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ANEXO ABREVIATURAS:

1. AA-NAT: Arilalquilamina -N-
acetiltransferasa

2. AIF: Factor Inducido por
Proteinas

3. AJ: Union adherente

4. AMPc: Adenosin Monofosfato
ciclico

5. APAF-1: Factor activador de la
apoptosis de proteasas 1.

6. BCL: Linfoma de Células B-2.
Proteina que actua en la apoptosis.
7. bFGF: Factor de crecimiento de
Fibroblastos

8. BUN: Nitrégeno ureico en sangre.
9. CAE: Conducto Auditivo Externo
10. C/EBP B: Proteina codificada en
humanos por el gen cebpB.

11. CDIS: Carcinoma Ductal In Situ
12. COX-2: Cicloxigenasa 2.

13. ECM: Matriz Extracelular

14. EMT: Transicion de Epitelio
Mesénquima

15. ERE: Elemento de respuesta a
estrogenos.

16. Ez: 17 3 Estradiol

17.FDA: Food and Drug
Administration

18. GJs: Unidn Gap

19. HIF 1: Subunidad 1 del factor
alfa inducible por hipoxia

20. HIOMT: hidroxiindol-0-
metiltrans- ferasa

21. HRT: Terapia de Reemplazo
Hormonal.

22. HUVECs: Human umbilical vein
endothelial cells

23..IARC: Agencia Internacional de
Investigacion del Cancer

24. IGF 1: Factor de crecimiento
insulinico 1

25.1IL: Interleucina

26. KiSS: Kisspeptina

27.LA: Acido Linoleico

28. LAN: Light and Night/Exposicion
Luz y Oscuridad.

29. MCF-7: Linea celular del
adenocarcinoma de mama

30. MEC: Matriz Extracelular

31. MLT: Melatonina

32. MME: Membrana mitocondrial
externa.

33. MMI: Membrana mitocondrial
interna.

34. MMPs: Matriz de
Metaloproteasas

35. MT: Receptor de membrana de
la melatonina.

36. NF-KkB: Factor nuclear
potenciador de cadenas ligeras
kappa de células B activadas.
37.NK: Natural Killer.

38. NSQ: Nucleo supraquiasmatico
39. OH: Radical libre hidroxilo.

4.0. ODF: Factor de diferenciacion de
osteoclastos.

41. PARP: Inhibidores de la enzima
poli ADP ribosa polimerasa.

42. PI3K: Via de senalizacion de la
fosfatidilinositol 3-kinasa.

43. PKA: Protein Kinasa A.

44. PPT: Poro de permeabilidad
transitoria.

45. RAR a: Receptor del acido alfa
retinoico.

46. RHT: Tracto retino hipotalamico
47. ROR: Retinoic acid orphan
receptor (alfa, beta, gamma).

48. SEEM: Modulador selectivo de la
enzima de estrogenos.

49, SERM: Modulador selectivo del
receptor de estrogenos.

50. TJs: Unién estrecha

51. TMX: Tamoxifeno

52. TRP: Triptéfano

53. VEGF: Factor de crecimiento
endotelial vascular.

54. 2A: Probable agente
carcinogénico humano.

55. 5 HTP: 5 Hidroxitriptéfano
56.13-HODE: 13-
hidroxioctadecadienoico



RESUMEN.

La melatonina es una hormona secretada principalmente por la glandula pineal,
a la que clasicamente se ha atribuido la regulacién de los ritmos circadianos de
luz/oscuridad. Sin embargo, en las ultimas décadas, dado principalmente por su
escasa toxicidad, numerosos equipos de investigacion han realizado ensayos que
le han atribuido a esta indolamina numerosas propiedades terapéuticas, en
multiples enfermedades, entre ellas las enfermedades de causa tumoral.

Entre estas ultimas, una de las mas estudiadas, dada su elevada prevalencia y
morbimortalidad, ha sido el cancer de mama. En esta enfermedad, la melatonina
ha tenido numerosas implicaciones en estudios de investigacion, en la cual se ha
descubierto un efecto positivo de la misma en la calidad de vida, control de
toxicidad del tratamiento o incluso disminuciéon de la capacidad invasiva de
dicho tumor.

Este trabajo describe los diferentes mecanismos por los cuales la Melatonina
ejerce su papel antitumoral, entre las que destacan: (1) Inhibidor de radicales
libres, (2) Radioprotector, (3) Regulador de la expresiéon y activacién de
estréogenos, (4) Inhibidor de la actividad Telomerasa, (5) Inmunomodulador,
entre otros. Posteriormente, acotaremos estas acciones al Cancer de mama,
centrandolo en ensayos clinicos y el uso practico en el tratamiento de esta
patologia.

SUMMARY

Melatonin is a hormone secreted principally by the pineal gland, to which the
regulation of circadian light / dark rhythms has been classically attributed.
However, in recent decades, mainly due to its low toxicity, numerous research
teams have conducted trials that have attributed to this indolamine numerous
therapeutic properties in multiple diseases, including diseases of tumor origin.

Among the latter, one of the most studied, given its high prevalence and
morbidity and mortality, has been breast cancer. In this disease, melatonin has
had numerous implications in research studies, in which a positive effect of it has
been discovered in the quality of life, control of treatment toxicity or even
decrease in the invasive capacity of said tumor.

This work describes the different mechanisms by which Melatonin exerts its
antitumor role, among which are: (1) Free radical inhibitor, (2) Radioprotector,
(3) Estrogen expression and activation regulator, (4) Inhibitor of Telomerase
activity, (5) Immunomodulator, among others. Subsequently, we will limit these
actions to breast cancer, focusing on clinical trials and practical use in the
treatment of this disease.



OBJETIVOS:

Nuestro principal objetivo es actualizar la informacién cientifica reportada
respecto al papel oncostatico de la melatonina en el desarrollo y tratamiento de
tumores hormonodependientes, en concreto del cancer de mama. Analizaremos
también otras propiedades antitumorales de la melatonina, asi como su
capacidad para regular el desarrollo y la progresion de metastasis.

Por ultimo, abordaremos ensayos clinicos con melatonina en pacientes con
cancer de mama, considerando sus posibles beneficios e inconvenientes, asi
como la perspectiva de estudio en ensayos futuros.

METODOS:

En este trabajo se han utilizado diversas herramientas como fuentes de
informacion y busqueda bibliografica, asi, bases de datos como Pubmed,
articulos de revistas cientificas de alto impacto, como Journal of the National
Cancer Institute, Current Medicinal Chemistry, International Journal of Molecular
Sciences, Journal of Pharmacy and Pharmacology, Journal of Pineal Research;
ademas, otras como trabajos de fin de grado y doctorado, libros fisicos y de
soporte digital.

Palabras clave: melatonina, cAncer de mama, apoptosis, vias de sefializacion de
estrogenos, radicales libres, quimioterapia, metastasis y ensayo clinico.

Key words: melatonin, breast cancer, apoptosis, estrogen signaling pathways,
free radicals, chemotherapy, metastasis and clinical trial.



INTRODUCCION.

Glandula Pineal: Estructura Funcional.

La melatonina es una hormona sintetizada por la glandula pineal o epifisis. Esta
es una glandula unica, esférica, situada en el techo del III ventriculo cerebral. Por
sus caracteristicas anatomicas llamo6 desde muy temprano la atencion de los
meédicos. Su primera descripcion se atribuye a Her6filo de Alejandria (s. III a.C.),
quien la vinculé a funciones valvulares reguladoras del “flujo del pensamiento”
en el sistema ventricular. Galeno (s. I d.C), describié su anatomia y la llamé
“konarium” (cono de pifia), denominacion que ha perdurado hasta la actualidad
con pinea, pifia en latin. Ademas observo que la estructura pineal poseia un
parecido estructural mayor con las glandulas que con el sistema nervioso.

En el Renacimiento, Andrés Versalio aport6 una descripcién anatémica y René
Descartes la denomina como el tercer ojo, no por su papel en la regulacion del
fotoperiodo, aun desconocido para entonces, sino porque afirmaba que ahi era
donde residia el alma. Descartes le asign6, ademas, una funcion fisiolégica: “la
glandula pineal se encarga de la percepcion del entorno”.

Varios siglos mas tarde, en 1905, Studnicka afirma que la pineal deriva
filogenéticamente de un oOrgano fotorreceptor con funciéon desconocida.
Posteriormente, en 1943, Bargman postul6 la relacidn de la glandula pineal con
la luz, a través del SNC.

La era actual del conocimiento pineal con la publicacion de The Pineal Gland, de
Julian Kitay y Mark Altschule, que atribuian a la glandula tres propiedades: (1) su
intervencion en el control de la funcion gonadal, (2) su participaciéon en la
respuesta cromatica dérmica a los cambios de luz ambiental en vertebrados
inferiores y (3) alguna vinculacién con la conducta. Fue en ese mismo afio
cuando Aaron Lerner comenzaba su trabajo encaminado al aislamiento del
factor pineal responsable del aclaramiento de la piel de anfibios, que condujeron
en 1958 a la identificacion de la melatoninal.

A partir de estudios fisiolégicos y anatémicos, se constatd que la sintesis de
melatonina en mamiferos estaba controlada por la luz ambiental a través de una
via neural cuya estacidn intermedia eran las neuronas simpaticas del ganglio
cervical superior, y el pinealocito como estacién final.

Por ultimo, en 1965, dos hechos contribuyeron a consolidar el concepto de la
glandula pineal como 6rgano neuroendocrino activo en los mamiferos. Hoffman
y Reiter demostraron que la oscuridad, o fotoperiodos cortos, inducia cambios
gonadales en el hamster, que podian ser suprimidos por la pinealectomia. En ese
mismo afo, Axelrod y Wurtman acufaron la expresion “transductor
neuroendocrino” para describir la glandula como un 6rgano que convierte un
estimulo neural proveniente de la retina y originado por la luz ambiental en una
respuesta endocrina, la produccion de melatoninal.



La glandula pineal es conocida también como cuerpo pineal, se trata de un
organo endocrino impar y de ubicacién medial (Fig 1)%. Se encuentra orientada
antero posteriormente reposando sobre el surco que separa los coliculos
superiores con la pared posterior del tercer ventriculo y encontrandose unido a
las comisuras habenular y posterior por una formacién pedicular llamada tallo
pineal, bafiada por liquido cefalorraquideo y cubierta por piamadre, la cual le
forma una capsula desde la que se proyectan tabiques por los cuales ingresan
gran cantidad de vasos sanguineos. Estos tabiques posteriormente la dividiran
en lobulillos incompletos. En el ser humano presenta un peso que oscila entre
100 a 200 mg, mide de 5 a 8 mm de longitud y de 3 a 5 mm de ancho.

La glandula pineal en los mamiferos esta inervada por fibras simpaticas
originadas en el sistema nervioso central. Siendo la via de inervacion principal de
la glandula el ganglio cervical superior de la cadena paravertebral. Este ganglio
es, sin duda, la principal aferencia postganglionar que pasa a formar el nervio
pineal, el cual se encuentra en el tentorio cerebelar.

En cuanto a su histologia (Fig 2)? tiene aspecto caracteristico de una glandula
endocrina presentando un nucleo central compuesto por l6bulos (parénquima) y
una superficie periférica (estroma). Alrededor del 70 al 80% de esta superficie
tiene un revestimiento ependimario, el cual esta constituido por una monocapa
de células cubicas de aspecto ciliado?.

-
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Fig. 1. Gl4ndula pineal humana en relacién a las estructuras cir- . ' ; y

cundantes. Corte horizontal del cerebro. Flecha roja - glindula
pineal con cisterna basal rodedndola; Flecha verde - Tercer ~ Fig. 2. Histologfa de la gléndula pineal humana H/E 40X. Flechas

ventriculo; Flecha azul - hipocampo (Tan et al., 2010). negras - pinealocitos; Flechas rojas - astrocitos.

Melatonina: sintesis, regulacion, transporte y metabolismo.

El primer componente de la via de inervacién de la glandula pineal, es el RHT,
formado por células ganglionares pequeiias, el cual se origina desde células del
ganglio retinal, ubicadas en el ojo, que se dirigen a través del nervio optico y
quiasma hasta alcanzar el hipotalamo.

La sintesis de melatonina en la glandula pineal esta controlada por el NSQ, que
esta sincronizado con el ciclo luz/oscuridad a través del RHT. Durante la noche,
el NSQ envia sefiales neurales a través de una via multisinaptica simpatica, la via



retino-hipotalamicopineal. Esta via consta de los nucleos paraventriculares
hipotalamicos, las células intermediolaterales y el ganglio cervical superior, que
se proyecta sobre la glandula pineal e induce en ella la liberaciéon nocturna de
noradrenalina. Su uniéon de la noradrenalina a sus receptores especificos
situados en las membranas de los pinealocitos promueve la activaciéon de la
sintesis de melatonina.

La formacion de la melatonina comienza con la captacidon del aminoacido Trp,
procedente del torrente circulatorio. El Trp es hidroxilado en la mitocondria por
la Trp-hidroxilasa. La mayor parte del 5-HTP resultante se convierte en
serotonina en el citosol, gracias a la intervencion de una enzima descarboxilasa.
Tras ello, la serotonina es acetilada por la AA-NAT y se produce N-
acetilserotonina, metabolito que es O-metilado por otra enzima, la HIOMT, lo
que da lugar a la melatoninal. Esta presenta un perfil ritmico de produccién
proporcional al estimulo noradrenérgico nocturno, con valores minimos diurnos
y maximos nocturnos3.

La melatonina se metaboliza muy deprisa, fundamentalmente en el higado,
elimindndose por la orina. Su principal metabolito en humanos y roedores es la
6-sulfatoximelatonina, que puede encontrarse en sangre y en orina.

Aunque clasicamente se ha pensado que su produccidn es exclusviamente pineal,
también existen otras localizaciones como son el tracto digestivo, células
enterocromafines, los linfocitos humanos, la retina o el cerebelo, en las que su
produccion no deja de ser significativa, cambiando de este modo la concepcion
puramente hormonal de dicha sustancia, ya que también se produce en 6rganos
no endocrinos.

Mecanismos de accion.

La melatonina ejerce su funcion principal a partir de cuatro receptores. Se une a
los receptores de membrana MT1 y MT2, pertenecientes a la superfamilia de
receptores de 7 dominios transmembrana acoplados a proteinas G. Dada la
facilidad con que atraviesa la membrana plasmatica, puede interaccionar
directamente sobre proteinas citoplasmaticas como la calmodulina, la proteina
quinasa Cy la proteina MT3 o bien puede actuar sobre radicales libres.

Los primeros estudios que mostraron la existencia de sitios de union de la
melatonina fueron llevados a cado mediante ensayos con el radioligando 2-
yodomelatoninal. Se descubrié en la mayoria de las especies su afinidad por el
sistema nervioso central y la retina. Se han clonado ya tres receptores de
membrana de la melatonina: los receptores MT¢, MT, y Mel 1c.

La primera interaccion de la melatonina con el nucleo se descubrio al
encontrarse una gran cantidad de hormona asociada a cromatina. Esta hormona
ejerce sus efectos por medio de receptores nucleares de la subfamilia de
receptores retinoicos RZR/ROR. Hasta la fecha, los unicos ligandos descritos
para estos receptores son la melatonina y compuestos de la familia de las
tiazolidindionas, que actiian como analogos de la melatonina. Asi, el CGP 52608
actua como analogo de melatonina, mientras que el CGP 55644 lo hace como
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antagonista. Los miembros de la subfamilia tienen un grado de expresion
variable entre los tejidos. Las isoformas ROR alfa se expresan en multitud de
tejidos. Intervienen en la inhibicion de la 5-lipoxigenasa, un mediador
antiinflamatorio, y en un aumento de los niveles de IL-2 e IL-6, inducidos por la
melatonina.

La expresion de RZR-f es la mas restringida, se la detecta casi exclusivamente en
estructuras del sistema nervioso central implicadas en el procesamiento de la
informacion sensorial y en el sistema de sincronizacién circadiano. EI ROR
gamma presenta una amplia distribucidn, mientras que su variante ROR gamma-
t es especifica del sistema inmunel.

Segun parece, la degeracidon anatémica y funcional asociada al envejecimiento se
debe, en parte, al dafio producido por los radicales libres, en concreto los
radicales de oxigeno. Estos radicales libres inactivan enzimas, dafian el ADN e
inician una serie de reacciones en cadena que conducen a la peroxidacion
(degradaciéon) de los lipidos de las membranas celulares. Para reducir este
efecto, tenemos sistemas de defensa, entre los que destaca la melatonina. Los
trabajos de Russel ]. Reiter, de la Universidad de Texas en San Antonio! y otros
han demostrado que la melatonina se comporta como un potente antioxidante.
En particular, neutraliza el radical hidroxilo (*OH), con una efectividad que
multiplica por 5 y por 14 la del glutation y la del manitol, respectivamente.
Ademas, la hormona se ha mostrado efectiva en la neutralizacion del peréxido de
hidrogeno, el singlete de oxigeno, el anion peroxinitrito y el radical peroxido.

Cancer de mama.

Es un problema de salud publica por su frecuencia y mortalidad, por lo que ha
surgido la necesidad de métodos eficaces para la deteccion temprana,
diagnostico, estadiaje y evaluacién de respuesta al tratamiento, donde los
estudios de imagen representan un papel esencial. Continta siendo la neoplasia
mas frecuente de la mujer y se diagnostican 1.2 millones de casos por afio
causando 500,000 muertes por afio, en Europa y EEUU. Aunque en los ultimos
afios ha disminuido de forma notable su mortalidad, dado el diagndstico precoz y
por consecuente su tratamiento desde fases tempranas, sigue siendo una de las
neoplasias que mas preocupan a la sociedad médica actual“.

Aproximadamente 75-80% de los canceres son invasivos o infiltrantes. El tipo
histoldgico mas frecuente es el carcinoma ductal invasor que representa el 70 al
80%, el segundo mas comun es el lobulillar invasor (5-10%), dificil de diagnos-
ticar por su diseminacion difusa en vez de formar una masa, ademas de una alta
tasa de multifocalidad y bilateralidad. El CDIS permanece confinado al sistema
ductal de la mama sin penetrar la membrana basal, aproximadamente el 30 al
50% de las pacientes con CDIS desarrollara carcinoma ductal en un periodo de
10 anos. El cancer inflamatorio (Enfermedad de Paget) se suele diagnosticar
clinicamente con la aparicion de edema, eczema y piel de naranja en la mama.
Representa tan so6lo el 1% de los canceres y suele afectar al complejo areola-
pezon.
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Una vez diagnosticado, un comité multidisciplinar evaliia la situacién de la
paciente, asi como el subtipo histoldgico, el estadiaje del tumor y la presencia o
no de mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2, para asi ofrecer un tratamiento
lo mas individualizado posible*.

Tanto en el CDIS como en el cancer de mama invasivo en estadio temprano, se
recomienda cirugia para extirpar el tumor. En ocasiones en los que la masa
tumoral sea mayor, se suele realizar una terapia sistémica neoadyuvante con
quimioterapia o terapia hormonal, con el fin de reducir al maximo la masa
tumoral previo a la intervencion. Por ultimo, posteriormente a la cirugia, se
realiza una terapia adyuvante, (normalmente con radioterapia), u otras opciones
terapéuticas (terapia hormonal, quimioterapia, etc). Este tipo de terapia
disminuye el riesgo de recurrencia, aunque no lo elimina por completo.

Por lo tanto, las opciones de tratamiento en este tipo de tumor son multiples,
aunque nos vamos a centrar principalmente en la particularidad de este tipo de
tumor, que es la de ser un tumor hormonodependiente, por lo general. Es por
ello que muchas de las terapias usan hormonas para combatir dicha
proliferacién, entre las que se encuentran el tamoxifeno y los inhibidores de la
aromatasa:

* Tamoxifeno: bloquea el receptor de estrogenos e impide su fijacion a las
células del cancer de mama. Resulta eficaz para reducir las recurrencias,
ademas del riesgo de desarrollar cancer en la otra mama y metastasis a
distancia. También esta aprobado por la FDA para reducir la incidencia de
cancer de mama en mujeres con riesgo elevado de desarrollar la
enfermedad. Es util tanto en premenopausicas como postmenopausicas.

* Inhibidores de la aromatasa: disminuyen los estrégenos producidos por
los tejidos ajenos a los ovarios en las mujeres posmenopausicas, al
bloquear la enzima aromatasa, la cual transforma los andrégenos a
estrogenos. Destacan el anastrozol (Arimidex®), el exemestano
(Aromasin®) y el letrozol (Femara®).

* Analogos de la hormona liberadora de gonadotropina u hormona
liberadora de luteinizante (GnRH o LHRH) detienen la produccion de
estrogeno en los ovarios, ocasionando una menopausia temporal. La
goserelina (Zoladex) y la leuprolida (Lupron) son farmacos inyectables
que pueden detener la produccion de estrogeno en los ovarios durante 1 a
3 meses

* Proteinas especificos del cancer, limitando asi su dafio a las células sanas.
Después de las terapias homornales, las segundas terapias dirigidas se
basaban en el gen HERZ, en los canceres que expresaban dicho gen. Entre
ellos, el mas destacado a dia de hoy, es el trastuzumab, que se utiliza en
combinacién con quimioterapia sistémica como tratamiento para el
cancer de mama HER2 + no metastasico®.
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FUNCIONES DE LA MELATONINA.

Sabemos que la melatonina es un compuesto con multiples efectos, y no solo su
papel como reguladora del ciclo suefio/vigilia. Como ya se ha mencionado,
destaca su capacidad para regular el ciclo circadiano en diferentes situaciones,
incluso del ciclo circadiano de cortisol libre3. La melatonina guarda relacion con
la maduraciéon sexual de los humanos y actia como marcador endocrino
estacional para la reproduccion de muchas especies estacionales®’. Posee,
ademas, capacidad antioxidante, constituye un neutralizador directo de radicales
libresy potencia el efecto de antioxidantes clasicosy de enzimas antioxidantes.
En cuanto a su papel inmunomodulador, ejerce multiples acciones sobre la
morfologia y funcionalidad de 6rganos primarios y secundarios del sistema
inmunitario. En este dominio opera via regulacion de citoquinas®°10.

Por ultimo, y sobre lo que se va a centrar este trabajo, destacaremos las
propiedades de la melatonina como agente oncostatico, puesta de manifiesto en
modelos tumorales in vivo e in vitro, sobre todo en aquellos dependientes de
hormonas (Cancer de Mama, sobre el que se centrara nuestro estudio; o de
ovario, entre otros). Sin olvidar sus propiedades demostradas como adyuvante
en diversas terapias antitumorales.

Se han realizado in vitro estudios en la linea celular MCF-7, derivada de
carcinoma de mama, y se ha puesto de relieve el efecto antiproliferativo y
potenciador de diversos agentes quimioterapéuticos citotdxicos y citostaticos®.

Los efectos antiproliferativos de la melatonina se han mostrado también en otras
lineas celulares de mama, ovario, coriocarcinoma, préstata, colon, melanoma y
neuroblastoma, entre otros. La propia secrecién natural de la hormona
constituye una sefial oncostatica, ya que tras la pinealectomia se ha observado
una aceleracion en el crecimiento tumoral, contrarrestada con la administracion
de melatonina exégena 611,

MECANISMOS ANTITUMORALES DE LA MELATONINA

Melatonina como agente inhibidor de radicales libres.

Debido a sus acciones de eliminacién de radicales, previene el dafio al ADN
nuclear que se produce cuando encuentra especies reactivas de oxigeno o
nitrégeno. EI ADN mutilado por cualquier medio puede sufrir una mutacién y
desencadenar un tumor. Dicho dafio ocurre persistentemente, y si no se repara,
continiia acumulandose durante toda la vida y es probable que sea una causa
primaria de cancer a partir de cierta edad!%.11,
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Se conoce desde 1993 el papel protector de la melatonina como secuestrador de
radicales libres (*OH)2. Esta evidencia se obtuvo tanto en experimentos in vitro
utilizando 5,5 dimetilpirrolina N-6xido (un reactivo capaz de atrapar radicales),
como mediante experimentos en los que se generé *OH por la fotdlisis por
radiaciones ultravioleta del H202. Sin embargo, aun existe controversia respecto
al mecanismo de esta reaccidn. Por un lado, se ha propuesto una reaccion directa
entre la hormona y el *OH, y por otro, se ha sugerido que el metoxiindol inhibe la
formacidn del radical por ejemplo, por reaccién con agua oxigenada?3.

Ademas del radical *OH, la melatonina y sus metabolitos tienen la capacidad de
detoxificar el radical superodxido, peréxido de hidrégeno, anién perinitrito y
oxido nitrico, asi como estimular la expresion de otras enzimas antioxidantes.
Los efectos antioxidantes indirectos de la melatonina dependen de su habilidad
para inducir la expresion de glutation peroxidasa y reductasa, superoxido
dismutasa y catalasa, cuatro importantes enzimas antioxidantes, asi como
reducir la actividad de enzimas pro-oxidativas, como por ejemplo, la enzima
oxido nitrico sintetasa.

Los efectos anticarcinogénicos de la melatonina se deben, en parte, a su
capacidad de aceptor de radicales libres, el cual ha sido demostrado en
diferentes modelos experimentales de carcinogénesis inducida por dafio
antioxidante, en los cuales la melatonina ejercia un efecto protector.

La carcinogénesis hormonal merece especial consideracion debido a Ia
relevancia de estos tumores en el amplio campo de las enfermedades tumorales.
El 17-B-estradiol (Ez), una hormona clasificada como un carcinogénico natural
por la IARC. Los efectos carcinogénicos de E; dependen en parte, del papel
estimulador de este esteroide en la proliferacién celular de diferentes tejidos
incluida la gldndula mamaria, asi como la probabilidad de incrementar la
mutacién del ADN. Muchos de estos efectos carcinogénicos, sin embargo, han
sido relacionados con el estrés oxidativo dependiente de sus metabolitos. Los
estrogenos son metabolizados por la citocromo P450 que los hidroxila a
productos tales como el 2- y 4-alfa-hidroxiestradiol. Estos son oxidados a
semiquinonas, los cuales, en presencia de una molécula de oxigeno, son oxidados
a quinonas con la consiguiente formacién de anion superdxido y radicales
hidroxilo (*OH), responsables de la carcinogénesis inducida por estos esteroides.

Usando un modelo de rifion de hamster para la carcinogénesis inducida por
estrogenos, Karbownik et al, demostraron que la melatonina prevenia la
potenciacion de la oxidacién de bases de guanina causada por los estrégenos,
ademas de prevenir el dafio en el ADN lo que puede potenciar la supresion del
cancer mediada por estrogenos!l.

Radioprotector.

Poco tiempo después de que la melatonina fuera descubiera como depurador de
radicales libres (sobretodo *OH), los cuales son responsables del 70% del dafio
tedrico que aparece en células expuestas a radiacion de alta energia, se penso en
la posibilidad de que tambien sirviese como radioprotector y agente
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anticancerigeno.

El efecto de la radiacion ionizante en el ADN es el de producir roturas simples y
dobles en sus cadenas, formar enlaces cruzados ADN-proteina. La idea de que la
melatonina protege de la radiacion ionizante la propuso Blickenstaff y su equipo,
el afio después de que se descubriese su efecto como receptor de radicales libres,
al demostrar que la mitad de los ratones irradiados con una dosis letal normal de
radiacion ionizante (950 cGy en todo el cuerpo), la mortalidad se reducia. De
forma similar, también se observé que la melatonina aumentaba
significativamente la supervivencia en ratones expuestos a 815 cGy de radiacion
ionizantel4.

En asociacion con este estudio, ademas se descubri6 que la melatonina dada de
manera preventiva antes de la radiacion a todo el cuerpo, protegia también a la
medula 6sea del dafio gendmico. Vijayalaxmi y su equipo!4, verificaron que la
melatonina actia como citoprotector de los linfocitos sanguineos expuestos a
150 cGy de radiacién. Finalmente, estos estudios se trasladaron a humanos,
demostrando que con el uso de melatonina, la frecuencia de dafio cromosémico y
formacién de células tumorales, se reducia un 60-65% en los linfocitos de
individuos que habian sido tratados con melatonina, en comparacién de los que
no lo habian hechol415,

Regulacion de la expresion del receptor de estrégenos y activacion.

Los efectos oncostaticos de la melatonina son especialmente relevantes en los
tumores hormonodependientes, y en especial, aquellos que afecten a la glandula
mamaria, prostata y ovarios. De todas estas neoplasias, la mas frecuentemente
estudiada ha sido la gldndula mamaria. Las propiedades antiestrogénicas de la
melatonina son la base de su accidn oncostatica de cancer hormonodependiente,
y las interacciones de la melatonina con la via de sefializacion de estrégenos han
sido mas que estudiadas.

Algunos autores como Cohen!!, sugieren que una reduccién de la funcion pineal,
sea cual sea la causa, y su consecuente descenso en la secrecion de melatonina,
podria inducir un estado de relativo hiperestrogenismo, con la temprana
exposicion del tejido mamario a los estrogenos, contribuyendo esto a la etiologia
del tumor.

Actualmente, sabemos que la melatonina interacciona con el receptor
estrogénico comportandose como un SERM. Sin embargo, de forma distinta a
otros SERMs, la melatonina tampoco se une al receptor de estrégenos ni
interfiere con la fijacién de estrogenos a su receptor, como el tamoxifeno. Las
propiedades antiestrogénicas de la melatonina dependen de su habilidad de
disminuir la expresion del receptor de estrogenos alfa e inhibir la unién del
complejo que se forma al elemento de respuesta estrogénico en el ADN. Todos
estos efectos son ejercidos a través de los MT111.

En la linea de MCF-7, la activacidn de los receptores MT1, no los MT2, realzan la
respuesta de estas células a los efectos antiestrogénicos de la melatonina. Los
receptores de membrana MT1 se unen a proteinas G e inhiben la actividad
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guanilato ciclasa, lo que hace que descienda la PKA, produciéndose un descenso
del cAMP que puede ser uno de los mecanismos implicados en el descenso
melatonina-dependiente de la actividad transcripcional del receptor de
estrogenos alfa. En conclusion, se demuestra que la melatonina actiia reduciendo
la expresion de proteinas dependientes de la actividad transcripcional del
receptor de estrégenos o, incluyendo proteinas mitogénicas y BCL
antiapoptotico. Por otro lado, la melatonina, en una via diferente de la proteina G,
también modula la transactivacion de receptores nucleares de la superfamilia de
los esteroides/retinoides, incluyendo receptores de glucocorticoides y el RAR a.

Otro mecanismo implicado en la accidn antiestrogénica de la melatonina es su
accion en la asociacion CaM - complejo E2-ER, que facilita la unién al ERE. Asi,
CaM actia como modulador de la actividad transcripcional del ER alfa, aunque
no del ER Beta. En este contexto, es importante sefialar que la melatonina se une
a la CaM e inactiva el complejo Ca 2+/CaM. Ademas, la inactivacién de la CaM
significa que dicha indolamina puede interaccionar con la via de sefializaciéon de
estrogenos. Esto es interesante, ya que, como se indica, la CaM se une
exclusivamente al ER al6. Consecuencia de esto, desde que los efectos
antiestrogénicos de la melatonina son, en parte, dependientes de su habilidad
para la inactivacion de CaM, la melatonina puede ser considerada basicamente
como un inhibidor especifico de E; mediado por la actividad transcripcional de
ER o, mientras no inhibe la transactivacion mediada por ER (. De hecho, la
sensibilidad del MCF-7 de las células humanas del cancer de mama a la
melatonina depende del cociente ER o /ER p y es abolido por la sobreexpresion
de ER B17.

Ademas de sus propiedades simultaneas tanto como SEEM como SERM, los
experimentos han revelado que la melatonina aumenta la sensibilidad de las
células MCF-7 a los efectos antiestrogénicos del tamoxifeno, y que el tratamiento
previo con melatonina reduce la expresion de la aromatasa y la actividad de
células expuestas a aminoglutamida, un farmaco antiesterioideo!.1819 Esta
evidencia apoya la idea de usar melatonina para mejorar los efectos de la terapia
convencional con farmacos SEEM y SERM. Ademas de esto, la melatonina puede
también ser util para reducir o suprimir algunos de los efectos secundarios de
los antiestrogenos convencionales.

En esta busqueda, se ha demostrado, que la melatonina reduce Ia
hepatotoxicidad del inhibidor letrozol de la aromatasa. Una patente reciente de
Witt-Enderby et al (2014) ha sido la del ligando hibrido melatonina tamoxifeno
como tratamiento para el cancer de mama?9.

Por otro lado, se ha demostrado que la posible asociacién de melatonina con
inhibidores de la aromatasa podria reducir el riesgo de osteoporosis descrita en
el tratamiento con esta familia de farmacos. La melatonina promueve la
proliferaciéon de osteoblastos y la sintesis de osteoprotegerina, un miembro de la
superfamilia de TNFR. Esta proteina inhibe la diferenciaciéon de osteoclastos
previniendo la union del ODF al receptor RANK. Es por este motivo que podemos
concluir que la melatonina es un importante adyuvante en la disminucién del
riesgo de fracturas de cadera u otras localizaciones, gracias a su reduccién del
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riesgo de osteoporosis.

Se realiz6 un meta-analisis de 51 estudios epidemioldgicos que comprendian a
mas de 150.000 mujeres, llevadas por el Collaborative Group on Hormonal
Factors in Breast Cancer, que concluyeron que la HRT después de la menopausia
estaba asociado a un riesgo elevado de padecer cancer de mama. La asociacion
de la melatonina con HRT convencional (estrogenos+progesterona) confirmd la
patente (Witt-Enderby et al.) que ya habia sido probada en ratones,
demostrando de manera firme que la asociacion de melatonina con HRT
incrementaba de forma significativa la latencia y descendia la incidencia del
cancer de mama?°.

Inhibidor de actividad telomerasa.

La activacion de la telomerasa desempefia un papel importante en la
carcinogénesis, proporcionando un mecanismo para una capacidad ilimitada de
division de células neoplasicas. La actividad de la telomerasa elevada ha sido
observada en el 85-90% de los canceres, mientras que esta ausente en la
mayoria de tejidos diferenciados.

La expresion de hTERT, una subunidad de la telomerasa y un mayor
determinante de la actividad de la enzima se correlaciona de forma estrecha con
la actividad de la telomerasa y sirve como indicador de su activacion!l.

En células normales, ademas de las células del tejido de la mucosa gastrica, la
melatonina incrementa la actividad de la telomerasa, probablemente como parte
de un mecanismo de retraso del envejecimiento de la mucosa gastrica por
inhibicion del ciclo replicativo celular de la senectud. Sin embargo, en las células
cancerigenas MCF-7 la expresion de hTERT mRNA esta inhibida de manera
dosis-dependiente por la melatonina, la cual reduce el crecimiento de
xenoinjertos en raton y desciende la actividad de telomerasa de los tumores
injertados.

Ademas, el tratamiento con CGP 52608, un agonista puro del receptor nuclear de
melatonina, desciende los niveles de RNA de hTERT, mientras que el agonista del
receptor de membrana MT1 S20098M, tiene los efectos contrarios, esto sugiere
un mecanismo cruzado entre ambos tipos de receptores de melatonina en la
regulacion hormonal de la actividad de telomerasall.

Esta existencia entre un ERE imperfecto en el promotor de hTERT explica la
capacidad de los estrogenos para activar la telomerasa, y por qué el estradiol
aumenta la expresion de hTERT y la actividad de telomerasa en células MCF-7
(ER a positivo), sin tener efecto en las células ausentes de ER alfa. Estudios in
vitro mostraron como la melatonina inhibe la expresién de hTERT inducida tanto
por E2 y los xenoestrogenos, como por Cadmio, un metal pesado con
propiedades estrogénicas y actividad carcinogénicall.

La capacidad de inhibicién de la melatonina del aporte extra de estradiol
inducido por la via de la telomerasa hace posible su utilizacion en el tratamiento
de tumores estrogenodependientes o carcinogénesis dada la exposicion

17



ambiental u ocupacional a dichos xenoestrogenos!l.
Efectos anti-apoptdéticos.

La apoptosis es un mecanismo fisioldgico primordial para la homeostasis tisular,
de manera que una desregulacion del proceso apoptdtico puede conducir a
desordenes hiperproliferativos por una disminucién 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?1.

Varios estudios realizados por Milles y su equipo, han demostrado el control que
ejerce la melatonina sobre la apoptosis de células del sistema inmunolégico. Los
primeros revelaron que la melatonina reduce la fragmentaciéon del ADN inducida
por glucocorticoides en timocitos de cultivo, descritos por Sainz y su equipo, en
1995. Este mecanismo parece estar mediado por la reduccidn de la expresion del
receptor de glucocorticoides'!?l. Posteriormente, se descubri6 que la
melatonina, ademas de inhibir la fragmentacion del ADN, también impide la
liberacion del citocromo C desde la mitocondria al citoplasma en timocitos de
raton tratados con dexametasona. De hecho, la melatonina es capaz de inhibir la
via mitocondrial de la apoptosis, a través de la regulacion de los niveles de
proteina apoptética Bax?!.

Los mecanismos por los que inhibe la apoptosis parecen estar relacionados con
sus propiedades antioxidantes y como agente secuestrador de radicales libres.
Por ejemplo, la melatonina atentia el dafio por isquemia/reperfusion
disminuyendo el dafio oxidativo mitocondrial mediante la activacion de la via de
sefializacion JAK2/STAT3. El reciente descubrimiento por Acufia-Castroviejo y
col. (2002)41, de que las mitocondrias constituyen una diana para la melatonina
ha abierto nuevas perspectivas en relacion a los mecanismos de accion de la
indolamina. En este sentido, Andrabi y cols. (2004)2! sugirieron que los efectos
anti-apoptéticos de la melatonina podrian explicarse por una interaccion directa
de esta indolamina con el PPT de la mitocondria.

Ademas, 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,
un lipido que se encuentra de forma exclusiva en la MMI y cuya oxidacién parece
desencadenar la permeabilizacion de la MME, quiza, a través de su interaccion
con proteinas pro-apoptoticas de la familia Bcl-221.

Efectos pro-apoptéticos.

Durante la primera parte del siglo XX Engel y Bergmann (Engel, 1935; Bergmann
y Engel, 1950), asi como Hofstdtter (1959) realizaron estudios pioneros tanto
experimetales como clinicos en Viena abordando la capacidad antineoplasica de
la glandula pineal bovina. Vera Lapin en los afios setenta los redescubrio,
trabajando en el Centro de Investigacion del Cancer de Viena, reviso el tema
glandula pineal y cancer y llevé a cabo importantes estudios experimentales.
Ademas, Lapin, junto con Ebels, en 1981, organizoaron el primer trabajo que
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relacionaba glandula pineal y cancer. Alli, a través de los datos procedentes de
diferentes autores se pudo concluir que el papel del indol pineal melatonina era
muy importante con respecto a la incidencia del desarrollo de tumores. Una
conclusion central de los estudios de Lapin fue que la pinealectomia estimula el
crecimiento del tumor primario y la formacién de metastasis lo que conduce a la
reduccion de supervivenciall.

Sin embargo, los mecanismos por los que la melatonina inhibe el crecimiento
tumoral o induce apoptosis en células tumorales ain no han sido del todo
esclarecidos. En células tumorales, la melatonina presenta dos efectos
principales: inhibiciéon de la proliferacion celular y activacién 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”), solo podria ejercer una accidn citostatica; mientras que los efectos
apoptdticos se observan a menudo a concentraciones mas elevadas. Asi, tumores
de prostata tanto sensibles como insensibles a andrégenos no responden a
concentraciones de melatonina en el rango nanomolar, pero concentraciones
milimolar inducen una significativa inhibicion del crecimiento!l.

Por otro lado, los efectos antitumorales de la melatonina se han descrito en
tumores mamarios que presentan mutado el receptor de estrogenos. De este
modo, se ha observado que la melatonina, a concentraciones del rango
nanomolar, induce una respuesta apoptética bifasica en células MCF-711.

La apoptosis temprana inducida por la indolamina es un proceso independiente
de caspasas fundamentalmente activado por el AIF. Por el contrario, la apoptosis
tardia (inducida tras 96 horas de tratamiento con melatonina) es el resultado de
una via de sefializacion mas compleja, que implica una desregulacion en el ratio
Bcl-2/Bax asi como la activaciéon de caspasas (-9 y -7) y el consiguiente
procesamiento de PARP.

Ademas, parece ser que la proteina p53 se activa durante la apoptosis temprana
inducida por la melatonina, mientras que la proteina p73, el homdlogo de p53,
esta involucrado en la apoptosis tardia dependiente de caspasas. Aparte de esto,
investigaciones recientes indican que la indolamina también muestra
propiedades pro-apoptéticas en lineas celulares de cancer de mama insensibles a
estrogenos. De hecho, en células MDA-MB-231 (negativas para el receptor de
estrogenos), las dosis farmacologicas de melatonina inhiben significativamente
la expresion de la COX-2 y la produccion de prostaglandina E2, reducen
drasticamente la actividad histona acetiltransferasa del cofactor p300 y la
acetilacion mediada por p300 del factor nuclear NF-kB y, por tanto, bloquean la
union y reclutamiento de NF- kB al promotor de COX-211.22,

Asimismo, la melatonina inhibe marcadamente la fosforilaciéon de las proteinas
PI3K, Akt y la glucégeno sintasa quinasa-3 (GSK-3), inactivando de este modo la
via de sefializacion fosfoinositol 3-quinasa (PI3K)/Akt. En ultima instancia, la
melatonina desencadena la activacion de Apaf-1 y la consiguiente cascada de
caspasas?2.
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Detoxificador del tratamiento quimioterdpico.

Entre otras de las muchas funciones de la melatonina, una de ellas es su
capacidad de reductora de los efectos adversos del tratamiento quimioterapico,
por lo que su utilizacion podria suponer una reduccién de la comorbilidad que ya
de por si asocian estos tratamientos. Asi, la doxorrubicina forma parte de la
familia de las antraciclinas, una clase de antibioticos citostaticos que han sido
usados con éxito en el tratamiento de varios tipos de tumores sdélidos. Su uso, sin
embargo, es complicado dada la variedad de efectos secundarios agudos y
cronicos. Una de las mayores consecuencias a largo plazo de la doxorrubicina es
el desarrollo de cardiomiopatia y fallo cardiaco congestivo en ultimo lugar. Los
mecanismos moleculares por los que la doxorrubicina induce el dafio cardiaco
han sido al menos en parte identificados por la generacién de radicales libres de
oxigenol?.

Los primeros trabajos que testaron la eficacia de la melatonina reduciendo la
toxicidad cardiaca de la doxorrubicina fueron llevados a cabo por Morishima y su
equipo (1998)12. Desarrollaron estudios de tejido cardiaco de ratas tratadas solo
con doxorrubicina y en combinacion con melatonina.

También compararon los efectos relativos protectores de la melatonina con
probucol, un farmaco hipolipemiante que reportaba numerosos beneficios en el
tratamiento de doxorrubicina en ratas!?. Melatonina y probucol fueron
igualmente efectivos en el mantenimiento del peso cardiaco, reduciendo la
mortalidad, disminuyendo el volumen de liquido ascitico, aumentando los
niveles de presién arterial tanto sistélica como diastdlica y revirtiendo el dafio
estructural cardiaco causado por la doxorrubicina. Mientras ambos tratamientos
(melatonina y probucol) disminuian la acumulacién de productos de
peroxidacion lipidica en el tejido cardiaco, la melatonina era mas efectiva
reduciendo los niveles en plasma de los productos de dafio lipidico!?. Estudios
posteriores realizados por Morishima, revelaron que parte de las acciones
beneficiosas de la melatonina en la reduccion del dafio cardiaco de la
doxorrubicina se debian a su capacidad para modular la redistribucion de zinc, el
cual puede actuar por si mismo como agente antioxidantel2. Ademas de esto, la
melatonina se compard con un antioxidante clasico, la vitamina E, clasificados
como protector. En posteriores analisis se demostré que, para alcanzar las
mismas concentraciones de proteccion cardiaca, la dosis de vitamina E debia de
ser 50 veces superior a la de melatonina (Fig. 3)12.
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AGENTES QUIMIOTERAPETICOS
( p.e. dexerubicin , cisplatino, etc.)
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Fig. 3. La doxorrubicina y un elevado ntimero de agentes quimioterdpicos inhiben el
crecimiento tumoral por mecanismos especificos. Sin embargo, generan radicales libres que
causan un extenso dafio celular o disfuncién que puede generar patologia orgénica e incluso
muerte celular. La capacidad antioxidante de la melatonina puede reducir el dafio celular,
potenciando la inhibicién del tumor debido a su actividad intrinseca de inhibicién de la actividad
tumoral.

El cisplatino es un agente quimioterapico ampliamente usado, aunque su uso
estd también limitado por la toxicidad. Los tejidos mas frecuentemente dafiados
son el rifién, nervios periféricos y estructuras del oido interno. Su toxicidad
directa es debida a la liberacién de radicales libres generados en estos tejidos. La
administracion exdgena de melatonina previno la ototoxicidad del cisplatino en
ratas. En este caso la melatonina era administrada de forma subcutanea o
administrada en el agua, siendo la medida la emision de distorsidon de producto
otoacustico medido por una sonda en el CAE de estas ratas. La administracion
conjunta de melatonina con el cisplatino, causaba una proteccién de la audicion
de todas las frecuencias en el oido de las ratas.

En cuanto al rifién, se realizé6 un estudio con ratas a las que se administré
cisplatino intraperitonealmente (7 mg/kg). El dafio renal era aparente a partir
del 32 a 52 dia. Se midieron los niveles de creatitina plasmatica y BUN, los cuales
estaban aumentados. Se demostré6 que la melatonina previno el dafio
morfolégico en el tubulo contorneado proximal, el epitelio renal vy,
especialmente, en la concentracion de cisplatino en sangrel2.

Progresion de metdstasis.

Debido al amplio rango de funcionalidad de la melatonina, los esfuerzos por
entender el papel oncostatico han sido recientemente encaminados hacia el
control de las metastasis. Multitud de evidencia han enlazado las acciones de la
melatonina a muchos mecanismos celulares compuestos tanto por células
cancerigenas como por aquellas que no forman parte del microambiente del
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tumor. Estos incluyen la regulacion célula-célula y la interaccion célula-ECM
remodelada por la matriz de MMPs, reorganizacion del citoesqueleto, transicion
de EMT y angiogenesisil14,

Una caracteristica comun de las células de tumor diseminadas es su capacidad
sustancial de flexibilidad en sus interacciones adhesivas con sus células vecinas o
elementos de ECM. Como las células cancerigenas son sometidas a una invasion,
las disrrupcion de las uniones célula-célula permite a estas células separarse de
las del tumor primario, y cambiar en la interaccién célula-matriz, lo que le
permite penetrar en el estroma adyacente. Una gran variedad de estructuras de
la composicion de la superficie epithelial, tales como TJs, AJs, GJs, desmosomas y
hemidesmosomas son responsables de mantener la despolarizacion celular,
preservando de forma colectiva la arquitectura del epitelio celular. De todas
estas, se ha demostrado que la melatonina ejerce un efecto inhibitorio en la
invasion cancerigena, modulando la expresiéon de moleculas de adhesion
asociadas con T] y AJ. Un ejemplo claro de esto es que la melatonina ha mostrado
una conversion de una linea celular en el cAncer de mama en humanos, MCF-7, el
cual reduce el fenotipo invasivo aumentando la expresion de la e-cadherina, un
miembro tipo 1 de las clasicas cadherinas encontradas en AJs. La pérdida de las
E-Cadherinas en las células cancerigenas esta considerada como una alteracion
contrastada de la union celular en un paso temprano de la metastasis4.

Recientemente, en un estudio de la diseminacion del cancer gastrico?3, la accion
de la melatonina en la regulacion positivo de la E-Cadherina fue probada para
controlar la interrupcion de la interaccion de NF-kB con C/EBP Beta. Se
observaron elevados niveles de ocludina, una proteina transmembrana presente
en TJs. La ocludina se ha relacionado como reguladora de la activacion de
localizacion de membrana de PI3K y como vanguardia de la localizaciéon de
proteinas de polaridad, aPKC-Par3 y PAT], que promueven la migracion
direccional de células epiteliares4.

La exquisita expresion de genes que condifiquen las moléculas de adhesion
involucradas en la interaccion de la célula a ECM ha sido relacionada con las
acciones de la melatonina en la invasiéon de células cancerigenas. Ademas, hay
que destacar el receptor de integrina, una glicoproteina de la familia de los
heterodimeros que conecta mediante sefiales el medio extracelular con el
aparato intracelular. Se vio que la expresion de alfa-v y 3-3 integrina fue nula,
mientras que la melatonina ejercia su papel inhibitorio en la invasion de células
en el glioma bajo condiciones hipdxicas. La expresion de los niveles de alfa-v
integrina no solo se correlacionaba con eso, sino que también actuaba
reteniendo un estado altamente invasivo en préstata y células cancerigenas del
cancer de laringe. En contraste con esto, la respuesta migratoria de células de
cancer de mama estuvo suprimida por la melatonina gracias a la induccion de la
B1 integrina. Estos resultados reflejaron que la melatonina media una
interaccidn bien coordinada entre la adhesion célula-célula y entre matriz-célula,
restringiendo a las células neoplasicas escapar de la masa de tumor primario e
invadir el estroma vecino!4.

Afiadido a un microambiente que apoye a las células del tumor primario para
migrar, las metastasis necesitan un nicho de células pre-metastasicas por las que
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circulen células del tumor que presenten y colonicen sitios distales. E1 mayor
componente para esto es la ECM, una estructura altamente dinamica que se
presenta en todos los 6rganos y estd siendo constantemente remodelada. Las
enzimas mas importantes de la remodelacion de ECM son las MMPs. La ECM no
solo proporciona una estructura para que se unan moléculas de adhesion, sino
que también sirve como depdsito para el secuestro de varios factores de
crecimiento como el bFGF y el VEGF. La degradacion de ECM por MMPs libera
sefiales bioquimicas cruciales, las cuales aumentan la diseminacién del cancer
inducido por la angiogenesis y la linfangiogénesis. La melatonina se ha
demostrado como moduladora de la funcién de expresién de los niveles de
MMPs, y se demostr6 que la melatonina tiene un representativo-efecto catalitico
en la actividad de MMPs a través de la union al sitio activo en lineas celulares del
adenocarcinoma gastrico.

Ademas de esto, la mediacién de la melatonina en la regulaciéon negativa de
MMP-9 fue hallada como contribucién a un epigenético o regulaciéon no
dependiente del estado transcripcional en las investigaciones del cancer oral,
metastasis del cancer de rifion, y migracion de células del carcinoma
nasofaringeol4.

En conclusion, todos estos resultados revelaron un papel mas que relevante de la
melatonina para contrarrestar la metastasis tumoral via MMP-9 mediada como
remodelacion de ECM14,

Otra situacion especifica del uso de melatonina en la progresion del cancer, en
concreto el cancer de mama, es el papel de la expresion del gen KISS1 inducida
por la melatonina en la inhibicidn de la capacidad invasiva del cancer de mama
triple negativo?4.

El cancer de mama triple negativo es uno de los mas agresivos y asociado a un
pobre prondstico. También este tipo de células son las mas invasivas de cara a
una futura progresion de metastasis. Sin embargo, la expresion de los niveles de
MT1 se han asociado con una mayor supervivencia en mujeres africanas,
americanas y caucasicas, sugiriendo que la melatonina pueda tener un papel
terapéutico en este tipo de cancer. A pesar de esto, el efecto de la melatonina en
el cancer de mama triple negativo sigue en gran parte siendo desconocido?*.

La kisspeptina, un producto del gen de KiSS1, es conocido por regular el inicio de
la pubertad y suprime la progresion de metastasis. La expresién de KiSS1 esta
aumentado en lesiones primarias de cancer pero reducida en las lesiones
metastasicas, sugiriendo que KiSS1 puede tener funciones pleiotrdpicas en el
desarrollo del cancer de mama y metastasis!#?4 La melatonina regula la
expresion de KiSS1 en el hipotalamo aunque la asociacion entre la melatonina y
KiSS1 en el cancer no ha sido del todo definida. Se comprob6 que el tratamiento
con 1mM de melatonina inhibi6 las funciones metastasicas, incluyendo la
migracion e invasion en las células cancerigenas triple negativo MDA-MB-231, la
concentracion farmacolégica de melatonina también reducia la viabilidad celular
y causO apoptosis. Concentraciones fisioloégicas de melatonina solo reducian la
viabilidad de las menos invasivas, las células del cancer de mama que no eran
triple negativo, las cuales podrian tener unos niveles diferentes de la expresion
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de MT1, aumentando o disminuyendo la invasividad de las células del cancer de
mamal424,

Por otro lado, esta la transcripcidon de factores de la familia GATA (compuesto
por seis miembros ahorradores que fijan la secuencia de ADN; A/T-GATA-A/G)
los cuales son decisivos para el destino de la célula. La fijacién a la proteina 3
GATA se ha convertido en crucial para el destino de las células luminares
mamarias. El patron de expresion en el cancer de mama parece relacionarse con
el patron de expresion de receptores de estrogenos y progesterona.

Ademas, en el cancer de mama con receptor hormonal positivo, expresa
probablemente altos niveles de GATA3. De manera inversa, pacientes con cancer
de mama invasivo triple negativo presentaran bajos niveles de GATA3, lo cual
parece que se ve mantenido con el desarrollo de metastasis.

Se trataron pacientes con cancer de mama con alta capacidad de metastasis
triple negativo con melatonina en rango de 1 nM a 10 micromolar?*. La
melatonina a concentraciones de 100 nM a 10 micromolar inhibian la migracion
de células sin tener efecto en la proliferaciéon celular. Por otro lado, la expresion
de KiSS1 inducida por melatonina prolongaba la inhibicion de la capacidad de
metastasis.

También se demostré que la melatonina aumentada los niveles y actividad
transcripcional de GATA3 para la expresion de KiSS1. Por lo tanto, los resultados
de este estudio sugirieron que la melatonina prolonga el efecto inhibitorio de la
metastasis activando la expresion KiSS1 mediado por GATA3%4.

En conclusion, lo que demuestra este estudio es que la melatonina inhibe la
invasividad de los tumores triple negativo sin efecto en la proliferacion. Asi,
KiSS1 parece prolongar el efecto inhibitorio de la melatonina via activacion
transcripcional GATA3. La melatonina también ha demostrado que regula el
ritmo circadiano inhibiendo la expresion de KiSS1 en el cerebro de roedores. Sin
embargo, parece ain por determinar como la melatonina regula la expresion via
GATA3 en el resto de células o tejidos del organismo, aunque en el cancer de
mama triple negativo se postula como uno de los principales estudios en el
conocimiento del papel de la melatonina en su terapéutica?4.

Mejora del sistema inmune.

La melatonina esta relacionada con las citoquinas de los T-helper 1, y su
administraciéon aumenta los niveles de dichos Th1. Tanto en ratones normales
como aquellos con leucemia, la administracion de melatonina contribuyé a
mejorar de forma cuantitativa los niveles de células natural Kkiller, las cuales
tienen un papel fundamental como mediadoras contra las células infectadas por
virus y las células cancerigenas’.

La melatonina regula la dinamica celular, incluyendo los estados madurativos y
proliferativos de todas las células hematopoyéticas y células inmunes implicadas
en la defensa del huésped (No solo NK, sino también linfocitos T y B, granulocitos
y monocitos) en la médula 6sea y los tejidos’. En particular, la melatonina es un
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poderoso antiapoptético, que promueve la sefial de supervivencia de
granulocitos y linfocitos B.

Respecto a la respuesta a citoquinas, la melatonina ha demostrado la
estimulacion de la produccion de IL-2, interferon gamma y IL-6, pero no de la IL-
4 por células mononucleares de las sangre periféricas?>.

La melatonina también activa a los monocitos humanos para producir IL-1 e IL-
12. Fisiolégicamente, el pico de melatonina nocturna se ha asociado con una
elevacion de el cociente IFN-gamma/IL-10, ademas de relacionarse con la
ritmicidad en el cociente Th1/Th225.

Los efectos de esta hormona han sido explorados también en vivo. La hormona
es capaz de recuperar la hematopoyesis en ratones trasplantados con carcinoma
de células pulmonares de Lewis y tratados con quimioterapia. Este efecto
aparentemente esta involucrado en la liberacién enddgena de factor estimulante
de granulocitos/macrofagos del colon, asi como citoquinas opioides inducidas
por melatonina, los cuales activan a los Linfocitos Th del ganglio linfatico y la
medula 6sea para liberar las citoquinas opioides. Como ya se sabe, su produccion
se reduce progresivamente con la edad125,

Sin embargo, y, en conclusidn, no ocurre lo mismo con los Linfomas de células T
y leucemias, asi como la posibilidad de otros tumores ain no estudiados. De
todos modos, la evidencia es mas que suficiente para afirmar la capacidad de la
melatonina de favorecer el funcionamiento de Th1l y/o activacion de NK, asi
como su posible utilizaciéon para el aumento o eficacia de vacunas contra el
cancer en un futuro?®,

Inhibidor de la angiogénesis en el cancer de mama.

La actividad antiangiogénica de la melatonina fue descrita por primera vez en
pacientes metastasicos. Cuando la melatonina era dada de forma oral a 20
mg/dia durante dos meses, se vio un descenso significativo en la cantidad en la
secrecion de factor de VEGF?2®.

El efecto apoptotico y antiproliferativo de la melatonina (testado desde 0.1 nM a
1 mM) fue descrito en las células de la vena umbilical en asociacién con la sobre
regulacion del p53 y la regulacion negativa de Bcl-2. El VEGF es liberado por
células cancerigenas respondedoras a estrogenos y fijado a estas por el receptor
local de membrana adyacente a las células endoteliares. La melatonina,
administrada a concentraciones farmacolégicas (1 mM) disminuye los niveles de
VEGF y la produccidon de la aromatasa. En cultivos de cancer de mama (MCF-7) y
HUVECs, la melatonina a 1 mM ejercio6 su potencial antiangiogénico regulando de
forma negativa las angiopoyetinas (ANG-1 y ANG-2) y los niveles de VEGF y
regulando de forma positiva la expresion de TieZ, que es un receptor de
angiopoyetina?t. Resultados parecidos fueron encontrados en injertos de
modelos de cancer de mama hormonodependiente (administrando melatonina
durante 21 dias a 40 mg/kg de peso, 5 dias por semana) y en células de cancer de
mama triple negativo (Dosis desde 1 microgramo a 1 mM).
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En tumores andrégeno dependientes, la melatonina redujo los niveles de la
subunidad alfa del HIF-1 e inhibi6 la liberaciéon de VEGF. Otra disminucién de la
angiogénesis fue encontrada en los injertos de raton de células de cancer de
prostata sensible a andrdgenos tratadas con inyecciones de 1 mg/kg durante 41
dias.

Por lo tanto, se concluy6 que, sobre todo en cancer de mama y cancer de
prostata, el factor proangiogénico VEGF era regulado de forma negativa por la
melatonina?®.

MELATONINA Y CANCER DE MAMA: ENSAYOS CLINICOS Y PERSPECTIVAS
FUTURAS:

Biomarcador y modulacién de la terapia endocrina.

Los biomarcadores son sugestivos de dos sucesos: individuos con un riesgo
inherente de desarollar una enfermedad genetica, e individuos que tienen una
exposicidn asociada con el inicio o progresion de la enfermedad?7:28.

Hay por lo menos tres razones por la cual la deficiencia de melatonina puede ser
usada como biomarcador de screening en la salud publica para identificar a los
individuos que se pueden beneficiar y ver incrementada su supervivencia con
estrategias de prevencion de la enfermedad?’. Primero, el factor edad, donde la
melatonina desciende con la edad, y donde se ha visto que existe una mayor
incidencia de ciertos tipos de cancer a medida que envejece la poblacion10.27.29,
Segundo, por el poder antioxidante de la melatonina, y un descenso de la misma
que puede conducir a un aumento de radicales libres y, por lo tanto, un
desarrollo tumoral por incremento del estrés oxidativo. Por ultimo, la secrecion
de melatonina esta descendida por la deprivacion del suefio, trabajos nocturnos
y otras alteraciones de exposicion luminica3 y en varios tipos de cancer, como el
cancer de mama, parece ocurrir un pico de indicencia en personas que presentan
dichas alteraciones del ritmo circadiano.

Aunque varios estudios retrospectivos han demostrado significativamente
niveles reducidos de melatonina en pacientes con cancer de mama, sin embargo,
no se ha visto asociacion en estudios prospectivos a largo plazo.

Una forma de razonar la observacion de estos niveles descendidos de melatonina
en pacientes con cancer es la hipotesis de que la presencia de tumor pueda
afectar a los niveles de melatonina. Ademas, el tamaro, tipo y grado de tumor
puede infuir en los niveles de melatonina (aumentarlos o disminuirlos), incluso,
como hemos mencionado, podrian ser usados como biomarcadores de cancer,
aunque muchos estudios apoyen un papel de la deficiencia de melatonina en el
aumento del cancer.

En una revision sistematica de ensayos clinicos de melatonina en tumores
solidos de paciences con un afio de supervivencia, se demostré que habia un

26



impacto positivo en el uso de melatonina. Estos ensayos fueron desarrollados
por el mismo grupo y en el mismo hospital. Los resultados son dificiles de
evaluar, dado que un afio de supervivencia es un periodo de tiempo muy corto en
el contexto de muchos tumores como el de mama. El hallazgo mas significativo
fue que la melatonina apenas poseia efectos adversos, y esto parecia ser lo mas
llamativo de cara a asociarlo al resto de tratamientos quimioterapicos. Esta
caracteristica abre un campo de investigacion muy amplio para ensayos clinicos
durante mas tiempo con el uso de melatonina?’.

En conclusion, aunque se han involucrado poblaciones cada vez mas grandes,
udltimamente, el beneficio clinico de la melatonina solo ha sido demostrado a
través de su adicion a un amplio grupo de estudios centrado en tumores
especificos en conjugacidon con tipos especificos de terapia, y principalmente
debido a su falta de toxicidad, que la hacen idénea para ensayos de largos
periodos de tiempo1827:30,

La alteraciéon del ritmo circadiano se presenta como una de las causas en el
desarrollo del cancer. La cronodisrrupcion por LAN representa un factor de
riesgo que puede ser reducida por la melatonina (Fig. 4)20.

EXPOSICION DE LA LUZ
DURANTE LA NOCHE

Restauracién de la circulacién de la

concentracion de melatonina n del

: . Regulacién de ritmo circadiano Interrupcién del

Secrecién de melatonina I ritmo circadiano
MELATONINA EXOGENA ‘

Alteracion de la expresion de los
“clock genes” involucrados en la
regulacion del ciclo celular

SEEM y SERM
accion de la
melatonina

RIESGO DE CANCER DE MAMA

Flg- 4: La administracién de melatonina podria reducir el riesgo de cancer de mama asociado con una cronodisrrupcién
causada por la exposicion luz/oscuridad, como ocurre en los trabajadores de turnos nocturnos. La melatonina exégena
restaura la disminucién de los niveles de melatonina endégena causada por la ausencia de luz, y regula la funcién de la

misma.

Este LAN aumenta el grado de crecimiento de los tumores mamarios, y ha sido
firmemente establecido en roedores a los cuales se les indujo tumores de forma
quimica, o xenoinjertos de células cancerigenas. Tal es asi, que los ratones
propensos a desarrollar tumores mamarios, aumentaron su riesgo de
desarrollarlo cuando eran expuestos de forma croénica a unos ciclos de luz
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alternantes simulando una jornada de trabajo de turnos cambiados.

Esta asociacion entre los cambios horarios incluyen trabajar de noche y el
incremento de riesgo de los diferentes tipos de tumores, ya mencionados por
otros estudios. Este riesgo afiadido de desarrollar cancer de mama en una
jornada alternante de horario de trabajo, se ha estimado en un incremento del
16% a los 10 afos. Este porcentaje llevado a la poblacion se ha estimado en una
fraccion atribuible del 5,7%. Estudios epidemioldgicos, aunque con muchas
controversias, apoyan la relacion entre el cambio de jornada laboral a nocturna y
el incremento de riesgo de padecer Ca Mama?9.

La IARC clasifica la jornada nocturna que altera el ritmo circadiano como un 2A.
Basado en esto, el National Board of Industrial Injuries de Dinamarca ha
reconocido el cincer de mama como una enfermedad ocupacional, en mujeres
que han estado desempleando jornadas de trabajo nocturnas los tltimos 20 afios
(enfermeras o azafatas de vuelo, entre otras). De todos modos, es cierto que
existen discrepancias entre los numerosos estudios, dado que existe una gran
complejidad en el estudio de todas las variables (edad de la mujer, estado

reproductivo, subtipo de cancer, duracion de la exposicion nocturna a la luz,
etc)19.

Aunque las recientes publicaciones concluyen a favor de la tendencia al
incremento de riesgo de cancer de mama incluso en personas que han sido
sometidas a cambios multiples nocturnos de jornada laboral, a pesar de que
fueran periodos cortos.

Revisando la influencia de una secreciéon reducida de melatonina, la relaciéon
entre la concentracion de melatonina en plasma en cancer de mama, ya fue
establecida en mujeres con adenocarcinoma mamario y receptor de estrégenos
positivo, que eran notablemente mas reducidas que las de las mujeres con cancer
de mama y receptor de estrogenos negativo y el de mujeres sanas!®20. Los
autores utilizan la expresion “hiperestrogenismo relativo” para definir la
situacion hormonal de las mujeres con bajos niveles de secrecion de melatonina,
sea cual sea la causa. Las mujeres postmenopausicas que trabajan de noche
tienen niveles elevados de estradiol sérico y un descenso significativo de la
excrecion urinaria de 6-sulfatoximelatonina (aMT6s), un metabolito de la
melatonina que sirve como indicador de la secrecién de la misma.

El acoplamiento entre el reloj celular y el control celular del ciclo es la clave para
explicar la disrrupcién entre la cronodisrrupcion y el cancer. En un reciente
estudio, llevado a cabo por modelos de rata con injertos de tumor receptor de
estrogenos +, MCF-7, la exposicidn alternante de horario luz/oscuridad, no solo
aumentaba el grado de desarrollo de tumor, sino que también conferia
resistencia a la terapia con tamoxifeno, ademas del tratamiento quimioterapico
con doxorrubicina. Otro estudio demostro la relacion entre el cAncer de mama y
la susceptibilidad y polimorfismo en genes reguladores CLOCK, BMAL1, BMAL2 y
NPAS2.

Como conclusién, la administracion de 1-10 mg/dia de melatonina a mujeres
trabajadoras de turnos de noche se puede ver como una forma de adaptar el
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cuerpo al trabajo nocturno, o disminuir el insomnio durante el dia. Sin embargo,
a pesar de la evidencia de los estudios epidemiolégicos que apoyan el hecho del
LAN en la carcinogénesis mamaria, el beneficio de la suplementacién con
melatonina en mujeres trabajadoras en turnos nocturnos no esta todavia
establecido para ser comprobado?°.

Modulacién de la terapia con tamoxifeno.

En este ensayo, se evaluaron los efectos bioldgicos y clinicos de una terapia
concomitante de MLT en mujeres con cancer de mama metastasico, y su
progresion respecto a la respuesta solo del TMX3132, El estudio incluy6 a 14
pacientes con metastasis que no respondieron a la terapia s6lo con TMX (n=3) o
progresaron después de un periodo de enfermedad inicial estable (n=11). Se
administré MLT oral a 20 mg-dia por la noche. Se alcanz6 una respuesta parcial
en 4/14 pacientes (28,5%), en la duracion de 8 meses. El tratamiento fue bien
tolerado en todos los casos sin un aumento de la toxicidad, incluso la mayoria de
las pacientes experimentaron un alivio de la ansiedad. Los niveles de IGF-1, un
factor de crecimiento para el cancer de mama, se redujeron significativamente
con esta terapia, y este descenso fue significativamente mayor en pacientes con
enfermedad estable o progresion. Ademas de esto, se vié un descenso en los
niveles de prolactina que sugirié que la MLT podia amplificar la respuesta del
TMX bloqueando la produccién de factores importantes del crecimiento tumoral
en el cancer de mama. Sin embargo, hay que afiadir que el descenso de IGF-1
pudo ser debido no solo a la MLT, sino también al TMX. En ese caso, la accién de
la MLT en la secrecién de IGF-1 puede explicar la potencial eficacia de la
hormona pineal en pacientes con receptor de estrégenos negativo32. Obviamente,
el pequefio numero de pacientes incluidos en este estudio no nos permite definir
conclusiones sobre el posible uso de MLT modulando la eficacia de la terapia
endocrina en cancer de mama. Sin embargo, la evidencia objetiva de una
regression inducida por la terapia concomitante de MLT en contraposicion a solo
el uso de TMX, podria confirmar las propiedades oncostaticas de la MLT12:32,
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CONCLUSIONES:

12 Melatonina realiza acciones oncostaticas en tumores hormonodependientes,
principalmente por sus propiedades antiestrogénicas, como su capacidad de
modulador selectivo de receptores de estrégenos (SERM),

22 Melatonina posee ademas accion detoxificante en el tratamiento
quimioterapico (cisplatino y doxorrubicina), radioprotector, inhibidor del estrés
oxidativo gracias a la captacion de radicales libres, mejora del sistema inmune,
asi como efectos tanto pro-apoptéticos como anti-apoptoticos.

32 Se ha demostrado que la melatonina puede frenar la progresion de las
metastasis en lineas celulares del cancer de mama, gracias a la expresion del gen
KiSS1 o su capacidad como inhibidor de la angiogénesis.

42 A pesar de los efectos beneficiosos claramente demostrados de la melatonina,
los ensayos clinicos realizados hasta el momento no han resultado del todo
concluyentes, dada la escasa valorabilidad de las muestras, dados multiples
factores de confusion (escasa muestra, multples variables que interfieren en el
resultado, escasa supervivencia de los pacientes, etc) que hacen dificil trasladar
los resultados obtenidos in vitro o en muestras animales a la poblacién general.

52 Por otro lado, dada la escasa toxicidad y los multiples efectos beneficiosos que
tiene esta molécula, tenemos por delante un extenso campo de investigacion, que
deja la puerta abierta para numerosos estudios en el futuro, y que prometen
resultados muy esperanzadores.
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