerte celular: Caspasas

Las caspasas (acronimo del inglés Cysteine ASPartyl-specific proteASES)
constituyen una familia de enzimas muy conservadas en la evolucion y son los
componentes centrales de la maquinaria de induccion de apoptosis. Se trata de
cistein-proteasas, ya que presentan un residuo de cisteina en su centro catalitico, que
median la ruptura de otras proteinas y se caracterizan por cortar sus sustratos al nivel de

un residuo de aspartico, de donde deriva su nombre.

Las caspasas estan constituidas por un prodominio N-terminal de longitud
variable, seguido de una subunidad mayor de unos 20 kDa y una subunidad menor de
unos 10 kDa en el extremo C-terminal (Figura Il). El residuo de cisteina del centro
activo forma parte de una secuencia pentapeptidica conservada, QACXG, y se
encuentra en la subunidad mayor. Por su parte, los residuos que constituyen el sitio de
unién para el sustrato se localizan tanto en la subunidad mayor como en la menor, si
bien el residuo dominante para la especificidad de sustrato se halla en la subunidad
menor (Wolf y Green, 1999).
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Aspartico - X Aspartico - X
Procaspasa inactiva
Prodominio | Subunidad mayor y menor

Asociacion \

Caspasa e i +

Heterotetramero Heterodimeros

Figura Il. Activacion de las caspasas. La procaspasa contiene tres dominios: un prodominio, una
subunidad mayor y otra menor. La procaspasa es inactiva y una vez que sufre dos roturas proteoliticas se
separan las tres subunidades. La subunidad mayor y la menor forman un heterodimero por unién de sus
centros activos. La union de dos heterodimeros para formar un heterotetramero activo tiene lugar entre las
dos subunidades menores adyacentes rodeadas por las subunidades mayores.

La activacion de las caspasas requiere de la escision de las tres subunidades que
las conforman, es decir, el prodominio, la subunidad mayor, y la subunidad menor.
Debido a este procesamiento, se forma un tetramero integrado por dos subunidades
mayores y dos subunidades menores que presentara dos centros cataliticos (Wolf y
Green, 1999). Esta proteolisis tiene lugar en dos fases: en la primera, la subunidad
mayor, junto con el prodominio, se separa de la subunidad menor; en la segunda, el
prodominio se escinde de la subunidad mayor (Figura Il). La presencia de residuos de
aspartico en los sitios de separacion de las distintas subunidades se relaciona con la
capacidad de las caspasas de auto-activarse o ser activadas por otras caspasas dentro de

la cascada apoptética.

El grupo de las caspasas iniciadoras esta formado por la caspasa-2, -8, -9 y -10,
y son las primeras en activarse tras un estimulo apoptético. En realidad, este estimulo
provoca el ensamblaje de lo que se denominan complejos de activacion, que estan
integrados por las formas inactivas de las propias caspasas y por proteinas adaptadoras,

y constituyen una plataforma para la activacion de las citadas caspasas iniciadoras. Las
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proteinas adaptadoras se unen de manera especifica a dominios DED (acrénimo del
inglés Death Effector Domain) o CARD (CAspase Recruitment Domain), los cuales se
sittan en los prodominios de las caspasas. Existen varios complejos de activacion para
las caspasas iniciadoras (Figura I11). Asi, el complejo de sefiales inductoras de muerte o
DISC (Death-Inducing Signalling Complex) recluta y activa a la caspasa-8 y -10
mediante los dominios DED (Juo y cols., 1998). Por su parte, el apoptosoma permite el
reclutamiento y activacion de la caspasa-9 a traveés de su dominio CARD (Liu y cols.,
1999).

PIDDosoma DISC Apoptosoma
FasL Apaf-1
‘ Cyt.c
PIDD Fas dATP
— (m ¥
CARD FADD Y 5
Casp-2 CARD DED P g “;\.-’—:f/—
‘\Y\"‘:\,S Yao r\' ) \\“‘}' Casp-9
DED & O RAr
\Ji 2~
Casp-8 \ {v":}\ )MJ 7'*5]&4 ;
- / ur\ L
>
Figura Ill. Representacién esquematica de los tres complejos de reclutamiento y activacion de las

caspasas iniciadoras (modificado de Bao y Shy, 2007).

El reclutamiento de las caspasas iniciadoras por proteinas adaptadoras, asi como
la formacion de los complejos de activacion, determinaron la aparicion de la teoria de
activacion de dichas caspasas por un mecanismo de autocatalisis por proximidad
(Salvesen, 1999).

El conjunto de caspasas efectoras esta integrado por la caspasa-3, -6 y -7, que
carecen de dominios DED y CARD Yy son activadas directamente por las caspasas
iniciadoras. Las caspasas efectoras son las encargadas de degradar los distintos sustratos
celulares que provocan los cambios morfoldgicos, estructurales y bioguimicos

caracteristicos de la muerte por apoptosis.
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1.1.2. Proteinas de la familia Bcl-2

Como ya se ha mencionado anteriormente, miembros de la familia Bcl-2 regulan
la permeabilizacién de la membrana mitocondrial externa (MME). Dentro de esta
familia existen miembros anti-apoptoticos, los cuales preservan la integridad de la
MME e impiden que se dispare el proceso de muerte celular por apoptosis, y miembros
pro-apoptoticos, encargados de promover la permeabilizacion de la MME y todos los

eventos mitocondriales que conducen a la muerte de la célula.

Los miembros de la familia Bcl-2 pueden clasificarse en tres grupos en funcién
de su actividad pro- o anti-apoptoética, asi como del numero de dominios de homologia a

Bcl-2 que posean, denominados dominios BH (Figura 1V).

= a o D =
BH4 BH3 BH1 BH2 ™™
Miembros anti-apoptoéticos .
MCL-1 G ﬁ_xz:x_J_u:v
BCL-2 e e
BCL-X, d::-:m:DZ:D
BCL-B o
BCL-w S o s s
BFL-1/A1 q_xz_u_v
Miembros pro-apoptoéticos i :
BOK/MTD (—-'_!'—'!_1—]—1:!)
BAK C l" Tl T
BAX Q :" ) - )
Miembros “BH3-only” : :
BAD C [ ] )
BID ¢ - )
BIM C T
BMF C h )
HRK i
PUMA C :-: D
NOXA - )

BIK C—a———mw

Figura IV. Clasificacion de la familia de proteinas Bcl-2 basada en la organizacion de los dominios y en
su funcion. Estan resaltados los distintos dominios de homologia a Bcl-2 (BH) asi como el dominio
transmembrana (TM) (modificado de Danial, 2009).
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Miembros anti-apoptoticos: Las proteinas de esta clase presentan, por lo general,
cuatro dominios de homologia: BH1, BH2, BH3 y BH4. Dentro de este grupo se
encuentran las proteinas Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Boo/Diva, y sus homologos mas
divergentes Mcl-1 y Bfl-1/A1, que carecen de dominio BH4 (Figura IV) (Sattler y cols.,
1997). Los cuatro dominios BH intervienen en las interacciones con otras proteinas de
la familia y con moléculas que estan localizadas en la cara citoplasmatica de las
membranas intracelulares, como por ejemplo la MME, la membrana del RE y la
envuelta nuclear. Los dominios BH1, BH2 y BH3 de las proteinas anti-apoptdticas son
los responsables de formar una region hidrofobica de interaccion con los dominios BH3
de las proteinas pro-apoptéticas, provocando su inhibicion (Willis y Adams, 2005). La
importancia de esta familia en la regulacion de la muerte celular se hizo evidente a
partir de estudios que mostraron que la sobreexpresion de Bcl-2 contribuia al desarrollo
de determinados tipos de linfomas. Por este motivo, Bcl-2 da nombre a esta familia de

proteinas (Leibowitz y Yu, 2010).

Miembros pro-apoptoticos: Son proteinas multiméricas y se caracterizan por
presentar dominios BH1, BH2, y BH3. Dentro de esta clase se encuadran las proteinas
Bax, Bak y Bok (Figura V). Estas proteinas juegan un papel importante en la apoptosis
ya que modifican el Aym y la permeabilidad de la MME promoviendo, de este modo, la
liberacion de moléculas pro-apoptéticas tales como citocromo ¢ y Smac/DIABLO (Letai
y cols., 2002; Lopez y cols., 2008). Las proteinas pro-apoptéticas multiméricas se
expresan de forma constitutiva y solo inducen la permeabilidad de la MME tras un
estimulo apoptético, lo que sugiere que permanecen inactivas hasta que la célula recibe
un estimulo apoptotico (Wolter y cols., 1997). Estas proteinas también presentan un
dominio transmembrana (TM) en su extremo carboxilo que les permite anclarse a las
membranas celulares. Dicho dominio TM se encuentra plegado hacia el bolsillo
hidrofdbico, constituido por los dominios BH1, BH2 y BH3, evitando asi su insercion
en las membranas. La retraccion de este dominio TM tras un estimulo apoptético resulta
en la translocacién e insercion de estas proteinas en la membrana mitocondrial
(Nechushtan y cols., 2001). Una vez adheridos en la membrana mitocondrial, Bak y Bax
oligomerizan y alteran la permeabilidad de la MME formando canales (Zamzami y
Kroemer, 2001).
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Miembros pro-apoptéticos “BH3-only”: Los miembros de esta clase comparten
solo, entre ellos y con el resto de miembros de la familia, el dominio BH3, de ahi su
denominacion. Dentro de este grupo se encuentran las proteinas Bad, Bim, Bid, Bmf,
Bik, Noxa, Puma, BIk, Hrk, Nip3 y BNip3 (Figura IV). Estas proteinas pro-apoptdticas
juegan un papel importante en la activacion de Bax y Bak, aunque el mecanismo de
activacion no esta completamente claro. La mayoria de miembros “BH3-only” lo que
hacen es “desreprimir” o permitir la actividad intrinseca de Bax y Bak interaccionando e
inhibiendo a los miembros anti-apoptéticos de la familia. Asi, la proteina Bad, que se
encuentra secuestrada en el citoplasma por proteinas 14-3-3, es activada por un estimulo
apoptotico y se transloca a la MME donde se une a los miembros anti-apoptoticos de la
familia inhibiendo su funcion (Zha y cols., 1997). Del mismo modo, Bmf permanece
secuestrada en el citoplasma hasta que un estimulo apoptético permite su liberacion y
unidn a las proteinas anti-apoptéticas (Puthalakath y cols., 2001). Sin embargo, algunas
proteinas “BH3-only” pueden unirse y activar Bax y Bak directamente. Este es el caso
de Bid y Bim que pueden interaccionar a través del dominio BH3 con Bax y Bak,
provocando su dimerizacion y activacion (Puthalakath y Strasser, 2002), aunque
también pueden activarlas indirectamente al unirse a las proteinas Bcl-2 o Bcl-xL,
inhibiendo la funcion anti-apoptotica de estas Gltimas (Puthalakath y cols., 1999).

1.1.3. Vias de induccion de la apoptosis

Existen dos tipos generales de vias de sefializacion que conducen a la activacion
de la muerte celular programada: 1) la ruta de los receptores de muerte o extrinseca, que
implica la activacion de determinados miembros de la superfamilia de receptores del
factor de necrosis tumoral (TNF), y 2) la ruta mitocondrial o intrinseca, inducida por
distintas formas de estrés celular, como puede ser el causado por la privacion de
factores de crecimiento en el medio, pérdida de adhesion al sustrato, dafio al ADN,
estrés en el reticulo endoplasmatico (RE), activacion de oncogenes, infeccién viral,
radiaciones ionizantes, radiaciones ultravioletas, etc. Ambas vias producen la activacion
de las caspasas iniciadoras y convergen en la activacion de las caspasas ejecutoras,

responsables Ultimas de las caracteristicas morfoldgicas de la apoptosis.
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1.1.3.1. Via extrinseca o de los receptores de muerte

Una célula normal o patolégica puede entrar en apoptosis en respuesta al
estimulo desencadenado por la union de los denominados ligandos de muerte a sus
receptores especificos. Los ligandos de muerte son proteinas transmembrana tipo Il
pertenecientes a la superfamilia del TNF, incluyendo FasL/CD95L, TRAIL (acronimo
del inglés TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand) o el propio TNF. Estos ligandos
presentan dominios de homologia a TNF (THD, TNF Homology Domain), a través de
los cuales se asocian a sus receptores (Bodmer y cols., 2002). Dichos ligandos son
expresados por distintas células del sistema inmunol6gico tales como linfocitos T,
células NK (Natural Killer), monocitos y células dendriticas, permitiendo la
eliminacion de células que han cumplido su funcion, células infectadas, células

autorreactivas y/o células metaplasicas (Yang y cols., 2001; Zhang y cols., 2004).

Los receptores de muerte a los que se unen estos ligandos son proteinas
transmembrana tipo | de la superfamilia de receptores del TNF y reciben el nombre de
receptores de muerte. Se caracterizan por presentar en su region intracelular los
denominados dominios de muerte (DD, Death Domain), a través de los cuales se
transmite el estimulo apoptotico. Existen, ademas, receptores anti-apoptéticos o
“sefiuelo” para dichos ligandos, denominados asi porque no transmiten la sefial
apoptética (Gruss y Dower, 1995). Ambos tipos de receptores presentan en su region
extracelular unos dominios ricos en cisteina (CRD, Cysteine-Rich Domain) que se
asocian con las regiones THD de los ligandos de muerte por medio de puentes disulfuro,
formando de este modo multimeros funcionales. La uniéon del ligando a su
correspondiente receptor de muerte va a tener como consecuencia la trimerizacion del
receptor y el reclutamiento de proteinas citoplasmaticas adaptadoras con dominios DD
homologos a los del receptor, entre las que destaca la proteina FADD. Estas proteinas, a
su vez, reclutan a las caspasas iniciadoras (caspasa-8 y/o -10) a través de los dominios
DED, conformando asi el complejo DISC donde se activaran dichas caspasas (Kischkel
y cols., 2000).

En funcion de las sefiales implicadas en la induccion de apoptosis tras la
activacion de los receptores de muerte, las células pueden clasificarse en tipo I, si el

proceso apoptatico es independiente de la via mitocondrial, o tipo 11, si se requiere la
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participacion de dicho organulo (Scaffidi y cols., 1998). En las células de tipo I, las
caspasas iniciadoras activadas a nivel del complejo DISC, a su vez, activan de forma
directa a las caspasas efectoras que, en Gltima instancia, provocan la muerte celular por
apoptosis. Por el contrario, en las células de tipo 11, las caspasas iniciadoras provocan la
activacion de las sefiales mitocondriales caracteristicas de la ruta intrinseca (ver

apartado 1.1.3.2.) que, posteriormente, activan a las caspasas efectoras (Figura V).

El TNF tiene un papel fundamental en inflamacién e inmunidad. Se han descrito
dos receptores para TNF: TNFR-1 y TNFR-2. S6lo TNFR-1 se considera un receptor de
muerte, ya que TNFR-2 carece del dominio de muerte intracelular necesario para
transmitir la sefial apoptética. A pesar de ello, TNFR-1 puede disparar la induccion de
apoptosis o0 bien activar rutas de supervivencia celular, dependiendo del complejo de
sefializacion que se active. Asimismo, la interaccion de FasL/CD95L con su receptor de
muerte Fas/CD95 da lugar, generalmente, a la induccion de apoptosis, aunque se han
descrito algunas situaciones en las que Fas no tiene una accién citotéxica sino que
induce proliferacion, migracién y produccion de citoquinas (Aggarwal, 2003; Micheau
y Tschopp, 2003).

Por otro lado, el ligando de muerte TRAIL puede unirse especificamente a
cuatro receptores transmembrana (TRAIL-R1 a -R4) y, con menor afinidad, a un
receptor soluble denominado osteoprotegerina (OPG), aunque se desconoce la
relevancia de esta union en condiciones fisioldgicas (Almasan y Ashkenazi, 2003). Los
receptores de membrana de TRAIL se clasifican en pro- y anti-apoptéticos, en funcion
de su capacidad para inducir la activacion de la cascada apoptotica. Los receptores
TRAIL-R1/DR4 y TRAIL R2/DR5 son receptores de muerte pro-apoptoticos, pues
presentan en su region intracelular los dominios DD necesarios para transmitir la sefial
de apoptosis tras la union del ligando (Pan y cols., 1997; Cha y cols., 2000). Los
receptores TRAIL-R3/DcR1 y TRAIL R4/DcR2 son receptores “sefiuelo” debido a su
incapacidad para inducir apoptosis tras la union del ligando. TRAIL-R3 carece de
dominios transmembrana e intracitoplasmatico, anclandose a la membrana a través de
una cola de glicofosfatidil-inositol (Degli-Esposti y cols., 1997). Por el contrario,
TRAIL-R4 presenta regiones citoplasmatica y transmembrana, pero posee un dominio
DD truncado que lo incapacita a la hora de ensamblar la maquinaria necesaria para la

activacion del proceso apoptético, aunque le permite activar rutas de supervivencia
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celular tras la union de TRAIL. Esto ultimo también se ha descrito tras la union de

TRAIL a sus receptores pro-apoptoticos (Chaudhary y cols., 1997).

Fas/CD95

Apoptosome

PARP, Lamin A, Actin...

|

Cell shrinkage
Membrane blebbing

DNA fragmentation
Chromatin condensation

APOPTOSIS

Figura V. Ruta extrinseca o0 mediada por receptores de la activacion de la apoptosis.

1.1.3.2. Via intrinseca o mitocondrial

Esta ruta de induccion de apoptosis es conocida también como ruta mitocondrial
ya que la mitocondria es el principal organulo implicado en este tipo de muerte celular.
La ruta intrinseca es activada por diferentes estimulos, incluyendo dafio al ADN,
radiacion ultravioleta y drogas quimioterapicas. Las vias de sefializacion activadas por
estos agentes estresantes provocan la permeabilizacion de la membrana mitocondrial
externa (MME) y, en consecuencia, la liberacién de proteinas solubles desde el espacio
intermembrana al citoplasma. Estos factores pro-apopt6ticos producen la activacion de
caspasas, aunque algunos de ellos también pueden conducir a una muerte celular

independiente de caspasas (Rosado y cols., 2006).

Se han propuesto dos mecanismos para explicar la permeabilizacion de la MME,

pudiendo funcionar uno u otro segun el contexto, el estimulo o el tipo celular:

e El primero de ellos, en el que participa la membrana mitocondrial interna

(MMI), implica la formacidn de un poro que recibe el nombre de poro de permeabilidad
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transitoria (PPT). Este poro permite el paso de agua y moléculas de bajo peso molecular
provocando la pérdida del equilibrio ionico, asi como el incremento en el volumen de la
matriz mitocondrial por exceso de hidratacion, desencadenando de este modo la ruptura
de la MME. EI PTT en su conjunto, se ha determinado estar formado por dimeros de la
FOF1 ATP sintasa, enzima encargada de la fosforilacion oxidativa, y que por lo tanto
desempefia una doble funcién. En cuanto a su regulacion, se sabe que la ciclofilina D,
que reside en la matriz mitocondrial, es un regulador esencial del PTT mediante la
interaccion con el tallo lateral de la ATP sintasa, a nivel del punto que le confiere
sensibilidad a la oligomicina (Giorgio y cols., 2013)

e En el segundo caso, la permeabilidad de la MME se atribuye a la formacion de
canales proteicos constituidos por la oligomerizacion de miembros pro-apoptéticos de la
familia Bcl-2 que actuan directamente sobre la MME, o bien debido a la asociacion de
las citadas proteinas pro-apoptoticas con distintos componentes lipidicos de la MME

que provocan la aparicion de grandes poros (Green y Kroemer, 2004).

En cualquier caso, una vez permeabilizada la MME, se producen una serie de

eventos, todos ellos implicados en la muerte celular (Figura V1):

Apoptotic signals
Y
Mitochandna
¢ Bol-2/Bekx_) ——] | 4—@
- 1
Y
Cyt ?_,rl'

Pmcaspas@ —hﬁaspam g
Cprocesase 9)——>(Casase8)

—

— - / —
@cﬂspasc 3>—}@5;5; 3> —» Apoptosis

Figura VI. Ruta intrinseca o mitocondrial de activacion de la apoptosis.
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1) Liberacién de proteinas del espacio intermembrana de la mitocondria. Estas

proteinas pueden activar caspasas, nucleasas o pueden neutralizar la accién de ciertos

inhibidores citosélicos del proceso apoptotico. Algunas de estas proteinas son:

a) Citocromo c: Una vez que éste es liberado al citoplasma ante un estimulo
apoptotico, se une a la proteina pro-apoptética Apaf-1, en presencia de ATP.
Apaf-1 presenta tres dominios funcionales. Una secuencia CARD en el
extremo amino que tiene un alto grado de homologia con la secuencia CARD
de la caspasa-9, un dominio de union de ATP en la zona central y, finalmente,
en el extremo carboxilo presenta el dominio WD-40. Este ultimo esta
considerado como un dominio de union proteina-proteina a través del cual el
citocromo c interacciona con Apaf-1 (Shi, 2002). La union del citocromo ¢ y
la molécula de ATP facilita un cambio conformacional en la estructura de
Apaf-1 que permite la oligomerizacion de éste con otras moléculas de Apaf-1
para formar un heptdmero (ver Figura Ill). De este modo, se constituye el
mencionado apoptosoma, que recluta a la procaspasa-9 a través de
interacciones entre los dominios CARD presentes tanto en Apaf-1 como en la
procaspasa-9 (Fan y cols., 2005). La activacién de la procaspasa-9 dentro del

apoptosoma se produce por una prote6lisis autocatalitica.

b) AIF (acronimo del inglés Apoptosis-Inducing Factor): Es una flavoproteina
que posee una sefial de localizacibn mitocondrial y otra nuclear.
Normalmente se encuentra confinada en el espacio intermembrana de la
mitocondria pero, una vez que es liberada al citoplasma en respuesta a
estimulos apoptoéticos, se transloca al ndcleo produciendo fragmentacion del
ADN vy condensacion periférica de la cromatina. AIF también provoca otros
cambios celulares caracteristicos de la apoptosis, como la disipacion del
potencial de membrana mitocondrial o la exposicion de la fosfatidilserina en

la superficie celular.

c) Smac/DIABLO: Esta proteina se une e inactiva a una serie de proteinas
inhibidoras de caspasas que pertenecen a la familia de los 1APs (proteinas
inhibidoras de apoptosis) (Du y cols., 2000). Ademas, se ha demostrado que
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la proteina Smac/DIABLO tiene una capacidad pro-apoptotica independiente
de su accion inhibidora sobre los IAPs (Fulda y cols., 2002).

d) Omi/HtrA2: Es una serin-proteasa que interacciona con las proteinas IAPs
citosélicas de manera similar a Smac/DIABLO. Por tanto, puede promover
la activacion indirecta de caspasas, como la caspasa-3 0 -9. Sin embargo,
Omi/HtrA2 también posee capacidad de inducir apoptosis de un modo
independiente de la activacion de caspasas o de su interaccion con proteinas

IAPs, gracias a su dominio catalitico serin-proteasa (Suzuki y cols., 2001).

e) Endonucleasa G: Esta proteina, una vez liberada al citoplasma, se transloca
al nucleo donde estad involucrada en la fragmentacion del ADN. Dicha
fragmentacion es independiente de la activacion de caspasas. Asimismo, es
probable que la endonucleasa G necesite de otras nucleasas o cofactores para

poder realizar su funcion (Van Loo y cols., 2001).

2) Alteracion de la cadena de transporte de electrones, de la fosforilacion oxidativa

y de la produccion de ATP. El citocromo c transporta electrones del complejo 11 al

complejo 1V de la cadena de transporte electronico, lo cual genera un potencial eléctrico
a través de la MMI (Aym). Este potencial es utilizado por el complejo V para generar
ATP a partir de ADP y fosfato libre procedente de la respiracion aerdbica, y también se
utiliza para importar proteinas asi como para la biogénesis mitocondrial (Waterhouse y
cols., 2001). La liberacion del citocromo c desde el espacio intermembrana causa una
pérdida transitoria de este potencial, aunque este hecho por si solo es insuficiente para
impedir completamente la fosforilacion oxidativa y la produccion de ATP. Sin embargo,
cuando las caspasas se activan debido a la permeabilizacion de la MME, éstas cortan la
subunidad p75 del complejo | de la cadena de transporte electrénico (Ricci y cols.,
2004). Este hecho provoca una pérdida persistente del potencial de membrana y una
alteracion en la produccion de ATP, principal forma de energia de la célula y esencial
para el mantenimiento de la viabilidad, por lo que se ve afectada la supervivencia

celular.
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3) Alteracién del potencial reduccion-oxidacién (redox) de la célula. La

mitocondria es la principal fuente de produccion de especies reactivas de oxigeno
(ERO) dentro de la célula. Como consecuencia de las alteraciones mitocondriales
mencionadas, se genera un aumento en la produccion de ERO que a su vez provoca
modificaciones oxidativas en diferentes macromoléculas, incluyendo lipidos, proteinas
y acidos nucléicos, que alteran su estructura y funcién. Este tipo de reacciones inducen
la formacidon de agregados proteicos que facilitan la formacion del PPT provocando, al
mismo tiempo, la pérdida del Aym y la liberacidn de proteinas pro-apoptoticas, como el
citocromo c, y la consiguiente apoptosis o muerte celular programada (Brookes y cols.,
2004; Uguz y cols., 2009; Bejarano y cols., 2011a). El citocromo c estd cargado
positivamente y se encuentra unido a la cardiolipina, cargada negativamente, en la cara
exterior de la MMI. La salida de citocromo c requiere la peroxidacion de la cardiolipina,
un proceso mediado por las ERO, lo cual provoca un cambio en sus propiedades fisicas
que posibilita la ruptura de la union entre el citocromo ¢ y la cardiolipina (Ott y
cols., 2002).

1.1.4. Implicaciones clinicas de la apoptosis en el cancer

Las implicaciones clinicas de la apoptosis incluyen al sistema inmune,
enfermedades neuroldgicas, hepatitis, patologias cardiovasculares y sepsis. En esta
linea, el numero de publicaciones ha ido creciendo exponencialmente en la Gltima
década, revelandose que muchas enfermedades estan asociadas con alteraciones en la

actividad apoptética (Tabla I).

Mas del 50% de las neoplasias presentan defectos en la maquinaria apoptotica.
Entre los defectos mejor caracterizados se encuentran el aumento en la expresion de
algunas proteinas anti-apoptéticas de la familia Bcl-2 y mutaciones en el gen supresor
de tumores TP53, que codifica para la proteina pro-apoptética p53 (Vaux y cols., 1988;
Strasser y cols., 1990; Vazquez y cols., 2008). Este gen, llamado el “guardian del
genoma”, inicia el proceso apoptotico en respuesta a danos en el ADN inducidos por
radiacion, agentes quimicos, estrés oxidativo y otros agentes, mediante la activacion
transcripcional de una gran variedad de proteinas pro-apoptéticas tales como Puma,

Noxa y Bax. Los defectos en el gen TP53 heredados por la siguiente generacion, como
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en el caso del sindrome de Li-Fraumeni, resultan en la aparicion de numerosos

neoplasmas, incluyendo gliomas y sarcomas (Vazquez y cols., 2008).

Tabla I. Enfermedades asociadas con la alteracion en la actividad apoptotica.

Por inhibicién de apoptosis

Céancer

- Colorrectal

- Glioma

- Higado

- Neuroblastoma

- Leucemiasy linfomas

- Prostata
Enfermedades autoinmunes

- Miastenia grave

- Lupus eritematoso sistémico

Enfermedades inflamatorias
- Asma bronquial
- Enfermedad inflamatoria
intestinal
- Inflamacién pulmonar

Por exceso de apoptosis

Enfermedades neurodegenerativas

Enfermedad de Alzheimer
Esclerosis Lateral Amiotrofica
Enfermedad de Parkinson
Retinitis pigmentosa
Epilepsia

Enfermedades hematolégicas

Anemia aplasica
Sindrome mielodisplasico
Linfocitopenia T CD4+
Deficiencia G6PD

Dafio tisular

Infarto de miocardio
Accidente cerebrovascular
Dafio isquémico renal
Rifion poliquistico

La mayoria de agentes quimioterapéuticos induce la apoptosis de las células

tumorales (Uguz y cols., 2012). Asi, el farmaco imanitib, un inhibidor de la tirosina

quinasa, se usa en el tratamiento de la leucemia mieloide cronica ya que provoca la

muerte de las células tumorales incrementando los niveles de las proteinas pro-

apoptéticas Bim y Bad (Kuroda y cols., 2006). Por otro lado, el inhibidor selectivo de

las proteinas Bcl-2 y Bcl-x.,, ABT-737, se ha mostrado altamente eficaz en el

tratamiento de ciertos tumores tanto por si s6lo como en combinacion con otros

farmacos antineoplasicos (Lessene y cols., 2008; Cragg y cols., 2009). Asimismo, el

farmaco ABT-263, un analogo de ABT-737, se ha usado en ensayos clinicos para el

tratamiento de algunos tipos de leucemia y como terapia coadyuvante en tumores

solidos (Cragg y cols., 2009). Otros agentes quimioterapéuticos pro-apoptéticos que se

emplean en ensayos clinicos estan dirigidos contra las proteinas survivina y XIAP,

inhibidores enddgenos de la apoptosis (Tolcher y cols., 2008).
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1.2. LA MELATONINA

En 1960, Lerner y colaboradores aislaron la que se considera la sustancia
secretora mas importante de la gldndula pineal: la melatonina. Se denomind asi debido a
su accion blanqueadora cuando se aplicaba en algunas especies nocturnas de
vertebrados inferiores. En mamiferos, no se han observado cambios diarios en el color,
aunque la pineal y la melatonina se han relacionado con los cambios estacionales en la

pigmentacion cutanea.

La melatonina es un indol de bajo peso molecular presente de manera ubicua en
todos los organismos vivos. A pesar de tener una estructura simple, es una molécula
pleiotropica con importantes funciones bioldgicas desde bacterias hasta mamiferos
(Hardeland y cols., 2011). A este respecto, la melatonina ha demostrado ser un potente
antioxidante y secuestrador de radicales libres (Bonnefont-Rousselot y Collin, 2010).
Ademas, este indol estd implicado en el control de los ritmos bioldgicos (Arendt y
Skene, 2005), en la regulacion de la reproduccién (Reiter y cols., 2009), y en la

inmunomodulacion (Guerrero y Reiter, 2002).

1.2.1. Estructuray sintesis

La melatonina es una molécula lipofilica principalmente sintetizada y secretada
por la glandula pineal, un 6rgano de secrecién interna que modula la produccién y
liberacion ritmica de muchos compuestos bioactivos en funcion de la luz ambiental,
como es el caso del indol melatonina (Reiter y cols., 2010). Este indol pineal se sintetiza
siguiendo un patrén circadiano con niveles circulantes mas elevados durante la fase
oscura del fotoperiodo y minimos durante la fase luminosa, de tal forma que mantiene

informado al individuo de las variaciones luz/oscuridad (Vandewalle y cols., 2009).

La biosintesis de melatonina (Figura VII) comienza con la captacién de su
precursor, el aminoacido esencial L-triptéfano, que es tomado de la sangre por los
pinealocitos, a través de un mecanismo de transporte activo que esta bajo control
adrenérgico (Romero y Axelrod, 1974). A continuacion, el triptéfano se transforma en
5-hidroxitriptéfano mediante una hidroxilacion llevada a cabo por la enzima triptéfano-

5-hidroxilasa (TPH). Posteriormente, el 5-hidroxitriptéfano es descarboxilado por la
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enzima 5-hidroxitriptofano descarboxilasa para producir serotonina. Los niveles de
serotonina en la glandula pineal, que son de manera general mucho mayores que en el
resto del cerebro, son especialmente elevados durante el dia, y caen marcadamente
durante la noche como consecuencia de su conversion a melatonina. Esta conversion
nocturna implica un proceso enzimatico de dos pasos. Inicialmente, la enzima
serotonina N-acetiltransferasa (AA-NAT), que muestra un incremento de actividad de
30 a 70 veces mayor durante la noche, transforma la serotonina en N-acetilserotonina,
aumentando ésta su concentracion a valores entre 10 y 30 veces mayores de los que
existen durante el dia. Después, la enzima hidroxi-indol-O-metiltransferasa (HIOMT),
que también incrementa su actividad durante la noche, metila la N-acetilserotonina para

producir N-acetil-5-metoxitriptamina, mas cominmente conocida como melatonina.

Triptéfano

0,
1\*1 T'riptdfanosS-hidroxilasa (TFH)

S-Hidroxitriptdfano

S-hidroxtriptofane
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Serotonina (5-HT)
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Figura VII. Ruta biosintética de la melatonina a partir del aminoacido triptofano. Acetil-CoA: acetil
coenzima A; SH-CoA: coenzima A; SAM: S-adenosil metionina; SAH: S-adenosil homocisteina; 1DO:

indolamina 2,3-dioxigenasa; MPO: mieloperoxidasa.

La melatonina no se almacena en el lugar de sintesis, sino que se secreta
directamente tanto al liquido cefalorraquideo como al sistema cardiovascular (Reiter y
cols., 2010). Ademas del ritmo diario secretor de esta hormona, aparecen cambios
estacionales y circa-anuales que la implican como un factor central en la regulacion de
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los procesos ritmicos (Reiter y cols., 2010). Asi, si se invierten las condiciones de luz
ambiental se invierten de modo paralelo las actividades enzimaticas y la biosintesis
pineal de la indolamina. Debido a su alto grado de solubilidad en lipidos, una gran
cantidad de melatonina se libera a la circulacion a medida que se sintetiza,
probablemente a traves de un mecanismo de difusion pasiva, aunque existen pruebas de

la existencia de secrecion pulsatil en alguna especie.

La sintesis de este indol no es exclusiva de la glandula pineal, sino que también
existe producciéon de melatonina en la retina y el hipocampo (Cogburn y cols., 1987;
Grace y cols., 1991), el cuerpo ciliado del iris (Aimoto y cols., 1985), la glandula
lacrimal (Mhatre y cols., 1988), la glandula de Harder (Vakkuri y cols., 1985), el tejido
ovarico (Itoh y cols., 1999), las plaguetas (Launay y cols., 1982), las células
mononucleares periféricas (Finocchiaro y cols., 1995), las células de la médula dsea
(Conti y cols., 2000), el aparato digestivo (Tan y cols., 1999), el sistema inmune
(Barriga-lIbars y cols., 2005), y el sistema portal hepatico (Huether y cols., 1992). Sin
embargo, a diferencia de la melatonina sintetizada en la glandula pineal, la melatonina
producida por estos tejidos no pasa a la sangre en cantidades significativas sino que
funciona localmente como una sefial autocrina o paracrina (Pandi-Perumal y cols.,
2006), siendo los niveles tisulares de melatonina cientos de 6rdenes de magnitud
mayores que los sanguineos (Reiter y Tan, 2003).

La vida media de la melatonina circulante varia entre 20-40 minutos (Boutin y
cols., 2005), lo que indica que es una hormona de accién rapida. Transcurrido este
tiempo, la mayor parte de la melatonina circulante es inactivada mediante su conversion
hepatica en 6-hidroximelatonina y es excretada en la orina en forma de sulfatos (75%) o
glucurdnidos (5%) (Alonso, 1999). En la glandula pineal y cerebro también es posible
su transformacion en quinureninas, en presencia de la indolamina 2,3-dioxigenasa
(Hirata y cols., 1974), o su transformacion de forma no enzimatica mediante la reaccion
con ‘OH, O, 0 H,0, (Tan y cols., 2000). Entre las quinureninas destacan la N1 acetil-
N2-formil-5-metoxi-quinurenamina (AFMK) y la N1-acetil-5-metoxi-quinurenamina
(AMK). Estas quinureninas, al igual que la melatonina, presentan importantes efectos

como secuestradoras de radicales libres (Reiter y cols., 2008).
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1.2.2. Mecanismos de accidn

Una de las funciones mejor conocidas de la melatonina es quizas su habilidad de
modular los ritmos circadianos y las respuestas estacionales. Sin embargo, numerosas
investigaciones han destacado su papel en la regulacion de otras muchas funciones
fisioldgicas y bioquimicas (Pandi-Perumal y cols., 2013). Algunas de estas acciones
parecen depender de la potente capacidad antioxidante y secuestradora de radicales
libres que posee la melatonina. No obstante, los mecanismos de accion de la melatonina
en mamiferos también pueden ser mediados por la interaccion de ésta con proteinas
intracelulares, como la calmodulina, o por su unién a receptores especificos
(Ekmekcioglu, 2006). Por este motivo, tanto los agonistas como los antagonistas de los
receptores de melatonina son compuestos muy Utiles para definir los mudltiples
mecanismos mediante los cuales la melatonina regula los procesos fisioldgicos y
patélogicos. Desde 1994, cuando Reppert y colaboradores identificaron por primera vez
la expresion de un receptor de alta afinidad para la melatonina en melanocitos de
Xenopus laevis (Ebisawa y cols., 1994), se han descrito, clonado y estudiado en
profundidad distintos receptores de melatonina tanto de membrana como citosélicos y

nucleares.

Los receptores MT1 y MT2, anteriormente designados como Mella y Mellb,
son dos clases de receptores de membrana plasmatica para la melatonina identificados
en diversos tejidos humanos (sistema nervioso central, tracto gastrointestinal, intestino,
piel, glandula adrenal, gonadas, rifién, corazon, vasos sanguineos, tejido adiposo,
neutrofilos, linfocitos y tejidos linfoides) (Dubocovich y Markowska, 2005). Ademas,
su expresion se ha demostrado en distintas lineas tumorales de diferente origen (Chan y
cols., 2002; Ramracheya y cols., 2008). Los receptores MT1 y MT2 pertenecen a una
superfamilia de receptores acoplados a proteinas G constituidos por siete dominios
transmembrana, que presentan un alto grado de homologia en su secuencia de
aminoéacidos, y que difieren principalmente en su distribucion y localizacion. La
activacion de estos receptores promueve la disociacion de las proteinas G en los
dimeros Ga y GRy, e inhibe la enzima adenilato ciclasa, reduciendo de este modo los
niveles de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y activando la fosfolipasa C (PLC)
(Dubocovich y Markowska, 2005). Asimismo, la activacion del receptor MT1
incrementa la fosforilacion de MEK1/2 y ERK1/2 (Pala y cols., 2013), potencia la
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produccion de ATP y prostaglandina F2a (Barrett y cols., 2003), y regula las respuestas
funcionales de la melatonina modulando los niveles intracelulares de calcio (Vanecek,
1998). Por su parte, el receptor MT2 se asocia con la activacion de las mismas vias de
sefializacion, aunque parece estar mucho mas relacionado con la inhibicién del
nucleétido guanosin monofosfato ciclico (GMPc) que con la inhibicién de AMPc
(Dubocovich y Markowska, 2005).

Aparte de los citados receptores de membrana, también se ha identificado un
receptor putativo, denominado MT3, en dérganos de hamster. Dicho receptor presenta
menor afinidad por la melatonina (rango nanomolar) y una rapida cinética de
asociacion/disociacion (Nosjean y cols., 2000). Ademas, esta proteina presenta un 95%
de homologia con la quinona oxidorreductasa 2 (NQOZ2) humana, una enzima
involucrada en la detoxificacion de radicales libres, toxinas y metales pesados. No
obstante, el papel fisioldgico de este receptor MT3 no se conoce aun por completo
(Volkova y cols., 2012).

Debido a su habilidad de cruzar las membranas lipidicas, la melatonina es capaz
de alcanzar directamente el nucleo, mediando sus acciones a través de un grupo de
receptores nucleares hormonales, llamado ROR/RZR (acronimo del inglés Retinoid
Orphan Receptors/Retinoid Z Receptors) (Becker-Andre y cols., 1994). La estructura de
esos receptores consiste de un dominio N-terminal, una secuencia de unién a ADN, y
una region de unién al ligando en el dominio C-terminal (Becker-Andre y cols., 1994).
Los diversos receptores ROR/RZR se distribuyen de un modo diferente dependiendo del
subtipo al que pertenecen. Asi, el receptor RZRR se encuentra principalmente en los
tejidos neurales, mientras que el receptor RZRo se distribuye mas ampliamente y
podemos encontrarlo en tejido adiposo, piel, testiculos, cartilago, e higado (Kobayashi y
cols.,, 2003). Aunque la aparente interaccion directa de la melatonina con estos
receptores nucleares es un tema controvertido, el descubrimiento de una via de
sefializacion nuclear para la melatonina ha contribuido enormemente a la comprension
de los efectos tan variopintos y profundos que ostenta este indol. Por tanto, la activacion
de estas vias nucleares puede inducir la unién de la melatonina a regiones especificas de
ciertos genes promoviendo de este modo la transcripcidén de genes diana involucrados
en supervivencia, proliferacion y diferenciacion celular (Sanchez-Barcel6 y cols., 2003).

Ademas, algunos estudios establecen una correlacion entre los receptores nucleares para
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la melatonina y las funciones de la melatonina en el sistema inmune (Steinhilber y cols.,
1995). De hecho, a través de su interaccion con el receptor RORa, la melatonina
reprime la expresion de la enzima 5-lipooxigenasa en linfocitos B, una enzima clave en

las reacciones alérgicas e inflamatorias (Steinhilber y cols., 1995).

Por otro lado, los mecanismos de accion de la melatonina pueden ser mediados
por la interaccion de ésta con proteinas intracelulares, como por ejemplo la calmodulina
(Benitez-King y cols., 1993). Esta es una interaccion de baja afinidad que permite la
regulacién de la actividad de algunas proteinas quinasas. Mediante este mecanismo, la
melatonina puede inhibir la actividad de la calmodulina quinasa Il (Benitez-King y
cols., 1996) y de la dxido nitrico sintasa neuronal (NNOS) (Pozo y cols., 1997), asi
como participar en la regulacion del citoesqueleto (Benitez-King y Anton-Tay, 1993),
aunque en esta Ultima funcion también pueden estan involucrados los receptores de
membrana (Benitez-King y cols., 2009). Por Gltimo, se ha descrito que la calreticulina,
una proteina residente del RE que une calcio, parece constituir un sitio de unién de alta
afinidad para la melatonina que puede estar involucrado en algunas funciones de la

indolamina, incluyendo la regulacién gendmica (Macias y cols., 2003).

Adicionalmente, la melatonina posee acciones que no dependen de la interaccién
con sus receptores debido a su capacidad de secuestrar radicales libres y moléculas
reactivas relacionadas. EI mecanismo por el cual la melatonina detoxifica los radicales
libres es la donacién de electrones (Tan y cols., 2002). Las acciones relacionadas con su
capacidad antioxidante Unicamente requiere la proximidad de la melatonina al radical
libre en el lugar y el momento en que éste es formado. Moléculas como el ADN nuclear,
las proteinas y los lipidos son protegidas del estrés oxidativo gracias a la ubicua
distribucion de la melatonina. En concreto, se ha demostrado que la melatonina es capaz
de neutralizar ‘OH, anién peroxinitrito (ONOO"), NO', singlete de oxigeno (*O,), O, ",
H.0,, y acido hipocloroso (HCIO). Asimismo, ciertos metabolitos formados tras la
interaccién de la melatonina con los radicales libres, tales como AFMK y AMK,
conservan una alta capacidad antioxidante y secuestradora de radicales libres (Galano y
cols., 2013), algo que se conoce como cascada antioxidante de la melatonina (Tan y
cols., 2002). Ademas de estas acciones, la melatonina incrementa la eficiencia del
transporte electronico entre los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial, uno de

los principales focos de generacion de ERO dentro de la célula, evitando asi la
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formacion de ERO a este nivel (Hardeland, 2005). Adicionalmente, la melatonina actda
indirectamente como antioxidante ya que estimula la actividad de una gran cantidad de
enzimas antioxidantes, como la catalasa o la superoxido dismutasa, que convierten los
radicales libres en moléculas inocuas (Rodriguez y cols., 2004). Por ultimo, la
melatonina estimula la sintesis de glutation, un importante antioxidante intracelular
(Urata y cols., 1999), y presenta también efectos sinérgicos potenciando la capacidad de

antioxidantes clasicos, como las vitaminas C y E (Tan y cols., 2013).
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1.3. MELATONINA Y APOPTOSIS

La melatonina tiene una naturaleza altamente lipofilica que le permite cruzar las
membranas celulares fécilmente y alcanzar cualquier compartimento subcelular,
incluyendo la mitocondria. Es interesante el hecho de que esta molécula se acumule en
altas concentraciones en la mitocondria (Martin y cols., 2000; Leon y cols., 2005), y es
que parece ser que la mitocondria es un blanco intracelular fundamental para la
melatonina. Recientemente se han localizado dos sitios de union en la mitocondria, uno
de ellos de relativa baja afinidad (1C50=0,8 puM) y esta asociado con la inhibicion del
poro de permeabilidad transitoria, efecto que induce la idea de que la melatonina
previene la apoptosis (Andrabi y cols., 2002). El otro sitio de union es de mucha mas
afinidad (ICso = 150 pM) (Hardeland y Poeggeler, 2007) situado en la rampa anfipatica
del complejo 1, donde modula en gran parte la agrupacién hierro-azufre del complejo |
(en uno de los puntos principales de liberacion de electrones), evitando el cuello de
botella que se forma para el flujo de electrones favoreciendo el paso de los mismos.
Ademas, la indolamina modula el flujo en el complejo 1V salvaguardando el potencial
de membrana e incrementando la produccion de ATP (Hardeland y cols., 2008). Esta
indolamina tiene la capacidad de interactuar con las bicapas lipidicas estabilizando la
membrana mitocondrial interna (Garcia y cols.,, 1999), efecto que junto con las
interacciones con los complejos 1 y IV podrian explicar, al menos en parte, la mejora de
la eficiencia de la cadena de transporte de electrones (Acufa-Castroviejo y cols., 2001).
Dicha mejora tanto en condiciones normales, como en condiciones de estrés oxidativo,
produce un menor numero de ERO, protegiendo a la célula de posibles dafios oxidativos
en lipido, proteinas y ADN que podrian iniciar los procesos apoptadticos en la célula,
tanto activando caspasas, como causando fragmentacion de ADN mediante ADNasas.
Por otro lado, la disfuncién mitocondrial conduce a la pérdida del potencial de
membrana mitocondrial, disminucion de ATP e iniciacién de procesos apoptoticos
incluida la apertura del PPT que confiere a la membrana externa la permeabilidad
necesaria para las salidas de factores pro-apoptoticos. Petrosillo (Petrosillo y cols.,
2009) describe como la melatonina puede proteger la apoptosis de cardiomiocitos tras
un episodio de isquemia/reperfusion mediante la inhibicion del PPT, ademas de inhibir
la oxidacion de cardiolipinas evitando la liberacion del citocromo ¢ y NAD+ (Petrosillo
y cols., 2009).
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Un incremento en apoptosis celular esté incluido en la etiopatogenia de ciertas
enfermedades. Alzehimer, Parkinson, esclerosis lateral amiotrofica, anemia aplésica,
infarto de miocardio, dafios por reperfusion, dafio hepatico por alcoholismo son, entre
otras, afecciones originadas por un exceso de apoptosis en las cuales un aumento nocivo
de ERO juega un papel fundamental. Se ha descrito que la melatonina es capaz de
prevenir, retardar y/o mermar el desarrollo de estas enfermedades, esto es debido, al
menos en parte, a proteger la mitocondria del dafio oxidativo y la oxidacién de sus
componentes, de esta manera se puede explicar ademas los efectos beneficiosos de esta
molécula en fisiopatologias mitocondriales (Paradies y cols., 2010). Espino y cols.
(2011b) han demostrado que la melatonina retrasa la apoptosis inducida por estrés
reticular debido a incrementos en la [Ca?*] citosélico, sabiendo que los incrementos de
[Ca?*] en el citosol tiene una repercusion directa sobre la [Ca?*] mitocondrial, el papel
protector de la indolamina es posible que sea desempefiado en la mitocondria de
neutrofilos y linfocitos humanos (Espino y cols., 2011b). Adicionalmente, cuando
leucocitos humanos tratados con movilizadores de calcio fueron preincubados con
melatonina, los eventos apoptéticos que acompafiaban el aumento de [Ca®*‘]c, como
activacion de Bax, liberacion de citocromo c y la consecuente activacion de las caspasas
9 y 3, fueron revertidos y se observd una recuperaciéon de la viabilidad celular con
respecto a aquellos leucocitos que no fueron pretratados con melatonina (Espino y cols.,
2010b).

Por otro lado, diferentes estudios experimentales ponen de manifiesto que la
melatonina es capaz de aumentar la sefializacion de las rutas de supervivencia de la
célula, como la expresion de sirtuina 1 y NF-kappaB, ademas el factor antiapoptotico
Bcl-xL o la acetilacién de p53, hechos que se vieron aumentados tras el tratamiento con
melatonina (Gutierrez-Cuesta y cols., 2008). Se ha observado que la administracion de
melatonina en ratas con colitis redujo el dafio inflamatorio en el colon, debido a la
regulacion por inhibicién de la molécula proinflamatoria NF-kappaB y blogqueo de la
degradacion de IkappaBalfa (inhibidor de NF-kappaB) (Li y cols., 2005). Evidencias
experimentales recientes sugieren que la ruta de la calmodulina y los promotores de
supervivencia MAPK (proteinas kinasas activadas por mitogeno) y ERK1/2 (kinasa
regulada por sefial extracelular) cumplen una funcion esencial en la proteccion de la

mitocondria (Luchetti y cols., 2010). Aungue los mecanismos que utiliza la melatonina
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para llevar a cabo el control de la apoptosis estan aun por esclarecer, son cada vez méas

los efectos que favorecen la viabilidad celular de células sanas.

Durante los tratamientos contra el cancer, la aplicacion de la mayoria de agentes
quimioterapéuticos o radiacion terapéutica inducen un aumento de la produccion de
ERO, con el consecuente dafio celular y tisular. Esta ampliamente documentado que la
melatonina protege a las células sanas contra los efectos nocivos de estas terapias (Sainz
y cols., 2003b). De tal manera que tratamientos simultaneos con melatonina podrian
considerarse para aumentar la tolerancia del paciente a una concentracion mayor del
agente anticancerigeno, aumentando asi la efectividad del tratamiento y disminuyendo

dafios colaterales.

1.3.1. Efectos anti-apoptéticos de la melatonina

La apoptosis es un mecanismo fisioldgico primordial para la homeostasis tisular,
de manera que una desregulacion del proceso apoptético puede conducir a desordenes
hiperproliferativos (por una disminucion en la tasa de apoptosis), como por ejemplo el
cancer, o hipoproliferativos (por un aumento en la tasa de apoptosis), como son las

enfermedades neurodegenerativas y autoinmunes (Thompson, 1995).

Varios estudios han destacado el control que ejerce la melatonina sobre la
apoptosis de las células inmunes, lo cual se considera una de las funciones no
neurolégicas més sorprendentes de esta indolamina (Miller y cols., 2006). Asi, por
ejemplo, los primeros estudios en esta area revelaron que la melatonina reduce la
fragmentacion de ADN inducida por glucocorticoides en timocitos en cultivo (Sainz y
cols., 1995). El posible mecanismo para explicar el papel inhibitorio de la melatonina en
la apoptosis inducida por glucocorticoides parece ser una reduccion en los niveles de
expresion del receptor de glucocorticoides, tal y como se demostro en timo y timocitos
en cultivo (Sainz y cols., 1999). Posteriores estudios sefialaron que la melatonina,
ademas de inhibir la fragmentacion de ADN, también impide la liberacion del
citocromo c¢ desde la mitocondria al citoplasma en timocitos de raton tratados con

dexametasona. De hecho, la melatonina puede inhibir la via mitocondrial de la
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apoptosis, presumiblemente a través de la regulacion de los niveles de la proteina pro-

apoptotica Bax (Hoijman y cols., 2004).

Aparte de estos estudios, diversos resultados han documentado la capacidad de
la melatonina de modular la apoptosis inducida experimentalmente mediante una amplia
gama de agentes farmacoldgicos. Asi, la indolamina actla como agente anti-apoptético
en células inmunes (Sainz y cols., 1995; 1999) y tejidos periféricos (Meki y cols.,
2001), y previene la muerte celular neuronal en distintos modelos de parkinson (Chuang
y Chen, 2004), alzhéimer (Lahiri y cols.,, 2004) y dafio cerebral por isquemia-
reperfusion (Cheung, 2003). Los mecanismos mediante los cuales la melatonina inhibe
la apoptosis parecen estar relacionados con sus propiedades antioxidantes y como
secuestrador de radicales libres. Por ejemplo, la melatonina atentda el dafio por
isquemia/reperfusion disminuyendo el dafio oxidativo mitocondrial mediante la
activacion de la via de sefalizacion JAK2/STAT3, la cual estd implicada en la
prevencion del dafio miocérdico por isquemia/reperfusion (Yang y cols., 2013).
Adicionalmente, la melatonina ejerce acciones anti-apoptdticas en células epiteliales de
la retina disminuyendo la produccion de ERO a nivel de la mitocondria y evitando, en
ltima instancia, dafios en el ADN mitocondrial y la liberacion del citocromo c al

citoplasma (Fu y cols., 2012).

El reciente descubrimiento de que las mitocondrias constituyen una diana para la
melatonina ha abierto nuevas perspectivas en relacion a los mecanismos de accion de la
indolamina (Acufia-Castroviejo y cols., 2002). De hecho, la melatonina regula
directamente la homeostasis mitocondrial (Martin y cols., 2002), lo cual podria explicar
el efecto protector de esta indolamina en desordenes como el parkinson, el alzhéimer, la
epilepsia, la sepsis e, incluso, el envejecimiento; todos ellos debidos a una disfuncion
mitocondrial como causa primaria o secundaria (Acufia-Castroviejo y cols., 2001). En
este sentido, se ha sugerido que los efectos anti-apoptoticos de la melatonina podrian
explicarse por una interaccion directa de la indolamina con el PPT de la mitocondria
(Andrabi y cols., 2004). Ademés, estudios mas minuciosos han puesto de manifiesto
que los efectos inhibitorios de la melatonina sobre el PPT estan probablemente
relacionados con la habilidad de la indolamina de prevenir la peroxidacion de la
cardiolipina (Peng y cols., 2012), un lipido que se encuentra de forma exclusiva en la

MMI y cuya oxidacion parece desencadenar la permeabilizacion de la MME, quiza, a
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través de su interaccion con proteinas pro-apoptoticas de la familia Bcl-2 (Jiang y cols.,
2008).

Por otro lado, diferentes estudios experimentales han revelado que la melatonina
es capaz de promover rutas de supervivencia celular como otro mecanismo de
modulacion del proceso apoptético. De este modo, se ha sugerido que la melatonina
puede ejercer sus efectos citoprotectores a través de diferentes vias dependientes de las
quinasas activadas por mitogenos (MAPK). Por ejemplo, se ha observado que la
activacion de la ruta de supervivencia Raf/MEK/ERK es necesaria para que la
melatonina contrarreste la apoptosis inducida por luz ultravioleta en células inmunes
(Luchetti y cols., 2009; 2010) o por H,O, exdgena en espermatozoides humanos
(Espino y cols., 2010a; 2011a). Igualmente, las propiedades neuroprotectoras de la
melatonina en cultivos primarios de astrocitos son mediadas a travées de la activacion de
la via de sefalizacion de PI3K/Akt (Kong y cols.,, 2008). Ademas, el papel
neuroprotector de la indolamina también parece estar relacionado con la activacion de la
ruta de las sirtuinas, desacetilasas de histonas involucradas en vias de supervivencia y
proteccién celular (Tajes Ordufia y cols., 2009). Finalmente, se ha observado que la
administracion de melatonina reduce el dafio inflamatorio en ratas con colitis inhibiendo
la activacion de NF-xB (Li y cols., 2005), asi como en ratas con una pancreatitis aguda

inducida por ceruleina (Carrasco y cols., 2013).

1.3.2. Efectos pro-apoptoticos de la melatonina

Durante la primera parte del siglo XX Engel y Bergmann (Engel, 1935;
Bergmann y Engel, 1950), asi como Hofstatter (1959) realizaron estudios pioneros tanto
experimetales como clinicos en Viena abordando la capacidad antineoplasica de la
glandula pineal bovina. Tras el descubrimiento de la melatonina por Lerner en 1958
estos resultados estaban ya casi olvidados. Vera Lapin en los afios setenta los
redescubrid, trabajando en el Centro de Investigacion del Céancer de Viena, reviso el
tema glandula pineal y cancer (Lapin, 1976) y llevé a cabo importantes estudios
experimentales (Lapin y Ebels, 1976). Ademéas Lapin (1981) organizo el primer
workshop que relacionaba glandula pineal y céancer. Alli, a través de los datos
procedentes de diferentes autores se pudo concluir que el papel del indol pineal
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melatonina era muy importante con respecto a la incidencia del desarrollo de tumores
(Lapin y Ebels, 1981). Una conclusién central de los estudios de Lapin fue que la
pinealectomia estimula el crecimiento del tumor primario y la formacion de metastasis
lo que conduce a la reduccién de supervivencia (Lapin, 1974). Tal hallazgo estaba de
acuerdo con las observaciones de otros investigadores, incluso con las de Bindoni
(1971) quien observé que la pinealectomia estimula la division celular de los tejidos
normales. Se plante6 la cuestion general de como este efecto antiproliferativo de la
glandula pineal puede ser explicado, y si se debe principalmente a la hormona pineal
melatonina o no. Sin embargo, los mecanismos por los que la melatonina inhibe el
crecimiento tumoral o induce apoptosis en células tumorales no han sido aun totalmente
esclarecidos. Hoy se sigue investigando en la misma linea, evidencias experimentales
muestran que el papel que desempefia la melatonina es de suma relevancia, ya que se ha
observado que los pacientes con cancer presentan niveles reducidos de melatonina en
sangre (Bartsch y Bartsch, 1999).

El crecimiento tumoral debe ser visto como el resultado del desbalance entre la
proliferacion y la muerte celular. De este modo, tanto la modulacion del ciclo celular
como la induccién de la apoptosis son dos factores a tener en cuenta en el control del
crecimiento del tumor (Mediavilla y cols., 2010). En contraste con la capacidad
antiapoptoética en células no tumorales, la melatonina tiene un comportamiento muy
diferente en células cancerosas, debido a que la melatonina induce apoptosis en una
amplia variedad de células tumorales a través de diferentes mecanismos de sefializacion

celular que comentaremos a continuacion.

En células tumorales, la melatonina presenta dos efectos principales: inhibicion
de la proliferacion celular y activacion de la apoptosis. Aunque en determinados tipos
de cancer la melatonina puede producir ambos efectos, se asume de manera general que
la melatonina, a bajas concentraciones (en el rango nanomolar y normalmente referidas
como concentraciones “fisiologicas”), s6lo podria ejercer una accidén citostatica;
mientras que los efectos apoptdticos se observan a menudo a concentraciones mas

elevadas (Bizarri y cols., 2013; Rodriguez y cols., 2013).

Las bajas concentraciones de melatonina pueden inhibir de manera efectiva el

crecimiento celular en un amplio rango de lineas celulares, aunque también se han
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documentado algunas excepciones. Ademas, algunas lineas tumorales presentan baja o
nula sensibilidad a concentraciones de melatonina en el rango nanomolar, mientras que
la misma linea celular responde a mayores concentraciones de la indolamina reduciendo
su tasa de proliferacion. Asi, tumores de prostata tanto sensibles (LNCaP) como
insensibles (PC3) a androgenos no responden a concentraciones de melatonina en el
rango nanomolar, pero concentraciones milimolar inducen una significativa inhibicion
del crecimiento (Sainz y cols., 2005). Un patron similar se he demostrado para la linea
celular de glioma de rata C6 (Martin y cols., 2006), para las células de glioblastoma
humano A172 (Sanchez-Sénchez y cols., 2011), asi como para el cancer de ovario de

hamster chino (Sainz y cols., 2003a) o el cancer de colon (Farriol y cols., 2000).

De manera general, el efecto citotoxico de la melatonina a concentraciones del
rango milimolar se ha observado tan s6lo en un conjunto restringido de lineas
tumorales. Sin embargo, este comportamiento no puede ser tomado como una regla,
dado que la apoptosis puede ser inducida a concentraciones de melatonina en el rango
nanomolar en lineas tumorales que previamente habian sido consideradas como
insensibles a las bajas concentraciones de melatonina. De hecho, se ha demostrado que
la melatonina, a bajas concentraciones (10° M), puede reducir de manera efectiva la
viabilidad de células de cancer de mama (MCF-7), activando una respuesta apoptotica
bifasica (Proietti y cols., 2011). Asimismo, Jung-Hynes y colaboradores descubrieron
que la melatonina, a través de la inhibicion de la sirtuina-1, causa una reduccién
sustancial de la viabilidad de células de cancer de préstata, tanto in vivo como in vitro,
incluso a bajas concentraciones de la indolamina (Jung-Hynes y cols., 2011). Estos
resultados son de suma importancia, puesto que proporcionan una base convincente para
explicar los efectos antineoplasicos ejercidos in vivo por la melatonina a
concentraciones fisiologicas, tal y como se ha recogido mediante estudios clinicos

(Vijayalaxmi y cols., 2002) y epidemioldgicos (Davis y Mirick, 2006).

A pesar de que la inhibicién del crecimiento de células tumorales por parte de la
melatonina es un fendmeno bastante aceptado, los mecanismos que regulan la apoptosis
dependiente de melatonina en el cancer aun deben ser esclarecidos. No obstante, las
evidencias acerca de las vias de muerte activadas por la melatonina estdn aumentando
notablemente en la actualidad (Rodriguez y cols., 2013). En relacion a los diferentes

canceres hematoldgicos, la melatonina induce apoptosis en celulas de linfoma de Burkitt
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mediante un mecanismo que implica la activacion de caspasa-3, liberacion del
citocromo c, y desregulacion de la proteina anti-apoptotica Bcl-2 (Trubiani y cols.,
2005). Un efecto similar se ha observado en células de leucemia mieloide aguda
tratadas con melatonina. En este caso particular, la indolamina incrementa
significativamente la apoptosis, lo cual estd asociado con una elevada liberacion de
citocromo c, activacion de caspasas (-3 y -9) y Bax, asi como una reducida expresion de
Bcl-2 (Bejarano y cols., 2009). Por otro lado, Casado-Zapico y colaboradores (2011)
llevaron a cabo un estudio con una amplia gama de tumores hematologicos (linfoma,
leucemia mieloide aguda y cronica, y leucemia linfoide aguda). En estas células, la
melatonina causa un pronunciado aumento en la activacién de la caspasa-8 y su sustrato
molecular, la proteina pro-apoptotica Bid, que ademas esta relacionado con un aumento
paralelo en la expresion del receptor Fas y su ligando, Fas L. Todo esto sugiere que la
via extrinseca se activa de manera preferente durante la muerte celular inducida por la
melatonina, al menos en determinados canceres hematoldgicos (Casado-Zapico Yy cols.,
2011). No obstante, estudios mas recientes han observado que la melatonina induce
apoptosis en células leucémicas Molt-3 mediante la activacion de la via intrinseca, sin
participacion de la caspasa-2, la caspasa-8 o la proteina Bid (Perdomo y cols., 2013).
Ademas, Sanchez-Hidalgo y colaboradores han referido que la melatonina provoca un
bloqueo en la fase G1 del ciclo celular y una reduccién simultanea en la proporcion de
células en las fases S y G2/M, asi como un aumento sustancial en la tasa de apoptosis a
través de la activacion de la caspasa-3 y el consiguiente procesamiento de la poli ADP
ribosa polimerasa (PARP) en una amplia gama de tumores hematolégicos (Sanchez-
Hidalgo y cols., 2012).

Por otro lado, los efectos antitumorales de la melatonina se han descrito en
tumores mamarios los cuales presentan mutado el receptor de estrégenos. De este modo,
se ha observado que la melatonina, a concentraciones del rango nanomolar, induce una
respuesta apoptética bifasica en células MCF-7 (Cucina y cols., 2009). La apoptosis
temprana inducida por la indolamina es un proceso independiente de caspasas
fundamentalmente activado por la proteina AIF. Por el contrario, la apoptosis tardia
(inducida tras 96 horas de tratamiento con melatonina) es el resultado de una via de
sefializacion méas compleja, que implica una desregulacion en el ratio Bcl-2/Bax asi

como la activacion de caspasas (-9 y -7) y el consiguiente procesamiento de PARP.
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Ademaés, parece ser que la proteina p53 se activa durante la apoptosis temprana inducida
por la melatonina, mientras que la proteina p73, el homélogo de p53, esta involucrado
en la apoptosis tardia dependiente de caspasas. Aparte de esto, investigaciones recientes
indican que la indolamina también muestra propiedades pro-apoptdticas en lineas
celulares de cancer de mama insensibles a estrogenos (Wang y cols., 2012). De hecho,
en celulas MDA-MB-231 (negativas para el receptor de estrégenos), las dosis
farmacologicas de melatonina inhiben significativamente la expresion de la
ciclooxigenasa-2 (COX-2) y la produccion de prostaglandina E2, reducen drésticamente
la actividad histona acetiltransferasa del cofactor p300 y la acetilacion mediada por
p300 del factor nuclear NF-xB y, por tanto, bloquean la unién y reclutamiento de NF-
kB al promotor de COX-2. Asimismo, la melatonina inhibe marcadamente la
fosforilacion de las proteinas PI3K, Akt y la glucgeno sintasa quinasa-3 (GSK-3),
inactivando de este modo la via de sefializacién fosfoinositol 3-quinasa (PI3K)/Akt. En
ultima instancia, la melatonina desencadena la activacion de Apaf-1 y la consiguiente

cascada de caspasas (Wang y cols., 2012).

En cuanto al cancer de prdstata, se ha demostrado que la indolamina activa el
receptor MT1 para inhibir la proliferacion de las células 22Rv1 (insensibles a
andrégenos) mediante la sobreexpresion de la proteina p27Kipl, un inhibidor de
ciclinas dependientes de quinasas implicado en la regulacién del ciclo celular, a través
de la activacion simultanea de las vias de sefializacion de PKA (Protein Kinase A) y
PKC (Protein kinase C) (Tam y cols., 2007). La estimulacion de la apoptosis por
accion de la melatonina también ha sido descrita en células de cancer de prostata
sensibles a andrégenos (LNCaP), lo cual implica la activacion de la caspasa-8 y la
reduccion en el ratio Bcl-2/Bax (Kim y Yoo, 2010). En relacion al cancer de higado, es
muy probable que los efectos pro-apoptoticos de la melatonina estén mediados por
diferentes vias de sefializacion, incluyendo la regulacion positiva del factor de
transcripcion FoxO3A que induce la activacién de la proteina pro-apoptética Bim
(Carbajo-Pescador y cols., 2012), la inhibicion de la expresion de COX-2, la reduccion
de los niveles de Bcl-2, o la elevacion de los niveles del factor de transcripcion pro-
apoptotico CHOP (Zha y cols., 2012). Distintos estudios han evaluado el papel de la
melatonina como inductor de apoptosis en canceres de pancreas experimentales. Leja-
Szpak y colaboradores (2010) encontraron que la indolamina, a concentraciones
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fisiolOgicas, presentaba acciones pro-apoptdticas en las células de cancer de pancreas
humano PANC-1 mediante la modulacion del ratio Bcl-2/Bax y la activacion de la
caspasa-9. En contraposicion, Gonzalez y colaboradores (2011) describieron que la
melatonina, a dosis en el rango milimolar, actuaba como inductor de apoptosis mediante
una activacion de la caspasa-3 dependiente de calcio en células de cancer de pancreas de
rata AR42J. Por ultimo, en osteosarcoma, la melatonina incrementa la acetilacion de la
proteina p53 mediante la regulacion negativa de la sirtuina-1. La acetilacion de p53
evita su degradacion proteasomal y activa la via intrinseca de la apoptosis aumentando
la expresion de Bax y citocromo c, y reduciendo los niveles de Bcl-2 (Cheng y cols.,
2013).

Finalmente, puesto que la melatonina a altas concentraciones presenta
propiedades antioxidantes, varios trabajos de investigacion han intentado establecer una
relacién entre el efecto pro-apoptotico de la indolamina en células tumorales y el estado
oxidativo de la célula. Frente a lo esperado, se observd un aumento temprano en el
estrés oxidativo en aquellas células cancerosas donde la melatonina es capaz de inducir
apoptosis, ademas del aumento tardio de oxidantes intracelulares asociado al proceso
apoptotico en si mismo. Asi, Osseni y colaboradores determinaron que tan sélo 45
minutos después del tratamiento con melatonina (concentraciones superiores a 100 uM)
se produjo un incremento en la produccion de ERO y un descenso simultaneo en la
viabilidad de células HepG2 (Osseni y cols., 2000). Por su parte, Buyukavci y
colaboradores encontraron una correlacion entre el incremento en la produccion de ERO
y la induccion de apoptosis por accion de la melatonina en varias lineas de cénceres
hematoldgicos (Buyukavci y cols., 2006). También usando células leucémicas (HL-60 y
K562), Bejarano y colaboradores observaron que el aumento en la generacién de ERO
dos horas después del tratamiento con melatonina (1 mM) se correspondia con el
descenso en la viabilidad celular y la activacion de la caspasa-9 y la caspasa-3. Todos
estos cambios fueron prevenidos por antioxidantes como el trolox, la catalasa, el

glutation o la N-acetilcisteina (Bejarano y cols., 2011b)
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1.4, QOUIMIOTERAPICOS

1.4.1. Cisplatino

El cisplatino es un farmaco de quimioterapia tumoral (“antineoplasico” o
"citotoxico™) que se usa para tratar el cancer testicular, ovarico, vesical, esofagico,

pulmonar, de mama, cervical, de estdmago y prostata.

En 1965, Barnett Rosenberg, en una investigacion llevada a cabo en la
Universidad Estatal de Michigan, descubrié que un campo eléctrico producido con
electrodos de platino (Pt) podia producir la inhibicién de la division celular e inducir el
crecimiento en filamentos en Escherichia coli. Aunque el crecimiento de la bacteria
continuaba, la division celular disminuia considerablemente (Rosenberg, 1965). Por otra
parte, Rosenberg pensd que no todas las variables eran el campo eléctrico, y lo que
provocaba la inhibicidn del crecimiento podria ser un producto quimico en el medio que
era producido por el campo eléctrico. Descubrid que la electrolisis de los electrodos de
Pt generaban un complejo que inhibia la fision binaria de Escherichia coli. Aisl6 el
complejo de Pt y revelé que necesitaba los iones de amonio, debido a que son
necesarios para que la estructura del cisplatino esté completa, el cisplatino necesita
restos de N ya que bioactivan los cationes. Con este descubrimiento se complet6 la
estructura del cisplatino compuesto de coordinacion de platino, concretamente, el cis-
diamindicloroplatino (I1) [PtCl>(NHs),] (Figura V1II).

Posteriormente, observo que este complejo era muy efectivo en la regresion de
los sarcomas en ratas (Rosenberg, 1969). Ademas, el cisplatino ha sido aprobado para el
tratamiento de cancer de testiculo y ovario por la Food and Drug Administration© en
Estados Unidos el 19 de Diciembre de 1978 (Trzaska, 2005).

Cl.. NH
,, \\\
l,l \\\

-
cl”” NH,

Figura VIII. Estructura quimica del cisplatino.
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El cisplatino se inyecta via intravenosa, y una vez en el suero sanguineo, parte
del cisplatino es absorbido por algunas proteinas, sobre todo, las que tienen grupos
tioles, como por ejemplo la cisteina. El cisplatino entra en las células del tumor por
difusion a través de la membrana celular. La concentracion de CI- intracelular es muy
baja, con lo cual, uno de los &tomos de cloro del cisplatino se reemplaza por una
molécula de agua, formando el cation [Pt(H20)(NH3)2CI]+; haciendo que al estar
cargada positivamente no pueda salir de la célula (Trzaska, 2005). Este cation es el que
reacciona con una de las bases del ADN, formando enlaces cruzados intra o
intercatenarios en el ADN, denominados aductos de cisplatino-ADN, que modifican
estructuralmente la hélice, de tal forma que impiden la replicacion y transcripcién
(Jamieson y cols., 1999). La mayoria de estos aductos de cisplatino son enlaces
cruzados intracatenarios y surgen de un ataque nucleofilico del quimioterapico al N7 del
anillo imidazol de dos bases puricas adyacentes, sobre todo de guaninas (Reedijk y
cols., 1999).

Se ha analizado la composicién de los aductos de cisplatino (Figura VII1) en una
linea linfocitaria y resultdé que en torno a un 65% eran aductos intracatenarios
Guanina(G)-G entre dos guaninas adyacentes; sobre un 22% de enlaces cruzados
intracaternarios Adenina(A)-G entre adenina y guanina; un 10% eran intracatenarios G-
(N)-G entre dos guaninas no adyacentes y enlaces intercatenarios entre dos guaninas en
cadenas opuestas, y un 2-3% correspondian a un monoaducto o aducto monofuncional

de G (Jamieson y cols., 1999; Kartalou y Essigmann, 2001).

NH; NH,

Pt Pt

NH3
NH;

Figura IX. Representacion gréfica de los aductos de ADN formados por el cisplatino.
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Aunque el cisplatino también puede dar lugar a enlaces cruzados con proteinas,
se demostré que son los aductos bifuncionales con el ADN los que generan
citotoxicidad, en concreto son los enlaces cruzados intracatenarios G-G que forma en el
ADN los que le confieren especialmente sus propiedades antitumorales (Jamieson y
cols., 1999; Kartalou y Essigmann, 2001). Concretamente, estos aductos provocan un
desplegamiento del ADN, que se inclina en la direccién del surco mayor (Pilch y cols.,
2000). Se llegd a la conclusion de que todo esto provoca la inhibicion de la replicacion
del ADN (Jamieson y cols., 1999), de lo cual deriva su poder citostatico, especialmente
en celulas tumorales, impidiendo la continua sintesis de ADN, necesaria para el
crecimiento tumoral. Como consecuencia de lo anterior, el cisplatino termina causando

apoptosis (Barckhausen y cols., 2013).

Recientemente, se ha demostrado que la apoptosis inducida por el cisplatino en
las células del cancer de colon humano depende de la serina-proteasa mitocondrial
Omi/Htra2 (Pruefer y cols., 2008). Este funcionamiento s6lo explica el comportamiento
de las célculas del cancer de colon, por lo que se desconoce si la proteina Omi/Htra2

participa en la apoptosis inducida por el cisplatino en los canceres de otros tejidos.

1.4.2. Citarabina

La arabinosilcitosina o citarabina es un farmaco antineoplasico antimetabolito
analogo de la pirimidina (Figura X). Es uno de los principales farmacos utilizados en el
tratamiento de la leucemia mieloide aguda y otros linfomas desde hace mas de tres
décadas (Wang y cols., 1997). Asimismo, se encuentra actualmente en estudio para el
tratamiento de otros tipos de cancer, como el cancer ovérico (Fernando y cols., 1998).

La citarabina es un agente antineoplasico especifico que inhibe el ciclo celular,
afectando sélo a las células durante la fase S de la division celular. La incorporacion de
la citarabina a la célula depende de su concentracion plasmatica (Rustum y Raymakers,
1992). En el interior de la célula, la citarabina es convertida en el metabolito activo,
citarabina-5-trifosfato (ara-CTP), mediante la fosforilacion por  una quinasa
dependiente de ciclina (cDK) (Plunkett y cols., 1987). Se cree que la citotoxicidad de

ara-CTP es el resultado de una combinacion de la inhibicion de la ADN polimerasa y de
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la incorporacion de ara-CTP en el ADN, en competencia con desoxicitidina trifosfato
(dCTP). Concentraciones celulares altas sostenidas de ara-CTP favorecen la
incorporacion del farmaco en la replicacion de ADN, iniciando de este modo la muerte

celular en células leucémicas (Major y cols., 1981; Gunji y cols., 1991).

NH
B
HO P
0 N @)
HO
OH

Figura X. Estructura quimica de la citarabina.

1.4.3. 5-Fluorouracilo

El fluoruracilo (5-FU) es una pirimidina fluorada que pertenece a la clase de los
antimetabolitos antineoplasicos. Difiere del uracilo en un atomo de fllor afiadido en la
posicién 5 (Figura XI). Desde hace muchos afios, el 5-fluoruracilo se utiliza en
combinacion con otros farmacos en el tratamiento de muchos tumores solidos,
incluyendo los tumores de mama y cancer colorectal. La toxicidad y eficacia del
fluoruracilo depende de la forma de administracion, siendo muy alta la variabilidad

entre pacientes, y la via y forma de administracion.

OH

o

HO N

Figura XI. Estructura quimica del 5-fluorouracilo.
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El 5-fluorouracilo es un antimetabolito que inhibe la timidilato sintasa y, por lo
tanto, interfiere en la sintesis del ADN vy, en cierto grado, en la formacion del ARN. En
cuanto a los efectos sobre el ADN, el 5-fluorouracilo puede ser transformado a
fluorodeoxiuridina mediante la accion de la timidina fosforilasa y luego a
fluorodeoxiuridina monofosfato a través de la timidina quinasa. Esta Gltima es capaz de
formar un enlace covalente con la timidilato sintasa, bloqueando la accién de la enzima
Yy, por consiguiente, la sintesis de timidilato a partir de uracilo (Longley y cols., 2003).
Ademas, tanto la fluorodeoxiuridina monofosfato como la fluorodeoxiuridina difosfato
pueden ser convertidas a fluorodeoxiuridina que puede ser incorporada al ADN
mediante la ADN polimerasa en lugar de la timidina trifosfato, ocasionando un ADN

aberrante y, por tanto, activando la muerte celular (Figura XII).

Increased TS
expression

| dNTP imbalances
" |Increased dUTP

Figura XII. Representacion esquematica del mecanismo de accion del 5-fluorouracilo (Longley
y cols., 2003).

En cuanto a la citotoxicidad, durante las primeras 24 h de exposicion al
5-fluoruracilo, se observa una citoxicidad en la fase S del ciclo celular, probablemente
debida a los efectos del farmaco sobre el DNA. A las 24 horas, la citotoxidad tiene lugar
en la fase G-1, probablemente a consecuencia de la incorporacion del 5-FU en el RNA.
La selectividad del 5-fluoruracilo hacia las células en division rapida se debe a que las
concentraciones de timidilato sintasa son 20 veces mayores en las células en division

que en las células no proliferantes.

40



Roberto Pariente Rodriguez 1. Introduccion

1.4.4. Etop6sido

El etopodsido, también conocido como VP-16, es una podofilina semisintética
derivada de la planta de podofilo Podophyllum notatum. Es un medicamento que se usa
para el cancer testicular, de vejiga, de préstata, de pulmoén, de estomago y de Utero, por
su capacidad de inhibir la multiplicacion de las células tumorales. El etopdsido se
incluye dentro del grupo de las epipodofilotoxinas y presenta la siguiente formula
quimica CygHz2013 (Figura XII1).

Figura XII1I. Estructura quimica del etopésido.

El etopdsido actia inhibiendo la accion de la enzima denominada
topoisomerasa I, la cual cumple diversas funciones en el nucleo celular: media el
manejo y mantenimiento de la topologia de la cromatina; e interviene en la transcripcion
génica, replicacion, recombinacion y segregacién cromosomica (Wang, 1985). Esta
enzima tiene la capacidad normal de cortar la doble cadena del ADN, pasar una hebra a
través de la otra para relajar la molécula y de nuevo sellar dicha ruptura. El etoposido es
un agente intercalante que se une directamente a la topoisomerasa I, estabilizando el
complejo y atrapando a la enzima sobre el ADN. Esto impide que la enzima revierta los

cortes en la molécula del ADN, con lo que conlleva a la muerte celular (Hande, 1998).
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1.4.5. Doxorrubicina

La doxorrubicina (nombre comercial adriamicina) es un antibiético de la familia
de las antraciclinas, ampliamente utilizado en la quimioterapia del cancer de mama,
ovarico, testicular, de pulmon, leucemia aguda y sarcoma de tejidos. El primer
antibidtico de la serie fue la daunorrubicina, obtenido de Streptomyces peucetius.
Posteriormente, se obtuvo su derivado 14-hidroxilado, la doxorrubicina (adriamicina), y
otros: epirrubicina (farmorrubicina), e idarrubicina (zavedos). Todos ellos estan
constituidos por una estructura tetraciclica cromofora unida por un enlace glucosidico a

un aminoazucar, la daunosamina (Figura XIV).

NH,

HO

Figura XIV. Estructura quimica de la doxorrubicina.

El mecanismo de accion de la doxorrubicina es complejo y ain no esta
plenamente esclarecido, aunque se piensa que actia mediante intercalacion en el ADN
(Tacar y cols., 2013). La doxorrubicina forma complejos con el ADN por intercalacion
entre los pares de bases, provocando el cambio de forma en la doble hélice. Este cambio
en la conformacion del ADN puede interferir con el avance de la polimerasa durante la
replicacion, provocando la inhibicion de la misma; pudiendo también inhibir la sintesis
de proteinas debido a los mismos efectos sobre la ARN polimerasa. En este sentido, se
ha determinado que la doxorrubicina estabiliza el complejo topoisomerasa II-ADN,
evitando que se libere la doble hélice y deteniendo asi el proceso de replicacion
(Pommier y cols., 2010). Concretamente, La porcién cromdfora aromatica planar de la

molécula se intercala entre dos pares de bases consecutivas del ADN, en tanto que el
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azucar daunosamina se asienta en el surco menor, interactuando con los pares de bases
situados a ambos lados del lugar donde se intercala, tal y como ha puesto de manifiesto

la estructura cristalina (Frederick y cols., 1990).

Por otro lado, la doxorrubicina también sufre la reduccion de un electron de
oxigeno para formar radicales libres intermedios. Dichos radicales pueden inducir
peroxidacion lipidica de membranas celulares, escision en la cadena de ADN vy

oxidacion directa de bases puricas o pirimidinicas, tioles y aminas.
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La apoptosis, también conocida como “muerte celular programada”, es un
mecanismo fisioldgico regulado genéticamente a través del cual la célula induce su
propia muerte. Este modo de muerte celular constituye un mecanismo primordial para la
homeostasis tisular, el desarrollo de 6rganos y la eliminacion de células aberrantes.
Ademas, este proceso de “suicidio celular” tiene un papel crucial en el desarrollo y
funcién del sistema inmune, asi como en determinadas situaciones patolégicas, como en

la proteccion antitumoral.

Tradicionalmente, se han descrito dos vias generales en el proceso apoptético.
Una es conocida como via extrinseca y se activa por la union de un ligando de muerte
extracelular, como puede ser FasL, a su receptor de muerte en la superficie celular,
como es el receptor Fas (Ashkenazi y Dixit, 1998). La segunda via se conoce como via
intrinseca y esta mediada por alteraciones mitocondriales. Asi, en respuesta a estimulos
apoptoticos, diferentes proteinas son liberadas desde el espacio intermembrana de la
mitocondria al citoplasma (Green y Reed, 1998). Entre las proteinas mejor
caracterizadas se encuentra el citocromo c, involucrado en la activacion de la caspasa-9
(Li y cols., 1997), lo cual dispara una cascada de activacion de caspasas que incluye la

caspasa-3 que, a su vez, promueve la autodestruccion de la célula.

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es un indol de bajo peso molecular
presente de manera ubicua en todos los organismos vivos, siendo el principal producto
secretor de la glandula pineal. La melatonina es una molécula pleiotropica y coordina
maultiples funciones corporales, tales como la reproduccion, la hibernacion, el suefio, la
termorregulacion o la inmunomodulacion. Es un potente secuestrador de radicales libres
y en los dltimos afios, se ha puesto de manifiesto su accion antitumoral frente a su

efecto protector en células sanas.

En términos de funcion inmune, el papel de la melatonina como
inmunomodulador es ampliamente conocido (Rodriguez y cols., 1999; 2005; Barriga-
Ibars y cols., 2005). Algunos resultados indican que la denominada via intrinseca de la
apoptosis podria representar la diana principal de la melatonina para modular el proceso
apoptotico en células sanas (Radogna y cols., 2008; Espino y cols., 2010b), asi como en
modelos in vivo (Feng y Zhang, 2004; Acufia-Castroviejo y cols., 2007). De hecho,

existen numerosas evidencias experimentales que establecen una relacién entre la
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melatonina y la mitocondria, incluyendo las propiedades anti-apoptéticas de la
indolamina a través de su interaccion con el poro de permeabilidad transitoria
mitocondrial (Andrabi y cols., 2004; Jou, 2011). No obstante, la melatonina también
puede ejercer sus acciones anti-apoptoticas mediante la interaccion con sus receptores
especificos, incluyendo los receptores de membrana MT1 y MT2 (Das y cols., 2010;

Espino y cols., 2011a).

Sin embargo, en los Ultimos afos, el interés por la melatonina ha crecido
enormemente debido a su influencia sobre el proceso apoptotico en células tumorales.
En este sentido, varios estudios han informado que la melatonina puede ser un
candidato excelente como agente anticancerigeno o como terapia combinada debido a
su actividad pro-oxidante, oncostética, y pro-apoptética en las células tumorales (Reiter
y cols., 2002). El papel pro-apoptético ha sido evidenciado en diversos tipos de cancer
tales como el de pancreas, de higado, cancer de prostata y en leucemia (Bejarano y
cols., 2009; 2010; 2011a; Joo y Yoo, 2009; Fan y cols., 2010; Leja-Szpak y cols., 2010;
Uguz y cols., 2012), contrasta claramente con las acciones anti-apoptdticas en células
normales (Espino y cols., 2010b; 2011b; 2011c). Todo ello podria indicar que la
melatonina reiniciaria reiniciara un programa apoptético sustituyéndolo por el de un
crecimiento incontrolado en las células tumorales, lo cual supone un uso potencial de la
melatonina en la muerte de células tumorales preservando asi la funcién celular en

células normales.

La quimioterapia es una de las modalidades terapéuticas mas empleadas en el
tratamiento del cancer, que engloba a una gran variedad de farmacos. Su objetivo es
destruir las células que componen el tumor, con el fin de lograr la reduccién de la
enfermedad. A los farmacos empleados en este tipo de tratamiento se les denomina
farmacos antineoplasicos o quimioterdpicos. Estos farmacos llegan practicamente a
todos los tejidos del organismo, y ahi es donde ejercen su accion, tanto sobre las células
malignas como sobre las sanas. Debido a la accion de los quimioterdpicos sobre estas
ultimas, pueden aparecer una serie de sintomas, mas 0 menos intensos y generalmente
transitorios, denominados efectos secundarios. En general, la quimioterapia actta en la
fase de divisién de la célula tumoral impidiendo su multiplicacion, y destruyéndolas.

Con el tiempo, esto se traduce en una disminucién o desaparicion del tumor maligno.
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Por lo tanto, seria conveniente evaluar si la melatonina puede aumentar la
eficacia de la quimioterapia en términos tanto de la tasa de regresion tumoral como del

tiempo de supervivencia.

Conforme a lo expuesto anteriormente, el Objetivo General de la presente Tesis
Doctoral ha sido estudiar los mecanismos implicados en las propiedades pro-apoptoticas
de la melatonina en células tumorales humanas, como son la linea celular HeLa de
cancer cérvico-uterino asi como en la linea celular HT-29 de adenocarcinoma
colorrectal, valorando la participacion de los receptores de membrana de la melatonina
en dichos mecanismos, asi como los posibles efectos de la indolamina sobre la accion

de agentes quimioterapicos.

Este Objetivo General ha sido desglosado a su vez en los siguientes Objetivos
Especificos:

1. Evaluar el efecto in vitro de la melatonina sobres las acciones citotoxicas y
pro-apoptoticas de diversos agentes quimioterapéuticos en células HelLa de
cancer cervical humano.

2. Determinar si la melatonina puede aumentar la respuesta de las células de
adenocarcinoma de colon humano HT-29 al tratamiento con quimioterapia in
vitro.

3. Investigar la implicacion de los receptores de melatonina en los tratamientos
de la indolamina como coadyuvante junto con agentes quimioterapicos en las

lineas tumorales humanas HeLa y HT-29.
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3.1. LISTA DE REACTIVOS

Los reactivos empleados en la realizacién de los experimentos son agrupados a

continuacidn, segun las caracteristicas o la funcion que presentan en comun.

3.1.1. Lineas celulares y medios de cultivo

e Linea celular HeLa (European Collection of Cell Cultures, ECACC; Salisbury,

Reino Unido)

e Linea celular HT-29 (European Collection of Cell Cultures, ECACC; Salisbury,

Reino Unido)
e Medio RPMI-1640 (Lonza Ibérica S.A.U., Barcelona, Espafia)
e Medio DMEM (Lonza Ibérica S.A.U., Barcelona, Espafia)
e Albumina de suero bovino (Lonza Ibérica S.A.U., Barcelona, Espafia)
e Estreptomicina/Penicilina (Lonza Ibérica S.A.U., Barcelona, Espafia)
e L-Glutamina (Lonza Ibérica S.A.U., Barcelona, Espafia)
e Piruvato sodico (Lonza Ibérica S.A.U., Barcelona, Espafia)

e Tripsina-EDTA (Lonza Ibérica S.A.U., Barcelona, Espafia)

3.1.2. Quimioterapicos

o Citarabina (Sigma Aldrich S.A., Madrid, Espafia)

e Cisplatino (Sigma Aldrich S.A., Madrid, Espafia)

e Doxorrubicina (Sigma Aldrich S.A., Madrid, Espafia)
e Etoposido (Sigma Aldrich S.A., Madrid, Espafia)

e 5-Fluorouracilo (Sigma Aldrich S.A., Madrid, Espafa)
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3.1.3. Fluoréforos

e 2’.7’-Diclorodihidrofluoresceina  diacetato (DCFH; Life Technologies,
Barcelona, Espafa)

e Anexina V-FITC Apoptosis, kit de deteccion (eBioscience Dx, Barcelona,
Espafia)

e Caspase-9 staining (Red), kit de deteccion (Abnova, Barcelona, Espafia)

e Sustrato caspasa-3 (AC-DEVD-AMC) (Sigma Aldrich S.A., Madrid, Espafia)

3.1.4. Otros reactivos

e 1-(4-Amino-6,7-dimetoxi-2-quinazolinil)-4-(2-furanilcarbonil) piperazina hidroclorido
(Prazosin; Tocris Bioscience, Madrid, Espafia)

e 2-bencil-N-acetiltriptamina (Luzindol; Tocris Bioscience, Madrid, Espafia)

e 3-[(3-Colamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato hidratado (Chaps; Sigma
Aldrich S.A., Madrid, Espaiia)

e 4-cis-4-fenil-2-propionamidotetralin  (4-P-PDOT; Tocris Bioscience, Madrid,
Espafia)

e 8-metoxi-2-propionamidotetralin (8-M-PDOT; Tocris Bioscience, Madrid, Espafa)

e Acetato sodico (NaCH3COO; Panreac, Castellar del Vallés (Barcelona), Espafia)

e Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT; Sigma Aldrich
S.A., Madrid, Espafia)

e Cloroformo (Panreac, Castellar del Vallés (Barcelona), Espafia)

e Cloruro de sodio (NaCl; Panreac, Castellar del Vallés (Barcelona), Espafia)

e Cloruro de potasio (KCI; Panreac, Castellar del Vallés (Barcelona), Espafia)

e Dimetilsulfoxido (DMSO; Sigma Aldrich S.A., Madrid, Espafia)

e DL-ditiotreitol (DTT; Sigma Aldrich S.A., Madrid, Espaia)

e EDTA (Sigma Aldrich S.A., Madrid, Espafia)

e Etanol 96% (Guiama S.L.V., Valencia, Espafia)

e Fenol (Panreac, Castellar del Vallés (Barcelona), Espafia)

e Fosfato de potasio monobasico (KH,PO,; Panreac, Castellar del Vallés
(Barcelona), Espafia)

e Fosfato sddico (Na;HPOy; Panreac, Castellar del Vallés (Barcelona), Espafa)
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e HEPES (Sigma Aldrich S.A., Madrid, Espaiia)

e Melatonina (Sigma Aldrich S.A., Madrid, Espafa)

e N-[2-(6-cloro-5-metoxyindol-3-yl)ethil] acetamida (6-chloromelatonin; Tocris
Bioscience, Madrid, Espafia)

e Nonidet-P40 (Sigma Aldrich S.A., Madrid, Espafia)

e PCR 100 bp Low Ladder (Sigma Aldrich S.A., Madrid, Espafa)

e Proteinasa K (Life Technologies, Barcelona, Esparia)

e Reactivo Bradford (Bio-Rad, Barcelona, Espafia)

e RNAsa A (Life Technologies, Barcelona, Espafia)

e Sacarosa (Sigma Aldrich S.A., Madrid, Espafia)

e Staurosporina (Sigma Aldrich S.A., Madrid, Espafa)

e Tris-HCI (Sigma Aldrich S.A., Madrid, Espafia)

e Triton X-100 (Sigma Aldrich S.A., Madrid, Espafa)

3.2. CULTIVOS CELULARES

La linea celular humana de céancer cérvico-uterino HelLa se sembr6 a una
densidad de 1-0,5 x 10°células/mL en flasks de 25 cm? con medio DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium) suplementado con 10% de suero bovino fetal, 2 mM de
L-glutamina, 100 U/mL de estreptomicina/penicilina, y 1 mM de piruvato sodico. Por
otra parte, la linea celular humana de adenocarcinoma de colon HT-29 cultivadas en
medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado con 10% de suero
bovino fetal, 2 mM de L-glutamina y 100 U/mL de estreptomicina/penicilina; siendo
ambas incubadas a 37°C en una atmosfera humeda que contenia 5% de CO, Los
cultivos celulares crecieron en monocapa hasta alcanzar el 80% de confluencia,

estimando el tiempo de duplicacion en 24 horas aproximadamente.

El pasaje celular se llevd a cabo una vez alcanzado el 80% de confluencia. En
condiciones de esterilidad, en una campana de flujo laminar, se retiraba por aspiracion
el medio de cultivo consumido por las células y se lavé con 3 mL de medio de lavado
(RPMI-1640 sin suplementar). A continuacién, se llevd a cabo una protedlisis ligera
afiadiendo 1 mL de tripsina, para desprender las células adheridas a la base del flask.

Posteriormente, se inhibid la accion de la tripsina mediante la adicion de 3 mL de medio
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DMEM suplementado, ya que la presencia de suero bovino fetal inhibe la accion de la
tripsina. EI volumen resultante se pasaba a un Falcon de 15 mL el cual se centrifugaba
5 minutos a 150xg. Se retiraba el sobrenadante y se resuspendia el pellet celular en
medio de cultivo fresco a la densidad inicial de cultivo.

3.3. DISENO EXPERIMENTAL

3.3.1. Tratamiento con agentes quimioterapéeuticos

Se observo la dinamica de crecimiento de ambos cultivos celulares tratados con
diferentes agentes quimioterapéuticos. Se realizé la siembra en placas de 6 o0 12 pocillos
(Greiner Bio-One). Tras 24 horas, cuando el cultivo monocapa crecia a ritmo
exponencial, se inicid el experimento, el cual se realiz6 por duplicado para los
quimioterapicos y las concentraciones expuestas en la Tabla Il. Para preparar las
soluciones stock, los quimioterapicos se diluyeron en DMSO teniendo en cuenta que la

concentracion final del disolvente en las células fuese < 0,2% (v/v).

Tabla 1. Concentraciones utilizadas de los quimioterapicos

INOCULO Concentracion de
POR POCILLO trabajo
Citarabina ([stock] = 1 mM) 1uL 10 uM
Cisplatino ([stock] =5 mM) 4 uL 20 uM
*Doxorrubicina ([stock] = 1 mM) 1uL 1uM
*Etopésido ([stock] = 1 mM) 1uL 10 uM
5-Fluorouracilo ([stock] = 200 mM) S5uL 1 mM

3.3.2. Tratamientos con melatonina y con agonistas y antagonistas de los

receptores de melatonina.

Tambien se observo la dinamica de crecimiento de los cultivos celulares
mediante el tratamiento con melatonina. Se estudid la accién de los agentes

quimioterapéuticos tanto en presencia como en ausencia de melatonina 1 mM (5 uL de
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una solucion stock 200 mM). Ademas, se utilizé un pocillo como control negativo, el

cual fue tratado con el vehiculo (DMSO < 0,2%, v/v).

Por otro lado, cuando fue necesario, los cultivos celulares se incubaron durante
48h en presencia de los agonistas de los receptores de melatonina 6-cloromelatonina
(100 nM) o0 8-M-PDOT (100 nM), o se preincubaron durante 30 min en presencia de los
antagonistas luzindol (5 uM), 4-P-PDOT (50 nM) o prazosin (10 nM).

3.4. VIABILIDAD CELULAR

La viabilidad celular se evalu6 por el método MTT, basado en la capacidad de
las células viables de reducir metabolicamente el MTT, por la accion de la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa, en un compuesto de color azul (formazan). Esta
reduccion del MTT no se produce en las células muertas, por lo que permite determinar
la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas. La cantidad de células vivas sera

proporcional a la cantidad de formazén producido.

Las dos lineas celulares elegidas fueron incubadas en placas de 12 pocillos
(Greiner Bio-One) en presencia de los tratamientos anteriormente descritos. Tras 24 o
48 horas de incubacion y alcanzada una confluencia en torno al 70-80%, se retird el
medio de cultivo por aspiracién. Posteriormente, se resuspendieron las células con 500
uL de RPMI-1640 (sin suplementar) conteniendo 50 uL. de MTT ([stock] =5 mg/mL), y
se incubaron durante 60 minutos a 37°C. Tras dicha incubacion se retir6 el medio de
cultivo nuevamente y se afiadieron 500 pL de DMSO para disolver los cristales de

formazan.

La densidad Optica fue medida en un lector de placas automatico (Infinite M200;
Tecan, Austria) a 530 nm, usando 630 nm como longitud de onda de referencia, y los
datos fueron presentados como incrementos relativos con respecto al control

(experimento/control).
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3.5. DETECCION DE LA PRODUCCION DE ESPECIES
REACTIVAS DEL OXIGENO (ERO) Y ACTIVACION DE
LA CASPASA-9

Se determino la activacion enzimatica de la caspasa-9 junto con la produccion de
ERO de los diferentes grupos experimentales de células, mediante el kit de deteccion
Caspase-9 staining (Red) y la sonda fluorescente 2',7'-dichlorodihidrofluoresceina

diacetato (DCFH), segun las instrucciones del fabricante.

El kit Caspase-9 staining (Red) proporciona un medio ampliamente utilizado
para la deteccion de caspasa-9 activada en las células vivas. El ensayo utiliza un
inhibidor de la caspasa-9, LEHD-FMK, conjugado con sulforrodamina (Red-LEHD-
FMK) como marcador fluorescente. El sustrato Red-LEHD-FMK es permeable a las
células, no es toxico, y se une irreversiblemente a la caspasa-9 activada en las células
apoptdticas. Por otra parte, la sonda fluorescente DCFH es un indicador de ERO
permeable a la célula, ampliamente utilizado. Dicho indicador, inicialmente no
fluorescente, es oxidado y convertido en 2',7'-diclorofluoresceina (DCF), fluorescente,

por la acumulacion intracelular de ERO.

Tras 24 horas de incubacion con los diferentes tratamientos y alcanzada una
confluencia en torno al 70-80%, las células se tripsinizaron, se pasaron a diferentes
eppendorfs, y se centrifugaron (5 minutos, 150xg). Posteriormente, se retird el
sobrenadante y se resuspendio el pellet en 400 pl de PBS. A continuacion, las células se
tifieron con 0,5 pl de sustrato de caspasa 9 y con 0,4 uM DCFH ([stock = 20 mM]), y se
incubaron durante 30 minutos a 37°C, en oscuridad y agitacidn. Después, las células se
lavaron 2 veces en tampon de lavado (5 minutos, 150xg) y, finalmente, se
resuspendieron en 500 pul de tampon de lavado para ser analizadas por citometria de
flujo (MACSQuant VYB, Miltenyi, Alemania). Se analizaron diez mil eventos
utilizando los detectores FL-1 (verde, DCFH) y FL-3 (rojo, Red-LEHD-FMK). Cada
muestra se ensay0 de tres a cinco veces en experimentos independientes. Bajo todas las
condiciones analizadas, se compararon principalmente los porcentajes de células DCFH
positivas/Caspasa-9 negativas, DCFH positivas/Caspasa-9 positivas, y DCFH
negativas/Caspasa-9 positivas.
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3.6. DETERMINACION DE ACTIVIDAD CASPASA-3

3.6.1. Actividad caspasa-3

Una vez se sometieron las células a los distintos tratamientos apoptéticos, y
alcanzada una confluencia en torno al 70-80%, se retir6 el medio de cultivo y a
continuacion se adicionaron 150 pL de tampdn fosfato salino (PBS) (Tabla Ill) a cada
pocillo. Seguidamente, se despegaron las células de cada pocillo mecanicamente con un
rascador celular. La suspension celular de cada pocillo se paso a diferentes eppendorfs y
posteriormente las células fueron lisadas por sonicacion. El lisado de las células libera el
contenido citosélico de las mismas para que sea accesible después al sustrato especifico
de la caspasa-3 (AC-DEVD-AMC).

Tabla I11. Composicion del PBS

Concentracién (M)

NaCl 0,1370
KCI 0,0027
Na;HPO,4 0,0122
KH2PO, 0,0018

*pH ajustado a 7,4

El lisado celular de cada eppendorf se distribuyd por duplicado en una placa de
96 pocillos (Greiner Bio-One), especial para medidas de fluorescencia, afiadiendo 50 uL

de la solucién celular y 50 puLL de tampdn de ensayo de caspasa-3 (Tabla I\V) por pocillo.

En el dia del experimento, por cada 2,5 mL de tampdn de ensayo, se afiadieron
en fresco 12,5 uL de DTT ([stock] = 1 M), 2,5 uL. de NP-40 ([stock] = 1,56 mM), y
1 pL de sustrato de caspasa-3 AC-DEVD-AMC ([stock] = 100 mM).
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Tabla IV: Composicion del tampon de ensayo para la caspasa-3

Concentracién (mM)

HEPES 100,00
Sacarosa 292,14
Chaps 1,62
DTT 5,00
NP-40 1,56 x 10°°
Sustrato Caspasa 3 0,04

*pH ajustado a 7,5

La caspasa-3 tiene la capacidad de hidrolizar la union del fluor6foro AMC
(7-amino-4-metilcumarina) unido al aspartico de su péptido diana especifico. La
actividad caspasa se cuantifica de manera directamente proporcional a la fluorescencia
que emite el fluoréforo AMC cuando es liberado por la hidrdlisis. Dicha fluorescencia
y, en concreto, la determinacién de la actividad de la caspasa-3 se monitorizé6 mediante
un lector de placas para fluorescencia (Infinite M200) con longitud de onda de
excitacion de 360 nm y de emision a 460 nm. La cinética enzimatica de la caspasa-3 se
midié a 37°C durante 42 minutos en repeticiones ciclicas de 3 minutos, con lo que se

obtuvo una curva de actividad en funcién del tiempo.

La actividad caspasa-3 fue estimada como la pendiente de la curva de cinética
enzimatica para cada tratamiento con respecto a la concentracion de proteinas. Los
datos se presentaron como incremento relativo al control (muestras sin tratar)

(experimento/control).

3.6.2. Cuantificacion de proteinas totales: método Bradford

La medida de la concentracion de proteinas con el reactivo Bradford se basa en
la unién de un colorante, Coomassie Blue G-250, a las proteinas. El colorante, en

solucion acida, presenta dos formas: una de color azul y otra de color anaranjada. Las
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proteinas se unen a la forma azul generando un complejo proteina-colorante con un

coeficiente de extincion mayor que el colorante libre.

Partiendo de la solucion de PBS con células lisadas por sonicacion, utilizamos
placas de 96 pocillos (Greiner Bio-One) en las cuales pipeteabamos 5 uL de la solucion
de células y 100 uL del reactivo Bradford por pocillo. Las mediciones de absorbancia se
Ilevaron a cabo por duplicado en un lector de placas (Infinite M200) a una longitud de
onda de 595 nm.

3.7. DETECCION DE LA APOPTOSIS

Se evaluo la apoptosis de los diferentes grupos de células sometidas a diversos
tratamientos mediante el kit comercial Anexina V-FITC Apoptosis, segin las
instrucciones del fabricante, y mediante la utilizaciébn de un citometro de flujo
(Cytomics FC500, Beckman Coulter, Viena, Austria).

Tras 24 horas de incubacion con los diferentes tratamientos alcanzada una
confluencia en torno al 70-80%, las células se tripsinizaron y se lavaron con PBS
(5 minutos, 150 xg). Posteriormente, las células se resuspendieron en 200 pL de tampén
de unidn conteniendo 5 pL de Anexina V-FITC, y se transfirieron a tubos eppendorf. La
suspension celular se incub6 durante 10 minutos a temperatura ambiente en un agitador
rotacional. Seguidamente, se lavaron las células (5 minutos, 150 xg) y se
resuspendieron finalmente en 200 uL de tampo6n de union conteniendo 10 pl de yoduro
de propidio (PI; [stock] = 20 pg/ml).

La Anexina V-FITC se une especificamente a los residuos de fosfatidil-serina en
la cara externa de la membrana de las células apoptéticas. Por otro lado, el Pl es un
agente intercalante que se une al ADN de la célula una vez que la membrana de ésta se
ha vuelto permeable. Las células fueron analizadas inmediatamente después de la
incubacion con las sondas mediante citometria de flujo. Se analizaron diez mil eventos
utilizando los detectores FL-1 (verde, Anexina V-FITC) y FL-3 (rojo, PI). Cada muestra
se ensay0 de tres a cinco veces en experimentos independientes. Bajo todas las
condiciones analizadas, se compararon principalmente los porcentajes de células

Anexina V positivas/Pl negativas, y Anexina V positivas/Pl positivas.
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3.8. DETECCION DE LA FRAGMENTACION DE ADN

Una de las caracteristicas mas importantes de la apoptosis es la condensacion de
la cromatina y la fragmentacién del ADN en fragmentos de 200 pares de bases o
maultiplos de ellos, es lo que se conoce como "escalera de ADN". Dicha fragmentacion

se utiliza en la actualidad como marcador de muerte celular por apoptosis.

Tras 24 horas de incubacion con los diferentes tratamientos y alcanzada una
confluencia en torno al 70-80%, las células se tripsinizaron y se lavaron con PBS (5
minutos, 150 xg). Posteriormente, se resuspendieron en 100 uL de PBS, se afiadieron
500 ul de 10 mM EDTA, 0.25% Triton X-100, 2,5 mM Tris-HCI (pH = 8,0), y se

incubaron a 4°C durante 15 minutos en agitacion.

A continuacion, las muestras se centrifugaron a 500xg durante 10 minutos a
4°C, y el sobrenadante se recogid para volverlo a centrifugar a 14.000xg durante 1 hora
a 4°C. El sobrenadante resultante se recogio y se le afiadio 1 ml de etanol frio para,
posteriormente, incubarlo a -80°C durante 2-3 horas. Transcurrido ese tiempo, las
distintas muestras se descongelaron y centrifugaron a 14.000xg durante 45 minutos a
4°C. Tras esta centrifugacion, se elimind el sobrenadante y el precipitado se dejo secar a
37°C para después resuspenderlo en 200 ul de tampon Tris-EDTA (10 mM Tris-HCI,
1 mM EDTA, pH = 8,0).

Seguidamente, las muestras se incubaron 30 minutos a 37°C con 0,1 mg/mL
RNAsa A. Después, las muestras se incubaron 2-3 horas con 0,25 mg/mL proteinasa K
a 37°C. Tras dicha incubacion, el ADN fue purificado mediante extraccion con
fenol-cloroformo y precipitado a -80°C tras la adicion de 3 M acetato sodico (pH = 5,3)
y 1 mL de etanol. EI ADN precipatado se resuspendié en tampén Tris-EDTA junto con
tampon de carga para separarlo en un gel de agarosa al 1,5%. Finalmente, el gel se
visualizo y fotografié bajo luz UV con el equipo GelDoc (BioRad, Madrid, Espafia).
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3.9. ANALISIS DEL CICLO CELULAR

Después de la incubacion con los distintos tratamientos, la células (1 x 10° cells/mL)
fueron lavadas con PBS y fijadas en etanol 70% durante media hora a 4°C. Las células
se lavaron de nuevo con PBS y se resuspendieron en 500 pl de PBS que contenia PI (20
uM) y RNAasa A (50 uM). Las muestras se mantuvieron en oscuridad a 4°C durante 30
min y después se analizaron por citometria de flujo (Cytomics FC-500), con excitacion
a 488 nm y emisién medida a 560 - 640 nm (modo FL2).

3.10. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Los datos obtenidos se expresaron como la media + EEM (error estandar de la
media). Para comparar entre los diferentes tratamientos, la significacion estadistica se
calculé mediante el andlisis de la varianza de una via (ANOVA) seguido por el test de
Dunnett para comparaciones mdltiples. Los valores de P < 0,05 se consideraron

estadisticamente significativos.
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4.1 Melatonina sensibiliza las células HelLa de céncer cervical humano
frente a la citotoxicidad y la apoptosis inducidas por el cisplatino: efectos sobre el

estrés oxidativo y la fragmentacion del ADN.
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La Figura 1 muestra la viabilidad de células HelLa de carcinoma de cuello
uterino humano tratadas con varios agentes quimioterapéuticos en ausencia y presencia
de melatonina. La estimulacion de células HeLa con 1 mM de melatonina durante 24 h
indujo una ligera reduccion de la viabilidad celular. Ademas, se observaron
disminuciones notablemente significativas (P < 0,05) en la viabilidad celular por
estimulacion de células HelLa con 20 uM de CIS, 1 mM de 5-FU y 20 uM de DOX
(51,8 £4,23%, 78,5 + 5,03% y 73,0 £ 3,96%, respectivamente) durante 24 h. Por el
contrario, los tratamientos con 10 uM de citarabina o 10 uM de etop6sido no afectaron

la viabilidad celular.

120
100

Viabilidad Celular (%)
3

5‘ <<’> <>O

Figura 1. La melatonina mejora la citotoxicidad estimulada por quimioterapia en células Hela. Las
células fueron tratadas con 20 uM de cisplatino (CIS), 1 mM de 5-fluorouracilo (5-FU), 20 uM de
doxorrubicina (DOX), 10 uM de citarabina (CYT), 10 uM de etop6sido (ETO), o el vehiculo (control) en
ausencia o presencia de 1 mM melatonina (Mel) durante 24 h. Los valores se presentan como media +
EEM de seis experimentos independientes y se expresan como porcentaje de los valores de control
(muestras no tratadas). * P < 0,05 en comparacién con los valores de control. # P < 0,05 en comparacién

con su valor correspondiente en ausencia de melatonina.

Analogamente, se realizaron ensayos paralelos para examinar el posible efecto
potenciador de la melatonina sobre la citotoxicidad inducida por los agentes
quimioterapéuticos. Por lo tanto, cuando las células HelLa se incubaron con los agentes

quimioterapéuticos durante 24 horas en presencia de 1 mM de melatonina, la
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indolamina logro reducir ain mas la viabilidad celular de las células HeLa estimuladas
con quimioterapia, siendo este efecto estadisticamente significativo (P < 0,05) para las
células tratadas con CIS (29,0 + 5,26%), 5-FU (68,3 + 5,10%) y DOX (57,9 £ 3,92%),
mientras que fueron no significativos para células expuestas a citarabina (85,6 + 6,97%)
0 etoposido (82,5 £ 5,9%).

Para examinar si el descenso de la viabilidad celular provocado por agentes
quimioterapéuticos estaba relacionado con la muerte celular apoptdtica, se analizd la
activacion de la caspasa-3 (un efector clave de la apoptosis) tanto en células tratadas
como en estado basal (control). Para este propésito, las células solo se incubaron con los
agentes quimioterapéuticos que demostraron ser citotoxicos hacia la linea celular HeLa,
es decir, CIS, 5-FU y DOX.

El tratamiento con 1 mM melatonina por si sola durante 24 h produjo un claro
aumento de la actividad caspasa-3 en el cultivo celular (4,08 £ 0,56, P < 0,05; Figura 2).
Ademas, los tratamientos con 20 u M de CIS, 1 mM de 5-FU y 1 uM de DOX durante
24 h también aumentaron significativamente (P < 0,05) la actividad de la caspasa-3
(23,4 £ 3,25, 5,82 + 0,67 y 12,12 + 4,21 veces mayor, respectivamente; Figura 2). Es
importante mencionar que el CIS fue el agente mas eficaz en términos de activacién de
caspasa-3, siendo la estimulacion 23 veces mayor que su actividad basal. Es importante
destacar que la melatonina fue capaz de aumentar la activaciéon de caspasa-3 inducida
por quimioterapia. De hecho, las células HelLa tratadas con 20 uM de CIS 0 1 mM de
5-FU en presencia de 1 mM de melatonina durante 24 h desencadend una mayor
activacion de la caspasa-3 (42,6 + 4,58 y 9,89 + 1,36 veces mayor, respectivamente), en
comparacion con los tratamientos con cada agente quimioterapeuticos por si solos (P <
0,05). Sin embargo, el tratamiento con melatonina junto con DOX sélo produjo un
aumento leve, no significativo (17,7 + 4,16) de la actividad de la caspasa-3 en

comparacion con las células HeLa tratadas solo con DOX (Figura 2).
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Figura 2. La activacién de la caspasa-3 mediada por quimioterapia es potenciada por la melatonina en
células HelLa. Las células fueron tratadas con 20 uM de cisplatino (CIS), 1 mM de 5-fluorouracilo
(5-FU), 20 uM de doxorrubicina (DOX), o el vehiculo (control), en ausencia o presencia de 1 mM de
melatonina durante 24 h. Los valores se presentan como las medias + EEM de once experimentos
independientes y se expresan como incremento relativo sobre el nivel de pretratamiento
(experimental/control). * P < 0,05 en comparacion con los valores de control. # P < 0,05 en comparacién

con su valor correspondiente en ausencia de melatonina.

Dado que la sobreproduccion intracelular de ERO suele estar vinculado a la
muerte celular apoptética, y que la caspasa-9 es una caspasa iniciadora involucrada en
los pasos iniciales de la apoptosis mitocondrial, se determind la generacion de ERO
intracelular y la activacion de caspasa-9 en células HelLa con el doble marcaje
DCF+Red LEHD-FMK por citometria de flujo. Con este fin, las células solo se
incubaron junto con aquellos agentes quimioterapéuticos en los cuales se habia
observado el efecto sinérgico de la melatonina de acuerdo a los resultados obtenidos

para la caspasa-3, es decir, CIS y 5-FU.

La Figura 3A representa los citogramas caracteristicos de cada tratamiento
ensayado. Cuando las ceélulas HelLa fueron estimuladas con 1 mM melatonina, el
porcentaje de células DCF-/Caspasa-9- (intactas) disminuyd drasticamente

(35,4 £6,8%; P < 0,05), mientras que la proporcién de células estimuladas para la

71



Roberto Pariente Rodriguez 4.1. Resultados

produccién de ERO (28,3 + 4,73%; DCF+/Caspasa 9-) asi como la cantidad de células
que entran en la apoptosis mitocondrial debido a la sobreproduccién de ERO (29,5 +
3,27%; DCF+/Caspasa-9+) aumentaron considerablemente (P < 0,05; Figura 3B). En
relacion con el CIS, los tratamientos con 20 uM CIS durante 24 h indujeron un notable
aumento (P < 0,05) en la proporcion de células que entran en la apoptosis mitocondrial
debido a una sobreproduccion de ERO (45,5 £ 5,09%) a expensas del porcentaje de
células intactas, el cual se redujo en gran medida (30,5 + 7,07%; P < 0,05; Figura 3B,
panel izquierdo). Curiosamente, los efectos pro-oxidantes y pro-apoptoticos del CIS
fueron potenciados cuando 20 u M de CIS y 1 mM de melatonina fueron administrados
conjuntamente durante 24 h. En concreto, el nimero de células apoptoticas tempranas
(DCF-/caspasa-9+) fue significativamente mayor (P <0,05) en comparacion con las
células Hela tratadas s6lo con CIS (40,5 + 4,76%; Figura 3B, panel izquierdo). Estos
hallazgos sugirieron que la melatonina intensifica los efectos del CIS, provocando una
induccion mas temprana de la apoptosis mitocondrial y que ésta sea ejecutada mas

rdpidamente en las células co-estimuladas con ambos farmacos.

En cuanto al 5-FU, la estimulacion de las células HeLa con 1-mM de dicho
agente quimioterapeutico durante 24 h aumentd significativamente (P < 0,05) el
porcentaje de células que entran en la apoptosis mitocondrial debido a la
sobreproduccién de ERO (45,8 £ 6,39%) a expensas de la cantidad de células intactas
(27,3 £ 2,68%; Figura 3B, panel derecho). Del mismo modo, las acciones apopéticas del
5-FU fueron acentuadas sélo moderadamente en presencia de 1 mM de melatonina,
observandose una mayor reduccién, no significativa, en la proporcion de células intactas
(20,8 + 6,36%; Figura 3B, panel derecho).
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Figura 3. Efecto potenciador de la melatonina sobre la produccién de ERO y la activacion de caspasa-9
inducida por agentes quimioterapéuticos. Las células HeLa fueron tratadas con 20 uM de cisplatino (CIS)
0 1 mM de 5-fluorouracilo (5-FU), o con el vehiculo (control), en ausencia o presencia de 1 mM de
melatonina (Mel) durante 24 h. A) Citogramas representativos que muestran células estimuladas para la
producciéon de ERO (DCF+/Caspasa-9-), células que entran en la apoptosis mitocondrial debido a
sobreproduccion de ERO (DCF+/Caspasa-9 +), y células apoptéticas tempranas (células DCF-/Caspasa-
9+) después de 24 horas de tratamiento con la combinacién indicada de farmacos. B) Histogramas que
muestran porcentajes de cada poblacion de células. Los valores se presentan como media £+ EEM de
cuatro experimentos independientes. * P < 0,05 en comparacion con los valores de control. # P < 0,05 en

comparacion con su valor correspondiente en ausencia de melatonina.
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Para evaluar las subpoblaciones de células apoptoticas después de la
estimulacion con CIS o 5-FU en ausencia y presencia de melatonina, se analiz6 la

redistribucion de la PS en presencia de Pl mediante citometria de flujo.

La Figura 4A representa los citogramas caracteristicos de cada tratamiento
ensayado. La estimulacion de células HeLa con 1 mM de melatonina durante 24 h
produjo una ligera disminucién en el porcentaje de células vivas (80,3 +4,19%;
Anexina-/Pl-), duplicé la proporcion de células apoptéticas tempranas (9,75 + 2,06%;
Anexina+/Pl-), y aument6 significativamente (P < 0,05) la cantidad de células
apoptdticas tardias (9,38 = 1,84%; Anexina+/Pl+; Figura 4B). Los tratamientos con
20 uM de CIS durante 24 h causaron un incremento significativo (P < 0,05) en el
porcentaje de células apoptoticas tempranas (40,0 + 2,65%) y tardias (13,34 + 3,47%) a
expensas de la cantidad de células vivas, cuya poblacion fue notablemente disminuida
(39,3 £ 3,71%; P< 0,05; Figura 4B, panel izquierdo). Cabe destacar que la
administracion simultanea de 20 uM de CIS y 1 mM de melatonina durante 24 h
provocd un mayor aumento (P < 0,05) en el nimero de células apoptdticas, tanto
tempranas (47,4 £ 1,10%) como tardias (26,3 + 4,08%), asi como un descenso, también
significativo (P < 0,05), en la proporcion de células vivas (17,3 + 8,16%; Figura 4B,
panel izquierdo), en comparacioén con los valores en ausencia de melatonina. Estos
resultados concuerdan con aquellos sobre la generacion intracelular de ERO y la

activacion de caspasa-9, es decir, la melatonina acelero la apoptosis inducida por el CIS.

En cuanto al 5-FU, la estimulacién de las células HeLa con 1 mM de este agente
quimioterapeutico durante 24 h redujo significativamente (P < 0,05) el porcentaje de
células vivas (77,0 4,01%) e incremento la proporcion de ceélulas apoptoticas
tempranas (15,0 = 2,80%; Figura 4B, panel derecho). Asimismo, se observé que el 5-FU
fue capaz de aumentar ligeramente la proporcion de células apoptoéticas tardias (4,91 +
0,66%). Ademas, el tratamiento conjunto con 5-FU 1 mM y melatonina 1 mM durante
24 h aumento ligeramente la capacidad citotoxica de dicho quimioterapico (Figura 4B,

panel derecho).
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Figura 4. La muerte celular apoptética desencadenada por agentes quimioterapéuticos es potenciada por
accion de la melatonina. Las células HelLa fueron tratadas con 20 uM de cisplatino (CIS), 1 mM de
5-fluorouracilo (5-FU), o el vehiculo (control), en ausencia o presencia de 1 mM de melatonina (Mel)
durante 24 h. A) Citogramas representativos en los que se expresa la redistribucion de fosfatidilserina
(tincién de anexina V) en presencia de yoduro de propidio (PI) después de 24 horas de tratamiento con la

combinacion indicada de farmacos. B) Histogramas que muestran los porcentajes de cada subpoblacion

+

de células. Los valores se presentan como media + EEM de cuatro experimentos independientes.
*P < 0,05 en comparacion con los valores de control. # P < 0,05 en comparacion con su valor

correspondiente en ausencia de melatonina.
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Para confirmar los efectos potenciadores de la melatonina en la apoptosis
mediada por CIS en células Hela, se analizd cualitativamente la fragmentacion del
ADN mediante electroforesis en gel de agarosa. Dado que la estaurosporina es un
agente inductor de apoptosis bien conocido, las células se estimularon con 1 pg/ml de
estaurosporina durante 12 h como control positivo. Como se muestra en la Figura 5, la
estaurosporina (calle 7) genero un patron marcado de fragmentacion del ADN, mientras
que la melatonina sola (calle 2) no fue capaz de inducir la degradacion del ADN. De la
misma manera, el tratamiento con 20 uM de CIS durante 24 h (calle 3) provoco un claro
patron de fragmentacion del ADN, la cual se incrementd notablemente por la
co-estimulacién con 1 mM melatonina (calle 4). Finalmente, el tratamiento con 1 mM
5-FU durante 24 h no produjo dafio apreciable del ADN, ni en ausencia ni en presencia
de melatonina, lo que sugiere que este agente quimioterapéutico puede necesitar un

tiempo de exposicién mas largo para ser eficaz contra células HelL a.
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Figura 5. La melatonina incrementa la fragmentacién del ADN inducida por cisplatino. Las células HeLa
se trataron con 20 uM de cisplatino (CIS), 1 mM de 5-fluorouracilo (5-FU), o el vehiculo (control), en
ausencia o presencia de 1 mM de melatonina (Mel) durante 24 h. El tratamiento con 1 pg/mL de
estaurosporina durante 12 h se usé como control positivo. (1) control, (2) melatonina, (3) cisplatino, (4)

cisplatino + melatonina, (5) 5 fluorouracilo, (6) ) 5-fluorouracilo + melatonina, y (7) estaurosporina.
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Fluorouracilo en células de adenocarcinoma colorrectal humano in vitro.
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En primer lugar, se estudid el impacto del co-tratamiento con melatonina y CIS
0 5-FU sobre la viabilidad de la linea celular HT-29 de cancer colorrectal. Para ello, se
evalud la viabilidad celular a lo largo del tiempo (24-48-72 h) mediante el ensayo de
MTT. Se observé que la estimulacion de celulas HT-29 con 1 mM de melatonina
durante 24 horas por si sola, dio lugar a una disminucion significativa (P < 0,05) de la
viabilidad celular (Figura 6). Sin embargo, un tiempo de exposicién a la indolamina mas
prolongado (48 o 72 h) no produjo un mayor descenso en la viabilidad celular. En
cuanto a los agentes quimioterapéuticos, el tratamiento con 20 uM de CIS durante 24 h
indujo un notable descenso (P < 0,05) en la viabilidad celular, el cual fue mucho mas
pronunciado después de 48 h de tratamiento (Figura 6). No obstante, no se observaron
diferencias adicionales después de 72 h de estimulacion con CIS. Curiosamente, se
observd una reduccion tiempo-dependiente en la viabilidad celular cuando las células
HT-29 se incubaron con 1 mM de 5-FU, obteniéndose el efecto maximo después de 72

h de tratamiento (Figura 6).
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Figura 6. La melatonina mejora la citotoxicidad inducida por quimioterapia en las células HT-29. Las
células fueron tratadas con 20 uM de cisplatino (CIS), 1 mM de 5-fluorouracilo (5-FU), o el vehiculo
(control), en ausencia o presencia de 1 mM de melatonina (Mel) durante 24, 48 y 72 h. Los valores se
presentan como medias + EEM de cinco experimentos independientes y se expresan como aumento
relativo respecto a los valores del control (muestras no tratadas). * P < 0,05 en comparacion con los

valores de control. # P < 0,05 en comparacion con su valor correspondiente en ausencia de melatonina.
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Para examinar el posible efecto potenciador de la melatonina, las células HT-29
se incubaron con ambos agentes quimioterapéuticos en presencia de 1 mM de
melatonina. La indolamina no modifico la viabilidad de las celulas tratadas con CIS
(Figura 6). Por el contrario, la melatonina fue capaz de potenciar las acciones
citotoxicas del 5-FU, siendo este efecto estadisticamente significativo (P <0,05)

después de 48 y 72 h de estimulacion (Figura 6).

Para evaluar si la reduccion de la viabilidad celular inducida por los agentes
quimioterapéuticos estaba relacionada con la muerte celular apoptotica, se analizé la
redistribucion de la PS en presencia de Pl. La Figura 7A representa los citogramas
caracteristicos para cada tratamiento ensayado. La incubacion de las células HT-29 con
1 mM de melatonina durante 24 h produjo una ligera disminucion en el porcentaje de
células vivas (85,4 £ 1,8%; Anexina-/Pl-) y pequefios cambios no significativos en la
cantidad de células apoptdticas tanto tempranas (2,8 = 0,2%; Anexina+/Pl-) como
tardias (2,7 £ 0,4%; Anexina+/Pl+; Figura 7B).

Los tratamientos con 20 uM de CIS durante 24 h provocaron una disminucion
significativa (P < 0,05) en el porcentaje de células vivas (80,2 + 3,7%) que se
correlacion6 con pequefios incrementos en el namero de células apoptdticas tempranas
(4,3 £ 0,5%) y tardias (2,8 + 0,7%; Figura 7B, panel izquierdo). La administracion
simultanea de CIS y melatonina durante 24 h no sensibiliz6 a las células HT-29 frente a
la apoptosis inducida por CIS. Asi, se observaron efectos moderados de
quimiosensibilizacion, en términos de ligeros aumentos en la fraccion de células
apoptéticas tempranas, cuando se prolongo6 el tratamiento conjunto de CIS y melatonina
hasta 48 h (datos no mostrados).
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Figura 7. El co-tratamiento con 5-fluorouracilo y melatonina potencia la muerte celular apoptética en
células de cancer colorrectal. Las células HT-29 se incubaron con 20 uM de cisplatino (CIS), 1 mM de
5-fluorouracilo (5-FU), o el vehiculo (control), en ausencia o presencia de 1 mM de melatonina (Mel)
durante 24 h. A) Citogramas representativos que muestran la redistribucion de la fosfatidilserina (tincion
de anexina V) en presencia de yoduro de propidio después de 24 horas de tratamiento con la combinacion
indicada de farmacos. B) Histogramas que muestran los porcentajes de cada subpoblacion de células. Los
valores se presentan como media + EEM de siete experimentos independientes. * P < 0,05 en
comparacion con los valores de control. # P < 0,05 en comparacion con su valor correspondiente en

ausencia de melatonina.
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En cuanto al tratamiento con 5-FU, cuando las células se incubaron con 1 mM
de dicho agente durante 24 h, el porcentaje de células apoptdticas tempranas (16,6 +
2,3%) y tardias (4,6 + 0,5%) aumentd significativamente (P < 0,05) a expensas de la
cantidad de células vivas, la cual se redujo notablemente (71,1 + 3,4%; P < 0,05; Figura
7B, panel derecho). Es importante destacar que la administracion simultanea de 1 mM
de 5-FU y 1 mM de melatonina durante 24 h provocé un aumento adicional (P < 0,05)
en el nimero de células apoptoticas tardias (7,5 £ 0,9%), asi como un ligero decremento
en la proporcién de células vivas (68,0 + 3,6%; Figura 7B, panel derecho). Este efecto
potenciador de la indolamina fue aun mas evidente cuando las células se trataron con
5-FU en presencia de melatonina durante 48 h, especialmente en la cantidad de células
apoptdticas tempranas (21,8 £ 5,2% frente a 14,5 + 6,0% en células estimuladas s6lo
con 5-FU; datos no mostrados).

Una vez evidenciadas las acciones inductoras de la apoptosis de los agentes
quimioterapéuticos, especialmente del 5-FU, posteriormente se analiz6 su efecto
potencial sobre la progresion del ciclo celular en células de cancer colorrectal. La
estimulacion de las células HT-29 con 1 mM de melatonina durante 24 h causé efectos
marginales en la distribucion de las diferentes fases del ciclo celular (Figura 8). Por el
contrario, el tratamiento con 20 uM de CIS durante 24 h provocd una significativa
(P < 0,05) acumulacién de células en fase S a expensas del porcentaje de células en las
fases G1/G0 y G2/M, que se redujeron en gran medida (P < 0,05; Figura 8). Del mismo
modo, el CIS caus6 un aumento significativo (P < 0,05) en la proporcion de células con
contenido de ADN hipodiploide (poblacién sub-G1), es decir, células apoptoticas. Por
otra parte, cuando el cultivo de células HT-29 fue estimulado con 1 mM de 5-FU
durante 24 h, se observé un notable aumento (P < 0,05) en el numero de células
apoptoticas y una consiguiente reduccion (P < 0,05) en el numero de células en fase
G2/M (Figura 8). Sin embargo, la administracion simultdnea de melatonina y los
agentes quimioterapéuticos durante 24 h no modificd ni el arresto en fase S inducido
por CIS, ni las proporciones de células sub-G1 inducidas tanto por CIS como por 5-FU
(Figura 8).
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Figura 8. El cisplatino y el 5-fluorouracilo afectan de manera diferente a la distribucion del ciclo celular.
Las células HT-29 fueron tratadas con 20 uM de cisplatino (CIS), 1 mM de 5-fluorouracilo (5-FU), o el
vehiculo (control), en ausencia o presencia de 1 mM de melatonina (Mel) durante 24 h. Los datos de la
distribucion del ciclo celular se resumieron y presentaron como porcentaje de células. La tasa de células
con contenido de ADN hipodiploide (poblacion sub-G1) se consideré apoptética. Los valores se
presentan como media £+ EEM de seis experimentos independientes. * P < 0,05 en comparacion con su

valor de control correspondiente.

A continuacion, se estimo la contribucion de la produccion intracelular de ERO
y la activacion de la caspasa-9 a la muerte celular inducida por los agentes
quimioterapéuticos. Para este proposito, se analizaron las células HT-29 con el doble
marcaje DCF+Red-LEHD-FMK por citometria de flujo. La Figura 9A representa los
citogramas caracteristicos para cada tratamiento ensayado. La estimulacién de células
HT-29 con 1 mM de melatonina durante 24 h provocé una disminucién en el porcentaje
de células intactas (69,4 + 2,1%; DCF-/Caspasa-9-), mientras que aumento ligeramente
la proporcion tanto de células con altos niveles de ERO (16,4 + 4,0%; DCF+/Caspasa 9-

) como de células apoptéticas tempranas (7,1 + 1,9%; DCF-/Caspasa-9+; Figura 9).
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Figura 9. La melatonina potencia la apoptosis mediada por caspasa inducida por agentes
quimioterapéuticos. Las células HT29 fueron trataron con 20 uM de cisplatino (CIS), 1 mM de
5-fluorouracilo (5-FU), o el vehiculo (control), en ausencia o presencia de 1 mM de melatonina (Mel)
durante 24 h. La produccion de ERO y la activacion de caspasa-9 se analizaron en células doblemente
marcadas (DCF y Red-LEHD-FMK) por citometria de flujo, como se describe en Material y Métodos. A)
Citogramas representativos que muestran células estimuladas para la produccion de ERO
(DCF+/Caspasa-9-), células que entran en la apoptosis mitocondrial debido a sobreproduccion de ERO
(DCF+/Caspasa-9 +), y células apoptoéticas tempranas (células DCF-/Caspasa-9+) después de 24 horas de
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tratamiento con la combinacion indicada de farmacos. B) Histogramas que muestran los porcentajes de
cada subpoblacién celular. Los valores se presentan como media + EEM de seis experimentos
independientes. * P < 0,05 en comparacion con los valores de control. # P < 0,05 en comparacién con su

valor correspondiente en ausencia de melatonina.

En relacion con los agentes quimioterapéuticos, los tratamientos con 20 uM de
CIS durante 24 h indujeron un aumento en la cantidad de células que entraron en la
apoptosis mitocondrial debido a sobreproduccion de ERO (DCF+/Caspasa-9+; 7,4 +
0,9%) y células apoptdticas tempranas (11,3 £ 2,5 %, P <0,05) a expensas del
porcentaje de células intactas, el cual se redujo (70,2 + 1,0%; Figura 9B, panel
izquierdo). El co-tratamiento con CIS y melatonina no potencio los efectos pro-
oxidantes y pro-apoptéticos del CIS en el cultivo de células HT-29 (Figura 9B, panel

izquierdo).

En cuanto al 5-FU, la estimulacion de las células HT-29 con 1 mM de 5-FU
durante 24 h aumentd notablemente (P < 0,05) el nimero de células con altos niveles de
ERO (49,6 £ 4,5%) y la proporcion de células que entran en apoptosis mitocondrial
debido a la sobreproduccion de las mismas (15,1 + 3,3%), mientras que redujo
drasticamente (P < 0,05) la cantidad de células intactas (32,5 + 4,5%; Figura 9B, panel
derecho). Curiosamente, los efectos pro-apoptoticos del 5-FU fueron potenciados en
presencia de melatonina. De hecho, el nimero de células apoptoticas tempranas fue
significativamente incrementado (P < 0,05) (15,1 £ 3,2%), en detrimento del porcentaje
de células intactas, el cual disminuy6 (24,3 £ 5,1%; Figura 9B, panel derecho), en

comparacion con células HT-29 tratadas Unicamente con 5-FU.

Finalmente, se analizé la activacion de la caspasa-3 en células HT-29 tratadas
con ambos agentes quimioterapéuticos. El tratamiento con 1 mM de melatonina durante
24 h origin6 un gran aumento de la actividad de la caspasa-3 (P < 0,05; Figura 10). Por
otra parte, los tratamientos con 20 uM CIS y 1 mM 5-FU durante 24 h también
provocaron un notable incremento de la actividad de la caspasa-3 (P < 0,05; Figura 10).
También cabe destacar que la melatonina fue capaz de mejorar la activacion de la
caspasa-3 inducida por ambos agentes quimioterapicos. De hecho, el tratamiento de las
células HT-29 con 20 uM de CIS 0 1 mM de 5-FU en presencia de 1 mM de melatonina
durante 24 h potencido marcadamente (P < 0,05) la activacion de la caspasa-3 (Figura
10).
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Figura 10. La melatonina potencia la activacion de caspasa-3 inducida por agentes quimioterapéuticos.
Las células HT-29 se trataron con 20 uM de cisplatino (CIS), 1 mM de 5-fluorouracilo (5-FU), o el
vehiculo (control), en ausencia o presencia de 1 mM de melatonina (Mel) durante 24 h. Los valores se
presentan como media £ EEM de ocho experimentos independientes y se expresan como incremento
relativo sobre el nivel de pretratamiento (experimental/control). * P < 0,05 en comparacion con los

valores de control. # P < 0,05 en comparacion con su valor correspondiente en ausencia de melatonina.
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La figura 11 muestra la viabilidad de células humanas de cancer colorectal HT-
29 y de cancer cervical uterino HelLa estimuladas con melatonina en ausencia y
presencia de antagonistas de los receptores de la hormona. Como se puede observar en
la figura 11, la estimulacion de células HT-29 (Figura 11A y B) o células HelLa (Figura
11C y D) con melatonina 1 mM durante 48 horas indujo una reduccién significativa
(P<0,05) de la viabilidad celular (75,8 + 8,9 % y 73,8 =+ 7,3 %, respectivamente), tal

como se visualiza también en la microscopia de contraste de fase (Figuras 11B y D).
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Figura 11. Efecto de los antagonistas de los receptores de melatonina sobre la viabilidad celular de las
células HT-29 y HelL a. Las células se pretrataron durante 30 minutos con 5 uM de luzindol (LUZ), 50 uM
de 4-P-PDOT-4 (4DOT) o con 10 nM de prazosin (PRAZ), o su vehiculo correspondiente, en ausencia o
presencia de 1 mM de melatonina (MEL) durante 48 h. (A y C) La viabilidad celular se evalu6 mediante
el ensayo MTT. Los valores se presentan como media = SEM de 4-5 experimentos independientes y se
expresan como porcentaje con respecto a los valores del control (células no tratadas). (B y D) Las células
se visualizaron bajo microscopia de contraste de fase, y se muestra un campo representativo de cada

grupo experimental. "P <0,05 comparado con los valores del control. *P <0,05 comparado con su valor

correspondiente en ausencia de prazosin.

Con objeto de examinar si este efecto de la melatonina sobre la viabilidad celular
podria depender de los receptores de melatonina, analizamos el efecto de los

antagonistas de los receptores de esta indolamina. Para este propdsito, las células fueron
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pretratadas con luzindol, que antagoniza especificamente la union a la melatonina y la
activacion de los receptores MT1/MT2; 4-P-PDOT, que antagoniza selectivamente los
receptores MT2; 0 prazosin, un antagonista de los receptores MT3. Los pretratamientos
de las células HT-29 y HeLa durante 30 minutos con 5 uM de luzindol o 50 uM de 4-P-
PDOT produjeron un ligero efecto no significativo sobre la viabilidad celular inducida
por la melatonina (78,2 = 6,1 % y 81,0 £ 6,8 %, respectivamente, Figura 11A; 77,0 =
6,4 % y 81,5 £ 5,7 %, respectivamente, Figura 11C), mientras que el pretratamiento de
células durante 30 minutos con 10 nM de prazosin revirtié significativamente el efecto
de la melatonina sobre la viabilidad celular (100,1 + 5,8 % en células HT-29, Figura
11A;100,7 + 3,9 % en células HelLa, Figura 11C; P<0,05).
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Figura 12. Efecto de la melatonina sobre la citotoxicidad inducida por cisplatino en células HT-29 y
HeLa. Las células se pretrataron durante 30 minutos con 5 uM de luzindol (LUZ), 50 uM de 4-P-PDOT
(4DOT) 0 10 nM de prazosin 10 nM (PRAZ), o el vehiculo correspondiente, y luego se incubaron con 20
puM de cisplatino (CIS), o su vehiculo (control), en ausencia o presencia de | mM de melatonina (MEL)
durante 48 h. (A y C) La viabilidad celular se evalu6 mediante el ensayo MTT. Los valores se presentan
como media + SEM de 5 experimentos independientes y se expresan como porcentaje con respecto a los
valores del control (células no tratadas). (B y D) Las células se visualizaron bajo microscopia de contraste

de fase, y se muestra un campo representativo de cada grupo experimental. "P<0,05 en comparacion con

los valores del control.
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Ninguno de los antagonistas (luzindol, 4-P-PDOT o prazosin) por si solo tuvo

efecto alguno sobre la viabilidad de las células HT-29 o HelLa (datos no mostrados).

También analizamos los efectos del co-tratamiento de células HT-29 y HelLa con
melatonina en presencia de dos agentes quimioterapéuticos, como el cisplatino (CIS) o
el 5-fluorouracilo (5-FU). Se observaron disminuciones significativas (P<0,05) en la
viabilidad celular tras la estimulacién de las células durante 48 horas con 20 uM de CIS
(Figura 12) o con 1 mM de 5-FU (Figura 13) (345 + 9,1 % y 30,7 £ 4,7 %,
respectivamente, en células HT-29; 37,9 £ 8,4 % y 22,7 + 3,9 %, respectivamente, en
células HelLa). Resultados similares observamos en las fotografias obtenidas con el
microscopio de contraste de fase, donde se observa que el tratamiento con CIS (Figuras
12B y D) y 5-FU (Figuras 13B y D) reduce el nimero de células en cultivo y por lo

tanto, la proliferacion celular.

Ademas, se realizaron ensayos paralelos para examinar el posible efecto
potenciador de la melatonina sobre la citotoxicidad inducida por los agentes
quimioterapicos. Asi, cuando las células HT-29 y HeLa se incubaron con los agentes
quimioterapéuticos durante 48 horas en presencia de 1 mM de melatonina, la
indolamina logrd reducir ain mas la viabilidad celular de las células HT-29 sometidas a
quimioterapicos, siendo este efecto estadisticamente significativo (P<0,05) para las
células tratadas con 1 mM de 5-FU (Figura 13) (11,1 £+ 1,3 %, en células HT-29; 10,7 +
1,9 %, en células HeL.a), sin embargo, no se observaron diferencias adicionales después

de 48 horas de estimulacion de células con 20 uM de CIS (Figura 12).

También evaluamos el efecto de los antagonistas de los receptores de la
melatonina sobre el efecto sinérgico de la indolamina sobre la citotoxicidad inducida
por los agentes quimioterapicos. Como se muestra en las figuras 12 y 13, el bloqueo de
los receptores MT1 y/o MT2 con 5 uM de luzindol o 50 uM de 4-P-PDOT fue incapaz
de revertir los efectos de la melatonina sobre la citotoxicidad evocada por 20 uM de CIS
y 1 mM de 5-FU; mientras que cuando los receptores MT3 se bloguearon con 10 nM de
prazosin, el efecto sinérgico de la melatonina con los agentes quimioterapicos fue
significativamente revertido (P<0,05), particularmente en las céelulas tratadas con 5- FU
(Figura 13). Tomados en conjunto, estos resultados indican que el efecto potenciador de
la melatonina sobre la actividad citotoxica de los agentes quimioterapéuticos esta
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mediado por la transduccion de sefiales provocada por la estimulacion del receptor MT3

de la melatonina.

A Células HT-29 C Células HelLa

Viabilidad Celular (%)
Viabilidad Celular (%)

). Ry
2 \ o
AR (
PR 7 \{%Ry
“HORID a7 Fr
oy
MEL 5-FU+MEL 5-FU 5-FU+MEL
A
.
1 K. el
; : § e S
5-FU+LUZ+MEL 5-FU+4DOT+MEL 5-FU+PRAZ+MEL 5-FU+LUZ+MEL 5-FU+4DOT+MEL 5-FU+PRAZ+MEL

Figura 13. Efecto de la melatonina sobre la citotoxicidad inducida por 5-fluorouracilo en células HT-29 y
HeLa. Las células se pretrataron durante 30 minutos con 5 pM de luzindol (LUZ), 50 uM de 4-P-PDOT o
con 10 nM de prazosin (PRAZ), o el vehiculo correspondiente, y luego se incubaron con 1 mM de 5-
fluorouracilo (5- FU), o su vehiculo (control), en ausencia o presencia de 1 mM de melatonina (MEL)
durante 48 h. (A 'y C) La viabilidad celular se evalu6 mediante el ensayo MTT. Los valores se presentan
como media + SEM de 4-6 experimentos independientes y se expresan como porcentaje respecto de los
valores del control (células no tratadas). (B y D) Las células se visualizaron bajo microscopia de contraste
de fase, y se muestra un campo representativo de cada grupo experimental. "P<0,05 en comparacién con
los valores del control. *P <0,05 en comparacion con su valor correspondiente en presencia de 5-FU solo.

"P <0,05 en comparacién con su valor correspondiente en presencia de 5-FU + MEL solos.

Por otra parte, y con el fin de verificar si los efectos sinérgicos de la melatonina
con los agentes quimioterapéuticos sobre la actividad citotoxica estaban mediados por la
activacion solamente de los receptores MT3, las células fueron tratadas con 6-
cloromelatonina (CLM) (un potente agonista con alta afinidad por los receptores MT1 y
MT2 de la melatonina) o 8-M-PDOT (un agonista selectivo para el subtipo de receptor

MT2 de la melatonina).
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Figura 14. Efecto de agonistas de receptores de melatonina sobre la citotoxicidad mediada por los
agentes quimioterapicos en células HT-29 y HeLa. Las células se trataron con 20 pM de cisplatino (CIS)
(Ay C)olmM de 5-fluorouracilo (5-FU) (B y D) o con el vehiculo correspondiente (control), en
ausencia o presencia de 100 nM de 6-cloromelatonina (CLM) o 100 nM de 8-M-PDOT (8DOT) durante
48 h. La viabilidad celular se evalué mediante el ensayo MTT. Los valores se presentan como media +
SEM de 4 experimentos independientes y se expresan como porcentaje de los valores de control (células
no tratadas). P <0,05 en comparaci6n con los valores de control.

Como se muestra en la figura 14, el tratamiento de células HT-29 durante 48
horas con 100 nM de 6-cloromelatonina 0 100 nM de 8-M-PDOT en presencia de 20
uM de CIS (Figura 14A) o de 1 mM 5-FU (Figura 14B) fueron incapaces de modificar

el efecto citotoxico de ambos agentes quimioterapéuticos. Similares resultados se
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obtuvieron en las células HeLa (Figura 14C y D), indicando que la estimulacién de los
receptores MT1 o MT2 con agonistas especificos no participan significativamente en el
efecto potenciador de la melatonina sobre la accion citotoxica de los dos agentes
quimioterapicos utilizados por nosotros. Ni la 6-cloromelatonina ni el 8-M-PDOT por si
solo tuvieron efecto sobre la viabilidad de las células HT-29 o HelLa (datos no

mostrados).

Ademas, y con objeto de analizar si los efectos potenciadores de los receptores
de la melatonina y los agentes quimioterapéuticos sobre la viabilidad celular estaban
relacionados con una muerte celular inducida por apoptosis, se analizé la activacién de
la caspasa-3, tanto en células pretratadas con antagonistas de los receptores de
melatonina como en células control. El tratamiento de las células HT-29 con 1 mM de
melatonina durante 48 horas produjo un aumento significativo de la actividad de
caspasa-3 (2,8 £ 0,2 veces sobre el control, P<0,05, Figura 15A y B). Ademas, los
tratamientos con 20 uM de CIS o 1 mM de 5-FU durante 48 horas también
incrementaron significativamente (P<0,05) la actividad enzimatica de la caspasa-3 (2,3
+ 04y 49 £ 0,5 veces sobre el control, respectivamente, Figura 15A y B). Es
importante destacar que la melatonina fue capaz de aumentar la activacion de caspasa-3
evocada por los agentes quimioterapicos. De hecho, el tratamiento de las células HT-29
durante 48 horas con 20 uM de CIS (Figura 15A) o con 1 mM de 5-FU (Figura 15B) en
presencia de 1mM de melatonina potencié significativamente (P<0,05) la actividad
enzimatica de la caspasa-3 (5,4 + 1,6 and 28,3 + 4,8 veces sobre el control,
respectivamente), con respecto a los tratamientos de cada agente quimioterapéutico
cuando se administraban por separado. Vale la pena mencionar que el 5-FU en
presencia de la melatonina fue el agente quimioterapico mas eficaz en términos de
activacion enzimatica de la caspasa-3, siendo la estimulacion 23 veces mayor que la

actividad basal de dicha caspasa (Figura 15B).

En el caso de las células Hela, el tratamiento durante 48 horas tanto con la dosis
de 1 mM de melatonina, como con 20 uM de CIS como con 1 mM de 5-FU también se

mostraron eficaces de incrementar significativamente (P<0,05) la actividad enzimatica
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Figura 15. Efecto de la melatonina sobre la activacion enzimatica de la caspasa-3 mediada por los
agentes quimioterapicos en HT-29 (A y B) y células HeLa (C y D). Las células se pretrataron durante 30
minutos con 5 uM de luzindol (LUZ), 50 uM de 4-PDOT (4DOT) o 10 nM de prazosin (PRAZ), o el
vehiculo correspondiente, y luego se incubaron con 20 uM de cisplatino (CIS) o 1 mM de 5-fluorouracilo
(5-FU), o el vehiculo correspondiente (control), en ausencia o presencia de 1 mM de melatonina (MEL)
durante 48 h. La actividad enzimética de la caspasa 3 se estimd como se describe en Material y métodos.
Los valores se presentan como media £ SEM de 6-7 experimentos independientes y se expresan como
incrementos sobre pretratamiento (experimental/control). "P <0,05 en comparacién con los valores de
control. *P<0,05 en comparacién con su valor correspondiente en presencia de CIS o 5-FU solo. "P<0,05

en comparacion con su valor correspondiente en presencia de CIS o 5-FU + MEL solos.

de la caspasa-3 (Figura 15C y D), aunque en este caso las células HeLa mostraron
mayor sensibilidad al tratamiento con CIS (23,4 + 4,7 veces sobre el control) que al de
5-FU (5,8 = 1,0 veces sobre el control). De una manera similar, el tratamiento durante

48 horas de las celulas HeLa con 1 mM de melatonina también potencio
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significativamente (P<0,05) la actividad enzimatica de la caspasa-3 provocada por las
dosis de 20 uM de CIS (Figura 15C) y 1 mM de 5-FU (Figura 15D).

Del mismo modo, también quisimos analizar el efecto de los antagonistas de los
receptores de melatonina sobre la actividad enzimética caspasa-3 en presencia de
melatonina y los dos agentes quimioterapéuticos utilizados por nosotros en este estudio.
Como se muestra en la figura 15, los pretratamientos durante 30 minutos con 5 uM de
luzindol (un antagonista de los receptores MT1/MT2) o 50 uM de 4-P-PDOT (que
antagoniza selectivamente al receptor MT2) fueron incapaces de revertir los efectos
potenciadores de la melatonina sobre la actividad caspasa-3 inducida por 20 uM de CIS
0 1 mM de 5-FU; mientras que cuando los receptores MT3 se bloquearon por el
pretratamiento durante 30 minutos con 10 nM de prazosin, el efecto sinérgico de la
melatonina con los agentes quimioterapicos fue significativamente (P<0,05) revertido

(Figura 15), tanto en las células HT-29 (Figura 15A y B) como en las HelLa (Figura 15C
y D).
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La apoptosis 0 muerte celular programada es un proceso fisioldgico esencial que
juega un papel critico en el desarrollo embrionario y la homeostasis de los tejidos (Liu y
cols., 1996; Strasser y cols., 2000). Sin embargo, cualquier defecto en el control de la
apoptosis puede conducir a determinadas condiciones patoldgicas como el céancer,
cuando aumenta la proliferacion celular de manera indiscriminada, es decir, cuando la
tasa de apoptosis estd disminuida; mientras que puede causar enfermedades
neurodegenerativas y autoinmunes cuando la tasa de muerte celular estd aumentada
(Thompson 1995).

En cuanto a la melatonina, es una molécula multifuncional que emplea una
amplia variedad de mecanismos para modular la fisiologia y la biologia molecular de las
células (Reiter y cols., 2010). Sin embargo, en los ultimos afios, la melatonina ha atraido
mucha atencion debido a su influencia en el proceso apoptotico. EI mecanismo preciso
por el gque la melatonina regula la apoptosis sigue siendo objeto de estudio, aungue se ha
descrito que esta indolamina posee acciones tanto pro- como anti-apoptdticas
dependiendo del tipo de célula (Sainz y cols., 2003b). Por otro lado, estudios recientes
han demostrado que la quimioterapia combinada es util para superar algunos tumores
(Wang y cols., 2014) vy, por lo tanto, el uso simultaneo de agentes quimioterapicos
habituales junto a otros agentes proporcionaria un enfoque mas eficaz para sensibilizar a
las células tumorales frente a la quimioterapia. En este contexto, el uso de la melatonina
como terapia adyuvante podria ser de gran interés, como ha sido sugerido previamente
(Rodriguez-Garcia y cols., 2013). Asi mismo, en la presente Tesis Doctoral se ha
investigado el posible efecto potenciador de la melatonina en la citotoxicidad y
apoptosis inducida por diferentes agentes quimioterapéuticos, tanto en la linea celular
HelLa de cancer de cuello cérvico-uterino humano como en celulas HT-29 de cancer

colorrectal humano.

En primer lugar, observamos que la melatonina per se es capaz de mostrar
actividad citotoxica, pro-oxidante y pro-apoptotica en estas dos lineas celulares. En este
sentido, resultados previos de nuestro grupo de investigacion habian indicado también
un efecto pro-apoptético en diversos tipos celulares tales como células tumorales de
pancreas, de higado, de cancer de préstata y de leucemia (Bejarano y cols., 2009; 2010;
2011a; Uguz y cols., 2012), coincidiendo con resultados similares de otros grupos de

investigacion (Joo y Yoo, 2009; Fan y cols, 2010; Leja-Szpak y cols., 2010).
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En cuanto a la linea celular HeLa, en esta Tesis Doctoral hemos demostrado que
la indolamina es eficaz sobre la capacidad de diferentes agentes quimioterapéuticos para
disminuir la viabilidad de dichas células tumorales. A pesar haber probado cinco
agentes quimioterapéuticos, los resultados mas sorprendentes fueron los relacionados
con la estimulacién paralela de células HelLa con cisplatino y melatonina, mientras que
en las celulas HT-29 la melatonina mostr6 mayor eficacia potenciadora sobre la
actividad del 5-fluorouracilo, el cual es el agente quimioterapéutico mas efectivo y
ampliamente utilizado en el tratamiento del cancer colorectal. Por ejemplo, nuestros
resultados han indicado que la melatonina logra potenciar la activacion de la caspasa-3
inducida por cisplatino en células HelLa, siendo la estimulacion unas 40 veces mayor
que la actividad basal de la caspasa-3 (23 veces mas alta que la actividad de caspasa-3
activada por cisplatino solo). Por otro lado, la melatonina s6lo mostré efectos de
quimiosensibilizacion leves o moderados en células HeLa tratadas con doxorrubicina o
5-fluorouracilo, respectivamente; sin embargo, no fue capaz de sensibilizar
significativamente a las células HelLa a citarabina y etopdsido, dos agentes de
quimioterapia generalmente utilizados para el tratamiento de la leucemia. En este
sentido, estudios previos han demostrado que la melatonina refuerza el efecto de
doxorrubicina o puromicina en diversas lineas celulares tumorales, incluyendo células
de cancer de sarcoma de Ewing humano (Casado-Zapico y cols., 2010), lineas celulares
de hepatoma humano (Fan y cols., 2010), linea celular de leucemia humana HL-60 (Koh
y cols., 2011), asi como en la linea celular A-549 de cancer de pulmén humano (Fic y
cols., 2007). Consideramos que la eficacia de la melatonina en la sensibilizacion de las
células HelLa a 5-fluorouracilo o doxorrubicina debe ser analizado mas profundamente
ya que la indolamina tiende a aumentar, aunque sea solo ligeramente, las acciones
anticancerigenas de estos dos agentes de quimioterapia. Por tanto, tiempos de
exposicion mas largos (72 y 96 horas) serian probablemente necesarios para que la
melatonina quimiosensibilizara las células HeLa al 5-fluorouracilo o incluso
doxorrubicina. Los diferentes mecanismos genotdxicos involucrados en los efectos
perjudiciales de todos estos farmacos de quimioterapia pueden explicar el hecho de que
cisplatino, un agente de tipo alquilante que bloguea la replicacion y transcripcion del
ADN por induccion de aductos de ADN, fue méas eficaz que otros farmacos

guimioterapéuticos en combinacién con melatonina.
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En las células HT-29 de cancer colorrectal humano, pudimos comprobar que la
melatonina incrementaba fundamentalmente la capacidad citotdxica y pro-apoptoética al
5-fluorouracilo, y en menor medida al cisplatino. Estas diferencias pueden ser
explicadas en base a los diferentes mecanismos anti-cancer ejercidos por ambos agentes
quimioterapéuticos. Ademas, en relacion a los efectos de la melatonina sobre la
viabilidad tanto de las células HT-29 como de las HelLa, pudimos comprobar que este
efecto dependia, por lo menos en parte, de la activacion de los receptores citosolicos
MT3 de la melatonina, ya que el efecto inhibidor de la melatonina solo se revertia en
presencia de prazosin (un antagonista de los receptores MT3), mientras que no se
modificaba cuando se antagonizaban los receptores MT1/MT2 por la presencia de
luzindol o de 4-P-PDOT.

Por otro lado, en cuanto a los diversos tratamientos ensayados en la linea celular
HT-29, destacar que la melatonina incrementd la capacidad citotoxica del 5-
fluorouracilo, pero no sensibilizd de forma significativa a estas células tras los
tratamientos con cisplatino, ni modificé el arresto del ciclo celular inducida por
cisplatino. Estos hallazgos pueden explicarse sobre la base de los diferentes
mecanismos que impulsan los efectos anticancerigenos del cisplatino y del 5-
fluorouracilo. De hecho, el tratamiento con cisplatino gener6 principalmente acciones
oncostaticas representados como la parada de la fase S del ciclo celular, que condujo a
una reduccion de la proliferacion celular, mientras que 5-fluorouracilo de forma notable
desencaden0 apoptosis dependiente de especies reactivas de oxigeno lo cual a su vez dio
lugar a una significativa disminucion en la viabilidad celular. También vale la pena
destacar que, aungue hay cierto consenso de que la melatonina es capaz de aumentar la
eficacia de la quimioterapia (Kim y cols., 2012; Uguz y cols., 2012; Plaimee y cols.,
2015; Pariente y cols., 2016), algunos estudios previos también han encontrado
resultados contradictorios. De hecho, se ha descrito que la melatonina disminuye la
fragmentacion nuclear inducida por idarrubicina en celulas leucémicas K562 (Majsterek
y cols., 2005) y atenta las acciones anti-cancer de cisplatino en células HepG2 de
carcinoma de higado (Bennukul y cols., 2014). Otros estudios también han demostrado
que la combinacion de melatonina con agentes quimioterapéuticos como la citarabina y
el etopdsido no logra beneficios adicionales en el tratamiento contra el cancer

(Blytiikavci y cols., 2011; Pariente y cols., 2016). Aun asi, un numero sustancial de
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estudios proporciona pruebas de que la melatonina mitiga los efectos secundarios
producidos por los agentes quimioterapéuticos (Kilic y cols., 2013; Madhu y cols.,
2015; Demir y cols., 2015). En particular, se sugiere que la indolamina, que favorece la
proteccion contra la oxidacion mitocondrial (Espino y cols., 2011c), podria mejorar los
efectos secundarios debido a un incremento de los procesos oxidativos inducidos por la

quimioterapia (Kilic y cols., 2013; Madhu y cols., 2015; Demir y cols., 2015).

Por otra parte, la melatonina, ademas de su poderosa actividad antioxidante (Tan
y cols., 2007; Zhang y Zhang 2014), también muestra acciones protectoras contra la
quimioterapia, que puede ser debida, al menos en parte, a una reduccion de la
produccion de especies reactivas de oxigeno en células normales no tumorales (Reiter y
cols., 2002). Sin embargo, en los ultimos afios sorprendentes hallazgos han indicado que
la melatonina parece comportarse como molécula pro-oxidante en células tumorales
(Zhang y Zhang 2014; Bejarano y cols., 2010). En la presente Tesis Doctoral, hemos
presentado pruebas experimentales de que la melatonina estimula la produccion
intracelular de especies reactivas de oxigeno, y por lo tanto conduce a un estrés
oxidativo, en células HeLa de cancer cervical humano, determinados por incrementos
en la poblacion de células DCF + / caspasa 9 +. No obstante, algunos estudios han
sugerido que los endo-perdxidos derivados de la melatonina podrian ser las moléculas
responsables del efecto pro-oxidante observado por la melatonina (Medina-Navarro y
cols., 1999; Sanchez-Sanchez y cols., 2011). Otros autores también han indicado que la
melatonina disminuye los niveles de mMRNA de enzimas antioxidantes y los niveles
celulares de GSH en algunos tipos de tumores, lo que pueden ser facilmente relacionado
con el aumento de la produccidn de especies reactivas de oxigeno (Sanchez-Sanchez y
cols., 2011). Asimismo, se ha demostrado que la produccion de especies reactivas de
oxigeno mediada por melatonina esté relacionada con la activacion de NF-xB, lo que
indica que esta activacion podria estar implicada en el efecto pro-oxidante de la
melatonina (Cristofanon y cols.; 2009).

La produccion de especies reactivas de oxigeno inducida con melatonina
desencaden0 posteriormente apoptosis mitocondrial dependiente de caspasa-9 en células
HeLa, como muestra el aumento observado en la proporcion de células DCF + / caspasa
9 +. En este sentido, Osseni y colaboradores (Osseni y cols., 2000) demostraron que

habia un aumento en la produccidn de especies reactivas de oxigeno y una disminucion
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simultanea en la viabilidad de las células HepG2 tras 45 minutos de estimulacion con
melatonina (a concentraciones superiores a 100 pM). Ademas, Buyukavci y
colaboradores (2006) encontraron que la melatonina produjo una mejora en la
produccion de especies reactivas de oxigeno y asi como un incremento simultaneo de la
apoptosis en varias lineas de células de cancer hematoldgico. Curiosamente, resultados
de esta Tesis Doctoral indicaron que la melatonina potencié las acciones pro-
apoptoticas de 5-fluorouracilo y, especialmente, de cisplatino en células HelLa. De
hecho, cuando se compar6 con los tratamientos Unicamente con cisplatino, la
incubacion conjunta de cisplatino y melatonina rapidamente increment la activacion de
la caspasa-9 mediada por estrés oxidativo en células HelLa, ademas de incrementar
notablemente la actividad enzimatica de la caspasa-3, acelerando asi el inicio de la
apoptosis y conduciendo la fase apoptética de las células, segin lo determinado por
aumentos significativos en la relacion de células DCF + / caspasa 9 +. A pesar del hecho
de que algunos autores han afirmado que la melatonina puede modular la apoptosis
inducida por cisplatino o a través de la inactivacion de las sefiales de supervivencia
(Kim y cols., 2012) o bien a través de la regulacion de la autofagia y sistemas de
reparacion del ADN (Bennukul y cols., 2014), los mecanismos responsables de los
efectos potenciadores de la melatonina en la apoptosis mitocondrial mediada por
cisplatino aun permanecen por aclararse. Es importante destacar que esta claro que los
efectos citotoxicos de cisplatino no son una mera consecuencia de su actividad
genotoxica, sino que provienen de vias de sefializacion citoplasméatica que pueden
implicar: (i) la acumulacion de especies reactivas de oxigneo y 6xido nitrico, que no
solo agravan la genotoxicidad de cisplatino sino que también ejercen efectos citotoxicos
directos favoreciendo la apertura del llamado complejo de poros de permeabilidad
transitoria (PTPC); (ii) la transduccion de una sefial estimuladora de la permeabilidad de
la membrana externa mitocondrial (MME) a través del miembro de la familia Bcl-2 pro-
apoptotico Bakl, el canal anionico dependiente de la tension del componente PTPC 1
(VDAC1) y el homdlogo Bakl Bax; y (iii) la activacion de un grupo citoplasmatico de
p53 que es capaz de promover la permeabilidad de la membrana externa mitocondrial a
través de diversos mecanismos (Galluzzi y cols., 2014). En esta linea, se ha mostrado
anteriormente que la melatonina estimula la produccion intracelular de especies
reactivas de oxigeno y la posterior apertura del poro de permeabilidad trnasitoria,

induce activacion y reclutamiento en la membrana externa de la mitocondria de
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proteinas pro-apoptoticas tales como Bax, y mejora la funcion pro-apoptética de p53.
Estas evidencias experimentales apoyan el hecho de que tanto las sefiales pro-
apoptoticas de melatonina y cisplatino convergen a nivel mitocondrial, y por lo tanto, es

probable que las células entren en apoptosis mitocondrial mas rapidamente.

Por otra parte, no podemos descartar la posibilidad de que parte de los efectos
sinérgicos de la melatonina sobre la actividad de diferentes agentes quimioterdpicos
estén mediados por la estimulacion de los receptores de la melatonina. La melatonina
puede ejercer parte de sus acciones uniéndose a receptores especificos, tales como los
receptores de la membrana plasmatica acoplados a proteina G, como son los bien
caracterizados receptores MT1 y MT2; o aquellos que estan asociados a la enzima
citosolica quinona reductasa Il, que se han definido previamente como los receptores
MT3 (Slominski y cols., 2012). Ademas, la melatonina también posee alta afinidad de
unién para los receptores nucleares RORa / RZR, que actGan como activadores
transcripcionales (Wiesenbergy cols., 1998). Los resultados de esta Tesis Doctoral
demuestran por primera vez la evidencia experimental de la participacion de los
receptores MT3 de la melatonina en el efecto sinérgico que ejerce la melatonina sobre
las acciones citotoxicas y pro-apoptoticas inducidas por los agentes de quimioterapia
cisplatino y 5-fluorouracilo. De hecho, cuando los receptores MT1 y/o MT2 fueron
blogueados por la administracién de luzindol y 4-P-PDOT, no se observaron
modificaciones en los efectos potenciadores de la melatonina con los agentes
quimioterapéuticos cisplatino y 5-fluorouracilo, tanto sobre la actividad citotoxica como
sobre la actividad de la caspasa-3; mientras que sélo en presencia de prazosin (un
antagonista del receptor MT3 de la melatonina) las acciones sinérgicas de la melatonina
con los agentes quimioterapéuticos fueron claramente revertidas. Estos resultados se
confirmaron por los experimentos en presencia de agonistas de los receptores MT1 y
MT2, donde los efectos de los agentes quimioterapéuticos cisplatino y 5-fluorouracilo
no se modificaron cuando se estimularon los receptores MT1 y MT2 con 6-
cloromelatonina, o con un agonista especifico del subtipo de receptor MT2, como es el
8-M-PDOT. En conjunto, estos resultados indican claramente que los efectos
potenciadores que la melatonina ejerce sobre la actividad citotoxica y pro-apoptoética de
cisplatino y 5-fluorouracilo estan mediados por la activacion de los receptores MT3 de

melatonina, al menos en células HT-29 y Hel a.
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Finalmente, las acciones potenciadoras de la melatonina sobre la apoptosis
estimulada por cisplatino en células HeLa se confirmaron adicionalmente en esta Tesis
Doctoral, después de analizar las poblaciones de células apoptdticas a través de ensayos
de Anexina V / Pl y de la fragmentacion del ADN. De esta manera, la administracion
simultanea de cisplatino y melatonina, en comparacion con el tratamiento de cisplatino
solo, produjo una mejora sustancial en el nimero de células apoptéticas tempranas
(anexina + / PI-) y apoptoticas tardias (anexina + / Pl +), asi como una disminucion
simultanea en la proporcion de células vivas (anexina V - / Pl -). Ademads, nuestros
hallazgos indicaron que la melatonina mejoré claramente la fragmentacion del ADN
mediada por cisplatino, determinada cualitativamente mediante electroforesis en gel de
agarosa. En este sentido, estudios previos han verificado el efecto sinérgico de la
melatonina en la citotoxicidad y la apoptosis inducida por quimioterapia en células
AR42] de carcinoma pancreatico en ratas (Uguz y cols., 2012). De forma similar, otros
autores han mostrado recientemente el efecto sinérgico de la melatonina sobre la
apoptosis evocada por doxorrubicina en la linea de células de hepatoma humano HepG2
(Fany cols., 2010).

En resumen, los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral muestran evidencias
experimentales de que la melatonina in vitro aumenta significativamente la sensibilidad
de las células HelLa de cancer de cuello cérvico-uterino a cisplatino, mientras que en las
células HT-29 la melatonina las sensibiliza fundamentalmente frente al 5-fluorouracilo.
Este hecho parece estar relacionado con la capacidad de la indolamina para provocar
que las células Hela estimuladas por cisplatino ingresen rapidamente en una apoptosis
mitocondrial dependiente de especies reactivas de oxigeno, lo que a su vez da como
resultado aumentos en la proporcion de células apoptoéticas tardias y fragmentacion del
ADN. Hasta el momento, las acciones antitumorales sinérgicas de la melatonina siguen
siendo controvertidas y parecen depender tanto del agente quimioterapéutico utilizado
como del tejido de donde se derivan las células cancerosas. De hecho, se ha descrito que
la melatonina, en oposicién a lo que se espera, disminuye la fragmentacion nuclear
provocada por idarrubicina tanto en linfocitos sanos como en células leucémicas K562
(Majsterek y cols., 2005). Del mismo modo, se ha demostrado que la melatonina atenta
las acciones antitumorales de cisplatino en células HepG2 de carcinoma hepatico

humano a través de la modulacion del equilibrio de las proteinas apoptéticas (Bennukul
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y cols., 2014). Otros estudios también han indicado que la melatonina no interfiere con
el efecto citotdxico de agentes quimioterapéuticos tales como citarabina, daunorrubicina
y etoposido en diferentes lineas celulares leucémicas, incluyendo Jurkat, MOLT-4,
Daudi, HL-60, CMK y K562 (Xiang y cols., 2015). A pesar de esto, se ha demostrado
recientemente que la melatonina aumenta la citotoxicidad inducida por cisplatino en
diferentes celulas de cancer de ovario humano, tales como, SK-OV-3 (Kim y cols.,
2012), HTOA y OVCAR-3 (Futagami y cols., 2001), que consistentemente concuerda
con nuestros propios resultados en células HelLa de cancer cervical humano. Por lo
tanto, los hallazgos sobre el efecto de quimiosensibilizacidn in vitro de la melatonina en
canceres malignos del tracto genital femenino parecen ser bastante consistentes, lo que
sugiere que la indolamina podria ser potencialmente aplicada como agente coadyuvante
para mejorar el efecto oncostatico de la quimioterapia, particularmente de la terapia
basada en cisplatino. Dado que también se ha informado que la melatonina inhibe el
crecimiento tumoral y la progresion en modelos animales de cancer (Paroni y cols.,
2014), seria interesante realizar mas estudios in vivo para corroborar los resultados

obtenidos en esta Tesis Doctoral.
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De los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral en la que nos
propusimos estudiar los mecanismos implicados en las propiedades pro-apoptéticas de
la melatonina en células tumorales humanas HelLa (cérvico-uterino) y HT-29 (colon),
valorando la participacion de los receptores de la melatonina en dichos mecanismos, asi
como los posibles efectos de la indolamina como coadyuvante de la accion de agentes

quimioterapéuticos, podemos concluir que:

1. La melatonina in vitro aumenta notablemente la sensibilidad de las células de
cancer de cérvico-uterino HelLa al tratamiento con cisplatino. Este hecho
parece estar relacionado con la capacidad de la indolamina de inducir que las
células HeLa estimuladas con cisplatino ingresen répidamente en apoptosis
mitocondrial dependiente de especies reactivas del oxigeno, lo que a su vez se
traduce en aumentos en la proporcion de células apoptdticas tardias y
fragmentacion del ADN.

2. En células HT-29, derivadas de adenocarcinoma de colon humano, la
melatonina incrementd el efecto citotoxico y la apoptosis inducidos
fundamentalmente por el agente quimioterapéutico 5-fluorouracilo, ejerciendo
un efecto sinérgico sobre la produccion intracelular de especies reactivas de
oxigeno, asi como sobre la actividad de las caspasas 3 y 9.

3. Los efectos de la melatonina sobre la actividad citotdxica y pro-apoptotica de
cisplatino y 5-fluorouracilo en células HT-29 y HelLa parece depender de la
activacion de los receptores citosolicos MT3 de la indolamina.

4. Las acciones antitumorales sinérgicas de la melatonina con los agentes
quimioterapéuticos parecen depender tanto del agente utilizado como del tejido

de donde procedan las células tumorales ensayadas.
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Melatonin sensitizes human cervical cancer HelLa cells to cisplatin-
induced cytotoxicity and apoptosis: effects on oxidative stress and

DNA fragmentation

Abstract: Melatonin has antitumor activity via several mechanisms including
its antiproliferative and pro-apoptotic effects as well as its potent antioxidant
actions, although recent evidence has indicated that melatonin may perform
pro-oxidant actions in tumor cells. Therefore, melatonin may be useful in the
treatment of tumors in association with chemotherapy drugs. This study was
intended to evaluate the in vitro effect of melatonin on the cytotoxic and pro-
apoptotic actions of various chemotherapeutic agents in cervical cancer HeLa
cells. Herein, we found that both melatonin and three of the chemotherapeutic
drugs tested, namely cisplatin (CIS), 5-fluorouracil (5-FU), and doxorubicin,
induced a decrease in HeLa cell viability. Furthermore, melatonin significantly
increased the cytotoxic effect of such chemotherapeutic agents. Consistently,
costimulation of HeLa cells with any chemotherapeutic agent in the presence
of melatonin further increased caspase-3 activation, particularly in CIS- and
5-FU-challenged cells. Likewise, concomitant treatments with melatonin and
CIS significantly enhanced the ratio of cells entering mitochondrial apoptosis
due to reactive oxygen species (ROS) overproduction, substantially augmented
the population of apoptotic cells, and markedly enlarged DNA fragmentation
compared to the treatments with CIS alone. Nonetheless, melatonin only
displayed moderate chemosensitizing effects in 5-FU-stimulated HeLa cells, as
suggested by slight increments in the percentage of cells stimulated for ROS
production and in the proportion of early apoptotic cells compared to the
treatments with 5-FU alone. In summary, our findings provided evidence that
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cervical cancer treatment as a powerful synergistic agent.

Introduction

Cervical cancer is the second most common cause of
female-specific cancer after breast cancer accounting for
around 8% of both total cancer cases and total cancer
deaths in women. Currently, surgery, radiotherapy, and
cisplatin (CIS)-based chemotherapy are the primary meth-
ods for treating cervical cancer. Actually, neoadjuvant
chemotherapy reduces the gross tumor volume, extends
the 5-yr survival rate, decreases the recurrence rate, and
has thus attracted extensive attention for various studies
[1-3]. Nonetheless, drug resistance of tumor cells to
chemotherapy influences the clinical application and effi-
cacy of treatments and, therefore, developing targeted
treatment methods for reversing drug resistance is crucial
for successfully treating cervical cancer.

Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine) is a low
molecular weight indoleamine ubiquitously present in all
living organisms. In the human, as in other vertebrates,
melatonin is mainly synthesized in the pineal gland,
although many other cells have now been shown to

in vitro melatonin strongly enhances CIS-induced cytotoxicity and apoptosis
in HeLa cells and, hence, the indoleamine could be potentially applied to
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produce melatonin [4]. In the reproductive system, the
ovary and the placenta produce melatonin using the same
enzymatic machinery as that in the pineal gland [5].

Despite its simple chemical structure, melatonin is a
pleiotropic molecule with remarkable biological functions
from bacteria to mammals [6]. In fact, this indoleamine
governs biological rhythms [7], regulates reproduction [8§],
modulates the immune response [9, 10], and controls the
life/death balance of both tumor and normal cells [11-13],
the latter is mostly due to its ability to trigger apoptosis-
and survival-promoting mechanisms, respectively. More-
over, not only melatonin but also its secondary, tertiary,
and quaternary metabolites have proven to be powerful
antioxidants and free radical scavengers, a cascade reac-
tion that is referred to as melatonin’s antioxidant cascade
[14, 15].

So far, various studies have reported that melatonin
may be an excellent candidate as anticancer agent or for
combined therapy owing to its pro-oxidant, oncostatic,
and pro-apoptotic activities in tumor cells [16]. Indeed, it
has been previously described that treatment with the
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chemotherapeutic drug etoposide in combination with
melatonin resulted in increased elimination of leukemia
cells derived from a patient with acute myeloid leukemia
[17]. Preliminary clinical studies in patients with cancer
also demonstrated the benefits of melatonin in association
with cancer chemotherapeutic agents [18, 19]. Moreover, a
recent study has reported that melatonin acts as both a
tumor metabolic inhibitor and circadian-regulated kinase
inhibitor to promote the sensitivity of breast tumors to
doxorubicin (DOX) and drive tumor regression [20].
Therefore, melatonin may enhance the effectiveness of
chemotherapy in terms of both tumor regression rate and
survival time.

Few data are available on the effects of therapeutic syn-
ergy of chemotherapy agents together with melatonin on
human cervical cancer cells. Hence, the present study
investigated the in vitro effect of melatonin on chemother-
apy-induced cytotoxicity and apoptosis in human cervical
cancer HeLa cells. We found that the chemotherapy
agents CIS, 5-fluorouracil (5-FU), and DOX succeeded in
promoting cytotoxic and apoptosis-like actions toward
HeLa cells. Interestingly, melatonin proved to be effective
in enhancing the sensitivity of cervical cancer cells to all
three agents, and especially to CIS, most likely due to the
fact that the indoleamine triggers reactive oxygen species
(ROS)-mediated initiator caspases activation, thus rapidly
promoting apoptotic cell death and driving HeLa cells’
apoptotic stage forward.

Materials and methods
Reagents

HeLa cell line (ECACC No. 93021013) derived from
human epithelial cervix carcinoma was purchased from
The European Collection of Cell Cultures (ECACC)
(Dorset, UK). Fetal bovine serum (FBS) and penicillin/
streptomycin were acquired from HyClone (Aalst, Bel-
gium). L-Glutamine and Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) were obtained from Lonza (Basel,
Switzerland). Doxorubicin hydrochloride, S5-fluorouracil,
cisdiammineplatinum (II) dichloride (cisplatin), etoposide,
cytarabine  hydrochloride, melatonin, staurosporine,
N-acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-methylcoumarin
(AC-DEVD-AMC), nonidet-P-40 substitute (NP40), HEPES,
CHAPS, dithiothreitol (DTT), and 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) were bought
from Sigma—Aldrich (Madrid, Spain). Dichlorodihydrofluo-
rescein diacetate (DCFH-DA) was purchased from Life
Technologies (Madrid, Spain). Annexin V-FITC apoptosis
detection kit was acquired from eBioscience (Barcelona,
Spain). Caspase-9 staining kit (Red) was obtained from
Abnova (Barcelona, Spain). All other reagents were of
analytical grade.

Cell culture and treatment protocol

Human epitheloid cervix carcinoma (HeLa) cell line was
grown in DMEM supplemented with 2 mm L-glutamine,
I mm sodium pyruvate, 10% heat-inactivated FBS,
100 U/mL penicillin, and 10 pg/mL streptomycin. Cells
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were cultured under a humidified atmosphere containing
95% air and 5% CO, at 37°C. Cells were routinely plated
into 12-well plates, unless otherwise indicated, at a density
of 0.1 x 10° cells/mL, and the viability was >95% in all
experiments as assayed by the trypan blue exclusion
method.

Cells were treated with 20 um cisplatin (CIS), 1 mm 5-
fluorouracil (5-FU), 20 um DOX, 10 um cytarabine or
10 pum etoposide, or the vehicle, in the absence or presence
of 1 mm melatonin for 24 hr. Ethanol was used as a vehi-
cle and the final ethanol concentration did not exceeded
0.1% (v/v). These particular concentrations of drugs were
selected because they were previously reported to be effec-
tive in inducing cell death [11, 21-23].

Cell viability assay

Cell viability was evaluated using the MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)
assay, which is based on the ability of viable cells to
convert a water-soluble, yellow tetrazolium salt into a
water-insoluble, purple formazan product. The enzymatic
reduction of the tetrazolium salt happens only in living,
metabolically active cells, but not in dead cells. Cells were
seeded in 12-well plates at a density of 0.1 x 10° cells per
well, and subsequently, exposed to the appropriate treat-
ment at 37°C. After the treatments, the medium was
removed and MTT was added into each well, and then
incubated for 60 min at 37°C, as previously described [24].
The supernatant was discarded, and DMSO was added to
dissolve the formazan crystals. Treatments were carried
out in triplicate. Optical density was measured in an auto-
matic microplate reader (Infinite M200, Tecan Austria
GmbH, Groedig, Austria) at a test wavelength of 490 nm
and a reference wavelength of 650 nm to nullify the effect
of cell debris. Data are presented as percentage above con-
trol (untreated samples).

Assay for caspase-3 activity

To determine caspase-3 activity, stimulated or resting cells
(1.2 x 10° cells/mL) were sonicated and cell lysates were
incubated with 2 mL of substrate solution (20 mm HEPES,
pH 7.4, 2 mm EDTA, 0.1% CHAPS, 5 mm DTT, and
8.25 um caspase-3 substrate) for 1 hr at 37°C as previously
described [25]. The activity of caspase-3 was calculated
from the cleavage of the specific fluorogenic substrate
(AC-DEVD-AMC). Substrate cleavage was measured with
an automatic microplate reader (Infinite M200) with exci-
tation wavelength of 360 nm and emission at 460 nm. Pre-
liminary experiments reported that caspase-3 substrate
cleaving was not detected in the presence of the inhibitor
of caspase-3, DEVD-CMK. Data were calculated as fluo-
rescence units/mg protein and presented as fold increase
over the pretreatment level (experimental/control).

Detection of ROS production and caspase-9
activation in double-stained HeLa cells

On the one hand, caspase-9 activation was determined
using a caspase-9 staining kit (Red). This assay utilizes a



caspase-9 inhibitor, LEHD-FMK, conjugated to sulforho-
damine (Red-LEHD-FMK) as the fluorescent marker.
Red-LEHD-FMK is cell permeable, nontoxic, and irre-
versibly binds to activated caspase-9 in apoptotic cells. On
the other hand, DCFH-DA 1is a nonfluorescent dye that
easily penetrates cell membrane. Once inside the cell, ROS
production was analyzed using the probe DCFH-DA,
which becomes fluorescent upon oxidation to yield dichlo-
rofluorescein (DCF), fluorescence thus being proportional
to ROS generation.

Briefly, stimulated or resting cells were harvested by
trypsinization (1.2 x 10° cells/mL), washed twice with
PBS, and centrifuged at 500 g for 5 min; then, the super-
natant was discarded, and the pellet was resuspended in
400 uL. of PBS containing 0.5 uL. of caspase-9 substrate
(Red-LEHD-FMK) and 0.4 um DCFH (stock = 20 mwm).
Cells were incubated for 30 min at 37°C while the tubes
were shaking in the darkness. Then, cells were washed
twice, resuspended in 500 uL of PBS, and immediately
analyzed by flow cytometry (MACSQuant VYB; Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). Ten thousand
events were analyzed using the FL-1 (green; DCF) and
FL-3 (red; Red-LEHD-FMK) detectors. Each sample was
tested from three to five times in independent experiments.
Under all conditions tested, the percentages of DCF " /cas-
pase-9~ (cells stimulated for ROS production), DCF* /cas-
pase-9 " (cells entering mitochondrial apoptosis due to
ROS overproduction), and DCF ™~ /caspase-9 " cells (early
apoptotic cells) were mainly compared.

Determination of apoptosis

Induction of apoptosis was determined using an annexin
V-FITC apoptosis detection kit, according to the manu-
facturer’s instructions. Briefly, stimulated or resting cells
were harvested by trypsinization (1.2 x 10° cells/mL),
washed twice with phosphate-buffered saline (PBS), and
centrifuged at 500 g for 5 min; then, the supernatant was
discarded, and the pellet was resuspended in 200 uL bind-
ing buffer containing 5 uL of annexin V-FITC. Cells were
incubated for 10 min at room temperature, washed twice,
and finally resuspended in 200 uL binding buffer contain-
ing 10 uL of propidium iodide (PI). The cells were imme-
diately analyzed after incubation with the probes by flow
cytometry (Cytomics FCS500; Beckman Coulter, Viena,
Austria). Ten thousand events were analyzed using the
FL-1 (green; annexin V-FITC) and FL-3 (red; PI) detec-
tors. Each sample was tested from three to five times in
independent experiments. Under all conditions tested, the
percentages of annexin™/PI~ (early apoptotic) and
annexin " /PI" cells (late apoptotic) were mainly compared
[26].

Detection of DNA fragmentation

Formation of DNA fragments of oligonucleosomal size
(180-200 bp) is a hallmark of apoptosis in many cell types.
DNA fragmentation was qualitatively analyzed by agarose
gel electrophoresis. Briefly, stimulated or resting cells were
harvested by trypsinization (about 3 x 10° cells), washed
twice with PBS, and centrifuged at 500 g for 5 min.

Melatonin and cisplatin in cervical cancer

Subsequently, cells were resuspended in 10 mm EDTA,
0.25% Triton X-100, 2.5 mm Tris-HCl (pH = 8.0) and
incubated at 4°C for 15 min while the tubes were shaking.
Cells were spun down at 14,000 g for 1 hr at 4°C, and the
supernatant was then transferred into 1 mL of ice-cold
70% ethanol and stored at —80°C for 3 hr. Next, samples
were thawed and centrifuged at 14,000 g for 45 min at
4°C. The ethanol was then thoroughly removed, and the
pellet was left to dry at 37°C and finally resuspended in
200 uL of Tris-EDTA (10 mm Tris—=HCI, 1 mm EDTA,
pH = 8.0). Samples were subsequently incubated with
0.1 mg/mL of RNAse A for 30 min at 37°C and then
exposed to 0.25 mg/mL of proteinase K for 2 hr at 37°C.
Finally, samples were mixed with loading buffer (0.25%
bromophenol blue, 30% glycerol; v/v) and loaded on a
1.5% agarose gel. The gel was run at 4 V/em for about
4 hr, and the DNA was detected by ethidium bromide
under UV light (GelDoc; Bio-Rad, Madrid, Spain).

Statistical analysis

Data are presented as mean + standard error of mean
(S.E.M) for each group. To compare the different treat-
ments, statistical significance was calculated by one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by post hoc
Tukey test. P < 0.05 was considered to indicate a statisti-
cally significant difference.

Results

Fig. 1 shows the viability of human cervix carcinoma
HeLa cells challenged with several chemotherapy agents in
the absence and presence of melatonin. Stimulation of
HeLa cells with 1 mm melatonin alone for 24 hr resulted
in slight reduction in cell viability. Moreover, remarkably
significant (P < 0.05) decreases in cell viability were
observed upon stimulation of HeLa cells with 20 um CIS,
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Fig. 1. Melatonin improves chemotherapy-stimulated cytotoxicity
in HeLa cells. Cells were treated with 20 um cisplatin (CIS), I mm
S-fluorouracil (5-FU), 20 um doxorubicin (DOX), 10 um cytara-
bine (CYT) or 10 um etoposide (ETO), or the vehicle (control), in
the absence or presence of 1 mm melatonin (Mel) for 24 hr. Cell
viability was evaluated by means of the MTT assay. Values are
presented as means = S.E.M of six independent experiments and
expressed as percentage of control values (untreated samples).
#P < 0.05 compared to control values. “P < 0.05 compared to
their corresponding value in the absence of melatonin.
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lmm 5-FU, and 20um DOX (51.8 + 4.23%,
78.5 + 5.03% and 73.0 + 3.96%, respectively) for 24 hr,
whereas treatments with 10 um cytarabine or 10 um etopo-
side produced negligible effects on cell viability. Likewise,
parallel assays were carried out to examine the putative
potentiating effect of melatonin on chemotherapy-induced
cytotoxicity. Thus, when HeLa cells were incubated with
the chemotherapy agents for 24 hr in the presence of
I mm melatonin, the indoleamine managed to further
lower the cell viability of chemotherapy-challenged HeLa
cells, this effect being statistically significant (P < 0.05) for
CIS- (29.0 + 5.26%), 5-FU- (68.3 + 5.10%), and DOX-
treated cells (57.9 + 3.92%), and nonsignificant for
cytarabine- (85.6 £ 6.97%) and etoposide-exposed cells
(82.5 4+ 8.23%).

To examine whether the cell viability drop evoked by
chemotherapy agents was linked to apoptotic cell death,
we analyzed caspase-3 (a key downstream effector of apop-
tosis) activation in both treated and resting (control) cells.
For this purpose, cells were only incubated with those
chemotherapy agents that proved to be cytotoxic toward
HelLa cell line, that is, CIS, 5-FU, and DOX. Treatment of
cells with 1 mm melatonin alone for 24 hr gave rise to clear
increase in caspase-3 activity (4.08 £ 0.56; P < 0.05;
Fig. 2). Additionally, treatments with 20 um CIS, 1 mm 5-
FU, and 1 um DOX for 24 hr also noticeably (P < 0.05)
enhanced caspase-3 activity (23.4 + 3.25-, 5.82 4+ 0.67-,
and 12.12 £+ 4.21-fold increase, respectively; Fig. 2). It is
worth mentioning that CIS was the most effective
chemotherapy agent in terms of caspase-3 activation, the
stimulation being 23-fold higher than caspase basal activ-
ity. Importantly, melatonin was able to enlarge chemother-
apy-evoked caspase-3 activation. In fact, treatment of
HeLa cells with 20 um CIS or 1 mm 5-FU in the presence
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Fig. 2. Chemotherapy-mediated caspase-3 activation is enhanced
by melatonin in HeLa cells. Cells were treated with 20 um cis-
platin (CIS), 1 mm S-fluorouracil (5-FU), or 20 um doxorubicin
(DOX), or the vehicle (control), in the absence or presence of
1 mMm melatonin (Mel) for 24 hr. Caspase-3 activity was estimated
as described under Material and Methods. Values are presented as
means + S.E.M of eleven independent experiments and expressed
as fold increase over the pretreatment level (experimental/control).
*P < 0.05 compared to control values. *P < 0.05 compared to
their corresponding value in the absence of melatonin.
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of 1 mMm melatonin for 24 hr markedly (P < 0.05) triggered
caspase-3 activation (42.6 + 4.58- and 9.89 + 1.36-fold
increase, respectively), compared to the treatments with
each chemotherapy agent alone. Nonetheless, melatonin
together with DOX only produced a mild, nonsignificant
rise (17.7 + 4.16) in caspase-3 activity compared to DOX-
treated HeLa cells (Fig. 2).

Given that intracellular ROS overproduction is usually
linked to apoptotic cell death and caspase-9 is an initiator
caspase involved in the initial steps of mitochondrial apop-
tosis, we determined both intracellular ROS generation
and caspase-9 activation in double-stained (DCF and
Red-LEHD-FMK) HeLa cells by flow cytometry. To this
end, cells were only challenged with those chemotherapy
agents displaying a putative synergism with melatonin
according to the findings on caspase-3 activation, that is,
CIS and 5-FU. Fig. 3A depicts representative cytograms
for each treatment assayed. When HelLa cells were chal-
lenged with 1 mm melatonin alone, the percentage of
DCF ™ /caspase-9~  (intact) cells fell dramatically
(35.4 £ 6.8%; P <0.05), while the proportion of cells
stimulated for ROS production (DCF " /caspase-9~;
28.3 + 4.73%) as well as the amount of cells entering
mitochondrial apoptosis due to ROS overproduction
(DCF " Jcaspase-9 "; 29.5 & 3.27%) considerably raised
(P < 0.05; Fig. 3B). In relation to CIS, treatments with
20 um CIS for 24 hr induced a noticeable (P < 0.05)
enhancement in the proportion of cells entering mitochon-
drial  apoptosis due to ROS  overproduction
(45.5 £+ 5.09%) at the expense of the percentage of intact
cells, which was largely reduced (30.5 + 7.07%; P < 0.05;
Fig. 3B, left panel). Interestingly, the pro-oxidant and
pro-apoptotic effects of CIS were potentiated when 20 um
CIS and 1 mm melatonin were concomitantly administered
for 24 hr. Actually, the number of early apoptotic cells
(DCF Jcaspase-9 ") was significantly (P < 0.05) improved
compared to CIS-treated HeLa cells (40.5 £ 4.76%;
Fig. 3B, left panel). These findings suggested that mela-
tonin gave a boost to CIS-stimulated cells, thereby allow-
ing them to enter mitochondrial apoptosis faster and
driving their apoptotic stage forward. As for 5-FU, stimu-
lation of HeLa cells with 1 mm 5-FU for 24 hr signifi-
cantly (P < 0.05) increased the percentage of cells entering
mitochondrial apoptosis due to ROS overproduction
(45.8 £+ 6.39%) at the expense of the amount of intact
cells (27.3 4+ 2.68%; Fig. 3B, right panel). Likewise, the
apoptotic actions of 5-FU were only moderately strength-
ened in the presence of melatonin, which was indicated by
a further nonsignificant reduction in the proportion of
intact cells (20.8 + 6.36%; Fig. 3B, right panel).

To evaluate cells’ apoptotic stage following stimulation
with CIS or 5-FU in the absence and the presence of mela-
tonin, we analyzed the redistribution of phosphatidylserine
(PS) in the presence of PI. Fig. 4A portrays representative
cytograms for each treatment assayed. Stimulation of
HeLa cells with 1 mm melatonin alone for 24 hr produced
a slight diminution in the percentage of alive cells (an-
nexin~ /PI7; 80.3 4+ 4.19%), doubled the proportion of
early apoptotic cells (annexin*/PI7; 9.75 + 2.06%), and
greatly (P < 0.05) improved the amount of late apoptotic
cells (annexin ™ /PT"; 9.38 + 1.84%; Fig. 4B). Treatments
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Fig. 3. Potentiating effect of melatonin on ROS production and caspase-9 activation induced by chemotherapy agents.
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HeLa cells were
or the vehicle (control), in the absence or presence of 1 mm melatonin

(Mel) for 24 hr. ROS production and caspase-9 activation were analyzed in double-stained cells (DCF and Red-LEHD-FMK) by flow
cytometry, as described under Material and Methods. (A) Representative cytograms displaying cells stimulated for ROS production
(DCF " Jcaspase-97), cells entering mitochondrial apoptosis due to ROS overproduction (DCF " /caspase-9 "), and early apoptotic cells
(DCF~Jcaspase-9 ™" cells) after 24 hr of treatment with the indicated combination of drugs. (B) Histograms showing percentages of each
cell population. Values are presented as means + S.E.M of four independent experiments. *P < 0.05 compared to control values.
#P < 0.05 compared to their corresponding value in the absence of melatonin.

with 20 pm CIS for 24 hr caused a significant (P < 0.05)
increment in the percentage of early apoptotic
(40.0 £+ 2.65%) and late apoptotic cells (13.34 + 3.47%)
at the expense of the amount of alive cells, which was
remarkably decreased (39.3 4+ 3.71%; P < 0.05; Fig. 4B,
left panel). Of note, simultaneous administration of 20 um
CIS and 1 mm melatonin for 24 hr brought about a fur-

ther augmentation (P < 0,05) in the number of early apop-
totic (474 £ 1.10%) and late apoptotic  cells
(26.3 £+ 4.08%) as well as a concomitant decrement in the
proportion of alive cells (17.3 4+ 8.16%; Fig. 4B, left
panel). These results are in agreement with our previous
findings on intracellular ROS generation and caspase-9
activation, that is, melatonin somehow accelerated
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CIS-induced apoptosis. As far as 5-FU is concerned, stim-
ulation of HeLa cells with 1 mm 5-FU for 24 hr signifi-
cantly (P <0.05) modified the percentage of alive
(77.0 £ 4.01%) and early apoptotic cells (15.0 + 2.80%;
Fig. 4B, right panel). Also, it was observed that 5-FU was
able to slightly improve the proportion of late apoptotic
cells (4.91 £ 0.66%). Moreover, concomitant stimulation
of HeLa cells with 1 mm 5-FU and 1 mm melatonin for
24 hr slightly enhanced the killing ability of 5-FU
(Fig. 4B, right panel).

To further confirm the potentiating effects of melatonin
on CIS-mediated apoptosis in HeLa cells, DNA fragmen-
tation was qualitatively analyzed by agarose gel elec-
trophoresis. Given that staurosporine is a well-known
apoptosis-inducing agent, cells were stimulated with 1 ug/
mL staurosporine for 12 hr as positive control. As shown
in Fig. 5, staurosporine (lane 7) generated a marked pat-
tern of DNA fragmentation, while melatonin alone (lane
2) was unable to induce DNA degradation. In the same
way, treatment with 20 um CIS for 24 hr (lane 3) clearly
caused DNA fragmentation, which was noticeably
enhanced by the costimulation of HeLa cells with 1 mm
melatonin (lane 4). Finally, treatment with 1 mm 5-FU for
24 hr did not produce appreciable DNA damage neither
in the absence nor in the presence of melatonin, thereby
suggesting that this chemotherapy agent may need longer
exposure time to be effective against HeLa cells.

Discussion

Apoptosis or programmed cell death is a fundamental
physiological process that plays a major role in tissue
homeostasis, organ development, and elimination of defec-
tive or potentially dangerous cells [27, 28]. However, any
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Fig. 5. Melatonin enhances cisplatin-evoked DNA fragmentation.
HeLa cells were treated with 20 um cisplatin (CIS) or 1 mm 5-
fluorouracil (5-FU), or the vehicle (control), in the absence or
presence of 1 mm melatonin (Mel) for 24 hr. Stimulation with
1 ug/mL staurosporine for 12 hr was used as a positive control.
DNA fragmentation was evaluated as described under Material
and methods. (@) empty lane, (*) molecular weight marker (PCR
100 bp low ladder), (1) control, (2) melatonin, (3) cisplatin, (4)
cisplatin + melatonin, (5) 5-fluorouracil, (6) 5-fluorouracil + mela-
tonin, and (7) staurosporine.

Melatonin and cisplatin in cervical cancer

defect in the control of apoptosis may lead to pathological
conditions such as cancer when proliferation is increased,
that is, when the rate of apoptosis is downregulated, while
it may cause neurodegenerative and autoimmune diseases
when the rate of cell death is upregulated [29]. As for
melatonin, it is a multitasking molecule that employs a
variety of mechanisms to modulate the physiology and
molecular biology of cells [30]. Nonetheless, in the last few
years, melatonin has attracted much attention due to its
influence on the apoptotic process. The precise mechanism
whereby melatonin regulates apoptosis still remains
unknown, although it has been described that the indolea-
mine possesses both pro- and anti-apoptotic actions
depending on cell type [31].

Herein, we investigated the putative potentiating effect
of melatonin on chemotherapy-induced cytotoxicity and
apoptosis in human cervical cancer HelLa cells. Thus, we
reported that melatonin per se is able to display cytotoxic,
pro-oxidant, and pro-apoptotic actions toward HeLa cells.
Most importantly, the indoleamine proved to be effective
in improving the tumor Kkilling abilities of different
chemotherapy agents. In spite of the fact that we tested
five chemotherapy agents in the present work, the most
striking results were those related to the parallel stimula-
tion of HeLa cells with CIS and melatonin, as implied
above. For instance, we observed that the indoleamine
managed to further enhance CIS-induced caspase-3 activa-
tion, the stimulation being 42-fold higher than caspase
basal activity (20-fold higher than CIS-triggered caspase-3
activity). Apart from this, melatonin only displayed mild
or moderate chemosensitizing effects in DOX- or 5-FU-
challenged HeLa cells, respectively; however, it was unable
to significantly sensitize HeLa cells to cytarabine and eto-
poside, two chemotherapy agents generally used for leuke-
mia management. In this sense, previous studies have
proved that melatonin strengthens the effect of DOX or
puromycin in various tumor cell lines, including human
Ewing sarcoma cancer cells [32], human hepatoma cell
lines [33], human leukemia cell line HL-60 [34], as well as
human lung cancer cell line A-549 [35]. To our mind, the
effectiveness of melatonin in sensitizing HeLa cells to
5-FU or DOX needs to be thoroughly tested because the
indoleamine clearly tends to potentiate the anticancer
actions of these two chemotherapy agents. Thus, longer
exposure times (48, 72, and 96 hr) would be most likely
required for melatonin to chemosensitize HelLa cells
toward 5-FU or even DOX. The different genotoxic mech-
anisms involved in the detrimental effects of all these
chemotherapy drugs may account for the fact that CIS, an
alkylating-like agent that blocks DNA replication and
transcription by inducing DNA adducts, was more effec-
tive than other chemotherapeutic drugs in combination
with melatonin.

Melatonin, as a powerful antioxidant [14, 15], displays
protective actions against chemotherapy which may be
due, at least in part, to a reduction in the overproduction
of ROS in healthy cells [16]. Nevertheless, stunning find-
ings have recently indicated that melatonin may behave as
pro-oxidant molecule in tumor cells [15, 24]. In the current
study, we have provided evidence that melatonin stimu-
lates intracellular ROS overproduction, and hence oxida-
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tive stress, in cervical cancer HeLa cells, as ascertained by
increments in the population of DCF " /caspase-9~ cells.
As yet, the premises determining the pro-oxidant effects of
melatonin in cellular systems as well as the underlying
mechanisms of action still remain elusive. Nevertheless,
some studies have suggested melatonin-derived endoperox-
ides to be responsible molecules for the observed pro-oxi-
dant effect of melatonin [36, 37]. Other authors have also
reported that melatonin decreases antioxidant mRNA and
cellular GSH levels in some tumor types, which can be
easily related to the increased ROS production [37]. Like-
wise, it has been shown that melatonin-mediated ROS
production is concomitant to NF-xB activation, thus indi-
cating that this activation might be involved in the pro-
oxidant effect of melatonin [38].

Melatonin-evoked ROS production subsequently trig-
gered caspase-9-dependent mitochondrial apoptosis in
HeLa cells, as shown by rises in the proportion of
DCF " Jcaspase-9 " cells. In this line, Osseni and cowork-
ers [39] demonstrated that there was an increase in ROS
production and a simultaneous decrease in the viability of
HepG?2 cells as early as 45 min after melatonin stimula-
tion (above 100 um concentrations). Moreover, Buyukavci
and colleagues [40] found that melatonin produced an
enhancement in ROS production and a concomitant pro-
motion of apoptosis in several hematologic cancer cell
lines. Interestingly, melatonin potentiated the pro-apopto-
tic abilities of 5-FU and, especially, of CIS. In fact, when
compared to CIS alone, concomitant stimulation with
CIS and melatonin rapidly promoted oxidative burst-
mediated activation of caspase-9 in Hela cells, thus
boosting the onset of apoptosis and driving cells’ apop-
totic stage forward, as determined by meaningful augmen-
tations in the ratio of DCF*/caspase-9 ™ cells. Despite
the fact that some authors have claimed that melatonin
may modulate CIS-induced apoptosis through either the
inactivation of pro-survival signals [41] or the regulation
of autophagy and DNA repair systems [42], the mecha-
nisms responsible for melatonin’s potentiating effects on
CIS-triggered mitochondrial apoptosis remain to be deci-
phered. Importantly, it is now clear that the cytotoxic
effects of CIS do not represent a mere consequence of its
genotoxic activity, but originate from cytoplasmic signal-
ing pathways that may involve (i) the accumulation of
ROS and nitric oxide, which not only exacerbate CIS
genotoxicity but also exert direct cytotoxic effects by
favoring the opening of the so-called permeability transi-
tion pore complex (PTPC); (ii) the transduction of a
mitochondrial outer membrane permeability (MOMP)-sti-
mulatory signal via the pro-apoptotic Bcl-2 family mem-
ber Bakl, the PTPC component voltage-dependent anion
channel 1 (VDACI1) and the Bakl homolog Bax; and (iii)
the activation of a cytoplasmic pool of p53 that is capable
of promoting MOMP via various mechanisms (for review,
see [43]). In this line, melatonin has been previously
reported to stimulate intracellular ROS production and
subsequent PTPC opening, induce activation and recruit-
ment into MOM of pro-apoptotic proteins such as Bax,
and enhance p53 pro-apoptotic function [44]. This
evidence supports the notion that both melatonin and
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CIS pro-apoptotic signals converge at the mitochondria
level, thus likely allowing cells to enter mitochondrial
apoptosis faster.

Finally, the potentiating actions of melatonin on CIS-
stimulated apoptosis in HeLa cells were further confirmed
after analyzing the populations of apoptotic cells via
annexin V/PI and DNA laddering assays. In this way,
when compared to CIS alone, simultaneous administration
of CIS and melatonin brought about a substantial
improvement in the number of early apoptotic (annexin™/
PI") and late apoptotic cells (annexin ™ /PI") as well as a
concomitant decrement in the proportion of alive cells (an-
nexin V™ /PI7). Moreover, our findings indicated that the
indoleamine distinctly enhanced CIS-mediated DNA frag-
mentation, as qualitatively measured by agarose gel elec-
trophoresis. In this regard, previous studies have verified
the synergistic effect of melatonin on chemotherapy-
induced cytotoxicity and apoptosis in rat pancreatic carci-
noma AR42J cells [21]. Similarly, other authors have
recently highlighted the synergistic effect of melatonin on
DOX-evoked apoptosis in the human hepatoma cell line
HepG2 [33].

To sum up, our findings provided evidence that
in vitro melatonin strongly enhanced the sensitivity of
cervical cancer cells to CIS. This fact seems to be linked
to the ability of the indoleamine to make CIS-challenged
HeLa cells rapidly enter ROS-dependent mitochondrial
apoptosis which, in turn, resulted in rises in the ratio of
late apoptotic cells and DNA fragmentation. So far, syn-
ergistic antitumor actions of melatonin are still contro-
versial and seem to be dependent on the chemotherapy
agent used and the tissue where cancer cells were derived
from. In fact, it has been described that melatonin, in
opposition to what is expected, lessens idarubicin-elicited
nuclear fragmentation in both healthy lymphocytes and
leukemic K562 cells [45]. Likewise, melatonin has been
proven to attenuate antitumor actions of CIS in human
liver carcinoma HepG2 cells via the modulation of the
balance of apoptotic proteins [42]. Other studies have
also indicated that melatonin does not interfere with the
cytotoxic effect of chemotherapy agents such as cytara-
bine, daunorubicin, and etoposide in different leukemia
cell lines, including Jurkat, MOLT-4, Daudi, HL-60,
CMK, and K562 [20]. Despite this, it has been recently
demonstrated that melatonin enhances cisplatin-induced
cytotoxicity in different human ovarian cancer cells,
namely SK-OV-3 [41], HTOA, and OVCAR-3 [46],
which consistently agrees with our own results in human
cervical cancer HeLa cells. Therefore, findings on the
in vitro chemosensitizing effect of melatonin in female
genital tract malignancies seem to be pretty consistent,
thereby suggesting that the indoleamine could be poten-
tially applied as coadjuvant agent to improve the
curative effect of chemotherapy, particularly of platinum-
based therapy, on tumors affecting the female reproduc-
tive system. Given that melatonin has been also reported
to inhibit tumor growth and progression in animal
models of cancer [47], it would be thus interesting to per-
form further in vivo studies so as to corroborate the
results obtained in the present research.
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