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RESUMEN

La melatonina es una hormona secretada, principalmente, por la glandula pineal y su
precursor es el aminoacido triptéfano. Su secrecidon sigue un ritmo circadiano,
incrementando su produccion durante las horas de oscuridad y disminuyendo cuando
hay luz. Fue descubierta en 1958 y ejerce una gran diversidad de funciones, como
regular el sistema inmune y los ritmos circadianos, proteger las células frente al estrés

oxidativo y nitrosativo, capacidad anti-apoptética, etc.

La muerte celular interviene en la renovaciéon de las células en los organismos
multicelulares. Existen dos tipos de muerte celular, una que se denomina muerte no
programada o necrosis y otra conocida como muerte celular programada. Dentro de este
ultimo tipo se encuentra la apoptosis, que puede comenzar por la via intrinseca o por la
via extrinseca. En ambos caminos intervienen las proteinas de la familia Bcl-2 y las
enzimas caspasas, que van a degradar los cromosomas, las proteinas nucleares y del
citoesqueleto para que los fagocitos eliminen los cuerpos apoptéticos que se han

formado.

El objetivo principal del presente estudio es hacer una extensa y actualizada revision
bibliografica cientifica de la relacidon que existe entre la melatonina con la apoptosis. Se
ha visto en diversos estudios que esta hormona es capaz de sensibilizar las células
cancerigenas a la apoptosis mediada por la quimio y radioterapia, al mismo tiempo que
protege a las células sanas de estos tratamientos. También se ha utilizado en
infecciones virales para evitar la apoptosis e incrementar la supervivencia del animal, o

en enfermedades degenerativas como el Alzheimer y la osteoartritis.

Palabras clave: Melatonina, Apoptosis, Muerte celular
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ABSTRACT

Melatonin is a hormone secreted, mainly, by the pineal gland and its precursor is the
amino acid tryptophan. Its secretion follows a circadian rhythm, increasing its production
during the darkness and decreasing when there is light. It was discovered in 1958 and
performs a great diversity of functions, such as regulating the immune system and
circadian rhythms, protecting cells against oxidative and nitrosative stress, anti-apoptotic

capacity, etc.

Cell death is involved in cell renewal in multicellular organism. There are two types of
cell death, one that is called unprogrammed death or necrosis and another called
programmed cell death. Within this last type is apoptosis, that it can begin by the intrinsic
pathway or through the extrinsic pathway. In both paths, the proteins of the Bcl-2 family
and caspase enzymes are involved, which will favor the degradation of chromosomes,
nuclear proteins and the cytoskeleton so the phagocytes eliminate the apoptotic bodies

that have been formed.

The main objective of the present study is to make an extensive and updated scientific
literature review of the relationship between melatonin and apoptosis. It has been seen
in various studies that this hormone is able to sensitize cancer cells to apoptosis
mediated by chemo and radiotherapy, while protecting healthy cells from these
treatments. It has also been used in viral infections to prevent apoptosis and increase
animal survival, or in degenerative diseases such as Alzheimer's disease and

osteoarthritis.

Keywords: Melatonin, Apoptosis, Cell death
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La melatonina es una hormona secretada durante la noche por la glandula pineal con
numerosas actividades bilégicas. Ademas de intervenir en la regulacion de los ritmos
circadianos o en el estado de animo, investigaciones epidemiolégicas han descubierto
efectos apoptéticos, angiogénicos, oncostaticos, antiproliferativos tanto in vitro como in
vivo, reduciendo la invasividad de diferentes tipos de cancer. Al mismo tiempo, es capaz
de reducir la resistencia a los medicamentos anticancerigenos y los efectos secundarios
provocados por los tratamientos de quimioterapia y radioterapia (Bhattacharya et al.,
2019; Talib et al., 2021; Targhazeh et al., 2022). También se ha se ha visto que en
determinadas alteraciones en las que se produce la apoptosis de las células, como en
procesos virales (Montiel et al., 2015; Ouyang et al., 2019), en enfermedades
degenerativas (Hossain et al., 2021), en la toxicidad provocada por diversos compuestos
(Fernandez et al., 2015; Sharma et al., 2014) o en el estrés por calor en los
espermatozoides (Bejarano et al., 2014), la melatonina tiene efectos anti-apoptéticos

sobre este tipo de muerte celular.

El presente Trabajo Fin de Master se centra en realizar una revision bibliografica
actualizada que nos permita ampliar los conocimientos sobre la melatonina y sus efectos
sobre la muerte celular. Su capacidad de eliminar las ROS, de incrementar o reducir las
proteinas pro-apoptoéticas y anti-apoptéticas o de aumentar la expresion de receptores
de muerte celular la hacen una posible herramienta para ser utilizada en determinados

tratamientos.

Por tanto, teniendo en cuenta todo esto, los objetivos que se plantean en este estudio

son los siguientes:

1. Realizar una extensa y actualizada revision bibliografica acerca de la

melatonina y sus efectos sobre la apoptosis.

2. Analizar los efectos anti-apoptéticos y pro-apoptéticos que ejerce esta

hormona durante el cancer en células tumorales y en células sanas.

3. Relacionar su capacidad de evitar la apoptosis de las células en diferentes

enfermedades y alteraciones.
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Para realizar esta revision bibliografica se ha llevado a cabo una busqueda asistida
por ordenador desde el mes de febrero hasta el mes de julio de 2023. Para ello se ha
empleado PubMed, un buscador que permite acceder a la informacion biomédica que
se encuentra en la base de datos de MEDLINE y de otras revistas cientificas, ademas
de SCOPUS, una plataforma de la editorial Elsevier que contiene publicaciones del

ambito cientifico, y de Google Scholar, un buscador de literatura de investigacion.

Para realizar los apartados 1 y 2 del Capitulo 3 se ha realizado una busqueda en
estos buscadores tanto de articulos como de revisiones cientificas y capitulos de libros
publicados en los ultimos 20 afios. Las palabras clave empleadas para encontrar las
publicaciones han sido: “melatonin®, “melatonin history”, “circadian rhythms and

” o« ”

melatonin”, “extrapineal sources melatonin”,

melatonin effects”, “cell death”, “apoptosis”

y “Bcl-2 proteins” (Fig. 2.1).

Sin embargo, en la realizacion del apartado 3 del Capitulo 3 se acotd los anos de
publicacion a los ultimos 10 afios, es decir, entre 2013 y 2023, para que los resultados
fuesen actualizados y recientes. En esta busqueda los términos utilizados fueron

”

“melatonin”, “melatonin and apoptosis” y “melatonin and cell death” (Fig. 2.1).

Las publicaciones encontradas de articulos, revisiones y capitulos de libros de
ambas busquedas se eligieron, en primera instancia, en funcion de su titulo y su

resumen y, posteriormente, segun su contenido.
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Master.
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1. MELATONINA

La melatonina, también conocida como N-acetil-5-metoxitriptamina, es la hormona
secretada por la glandula pineal (Tordjman et al., 2017). Fue caracterizada en el afio
1958 y su peso molecular es de 232,3 g/mol. Esta indolamina anfifilica procede del
aminoacido triptéfano (Trp), presenta una gran actividad antioxidante debido a su
capacidad de captar radicales libres y de estimular las enzimas antioxidantes en
diferente tejidos (Cipolla-Neto y Amaral, 2018). Por otro lado, este compuesto interviene

en la regulacion del suefio y de los ritmos circadianos (Vasey et al., 2021).

Su papel antioxidante se ha propuesto como la principal funcién y se ha conservado
a lo largo de la evolucion, debido a que este efecto ocurre en numerosos organismos
que se encuentran en distintos taxones, incluyendo a las cianobacterias, dinoflagelados,
hongos, platelmintos, insectos, levaduras, plantas, peces, anfibios, aves, mamiferos...
(Cipolla-Neto y Amaral, 2018).

La glandula pineal produce melatonina de forma circadiana, influyendo en la
cronobiologia de las actividades del organismo, como son los ritmos endocrinos y no
endocrinos. Esta hormona alcanza bajas concentraciones durante el dia y eleva sus
niveles durante la noche. Mediante la activacion de sus receptores acoplados a
proteinas G coordina tanto los ritmos circadianos como los procesos neuroendocrinos
(Acuna-Castroviejo et al., 2014; Liu et al., 2016).

Ademas de la glandula pineal, también existen otras células y tejidos que sintetizan
melatonina, a los que se les denominan fuentes extrapineales, como son la retina,
células de la médula ésea, plaquetas, piel, linfocitos, glandula de Harder, cerebelo v,
sobre todo, el tracto gastrointestinal de los vertebrados (Tordjman et al., 2017). En estos
tejidos actia de manera autocrina y/o paracrina, mientras que la sintetizada por la

glandula pineal presenta un efecto endocrino (Cipolla-Neto y Amaral, 2018).

1.1. Historia

La primera vez que se aislo e identifico esta hormona fue en el afio 1958 en el tejido
de la glandula pineal bovina por parte del investigador Aaron Lerner y su equipo. Su

nombre se debe a que la primera funcidon descubierta era aclarar la piel de los

14
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renacuajos, al agregar la melanina en torno al nucleo de los melanocitos de estos
anfibios (Arguelles y Bonmati, 2015; Tan et al., 2015).

ARos mas tarde, se empezaron a descubrir otras funciones. En la década de 1960,
Hoffman y Reiter observaron que el tiempo que permanecen elevados los niveles de
melatonina en sangre podian estar relacionados con las alteraciones en la capacidad
reproductiva de los mamiferos. En las siguientes décadas, se han descrito otros efectos
tales como la sincronizacion de los ritmos circadianos, la regulacién de los ciclos de
suefio y vigilia, intervencion en la oncostasis y en la inmunomodulacion, efecto
antiinflamatorio... y también se considera un potente agente antioxidante (Arguelles y
Bonmati, 2015).

Aunque la melatonina se descubri6 en ovejas, es decir, en mamiferos, también se ha
observado en practicamente todos los taxones, desde bacterias, protozoos y hongos
hasta plantas e invertebrados. Se ha sugerido la hipétesis de que la funcion originaria
de esta hormona consistia en proteger del estrés oxidativo, debido a que es capaz de
reaccionar con las especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrégeno (Arglelles y
Bonmati, 2015).

1.2. Ritmos circadianos

Los ritmos circadianos son ciclos biolégicos que controlan una gran parte de los
procesos fisiolégicos y que tienen una periodicidad de 24 horas (Vasey et al., 2021). La
presencia de los ritmos circadianos es una caracteristica que va desde organismos
unicelulares hasta los seres humanos. En los mamiferos, estos ritmos estan regulados
por diferentes tipos de sincronizadores. El nucleo supraquiasmatico (NSQ) del
hipotalamo es el principal oscilador central, capaz de ajustar el ciclo de 24 horas de luz-
oscuridad ambiental con los ritmos circadianos. De esta manera, la temperatura
corporal, la alimentacion, los efectos neuroendocrinos o el ciclo de suefio y vigilia van a
conseguir una periodicidad de 24 horas, coincidiendo con la luz u oscuridad del entorno
y, al mismo tiempo, mantener un orden temporal interno. El principal estimulo para que
el NSQ se coordine con el entorno es la luz. Otros osciladores corresponden con los
genes reloj. Estos genes codifican unos factores de transcripcién que se denominan
proteinas reloj, cuyas concentraciones se elevan o disminuyen siguiendo patrones
ciclicos (Vasey et al., 2021; Zisapel, 2018).

~
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Los ritmos circadianos también estan influidos por sincronizadores externos, como el
horario de las comidas, rutinas sociales, ejercicio fisico o farmacos, y por factores

propios del individuo, como la edad o el sexo (Montaruli et al., 2021).

El ritmo circadiano de la melatonina en los vertebrados da lugar a picos en las
concentraciones de esta hormona por la noche y a una disminucion de los niveles
durante el dia. De esta manera, la concentracién sérica que se alcanza durante la noche
oscila entre 80 y 120 pg/ml, mientras que durante el dia disminuye y se situa entre 10 y
20 pg/ml. Este patron de secrecion la convierte en una molécula capaz de proporcionar
informacion a los érganos internos acerca de los ciclos periddicos de luz ambiental,
alcanzando su maxima concentracion sanguinea con la ausencia de luz. En funcién de
la estacién del afio se producen cambios en la produccion de melatonina. Durante el
invierno, las noches son mas largas, haciendo que el pico se sostenga durante un mayor
tiempo, mientras que en estaciones estivales este pico nocturno se acorta. Estos
cambios son empleados por animales fotoperiddicos para ajustar comportamientos,
como la reproduccién o la hibernacion, a la estacion apropiada (Tan et al., 2015;
Tordjman et al., 2017).

1.3. Metabolismo de la melatonina

1.3.1. Sintesis de melatonina endégena

La mayoria de las investigaciones acerca de la sintesis de melatonina se han llevado
a cabo en mamiferos (ratas, ratones y hamsteres). En todos ellos, el precursor de esta
hormona es el Trp, que es un aminoacido esencial (Tan et al., 2015). La melatonina
endogena es el producto final de la rutas biosintéticas del Trp y de la serotonina, siendo

sintetizada en el pinealocito y otros tejidos (Vasey et al., 2021).

El primer paso consiste en transportar el Trp al interior de la célula para que la enzima
triptéfano-5-hidroxilasa lo hidroxile y se obtenga 5-hidroxitriptéfano, que sufrira una
descarboxilacion por la 5-hidroxitriptéfano descarboxilasa para dar serotonina. Esta
serotonina se acetila para formar N-acetilserotonina mediante la enzima arilalquilamina-
N-acetiltransferasa (AA-NAT). Finalmente, sufre una metilacién a través de la

acetilserotonina-O-metiltransferasa (ASMT) para dar lugar a la melatonina (Fig. 3.1). En

16
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este proceso, la enzima limitante es la AA-NAT, por lo que es un sitio probable para
regular la sintesis de esta hormona. Una vez sintetizada, es liberada al liquido
cefalorraquideo y a la circulacion sistémica para que llegue a los diferentes tejidos diana
(Cipolla-Neto y Amaral, 2018; Tordjman et al., 2017; Vasey et al., 2021).

HO HO
(o}
Triptéfano-5- O 5-Hidroxitriptéfano
OH S— —— NH,
| hidroxilasa , OH descarboxilasa I
HN NH2 HN NH2 N
H
Triptéfano 5-Hidroxitriptofano Serotonina
AA-NAT
HiC~g HO
ASMT
I |
HN HN\[(CHg HN HN CHj;
I T
Melatonina N-acetilserotonina

Figura 3.1. Sintesis de la melatonina a partir de triptofano.

En la glandula pineal, la sintesis de melatonina comienza por accion de la
noradrenalina. Las neuronas adrenérgicas que proceden del ganglio cervical superior
liberan norepinefrina para que actue sobre los receptores adrenérgicos 1 y a1 de los
pinealocitos. La unién de los receptores B1 con su ligando provoca que la adenilato
ciclasa incremente los niveles del AMPc citosélicos para que se produzca la activacion
de la proteina quinasa A dependiente de AMPc (PKA). Esta quinasa da lugar a una
cascada de sefializacion que acaba en la sintesis de AA-NAT. Por otra lado, los
receptores a1 conducen a un aumento de la concentracién citosélica de calcio. Se
desconoce el efecto del incremento de este ion, pero se ha planteado que interviene en
la diversificacion de la traduccion de sefiales adrenérgicas que actuan sobre la AA-NAT
(Fig. 3.2) (Vasey et al., 2021).

17
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Figura 3.2. Receptores de la noradrenalina y sus efectos (Fuente: Vasey et al., 2021).

Este proceso ocurre en ausencia de luz, por lo que el incremento de la sefal luminica
desemboca en una reduccion de la sintesis de melatonina. Las neuronas adrenérgicas
dejan de liberar norepinefrina, lo que impide que se formen segundos mensajeros en el
pinealocito y se inhiba la transcripcion del gen de la enzima AA-NAT (Vasey et al., 2021).
Los receptores a1 estimulan la produccion de melatonina, pero cuando heterodimerizan
con los receptores D4 de la dopamina se produce un bloqueo en la sintesis. Por ello,
este tipo de receptor de la dopamina puede impedir la modulacién de los ciclos
circadianos controlados por esta hormona (Acufa-Castroviejo et al., 2014).

Los niveles en sangre varian con la edad del individuo. Un ejemplo son los bebés,
que antes de los 3 meses de vida secretan poca melatonina. Durante la etapa del
desarrollo infantil, la secrecion se vuelve circadiana y aumentan sus niveles séricos
(Tordjman et al., 2017). Algunos estudios, como el de Joseph et al. (2015), sugieren que

el ritmo de la melatonina se establece en torno a los 3 meses de edad.

18

~
| —



1.3.2. Metabolismo de la melatonina en la glandula pineal

El metabolismo de la melatonina comienza cuando el NSQ estimula a la glandula
pineal mediante una via neural. Para que tenga lugar esta ruta, el estimulo luminico es
detectado por las células ganglionares retinales intrinsecamente fotosensibles, que van
a enviar informacion acerca de la longitud de onda y de la intensidad del estimulo al
tracto retinohipotalamico, que llega hasta el NSQ y, a su vez, éste esta conectado con
el nucleo paraventricular (PVN) del hipotalamo. Ahora, siguiendo proyecciones
hipotalamicas descendentes, el PVN envia la informacion a la médula espinal,
concretamente a los niveles T1, T2 y T3, que se proyecta hacia los ganglios cervicales
superiores, los cuales inervan de manera simpatica a la glandula pineal a través de
fibras postsinapticas simpaticas (Fig. 3.3). Cuando desaparece el estimulo luminoso, es
decir, durante la noche, se libera noradrenalina desde estas fibras postsinapticas
simpaticas, desembocando en la conversién del Trp en melatonina y su liberacion al

torrente sanguineo (Cipolla-Neto y Amaral, 2018; Vasey et al., 2021).

Light

Retina

Figura 3.3. Ruta neuroanatémica del estimulo luminoso hasta la glandula pineal
(Fuente: Vasey et al., 2021).
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1.3.3. Metabolismo de la melatonina en fuentes extrapineales

El primer tejido en el que se detecto la presencia de la enzima ASMT fuera de la
glandula pineal fue en la retina. Poco tiempo después, se demostré que esta enzima
también se encontraba en la glandula de Harder de las ratas, al mismo tiempo que se
comprobd la existencia de melatonina en esta misma glandula, en la retina y en el
cerebelo de ratas pinealectomizadas, sugiriendo que estos tejidos podian sintetizar
melatonina. También se ha detectado melatonina en la mucosa intestinal,
concretamente en las células enterocromafines. Aproximadamente, la concentracion era
400 veces superior que en la glandula pineal, y entre 10 y 100 veces mayor que en el
plasma. Esta melatonina del tracto gastrointestinal no sufre un control por parte de los
fotoperiodos, sino que depende de la ingesta de alimentos (Acufia-Castroviejo et al.,
2014).

Actualmente, mediante técnicas de biologia molecular mas especificas se ha
comprobado la expresion de ARNm de las enzimas AA-NAT y ASMT en diferentes
tejidos y 6rganos, por lo que es probable que en ellos se sintetice melatonina. En este

grupo se encuentran (Acufia-Castroviejo et al., 2014):

e Timoy bazo

e Corazoén

e Musculo esquelético
e Higado

e Estomago e intestino
e Testiculos y ovarios
e Corteza adrenal

e Cuerpo estriado

En muchas de estas fuentes extrapineales, la concentracion que se alcanza es
superior a la del plasma y no se libera a la circulacion. Esto sugiere que la melatonina
actua de manera local, protegiéndolos del dafio oxidativo. Las células de estos 6rganos
tienen la capacidad de producirla como mecanismo adaptativo para contrarrestar los

metabolitos del metabolismo aerébico (Acufia-Castroviejo et al., 2014).
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1.4. Efectos fisioldgicos de la melatonina

Esta hormona interviene en una gran cantidad de fenédmenos que ocurren en el ser
humano. Participa en el desarrollo puberal, en la adaptacién a la estacidon meteoroldgica
del afio y en la regulacion del sistema inmune y de diferentes ritmos, como el de suefio-
vigilia, neuroendocrinos o el de la temperatura corporal. También esta relacionada con
la memoria y con el control del equilibrio y de la postura corporal. Afecta a las neuronas
que se encuentran en el hipocampo, por lo que actua en la formacion de la memoria. La
ingesta de melatonina a través de la dieta induce fatiga, somnolencia y disminuye la

latencia de sueno (Emet et al., 2016; Tordjman et al., 2017).

La melatonina tiene efectos contra la depresién, ansiedad, miedo e inflamacion,
ademas de modular el dolor, efecto antitumoral y reducir la presion de las arterias y
retinas. Por otro lado, influye en la fisiologia ovarica, diferenciacién de osteoblastos y en
la proteccioén contra el estrés oxidativo y nitrosativo. También afecta a la masa corporal
y 6sea de los mamiferos, previniendo un aumento de la grasa corporal con la edad y
promoviendo la diferenciacion de células osteoblasticas y la sintesis de colageno al

mismo tiempo que evita la resorcion 6sea (Emet et al., 2016; Tordjman et al., 2017).

Su efecto antioxidante se debe a su capacidad de eliminar de forma directa los
radicales libres, estimular tanto la transcripcion como la actividad de la enzimas
antioxidantes e inhibir la produccién del radical hidroxilo al unirse a metales de transicién
(Carrasco et al., 2014). Se encuentra a altas concentraciones en la mitocondria para
proteger a los lipidos, proteinas y ADN presentes en este organulo, debido a que la

respiracion celular da lugar a los radicales libres (Cipolla-Neto y Amaral, 2018).

Asimismo, puede tener efectos directos sobre el desarrollo glial y neuronal, la
placenta y la ontogénesis al establecer los ritmos diurnos y sincronizar el reloj biolégico
del feto. Debido a esto, se puede decir que esta involucrada en la etapa temprana del
desarrollo fetal, dado que se han encontrado durante el primer trimestre de gestacién
las enzimas AA-NAT y ASMT en la placenta. En los humanos, la melatonina regula la
funcion placentaria de manera paracrina y/o autocrina y es capaz de atravesar esta

barrera para llegar al embrion (Tordjman et al., 2017).

Algunos estudios, como el de Espino et al. del ano 2012, indican que la

administracion exdgena favorece la produccion de células de la respuesta inmune
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innata, como son las células NK, macréfagos y monocitos, para destruir las células que

estan infectadas por virus y detener el crecimiento neoplasico.

Por ultimo, presenta efectos fisioldgicos en la reproduccién y maduracion sexual de
los mamiferos, regulando de manera negativa la sintesis de la hormona liberadora de
gonadotropina, cuya funcion es controlar la secrecion de la hormona luteinizante (LH) y
la hormona foliculo estimulante. La melatonina influye en el fotoperiodo que controla la
secrecion pulsatil de LH, modificando las fluctuaciones estacionales de la reproduccion
(Tordjman et al., 2017).

1.5. Receptores de la melatonina

En los mamiferos, existen varios receptores a través de los cuales la melatonina

produce sus efectos por unién a (Emet et al., 2016):

e proteinas intracelulares
e receptores de membrana plasmatica

e receptores nucleares

Esta hormona es capaz de interaccionar con diferentes proteinas intracelulares,
como la calmodulina, calreticulina o la tubulina. En la calmodulina impide la unién a

calcio, pudiendo ejercer un efecto antiproliferativo en el cancer (Emet et al., 2016).
Sus receptores de membrana son (Emet et al., 2016):

e ML1
e MT3

En los receptores ML1, cuando la melatonina se une a ellos en las células diana
inhiben la adenilato ciclasa a través de su interacciéon con proteinas G. Existen dos
subtipos de receptores dentro de este grupo y son los Mel1a o MT1y Mel1b o MT.. Los
MT; se sitian en el NSQ, talamo, glandula pituitaria, nucleo accumbens, sustancia
negra, hipocampo, cerebelo, cornea y retina (Emet et al., 2016; Tordjman et al., 2017).
Se encuentran acoplados a la proteina Gi para inhibir a la adenilato ciclasa y que
disminuyan los niveles de AMPc para evitar la fosforilaciéon de CREB (Fig. 3.4). Por otro

lado, provocan un aumento en la fosforilacion de las MAPK y del paso de potasio a
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través de los canales Kir (Liu et al., 2016). Los MT, se distribuyen por la retina,
hipocampo, PVN y cerebelo. Este receptor, ademas de disminuir la concentracién de
AMPc mediante la inhibicién de la adenilato ciclasa a través de su unién a proteinas Gi
(Fig. 3.4), inactiva la guanilil ciclasa soluble y esta involucrado en la fisiopatologia y
farmacologia de los trastornos del sueno, ansiedad, depresion, dolor y en la enfermedad
de Alzheimer (Emet et al., 2016; Tordjman et al., 2017). Otros mecanismos son la
activacién de la proteina quinasa C (PKC) en el sistema nervioso central y en la retina

reducen la liberacion de dopamina dependiente de calcio (Liu et al., 2016).

(e AMPC

-v(

Figura 3.4. Mecanismo de accion de los receptores MT1y MT: (creado en Biorender).

El grupo de los receptores MT3, también denominados ML2, corresponden con la
enzima quinona reductasa 2 (QR2). La actividad de la QR2 consiste en hidrolizar el
inositol fosfato y previene del estrés oxidativo, al impedir la transferencia de electrones
que ocurre en las quinonas. Se localiza en el higado, corazon, intestino, pulmon, rifién,

musculo y tejido adiposo pardo (Emet et al., 2016; Tordjman et al., 2017).

Dentro de las células, la melatonina puede unirse a receptores nucleares de
retinoides, concretamente a RZR y a RORa. Esta interaccidon permite a la hormona
unirse a factores de transcripciéon en el nucleo. La capacidad inmunomoduladora se
produce a través de esta ruta, siendo capaz de sintetizar la IL-2 y la IL-6 (Emet et al.,
2016).
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1.6. Melatonina exégena

La melatonina se puede encontrar en diferentes tipos de alimentos, como en la carne,
huevos, leche y productos lacteos, cereales o en la fruta, aunque el contenido en ellos
difiere de una especie a otra. Dentro de un mismo animal o planta la concentracién no
es homogénea en sus organos y tejidos debido a sus diferentes caracteristicas
biofisicas. Por ejemplo, las semillas y la hojas contienen mayores niveles de melatonina

que la fruta (Meng et al., 2017).

En los alimentos de origen animal, la carne presenta una concentracion de
melatonina menor en comparacion con los huevos y el pescado. Igualmente, se
encuentra en la leche tanto de seres humanos como la de animales, mostrando un ritmo

circadiano en el que los niveles son mayores por la noche (Meng et al., 2017).

Dentro de las frutas destacan las cerezas, fresas y uvas como las que tienen mayor
cantidad de melatonina. Se puede encontrar en muchas de las verduras, destacando
los tomates y los pimientos por tener los niveles mas altos, al contrario que las patatas
y remolacha en las que no se detecta o es muy baja su concentracién. También esta en
muchas legumbres y semillas, como las de mostaza blanca y negra, en las que su
germinacion puede aumentar significativamente los niveles de melatonina. En el grupo
de los frutos secos, el pistacho es el que tiene el mayor contenido. Por todo esto, en
muchas de las bebidas que derivan de estos alimentos se detecta la melatonina, como
ocurre en la cerveza, vino, café, cacao o vinagres balsamico, pero no se encuentra en
el té (Meng et al., 2017).

En los aceites de linaza refinada, soja, aceite de oliva y de girasol se encuentra esta
indolamina, disminuyendo en aquellos que estan refinados. En los productos de la
industria del alcohol y panadera se detecta melatonina porque las levaduras, en

particular Saccharomyces cerevisiae, presentan este compuesto (Meng et al., 2017).

2. MUERTE CELULAR

Los organismos multicelulares mantienen un equilibrio entre el nUmero de nuevas

células que surgen de la mitosis y la proporcion de aquellas que estan dafiadas y son
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eliminadas (D’Arcy, 2019). Cada dia, los fagocitos eliminan rapidamente los millones de
células que mueren. Este mecanismo de renovacion es necesario en multiples procesos
como, por ejemplo, para un correcto desarrollo embrionario y para la seleccion
inmunitaria de linfocitos T y B (Bertheloot et al., 2021). Existen dos patrones de muerte
celular, la no programada y la programada. La muerte celular no programada sucede
cuando hay un dano fisico a los tejidos, mientras que la programada se inicia por sefiales

moleculares precisas (Cruz Martin del Campo et al., 2020).

2.1. Muerte celular no programada: Necrosis

La necrosis es una muerte accidental provocada por un estrés excesivo e
incontrolable que sufren las células como consecuencia de que factores externos
superan las condiciones fisiolégicas. Las infecciones, inflamacion crénica o el dafio
tisular estimulado por frio, calor, estimulos mecanicos, sustancias quimicas vy
radiaciones ionizantes o ultravioletas provocan la muerte de un alto niumero de células
de manera imprevista. En este estado, las células sufren un hinchamiento de los
organulos, dilatan el reticulo endoplasmico y se produce una ruptura de la membrana
plasmatica, lo que desemboca en la liberacion al espacio extracelular de moléculas que
actuan como patrones moleculares asociados a dafo tisular (DAMP). La presencia de
DAMP en el medio extracelular da lugar a una respuesta del sistema inmune para
reclutar fagocitos y otras células inmunitarias, con el objetivo de eliminar la amenaza y
promover la reparacion de los tejidos (Bertheloot et al., 2021; Cruz Martin del Campo et
al., 2020).

La muerte necroética se caracteriza por el incremento del calcio intracelular, aumento
de las ROS, disfuncion de las mitocondrias y la protedlisis promovida por las enzimas
calpainas y catepsinas. Ademas, no requiere de sintesis de novo de proteinas y utiliza

una pequena cantidad de energia (Cruz Martin del Campo et al., 2020).
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2.2. Muerte celular programada

Las células pueden modificar las consecuencias de su muerte a través de regular o
programar este proceso y asi adaptar la respuesta inmunitaria. Los principales tipos de
muerte celular programada son la apoptosis, necroptosis y la piroptosis. Existen otros
tipos que ocurren durante estados de toxicidad provocados por farmacos (Bertheloot et
al., 2021). Un gran numero de genes intervienen en los mecanismos de regulacion de
la mitosis, deteccion de anomalias e inicio de la muerte celular programada. Si la
proliferacion celular se descontrola puede desarrollarse el cancer, pero que si se
produce un exceso de muerte de las células pueden aparecer la enfermedad de

Alzheimer, Parkinson o artritis reumatoide (D’Arcy, 2019).

2.2.1. Apoptosis

La muerte celular programada mas estudiada es la apoptosis y se encuentra
conservada en todo el reino animal. En este proceso, la célula detiene tanto el
crecimiento como la division y acaba muriendo sin liberar su contenido al medio
extracelular. La apoptosis se caracteriza por la liberacion al citoplasma del citocromo C
de las mitocondrias, el desequilibrio entre las proteinas anti-apoptéticas y pro-
apoptéticas que pertenecen a la familia Bcl-2 y la accion de las proteinas caspasas. En
la apoptosis, la membrana plasmatica no se fragmenta hasta que se forman los cuerpos
apoptéticos, que van a contener el material que se encuentra en el interior celular con
el fin de evitar que se induzca la muerte de otras células. Estos cuerpos son reconocidos
por los fagocitos, principalmente los macréfagos. De esta manera, no se genera un
proceso inflamatorio, al contrario de lo que ocurre con la necrosis (Bertheloot et al.,
2021; Cruz Martin del Campo et al., 2020; D’Arcy, 2019).

Las proteinas que pertenecen a la familia Bcl-2 se dividen en anti-apoptoéticas y pro-
apoptéticas, pero todas ellas tienen dominios conservados que se denominan BH1,
BH2, BH3 y BH4. Las anti-apoptéticas son las proteinas Bcl-2, Bel-XL, Mcl-1 y Bcl-W y
presentan homologia en estos 4 dominios. Por otro lado, las que tienen funciones pro-
apoptéticas son Bax y Bak entre otras, y sus dominios BH1-3 son homoélogos. El dominio

BH3 es necesario para la funcién pro-apoptoética a pesar de que se encuentre en algunas
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anti-apoptéticas, pero en ellas el resto de los dominios impiden su funcién. Todas ellas,
independientemente de su cometido, presentan un dominio TM que permite su anclaje
a las membranas intracelulares (Fig. 3.5) (Chan y Yu, 2004). Dentro de las pro-
apoptéticas hay algunas que son activadoras (Bim, Bid y Puma) y otras que actian como
sensibilizadores. Las activadoras se unen a Bax y Bak para que sufran cambios
conformacionales, oligomericen y creen poros en la membrana de la mitocondria. La
funcién de las sensibilizadoras es inhibir a las proteinas anti-apoptéticas. Por otro lado,
las proteinas Bcl-2 anti-apoptdticas inhiben la apoptosis mediante el secuestro de las
proteinas activadoras y sensibilizadoras o de los complejos Bax-Bak. Por lo tanto, existe

un equilibrio entre estas proteinas para regular la apoptosis (Bertheloot et al., 2021).

Anti-apoptotic Members
Receptor domain
[ 1
[[Br4] [BHE[ _[BH1[ [BH2Z[ _ [T™M]] gg:'a BelIXL,
-W

Multidomain pro-apoptotic

[ [BH3] [BH1] [BH2] |T™]| Bax, Bak, Bok

BH3-only
Bim, Bmf, Hrk,
| [BH3] |T™]] Bik
[ [BH3] Bid, Bad,
Noxa, Puma

Figura 3.5. Proteinas pertenecientes a la familia Bcl-2 y sus dominios (Fuente: Chan y
Yu, 2004).

Las caspasas son proteasas que contienen un residuo de cisteina catalitica en su
centro activo para hidrolizar enlaces peptidicos y segmentar proteinas después de
ciertos residuos de acido aspartico. Dentro de esta familia existen dos tipos, las
caspasas iniciadoras (caspasa 8 y 9) y las caspasas efectoras (caspasa 3, 6 y 7).
Inicialmente, se encuentran como procaspasas monomeéricas inactivas formadas por
una subunidad mayor, una menor y un predominio, por lo que para su activacion tienen
que dimerizar y escindir el predominio. Cuando las caspasas iniciadoras activan a las
efectoras, comienza una cascada que desemboca en la fragmentacién del ADN,

destruccién de proteinas nucleares y del citoesqueleto, expresién de ligandos de células
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fagociticas y termina en la formacion de cuerpos apoptéticos (Bertheloot et al., 2021;
Cruz Martin del Campo et al., 2020; D’Arcy, 2019; Mcllwain et al., 2013).

El proceso de apoptosis puede comenzar por 2 vias diferentes: intrinseca o
extrinseca. La via intrinseca, también conocida como mitocondrial, comienza cuando se
desregula o se altera el equilibrio de la homeostasis intracelular provocado por dafos
en el ADN, agentes toxicos, ROS, virus o por la ausencia de factores de crecimiento,
hormonas y citoquinas. Esto desemboca en la apertura del poro de transicion de
permeabilidad mitocondrial, provocando que la membrana externa de la mitocondria se
permeabilice y se produzca la liberacion al citoplasma del citocromo C, de la proteina
Smac/DIABLO, HtrA2/Omi... que son pro-apoptoticas. Estas proteinas junto con el
factor activador de proteasas de la apoptosis (Apaf-1) y deoxiATP van a formar un
complejo multimolecular llamado apoptosoma, en cuyo centro varios dominios reclutan
la procaspasa 9, que se encuentra en el citosol, para convertirla en su forma activa. A
este proceso se le denomina punto de no retorno de la apoptosis debido a que la célula
no puede volver a las condiciones normales. En la permeabilizacion de la membrana
externa mitocondrial intervienen las proteinas pro-apoptoticas Bax y Bak, que sufren
cambios conformacionales para permitir su oligomerizacién y la formacién de poros en
la membrana mitocondrial. Una vez que la caspasa 9 es funcional va a activar a la
procaspasa 3, 6 y 7 que activan la condensacion de la cromatina, destruyen la lamina
nuclear y las proteinas del citoesqueleto e inhiben a la Poli ADP-ribosa polimerasa
(PARP), enzima implicada en la reparacién de los dafios en el ADN (Bertheloot et al.,
2021; Cruz Martin del Campo et al., 2020; D’Arcy, 2019; Garcia y Vecino, 2003).

La via extrinseca o via del receptor de muerte de la apoptosis comienza cuando se
activan los receptores de muerte que se encuentran en la superficie de las células. Estos
receptores son el TNFR1/2, Fas, DR4 y DR5, mientras que sus ligandos respectivos son
TNFa, Fas-L y el ligando inductor de la apoptosis relacionado con el TNF (TRAIL), que
son producidos por las células NK o por los macréfagos. La interacciones con sus
ligandos provoca la oligomerizacion de los receptores para atraer proteinas adaptadoras
y constituir el complejo de sefalizacién inductor de muerte (DISC). El complejo DISC
esta formado por una proteina que tiene un dominio de muerte asociado a Fas (FADD),
otra con dominio de muerte asociado con el receptor del factor de necrosis tumoral
(TRADD), RIPK1 y FLIP. Estas proteinas reclutan un grupo de mondmeros de
procaspasa 8 para que dimericen y activen a la caspasa 3. La caspasa 8 también es
capaz de activar a Bid, una de las proteinas pro-apoptéticas de la familia Bcl-2, que se

localiza en el citoplasma de manera inactiva. Al activarse, se transloca al interior de la
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mitocondria y permite la liberacién del citocromo C al citosol. Este proceso va a producir
la activacion de la caspasa 9y, por tanto, se amplifican los mecanismos que se habian

iniciado anteriormente (Bertheloot et al., 2021; D’Arcy, 2019; Garcia y Vecino, 2003).

Tanto en la via intrinseca como en la extrinseca se acaba produciendo la activacion
de la caspasa 3 que va a estimular la accion de las endonucleasas para la degradacion
cromosdmica, al mismo tiempo que se degradan las proteinas nucleares y del
citoesqueleto a través de las proteasas. Finalmente, se producen los cuerpos

apoptéticos que seran eliminados por los fagocitos (Fig. 3.6) (D’Arcy, 2019).

Intrinsic pathway Extrinsic pathway

Cell Exterior

Cytotoxic stimuli
©.g, radiation, hypoxia or heat

o
(=}
l Cell membrane Death ligands  seip- @ @ Deathreceptors
Mitochondrial pore format Cell Interior Adaptors e
Apoptosome formation Death inducing signaling complex (Disc)
formation

Caspase 9 activation

- Caspase 3 activation  —ijessssmn Caspase 8 activation

Execution pathway

Endonuciease activation Protease activation
Chromosome degredation Cytoskeleton and nuclear protein degredation

Chromatin and cytoskeleton condensation

Apoptotic body formation

|

Apoptosis

Figura 3.6. Cascada de sefializacion de la via intrinseca y extrinseca de la apoptosis
(Fuente: D’Arcy, 2019).

La apoptosis constituye un mecanismo importante en la defensa contra los virus. Sin
embargo, estos organismos han desarrollado habilidades para evitar la apoptosis,
consiguiendo replicarse y propagarse. Al analizar las proteinas virales que evaden la
muerte de las células infectadas por los virus, se descubrio la existencia de inhibidores
de la apoptosis (IAP) en células de insectos. Tiempo después se identificaron
homodlogos de los IAP en diferentes organismos, como levaduras, nematodos, peces y

mamiferos. Sin embargo, muchos de los miembros de los IAP no presentan funciones
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apoptoticas y solo algunos regulan la muerte celular. En los mamiferos, el IAP ligado al
cromosoma X (XIAP), el IAP1 celular (clAP1) y el IAP2 celular (clAP2) se unen a
caspasas y a antagonistas de IAP que se liberan de la mitocondria por el poro de
permeabilidad transitoria. Es probable que XIAP participe en la regulacion del
apoptosoma mediante la inhibicion de la caspasa 9 de este complejo a través de su
dominio BIR3 e impide la activacién de otras procaspasas 9. La capacidad de XIAP de
regular a esta caspasa esta influida por el nivel de la Apaf-1 y por la actividad del
apoptosoma. Ademas, se puede unir directamente a las caspasas 3 y 7 para impedir el
acceso al sustrato (Fig. 3.7), pero este proceso no parece necesario para evitar la
apoptosis. Las clAP1/2 también se unen a estas caspasas efectoras para que se
degraden por accién de los proteosomas al favorecer su ubiquitinizacion (Berthelet y
Dubrez, 2013).

\ clAPs

: XIAP
&ib K)

Active Caspase 3 \)\.

@ AT

Pro-Caspase 3

=

Pro-Caspase 9

Figura 3.7. Regulaciéon del apoptosoma y de las caspasa 3 a través de los inhibidores
de la apoptosis ligados al cromosoma X (Fuente: Berthelet y Dubrez, 2013).

2.2.2. Piroptosis

En la apoptosis los elementos intracelulares se almacenan en compartimentos para
su eliminacién sin que se produzca danos en los tejidos. Sin embargo, existe un tipo de
apoptosis que es proinflamatoria a la que se denomina piroptosis. Se caracteriza por la

pérdida de la membrana plasmatica y activacion de una serie de sensores del
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inflamasoma, que son los receptores tipo Nod, el receptor AIM2 y el receptor Pyrin.
Estos se encargan de detectar los DAMP y los patrones moleculares asociados a
patégenos que son liberados por el estrés celular o por agentes infecciosos, destacando
el lipopolisacarido de las bacterias Gram negativas como uno de los mayores
activadores (Bertheloot et al., 2021; D’Arcy, 2019).

El primer paso de la piroptosis es la activacién de receptores del sistema inmune
innato para que se induzca la activacion del factor nuclear k3, que va a aumentar la
transcripcion de los genes que codifican para las procaspasas y para las proformas de
IL-18 y de la IL-8. El siguiente paso es la oligomerizacion de los inflamasomas, que
favorecen la maduracién de estas dos interleucinas y de la caspasa 1. El sustrato de la
caspasa 1 es la proteina gasdermina D, cuyo extremo amino va a formar poros en la
membrana plasmatica que permiten el paso de los iones, de manera que se iguala el
gradiente ionico entre el medio interno y externo, se hincha la célula por la entrada de
agua y se produce su lisis. Esta destruccién de la célula provoca liberacion de citoquinas
proinflamatorias al medio extracelular (Cruz Martin del Campo et al., 2020; D’Arcy,
2019).

Con la piroptosis se evita que los microorganismos se propaguen y se eliminan
aquellas células estresadas, con el inconveniente de desarrollar una inflamacion. Este
tipo de muerte celular se ha observado en macrofagos infectados con sp Salmonella o
Shigella y no se produce en las células que carecen de la caspasa 1 (Bertheloot et al.,
2021; D’Arcy, 2019).

2.2.3. Necroptosis

La necroptosis es un tipo de muerte celular con caracteristicas similares a la necrosis,
pero esta altamente regulada por ligandos y proteinas, cuya funcién es detectar
patoégenos y favorecer la reparacion de los tejidos. La activacion de este tipo de muerte
celular se produce a través receptores de muerte, dentro de los cuales destaca el
TNFR1, aunque los receptores de TRAIL y de Fas-L también la pueden activar, al igual
que los receptores TLR3 y TLR4. Una vez que han reconocido su ligando, la proteina
FADD, la caspasa 8, la caspasa 10 y RIPK1 forman un complejo. Cuando la caspasa 8
se inactiva por accion de farmacos o agentes infecciosos, RIPK1 se autofosforila y

fosforila a RIPK3 para constituir el complejo ripoptosoma. Este nuevo complejo se

31

~
| —



encarga de fosforilar a MLKL para conformar el necrosoma, que va a comprometer la
integridad de la célula por dos caminos. El primero consiste en abrir los canales idnicos
de calcio o de sodio, mientras que la segunda via se basa en que el necrosoma migra
a la membrana plasmatica para formar poros (Fig. 3.8). En ambos casos, se produce un
desequilibrio en las concentraciones internas de los iones, un hinchamiento de la célula
y acaba rompiéndose la membrana plasmatica, al mismo tiempo que se libera el
contenido intracelular y mediadores inflamatorios al exterior. También se conoce que
durante este proceso la mitocondria se ve afectada y se incrementa la sintesis de ROS.
La necroptosis esta altamente regulada, dado que inicialmente la RIPK1 esta
poliubiquitinada y tiene que sufrir una desubiquitinizacién para que pueda fosforilar a
RIPK3 y formar el ripoptosoma (Bertheloot et al., 2021; Cruz Martin del Campo et al.,
2020; D’Arcy, 2019).
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Figura 3.8. Via de senalizacién de la necroptosis (Fuente: D’Arcy, 2019).
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3. EFECTOS DE LA MELATONINA EN LA APOPTOSIS

3.1. Melatonina y cancer

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo y las cifras
van en aumento. A pesar de que el cancer en humanos presenta heterogeneidad en
cuanto al sitio anatdomico afectado y las mutaciones involucradas, todos ellos, o la
mayoria, muestran una serie de caracteristicas comunes, como el descontrol en el
crecimiento, angiogénesis o evasion de la apoptosis. El equilibrio entre la supervivencia
y la muerte de las células se mantiene mediante la apoptosis en la que intervienen
proteinas de la familia Bcl-2 y caspasas, evitando la aparicién del cancer y otras
enfermedades (Talib et al., 2021).

Durante los tratamientos con quimio y radioterapia se produce la muerte masiva de
células por todo el organismo. Sin embargo, esta toxicidad afecta también a los tejidos
sanos, dando lugar a linfopenia, xerostomia o mucositis. Se ha estudiado que la
melatonina protege a las células de los tejidos sanos frente al estrés oxidativo de estos
tratamientos. El caracter lipofilico de esta hormona le permite penetrar en las células y
eliminar las ROS del tipo del acido hipocloroso, triclorometilperoxilo, perdxido de
hidréogeno o el radical hidroxilo, ademas de inhibir a las enzimas prooxidantes y estimular
la accion de aquellas que son antioxidantes, como la glutatién peroxidasa, superéxido
dismutasa o catalasa (Bhattacharya et al., 2019; Mortezaee et al., 2019). De esta
manera, se evita que las ROS produzcan una mutacion o la rotura del ADN mitocondrial,
la peroxidacion de los lipidos, etc., que acaba en una disfunciéon de la mitocondria y la

induccion de la via intrinseca de la apoptosis (Zhang et al., 2022).

Debido a su caracter lipofilico, la melatonina atraviesa con facilidad las membranas
celulares y las de los organulos. Esto permite que interaccione con la membrana
mitocondrial y mejore la cadena transportadora de electrones debido a que mantiene la
actividad del complejo | y del complejo 1l de esta cadena. Igualmente, inhibe la apertura
de los poros de permeabilidad transitoria, lo que impide la salida del citocromo C y otros
compuestos pro-apoptoticos (Promsan y Lungkaphin, 2020). También se ha
comprobado que en personas obesas la melatonina inhibe la accién de la mitofusina 2
(Mnf2), que es una proteina que se encuentra en la membrana mitocondrial externa y
esta relacionada con el reclutamiento de Bax hacia estos organulos (Fig. 3.9) (Stacchiotti
et al., 2014). Por ello, la melatonina es capaz de evitar que se desarrolle la apoptosis

por la via intrinseca en las células normales.
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Figura 3.9. Via de la apoptosis inducida por un estado de obesidad que es inhibida
por la accion de la melatonina sobre la mitofusina 2 (Fuente: Stacchiotti et al., 2014).

En diversos tejidos de ratones, como en la médula 6sea, bazo o intestino, se ha
observado que, tras una exposicién a radiaciones ionizantes, un suplemento de esta
neurohormona disminuye la relacidon que existe entre las proteinas pro-apoptoticas y
anti-apoptéticas de la familia Bcl-2 al incrementar la expresion de estas ultimas
(Mortezaee et al., 2019). Al mismo tiempo, se ha visto en estos animales que la
melatonina puede proteger a los ovarios de la apoptosis inducida por la toxicidad del
quimioterapico cisplatino al mejorar la actividad de las mitocondrias y atenuar los niveles
de las ROS y de la caspasa 3 (Yan et al., 2022).

Cuando se produce un dano enddgeno o exdgeno en el ADN, la melatonina también
es capaz de prevenir la apoptosis potenciando a las enzimas que se encargan de
reparar el ADN y modulando la expresion de diversos genes que participan en la muerte
de las células. Se encarga de favorecer la fosforilacion de la proteina p53 para que
active a las enzimas que reparan los dafios en el ADN, evitando asi la muerte celular
(Mortezaee et al., 2019). Ademas, es capaz de favorecer la correccion de los dafios en
las moléculas de material genético por otros mecanismos, como la reparacion por
escision de bases, por recombinacién homodloga, por desajustes o por union final no
homodloga (Majidinia et al., 2017).

Ademas del efecto anti-apoptético que ejerce sobre las células normales, la
melatonina presenta efectos pro-apoptéticos en muchas células cancerosas a través del
incremento de ROS, dafos en el ADN, cambios en la mitocondrias y aumento de los
receptores de apoptosis (Mortezaee et al., 2019). Un ejemplo de ello es el tratamiento

con melatonina en la linea celular de leucemia HL-60, en la que las células sufren una
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despolarizacién de la membrana mitocondrial, apertura del poro de permeabilidad
transitoria e incremento de la expresion y activacion de las caspasas 3 y 9. En esta
misma linea celular también induce la activacion de las proteinas Bax y Bak, para que
liberen el citocromo C y se active la via intrinseca de la apoptosis (Targhazeh et al.,
2022).

Dentro de la familia MAPK de serina/treonina quinasa se encuentran la quinasa c-
Jun N-terminal (JNK), ERK y p38, que regulan diferentes mecanismos como la
proliferacion y la apoptosis mediante la interaccion con otras vias como la PI3K/AKT.
Diversas investigaciones proponen que intervienen en la resistencia de algunos tumores
frente a radio y quimioterapia. Por ello, se ha estudiado como la melatonina interviene
en la cascada de las MAPK y en la via PISBK/AKT (Mortezaee et al., 2019). En la linea
celular de cancer gastrico humano SGC-7901, el tratamiento con melatonina aumenta
la expresion de las proteinas p38 y JNK involucradas en la induccién de la apoptosis, al
mismo tiempo que disminuye la proteina p65 que esta implicada en la evasion de la
apoptosis (Li et al., 2017). En la linea celular MIA PaCa-2 de cancer de pancreas
humano, esta indolamina incrementé la fosforilacion de JNK y de ERK, lo que
desemboca en una activacion de la caspasa 3 y en un incremento de la fosforilacion de
Bax (Li et al., 2016). En las células de las lineas Eca109 y KYSE-150, después de
tratarlas con melatonina, se observd una inhibicién de ERK y MEK a través de su
fosforilacion. El bloqueo de esta via incrementa la apoptosis en estas células tumorales
(Lu et al., 2016).

En la via extrinseca de la apoptosis interviene Fas-L, que es el ligando del receptor
de muerte Fas, y se expresa en la superficie de los linfocitos T CD8+ o citotoxicos y en
las células NK para que induzcan la apoptosis en las células tumorales. En ocasiones,
el tumor puede escapar de la accion de estas células si presenta una baja expresion de
este receptor. El tratamiento con melatonina en células de sarcoma de Ewing aumenta
la expresion de Fas en estas células y de Fas-L en linfocitos citotdxicos y células NK, lo
que favorece la activacién de la caspasa 8. EI mismo efecto se observa en varias lineas
celulares de cancer hematoldégico humano, en las que la melatonina incrementa la

expresion de los receptores de muerte, incluido Fas (Mortezaee et al., 2019).

La mutacion del gen p53 se encuentra en una gran cantidad de tumores debido a que
su atenuacion se asocia con la evasion de la apoptosis por parte de las células malignas.
La proteina p53 interviene en las dos vias de apoptosis, dado que regula la expresion
de Fas-L, de la caspasa 8 y de la proteina Bcl-2. Ademas, permite que la via extrinseca

progrese al bloquear los IAP (Mortezaee et al., 2019). La radiacion disminuye la
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expresion de la proteina p53 y en las células de cancer de mama humano MCF-7 la
administracion de melatonina, a dosis fisioldgicas antes de la radiacion, desemboca en
un mayor incremento de la expresién de esta proteina (Alonso-Gonzalez et al., 2016).
Lo mismo ocurre en estas mismas células cuando se utiliza triéxido de arsénico, en las

que la indolamina mejora el incremento de la expresion de p53 (Nooshinfar et al., 2016).

La melatonina también influye en las mitocondrias de las células tumorales. En
tumores hipofisiarios secretores de prolactina en ratas, esta hormona provoca una
disfunciéon mitocondrial que induce la muerte celular al bloquear los cuatro complejos
mitocondriales (B.-Q. Wang et al., 2013). En este organulo se puede incrementar la
produccion de ROS, lo que conlleva al inicio de la apoptosis por la via intrinseca, como
se ha visto en células de cancer colorrectal y de cancer neural tras un tratamiento con
melatonina. Cuando se combinan medicamentos de quimioterapia, como el cisplatino o
la doxorrubicina, con un tratamiento con melatonina se consigue amplificar la
despolarizacion de la membrana mitocondrial y la producciéon de ROS, reduciendo la

viabilidad celular en tumores de pancreas de roedores (Mortezaee et al., 2019).

También se ha visto este efecto pro-apoptético de la melatonina sobre las células
tumorales de la linea de cancer colorrectal HT-29 y sobre las células de carcinoma de
cuello uterino humano de la linea HeLa. Ademas, al combinar esta hormona con
cisplatino o con 5-fluorouracilo se incrementa la citotoxicidad de estos compuestos al
disminuir la viabilidad de las células de ambas lineas, como consecuencia de la
transduccion de sefiales mediada por el receptor MT3 y un incremento en la activacién
de la caspasa 3 (Pariente et al., 2017). Igualmente, en la linea HelLa, esta indolamina
incrementa la activacion de la caspasa 9 y la fragmentacion del ADN promovido por el
cisplatino y estimula la produccion intracelular de ROS y la apertura del poro de

permeabilidad transitoria (Pariente et al., 2016).

Las células tumorales presentan una mayor expresion de NF-k3 en comparacion con
las células normales, promovido por los efectos de la quimio y radioterapia. Cuando se
activa, el complejo NF-kf3-p65 se transloca al nicleo para que se produzca la expresién
de genes que codifican proteinas que evitan la apoptosis y estimulan la inflamacion,
invasion 'y proliferacion celular. Este mecanismo muestra un proceso de
retroalimentacion positiva al favorecer la producciéon de citoquinas inflamatorias, que
incrementan la expresion de este factor nuclear. EI NF-k[3 proporciona resistencia a la
apoptosis en estas células a través de varios mecanismos, como la supresion de la via
TRAIL a través de su subunidad c-Rel, capacidad de activar a los IAP, reduccion de la

entrada de la proteina Bax en las mitocondrias, inhibicion de la formacion del

~
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apoptosoma en la via intrinseca o favoreciendo la produccidon de proteinas anti-
apoptéticas del tipo Bcl-2 o Bel-XL. Sin embargo, la melatonina contrarresta los efectos
de este factor inhibiendo la regulacion positiva de los genes aguas arriba de NF-kf3,
evitando la fosforilacion y degradacién de sus inhibidores e inhibiendo la translocacién
al nucleo. De esta manera, un tratamiento combinado con melatonina y diferentes
farmacos incrementa la tasa de muerte por apoptosis en aquellos cancer con una alta
expresion de NF-kB, al mismo tiempo que también las sensibiliza al efecto de la

radiacion ionizante (Li et al., 2016; Mortezaee et al., 2019).

En la resistencia de las células tumorales a la muerte celular participa la
fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K), que activa a NF-kB para incrementar la concentracion
de las proteina anti-apoptéticas Bcel-2. Al mismo tiempo, también induce la activacion de
XIAP, clAP-1y clAP-2. Se ha comprobado que la melatonina va a disminuir la cantidad
de IAP al inhibir la PI3K en las células SW480 y en las células LoVo, que corresponden
a cancer de colon humano. En estas lineas celulares, un tratamiento en el que se
combina 5-fluorouracilo con esta hormona incrementa los niveles de las caspasas pro-
apoptéticas y de la enzima PARP, favoreciendo la activacién de la via intrinseca de la

apoptosis (Gao et al., 2017; Mortezaee et al., 2019).

Aparte de PI3K, las proteinas AKT se pueden estimular e incrementar por otras vias.
La regulacién positiva de AKT esta asociada directamente con la mutacion de PTEN,
que es un gen supresor de tumores y cuya mutacion es la mas frecuente en el cancer
por detras de p53. Cuando el carcinoma de células escamosas de eséfago se trata con
melatonina se produce una inhibicion de AKT al bloquear a la glucogeno sintasa
quinasa-3. Este mecanismo provoca un aumento de la caspasas pro-apoptoticas
(Mortezaee et al., 2019).

La ciclooxigenasa 2 (COX-2) se encarga de sintetizar prostaglandinas partiendo del
acido araquidonico y se ha comprobado que interviene en la resistencia de los tumores
frente a la quimio y radioterapia cuando su expresion se incrementa. La sobreexpresién
de COX-2 esta asociado a un incremento de las IAP, concretamente de la XIAP y
Survivin. En células de carcinoma hepatocelular de las lineas HepG2 y SMMC-7721 que
se habian tratado con melatonina, se observo que en la via COX-2/PI3K/AKT se produjo
un aumento de la fosforilacion de las proteinas AKT de forma dependiente de la dosis,
desembocando en una disminucion de la regulacion de los genes de los IAP. Este
mecanismo confirmd que la melatonina sensibiliza las células del carcinoma

hepatocelular a la apoptosis a través de la inhibicion de COX-2 (Fan et al., 2013).
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Otro proceso por el cual las células tumorales evaden los tratamientos de
quimioterapia y radioterapia es la hipoxia. Este ambiente disminuye la expresién de
TRAIL, que interviene en la via extrinseca de la apoptosis. La melatonina en células de
cancer de colon provoca una inhibicion de PI3K y de NF-k[3, lo que aumenta el nivel de
apoptosis al incrementar la expresion de TRAIL, llegando a contrarrestar por completo
la resistencia inducida por la falta de oxigeno. Al mismo tiempo, también inhibe el factor
1 inducido por hipoxia, que se encarga de regular genes que promueven la angiogénesis
y la resistencia a farmacos, por lo que se facilita la apoptosis de las células de este
cancer al incrementarse la actividad de p53 y la introduccién de Bax en las mitocondrias
(Mortezaee et al., 2019).

Estos estudios experimentales demuestran que en las células de los tumores se
pueden disminuir los mecanismos antioxidantes y de supervivencia. No obstante, esto
no ocurre en todos los tipos de cancer, debido a que la melatonina puede proteger a las
células de cancer de prostata LNCaP de la radiacion ionizante al incrementar la

concentracion de glutation (Mortezaee et al., 2019).

3.2. Melatonina e infecciones virales

La melatonina también ejerce efectos beneficiosos durante las infecciones virales,
como ocurre con el virus de la encefalitis equina venezolana (VEEV). Este virus es
transmitido por los mosquitos y afecta, principalmente, a humanos y equinos, en los que
la infeccion cerebral induce la apoptosis de las células a través del estrés oxidativo y
procesos inflamatorios. Al tratar ratones infectados con VEEV con melatonina se
consigue disminuir el numero de células apoptéticas e incrementar la supervivencia de
los roedores, debido a la capacidad de esta indolamina de reducir el estrés oxidativo y
la cantidad de TNF-a. Al igual que ocurre en estos ratones, en cultivos celulares de
neuroblastoma infectados con VEEV se produce un aumento de la apoptosis a través
de la via intrinseca como consecuencia de la peroxidacién lipidica, pero al tratarlos con
melatonina se produce una disminucién de este tipo de muerte celular (Montiel et al.,
2015).

La enfermedad hemorragica del conejo es una infeccién viral causada por el virus
con este mismo nombre (RHDV). En los conejos causa una hepatitis necrosante severa

y una coagulacion intravascular en diferentes 6rganos, como en el rifién, higado y bazo,
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y presenta una letalidad bastante alta. De manera dependiente de la dosis, la melatonina
incrementa las proteinas Bcl-2 y Bcl-XL y reduce la expresion de Bax, la liberacion del
citocromo C al citosol y la activacion de la caspasa-9 en estos animales, evitando la

apoptosis hepatica provocada por el RHDV (Bahrampour Juybari et al., 2020).

La miocarditis es una inflamacion del musculo cardiaco y puede estar causada por
una infeccion viral. Existen diferentes virus cardiotropicos responsables de esta
alteraciéon, como el coxsackievirus B3 (CVB3), el virus del herpes humano 6 o el
parvovirus B19. El CVB3 favorece la activacion de la proteina quinasa R y provoca un
estrés en el reticulo endoplasmico, desembocando en la apoptosis de los
cardiomiocitos. Ademas, este virus estimula el dafio a las mitocondrias, incrementando
el proceso apoptotico de estas células. Durante la infeccion por CVB3 se reduce la
viabilidad de las células cardiacas, pero se puede revertir al utilizar un tratamiento con
melatonina, lo que incrementa la supervivencia celular. Este efecto se observa en la
cantidad de la enzima citoplasmatica lactato deshidrogenasa que se libera al exterior,
disminuyendo al emplear esta hormona en comparacion con la infeccion, o al utilizar la
tincion de TUNEL, que pone de manifiesto que el nimero de células apoptéticas era
menor al tratar con melatonina la infeccion (Fig. 3.10). Del mismo modo, se produce una
disminucion de la actividad de la caspasa 3 durante el tratamiento de las células in vitro
(Ouyang et al., 2019).
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Figura 3.10. Se observa un incremento del niumero de células tefiidas con TUNEL
durante la infeccion con coxsackievirus B3 en comparacioén con el grupo control (Cont),
mientras que el tratamiento con melatonina durante la infeccién (MEL+CVB3) reduce el

numero de células apoptéticas (Fuente: Ouyang et al., 2019).
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El CVB3 provoca la disfuncion de las mitocondrias al incrementar la permeabilidad
de la membrana de este organulo, lo que contribuye a la apertura del poro de
permeabilidad transitoria y a la salida del citocromo C al citosol para activar a la caspasa
9. Sin embargo, al anadir melatonina a los cardiomiocitos in vitro se produce el cierre
del poro, disminuye la cantidad de citocromo C en el citoplasma y se inhibe la activacion
de la caspasa 9 provocada por el CVB3 (Fig. 3.11) (Ouyang et al., 2019).
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Figura 3.11. Durante la infeccién con coxsackievirus B3 se incrementa la activacion
de la caspasa 9, mientras que al tratar los cardiomiocitos con melatonina (MEL+CVB3) se
produce una disminucion de la activacion de esta caspasa (Fuente: Ouyang et al., 2019).

3.3. Melatonina y otras alteraciones

La hemorragia intracerebral es una alteracion cerebrovascular que presenta una alta
mortalidad y morbilidad. Esta enfermedad provoca, entre otros efectos, la muerte celular
en los tejidos cerebrales. No obstante, al tratar in vitro las células con melatonina se
consigue aumentar el ratio entre Bcl-2 y Bax y disminuir los niveles de expresion de la
caspasa 3, cuyos valores se habian elevado durante la enfermedad. Al mismo tiempo,
este tratamiento también es capaz de reducir la salida de citocromo C al citosol, porque
favorecer el cierre del poro de permeabilidad transitoria de las mitocondrias en las

neuronas in vitro (Z. Wang et al., 2018).

Por lo que se refiere a los problemas de infertilidad, la melatonina también puede
utilizarse para solventarlos. Después del cancer y de las enfermedades
cardiovasculares, la infertilidad es la enfermedad mas frecuente. Aquellas parejas

infértiles pueden quedar embarazadas mediante las técnicas de reproduccion asistida,
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en las que la calidad del semen juega un papel importante dado que el dafio oxidativo
disminuye la capacidad reproductiva y activa la apoptosis intrinseca de los
espermatozoides. El estrés por calor provoca un incremento en la produccion de ROS
en las mitocondrias, lo que provoca la fragmentacion del ADN que acaba en la muerte
de las células. Al tratar a los espermatozoides con melatonina antes de sufrir el estrés
térmico, se previene la apoptosis al evitar que se pierda el potencial de la membrana
mitocondrial, impidiendo que se generen ROS en este organulo y se active la apoptosis
(Bejarano et al., 2014; Zhao et al., 2021).

Por otro lado, la melatonina también es capaz de disminuir la neurotoxicidad
provocada por el arsénico. Este metaloide induce la muerte de las neuronas del cerebro
y del ganglio de la raiz dorsal, pero al tratar las ratas con melatonina se consigue inhibir
la liberacion del citocromo C, por lo que no se produce la apoptosis de las neuronas
(Fernandez et al., 2015). También se evita la inmunotoxicidad provocada por el herbicida
atrazina, que disminuye el niumero de células inmunes. Al tratar a los ratones con
melatonina, después de exponerlos a este herbicida, se consigue disminuir la apoptosis
intrinseca y extrinseca de los esplenocitos al reducir la expresion de Fas y su ligando

Fas-L y la relacion entre Bax y Bcl-2 (Sharma et al., 2014).

Por ultimo, se ha comprobado que la melatonina previene la apoptosis inducida por
enfermedades degenerativas como la osteoartritis o el Alzheimer. Los condrocitos son
los unicas células que se encuentran en el cartilago y la apoptosis de este tipo celular
es una de las principales causas de la progresion de la osteoartritis. Las mitocondrias
de los condrocitos sufren dafios en su ADN debido a la presencia de citoquinas
proinflamatorias y de TNF-a. Al utilizar un tratamiento con melatonina se observa una
atenuacion de la apoptosis in vitro debido a que se reducen los niveles la proteina Bax
y de caspasa 3 y se produce una regulacion positiva de las proteinas anti-apoptéticas
Bcl-2 y Bel-XL (Zhang et al., 2022). Por lo que se refiere al Alzheimer, la melatonina es
capaz de detoxificar el 6xido nitrico y el peroxido de hidrégeno en la corteza cerebral,
que estan involucrados en el estrés oxidativo, evitando la disfuncion mitocondrial, el

deterioro en la reparacion del ADN y el dafio celular (Hossain et al., 2021).
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Una vez analizado cémo la melatonina influye en la apoptosis de las células, las

conclusiones que se pueden extraer son las siguientes:

1. La melatonina es una hormona que es capaz de modular la cantidad de proteinas
de la familia Bcl-2, de incrementar o reducir la activacion de las caspasas, de
regular la apertura del poro de permeabilidad transitoria o de inhibir la sintesis
de IAP, por lo que favorece o evita la apoptosis en funcién de si este efecto es o

no beneficioso para el organismo.

2. Se pueden desarrollar estrategias en las que la melatonina se utilice como
adyuvante en tratamientos de quimio y radioterapia en algunos tipos de cancer,
debido a su capacidad de sensibilizar las células tumorales a la apoptosis y

proteger las células sanas de la toxicidad de estos tratamientos.

3. Como consecuencia de su actividad anti-apoptdética durante las infecciones
virales, se podria utilizar la melatonina en personas infectadas para reducir el

numero de células que mueren durante estos procesos.

4. Debido a que la mayoria de los estudios se han realizado en lineas celulares o
en animales de experimentacion, se requiere de mas ensayos para poder
extrapolar estos beneficios que presenta la melatonina para su uso en
aplicaciones clinicas generalizadas en humanos, como el incremento de la

calidad seminal o disminucién de la neurotoxicidad de algunos compuestos.
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