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El carcinoma hepatocelular (CHC) constituye el principal tumor primario de 

hígado a nivel mundial. Es una de las neoplasias con mayor prevalencia, 

constituyendo entre el 75 y 85% de todos los casos de cáncer hepático. Aunque es el 

quinto y noveno tipo de cáncer más frecuente en hombres y mujeres 

respectivamente, se posiciona en segundo y sexto lugar como causa de muerte 

asociada a cáncer. La detección y diagnóstico del CHC son realmente complicados 

debido a la inespecificidad de los síntomas que presenta y a la tardía aparición de 

aquellos que indican fallo hepático. En la actualidad, esta enfermedad tiene un pobre 

pronóstico y los pacientes con CHC o cirrosis avanzada presentan tasas de 

supervivencia de 2 años en menos del 32% de los casos. Los tratamientos que mejor 

pronóstico presentan son la extirpación quirúrgica y el trasplante de hígado; sin 

embargo, la efectividad de dichos procedimientos solamente se encuentra en 

pacientes con un proceso tumoral poco desarrollado y diagnosticado de forma 

temprana. Además, la quimioterapia convencional no es realmente efectiva en 

pacientes con tumores no extirpables mediante cirugía. 

Un mayor entendimiento del proceso de carcinogénesis se torna crucial para 

identificar las posibles dianas terapéuticas y definir terapias alternativas o que 

potencien los tratamientos convencionales. A pesar de que no existe una única vía de 

señalización responsable del desarrollo del CHC, hay evidencias que señalan que 

ciertas cascadas de señalización se encuentran alteradas con mayor frecuencia y, por 

tanto constituirían importantes dianas para el diseño de nuevas drogas. 

Por todo ello, y basándonos en el creciente interés farmacológico de la 

melatonina como agente anticancerígeno y oncostático, el principal objetivo de esta 

tesis fue determinar el efecto de la melatonina en un modelo animal experimental de 

CHC desarrollado en ratones tras la administración de dietilnitrosamina (DEN) 

analizando las principales vías de señalización implicadas en su desarrollo, así como 

los mecanismos implicados en los efectos oncostáticos de la hormona. Además, se 

empleó la línea de células de hepatocarcinoma humano (Hep3B), para así profundizar 

en los distintos mecanismos moleculares estudiados y, sobre todo, demostrar si los 

resultados obtenidos en ratones pueden ser extrapolables al hombre. 
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La administración de DEN indujo daño hepático y CHC, demostrado por un 

aumento en la expresión de los marcadores séricos de daño hepático, y por las 

características microscópicas y macroscópicas evaluadas. Además, el desarrollo y la 

progresión del CHC, a lo largo de los diferentes periodos del estudio, se acompañó de 

una expresión alterada de los principales mediadores y vías de señalización 

estudiadas. 

La melatonina moduló diferentes vías de señalización alteradas en el CHC, e 

implicadas en el daño y la progresión tumoral, tales como la proliferación, la 

diferenciación y la angiogénesis. Además, la melatonina reguló diversas proteínas 

involucradas en el ciclo celular, la apoptosis, la respuesta autofágica y el estrés de 

retículo endoplasmático (RE). Los efectos de la melatonina también se asociaron a la 

regulación de la vía de señalización de la esfingosina quinasa/esfingosina 1-fosfato 

(SphK/S1P), así como otras vías relacionadas, tales como la vía de la PI3K/AKT/mTOR 

y la vía de las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPKs). Además, se 

demostró que la melatonina modula los ritmos circadianos alterados en el modelo 

animal de CHC inducido por DEN, y en células Hep3B, lo cual podría contribuir a los 

efectos beneficiosos del indol en la regulación del desarrollo y la progresión tumoral. 

Así, en el presente estudio se concluye que los efectos de la melatonina sobre 

diferentes vías de señalización implicadas en la hepatocarcinogénesis, en el modelo 

animal de CHC, así como in vitro en células Hep3B, junto con sus propiedades 

beneficiosas ya documentadas en varios tumores, y su falta de toxicidad, demuestran 

el potencial interés de esta molécula, al menos como adyuvante, en la terapia del 

CHC. Sin embargo, se requieren más estudios para confirmar la utilidad de esta 

molécula en la prevención y el tratamiento de pacientes con cáncer. 
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2.1 Carcinoma hepatocelular (CHC) 

El hígado es un órgano con una amplia gama de funciones vitales como el 

procesado de nutrientes, la síntesis de proteínas, la producción de bilis, y la 

destoxificación de sustancias perjudiciales presentes en el organismo (Gumucio y 

Miller, 1981). Las agresiones al hígado por agentes químicos, quirúrgicos o víricos, 

desencadenan un proceso fisiopatológico complejo que incluye desde una simple 

esteatosis hepática hasta una esteatohepatitis, fibrosis hepática, cirrosis y finalmente 

hepatocarcinoma (Karakus y cols., 2011; Al-Harbi y cols., 2014). 

2.1.1 Epidemiología 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) establece la clasificación de los 

tumores primarios de hígado. El hepatocarcinoma constituye la neoplasia hepática 

primaria más frecuente (75-85% de los casos), seguido a gran distancia por el 

colangiocarcinoma, el angiosarcoma y el hepatoblastoma (Bray y cols., 2018). La 

Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer (IARC) posiciona el CHC como 

el quinto cáncer más común en hombres (550.000 casos; 7,5% del total) y el noveno 

en mujeres (228.000 casos; 3,4%), y como la segunda causa de muerte por cáncer a 

nivel mundial (746.000 muertes estimadas en 2012; 9,1% del total). Existen 

variaciones en la incidencia de cáncer entre las distintas áreas geográficas, 

principalmente asociadas a la exposición a diferentes factores de riesgo. Casi el 85% 

del número total de casos de cáncer hepático ocurre en regiones subdesarrolladas, 

con una distribución de la incidencia que varía dependiendo del sexo. En hombres se 

registra una mayor incidencia en el Este y Sur de Asia (31,9 y 22,2 de cada 100.000 

individuos); mientras que, en mujeres, el cáncer de hígado es más frecuente en los 

países de Asia oriental y África occidental (Ferlay y cols., 2015). Aunque las tasas de 

incidencia y mortalidad son superiores en los países en vías de desarrollo que en los 

países desarrollados, la incidencia está aumentando en Europa y el Norte de África, y 

se está viendo reducida en China y Japón en los últimos años (Torre y cols., 2015). En 

Europa, también se han detectado diferencias en las tasas de mortalidad 

incrementándose en el Norte de Europa y viéndose reducidas en el Sur. En Estados 
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Unidos la mortalidad se incrementó en los años 90 y primera década de los 2000; por 

el contrario, en Japón la mortalidad está disminuyendo (Bertuccio y cols., 2013). 

Aunque es difícil calcular los cambios futuros en la epidemiología del CHC, 

algunos expertos han sugerido que la incidencia global seguirá aumentando en los 

próximos años, a pesar de las mejoras en el control de los principales factores de 

riesgo asociados (Venook y cols., 2010). 

2.1.2 Etiología, factores de riesgo y carcinogénesis 

De forma similar a otros tumores, los factores etiológicos de riesgo del CHC 

son muy heterogéneos y algunos han demostrado tener una fuerte asociación con el 

desarrollo de cáncer (El-Serag y cols., 2011).  

Las infecciones crónicas causadas por los virus de la hepatitis B (VHB) y C 

(VHC) son el principal factor de riesgo para el desarrollo de CHC (Saeed y cols., 2014). 

Las tasas de progresión a cirrosis y CHC dependen de la edad de infección, sexo, 

grado de replicación del virus o coinfección con el virus de la inmunodeficiencia 

humana (VIH), entre otros factores (Locarnini y cols., 2015), siendo estas tasas 

reducidas por la prevención y el tratamiento tanto del VHB como del VHC (Singal y El-

Serag, 2015). Cuando se analiza la incidencia de CHC en la población mundial, se 

desvela que la infección crónica por el VHB es responsable de entre un 20% y un 30% 

de los casos de cáncer de hígado (OMS, 2017a). En relación con el VHC, el 60-80% de 

la población infectada sufre una enfermedad crónica, y en estos casos el riesgo de 

cirrosis hepática a los 20 años es del 15-30% (OMS, 2017b). El VHC es responsable del 

31% de los casos de CHC detectados en todo el mundo (Pascual y cols., 2016) y 

constituye la principal causa de CHC en los países occidentales (Forner y cols., 2012). 

Las principales formas de transmisión viral difieren entre países. Actualmente, se 

estima que las prácticas de inyección con instrumental contaminado en los centros de 

salud, la transfusión de sangre y productos sanguíneos sin analizar, o el consumo de 

drogas inyectables son las vías más comunes de transmisión (OMS, 2017a; 2017b). 
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Además de las infecciones por virus, el tabaco, la aflatoxina B1, la enfermedad 

de hígado graso no alcohólico, la diabetes, la obesidad y la hemocromatosis también 

se han asociado con la hepatocarcinogénesis (Wild y Hall, 2000). Sin embargo, no solo 

los factores ambientales son responsables del desarrollo de CHC, también lo son 

diferentes enfermedades autoinmunes y trastornos metabólicos como la hepatitis 

autoinmune, la cirrosis biliar primaria, la colangitis esclerosante primaria, la 

deficiencia de alfa-1 antitripsina, la enfermedad de Wilson, la enfermedad de Von 

Gierke y la hemocromatosis (Dragani, 2010) (Figura 1). 

Los mecanismos que participan en la iniciación y progresión del CHC no están 

completamente definidos y varían dependiendo del factor etiológico implicado 

aunque, en la mayoría de los casos, el CHC se desarrolla a partir de una cirrosis de 

fondo (Ghouri y cols., 2017). Sin embargo, está ampliamente aceptado que las 

alteraciones genéticas que se producen en los hepatocitos conducen a la 

transformación maligna y al establecimiento de CHC (Nakagawa, 2012). El cáncer fue 

considerado como un proceso autónomo de células, en el que la adquisición de 

mutaciones en oncogenes y genes supresores conducía a una mayor proliferación y 

menor muerte celular. Ahora se sabe que los carcinomas son órganos con un 

complejo microambiente el cual resulta crucial para la supervivencia, crecimiento y 

proliferación de las células tumorales, así como para la transición 

epiteliomesenquimal y la metástasis. El microambiente del tumor define el 

comportamiento del mismo, no solo por el genotipo y fenotipo de las células 

tumorales por sí solas, sino también por las interacciones e influencias de las células 

que las rodean (Yang y cols., 2011a; Leonardi y cols., 2012). Durante el estado 

preneoplásico, hay varias interacciones entre los diferentes tipos de células tumorales 

en el estroma (como fibroblastos, macrófagos, leucocitos, células endoteliales, 

neutrófilos y células dendríticas) y componentes de la matriz extracelular (colágeno, 

fibronectina, laminina o glicosaminoglicanos) (Schrader e Iredale, 2011). Cada una de 

estas células produce factores de crecimiento, citocinas, radicales libres y otros 

sustratos tumorígenos que contribuyen a la iniciación y progresión del tumor (Wu y 

cols, 2012a). La carcinogénesis hepática, por tanto, se considera un proceso de 
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múltiples pasos que se inicia cuando el hígado está expuesto a la acción de 

compuestos tóxicos o infecciones. En estas condiciones, los hepatocitos y las células 

estromales responden poniendo en marcha mecanismos de supervivencia para 

erradicar el daño. Si el estímulo de la lesión persiste, la activación crónica de los 

mecanismos de compensación conduce a una inflamación mantenida y a la 

regeneración de los hepatocitos, lo cual se ha relacionado con un mayor riesgo de 

mutaciones genéticas y alteraciones epigenéticas que probablemente favorecen el 

desarrollo del CHC (Nakagawa, 2012). Además de la inflamación, el estrés oxidativo, 

la fibrosis y la cirrosis son características comunes durante la hepatocarcinogénesis y 

son responsables de inducir las alteraciones genéticas mencionadas, la activación de 

oncogenes, la inhibición de genes supresores de tumores y la descompensación de 

diferentes moléculas implicadas en la regulación de estos eventos, como los 

microARN (miARN) o las proteínas (Aravalli y cols., 2013).  

Durante la lesión hepática crónica, la fibrosis es el resultado del depósito de 

matriz extracelular (MEC), lo que conduce a un intercambio de oxígeno deficiente. 

Esta hipoxia favorece la secreción de factores proangiogénicos por las células del 

estroma y se induce la producción del factor inducible por hipoxia (HIF)-1α (Wu y 

cols., 2012a). El exceso de producción de MEC y la disminución de su degradación 

conducen a un entorno fibrótico y estimulan el crecimiento, la supervivencia y la 

proliferación tumoral (Hernández-Gea y cols., 2013). Los fibroblastos asociados a 

tumores secretan factores que promueven el crecimiento tumoral y la angiogénesis e 

interaccionan con las células cancerosas (Wu y cols., 2012a; Hernández-Gea y cols., 

2013). Las células inmunes, especialmente los linfocitos T infiltrantes de tumor, son 

importantes para la respuesta antitumoral; sin embargo, hay un predominio de 

células T reguladoras circulantes y de células mieloides supresoras que amortiguan la 

respuesta inmune (Hernández-Gea y cols., 2013). Los macrófagos asociados a 

tumores liberan quimiocinas y factores de crecimiento que suprimen la inmunidad 

antitumoral (El-Serag y Rudolph, 2007). Además, los hepatocitos tumorales son 

insensibles a las señales inhibidoras del crecimiento, evaden la apoptosis, poseen un 

potencial de replicación ilimitado, una angiogénesis aberrante, y capacidad de 
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invasión tisular y metástasis, características necesarias para el desarrollo del cáncer 

(Boyd y Reade, 1988). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Factores de riesgo y mecanismos moleculares implicados en la 
hepatocarcinogénesis (Modificado de Aravalli y cols., 2013). 
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insuficiencia hepática y/o deterioro físico refleja una etapa avanzada donde el 

tratamiento ya no es una opción (Llovet y cols., 2016). En pacientes con cirrosis, la 

descompensación hepática puede manifestarse por la presencia de ascitis, peritonitis 

bacteriana espontánea, síndrome hepatorrenal, hemorragia por varices 

gastroesofágicas y encefalopatía hepática (Barone y cols., 2013). Los pacientes que 

desarrollan descompensación hepática de inicio súbito en el contexto de una cirrosis 

deben someterse a un estudio de imagen abdominal para descartar el CHC. Es 

importante destacar que la detección de CHC en pacientes con cirrosis seguida de 

vigilancia cada 6 meses aumenta la probabilidad de diagnóstico de CHC en etapa 

temprana con opciones curativas. Por el contrario, el diagnóstico tardío se asocia con 

un mal pronóstico. Por tanto, los protocolos de detección precoz y vigilancia del CHC 

deben optimizarse (Gish y cols., 2012; Guy y cols., 2012). 

El manejo de los pacientes con CHC se complica por la presencia de 

enfermedad hepática subyacente. Además, es posible que las diferentes etiologías del 

CHC y sus efectos sobre el hígado afecten a la respuesta y resultado del tratamiento. 

El tratamiento de pacientes con CHC, a menudo, requiere una atención 

multidisciplinaria con la participación de hepatólogos, radiólogos e intervencionistas, 

cirujanos, patólogos, médicos y oncólogos quirúrgicos (Siddique y cols., 2017). 

El diagnóstico del CHC se basa en procedimientos radiológicos y de 

laboratorio. La ecografía es la principal prueba de diagnóstico empleada para la 

vigilancia de lesiones hepáticas de pacientes en riesgo. Permite la detección de 

tumores pequeños en fases tempranas, e incluso puede ser útil en la identificación de 

anomalías estructurales hepáticas, así como en la detección de un aumento de 

tamaño de los ganglios linfáticos hepáticos en etapas avanzadas (Attwa y El-Etreby, 

2015). La ecografía con contraste mejora la detección con una alta sensibilidad y 

especificidad, aunque parece depender del tamaño del tumor y de otros factores que 

no afectan a otras técnicas como la tomografía axial computarizada (TAC) o la 

resonancia magnética nuclear (RMN) (Martie y cols., 2011). La TAC se emplea 

principalmente en la detección y estadificación del CHC, con alta especificidad pero 

sensibilidad variable (Bellissimo y cols., 2015). La RMN permite el examen del hígado 
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sin contrastes, y muestra una mejor resolución y mayor sensibilidad en la 

diferenciación de los nódulos tumorales que la TAC o la ecografía (Attwa y El-Etreby, 

2015). Aunque la sensibilidad responde al tamaño y grado de diferenciación del 

tumor (Chou y cols., 2015), la angiografía en combinación con la TAC o la RMN mejora 

la detección debido a la alta vascularización del CHC. Sin embargo, el uso de esta 

combinación se restringe al tratamiento mediante quimioembolización, y para el 

control de hemorragias (Attwa y El-Etreby, 2015). 

En la práctica, los biomarcadores séricos habituales para la detección del CHC 

son la alanina aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST) y alfa-

fetoproteína (AFP). El más utilizado es la AFP, pero muestra una baja sensibilidad 

debido a la alta heterogeneidad del CHC, y una especificidad variable según los 

valores de corte (Attwa y El-Etreby, 2015). Además, otros biomarcadores como 

glypican-3, des-gamma-carboxiprotrombina, factor de crecimiento de hepatocitos 

(HGF), factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), cromogranina A, osteopontina, 

alfa-1-fucosidasa y los complejos antígeno-inmunoglobulina M del carcinoma de 

células escamosas, solos o en combinaciones, son útiles en la detección temprana del 

CHC (Bertino y cols., 2014; Kondo y cols., 2015).  

La clasificación clínica del CHC es necesaria para predecir el pronóstico y 

establecer la mejor estrategia para el tratamiento. Puesto que la mayoría de los 

pacientes ya tienen una enfermedad hepática asociada, la evaluación pronóstica debe 

incorporar, no solo el grado de desarrollo del tumor, sino también el grado de 

compromiso de la función hepática (Forner y cols., 2018). Existen diferentes sistemas 

de estadificación con diferentes pronósticos según las características tumorales, el 

grado de desarrollo del CHC, las características raciales y las diferencias geográficas 

de los pacientes (Duseja, 2014). El mejor sistema de estadificación debe tener en 

cuenta las características tumorales, la función hepática y el estado de salud del 

paciente, así como el impacto del tratamiento. Entre los 18 sistemas de estadificación 

disponibles, el sistema de estadificación del grupo Barcelona Clinic Liver Cancer 

(BCLC) es el más utilizado en los países occidentales. Dicho sistema clasifica a los 

pacientes en cinco grupos utilizando los parámetros relacionados con el tumor y las 
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características de los pacientes y proporciona recomendaciones para el tratamiento 

de la enfermedad para cada categoría (Figura 2). Además, es el principal sistema 

aplicado en ensayos clínicos (Kim y cols., 2012). 

Figura 2. Estadificación BCLC y protocolo de tratamiento. CHC, carcinoma 
hepatocelular; CP, Child-Pugh; EH, extrahepática; PEI, inyección percutánea de etanol; PS, 
capacidad funcional del sujeto (Performance Status); TACE, quimioembolización trans-
arterial; TH, trasplante hepático; RF, radiofrecuencia (Modificado de Forner y cols., 2012). 

 

Otros sistemas de estadificación:  

- Sistema TNM (T, tumor primario; N, ganglios linfáticos regionales; M, 

metástasis distante), el cual solo tiene en cuenta las características del tumor 

pero no la función hepática. 

- Sistema de Okuda, el cual es efectivo en pacientes en etapa avanzada pero no 

en las primeras fases de la enfermedad. 

- Sistema CLIP (Cancer of Liver Italian Program), el cual no diferencia entre las 

etapas más avanzadas.  
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- Sistema de clasificación de pronóstico Francés, que falla en el pronóstico de 

pacientes en etapas iniciales. 

- Sistema CUPI (Chinese University Prognosis Index), el cual es aplicable en el 

CHC asociado al VHB, pero debe ser validado en otras poblaciones de 

pacientes.  

- Sistema integrado japonés, el cual muestra mejores resultados cuando se 

combina con biomarcadores de CHC, pero no es adecuado para cohortes de 

pacientes occidentales. 

- Sistema de calificación de Tokio, similar al sistema CLIP pero mejor que el 

BCLC en pacientes Japoneses (Duseja, 2014; Faria y cols., 2014). 

Para el tratamiento del CHC, existen diferentes estrategias cuya aplicación 

depende del grado de la enfermedad. Los tratamientos curativos incluyen la 

resección quirúrgica, que es la mejor opción cuando hay un solo nódulo y la 

funcionalidad del hígado no está dañada. Sin embargo, en pacientes con disfunción 

hepática y en etapas tempranas de la enfermedad, el trasplante de hígado es la mejor 

opción. Los tumores irresecables se someten a terapia locorregional. Esta modalidad 

de terapia induce una necrosis selectiva del tumor y comprende la técnica de 

ablación, que incluye la ablación por radiofrecuencia, por microondas, la inyección de 

etanol percutáneo y la crioablación, terapias dirigidas por vía arterial como la 

embolización o quimioembolización transarterial, y radioterapia de haz externo. Sin 

embargo, en pacientes con tumores irresecables extensos intrahepáticos y/o con una 

implicación vascular importante, las terapias locorregionales pueden resultar 

inapropiadas y debería valorarse la instauración de terapias sistémicas (Benson y 

cols., 2017). 

La quimioterapia convencional no ha demostrado tener buenos resultados en 

el CHC debido a la resistencia desarrollada a los citotóxicos y a que los datos 

obtenidos de los ensayos clínicos no son uniformes. Se han probado diferentes 

fármacos y combinaciones de los mismos, pero el régimen óptimo no se ha 



Tesis Doctoral  Diana Isabel Sánchez Paniagua 

16 

determinado (Obi y cols., 2015). Aunque el Sorafenib es el único tratamiento oral 

aprobado por la Administración de Alimentos y Medicamentos de los EE.UU. (FDA) y 

la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) para el manejo del CHC avanzado 

(Pascual y cols, 2016), existen otras modalidades de tratamiento como la 

inmunoterapia con anticuerpos monoclonales, o el empleo de nanopartículas 

poliméricas, liposomas, y micelas que portan pequeñas moléculas, miARNs, proteínas, 

péptidos y ácidos nucléicos (Dutta y Mahato, 2017). 

2.1.4 Modelos experimentales para el estudio del CHC 

Existe una necesidad de investigar para mejorar el diagnóstico y los 

tratamientos del CHC. Sin embargo, dada la complejidad tanto de la enfermedad 

como de los diversos factores de riesgo, existen ventajas al emplear modelos que 

reflejan el CHC, así como el entorno en el que se forma. 

Históricamente, los experimentos centrados en la fisiología hepática se han 

llevado a cabo en modelos animales de rata, pero los modelos de ratón ofrecen una 

mejor opción debido a la similitud con la genética y fisiología humana, y a la menor 

infraestructura que se requiere para su mantenimiento. Además, la manipulación 

genética de los ratones permite a los investigadores definir el papel de los diferentes 

elementos del entorno tumoral en el desarrollo y la progresión del carcinoma 

hepático. Existen varias estrategias para inducir el CHC en roedores. La administración 

de agentes genotóxicos como la dietilnitrosamina (DEN), proliferadores de 

peroxisomas, aflatoxinas, tetracloruro de carbono (CCl4) o tioacetamida, o una dieta 

deficiente en colina y metionina, promueve el crecimiento del tumor al inducir estrés 

oxidativo y daño en el ADN. En la mayoría de los casos, es necesario repetir la 

administración del carcinógeno, o administrar un agente promotor que, aunque 

carece de capacidad genotóxica directa, promueve el desarrollo tumoral después de 

la iniciación al facilitar la expansión clonal de las células preneoplásicas (De Minicis y 

cols., 2013). La implantación de células cancerosas en animales hace que, también, 

los modelos de xenoinjerto sean apropiados para comprender las características del 

tumor y la respuesta a la administración de un fármaco en un corto período de 
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tiempo; sin embargo, no reproducen el microambiente tumoral. La patología del CHC 

humano puede simularse en ratones genéticamente modificados, que ofrecen una 

gran herramienta para comprender el papel de diferentes oncogenes en las 

diferentes etapas del desarrollo del tumor, aunque su empleo no está muy extendido 

debido a los costes y a los problemas de propiedad intelectual (Bakiri y Wagner, 

2013). 

Por otro lado, se pueden desarrollar estudios in vitro utilizando un amplio 

catálogo de líneas celulares de hepatocarcinoma de roedores y humanas, que difieren 

en su origen, alteraciones de señalización o capacidad metastásica. 

 

2.2 Procesos celulares involucrados en el CHC 

2.2.1 Metástasis 

El proceso de diseminación de células tumorales desde su localización original a 

otros tejidos y órganos donde son capaces de establecer colonias que permiten el 

crecimiento de nuevos tumores, se denomina metástasis. En el CHC, la metástasis 

intrahepática es muy frecuente, y entre el 30 y el 50% de los pacientes presentan 

metástasis extrahepática (Hong y cols., 2003; Terada y Maruo, 2013). La importancia 

de este proceso para el pronóstico de la enfermedad se manifiesta claramente puesto 

que el 90% de las muertes asociadas al CHC se deben a la localización secundaria de 

nuevos tumores (Shen y cols., 2012).  

El proceso de metástasis requiere una serie de pasos para producirse con éxito. 

Las células tumorales han de perder su adhesión, adquirir motilidad, incorporarse a la 

circulación, ser capaces de invadir nuevos tejidos y colonizar órganos diferentes, todo 

ello regulado por la acción de diferentes proteínas, citocinas y factores de 

crecimiento (McCawley y Matrisian, 2001). Un mecanismo indispensable para la 

metástasis es la angiogénesis, constituyendo esta un importante punto de control en 

la progresión del cáncer (Folkman, 2000). 
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2.2.2 Angiogénesis 

La angiogénesis es un proceso fisiológico que consiste en la formación de 

nuevos vasos sanguíneos a partir de los preexistentes. Este evento difiere de la 

vasculogénesis, que implica la formación de novo de células endoteliales a partir de 

precursores de células del mesodermo. La angiogénesis tiene un papel crítico en el 

crecimiento y desarrollo, así como en la cicatrización de heridas y en la formación de 

tejido de granulación; sin embargo, los desequilibrios dentro de este proceso 

favorecen la inducción de cuadros inflamatorios, isquémicos, infecciosos e 

inmunitarios, y también se ha demostrado que es un componente básico en la 

progresión tumoral y metástasis (Carmeliet y Jain, 2011). 

Aunque existen muchos factores con un papel en la promoción de la 

angiogénesis tumoral, la atención principal se ha centrado en los miembros de las 

familias del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y del factor de 

crecimiento fibroblástico (FGF) (Fernig y Gallagher, 1994; Dvorak y cols., 1999). El 

VEGF es el factor angiogénico más investigado en el CHC, y dado que en la presente 

tesis doctoral hacemos referencia al mismo, nos centraremos en él y en su relación 

con el cáncer. 

Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) 

El VEGF es un factor de crecimiento con potente actividad mitogénica. Esta 

característica se describió, en primer lugar, en las células endoteliales derivadas de 

arterias, venas y vasos linfáticos, por lo que se denominó "factor de crecimiento 

endotelial vascular"; sin embargo, también ejerce una actividad mitogénica 

apreciable para otros tipos de células (Ferrara y Davis-Smyth, 1997). Por el momento, 

se han descrito dos receptores homólogos para VEGF: el receptor VEGF-1 (VEGFR-1) y 

el receptor VEGF-2 (VEGFR-2); ambos juegan un papel crítico durante la formación de 

vasos sanguíneos (Liao y Johnson, 2007). El VEGF induce la expresión de varias 

proteínas íntimamente ligadas a la angiogénesis, invasión celular y remodelación 

tisular, como las metaloproteinasas y las colagenasas, que aumentan la 

permeabilidad microvascular, inducen la pérdida de proteínas plasmáticas y la 
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posterior formación de vasos. Además, se ha demostrado que el VEGF estimula la 

tasa de transporte de hexosa, que puede tener relevancia para las demandas de 

energía aumentadas durante la proliferación o inflamación de las células endoteliales 

(Pekala y cols., 1990). Además, el VEGF tiene efectos reguladores sobre ciertas células 

sanguíneas, promoviendo la quimiotaxis de monocitos, induciendo la formación de 

colonias de células progenitoras de granulocitos-macrófagos, y teniendo un efecto 

inhibidor sobre la maduración de células presentadoras de antígeno, tales como 

células dendríticas, que apoyan la hipótesis de que el VEGF favorece que el tumor 

escape a la inducción de una respuesta inmune y, por tanto, facilita el crecimiento del 

mismo (Gabrilovich y cols., 1996). 

Angiogénesis, VEGF y CHC 

Siendo uno de los tumores sólidos más vascularizados, el patrón de crecimiento 

rápido del CHC requiere una cantidad considerable de nutrientes y oxígeno para la 

supervivencia y expansión de las células tumorales, por lo que la angiogénesis 

desempeña un papel importante en el desarrollo, progresión y metástasis del CHC. 

Por lo tanto, la arterialización y la capilarización sinusoidal son los cambios vasculares 

más frecuentes asociados a la progresión de los nódulos displásicos y al desarrollo del 

CHC (Poon y cols., 2003a).  

Los tumores de pequeño tamaño muestran un estado de neoangiogénesis y 

proliferación más elevado que el CHC avanzado. Sin embargo, los niveles más altos de 

VEGF aparecen en pacientes con CHC metastásico (Park y cols., 2000). Los niveles 

séricos del VEGF en pacientes con CHC se correlacionan, de manera significativa, con 

los niveles de ARNm y la expresión proteica de las células tumorales, lo que apoyaría 

el uso del VEGF sérico como marcador pronóstico (Poon y cols., 2003b; Semela y 

Dufour, 2004). 

Existen evidencias en estudios preclínicos que sugieren que la terapia 

antiangiogénica inhibe el crecimiento del CHC. Un ejemplo de terapia son los 

inhibidores de tirosina quinasa, dirigidos hacia los receptores del VEGF, los cuales 

suprimen el crecimiento de las células tumorales, tanto in vitro como in vivo, y 
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previenen eficazmente la revascularización de tejidos tumorales después de la 

ligadura de la arteria hepática (Liu y cols., 2005). Además, el uso de fármacos que 

inhiben directamente la proliferación de las células endoteliales podría constituir otro 

enfoque de la terapia antiangiogénica (Xia y cols., 1997). También se han evaluado 

agentes que pueden prevenir la degradación de la MEC y la membrana basal, pasos 

esenciales en la angiogénesis (Qin y cols., 1999). La terapia génica basada en la 

liberación de factores antiangiogénicos naturales, como la angiostatina y la 

endostatina, también logra efectos antiangiogénicos en modelos animales de 

xenoinjerto de CHC humano (Ishikawa y cols., 2003). 

2.2.3 Hipoxia 

Para sobrevivir a un estado de hipoxemia, es decir, a una disminución anormal 

de la presión parcial de oxígeno en la sangre arterial, los eucariotas superiores han 

desarrollado mecanismos coordinados, tanto a nivel transcripcional como 

translacional. De este modo, la transcripción de genes que controlan la glucólisis, el 

transporte de glucosa, la supervivencia y muerte celular, la angiogénesis, y la 

eritropoyesis, se activan a través del HIF para restaurar la homeostasis del oxígeno 

(Pages y Pouyssegur, 2005). En vista de esto, y en base a las teorías de Folkman, es 

razonable considerar la hipoxia como un regulador fisiológico primario del cambio 

angiogénico. En resumen, la hiperproliferación de células tumorales aumenta el 

metabolismo y el posterior consumo de oxígeno, altera el pH local, y favorece el 

estrés oxidativo; junto con una disminución en la concentración de oxígeno debido al 

aumento de las distancias de difusión dentro de la masa tumoral en expansión, 

conduciendo así a un microambiente hipóxico (North y cols., 2005). 

Factor inducible por hipoxia (HIF) 

Las proteínas HIF, en concreto HIF1α, HIF2α, HIF3α y HIF1β, son α/β-

heterodímeros con dominio hélice-bucle hélice básico, que pertenecen a una familia 

de factores de transcripción. A diferencia de la subunidad HIF1α regulada por el 

oxígeno, HIF1β se expresa constitutivamente pero no responde al oxígeno. HIF1α es 

la subunidad expresada de forma más ubicua y funciona como el principal regulador 
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de la homeostasis del oxígeno en muchos tipos de células. HIF2α se expresa 

predominantemente en células endoteliales, con funciones no bien conocidas; y 

HIF3α, también conocido como iPAS, está presente principalmente en la córnea, 

cerebelo y cerebro, y regula negativamente a HIF1α (Liao y Johnson, 2007). 

HIF1α está controlado a diversos niveles moleculares, incluidos la expresión de 

ARNm, la estabilidad de la proteína y la actividad transcripcional. En condiciones 

normóxicas, HIF1α media la hidroxilación de dos residuos de prolina, y la degradación 

proteosómica. Sin embargo, bajo condiciones de hipoxia escapa a la degradación, lo 

que permite la heterodimerización con HIF1β y la posterior unión a elementos de 

respuesta hipóxica (HRE) (Liao y Johnson, 2007). Su actividad también está regulada 

por activadores e inhibidores; a este respecto, la inhibición del factor HIF1 previene la 

unión de HIF1α a los coactivadores transcripcionales p300/CBP, una vez que HIF1α se 

hidroxila. Contrariamente, el transductor de señal y activador de la transcripción 3 

(STAT3), también activado en respuesta a la hipoxia y comúnmente regulado en 

tumores sólidos, funciona como un activador de HIF1 capaz de aumentar su 

estabilidad y actividad transcripcional (Shin y cols., 2011). Además, la regulación de 

HIF1α también ocurre a nivel de ARNm, a través de la vía de transducción de señales 

fosfatidil inositol-3 quinasa (PI3K)/proteína quinasa B (AKT) (Grunstein y cols., 2000). 

Hipoxia, HIF y CHC 

La implicación del HIF en el crecimiento tumoral está bien documentada 

mediante el empleo de modelos in vivo e in vitro. En muestras de CHC humano, el 

nivel proteico de HIF2α está significativamente elevado y se asocia a un peor 

pronóstico (Bangoura y cols., 2007; Dai y cols., 2009; Yang y cols., 2014).  

La baja disponibilidad de oxígeno en el CHC parece inducir la expresión de 

proteínas implicadas en el metabolismo energético para estimular directamente el 

crecimiento de las células neoplásicas. Además, se propone que HIF1α es capaz de 

bloquear la apoptosis o muerte celular programada en el CHC (Baek y cols., 2000). 
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Como ya hemos mencionado, la proliferación descontrolada y la apoptosis 

insuficiente conducen a la formación de una masa tumoral que, sin embargo, verá 

restringido su crecimiento en ausencia de oxígeno y nutrientes. De acuerdo con esto, 

la angiogénesis es condición indispensable para el crecimiento sostenido del tumor, 

su dispersión y posterior establecimiento en otros tejidos (Folkman, 1972). Por 

tratarse de un tumor sólido, el CHC se caracteriza por su alta vascularización, factor 

empleado en su diagnóstico como sinónimo de agresividad tumoral. Además, este 

tipo de tumores hepáticos suelen presentar elevados niveles de los factores VEGF, 

factor de crecimiento epidérmico (EGF) y HIF1, entre otros (Poon y cols., 2003b, 

Semela y Dufour, 2004). 

 

2.3 Mecanismos moleculares implicados en el CHC 

Un mayor entendimiento de los mecanismos moleculares implicados en el CHC, 

se torna crucial para identificar las posibles dianas terapéuticas y definir terapias 

alternativas o que potencien los tratamientos convencionales. Puesto que no existe 

una única vía de señalización responsable del desarrollo y la progresión del CHC, el 

estudio de las principales vías alteradas en el mismo, constituiría un importante 

avance para el diseño de nuevos fármacos. 

2.3.1 Vías de señalización asociadas a daño hepático 

Vía del NF-κB 

La vía de señalización del factor de transcripción nuclear Kappa B (NF-ĸB) se ha 

propuesto para actuar como un enlace entre la inflamación y el cáncer. Por un lado, 

NF-κB ejerce acciones anticancerígenas que modulan la respuesta inmune pero, por 

otro lado, favorece la proliferación e invasión de células tumorales (Guttridge y cols., 

1999; Wu y cols., 2016), inhibe la apoptosis (Perkins, 1997), y regula positivamente 

los procesos de angiogénesis y metástasis (Huber y cols., 2004; Xie y cols., 2010). 
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La familia del factor de transcripción NF-κB está compuesta por cinco 

miembros que se dimerizan en respuesta a estímulos múltiples, tales como los 

receptores del factor de necrosis tumoral (TNF), de la interleucina (IL)-1, receptores 

tipo Toll (TLR) y genotóxicos metabólicos. Los dímeros formados presentan distinta 

afinidad por diferentes secuencias de unión al ADN, promoviendo la transcripción de 

diferentes genes (Wong y cols., 2011). En condiciones basales, estas moléculas se 

unen a inhibidores específicos de kappa B (IκB) que evitan su translocación nuclear. 

La degradación de estos inhibidores por la acción del proteosoma se desencadena por 

las IκB quinasas (IKK) en un mecanismo que puede ser dependiente o independiente 

de la proteína adaptadora NEMO (vías canónicas y no canónicas, respectivamente).  

En la presente tesis nos centraremos en la vía canónica, en la cual la activación 

del receptor de TNF-α produce una cascada de eventos de señalización. En primer 

lugar, se activa el inhibidor del complejo IKK (compuesto por IKKα, IKKβ y las 

proteínas adaptadoras NEMO). Posteriormente, se fosforilan IκBα ó IκBβ 

desencadenando su ubiquitinización y se dirigen hacia los IκBs para su procesamiento 

por el proteosoma, y la liberación de dímeros de NF-κB, generalmente p65:p50 ó c-

Rel:p50. La liberación de los dímeros de la subunidad α ó β, impulsa la transcripción 

génica dependiente de NF-κB. Sin embargo, se han encontrado varios mecanismos en 

el control de la activación de NF-κB (Mitchell y cols., 2016). Así, un incremento en la 

actividad de NF-κB aumenta la producción del inhibidor IκB, regulando su propia 

actividad mediante un ciclo de retroalimentación negativa (Wong y cols., 2011) 

(Figura 3). 
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Figura 3. Representación esquemática de la vía canónica de activación de NF-κB. 

 

Vía de Ras/MAPKs 

Las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPKs), desempeñan un papel 

fundamental en el control de la supervivencia y proliferación celular y, por tanto, su 

desregulación está implicada en la transformación y progresión tumoral (Delire y 

Stärkel, 2015). 

La vía de Ras/MAPKs se inicia a raíz de la fosforilación de los receptores tirosina 

quinasa y la posterior activación de las proteínas adaptadoras, y funciona como un 

mecanismo de transducción intracelular de señales altamente conservado a lo largo 

de la evolución. Hasta la fecha han sido descritas cuatro cascadas principales dentro 

de las MAPK, denominadas con el nombre de su enzima clave, la quinasa regulada por 

señales extracelulares (ERK), concretamente ERK1 y ERK2, la quinasa N-terminal de c-

Jun (JNK)1-3, la p38 MAPK y la ERK5 (Huang y cols., 2010) (Figura 4). Gracias a la 

activación de estas cascadas de señalización, distintos estímulos externos se 
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transmiten al interior de la célula para controlar procesos fisiológicos, en muchos 

casos opuestos entre sí, como la proliferación, diferenciación, supervivencia, 

apoptosis, desarrollo o respuesta al estrés (Wagner y Nebreda, 2009). Dada su 

importancia, la desregulación de estas MAPKs ha sido relacionada con diversas 

patologías como el cáncer y la diabetes, habiéndose descrito su contribución a la 

hepatocarcinogénesis (Min y cols., 2011). 

Dentro de las quinasas reguladas por señales extracelulares, ERK1 fue la 

primera MAPK caracterizada en mamíferos, originariamente descrita por su respuesta 

a factores de crecimiento, tales como el factor de crecimiento derivado de plaquetas 

(PDGF), el EGF, el factor de crecimiento nervioso (NGF), o la insulina. Su activación 

está asociada a receptores tirosín quinasa y receptores acoplados a proteínas G. Esta 

ruta se relaciona frecuentemente con la proliferación celular; y se sabe, por ejemplo, 

que ERK1/2 es inducido por agentes mitogénicos, y su activación parece ser necesaria 

para la progresión de la fase G1 a S durante el ciclo celular (Bacus y cols., 2001). 

Debido a la gran variedad de eventos celulares en los que participa ERK, y 

considerando que algunos de estos aparecen con frecuencia alterados en el 

desarrollo del cáncer, no es sorprendente su importancia en la carcinogénesis (Lee y 

cols., 2006). El VHB y el VHC son los principales factores de riesgo de enfermedades 

hepáticas humanas, incluida la hepatitis crónica, la cirrosis y el CHC, y la activación de 

la vía ERK parece ser importante en la patogénesis y la carcinogénesis hepática 

asociada a estas infecciones víricas (Chin y cols., 2007). Además, se ha indicado que 

las formas activas de esta proteína aparecen significativamente aumentadas en el 

CHC (Lee y cols., 2006). Sin embargo, existe cierta controversia en cuanto al papel de 

ERK en la carcinogénesis, habiendo estudios que la relacionan con la activación del 

gen supresor de tumores p53 y la proteína pro-apoptótica del gen del linfoma de 

células B2 (Bcl-2) en respuesta a quimioterapia (Chua y cols., 2006; Bien y cols., 2007).  

Por último, destacaremos la ruta de la quinasa p38 también conocida como 

SAPK2, que presenta un 50% de homología con ERK2 (Cuenda y Rousseau, 2007). Se 

han identificado cuatro isoformas: p38α, p38β, p38γ y p38δ con distintos patrones de 

expresión. Identificada primero por su papel en la regulación de la producción de 
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citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6 y TNF-α) (Huang y cols., 2010), p38 MAPK 

también es inhibidora esencial de la proliferación celular, aunque varios mecanismos 

moleculares dependen en gran medida del tipo de célula (Keshet y Seger, 2010). El 

papel supresor de p38 en la proliferación parece estar al menos parcialmente 

mediado por su control sobre la transición del ciclo celular (Wong y cols., 2009). 

Además, se ha descrito su implicación en otros procesos regulados por quinasas como 

la supervivencia celular y la inducción de apoptosis (Huang y cols., 2010). Con 

respecto al papel de p38 en el desarrollo del cáncer, la evidencia directa usando 

modelos de ratones sugiere que estas quinasas ejercen una regulación negativa del 

desarrollo tumoral (Ventura y cols., 2007). De hecho, varios estudios indican que p38 

participa en varios mecanismos durante la carcinogénesis hepática (Min y cols., 

2011). 

 

 

 

 

 

Figura 4. Cascada de fosforilación de la vía Ras/MAPKs. Las MAPKs se activan a través 
de una cascada de fosforilación en la que la MAPK se activa mediante una MAPK quinasa de 
doble especificidad (MAPKK), activada a su vez por una MAPK quinasa quinasa (MAPKKK), a 
partir de un estímulo inicial. La activación del receptor de uno de los módulos puede implicar 
la participación de pequeñas GTPasas, como Ras y Rac. La MAPK fosforila muchos sustratos, 
incluidos los factores de transcripción (Modificado de: Huang y cols., 2010). 
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adaptadores. La señalización de la vía PI3K/AKT/diana de la rapamicina en células de 

mamífero (mTOR) responde a factores de crecimiento, reservas energéticas e hipoxia 

(Courtney y cols., 2010). 

La vía se inicia con las proteínas Grb2 y Src que activan a las proteínas 

adaptadoras Gab1/Gab2 (proteínas de unión asociadas a Grb1 y 2). Una vez activadas, 

pueden unirse y secuestrar a p85, subunidad reguladora de PI3K encargada de la 

inhibición y bloqueo de la actividad de la subunidad catalítica p110. Al quedar 

secuestrada p85, p110 es liberada y ejerce su capacidad enzimática. La actividad 

enzimática consiste en la transferencia de grupos fosfato al glucolípido de membrana 

fostatidil-inositol difosfato (PIP2), transformándose a fosfatidil-inositol trifosfato 

(PIP3). Además de PI3K, existen otras enzimas que mantienen la correcta regulación 

de la concentración de PIP3 a nivel celular. La principal es la fosfatidilinositol-3,4,5-

trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN), que cataliza la reacción inversa, es decir, el paso de 

PIP3 a PIP2. Por último, PIP3 activa la proteína quinasa 1 dependiente de fosfoinositol 

(PDK1), que fosforila el residuo localizado en la posición 308, activando así AKT 

(Courtney y cols., 2010). 

PI3K también es capaz de activar el complejo mTORC2, el cual promueve la 

supervivencia celular, la organización del citoesqueleto de actina, y responde 

exclusivamente a la estimulación de factores de crecimiento (Guertin y Sabatini, 

2009). Este complejo, formado por varias proteínas entre las que se encuentra mTOR, 

también puede activar la proteína AKT mediante la fosforilación de un residuo de 

serina localizado en la posición 473. Sin embargo, la actividad de AKT no es máxima 

hasta que ambos residuos son fosforilados (Alessi y Cohen, 1998) (Figura 5).  
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Figura 5. Activación de la subunidad catalítica de PI3K (p110) y fosforilación de AKT. 

 

La proteína AKT es una serina/treonina quinasa capaz de actuar sobre una 

gran cantidad de sustratos y de regular de manera directa varias funciones celulares. 

Se le atribuyen funciones reguladoras del metabolismo, motilidad, supervivencia y 

diferenciación celular (Fayard y cols., 2005). 

La vía PI3K/AKT/mTOR, además, juega un papel significativo en la regulación 

de la supervivencia de las células tumorales en diferentes tipos de cáncer, incluido el 

CHC. La fosforilación de AKT se ha identificado como un factor de riesgo para la 

recurrencia temprana de la enfermedad, y se ha asociado a un mal pronóstico en el 

CHC (Sumarin y cols., 2016). 

En células tumorales, la vía PI3K favorece la iniciación, crecimiento y 

proliferación tumoral. También regula la proliferación de células endoteliales e 
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infiltración de células inmunitarias, favoreciendo el crecimiento tumoral, 

intravasación e invasión (Yuan y Cantley, 2008). 

Vía JAK/STAT 

La ruta de transducción de la señalización de la quinasa Janus 2 (JAK2)/STAT3 

es un importante canal de transducción de citocinas implicados en la regulación de 

genes responsables de funciones biológicas tales como citopoyesis, diferenciación, 

desarrollo embrionario e inmunidad (Leaman y cols., 1996). En humanos, de los siete 

miembros de la familia STAT (STAT1-4, STAT5A, STAT5B y STAT6), en general, STAT3 y 

STAT5A/B promueven la oncogénesis, mientras que la activación de STAT1 ejerce 

efectos opuestos (Shuai y Liu, 2003).  

STAT3 es un factor de transcripción citoplasmático que juega papeles cruciales 

en funciones celulares tales como la proliferación, migración, supervivencia y 

diferenciación. Así, un aumento en la expresión de STAT3 contribuye a la progresión 

del CHC (Won y cols., 2015), y el bloqueo de la activación de STAT3 ha demostrado 

reducir significativamente el crecimiento del CHC in vivo e in vitro (Wang y cols., 

2011; Carbajo-Pescador y cols., 2013a).  

STAT requiere de una fosforilación previa para iniciar su función biológica. Esta 

función es llevada a cabo por diversas citocinas, tales como IL-6, IL-13, PDGF o EGF 

(Blaskovich y cols., 2003). Las citocinas se unen a sus receptores e inducen su 

dimerización para formar lugares de unión para JAK en el citoplasma. Estos lugares de 

unión activan a JAK mediante la fosforilación de la tirosina y esta a su vez fosforila a 

STAT activando, así, la proteína. Una vez activadas, sufren una dimerización y se 

translocan al núcleo donde se unen específicamente al ADN para la transcripción 

génica (Shuai y cols., 2003) (Figura 6). 
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Figura 6. Representación esquemática de la activación de JAK-STAT y translocación al 
núcleo.  

 

En muchos cánceres en los que es característica la activación de JAK/STAT, no 

se conoce el mecanismo subyacente a la activación inapropiada de la vía, puesto que 

las células cancerosas emplean una amplia gama de estrategias en dicha activación. 

Sin embargo, definir estos mecanismos no indica si la activación de la vía contribuye 

significativamente a la oncogénesis. Mutaciones en STAT que conducen a una mayor 

transcripción, aunque en general son poco frecuentes, se han descrito en cáncer 

(Koskela y cols., 2012). Estos incrementos en la expresión de STAT conducen a una 

mayor supervivencia de las células tumorales y promueven el crecimiento del tumor 

en un modelo de xenoinjerto (Haddad y cols., 2013). Unido a esto, una reducida 

expresión de reguladores negativos puede causar una mayor activación de la vía en 

diferentes tipos de cáncer (He y cols., 2003; Brantley y cols., 2008). 

2.3.2 Vía de los esfingolípidos 

En 1884, los estudios de Thudichum sobre la estructura cerebral revelaron la 

presencia de componentes lipídicos con una estructura compleja, los esfingolípidos, 

inspirados en el enigma de la esfinge griega debido a la naturaleza misteriosa de estos 

compuestos (Thudichum, 1962). 
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Los esfingolípidos son un grupo heterogéneo de moléculas anfipáticas formadas 

por una base carbonada consistente en un aminoalcohol con una cadena lateral de 

ácido graso unido mediante un enlace amino. Esta estructura básica, llamada 

ceramida, constituye el esqueleto que comparten todos los esfingolípidos. Las 

diferencias entre unos y otros se basan en la presencia de diferentes grupos que 

forman su región hidrofílica. Además de su clásica función como componentes 

estructurales, actúan también como mensajeros secundarios en la señalización 

intracelular modulando diferentes procesos biológicos. Entre estos esfingolípidos, la 

cascada ceramida-esfingosina 1-fosfato (S1P) ha atraído considerable atención debido 

a que estas moléculas están implicadas en numerosos procesos patológicos que 

incluyen la esclerosis múltiple, el asma, la artritis reumatoide, la enfermedad 

inflamatoria intestinal o el cáncer (Pyne y Pyne, 2010; Edmonds y cols., 2011; Spiegel 

y Milstien, 2011; Watters y cols., 2011). 

La S1P es sintetizada a partir del sustrato esfingosina por la esfingosina quinasa 

(SphK)1, principalmente localizada en el citosol, y la SphK2, presente en diversos 

orgánulos dependiendo del tipo de célula (Maceyka y cols., 2012). La SphK1 es la 

isoforma predominante de la enzima y cataliza la formación de S1P, la cual ejerce una 

variedad de funciones que incluye la regulación de importantes procesos celulares 

(Hait y cols., 2009). Los niveles de S1P están estrechamente controlados por los 

niveles de esfingosina, SphK y las enzimas que degradan S1P, que incluyen la S1P liasa 

(S1PL), dos fosfatasas específicas de S1P (SPP1-2) y tres fosfatasas de fosfolípidos 

(LPP1-3) (Maceyka y cols., 2012) (Figura 7). La S1P participa en una serie de vías de 

señalización iniciadas por citocinas, factores de crecimiento, hormonas, y sus 

receptores, como el factor de crecimiento transformante beta (TGF-β), PDGF, EGF, 

VEGF, IGF-1, TLRs, TNF-α, o el receptor 1 activado por proteasas (PAR-1). La S1P, 

además, funciona como un mensajero extracelular e intracelular (Zhang y cols., 

2013a), que ejerce diferentes funciones biológicas dependiendo de dónde se genera y 

la SphK implicada (Schwalm y cols., 2013). La comprensión de la amplia gama de 

acciones de la S1P se ha visto facilitada por la identificación de una familia de 

receptores de S1P (S1P1-5), junto con el descubrimiento reciente de dianas 
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intracelulares (Spiegel y Milstien, 2000; Xia y Wadham, 2011; Adada y cols., 2015¸ 

Pyne y cols., 2016). La mayoría de las acciones de la S1P están mediadas por 

receptores específicos, S1P1-5. Entre estos, el S1P1, el S1P2 y el S1P3 se expresan en 

numerosos tejidos, incluido el hígado, mientras que la expresión de S1P4 se limita al 

tejido hematopoyético y linfoide, y la expresión de S1P5 al sistema nervioso central 

(Sánchez y Hla, 2004). La activación de estos receptores conduce a una serie de 

respuestas celulares como el aumento de formación de MEC, de proliferación, la 

estimulación de uniones adherentes, la inhibición de la angiogénesis y la apoptosis, o 

el aumento de inmunidad y tráfico de linfocitos (Spiegel y Milstien, 2003; Kee y cols., 

2005; Brunati y cols., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Vía de señalización de la S1P. Enzimas que participan en la síntesis, el 
transporte y la degradación de S1P. 

 

Las SphKs se activan mediante numerosos estímulos, que incluyen citocinas 

proinflamatorias, quimiocinas y moléculas de adhesión intercelular (Rivera y cols., 

2008). Ahora se considera que la S1P tiene un importante papel en la red de citocinas, 

y se sabe que un número creciente de citocinas y otros agonistas pro o 

antiinflamatorios actúan, al menos en parte, a través de la vía de la S1P (Xia y 

Wadham, 2011). Más allá de la transactivación de los receptores de S1P junto a la 
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estimulación por citocinas y factores de crecimiento, la unión de S1P a sus receptores 

también transactiva a los receptores del factor de crecimiento de la tirosina quinasa; 

esta comunicación funcional tiene un importante papel en procesos biológicos como 

el crecimiento, la diferenciación o la motilidad (Donati y cols., 2013). Dado que los 

receptores de S1P se acoplan a múltiples subunidades α de proteínas G 

heterotriméricas y se expresan diferencialmente en distintos tipos de células, se 

activan diferentes dianas, como las GTPasas, Rac y Rho, y las proteínas quinasas ERK, 

AKT y JNK, lo que da lugar a respuestas biológicas diversas que, a veces, son opuestas 

o se superponen (Gräler, 2010). 

Hasta ahora, gran parte de la investigación se ha enfocado en la señalización 

de la S1P a través de sus receptores; sin embargo, resultados de diferentes estudios 

sugieren la presencia de dianas intracelulares directas. Por tanto, aunque la S1P es 

generalmente un importante mediador antiapoptótico (Hait y cols., 2006; Xu y cols., 

2016), también se ha demostrado que desencadena señales apoptóticas de 

miofibroblastos humanos mediante un efecto intracelular, y no mediante una 

activación de sus receptores de membrana (Davaille y cols., 2002). Además, se ha 

demostrado que la activación del NF-κB, por parte de la S1P, es independiente de los 

receptores de S1P (Takabe y cols., 2010; Alvarez y cols., 2010), y que S1P bloquea las 

funciones de su precursora, la ceramida, a través de un mecanismo intracelular 

(Maceyka y cols., 2012). 

Se ha demostrado la participación de la vía de señalización de la S1P en una 

amplia variedad de mecanismos patogénicos. Entre otras funciones, parece que la 

S1P modula la función endotelial y las respuestas endoteliales a un daño. Datos 

recientes sugieren que los receptores de S1P pueden ser objetivos potenciales para el 

tratamiento, no solo de los trastornos del endotelio arterial, sino también, de la 

disfunción microvascular por lesión isquémica o inflamatoria (Sánchez, 2016). Los 

moduladores de los receptores de S1P constituyen un enfoque nuevo y prometedor 

para el tratamiento de una gran variedad de trastornos inflamatorios, como las 

enfermedades inflamatorias intestinales (Crespo y cols., 2017; Nielsen y cols., 2017). 

La modulación del eje S1P también puede ser útil para el tratamiento de la resistencia 
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a la insulina y la progresión de la diabetes tipo 2 (Fayyaz y Kleuser, 2014; Ng y cols., 

2017). La SphK1 tiene un papel importante en la esteatosis hepatocelular, ya que la 

eliminación de la enzima reduce la esteatosis inducida por la dieta en ratones obesos 

(Chen y cols., 2016). También se ha demostrado que la producción de S1P y la 

expresión del receptor S1P1 se elevan en la hepatitis fulminante de origen viral 

(Crespo y cols., 2016).  

Esfingolípidos y cáncer 

La vía de señalización SphK/S1P participa en numerosos procesos que 

favorecen el desarrollo de cáncer, incluida la supervivencia celular, la proliferación y 

la migración celular, la angiogénesis y la respuesta inmune, así como la resistencia a la 

quimioterapia (Xie y cols., 2017). Así, la sobreexpresión de SphK1 en pacientes con 

cáncer se asocia a un aumento en la proliferación y migración celular (Li y cols., 2016), 

contribuyendo a la transformación celular, angiogénesis, diseminación metastásica y 

resistencia al tratamiento (Evangelisti y cols., 2016; Hatoum y cols., 2017) y, en 

consecuencia, resultando en bajos índices de supervivencia (Long y cols., 2010a; 

Watson y cols., 2010). Además, la neutralización de S1P reduce la hipoxia, modifica la 

arquitectura vascular y sensibiliza al organismo a los agentes quimioterápicos (Ader y 

cols., 2015). 

Hasta la fecha, se han desarrollado varios tipos de moduladores de la vía de 

señalización SphK/S1P para el tratamiento del cáncer (Edmonds y cols., 2011; Bigaud 

y cols., 2014; Delgado y Martinez-Cartro, 2016; Arish y cols., 2017). Sin embargo, un 

mejor entendimiento del papel de los esfingolípidos en la regulación de la 

comunicación entre los tumores y su microambiente, es necesario para el desarrollo 

de nuevas estrategias terapéuticas que inhiban el crecimiento, la proliferación y/o la 

metástasis tumoral (Ogretmen, 2018). 
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2.3.3 Otros mecanismos: estrés del retículo endoplasmático (RE), autofagia y 

apoptosis 

El uso de modelos animales ha permitido profundizar en los mecanismos 

moleculares implicados en el daño hepático (Saito y cols., 2010). El problema es que 

en la mayoría de los estudios diseñados para conocer las vías de señalización 

involucradas se utilizan, o modelos in vivo de hepatectomía, o modelos in vitro, en los 

que falta la interacción dinámica entre el daño hepático y la reparación celular. Esto 

depende del equilibrio entre los factores estimuladores, liberados como parte de la 

respuesta regenerativa, y las sustancias inhibidoras (Rutherford y Chung, 2008). 

Estrés del RE: respuesta a proteínas mal plegadas (UPR) 

El RE es un importante orgánulo celular implicado en la maduración de 

proteínas, la síntesis de fosfolípidos, el mantenimiento de la homeostasis del calcio y 

el metabolismo de diferentes drogas. La acumulación de proteínas mal plegadas en el 

RE altera su funcionalidad, de manera que existe una respuesta para intentar reducir 

el depósito de las proteínas dañadas, la llamada UPR (del inglés, unfolded protein 

response) (Janssens y cols., 2014). En mamíferos, esta respuesta es iniciada por la 

activación de tres sensores de daño localizados en la membrana del RE: la proteina 

quinasa de retículo endoplásmico activada por estrés (PERK), el factor activador de la 

transcripción 6 (ATF6), y la enzima dependiente de inositol 1 (IRE1). La activación de 

cada una de estas rutas provoca la detención de la síntesis proteica, la producción de 

chaperonas encargadas del plegamiento proteico, y la activación de una respuesta de 

degradación de proteínas asociada al RE (ERAD) o de la apoptosis cuando no es 

posible resolver el daño causante de los defectos biomoleculares (Janssens y cols., 

2014). 
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PERK, ATF6 e IRE1, en condiciones normales, están unidas a la proteína de 

unión a inmunoglobulinas (BIP), también conocida como proteína regulada por 

glucosa (GRP)78, encargada de mantenerlas en su estado inactivo. Sin embargo, en 

células sometidas a estrés del RE, las proteínas desnaturalizadas interaccionan con 

BIP/GRP78 provocando su disociación y desencadenando la cascada de señalización 

de respuesta al estrés (Gorman y cols., 2012) (Figura 8). 

 

Figura 8. Representación esquemática de la UPR. El proceso de modificación 
postraduccional y plegamiento de proteínas se ve alterado durante el estrés del RE y da como 
resultado la acumulación de proteínas mal plegadas, que en última instancia pueden causar la 
muerte celular. Para aliviar el estrés del RE y restaurar la homeostasis, la célula activa una 
serie de vías de señalización, denominadas UPR, que corrigen el mal plegamiento o median 
en la degradación de proteínas incorrectamente plegadas (Modificado de Todd y cols., 2008). 

 

La asociación entre alteraciones en esta respuesta de adaptación celular y el 

desarrollo de diferentes patologías explica la importancia del estrés del RE en la 

fisiología celular (Park y Ozcan, 2013; Sano y Reed, 2013). Así, en cáncer se ha visto 
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que la UPR está implicada en procesos de carcinogénesis, supervivencia celular y 

angiogénesis, con diferente función según el contexto celular. Además, se han 

encontrado numerosas mutaciones en diferentes proteínas de la UPR en varios tipos 

de tumores, incluyendo el CHC (Greenman y cols., 2007; Kan y cols., 2010; Pereira y 

cols., 2010; Senovilla y cols., 2012; Leung-Hagesteijn y cols., 2013; Nakagawa y cols., 

2014; Wu y cols., 2014). 

Aunque de forma clásica la respuesta al estrés del RE se ha asociado a un 

mecanismo de muerte celular programada denominado apoptosis, en los últimos 

años se ha visto que también está estrechamente relacionada con un proceso 

degradativo encargado de la eliminación de componentes celulares dañados, la 

autofagia. Cuando el daño que inicia todo el proceso se mantiene y otros orgánulos 

comienzan a verse afectados, la autofagia se inicia en un último esfuerzo de la célula 

para protegerse. A pesar de la complicada relación existente entre el estrés del RE y la 

autofagia, cada vez son más numerosos los hallazgos que confirman la interconexión 

de ambos procesos. Así, por ejemplo, las vías de PERK e IRE1 son capaces de inducir la 

expresión de diferentes genes autofágicos y de promover la supervivencia celular 

(Tallóczy y cols., 2002; Ogata y cols., 2006; Kouroku y cols., 2007; B’chir y cols., 2013); 

una liberación de calcio desde el RE también activa la autofagia mediante la 

estimulación de diferentes vías, como la de la proteína quinasa activada por adenosín 

monofosfato (AMPK), o mediante la inhibición de mTOR (Zalckvar y cols., 2009; 

Madaro y cols.,2013; Shiloh y cols., 2014).  

La relación del estrés del RE con la apoptosis ha sido estudiada con mayor 

profundidad, observándose una clara activación de la muerte celular programada 

como consecuencia de la activación de varias de las vías que promueven la UPR 

(McCullough y cols., 2001; Scorrano y Korsmeyer, 2003; Obeng y Boise, 2005; 

Szegezdi y cols., 2006; Puthalakath y cols., 2007).  

Además, diferentes factores de estrés (temperaturas elevadas, hipoxia, estrés 

oxidativo, infecciones víricas, etc.), activan otro grupo de genes conocidos como 

genes de choque térmico (HS) o genes de estrés. Sus productos proteínicos, las 
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proteínas HS (HSP) desempeñan múltiples funciones protectoras en la célula, 

actuando principalmente para evitar la agregación de proteínas parcialmente 

desnaturalizadas, para permitir su replegamiento, y para estimular la degradación de 

proteínas dañadas irreversiblemente. Las proteínas que interactúan de forma no 

específica con diversas proteínas parcialmente desnaturalizadas, para evitar su 

agregación y facilitar la restauración de sus estructuras nativas, se conocen como 

chaperonas moleculares (Garbuz, 2017). Así en la presente tesis doctoral nos 

centramos en dos de estas proteínas, HSP70 y HSP90. 

Autofagia 

Las células han desarrollado varios mecanismos para mantenerse en equilibrio 

dinámico con su entorno. La respuesta al estrés metabólico y terapéutico, y la 

eliminación de moléculas tóxicas requieren que las células activen la maquinaria 

autofágica. La autofagia es un mecanismo estrictamente regulado y altamente 

conservado en células eucariotas, que se encuentra en estado activo en condiciones 

basales para asegurar la renovación adecuada de los componentes celulares, y se 

sobreestimula cuando las condiciones del entorno son desfavorables para las células 

(Mizushima, 2007). 

La autofagia es un proceso metabólico de degradación encargado de la 

eliminación de componentes celulares dañados, incluyendo proteínas, orgánulos y 

diferentes biomoléculas. Este mecanismo se caracteriza por la incorporación del 

material celular en una estructura de doble membrana, denominada fagóforo, que se 

elonga para, finalmente, cerrarse sobre sí misma y formar una vesícula llamada 

autofagosoma capaz de fusionarse con los lisosomas, constituyendo así el 

autofagolisosoma en cuyo interior se produce la degradación del contenido por 

acción de hidrolasas lisosomales (Tanida, 2011; Cui y cols., 2013). Este proceso, 

denominado macroautofagia, implica la participación del autofagosoma que actúa 

como portador de la carga citoplasmática. Sin embargo, la entrega de la carga a los 

lisosomas puede ser mediada por chaperonas que son reconocidas por el receptor 

lisosomal de membrana asociado a la proteína de membrana lisosomal (LAMP), 
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provocando su desplegamiento y degradación; o bien puede ser directamente 

engullida por el lisosoma (microautofagia) (Bejarano y Cuervo, 2010). Tras el 

catabolismo de los componentes dañados o nocivos en el lisosoma, los productos 

resultantes se liberan de nuevo al citoplasma para que puedan ser reutilizados en 

procesos de biosíntesis y generación energética (Parzych y Klionsky, 2014) (Figura 9).  

Además, la autofagia también se clasifica, en función de la selectividad de la 

carga, en mitofagia (eliminación de mitocondrias dañadas), agregofagia (agregados de 

proteínas poliubiquitinizadas), lipofagia (lípidos), nucleofagia (núcleo), entre otros 

(Khaminets y cols., 2016). 

 

Figura 9. Diferentes tipos de autofagia (Cuervo, 2010). AMC, autofagia mediada por 
chaperonas. 

 

La autofagia constituye, por tanto, un mecanismo protector frente a la muerte 

celular en condiciones de estrés y presenta un importante papel en la defensa frente 

a enfermedades inflamatorias, degenerativas, infecciosas y neoplásicas (Cui y cols., 

2013; Parzych y Klionsky, 2014; Czarny y cols., 2015). No obstante, la autofagia en el 

desarrollo del cáncer tiene carácter dual. Por una parte, puede actuar como supresor 
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tumoral evitando la proliferación tumoral durante el estrés oncogénico, pero 

también, al ser un mecanismo de protección celular, puede actuar promoviendo la 

supervivencia de las células tumorales. De hecho, algunos tipos de células cancerosas 

inducen la autofagia como mecanismo de adaptación al microambiente desfavorable 

del tumor, caracterizado por la privación de nutrientes, la hipoxia y el estrés 

metabólico. En este caso, además, favorece la metástasis y la resistencia a fármacos 

(Eskelinen, 2011). 

Maquinaria autofágica 

La formación y maduración del autofagosoma es un proceso complejo que 

requiere la participación de un gran número de proteínas. El proceso comienza con la 

acción del complejo ULK1 (Quinasa 1 tipo Unc-51), integrado por ULK1, FIP200 y el 

Atg (gen relacionado con la autofagia) 13 el cual, en condiciones basales, se 

encuentra inhibido por el complejo mTORC1. Cuando la célula carece de suficientes 

sustratos energéticos, mTORC1 es inactivado, favoreciendo la estabilización de ULK1 

en la membrana que será el origen del autofagosoma. Sin embargo, el complejo ULK1 

no es suficiente para iniciar el proceso, puesto que precisa del complejo Beclina1-

PI3K. Una vez que ambos grupos proteicos se hallan estabilizados en el fagóforo, la 

membrana comienza a expandirse. En este paso de la formación del autofagosoma es 

necesaria la acción de los Atg que regulan la adición de fosfatidiletanolamina a la 

proteína asociada a microtúbulos de cadena ligera 3 (LC3). La LC3 se sinteriza 

inicialmente de forma no procesada como pro-LC3, la cual rápidamente es escindida 

por la acción del Atg4, generándose la forma activa LC3-I en el citosol. 

Posteriormente, al LC3-I se incorporan lípidos por la acción del Atg7 y del Atg3 que 

catalizan su unión a los residuos de fosfadiletanolamina presentes abundantemente 

en la membrana del fagóforo. La importancia de LC3 en la autofagia reside en que es 

fundamental para el cierre de la vesícula posterior a la captación de la carga, dando 

así, origen al autofagosoma. Además, en la incorporación de los sustratos a la futura 

vesícula intervienen diferentes proteínas adaptadoras. Así por ejemplo, la 

degradación de mitocondrias está mediada por la correlación de la proteína de 

interacción con Bcl2 (BNIP3) o Parkin, con LC3 (Springer y Macleod, 2016). La 
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degradación de proteínas citosólicas es mediada por la proteína p62/sequestrosoma 

1 (p62/SQSTM1), la cual tiene capacidad para capturar proteínas ubiquitinadas y 

fijarlas a LC3 en el autofagosoma permitiendo, así, una autofagia selectiva de 

ubiquitinados solubles y agregados proteicos (Abounit y cols., 2012). Una vez que la 

membrana se ha expandido y cerrado sobre sí misma rodeando al material celular, el 

autofagosoma formado es transportado hasta los lisosomas (Jager, 2004; Liang y 

cols., 2008). Los productos generados por acción de las proteasas lisosomales serán 

liberados hacia el citosol, donde podrán reutilizarse para el mantenimiento celular 

(Figura 10). 

 
Figura 10. Circuito molecular y vías de señalización que regulan la autofagia 

(Modificado de Cui y cols., 2016). 
 

Regulación de la autofagia 

La activación de la autofagia se produce en respuesta a diferentes factores. Los 

estímulos más potentes que ponen en marcha la maquinaria autofágica están 

relacionados con el estatus energético de la célula. Así, la falta de nutrientes, una baja 

relación entre los niveles de ATP y AMP, y elevados niveles de insulina mantienen 

reprimido el complejo mTORC1, permitiendo así la acción de ULK1. Además, el estrés 

oxidativo, un déficit en la disponibilidad de oxígeno, o la presencia de agentes 
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patógenos pueden también activar el proceso de autofagia mediante la modulación 

de diferentes vías de señalización (Mizushima, 2007; Fernández y cols., 2015; Tan y 

cols., 2016). 

Implicaciones fisiológicas y patológicas de la autofagia 

La autofagia se ha considerado un mecanismo necesario en la función correcta 

de varios sistemas y mecanismos fisiológicos. Durante el desarrollo, en mamíferos, la 

autofagia se activa gradualmente en el ovocito fertilizado (Tsukamoto y cols., 2008) y 

es necesaria después del nacimiento para la provisión de nutrientes al neonato 

(Mizushima y cols., 2004). La autofagia también participa en la maduración de los 

eritrocitos promoviendo la degradación mitocondrial (Heynen y cols., 1985), y está 

involucrada en el metabolismo de los lípidos (Zamani y cols., 2017). Además, 

diferentes procesos activados en la respuesta inmune requieren de su activación. En 

este sentido, la autofagia contribuye al procesamiento del antígeno para la 

presentación del mismo al complejo mayor de histocompatibilidad (Münz, 2016), es 

necesaria para la degradación de patógenos durante la activación de la inmunidad 

innata (Gomes y Dikic, 2014), y parece estar estrechamente relacionada con la 

autoinmunidad (Dai y Hu, 2016). Sin embargo, la autofagia también parece estimular 

la infiltración de células inmunes en tumores promoviendo así la progresión de la 

enfermedad (Michaud y cols., 2011). Todo esto pone de manifiesto la complejidad de 

la vía en la respuesta inmune frente a tumores (Zhong y cols., 2016). 

El papel de la autofagia en la formación del tumor está respaldado por 

estudios in vitro e in vivo. En primer lugar, la autofagia actúa como un mecanismo 

supresor de tumores mediante la prevención del estrés oxidativo y la promoción de la 

estabilidad genómica (Liu y cols., 2013). En segundo lugar, la autofagia podría actuar 

como un mecanismo de supervivencia para proteger las células cancerosas de los 

agentes quimioterápicos en el tratamiento del cáncer (Wu y cols., 2012b). Se sugiere 

que la prevalencia de una u otra función es altamente dependiente del grado de 

desarrollo de la enfermedad, estando presente el papel protector de la autofagia 

frente al proceso tumoral solo en estadios tempranos. La sobreactivación de la 
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autofagia en etapas avanzadas se correlaciona positivamente con la malignidad y la 

capacidad de metástasis del tumor, así como la resistencia a la terapia (Mathew y 

cols., 2007; Lazova y cols., 2012; Li y cols., 2013; Mowers y cols., 2017).  

Los primeros estudios sobre autofagia en animales knockout de diferentes 

proteínas autofágicas le atribuyeron una función de supresión tumoral (Qu y cols., 

2003; Takamura y cols., 2011). Sin embargo, la autofagia también puede favorecer la 

promoción del tumor mediante la adaptación celular a la hipoxia o la inanición (Bellot 

y cols., 2009; Wong y cols., 2013) y el desarrollo del cáncer mediado por oncogenes 

(Guo y cols., 2011). Se demostró que se requiere una autofagia basal elevada para el 

crecimiento de células tumorales (Yang y cols., 2011b), lo que sugiere que la 

modulación de la autofagia podría ser importante para minimizar el crecimiento de 

cánceres agresivos. En relación al microambiente tumoral, la autofagia está presente 

en los fibroblastos asociados al cáncer, donde se encarga de la degradación de la 

proteína antitumoral caveolina-1 (Di Vizio y cols., 2009), y de la liberación de citocinas 

pro-migratorias (Lock y cols., 2014). 

Autofagia y CHC 

La necesidad de la autofagia en diferentes procesos fisiológicos se pone de 

manifiesto por la aparición de patologías ante una sobreactivación o una represión de 

dicho mecanismo (Takamura y cols., 2011). La autofagia en el hígado es necesaria 

para mantener la integridad y funcionalidad del mismo. Tanto es así, que se ha visto 

una descompensación en este mecanismo en esteatosis hepática, en el daño 

producido por consumo crónico de alcohol y diferentes toxinas, en isquemia y 

reperfusión, y en el CHC. En el caso que nos ocupa, el cáncer de hígado, la autofagia 

está asociada a los diferentes agentes causantes de la enfermedad. Así, las 

infecciones por VHB y VHC o el alcohol estimulan el flujo autofágico que contribuye al 

desarrollo de la enfermedad (Czaja y cols., 2013). 

Diferentes estudios in vivo han mostrado que el defecto de proteínas 

necesarias para la autofagia, como Beclina-1, ATG5 o ATG7 promueven el desarrollo 

del CHC; sin embargo, parece ser un mecanismo necesario para suplir la alta 
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demanda energética de las células tumorales (Qu y cols., 2003; Takamura y cols., 

2011). Estudios in vitro demuestran el efecto procarcinogénico de la autofagia sobre 

la hepatocarcinogénesis al inducir la expresión de factores que estimulan la invasión 

celular y la metástasis (Li y cols., 2013) o al proteger las células de cáncer de hígado 

(Song y cols., 2011). 

Si bien es cierto que se ha avanzado en el conocimiento del papel que juega la 

autofagia en el CHC, se hace necesario profundizar en los mecanismos que definen la 

importancia de este mecanismo en el establecimiento y progresión de la enfermedad. 

Apoptosis 

La apoptosis o muerte celular programada es una vía de pasos múltiples 

descrita por primera vez por Kerr y sus colegas en 1972 (Kerr y cols, 1972). En los 

últimos años, la apoptosis se ha convertido en un tema de creciente atención; de 

hecho, el Premio Nobel de Fisiología o Medicina en 2002 fue otorgado a Sydney 

Brenner, John E. Sulston y H. Robert Horvitz por sus descubrimientos relacionados 

con la regulación genética del desarrollo de órganos y la muerte celular programada 

(Jaryal, 2003). 

Este proceso controlado tiene lugar tanto en situaciones fisiológicas como 

patológicas, siendo inherente a cada célula del cuerpo. Dado que típicamente no 

induce la muerte celular adyacente, la inflamación o el daño tisular, existen varios 

mecanismos de control del crecimiento que coordinan la proliferación celular y la 

homeostasis tisular asociada a la apoptosis durante el desarrollo y el envejecimiento. 

Aunque varias afecciones pueden desencadenar apoptosis, la respuesta puede 

modularse según el tipo y el nivel de estímulos que conducen a la muerte celular por 

apoptosis o necrosis. 

En mamíferos, este proceso altamente coordinado consta de dos vías 

principales, una vía extrínseca o citoplasmática y una vía intrínseca o mitocondrial, e 

implica una activación dependiente de caspasas, un grupo de cisteína proteasas que 

vinculan los estímulos iniciales con la muerte celular final (Elmore, 2007).  
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En la vía extrínseca están implicados receptores de membrana pertenecientes a 

la superfamilia del TNF. Además de participar en el proceso de apoptosis, participan 

en la activación de distintas vías de señalización relacionadas con la supervivencia 

celular, respuesta inflamatoria, y diferenciación celular (Ashkenazi y Dixit, 1999). La 

mayoría de estas proteínas son potentes inductores de la vía de supervivencia celular 

mediada por NF-κB, mientras que otros miembros de la superfamilia del TNF pueden 

inducir la vía extrínseca de la apoptosis mediante su unión a los llamados receptores 

de muerte, como el receptor de TNF de tipo 1 (TNFR1), o Fas/CD95 (Wallach y cols., 

1999). La unión específica de los ligandos (FasL/CD95L, TRAIL, TNF-α) a sus receptores 

correspondientes provoca una señal proapoptótica inmediata. Se produce el 

reclutamiento de una molécula adaptadora, dominio de muerte asociado a Fas 

(FADD), y de la caspasa 8 en un complejo de señalización inductor de muerte, donde 

la caspasa 8 es activada por dimerización y escisión autoproteolítica, y 

posteriormente activa a otras caspasas efectoras que desencadenan la apoptosis. La 

vía intrínseca se activa en respuesta a un estrés celular como daño en el ADN, estrés 

del RE o privación del factor de crecimiento, e implica la permeabilización de la 

membrana externa mitocondrial principal. Por lo tanto, todo el contenido 

intermembrana de las mitocondrias se libera al citosol, incluido el citocromo c. Una 

vez en el citoplasma, el citocromo c se une al factor 1 activador de proteasas 

apoptóticas (APAF-1) y forma un complejo llamado apoptosoma. Este último funciona 

reclutando monómeros de caspasa 9 para su activación. Las caspasas 8 y 9 de la vía 

extrínseca e intrínseca, respectivamente, son las llamadas caspasas de iniciación, y 

son responsables de la escisión y la activación de las caspasas efectoras 3 y 7 (Green y 

Llambi, 2015) (Figura 11). 
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Figura 11. Vías extrínseca e intrínseca de la apoptosis. 

 

En muchos tipos celulares, incluyendo a las células hepáticas, sin embargo, sólo 

pequeñas cantidades de caspasas iniciadoras son activadas en el complejo de 

señalización inductor de muerte, lo que resulta insuficiente para la muerte celular. Es 

por ello que en estas células la vía extrínseca debe ser amplificada por la vía 

intrínseca mitocondrial a través de la interacción de la caspasa 8 con Bid, una 

proteína proapoptótica de la familia de proteínas del gen Bcl-2, que 

subsecuentemente inicia junto con Bak y Bax (otros miembros de la familia Bcl-2), la 

liberación de mediadores proapoptóticos mitocondriales (Schwerk y Schulze-Osthoff, 

2005). No obstante, la muerte apoptótica de hepatocitos se retrasa, pero no se inhibe 

en ratones deficientes en Bak/Bax, lo que indica que los hepatocitos pueden sufrir 

muerte celular en ausencia de proteínas proapoptóticas de la familia Bcl-2 (Hikita y 

cols., 2011).  

Implicaciones fisiológicas y patológicas de la apoptosis 

La apoptosis, como componente principal de la salud y la enfermedad, tiene un 

papel fundamental en el mantenimiento de la homeostasis corporal (Renehan y cols., 

2001). En ciertas situaciones fisiológicas, como la eliminación de células inflamatorias 

o la evolución del tejido de granulación a tejido cicatricial, se necesita un aumento de 
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apoptosis (Greenhalgh, 1998); también se requiere para la eliminación de células 

inmunitarias autoagresivas durante la maduración en los órganos linfoides centrales 

(médula ósea y timo) o en los tejidos periféricos (Osborne, 1996). La desregulación de 

la apoptosis se ha asociado con diferentes patologías, incluidas defectos en el 

desarrollo, enfermedades autoinmunes, neurodegeneración o cáncer (Elmore, 2007). 

Las células cancerosas tienen la capacidad de eludir eficazmente la apoptosis 

(Fernald y Kurokawa, 2013). Esto se debe principalmente al hecho de que el equilibrio 

homeostático entre la muerte y la proliferación celular está sesgado, y como tal, las 

anomalías genéticas se multiplican a medida que estas células sobreviven (Sjöström y 

Bergh, 2001). 

Una de las aberraciones genéticas más comunes asociadas con el cáncer es la 

pérdida o inactivación del supresor tumoral p53, ya que este desempeña un papel 

instrumental en las señales reguladoras celulares, específicamente aquellas 

involucradas en la proliferación celular, la reparación del ADN y la angiogénesis 

(Haupt y cols., 2003). En condiciones celulares normales, p53 permanece inactivo 

(Ashcroft y cols., 1999). La activación de p53 se produce cuando se estabiliza a través 

de interacciones proteína-proteína y de varias modificaciones postraduccionales. Una 

vez activado, p53 responde al estrés intracelular como la hipoxia, el agotamiento de 

nutrientes y el daño del ADN (Horn y Vousden., 2007), induciendo apoptosis o 

detención del ciclo celular (en las fases G1 y/o G2) (Vousden y Lane, 2007). De esta 

forma, p53 impide directamente el crecimiento celular descontrolado y el desarrollo 

tumoral (Bremer y Helfrich., 2006). La pérdida o disfunción de la señalización de p53 

no solo está asociada con el inicio del proceso de formación del tumor, sino también 

con un mal pronóstico (Whibley y cols., 2009). Alternativamente, las células 

neoplásicas muestran una sobreexpresión de proteínas antiapoptóticas (como Bcl-2) 

mientras que las proapoptóticas (como Bax) están reguladas negativamente; además, 

parecen ser capaces de sintetizar receptores de muerte afuncionales, y de secretar 

altos niveles de receptores solubles para secuestrar el ligando Fas, evitando así la 

apoptosis (Elmore, 2007). Esta capacidad de las células cancerosas para evadir la 

apoptosis las hace no solo dependientes de estas aberraciones para su supervivencia 
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sino también para su resistencia a ciertos fármacos quimioterápicos (Bremer y 

Helfrich, 2006). 

Apoptosis y CHC 

El desarrollo y la progresión de tumores hepáticos como el CHC, se ha asociado 

con una apoptosis insuficiente (Lee y cols., 2001; Che y cols., 2012; Hu y cols., 2015). 

Por tanto, las evidencias sugieren una apoptosis aberrante durante la 

hepatocarcinogénesis, especialmente en etapas tempranas y durante la promoción 

del tumor (Guicciardi y Gores, 2005). Además, varios estudios in vitro e in vivo 

analizan la contribución del bloqueo de vías relacionadas con la apoptosis, con el 

desarrollo y la progresión del CHC (Mauriz y Gonzalez-Gallego, 2008). A nivel 

molecular, se ha descrito una correlación inversa entre la expresión de Fas y la 

diferenciación tumoral (Strand y cols., 1996). Además, la expresión anormal de 

inhibidores de la apoptosis como la survivina, está directamente correlacionada con 

recurrencia tumoral y mal pronóstico (Ye y cols., 2007). 

Por la implicación que tienen los mecanismos moleculares expuestos, en la 

supervivencia y muerte celular, así como por la compleja regulación de los mismos y 

su intrincada interconexión, se hace realmente interesante el estudio de todos ellos 

en el proceso carcinogénico así como en la respuesta de los tumores a los 

tratamientos terapéuticos. 

 

2.4 Ritmos circadianos 

Los ritmos biológicos existen en todos los organismos vivos y podemos 

considerar que todos los procesos y funciones biológicas están organizados en dos 

niveles: en el espacio, como una anatomía física, y en el tiempo, como una estructura 

temporal biológica (Smolensky y Peppas, 2007; Sewlall y cols., 2010). 

El entorno externo está en constante cambio y aunque algunos de estos 

cambios son únicos, muchos eventos se manifiestan como variaciones periódicas o 
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rítmicas a lo largo del tiempo. Si la variable que cambia es biológica y endógena, la 

oscilación observada se puede referir objetivamente como un ritmo biológico. Como 

regla, los ritmos se clasifican en tres grupos principales: circadiano (20-28 horas), 

ultradiano (<20 horas) e infradiano (> 28 horas) (Sewlall y cols., 2010). 

La mayoría de organismos han desarrollado mecanismos endógenos de control 

que les permiten no solo adaptarse sino también anticipar estos eventos cíclicos. Casi 

todos los organismos, desde los eucariotas complejos, incluidos los diferentes tipos 

celulares en mamíferos, hasta los procariotas, especialmente cianobacterias, poseen 

un reloj circadiano endógeno con una periodicidad cercana a las 24 horas (Kondo e 

Ishiura, 2000). Este reloj es responsable de la sincronización de las señales 

ambientales que generan los ritmos circadianos y las oscilaciones periféricas diarias 

en los tejidos (Fu y Lee 2003), y está compuesto por bucles de retroalimentación 

transcripcionales intracelulares que miden estos patrones, regulando así nuestra 

actividad metabólica, hormonal y conductual diaria (Reppert y Weaver, 2002). 

Aunque los ritmos circadianos internos en los mamíferos se conocen desde 

hace siglos (Clairambault, 2010), la naturaleza molecular de estas oscilaciones se han 

descrito recientemente (Hastings y cols., 2003). Estos ritmos son generados por un 

reloj biológico central o “maestro”, localizado en una estructura hipotalámica 

denominada núcleo supraquiasmático (NSQ) en el sistema nervioso central, y por 

relojes localizados en células de diversos tejidos, conocidos como osciladores 

periféricos (Reppert y Weaver, 2002; Schibler y cols., 2003). 

En los últimos años se han identificado los mecanismos que controlan 

rítmicamente otros procesos moleculares, fisiológicos, bioquímicos y conductuales, 

incluidos el metabolismo y la destoxificación de fármacos, el ciclo celular, la 

reparación del ADN, la apoptosis y la angiogénesis (Takahashi y cols., 2008; Kang y 

Sancar, 2009; Innominato y cols., 2010; Jouffe y cols., 2013). 

Los relojes circadianos también juegan un papel en varios aspectos que se 

relacionan con el metabolismo (Lévi y cols., 2007a; Nakahata y cols., 2009; Cho y 

cols., 2012; Guerrero-Vargas y cols., 2017), y se encuentran estrechamente unidos al 
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ciclo celular (Matsuo y cols., 2003; Gréchez-Cassiau y cols., 2008; Bieler y cols., 2014; 

Matsu-Ura y cols., 2016; El-Athman y cols., 2017). En mamíferos, dentro de los 

tejidos, el metabolismo de los nutrientes y la energía se organiza temporalmente para 

sincronizar el almacenamiento y la utilización de la energía con los ciclos diarios de 

luz/oscuridad. Las hormonas circulantes y los metabolitos muestran distintos ritmos 

diurnos a medida que alcanzan su punto máximo y disminuyen a lo largo del día. Se 

ha descrito que la expresión de varios genes metabólicos se limita a tipos de tejidos 

específicos, lo que indica que estas rutas metabólicas no solo son específicas de tejido 

sino que también están limitadas a períodos específicos durante el día (Ma y cols., 

2012). Esto sugiere que tanto el metabolismo de los nutrientes como el de la energía 

están estrechamente relacionados con las señales de sincronización en los diferentes 

tejidos. Además, como resultado del ciclo continuo de este ritmo circadiano 

intrínseco, se pueden predecir aspectos rítmicos tanto de la proliferación celular 

como del metabolismo (Mormont y Levi, 2003). 

De acuerdo con las estrechas conexiones existentes entre el reloj circadiano, el 

metabolismo y el ciclo celular, múltiples estudios han descrito que la alteración 

sistémica del sistema circadiano puede promover el cáncer. En los humanos, las 

perturbaciones en el patrón sueño-vigilia y en los ritmos circadianos, se han asociado 

con el cáncer de mama, colon y pulmón (Schernhammer y cols., 2001; 2003; 2013; 

Wegrzyn y cols., 2017). En ratones, la alteración ambiental del sistema circadiano (por 

ejemplo, el jet lag severo y crónico) aumenta el riesgo de cáncer de mama y CHC (Van 

Dycke y cols., 2015; Kettner y cols., 2016). Además, se ha demostrado, en un modelo 

murino de adenocarcinoma de pulmón humano, que tanto la disrupción ambiental 

como la genética del sistema circadiano promueven el crecimiento tumoral y 

disminuyen la supervivencia (Papagiannakopoulos y cols., 2016). 

2.4.1 Genes reloj y mecanismo molecular del reloj circadiano 

Estudios de mutagénesis en la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster), 

llevados a cabo por los galardonados con el Premio Nobel de Fisiología o Medicina de 

2017: JC. Hall, M. Rosbash y MW. Young, permitieron identificar moscas mutantes 
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con alteraciones en el ritmo circadiano. La caracterización y análisis de estas 

mutantes permitió descubrir un pequeño número de genes involucrados en generar y 

mantener el ritmo circadiano en estos insectos. A este grupo de genes se les 

denominó genes reloj o “clock genes”. Posteriormente, se clonaron los genes 

homólogos en los mamíferos y se identificaron nuevos genes reloj a partir de 

hámsteres o ratones mutantes. 

El mecanismo molecular del reloj circadiano central y los osciladores 

circadianos periféricos, involucra la interacción de señales positivas y negativas que 

regulan la transcripción rítmica de los genes reloj (Partch y cols., 2014). Así, la 

expresión de estos genes se regula por medio de dos asas de activación/represión 

transcripcionales. El asa de señales positivas está controlada por el receptor nuclear 

translocador de aril hidrocarburos en cerebro y músculo (Bmal1), junto con Clock (del 

inglés, Circadian Locomotor Output Cycles Kaput), o Npas2 (del inglés, Neuronal PAS 

domain-containing protein 2). Estos forman heterodímeros (BMAL1/CLOCK o 

BMAL1/NPAS2) que activan la transcripción de los genes del periodo (Per1, Per2 y 

Per3) y los genes del criptocromo (Cry1 y Cry2). El asa de señales negativas está 

controlada por las proteínas CRY y PER que son transportadas al citoplasma, y forman 

los complejos PER/CRY que, posteriormente, se translocan al núcleo y se asocian con 

el heterodímero BMAL1/CLOCK, inhibiendo y reduciendo la activación transcripcional 

de BMAL1 y CLOCK, y suprimiendo su propia transcripción génica. Los complejos 

PER/CRY son posteriormente fosforilados por la caseína quinasa 1 épsilon (CK1ε), lo 

que conduce a la degradación de PER y CRY. Otro asa de retroalimentación negativa 

está representada por los receptores nucleares REV-ERBα y β, también conocidos 

como NR1D1 y NR1D2 (receptor nuclear subfamilia 1, grupo D, miembros 1 y 2) y por 

el receptor nuclear de ácido retinoico alfa (RORα), que se translocan al núcleo para 

reprimir y promover la expresión de BMAL1, respectivamente (Kochan y Kovalchuk, 

2015) (Figura 12). 
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Figura 12. Mecanismo molecular del reloj circadiano. 

 

Por otro lado, es de interés la histona deacetilasa sirtuina 1 (SIRT1) por su 

implicación en la regulación del reloj circadiano, y también en múltiples procesos de 

enfermedad que incluyen el cáncer (Maiese y cols., 2017). SIRT1 y PER2 constituyen 

un circuito de regulación negativo recíproco desempeñando así un importante papel 

en la modulación de la ritmicidad circadiana hepática (Asher y cols., 2008; Wang y 

cols., 2016). 

2.4.2 Genes reloj y cáncer 

Estudios clínicos y experimentales en animales han revelado que una serie de 

genes, proteínas y enzimas en el hígado están controlados, en gran medida, por 

ritmos circadianos (Zhou y cols., 2016). Se ha demostrado que la alteración de estos 

ritmos conduce a un mayor riesgo de cáncer, y que los genes "reloj" influyen en los 

mecanismos relacionados con la tumorigénesis como la proliferación celular (Wang y 

cols., 2015), la apoptosis (Hua y cols., 2006) y el control del ciclo celular (Sun y cols., 
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2010), lo que conduce a la aparición y progresión de muchos tipos de cáncer, incluido 

el CHC (Kelleher y cols., 2014). 

En el cáncer, la cronoterapia ha adquirido un creciente interés desde el punto 

de vista médico, ya que propone un mejor entendimiento y manipulación de la 

fisiología de la enfermedad, utilizando las variaciones circadianas como parte del 

tratamiento (Innominato y cols., 2014).  

En vista del hecho de que el cáncer es un proceso en el que se produce un 

crecimiento incontrolado de células neoplásicas, junto con la diseminación de las 

mismas, los mecanismos subyacentes que explican el cáncer como un trastorno 

circadiano implican la comunicación, principalmente, entre el reloj circadiano y el 

ciclo celular, y los procesos de reparación del ADN (Lévi y cols., 2007a). 

2.4.3 Reloj circadiano y ciclo celular 

El reloj circadiano comparte varias similitudes conceptuales y moleculares con 

el ciclo celular. Ambos están constituidos por bucles autorreguladores 

interconectados, y se basan en fases secuenciales de transcripción, traducción, 

modificación postraduccional y degradación (Sahar y Sassone-corsi, 2009). Para 

dividirse, las células experimentan una secuencia de eventos moleculares y 

bioquímicos que controlan el ciclo de división celular a través de cuatro fases 

secuenciales distintas llamadas Gap 1 (G1), S (para la síntesis del ADN), G2 y M (para 

la mitosis). Las tres primeras se denominan interfase, en G1 existe crecimiento celular 

con síntesis de proteínas y de ARN, en fase S se produce la replicación o síntesis del 

ADN, y en fase G2 la célula comprueba que la replicación del ADN está completa y se 

prepara para la división celular. La fase final denominada M implica la separación de 

los cromosomas (mitosis), seguida de la división celular (Figura 13). Dos clases clave 

de moléculas reguladoras, ciclinas y quinasas dependientes de ciclina, determinan el 

progreso de las células a lo largo del ciclo celular (Lévi y cols., 2007a; Sukumaran y 

cols., 2010).  
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Figura 13. Representación esquemática del ciclo celular. 

 

En algunas células, el ciclo celular parece estar sincronizado con el tiempo 

circadiano que conduce, directamente, a la puesta en marcha del ciclo celular o, 

indirectamente, a través de variaciones circadianas en los niveles del factor de 

crecimiento, a la entrada de las células en la fase G1, lo que explica por qué la división 

celular opera en una escala de tiempo de 24 horas (Lowrey y Takahashi, 2004; 

Goldbeter y Gérard, 2012). El entorno celular dependiente del tiempo, como los 

niveles hormonales, y pueden afectar no solo al ciclo celular, sino también a la 

función inmune y humoral (Sephton y Spiegel., 2003).  

Interconectados con el ciclo celular también están, la reparación del ADN, la 

apoptosis y la necrosis, los cuales limitan la inestabilidad genómica y evitan que las 

mutaciones genéticas se acumulen y, eventualmente, provoquen una transformación 

tumoral (Lévi y cols., 2007b). Se ha demostrado que muchas de las ciclinas, genes 

supresores de tumores y oncogenes que participan en procesos de regulación como 

la síntesis de ADN, mitosis y reparación del ADN muestran una ritmicidad circadiana 

en su expresión y están bajo el control de los genes del reloj central (Kondratov y 

Antoch, 2007; Sukumaran y cols., 2010). Los genes del ciclo celular afectados por el 

reloj circadiano incluyen los genes relacionados con los puntos de control del ciclo 

celular como las ciclinas D, B, E y A, el protooncogén c-Myc, la quinasa antimitótica 

Wee, el gen supresor tumoral p53 (que regula la apoptosis y detiene el ciclo celular 
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en la fase G1 activando la transcripción de p21, desempeñando un papel crítico en el 

punto de control G1-S, p21 (que evita la progresión del ciclo celular de la fase S a G2) 

y caspasas, entre otros. Algunos de ellos, como el factor de transcripción Wee1 

quinasa y c-Myc, se han identificado como dianas de transcripción del complejo 

CLOCK-BMAL1 (Kondratov y Antoch, 2007). Además de controlar la expresión de los 

genes del ciclo celular y los genes supresores de tumores a nivel transcripcional y 

postranscripcional, los genes circadianos centrales también participan directamente 

en la modulación de las vías de señalización intracelulares de la proliferación celular 

(Fu y Lee, 2003). Así, un desequilibrio en los genes circadianos favorece la 

proliferación e inestabilidad genómica, la disminución de la apoptosis, y la aceleración 

de la progresión tumoral (Rana y Mahmood, 2010). 

Diversos estudios demuestran que las mutaciones en los genes circadianos 

centrales o las alteraciones en su expresión, afectan mecanismos moleculares 

específicos predisponiendo a la carcinogénesis (Wood y cols., 2008; Innominato y 

cols., 2010; Savvidis y Koutsilieris, 2012). 

 

2.5 La melatonina 

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es una indolamina altamente 

conservada y derivada de la serotonina. Es la principal hormona secretada por la 

glándula pineal, aislada por primera vez por el dermatólogo Aaron Lerner y 

colaboradores. Estos autores revelaron que la hormona era capaz de inducir la 

agregación de la melanina en los melanocitos de la piel de rana, aumentando su 

transparencia (Lerner y cols., 1958). De hecho, el nombre que propusieron surge de la 

combinación de la palabra griega "melas" (negro) tomada de "melanina", y "tonina" 

tomada de serotonina. 

Después de los experimentos fallidos de Lerner para usar extractos de glándula 

pineal para el tratamiento del vitíligo, varios estudios señalaron la importante 

implicación de la melatonina en el cerebro y la fisiología de las gónadas, 
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estableciendo un posible papel de esta molécula en la regulación de diferentes 

sistemas neuroendocrinos y presentando la idea de que la melatonina actúa como 

una hormona. Los estudios realizados para descifrar las propiedades de la melatonina 

revelaron que la iluminación afecta su síntesis a través de la captura de luz por los 

ojos y su conducción hacia la glándula pineal a través de las vías neuronales, y 

establecieron los primeros conocimientos sobre la síntesis y metabolismo de la 

melatonina (Wurtman y Axelrod, 1965). Estos descubrimientos revelaron que la 

melatonina ejerce un conjunto heterogéneo de actividades más allá de su papel 

regulador neuroendocrino-reproductivo modulado por el fotoperíodo. 

2.5.1 Síntesis, metabolismo y regulación 

La melatonina presenta una ritmicidad circadiana y precisa de oscuridad para 

su producción y liberación (Jiménez-Jorge y cols., 2005). Como se mencionó 

anteriormente, la síntesis de melatonina tiene lugar, principalmente, en la glándula 

pineal pero su producción no es exclusiva de este órgano. La retina, el tracto 

gastrointestinal, la médula ósea, la glándula lagrimal extraorbital y la glándula de 

Harder también tienen capacidad de sintetizar melatonina. Sin embargo, la síntesis de 

melatonina extrapineal no está regulada por la luz, y su liberación a sangre parece no 

ser significativa. 

La producción máxima de melatonina ocurre durante la noche. La luz es 

detectada por la melanopsina, un fotopigmento presente en las células ganglionares 

de la retina, y se transfiere al NSQ a través del tracto retinohipotalámico del nervio 

óptico. El sistema nervioso central y periférico conduce la señal a los pinealocitos, que 

son las células especializadas de la glándula pineal (Zawilska y cols., 2009). La 

melatonina surge del aminoácido esencial L-triptófano en un subconjunto de 

reacciones (Figura 14). El L-triptófano se convierte en serotonina a través de una 

hidroxilación y descarboxilación controlada por las enzimas triptófano hidroxilasa 

(TPH) y aminoácido aromático descarboxilasa (ADD). A continuación, se produce la 

acetilación de la serotonina por la enzima arilalquilamina N-acetiltransferasa (AA-

NAT). Esta actividad aumenta de un 30 a un 70% durante la noche, presentando un 
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marcado ritmo circadiano y obteniéndose como producto la N-acetil-5-

hidroxitriptamina o N-acetil serotonina (Klein y cols., 1997). Finalmente, se produce la 

conversión de la N-acetil serotonina en N-acetil-5-metoxitriptamina, melatonina, 

mediante la acción de la enzima hidroxiindol O-metiltransferasa (HIOMT) (Karasek y 

Winczyk, 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 14. Biosíntesis de la melatonina. TPH, triptófano hidroxilasa; AAD, aminoácido 
aromático descarboxilasa; AA-NAT, arilalquilamina N-acetil-transferasa; HIOMT, hidroxiindol 
O-metiltranferasa. 

 

La actividad de la AA-NAT determina el ritmo pineal de producción hormonal y 

puede regularse mediante su expresión génica o mediante la activación y estabilidad 

de la enzima (Hardeland, 2008). La expresión de la enzima se puede regular por una 

vía nerviosa controlada por el NSQ del hipotálamo, el llamado reloj biológico. Esta vía 

comienza en la retina y continúa a través de los axones de las células ganglionares 
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(Lewy y cols., 1980). El estímulo lumínico durante el día mantiene hiperpolarizados a 

los fotorreceptores, lo que impide la liberación al final de la vía nerviosa de 

noradrenalina. En ausencia de luz, los fotorreceptores generan potenciales de acción 

que son conducidos por esta vía neuronal hasta los terminales simpáticos que liberan 

noradrenalina, que se une a receptores adrenérgicos β1 y β2 del pinealocito (Reiter, 

1991). Dicha unión desencadena una reacción bioquímica intracelular que se traduce 

en un incremento de la expresión y actividad de la AA-NAT, con la consecuente 

elevación de las concentraciones de N-acetil serotonina y melatonina (Hardeland y 

cols., 1993) (Figura 15). 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Estimulación o inhibición de la síntesis de melatonina. 

 

La metabolización de la melatonina se produce en el hígado y el riñón. 

Después de su hidroxilación por acción de CYP1A1, CYP1A2 y CYP1B1, la 6-

hydroxymelatonina se conjuga con sulfato (90%) o glucurónido (10%), y solo un 5% de 

la melatonina se excreta sin metabolizar. La degradación de la melatonina también 

ocurre en el cerebro y la retina, pero las vías en estos órganos difieren de la 

metabolización de la melatonina producida en la glándula pineal e implican la 

desacetilación de la indoleamina (Zawilska y cols., 2009). En otras células, la 
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formación del compuesto hidroxilado depende de radicales libres (Singh y Jadhav, 

2014). 

La producción de melatonina es variable a lo largo del día, pero es constante 

día a día. En adultos humanos, la amplitud del ritmo difiere entre los sujetos 

disminuyendo con la edad y el grado de percepción de la luz. Además, los niveles de 

melatonina y los ritmos de secreción se alteran en condiciones patológicas (Zawilska y 

cols., 2009). 

2.5.2 Funciones 

Quizás la primera y una de las funciones mejor establecidas de la melatonina 

es su capacidad para regular los ritmos circadianos y las respuestas estacionales. Sin 

embargo, varios trabajos de investigación sugieren que la melatonina tiene un 

importante papel en otras muchas funciones fisiológicas y bioquímicas (Pandi-

Perumal y cols., 2013).  

Tras su implicación en el control de los ritmos circadianos y la regulación de la 

reproducción, la propiedad más famosa de la melatonina es su capacidad 

antioxidante puesto que secuestra las especies reactivas de oxígeno (EROS) y 

potencia la actividad del sistema antioxidante celular (Reiter y cols., 1997), 

característica con gran impacto en el desarrollo de diferentes enfermedades (Reiter y 

cols., 2016). La melatonina, además, modula el sistema inmunitario controlando la 

respuesta inmune innata y adaptativa, posee propiedades antiinflamatorias (Calvo y 

cols., 2013), mantiene ciertas funciones del sistema cardiovascular (Domínguez-

Rodríguez y cols., 2010) y controla los daños que genera el estrés oxidativo en la 

diabetes (Zephy y Ahmad, 2015). 

En lo que respecta al hígado, un amplio número de estudios han demostrado 

el papel protector de la melatonina en diferentes situaciones fisiopatológicas, como 

en el caso del daño por isquemia y reperfusión hepática (Kim y Lee, 2008; Ambriz-

Tututi y cols., 2009; Pandi-Perumal y cols., 2013), por ligadura del conducto biliar 

(Tahan y cols., 2010), o el daño por estrés oxidativo inducido (Mauriz y cols., 2007). 
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También se ha atribuido a la melatonina un papel relacionado con la supresión de la 

activación de las células hepáticas estrelladas en modelos in vitro (Gu y cols., 2006; 

Shajary y cols., 2015). Además, se ha demostrado que la administración de 

melatonina a roedores previene la fibrosis inducida por tetracloruro de carbono (CCl4) 

(Ogeturk y cols., 2008; Hong y cols., 2009; Liedke y cols., 2013; Crespo y cols., 2015; 

González-Fernández y cols., 2017), mejora la hepatitis no alcohólica inducida por una 

dieta deficiente en metionina y colina (Tahan y cols., 2009) e impide la 

hepatotoxicidad inducida por diferentes fármacos (Kurus y cols., 2009). La melatonina 

también protege contra el daño hepático inducido por agentes químicos como la 

tioacetamida (Cruz y cols., 2005; Túnez y cols., 2007), o DEN (Tahan y cols., 2004; 

Sánchez y cols., 2017). 

Diferentes estudios epidemiológicos, en trabajadores nocturnos y básicos 

llevados a cabo con animales, han sugerido la existencia de una relación entre la 

ausencia de melatonina y el desarrollo de diferentes procesos tumorales (Haus y 

Smolensky, 2013). Desde entonces, se han realizado innumerables investigaciones 

sobre el posible papel oncostático de la melatonina, desde estudios in vitro hasta 

clínicos, mostrando la capacidad citotóxica de la melatonina frente a diferentes tipos 

tumorales, su importancia en la mejora de la calidad de vida del paciente oncológico, 

así como en la potenciación del efecto antitumoral de varios agentes quimioterápicos 

(Aldeghi y cols., 1994; Lissoni, 2007; Prieto-Domínguez y cols., 2016). Aunque los 

mecanismos por los que la melatonina ejerce esta función oncostática son 

numerosos, la compleja interrelación de todos ellos no se ha descifrado por 

completo. En el CHC, la melatonina ejerce funciones anti-proliferativas, pro-

apoptóticas y antiangiogénicas (Martín-Renedo y cols., 2008; Carbajo-Pescador y 

cols., 2013a; 2013b). 

2.5.3 Mecanismos de acción 

Algunas de las funciones de la melatonina parecen depender de sus 

propiedades antioxidantes. No obstante, se han descrito dentro de los mecanismos 

de acción de la melatonina en mamíferos, interacciones con proteínas intracelulares 
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como la calmodulina o la unión a receptores específicos, (Ekmekcioglu, 2006). En 

humanos, las acciones ejercidas por la melatonina pueden lograrse sin mediación de 

receptores debido a su naturaleza anfipática, una propiedad que le permite cruzar 

cualquier barrera biológica, o bien ser mediadas por receptores de membrana, 

receptores nucleares, o receptores citosólicos (Dubocovich y cols., 2010). En este 

sentido, los compuestos agonistas y antagonistas de los receptores de la melatonina 

resultan ser claves para definir los múltiples mecanismos mediante los cuales esta 

indolamina modula los procesos fisiológicos y patológicos. 

Mediante agonistas marcados se han identificado receptores de membrana de 

la melatonina (MT), concretamente, MT1 y MT2. El MT1 presenta mayor afinidad por 

la melatonina y es el receptor predominante. El sistema nervioso concentra una gran 

cantidad de estos, pero también se expresan en hígado, corazón, riñón, células 

inmunes e intestino (Zawilska y cols., 2009), así como en líneas celulares de cáncer 

humano de diferente origen (Chan y cols, 2002, Imbesi y cols., 2008; Ramracheya y 

cols., 2008). Estos receptores de membrana están acoplados a proteínas G. La unión 

de la melatonina a los MTs estimula la acción de la proteína G a la que están ligados e 

inhiben la adenilato ciclasa, reduciendo los niveles de adenosín monofosfato cíclico 

(cAMP) y activando la producción de fosfolipasa C y diacilglicerol, que actúan como 

segundos mensajeros dentro de la célula. El MT2 está asociado con la activación de 

vías similares de segundos mensajeros, y parece estar altamente relacionado con la 

inhibición de guanosín monofosfato cíclico (cGMP) en lugar de cAMP (Emet y cols., 

2016). Algunos autores proponen la existencia de un tercer receptor de membrana, 

MT3, una flavoproteina citosólica también conocida como NQO2, perteneciente a una 

familia de quinonas reductasas, y que parece estar implicada en los efectos 

antioxidantes de la melatonina (Volkova y cols., 2012). 

Además, teniendo en cuenta sus características lipofílicas, la melatonina 

puede atravesar directamente las membranas celulares e interaccionar con 

receptores nucleares retinoides (ROR/RZR) que parecen mediar en las acciones 

inmunomoduladoras de la melatonina (Emet y cols., 2016), aunque existe cierta 

controversia sobre el papel que juegan estos receptores en los mecanismos de acción 
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del indol. Algunos estudios sugieren que, una vez unida la melatonina, los ROR/RZR 

podrían actuar como factores de transcripción de genes implicados en la 

supervivencia, proliferación y diferenciación celular (Steinhilber y cols., 1995). 

Los receptores citosólicos se ha identificado como un equivalente a la quinona 

reductasa 2; sin embargo, presentan una afinidad por la melatonina menor que los 

receptores de membrana (Volkova y cols., 2012). 

Las acciones de la melatonina independientes de receptor están relacionadas 

con su actividad antioxidante. La melatonina es efectiva eliminando las EROS en la 

mitocondria, y la presencia de la enzima limitante en la síntesis de melatonina en las 

mitocondrias y cloroplastos destaca la importancia de esta hormona en la fisiología 

de las mitocondrias, aunque no se ha demostrado una vía de síntesis mitocondrial 

(Tan y cols., 2013). 

2.5.4 Melatonina y cáncer 

Estudios epidemiológicos llevados a cabo en trabajadores nocturnos revelan 

un aumento en la frecuencia de desarrollo de cáncer en estas personas. Y, aunque las 

evidencias no son lo suficientemente fuertes, la IARC concluyó en 2007 que las 

actividades que promueven la alteración circadiana pueden actuar como 

carcinógenos (Grupo de trabajo de la IARC sobre la evaluación de riesgos 

carcinogénicos para los humanos, 2010). 

Además, experimentos en modelos animales en los que se suprime la 

producción de melatonina han demostrado una correlación positiva con el 

crecimiento tumoral, así como una relación entre la desregulación de varios genes del 

reloj circadiano que controlan la proliferación celular y el ciclo celular con el 

desarrollo de diferentes tipos de cáncer (Haus y Smolensky, 2013). 

La melatonina ha mostrado efectos oncostáticos sobre el CHC, con propiedades 

antiproliferativas, proapoptóticas y antiangiogénicas en la línea celular de 

hepatocarcinoma humano HepG2 (Martín-Renedo y cols., 2008; Carbajo-Pescador y 
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cols., 2009; 2011; 2013a; 2013b). Algunos de estos efectos también han sido 

validados en modelos animales de CHC (Moreira y cols., 2015).  

Además de la aplicación directa de la melatonina como agente oncostático, se 

ha demostrado una capacidad de potenciar los efectos tóxicos de la quimioterapia in 

vitro (Glenister y cols., 2013; Bennukul y cols., 2014), así como del fármaco 

antineoplásico Sorafenib (Prieto-Domínguez y cols., 2017), mejorando la citotoxicidad 

y reduciendo los efectos secundarios (Lissoni, 2007). Estos datos señalan que la 

melatonina es una alternativa interesante para la quimioterapia convencional, así 

como un agente coadyuvante para tratamientos comunes respaldando, así, su uso en 

estudios preclínicos. 

Los estudios clínicos en los que se administra melatonina a pacientes con cáncer 

son limitados. Pacientes con diferentes tipos de tumores, incluyendo el CHC, y 

diferentes grados de enfermedad han sido incluidos en estos ensayos. Los resultados 

obtenidos indican que la melatonina aumenta la tasa de supervivencia y el alivio de 

los signos y síntomas de la enfermedad, reduciendo los efectos secundarios de la 

quimioterapia y la radioterapia convencionales mejorando, así, la calidad de vida de 

los pacientes (Ghielmini y cols., 1999; Lissoni y cols., 2003; Sánchez-Barceló y cols., 

2012; Rondanelli y cols., 2013). 

A pesar de todos estos datos, se requieren estudios adicionales para confirmar 

el uso de la melatonina en pacientes con cáncer; además, se deberían investigar 

diferentes dosis, tiempos de administración y combinaciones con otros agentes 

anticancerosos en modelos animales apropiados, así como los diferentes mecanismos 

moleculares implicados en el desarrollo del CHC y que pueden servir de diana para la 

hormona melatonina. 
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El principal objetivo de esta tesis fue determinar el efecto de la melatonina en 

un modelo animal de CHC desarrollado en ratones tras la administración del 

carcinógeno DEN, así como en la línea celular de hepatocarcinoma humano Hep3B, 

centrando la investigación en diversas vías de señalización que se relacionan con el 

desarrollo y la progresión tumorales.  

Para ello, se plantean los siguientes objetivos concretos: 

- Determinar las alteraciones moleculares y el daño hepático que se producen 

tras la administración del carcinógeno DEN comprobando, así, la idoneidad del 

modelo animal experimental de CHC elegido para nuestro estudio. 

- Evaluar los efectos de la administración de la melatonina sobre el daño 

hepático inducido por DEN en el modelo animal de CHC, así como sobre 

diferentes proteínas supresoras de tumores y reguladoras del ciclo celular, la 

proliferación, la angiogénesis, la apoptosis, la respuesta autofágica y el estrés 

de retículo endoplasmático, en los distintos periodos experimentales. 

- Valorar los efectos de la melatonina sobre las alteraciones inducidas por el 

carcinógeno en el eje de señalización de la SphK/S1P, así como en otras vías 

relacionadas, tales como la vía de la PI3K/AKT/mTOR y la vía de las MAPKs, 

que han demostrado ser cruciales y estar alteradas en el CHC. 

- Evaluar el papel de la melatonina en la regulación del ritmo circadiano y de los 

genes reloj implicados en su control, tanto en el modelo animal como en 

células de la línea de hepatocarcinoma humano Hep3B, y establecer si dicho 

efecto modula, a su vez, otras vías de señalización implicadas en el desarrollo 

y la progresión del CHC. 
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4.1 Material 

Para el presente estudio se han utilizado los siguientes medios instrumentales: 

- Autoclave: Raypa, modelo Sterilmatic. 

- Balanzas de precisión: Mettler Toledo, modelo AB104-S; Mettler Toledo, 

modelo PB1501-S. 

- Baños termostáticos: Selecta, modelo 135925; Selecta, modelo CE95; Selecta, 

modelo Unitronic 32. 

- Centrífugas: Beckman, modelo XL-10k, rotor 70:1 Ti; Eppendorf, modelo 

5451C; Sorvall, modelo RC-5B. 

- Cubeta electroforesis vertical: Bio-Rad, modelo Mini-PROTEAN Tetra Cell. 

- Espectrofotómetro: NanoDrop 1000, Thermo Scientific. 

- Fuente de alimentación: Bio-Rad, modelo 200/2. 

- Lector Multi-Modal de Microplacas: Synergy HT, BioTek. 

- Material quirúrgico: bisturís (hoja 24), pinzas, tijeras, agujas, jeringuillas, 

cánulas, guantes estériles, etc. 

- Material de laboratorio de carácter general: pipetas y micropipetas 

automáticas, agitadores de tubo, gradillas, frigoríficos, arcones congeladores 

de -80°C, ordenadores, etc. 

- Microscopios ópticos: Nikon OPTIPHOT-2®; Nikon Eclipse E 400®; Nikon 

Provise AX 70®. 

- Microscopio electrónico de transmisión: JEOL LTD. 

- Microscopio de fluorescencia: Nikon Eclipse Ti®. 

- Microtomo de rotación: Leitz 1512. 
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- pHmetros: Mettler Toledo, modelo SevenMultiTM. 

- Sistema de transferencia de proteínas: Bio-Rad, modelo Trans-Blot®. 

- Homogeneizador de ultrasonidos compacto de tipo sonda: Hielscher-

Ultrasound Technology, modelo UP50H. 

- Termociclador: Applied Biosystems, modelo Step One Plus Sequence 

Detection System. 

- Ultramicrotomo automático: Reichert Ultracut E. 

 

4.2 Soluciones 

Las principales soluciones y productos utilizados en la realización de este 

estudio, y que no se describen con detalle en los apartados correspondientes, han 

sido los siguientes: 

- Solución salina fisiológica (SSF): NaCl 154 mM. 

- DEN (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.): se disuelve en SSF. La 

concentración final administrada es de 35 mg/kg peso vivo. 

- Melatonina (Sigma-Aldrich): se disuelve en etanol absoluto y se hacen 

posteriores diluciones en SSF hasta alcanzar una concentración de etanol del 

2,5%. 

- SR9009 (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania): se disuelve en dimetilsulfóxido 

(DMSO) (0,05%) hasta una concentración final de 10 μM. 

 

4.3 Animales 

Para el estudio in vivo, se han utilizado 140 ratones macho de la cepa ICR 

(Harlan, Barcelona) de 5 semanas de edad, mantenidos en el animalario de la 
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Universidad de León, de acuerdo a la normativa vigente recogida en el RD 53/2013 

sobre protección de los animales utilizados para experimentación y otros fines 

científicos, en la Directiva Europea 2010/63/UE y en las pautas recogidas en la 

normativa GLP (Good Laboratory Practises). Los animales han sido mantenidos en 

unas condiciones constantes de temperatura y humedad y ciclo luz/oscuridad de 12 

horas, con una semana de periodo de aclimatación tras su llegada. El alimento y el 

agua se han administrado ad libitum. 

 

4.4 Líneas celulares 

Se emplearon células Hep3B de una línea celular establecida de CHC humano 

procedentes de la Colección Americana de Cultivos Tipo (ATCC, Manassas, Va, 

EE.UU.). Las células fueron cultivadas en monocapa y mantenidas en medio de cultivo 

Eagle modificado de Dulbecco (DMEM; Sigma-Aldrich), suplementado con un 10% de 

suero fetal bovino (SFB), penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 µg/mL), 

glutamina (4 mM) y piruvato (100 µg/mL). Las células se mantuvieron en condiciones 

controladas de temperatura (37°C) y humedad (95%), con una concentración de aire 

del 95% y de CO2 del 5%. 

 

4.5 Diseño experimental 

Modelo animal de CHC 

A las 6 semanas de edad de los animales se procedió a la inducción del CHC 

mediante la administración vía intraperitoneal (i.p.) una vez a la semana de DEN (35 

mg/Kg peso vivo) diluido en SSF durante 8 semanas. La melatonina (Mel) se 

administró a los ratones a los que se les había inducido el CHC por vía i.p. Se 

diferenciaron dos grupos: uno a los que se les administró Mel a dosis de 5 mg/Kg al 

2,5% en etanol, y otro a dosis de 10 mg/Kg al 2,5% en etanol, diariamente durante 

todo el experimento (40 semanas) desde la semana 4 del estudio (Figura 16). En los 
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diferentes grupos experimentales se realizaron sacrificios a las 10, 20, 30 y 40 

semanas del comienzo de la inducción del CHC. Se anestesió a los animales mediante 

la administración de una mezcla de clorhidrato de xilazina al 2% (50 mg/kg de peso 

corporal) y clorhidrato de ketamina (100 mg/kg peso corporal) i.p. y posterior 

extracción de sangre de la cavidad cardiaca. Finalmente, tras la tricotomía manual de 

la región abdominal, se realizó una laparotomía ventral media, exposición y 

extracción del hígado. 

Los animales se incluyeron aleatoriamente en 16 grupos experimentales (n=8 

ratones):  

- Grupos Control 10 semanas (wk), Control 20wk, Control 30wk y Control 40wk. 

Animales control sometidos a inyección i.p. con el vehículo en el que se 

administraba la melatonina (0,3 mL al 2,5% de etanol en SSF) y sacrificados a 

las 10, 20, 30 y 40 semanas del comienzo del estudio. 

- Grupos DEN 10wk, DEN 20wk, DEN 30wk, DEN 40wk. Animales sometidos a la 

inducción del CHC con DEN y sacrificados en las semanas 10, 20, 30 y 40, 

respectivamente. 

- Grupos DEN+5Mel 10wk, DEN+5Mel 20wk, DEN+5Mel 30wk, DEN+5Mel 40wk. 

Animales sometidos a la inducción del CHC con DEN, y que recibieron 

diariamente, a partir de la 4ª semana, 5 mg/Kg de Mel i.p. hasta su sacrificio 

en las semanas 10, 20, 30 y 40, respectivamente.  

- Grupos DEN+10Mel 10wk, DEN+10Mel 20wk, DEN+10Mel 30wk, DEN+10Mel 

40wk. Animales sometidos a la inducción del CHC con DEN, y que recibieron 

diariamente, a partir de la 4ª semana, 10 mg/Kg de Mel i.p. hasta su sacrificio 

en las semanas 10, 20, 30 y 40, respectivamente. 
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Figura 16. Diseño y grupos experimentales. Tiempos de sacrificio en semanas (post-
exposición a DEN): T1- 10 wk (semanas); T2- 20 wk; T3- 30 wk: T4- 40 wk. Los grupos control 
recibieron SSF y etanol al 2,5%, y fueron sometidos a eutanasia en los mismos tiempos que 
los grupos expuestos a DEN. Los grupos control+Mel recibieron melatonina a una dosis de 10 
mg/kg diluida en etanol al 2,5% y SSF. 

 

Modelo in vitro de células de hepatocarcinoma humano (Hep3B) 

Las células Hep3B fueron cultivadas en cultivo monocapa. Después de 24 horas de 

cultivo en medio DMEM (Sigma-Aldrich) suplementado con un 10% de SFB, y un 1% 

de penicilina/estreptomicina, el medio fue reemplazado por medio nuevo con un 2% 

de SFB. Las células control fueron incubadas con DMSO (Merck KGaA) al 0,05%; las 

células control+Mel fueron incubadas con melatonina (1.000 μM) diluida en DMSO al 

0,05%. Para el estudio del papel del receptor nuclear REV-ERBα, se empleó el 

agonista SR9009 (Merk KGaA). A las células se les administró el ligando SR9009 (10 

μM) disuelto en 0,01% de DMSO, y fueron tratadas con melatonina (500 ó 1.000 μM) 

durante 24 horas. Para los estudios de silenciamiento de BMAL1 se emplearon ARNs 

pequeño de interferencia (ARNip) comerciales frente a BMAL1 y frente a una 

secuencia no específica (Control negativo). Ambos ARNip se utilizaron a una 

concentración final de 25 nmol/L. Tras la transfección, las células fueron tratadas con 

melatonina (500 ó 1.000 μM) durante 24 horas. 
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10Mel 10Mel 10Mel 10Mel
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10Mel 10Mel 10Mel 10Mel
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4.6 Métodos analíticos 

4.6.1 Análisis bioquímicos 

Las actividades de las transaminasas ALT y AST, en muestras de plasma 

obtenidas en el momento del sacrificio de los ratones, se determinaron en el 

Laboratorio de Técnicas Instrumentales de la Universidad de León (LTI). 

4.6.2 Ensayo de proliferación celular 

La evaluación de la capacidad de proliferación de las células Hep3B se realizó 

mediante el empleo del kit CyQUANT Cell Proliferation Assay (Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células fueron sembradas en 

placas de 96 pocillos a una densidad de 7.500 células/pocillo en medio de cultivo con 

suero al 10%. Se mantuvieron a 37ºC hasta que alcanzaron un 75% de confluencia y se 

procedió a realizar los diferentes tratamientos con suero al 2%. La intensidad de 

fluorescencia fue medida a una longitud de onda de 530 nm empleando el lector de 

placas SynergyTM HT Multi-Mode (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA). 

4.6.3 Silenciamiento con ARN de interferencia (ARNip) 

Con objeto de confirmar la implicación de BMAL1 en los efectos 

antiproliferativos de la melatonina en células Hep3B, disminuimos su expresión 

génica transfectando las células con los ARNs de interferencia BMAL1-ARNip sc-38165 

y el control negativo CN-ARNip sc-36869 (Santa Cruz Biotechnology, CA, EE.UU.) 

empleando Lipofectamine® RNAiMAX Reagent (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, EE.UU) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Tras 24 horas el medio 

fue reemplazado por DMEM (Sigma-Aldrich) completo, y las células fueron tratadas 

con melatonina (500 ó 1.000 μM) durante 24 horas. 

4.6.4 Estudio histológico 

El examen histológico se realizó a partir de una porción de hígado extraído y 

fijado mediante inmersión en formalina al 10% durante 24 horas. Los bloques fueron 

deshidratados en una secuencia de soluciones alcohólicas en concentraciones 
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crecientes. Previo a su inclusión en parafina, los bloques son introducidos en un baño 

de xilol sustituyendo, así, la solución alcohólica. Tras la inclusión en parafina, 

posterior secado, y enfriamiento, se realizan los cortes histológicos de 3 µm de 

sección. Posterior a la colocación de estos cortes histológicos en portaobjetos, se 

procede a la eliminación de la parafina mediante xilol, y a su rehidratación pasando 

por una serie de gradaciones decrecientes de alcohol etílico hasta llegar a una 

solución de H2O al 100%. Una vez rehidratadas, las preparaciones fueron teñidas con 

hematoxilina y eosina, deshidratadas de nuevo, e introducidas en xilol para hacer 

miscible el tejido con el medio de montaje. Finalmente, tras la adición del medio de 

montaje y la colocación del cubreobjetos, se procedió a la evaluación histológica de 

los distintos grupos experimentales. 

4.6.5  Estudio inmunohistoquímico 

Para los estudios de expresión inmunohistoquímica se realizaron cortes de 

tejido hepático de 4 µm. Posteriormente, se desparafinaron e hidrataron mediante un 

gradiente descendente de etanol. Las muestras se introdujeron en una olla a presión 

con solución de citrato 25 mM pH 6,0 durante 10 minutos. A continuación, fueron 

transferidas a un recipiente con agua desionizada hirviendo, y se dejaron enfriar 

durante 20 minutos. Las secciones de tejido hepático fueron tratadas con peroxidasa 

(Sternberger y cols., 1970) con el fin de inhibir la actividad de la peroxidasa endógena. 

Las secciones se incubaron durante toda la noche a 4°C con los anticuerpos 

específicos frente a Ki67 (Menarini Diagnostics; Berkshire, Reino Unido), BMAL1 y 

REV-ERBα (Thermo Fisher Scientific).  

Para detectar la expresión de los diferentes marcadores, las muestras se 

incubaron con el anticuerpo secundario (Biotinylated Anti-Rabbit IgG; Vector 

Laboratoires, Burlingame, CA) durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de 

45 minutos de amplificación con avidita-biotina (ABC Standard; Vector Laboratoires), 

las muestras se incubaron con el sustrato 3’,3’-diaminobencidina al 0,1% (DAB/Ni 

Substrate; Vector Laboratoires) a temperatura ambiente durante 10 minutos. En la 

primera fase de la reacción, la peroxidasa y el peróxido de hidrógeno forman un 
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complejo que interacciona con la DAB, quedando esta última en estado oxidado. Las 

moléculas de DAB, una vez oxidadas, presentan unos radicales libres que reaccionan 

entre sí para formar polímeros insolubles de color marrón oscuro resistentes a los 

solventes de los lípidos, permitiendo obtener preparaciones histológicas 

permanentes. Las secciones fueron teñidas con hematoxilina durante 10 segundos y 

montadas. La especificidad de la técnica fue evaluada mediante controles séricos 

negativos en los que se omitió la incubación con el suero inmune primario 

sustituyéndose por suero preinmune. 

Las muestras fueron analizadas por el software WinRoof versión 6.3 con diez 

campos histológicos no consecutivos elegidos al azar. Los resultados fueron 

expresados en porcentaje de células teñidas en cada campo. 

4.6.6  Obtención de homogeneizado total 

En el tejido hepático se realizó la homogeneización de 25 mg de tejido en 1 mL 

de tampón Tris-HCl (Tris 10 mM, Sacarosa 0,25 M y EDTA 1 mM; pH 7,4) y una mezcla 

de inhibidores de proteasas y fosfatasas (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 

Alemania), mediante el empleo de homogeneizadores de vidrio y vástagos 

autoclavados con el fin de disgregar la MEC y las membranas celulares. 

Al finalizar los diferentes periodos de tratamiento de la línea celular Hep3B, las 

células son lavadas con un tampón fosfato salino (PBS) frío (4°C), y homogeneizadas 

en tampón Tris-HCl (50 μL por pocillo de 35 mm) y una mezcla de inhibidores de 

proteasas y fosfatasas, empleando un homogeneizador de ultrasonidos (Hielscher-

Ultrasound Technology, Teltow, Alemania). Con el mismo se aplicaron 2 pulsos de 20 

segundos y un 60% de amplitud a cada muestra. 

Los homogeneizados obtenidos se pasaron a tubos eppendorf y se incubaron 

en hielo durante 30 minutos. Por último, se centrifugaron las muestras a 13.000 g 

durante 30 minutos a una temperatura de 4°C. Se realizaron alícuotas del 

sobrenadante en tubos eppendorf que se almacenaron hasta su uso a -80°C. 
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4.6.7 Obtención de las fracciones citosólica y nuclear 

Para la obtención de la fracción citosólica las muestras se homogeneizan tal y 

como se describe en el apartado anterior, con una posterior centrifugación a 12.000 g 

durante media hora y a 4°C. El sobrenadante que resulta de dicha centrifugación es 

recolectado y almacenado a -80°C hasta la realización de las determinaciones 

analíticas. 

La extracción nuclear se llevó a cabo en muestras de hígado mediante lisis 

celular y posteriores centrifugaciones. 

- Reactivo A: HEPES-KOH 0,01 M pH 7,9, glicerol 250 g/L, NaCl 0,420 M, MgCl2 

0,0015 M, 2 x 10-4 M EDTA, DTT 5 x 10-4 M, 2 x 10-4 M PMSF. 

- Reactivo B: NaCl HEPES-KOH 0,02 M pH 7,9, glicerol 250 g/L, NaCl 0,042 M, 

PMSF 15 x 10-4 M. 

- Nonidet: octilfenoxipolietoxietanol. 

Para la obtención de los extractos nucleares se homogeneizaron 100 mg de 

tejido hepático en 5 x 10-4L del reactivo A y una mezcla de inhibidores de fosfatasas 

(Roche Diagnostics GmbH) utilizando homogeneizadores de vidrio y vástagos 

autoclavados con el fin de disgregar la matriz extracelular y las membranas celulares. 

Tras 15-60 minutos de incubación en hielo, los homogeneizados obtenidos fueron 

centrifugados a 1.000 g durante 10 minutos a 4°C. El pellet se resuspendió en 2,5 x  

10-4 L del reactivo B, se homogeneizó y se incubó a 4°C durante 30 minutos. Los restos 

celulares se eliminaron mediante una centrifugación a 14.000 g durante 15 minutos a 

4°C y, posteriormente, se recogió la fracción del sobrenadante con las proteínas de 

unión al ADN de cada muestra y se almacenaron en alícuotas a -80°C hasta su análisis. 

4.6.8 Concentración de proteína 

Se utilizó la técnica descrita por Bradford (Bradford, 1976). El método 

Bradford se basa en la unión cuantitativa de un tinte, Coommassie Brilliant Blue, a 

una proteína desconocida y en comparar esta unión a diferentes cantidades de una 

proteína estándar, albumina sérica bovina (BSA). El Coomassie Brilliant Blue es un 
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pigmento de tipo trifenilmetano amónico, que se une de forma no covalente a los 

restos de lisina de las proteínas. 

Reactivos: 

- Solución de BSA patrón (0,5 mg/mL) (Sigma-Aldrich). 

- H2O milliQ. 

- Coomassie Brilliant Blue solution Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, 

EE.UU.). 

Se preparó la curva patrón y las muestras problema por triplicado en una 

placa de 96 pocillos. La mezcla de reacción se incubó durante 10 minutos a 

temperatura ambiente y en oscuridad y se leyó la absorbancia a 595 nm. La 

concentración se expresa en mg de proteína/mL en el lector de microplacas. 

4.6.9 Western blot 

La determinación de la expresión proteica de las distintas proteínas analizadas 

se llevó a cabo mediante la técnica de Western blot utilizando el sistema de Laemmli 

(Laemmli, 1970). Los reactivos empleados fueron los siguientes: 

- Tampón Tris/HCl 0,1 M; pH 6,8. 

- β-mercaptoetanol 0,075%. 

- Solución de ebullición: H2O; Tris/HCl 2 M; glicerol 60%; SDS 10%; pirrolina 

0,5%. 

- Tampón de electroforesis: Tris 25 mM; glicina 0,2 M; dodecilsulfato sódico 

(SDS) 3,5 mM; pH 8,8. 

- Tampón de transferencia: Tris 25 mM; glicina 0,2 M y metanol 20%. 

- PBS: NaCl 0,14 M; KH2PO4 8 mM; KCl 2,7 mM. 

- PBS-Tween: 0,05%. 

- Solución de bloqueo y de incubación de anticuerpos: 1-5% de leche en polvo 

desnatada en PBS-Tween. 
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Electroforesis en gel de poliacrilamida 

Se realizaron diluciones de la proteína de las diferentes muestras hasta 

obtener una concentración final de entre 30-50 μg. Posteriormente se añadieron la 

solución de ebullición y el β-mercaptoetanol, y se incubó 2 minutos a 100°C. A 

continuación se realizó una electroforesis en gel de acrilamida/bisacrilamida (Sigma-

Aldrich) en tampón de electroforesis. 

Para la realización de los distintos geles de separación (7, 9, 12 y 15%) se 

prepararon las mezclas que se detallan en la Tabla 1. 

 

Reactivo (2 geles) 7% 9% 12% 15% 

Acrilamida/Bisacrilamida (mL) 2,45 3,15 4,20 6,25 

Tris/HCl pH 8,8 1,5 M (mL) 3,5 3,5 3,5 3 

SDS 10% (μL) 140 140 140 125 

APS 10% (μL) 100 100 100 62,5 

TEMED 1% (μL) 7 7 7 6,25 

Agua (mL) 7,85 7,15 6,10 2,90 

Tabla 1. Composición de los diferentes geles de separación. TEMED, 
tetrametiletilendiamina; APS, persulfato amónico. 

 

Una vez se llenaron los cristales con las mezclas anteriores correspondientes, 

se añadió cuidadosamente isobutanol para evitar la formación de burbujas. Tras la 

polimerización del gel, se procedió a la eliminación del isobutanol, lavado con agua, y 

secado con papel Whatman. Posteriormente se preparó el gel de concentración 

según las especificaciones de la Tabla 2. 
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Reactivo (2 geles) 

Acrilamida/Bisacrilamida (mL)  1   

Tris/HCl pH 6,8 0,5 M (mL)  2,5   

SDS 10% (μL)  100   

PSA 10% (μL)  200   

TEMED 1% (μL)  10   

Agua (mL)  6,3   

Tabla 2. Composición del gel de concentración. 

 

Una vez preparada la mezcla de todos los componentes, se distribuyó entre 

los cristales, y se introdujeron los peines con el número de pocillos seleccionado, 

según el número de muestras a cargar, con cuidado, evitando la formación de 

burbujas. Ya polimerizado, se retiraron los peines y se cargaron las muestras 

añadiendo 10 μl de solución de ebullición. 

Transferencia 

Las proteínas ya separadas se transfirieron a una membrana de PVDF (di-

fluoruro de polivinilideno, Millipore, Billerica, MA, EE.UU.) para permitir su exposición 

a los anticuerpos. Para realizar la transferencia se utilizó un sistema semiseco a 13 V 

durante 20 minutos (Trans-Blot®; Bio-Rad). Después se bloquearon las membranas en 

solución de bloqueo durante 30 minutos a 37°C. 

Incubación con el anticuerpo primario 

Las membranas se incubaron toda la noche a 4°C con cada uno de los 

siguientes anticuerpos específicos: anti-BMAL1, CLOCK (Thermo Fisher Scientific), 

PCNA, SGPL1, S1P1, S1P2, SphK1, SphK2, PI3K p85, PI3K p110, mTOR, p-mTOR, HSP70, 

HSP90, GRP78, REV-ERBα, REV-ERBβ (Abcam, Cambridge, Reino Unido), VEGF, VEGFR-

2, Ciclina D1, Ciclina E, CDK4, CDK6, p21, c-Myc, S1P3, ERK1/2, p-ERK1/2, NF-κB p50, 

NF-κB p65, STAT3, p-STAT3, RORα, Beclina-1, LAMP-2, PARP1/2, Bax (Santa Cruz 
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Biotechnology, Santa Cruz, CA, EE.UU), AKT, p-AKT, p38 MAPK, p-p38 MAPK, p53, Bcl-

2, Caspasa 3 activa, p-Atg13, LC3I/II, p62/SQTM1 (Cell Signaling Technology, Danvers, 

MA, EE.UU) con diluciones entre 1:200 y 1:2.000. Con el fin de demostrar que todas 

las muestras contenían la misma cantidad de proteína se emplearon los anticuerpos 

policlonales de conejo anti-β-Actina, (1:20.000; Sigma-Aldrich) y anti-Lamina B1 

(1:200; Santa Cruz Biotechnology). 

Transcurrido este periodo, se lavaron las membranas tres veces durante 10 

minutos en PBS-Tween. Posteriormente, se incubaron 1 hora a temperatura ambiente 

con un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rábano picante (HRP) anti 

conejo o ratón (de acuerdo con el anticuerpo primario utilizado) en una dilución 

1:5.000 (Dako, Glostrup, Dinamarca). Finalmente, se volvieron a lavar 3 veces en PBS-

Tween. 

Revelado 

La detección de la proteína se realizó mediante quimioluminiscencia (Luminol 

Reagent, Santa Cruz Biotechnology) durante 1 minuto. Posteriormente, se 

introdujeron en un cassette junto con una película fotográfica (Amersham Hyperfilm 

ECL, Amersham, Little Chalfont, Reino Unido) durante aproximadamente 5 minutos. 

Tras el revelado y secado de la película se llevó a cabo la cuantificación de las bandas 

por densitometría utilizando un software comercial (Scion Image J Software 1.46a, 

Bethesda, MD, EE.UU.). 

4.6.10  Microscopía electrónica de transmisión 

Para el análisis mediante microscopía electrónica de transmisión (MET) las 

muestras de tejido hepático fueron seccionadas en piezas de 1 mm3 para optimizar la 

penetración del fijador. En este caso las secciones de hígado fueron sumergidas en 

una variante del fijador Karnovsky [2% glutaraldehído + 4% formalina tamponada (0,1 

mol/L tampón fosfato)] durante toda la noche y posteriormente en tetraóxido de 

osmio al 2% durante 2 horas a 4°C. Posteriormente, las muestras fueron 

deshidratadas sumergiéndolas en diferentes soluciones de alcohol de concentración 
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creciente. El bloque de tejido fue infiltrado y embebido en una resina epoxi a 60°C 

durante 72 horas. Las secciones ultrafinas (70 nm) se obtuvieron en un 

ultramicrotomo automático (Reichert Ultracut E, Viena, Austria) usando una cuchilla 

de diamante y se recopilaron en una rejilla de cobre preparada con membrana de 

soporte. Con el fin de conferir contraste a los cortes obtenidos, se emplearon 

soluciones de sales de metales pesados (acetato de uranilo y citrato de plomo), las 

cuales contienen iones de alto número atómico, capaces de desviar el haz de 

electrones incidente sobre la muestra y con cierta afinidad por componentes 

específicos de la misma. La observación de las secciones hepáticas se realizó con un 

microscopio electrónico de transmisión (JEOL LTD, Tokio, Japón) a un voltaje de 

aceleración de 80 kV. 

4.6.11  Extracción, purificación y cuantificación del ARN 

Para la extracción de ARN total se utilizó el reactivo Trizol (Life Technologies, 

Madrid, España), solución monofásica formada por una mezcla de fenol e 

isotiocianato de guanidina. Este reactivo es capaz de provocar la ruptura celular y 

disolver todos los componentes celulares a la vez que mantiene la integridad del ARN. 

Reactivos: 

- Trizol®LS. 

- Cloroformo (Sigma-Aldrich). 

- Alcohol isopropílico (Sigma-Aldrich). 

- Etanol al 75% en agua con DEPC (dietilpirocarbonato). 

- Agua libre de ARNasas (Ambion, Paisley, Reino Unido). 

 

La extracción de ARN se llevó a cabo en diferentes pasos: 

El tejido se homogeneizó añadiendo 750 μL de Trizol® por cada 25 mg de 

tejido hepático. En el caso de las muestras celulares, tras retirar el medio de cultivo y 

lavar con PBS frío (4°C), se añadió 1 mL del reactivo Trizol® por cada placa de 35 mm, 

y se procedió al lisado celular en la propia placa mediante pipeteo. 
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A continuación, se incuban las muestras homogeneizadas, durante 5 minutos 

a 15-30°C para la completa disociación de los complejos de nucleoproteína. 

Seguidamente, se añadieron 200 μL de cloroformo y se agitó vigorosamente durante 

unos 15 segundos, dejándose incubar nuevamente durante 5 minutos a 25°C. Los 

homogeneizados obtenidos se centrifugaron a 4°C durante 15 minutos a 12.000 g, 

obteniéndose así tres fases: una fase inferior orgánica de color rosa que contiene 

proteínas, ADN y fenol; una fase intermedia con fenol y cloroformo; y una fase 

superior acuosa incolora en la que se encuentra el ARN en suspensión. A la fase 

acuosa obtenida se le añadieron 0,5 mL de alcohol isopropílico y se mezcló por 

inversión. A continuación se incubó durante 10 minutos a 25°C y se centrifugó a 4°C 

durante 10 minutos a 12.000 g. El ARN precipitado en forma de pellet se lavó con 1 

mL de etanol al 75%. Para ello se agitó en vórtex y se centrifugó nuevamente a 4°C 

durante 5 minutos a 7.500 g. El pellet de ARN se dejó secar durante 30 minutos, 

dejando así que se evaporasen los restos de Trizol®, cloroformo, isopropanol y etanol. 

A continuación, al ARN se resuspendió en agua libre de ARNasas. Finalmente, se 

incubó a 55°C durante 10 minutos y se almacenó a -80°C. 

La pureza del ARN se estimó espectrofotométricamente mediante las lecturas 

de absorbancia a 260 y 280 nm de longitud de onda, aplicando la siguiente fórmula: 

 

 

Para la cuantificación del ARN total se utilizó un espectrofotómetro NanoDrop 

1000 (Thermo Fisher Scientific). 

4.6.12  Tratamiento del ARN con ADN-asas 

Se utilizó el kit comercial RQ1 RNase-free DNase (Promega, Madison, WI, 

EE.UU.) con el fin de degradar las cadenas de ADN simples y dobles, en presencia de  

Mg2+, y así poder disponer de oligonucleótidos con extremos 3´-OH libres. 

 

Pureza= A260/280 
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Los reactivos utilizados fueron: 

- Tampón RQ1 ADNasa 10x: Tris HCl 400 mM, pH 8; MgSO4 100 mM; CaCl2 10 

mM. 

- ADNasa libre de ARNasa RQ1. 

- ADNasa RQ1 Stop Solution 20 mM ácido etilén glicol tetraacético (EGTA), pH 8. 

- El tratamiento de ADNasas se llevó a cabo al mezclar los siguientes volúmenes: 

- ARN (2 μg). 

- Enzima ADNasa libre de ARNasa (1 U/μg ARN). 

- Tampón RQ1 ADNasa 10x. 

La mezcla de reacción se completó con agua libre de nucleasas hasta un 

volumen final de 50 μL. A continuación, se incubó a 37°C durante 30 minutos, tras los 

cuales se añadieron 2 μL de ADNasa RQ1 Stop Solution para parar la reacción. 

Seguidamente, se incubó de nuevo a 65°C durante 10 minutos para activar así las 

ADNasas. 

4.6.13 Reacción de la transcriptasa inversa 

Se utilizó el sistema High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, EE.UU.), basado en la capacidad de la transcriptasa reversa para 

sintetizar una cadena complementaria de ADN (ADNc) a partir de una secuencia 

molde de ARN. Para ello, se utilizaron cantidades idénticas de ARN total de cada uno 

de los animales de los diferentes grupos experimentales, realizándose en paralelo un 

control negativo. 

Reactivos: 

- Tampón RT-PCR 10x: Tris HCl 100 mM; KCl 500 mM; MgCl2 15 mM; pH 8,3. 

- Mezcla de desoxinucleótidos trifosfato (dNTP) 25x. 

- Iniciadores (mezcla de nucleósidos) 10x. 

- Transcriptasa reversa MultiScribe (50 U/mL). 

- Inhibidor de ARNasas (1 U/mL). 

- Agua tratada con DEPC. 
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Con el fin de desnaturalizar las posibles estructuras secundarias del ARN y 

facilitar el anillamiento de los iniciadores, se incubaron 10 μg de ARN a 25°C durante 

10 minutos seguido de una posterior incubación a 37°C durante 2 horas. A 

continuación, se añadieron los siguientes reactivos: 

- 10 μL de tampón RT-PCR. 

- 4 μL de mezcla de dNTP. 

- 10 μL de iniciadores. 

- 2 μL de la enzima transcriptasa reversa MultiScribe. 

- 1 μL de inhibidor de ARNasas. 

La mezcla de reacción se completó con agua tratada con DEPC hasta un 

volumen final de 50 μL, manteniéndose a temperatura ambiente durante 10 minutos 

e incubándose posteriormente a 37°C durante 2 horas. 

El ADNc obtenido se congeló a -20°C hasta el momento de su utilización. 

4.6.14 Reacción en Cadena de la Polimerasa a Tiempo Real (RT-qPCR) 

La PCR se realizó según el procedimiento basado en el proceso natural de 

replicación del ADN con amplificación cíclica (Mullis y Faloona, 1987; Saiki y cols., 

1989). Partiendo de una molécula de ADN diana es posible amplificar una secuencia 

específica contenida en ella mediante la utilización de oligonucleótidos iniciadores 

diseñados a tal efecto. 

El método consta de tres etapas: desnaturalización, anillamiento y elongación, 

efectuados de forma sucesiva en unas condiciones controladas de temperatura y de 

tiempo. En el presente estudio, para la estimación de la concentración de ARNm, se 

empleó la metodología de la RT-qPCR mediante SYBR Green y Taqman: 

a) SYBR Green 

En una placa de 96 pocillos se preparó la siguiente mezcla de reacción con un 

volumen final de 20 μL: 



Tesis Doctoral  Diana Isabel Sánchez Paniagua 

88 

- 0,4 μL de iniciadores 15 μM (sentido y antisentido) 

- 2 μL de ADNc 

- 10 μL de FastStart Universal SYBR Green Master (Rox) 2x (Roche Diagnostics 

GmbH) 

- 7,2 μL de agua libre de nucleasas (Ambion) 

Los oligonucleótidos utilizados en la RT-qPCR como iniciadores en la 

amplificación de fragmentos correspondientes a cada gen se especifican en la Tabla 3. 

Como gen constitutivo, para normalizar los resultados, se utilizó el gen β-Actina. 
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 Sentido (5´-3´) Antisentido (5´-3´) 

Genes ratón   

SphK1 ACTGATACTCACCGAACGGAA CCATCACCGGACATGACTGC 

SphK2 ATGGAACCAGTAGAATGCCCT TCCGTTCGGTGAGTATCAGTTTA 

S1p1 ATGGTGTCCACTAGCATCCC CGATGTTCAACTTGCCTGTGTAG 

S1p2 ATGGGCGGCTTATACTCAGAG GCGCAGCACAAGATGATGAT 

S1p3 ACTCTCCGGGAACATTACGAT CAAGACGATGAAGCTACAGGTG 

Sgpl1 ACCAGACCCTTTCCCACATTT ACTGCCCACATGTGCAGGAT 

Clock TTAGTGACTGCTCCTGTAGCTTGTG CACCACCTGACCCATAAGCAT 

Bmal1 (Arntl) GATCGAAAAAGCTTCTGCACAA GGGTGGCCAGCTTTTCAA 

Npas2 GCTGATGTTGGAGGCATTAGATG CATAGATGATGCTGCCGTCTGT 

Per1 GCCAGGTGTCGTGATTAAATTAGTC GGGCTTTTGAGGTCTGGATAAA 

Per2 CACGCTGGCAACCTTGAAGT TGGTAGTACTCCTCATTAGCCTTCAC 

Per3 AGCCTCCCGGCCTTGA GATTGGCTTGGCTTCTTCTGA 

Cry1 TCGCCGGCTCTTCCAA TCAAGACACTGAAGCAAAAATCG 

CK1ε (Csnk1e) GGCAGGGCCTCAAAGCA CTTCTCGCTAATCCGCTCGTA 

Rev-erbα (Nr1d1) CCCAACGACAACAACCTTTTG CCCTGGCGTAGACCATTCAG 

Rev-erbβ (Nr1d2) TGATGCCAACGGCAATCC CTGTGCGGTCACTCTTCAGAAC 

Rorα (Rora) GCGGTTGACCTCGGCATAT ACGCTGGACTCTGCTGTTACC 

MT1 (Mtnr1a) CATTTCTAATGGGCTTGAGTGTCA CATAGCGATCCCCGTGATG 

Sirt1 CGGCTACCGAGGTCCATATACT TCGAGGATCGGTGCCAAT 

Hif-1α (Hif1a) GCGGGCACCGATTCG TTCAGAACTCATCTTTTTCTTCT 

Hif-2α (Hif2a) CCATGAGGAGATCCGTGAGAA CGGTGGACACGTCTTTGCT 

β-Actina (Actb) AATCGTGCGTGACATCAAAGAG GCCATCTCCTGCTCGAAGTCT 

Genes humano   

REV-ERBα (NR1D1) TTGAGTCAAGGTCCAGTTTGAATG GGAGTCCAGGGTCGTCATGT 

REV-ERBβ (NR1D2) TTGTGGTAGGAGTTCTGTTGAATGA CCCGAAGTCTCCAATTACCAGAT 

BMAL1 (ARNTL) AGCTGCCTCGTCGCAATT CCGTTCACTGGTTGTGGAACT 

CLOCK AAATATGCAAGGCCAAGTTGTTC TGTGCCAATGTGTCCAGTATTCA 

β-Actina (ACTB) GGACTTCGAGCAAGAGATGG AGGAAGGAAGGCTGGAAGAG 

Tabla 3. Secuencias específicas de los iniciadores utilizados para la RT-qPCR por Syber 
Green. 
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b) Taqman. 

En una placa de 96 pocillos se preparó la siguiente mezcla de reacción con un 

volumen final de 20 μL: 

- 1 μL de sonda primer del gen específico (Applied Biosystems). 

- 1 μL de sonda primer del gen control (Applied Biosystems). 

- 2 μL de ADNc. 

- 10 μL de Fast Start Universal Master Mix (Roche). 

- 6 μL de agua libre de nucleasas (Ambion). 

Los iniciadores en la amplificación se especifican en la Tabla 4. Como gen 

constitutivo, para normalizar los resultados, se utilizó el gen GAPDH que codifica para 

la gliceraldehído 3-fosfato-deshidrogenasa. 

Genes                                   Sondas primer 

VEGF NM_001025250.3 Mm00437306_m1 

CD105 NM_001146348.1 Mm00468256_m1 

IL-6 NM_031168.1 Mm00446190_m1 

HGF NM_001289458.1 Mm01135184_m1 

c-Met NM_008591.2 Mm01156972_m1 

PDGF-β NM_011057.3 Mm00440677_m1 

PDGFR-β NM_001146268.1 Mm00435553_m1 

β-Actina NM_007393.1 Mm00607939_s1 

Tabla 4. Sondas específicas utilizadas para la RT-qPCR por Taqman. 

Cada experimento incluyó un control negativo de cada una de las muestras de 

ARN que no fueron sometidas a la transcripción reversa. Dicha muestra no dió lugar a 

producto de PCR alguno, confirmándose la ausencia de ADN genómico extraño o 

producto de PCR que pudiera haber contaminado la muestra previamente. La 

amplificación se llevó a cabo en el termociclador Step One Plus Sequence Detection 

System (Applied Biosystems). Los cambios relativos en la expresión génica se 

determinaron mediante el cálculo del 2-ΔΔCt. 
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4.6.15 Ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) 

La concentración de S1P fue cuantificada mediante una prueba ELISA usando 

un kit comercial (Echelon Biosciences, UT, USA). La evaluación cuantitativa de S1P se 

realizó empleando duplicados de muestras de homogeneizados de hígado de acuerdo 

a las recomendaciones del fabricante. Los niveles son expresados en pmol/μg de 

proteína. 

4.6.16 Tratamiento estadístico 

Los resultados se expresan como medias y error estándar de la media (EEM) y 

se comparan mediante el análisis de varianza (ANOVA) de un factor, seguido del test 

de comparación múltiple de Bonferroni cuando el análisis de varianza indica que 

existe una diferencia significativa. Se exige una p<0,05 para conceder significación 

estadística a los resultados. El análisis de los datos se llevó a cabo utilizando el 

paquete estadístico SPSS para Windows, versión 22.0 (SPSS Federal Systems, Chicago, 

EE.UU.). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 RESULTADOS 



Resultados 

93 

 

A pesar de la importancia de los resultados obtenidos en numerosos estudios in 

vitro sobre los efectos de la melatonina en el CHC, no existen estudios in vivo 

concluyentes, y los obtenidos anteriormente se han centrado principalmente en la 

descripción del efecto antioxidante de la hormona, pero no en el análisis sobre los 

mecanismos moleculares implicados en la progresión tumoral (Rahman y cols., 2003; 

Subramanian y cols., 2007; Balamurugan y Karthikeyan, 2012; Jayakumar y cols., 

2012; Hadem y cols., 2014). Por ello, decidimos centrar la presente Tesis Doctoral en 

evaluar los mecanismos moleculares que pudieran estar implicados en el efecto 

antitumoral de la melatonina en un modelo animal de CHC inducido en ratones por 

administración del carcinógeno DEN, centrando la investigación en diversas vías de 

señalización que se relacionan con el desarrollo y progresión tumorales. 

 

5.1 Efecto de la administración de melatonina sobre el daño hepático en el 

modelo animal de CHC inducido por DEN 

La tasa de mortalidad en los animales a los que se administró DEN fue del 6,9%. 

Se analizaron las actividades plasmáticas de transaminasas y se realizaron estudios 

histológicos para determinar el daño hepático. 

5.1.1 Efecto de la melatonina sobre marcadores séricos de daño hepático 

La función hepática se valoró determinando en sangre las actividades 

plasmáticas de las enzimas AST y ALT. En los grupos de ratones tratados con DEN se 

observó un aumento significativo de los niveles de las transaminasas en suero (Tabla 

5); el tratamiento con ambas dosis de melatonina redujo dicho incremento de modo 

significativo, tanto a las 30 como a las 40 semanas del estudio, siendo los cambios 

más marcados en el último periodo. La disminución observada tras la administración 

de melatonina nos indica un claro efecto protector del indol sobre el daño hepático 

producido por el hepatocarcinógeno. No se encontraron diferencias significativas 

entre los grupos de DEN respecto a controles ni en los de DEN tratados con 

melatonina respecto a los no tratados, a las 10 y 20 semanas. 
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Tabla 5. Concentraciones hepáticas de ALT y AST en los diferentes grupos 
experimentales y semanas (wk) de estudio. Valores medios ±S.E.M (n=8). aP<0,05 comparado 
con control. bP<0,05 comparado con DEN mismo periodo. cP<0,05 comparado con DEN+5Mel 
mismo periodo. 

 

5.1.2 Efecto de la melatonina sobre las características macroscópicas y 

microscópicas hepáticas 

Los estudios histológicos hepáticos mostraron, a las 10 y 20 semanas de la 

administración del hepatotóxico DEN, una degeneración hidrópica de bajo grado; sin 

embargo, la arquitertura hepática normal no se vió alterada hasta las 30 semanas del 

experimento. En este periodo, se observaron en los tejidos hepáticos áreas 

displásicas y, a menudo, crecimiento invasivo con apariencia multifocal. Se 

identificaron focos de necrosis coagulativa, degeneración hidrópica, cambios 

nucleares con condensación de la cromatina y cuerpos de inclusión; además, en 

alguna muestra se observó peliosis hepática. Por último, a las 40 semanas aparecen 

focos de displasia y, en el 37,5% de los animales inyectados con DEN nódulos 

compatibles con CHC (Figura 17; Tabla 6). Macroscópicamente no se identificaron 

cambios en los hígados de los grupos Control y Control+Mel (Figura 18; Tabla 6). 

  10wk 20wk 30wk 40wk 

      ALT (UI/L) Control 25.6 ± 0.7 25.5 ± 0.4 29.1 ± 5.1 27.3 ± 10.6 

 Control+Mel 22.3 ± 1.9 24.1 ± 1.5 23.9 ± 6.8 25.5 ± 4.9 

 DEN 28 ± 2.5 30 ± 4.1 54 ± 9.0
a
 78 ± 21.0

a
 

 DEN+5Mel 26 ± 2.1 27 ± 7.0 39 ± 1.5
ab

 50 ± 12.0
ab

 

 DEN+10Mel 25 ± 3.4 25 ± 3.1 31 ± 1.9
abc

 41 ± 1.6
ab

 

      
AST (UI/L) Control 57.8 ± 5.9 55.8 ± 6.3 59.8 ± 8.9 61.8 ± 5.9 

 Control+Mel 52.5 ± 9.6 51.5 ± 6.6 54.5 ± 8.5 59.5 ± 10.6 

 DEN 59 ± 1.8 61 ± 6.2 134 ± 19.0
a
 171 ± 22.0

a
 

 DEN+5Mel 56 ± 2.0 59 ± 4.3 111 ± 14.0
ab

 153 ± 14.0
ab

 

 DEN+10Mel 54 ± 2.2 54 ± 3.5 92 ± 4.6
abc

 86 ± 8.6
abc 
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Figura 17. Imágenes representativas de la histopatología hepática (tinción H&E) en los 
diferentes grupos experimentales y semanas (wk) de estudio. (a) Control: histología hepática 
normal, 200x; (b) DEN, 10wk: hígado con bajo grado de degeneración hidrópica, 200x; (c) 
DEN, 20wk: degeneración hidrópica, 200x; (d) DEN, 30wk: degeneración hidrópica, figura 
mitótica, cambios nucleares con cromatina condensada y difusa, núcleos pleomórficos y 
cuerpos de inclusión, 200x; (e) DEN, 30wk: foco de necrosis coagulativa, degeneración 
hidrópica, cambios nucleares con cromatina condensada y difusa, núcleos pleomórficos y 
cuerpos de inclusión, 200x; (f) DEN, 30wk: cuerpos de inclusión, degeneración hidrópica y 
núcleos pleomórficos, 200x; (g) DEN, 30wk: peliosis hepática, 40x; (h) DEN, 40wk: focos 
displásicos, 100x; (i) DEN, 40wk: carcinoma hepatocelular, 100x. 

 

 

 

 

 

Figura 18. Imágenes representativas de los hígados a las 40 semanas. (a) hígado 
grupo control; (b, c) hígados grupos DEN con nódulos compatibles con carcinoma 
hepatocelular. 
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Tabla 6. Efecto de la administración de melatonina sobre los cambios histológicos hepáticos tras la administración de DEN a las 30 y 40 semanas (wk) 

del estudio. 

 

 

 

 

 Cambios histopatológicos (no. de animales afectados) Lesiones proliferativas (no. de lesiones 

identificadas) 

  Necrosis Degeneración 

hidrópica 

Mitosis Anisocariosis Pleomorfismo Células 

multinucleadas 

Cuerpos de 

inclusión 

Displasia 

difusa 

 Focos de 

hiperplasia 

Adenoma 

hepatocelular 

Carcinoma 

hepatocelular 

30wk DEN 3/8 8/8 3/8 6/8 7/8 7/8 6/8 2  3 0 0 

 5Mel 3/8 6/8 2/8 5/8 5/8 4/8 3/8 1  1 0 0 

 10Mel 2/8 5/8 1/8 3/8 3/8 1/8 2/8 0  0 0 0 

40wk DEN 4/8 2/8 5/8 8/8 8/8 8/8 8/8 1  0 4 3 

 5Mel 3/8 2/8 4/8 6/8 5/8 4/8 6/8 5  1 2 0 

 10Mel 3/8 1/8 2/8 3/8 3/8 2/8 5/8 1  2 1 0 
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5.2 Efecto de la administración de melatonina sobre diferentes mecanismos y vías 

de señalización en el modelo animal de CHC inducido por DEN 

La inflamación constituye uno de los mecanismos más importantes implicados 

en la fisiopatología del CHC. Cuando el sistema de detoxificación hepática falla, los 

metabolitos intermediarios se acumulan en el hígado, lo que induce la activación de 

diferentes tipos de células hepáticas que pueden liberar citocinas y quimiocinas 

proinflamatorias. Además, los hepatocitos que experimentan necrosis también 

liberan citocinas que estimulan las células inflamatorias en el inicio de la respuesta 

inflamatoria. En este sentido la interleucina-6 (IL-6), entre otras, se ha asociado a un 

mayor riesgo de desarrollo y progresión del CHC (Hsia y cols., 2007; Leonardi y cols., 

2012). Nuestros resultados revelaron un aumento muy significativo de los niveles de 

IL-6, sobre todo en los estadios tempranos del estudio (10 y 20 semanas). La 

administración de melatonina redujo estos niveles, logrando una mejor respuesta con 

la dosis mayor (Figura 19). 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Expresión relativa de ARNm de IL-6 analizada mediante ensayo de RT-qPCR 
en los diferentes grupos experimentales y semanas (wk) de estudio, e indicada como % 
respecto al grupo Control. Los datos fueron normalizados frente a β-Actina. Valores medios 
±S.E.M (n=8). aP<0,05 comparado con Control. bP<0,05 comparado con DEN mismo periodo. 
cP<0,05 comparado con DEN+5Mel mismo periodo. Los datos del grupo Control+Mel no se 
muestran ya que no se observaron diferencias significativas entre los grupos Control y 
Control+Mel. 
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En la fisiopatología del CHC también influye el microambiente hepático que 

comprende, no solo las células tumorales, sino también las células del estroma y sus 

proteínas secretadas, desempeñando un papel clave en el proceso carcinogénico. Los 

fibroblastos producen diferentes factores de crecimiento como el EGF, HGF, el factor 

de crecimiento fibroblástico (FGF), y otras moléculas que contribuyen al estado 

inflamatorio y la estimulación de los macrófagos, que también secretan citocinas, 

quimiocinas y diferentes factores que contribuyen al mantenimiento del entorno 

inflamatorio, la progresión del tumor, la formación de nuevos vasos y la metástasis 

(Heindryckx y Gerwins, 2015). 

Con el fin de determinar los efectos de DEN y el tratamiento con melatonina 

sobre diferentes factores de crecimiento en el modelo animal, se determinaron 

mediante RT-qPCR, el factor de crecimiento HGF y su receptor, c-Met. La 

administración de DEN produjo un incremento significativo de los niveles del factor y 

su receptor en los últimos periodos del estudio. Estos aumentos fueron 

significativamente menores en los grupos tratados con melatonina (Figura 20). 

Figura 20. Expresión relativa de ARNm de HGF y c-Met analizada mediante ensayo de 
RT-qPCR en los diferentes grupos experimentales y semanas (wk) de estudio, e indicada como 
% respecto al grupo Control. Los datos fueron normalizados frente a β-Actina. Valores medios 
±S.E.M (n=8). aP<0,05 comparado con Control. bP<0,05 comparado con DEN mismo periodo. 
cP<0,05 comparado con DEN+5Mel mismo periodo. Los datos del grupo Control+Mel no se 
muestran ya que no se observaron diferencias significativas entre los grupos Control y 
Control+Mel. 
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inducido por el hepatotóxico DEN. Los resultados revelaron un claro efecto 

beneficioso de la melatonina al disminuir significativamente los niveles de ambas 

proteínas, anormalmente elevados tras la administración de DEN, a las 30 y 40 

semanas del experimento (Figura 21). 

Figura 21. Expresión relativa de ARNm de PDGF-β y PDGFR-β analizada mediante 
ensayo de RT-qPCR en los diferentes grupos experimentales y semanas (wk) de estudio, e 
indicada como % respecto al grupo Control. Los datos fueron normalizados frente a β-Actina. 
Valores medios ±S.E.M (n=8). aP<0,05 comparado con Control. bP<0,05 comparado con DEN 
mismo periodo. cP<0,05 comparado con DEN+5Mel mismo periodo. Los datos del grupo 
Control+Mel no se muestran ya que no se observaron diferencias significativas entre los 
grupos Control y Control+Mel. 

 

Uno de los mecanismos indispensables para la progresión de un tumor es la 

angiogénesis (Folkman, 2000). Aunque existen muchos factores con un papel en la 

promoción de la angiogénesis tumoral, la atención principal de nuestro estudio se 

centró en el VEGF y uno de sus receptores homólogos, VEGFR-2. Además se evaluó el 

marcador CD105 (endoglina) por su creciente interés como marcador de angiogénesis 

para el diagnóstico y progresión tumorales (Nassiri y cols., 2011). 

La administración del carcinógeno indujo un incremento significativo, tanto a 

nivel génico como proteico, en la expresión de los marcadores de respuesta 

angiogénica que fue más marcado en los últimos periodos del estudio. Este aumento 

se redujo tras el tratamiento con melatonina observándose un mayor efecto con la 

dosis mayor (Figuras 22 y 23). 
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Figura 22. Expresión relativa de ARNm de VEGF y CD105 analizada mediante ensayo de 
RT-qPCR en los diferentes grupos experimentales y semanas (wk) de estudio, e indicada como 
% respecto al grupo Control. Los datos fueron normalizados frente a β-Actina. Valores medios 
±S.E.M (n=8). aP<0,05 comparado con Control. bP<0,05 comparado con DEN mismo periodo. 
cP<0,05 comparado con DEN+5Mel mismo periodo. Los datos del grupo Control+Mel no se 
muestran ya que no se observaron diferencias significativas entre los grupos Control y 
Control+Mel. 

 

Figura 23. Expresión proteica de VEGF y VEGFR-2. El panel superior muestra los 
Western blot representativos de los diferentes grupos experimentales a las diferentes 
semanas (wk) de estudio. La igualdad en la carga de las proteínas se ilustra con las bandas de 
β-Actina. El panel inferior muestra el análisis densitométrico expresado como % respecto al 
grupo Control. Valores medios ±S.E.M (n=8). aP<0,05 comparado con Control. bP<0,05 
comparado con DEN mismo periodo. cP<0,05 comparado con DEN+5Mel mismo periodo. Los 
datos del grupo Control+Mel no se muestran ya que no se observaron diferencias 
significativas entre los grupos Control y Control+Mel. 
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5.2.1 Efecto de la melatonina sobre proteínas reguladoras del ciclo celular, la 

proliferación, y la apoptosis 

Durante la hepatocarcinogénesis, aumenta la tasa de división celular, y con 

ello la posibilidad de mutaciones en oncogenes y genes supresores de tumores, 

alterándose así la proliferación y apoptosis celular (Leonardi y cols., 2012).  

En primer lugar, y con el fin de determinar los efectos de DEN y el tratamiento 

con melatonina sobre diversas proteínas relacionadas con la proliferación y el ciclo 

celular, se determinó mediante Western blot la expresión del antígeno nuclear de 

proliferación celular (PCNA), las ciclinas D1 y E, y las quinasas dependientes de ciclinas 

CDK4 y CDK6. Los resultados mostraron un incremento paulatino de la expresión del 

marcador de proliferación, así como de las ciclinas y quinasas, a lo largo de los 

distintos periodos tras la administración de DEN, alcanzando una máxima expresión a 

las 40 semanas. Dicha expresión disminuyó de forma significativa en los grupos 

tratados con melatonina de forma dependiente de la dosis (Figura 24).  

Para comprobar in situ el aumento de proliferación tras la administración de 

DEN, y los efectos antiproliferativos de la melatonina, se determinó la expresión 

inmunohistoquímica del marcador de proliferación celular Ki67 (Figura 25). Desde la 

semana 20 de la administración del cancerígeno se observó un aumento significativo 

del marcador en los grupos de ratones a los cuales se les había administrado DEN, 

disminuyendo de forma significativa en los animales tratados con melatonina.  
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Figura 24. Expresión proteica de PCNA, Ciclina D1, Ciclina E, CDK4 y CDK6. El panel 
superior muestra los Western blot representativos de los diferentes grupos experimentales a 
las diferentes semanas (wk) de estudio. La igualdad en la carga de las proteínas se ilustra con 
las bandas de β-Actina. El panel inferior muestra el análisis densitométrico expresado como % 
respecto al grupo Control. Valores medios ±S.E.M (n=8). aP<0,05 comparado con Control. 
bP<0,05 comparado con DEN mismo periodo. cP<0,05 comparado con DEN+5Mel mismo 
periodo. Los datos del grupo Control+Mel no se muestran ya que no se observaron 
diferencias significativas entre los grupos Control y Control+Mel. 
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Figura 25. Detección inmunohistoquímica de la expresión hepática de Ki67. Las 
imágenes de las distintas secciones de hígado fueron tomadas en los diferentes grupos 
experimentales y a las diferentes semanas (wk) de estudio. (a) Control; (b) Control+Mel; (c) 
DEN 10wk; (d) DEN+5Mel 10wk; (e) DEN+10Mel 10wk; (f) DEN 20wk; (g) DEN+5Mel 20wk; (h) 
DEN+10Mel 20wk; (i) DEN 30wk; (j) DEN+5Mel 30wk; (k) DEN+10Mel 30wk; (l) DEN 40wk; (m) 
DEN+5Mel 40wk; (n) DEN+10Mel 40wk. Aumentos: 200x. El gráfico inferior muestra el análisis 
de las áreas positivas a Ki67. La melatonina (5 mg/kg, 5Mel, ó 10 mg/kg, 10Mel) fue 
administrada durante 10wk, 20wk, 30wk ó 40wk a ratones que previamente habían recibido 
DEN o vehículo (Control+Mel). Valores medios ±S.E.M (n=8). aP<0,05 comparado con Control. 
bP<0,05 comparado con DEN mismo periodo. cP<0,05 comparado con DEN+5Mel mismo 
periodo. Los datos del grupo Control+Mel no se muestran ya que no se observaron 
diferencias significativas entre los grupos Control y Control+Mel. 
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Además, y como parte importante de la evaluación del proceso de 

hepatocarcinogénesis, se analizó la expresión de las proteínas supresoras de tumores 

p21 y p53. Nuestros resultados indican que a las 30 y 40 semanas tras la 

administración del carcinógeno su expresión se redujo significativamente. Sin 

embargo, en los grupos DEN tratados con melatonina se incrementó 

significativamente dicha expresión, con una respuesta dependiente de la dosis (Figura 

26). 

Figura 26. Expresión proteica de p21 y p53. El panel superior muestra los Western 
blot representativos de los diferentes grupos experimentales a las diferentes semanas (wk) 
de estudio. La igualdad en la carga de las proteínas se ilustra con las bandas de β-Actina. El 
panel inferior muestra el análisis densitométrico expresado como % respecto al grupo 
Control. Valores medios ±S.E.M (n=8). aP<0,05 comparado con Control. bP<0,05 comparado 
con DEN mismo periodo. cP<0,05 comparado con DEN+5Mel mismo periodo. Los datos del 
grupo Control+Mel no se muestran ya que no se observaron diferencias significativas entre 
los grupos Control y Control+Mel. 
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equilibrio entre las proteínas apoptóticas y antiapoptóticas, como indican los 

resultados de la relación Bax/Bcl-2 (Figura 27). Estos datos sugieren, por tanto, que la 

melatonina aumenta la expresión de diversos marcadores de la vía intrínseca de la 

apoptosis en el CHC inducido por DEN. 

Figura 27. Expresión proteica de PARP1/2, Bax y Bcl2. El panel superior muestra los 
Western blot representativos de los diferentes grupos experimentales a las diferentes 
semanas (wk) de estudio. La igualdad en la carga de las proteínas se ilustra con las bandas de 
β-Actina. El panel inferior muestra el análisis densitométrico expresado como % respecto al 
grupo Control. Valores medios ±S.E.M (n=8). aP<0,05 comparado con Control. bP<0,05 
comparado con DEN mismo periodo. cP<0,05 comparado con DEN+5Mel mismo periodo. Los 
datos del grupo Control+Mel no se muestran ya que no se observaron diferencias 
significativas entre los grupos Control y Control+Mel. 
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5.2.2 Efecto de la melatonina sobre la respuesta autofágica 

Se he indicado que la autofagia está asociada a los diferentes agentes 

causantes del CHC. Por ello, y para definir el impacto funcional de la melatonina en la 

autofagia, se determinó el flujo autofágico a lo largo de los distintos periodos del 

estudio. La respuesta autofágica se monitorizó mediante MET evaluando la presencia 

de vesículas autofágicas o autofagosomas. La MET reveló un aumento de diversas 

estructuras autofágicas en las células hepáticas de los ratones expuestos a DEN con 

respecto a los ratones Control, en los primeros periodos del estudio. Los fagóforos y 

autofagosomas de doble membrana con orgánulos dañados englobados (flechas 

negras), estaban presentes principalmente a las 40 semanas en los grupos que 

recibieron DEN (Figura 28). Sin embargo, en los ratones tratados con melatonina, se 

identificó un menor número de vacuolas autofágicas. 

La monitorización estática de los niveles de autofagosomas no es suficiente 

para dilucidar los efectos sobre el mecanismo autofágico en el CHC inducido por la 

administración de DEN en el modelo murino, ya que la acumulación de 

autofagosomas podría ser el resultado tanto de un aumento en su formación como 

de una disminución en el subsecuente proceso de fusión con los lisosomas 

(Mizushima y cols., 2010). Por tanto, con el fin de examinar de forma más completa la 

autofagia, se decidió combinar el estudio de diferentes marcadores autofágicos 

mediante la técnica de Western blot. 

Se analizaron los cambios en la expresión hepática de la forma fosforilada de 

Atg13, puesto que constituye uno de los elementos necesarios para la formación del 

autofagosoma. Los resultados mostraron un incremento significativo desde la semana 

20 del inicio del experimento en los grupos que recibieron DEN. En los últimos 

periodos, el tratamiento con melatonina redujo estos incrementos de forma 

dependiente de la dosis (Figura 29). 

El complejo Beclina-1-PI3K es otro elemento crítico en la vía de señalización de 

la autofagia. La expresión proteica de Beclina-1 reveló un aumento significativo en los 
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dos últimos periodos del estudio (30 y 40 semanas), tras la administración de DEN. La 

melatonina logró revertir dichos aumentos con ambas dosis (Figura 29). 

También, se evaluó la conversión de LC3-I a LC3-II, marcador específico de 

autofagia puesto que interviene de forma directa en la formación del autofagosoma 

(Pankiv y cols., 2007; Mehta y cols., 2014). La relación LC3-II/LC3-I se incrementó con 

la administración de melatonina en los dos primeros periodos del estudio (10 y 20 

semanas) demostrando, así, que la melatonina es capaz de inducir la autofagia en 

estadios tempranos tras la administración de DEN. Sin embargo, a las 30 y 40 

semanas del estudio, el tratamiento con melatonina redujo los niveles 

significativamente elevados de LC3-II/LC3-I (Figura 29).  

Posteriormente, se estudió mediante Western blot el sustrato específico de 

autofagia p62/SQTM1, una proteína adaptadora cuyo papel fundamental es medir la 

autofagia selectiva capturando proteínas ubiquitinadas para fijarlas a LC3-II en el 

autofagosoma con el fin de que sean degradadas posteriormente (Pankiv y cols., 

2007). La expresión proteica de p62/SQTM1 aumentó desde la semana 20 hasta el 

final del estudio en los grupos que recibieron DEN. Este incremento disminuyó tras la 

administración de melatonina en las semanas 30 y 40, de una manera dependiente de 

la dosis (Figura 29).  

Además, la expresión del marcador lisosomal LAMP-2 aumentó 

significativamente en los grupos de CHC, desde la semana 20, probablemente debido 

a una mayor acumulación de autofagolisosomas. El tratamiento con melatonina 

redujo dicha expresión de manera significativa (Figura 29).  

Una de las principales vías de señalización que regulan la autofagia está 

modulada por mTOR que, en condiciones estables de nutrientes celulares, actúa 

como un regulador negativo (Meijer y Codogno, 2009). Los datos obtenidos 

mostraron una expresión hepática de la forma fosforilada de mTOR (p-mTOR) 

aumentada en los ratones que recibieron DEN a las 30 y 40 semanas del estudio, al 

igual que otros marcadores de autofagia analizados mediante Western blot (Figura 

29). Estos resultados coinciden con los publicados anteriormente en un modelo de 
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fibrosis hepática inducida por CCl4 en ratones (San-Miguel y cols., 2015). En ambos 

estudios, la melatonina logró disminuir de forma significativa los niveles en hígado de 

p-mTOR. 

Por todo ello, los resultados del presente estudio sugieren que la melatonina 

aminora la respuesta autofágica asociada con el CHC inducido por el hepatotóxico 

DEN. 

Figura 28. MET de las secciones hepáticas de los diferentes grupos experimentales y a 
diferentes semanas (wk) de estudio. (a): Control; (b): DEN 20wk; (c): DEN+10Mel 20wk; (d): 
DEN 40wk; (e): DEN+10Mel 40wk. Aumentos: 5.000-15.000. 
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Figura 29. Expresión proteica de la forma fosforilada de Atg13, Beclina-1, LC3-I/II, 
p62/SQTM1, LAMP-2, y p-mTOR. El panel superior muestra los Western blot representativos 
de los diferentes grupos experimentales a las diferentes semanas (wk) de estudio. La igualdad 
en la carga de las proteínas se ilustra con las bandas de β-Actina. El panel inferior muestra el 
análisis densitométrico expresado como % respecto al grupo Control. Valores medios ±S.E.M 
(n=8). aP<0,05 comparado con Control. bP<0,05 comparado con DEN mismo periodo. cP<0,05 
comparado con DEN+5Mel mismo periodo. Los datos del grupo Control+Mel no se muestran 
ya que no se observaron diferencias significativas entre los grupos Control y Control+Mel.  
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5.2.3 Efecto de la melatonina sobre el estrés del RE 

El estrés del RE es uno de los mecanismos que se alteran en la 

hepatocarcinogénesis y está fuertemente ligado a la vía apoptótica. La vía de 

señalización activada por la interrupción de la homeostasis del RE, la UPR, juega un 

importante papel en la proliferación, metabolismo y supervivencia celular (Bu y cols., 

2018). Por lo tanto, decidimos evaluar alguna de las más importantes chaperonas 

activadas por la UPR, y el efecto del tratamiento con melatonina en los diferentes 

periodos de tiempo del modelo de CHC inducido por DEN. Los resultados mostraron 

un aumento significativo en la concentración de las proteínas HSP70, HSP90 y GRP78 

a partir de las 20 semanas de la administración de DEN. Por el contrario, la 

melatonina indujo una reducción de los niveles sobreexpresados, con una mejor 

respuesta cuando se empleó la dosis más alta del indol (Figura 30).  

Los resultados obtenidos indican que la reducción del daño hepático asociado 

al tratamiento con la melatonina, se relaciona con la atenuación del estrés del RE 

mediante la modulación de la UPR. Además, sustentan y apoyan un efecto in vivo 

antitumoral de la melatonina, tal y como se ha visto en otros estudios en cultivos 

celulares. Esto es importante porque otros compuestos, como la silimarina, con 

características hepatoprotectoras in vitro han resultado ser poco prometedoras en 

modelos animales (Imamoto y cols., 2014). 
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Figura 30. Expresión proteica de HSP90, HSP70 y GRP78. El panel superior muestra los 
Western blot representativos de los diferentes grupos experimentales a las diferentes 
semanas (wk) de estudio. La igualdad en la carga de las proteínas se ilustra con las bandas de 
β-Actina. El panel inferior muestra el análisis densitométrico expresado como % respecto al 
grupo Control. Valores medios ±S.E.M (n=8). aP<0,05 comparado con Control. bP<0,05 
comparado con DEN mismo periodo. cP<0,05 comparado con DEN+5Mel mismo periodo. Los 
datos del grupo Control+Mel no se muestran ya que no se observaron diferencias 
significativas entre los grupos Control y Control+Mel. 
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5.2.4 Efecto de la melatonina sobre el eje esfingosina quinasa (SphK)/esfingosina 

1-fosfato (S1P), y otras vías de señalización relacionadas 

En el modelo animal se investigó si la reducción de la progresión a CHC, 

inducida por la melatonina, estaba asociada con la regulación de la vía SphK/S1P y 

otras vías relacionadas, tales como la vía de la PI3K/AKT/mTOR y la vía de las MAPKs, 

que han demostrado ser cruciales para la proliferación y supervivencia celular en el 

CHC.  

En primer lugar se determinó la expresión de las enzimas SphK1, SphK2 

mediante RT-qPCR, Western blot e inmunohistoquímica en los diferentes periodos del 

estudio. Los niveles de ARNm y la concentración de proteína de la SphK1 se 

incrementaron significativamente y de manera progresiva desde la semana 10 en 

ratones que recibieron DEN. Estos efectos disminuyeron tras la administración de 

melatonina de forma más marcada en los grupos que fueron tratados con la hormona 

a la dosis más alta (Figuras 31 y 32). Los datos se comprobaron in situ mediante la 

inmunohistoquímica de SphK1, que confirmó un incremento progresivo en el 

porcentaje de células SphK1-positivas tras la administración de DEN, y una reducción 

de estos porcentajes tras el tratamiento con melatonina, de manera dosis 

dependiente (Figura 33). La administración de DEN también provocó un temprano y 

mantenido incremento de los niveles de ARNm, así como de la expresión proteica, de 

la SphK2. Este incremento se redujo tras la administración de la dosis mayor de 

melatonina, desde la semana 20 del estudio. 
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Figura 31. Expresión relativa de ARNm de SphK1 y SphK2 analizada mediante ensayo 
de RT-qPCR en los diferentes grupos experimentales y semanas (wk) de estudio, e indicada 
como % respecto al grupo Control. Los datos fueron normalizados frente a β-Actina. Valores 
medios ±S.E.M (n=8). aP<0,05 comparado con Control. bP<0,05 comparado con DEN mismo 
periodo. cP<0,05 comparado con DEN+5Mel mismo periodo. Los datos del grupo Control+Mel 
no se muestran ya que no se observaron diferencias significativas entre los grupos Control y 
Control+Mel. 

 

Figura 32. Expresión proteica de SphK1 y SphK2. El panel superior muestra los Western 
blot representativos de los diferentes grupos experimentales a las diferentes semanas (wk) 
de estudio. La igualdad en la carga de las proteínas se ilustra con las bandas de β-Actina. El 
panel inferior muestra el análisis densitométrico expresado como % respecto al grupo 
Control. Valores medios ±S.E.M (n=8). aP<0,05 comparado con Control. bP<0,05 comparado 
con DEN mismo periodo. cP<0,05 comparado con DEN+5Mel mismo periodo. Los datos del 
grupo Control+Mel no se muestran ya que no se observaron diferencias significativas entre 
los grupos Control y Control+Mel. 
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Figura 33. Detección inmunohistoquímica de la expresión hepática de SphK1. Las 
imágenes de las distintas secciones de hígado fueron tomadas en los diferentes grupos 
experimentales y a las diferentes semanas (wk) de estudio. (a) Control; (b) Control+Mel; (c) 
DEN 10wk; (d) DEN+5Mel 10wk; (e) DEN+10Mel 10wk; (f) DEN 20wk; (g) DEN+5Mel 20wk; (h) 
DEN+10Mel 20wk; (i) DEN 30wk; (j) DEN+5Mel 30wk; (k) DEN+10Mel 30wk; (l) DEN 40wk; (m) 
DEN+5Mel 40wk; (n) DEN+10Mel 40wk. Aumentos: 200x. El gráfico inferior muestra el análisis 
de las áreas positivas a SphK1. La melatonina (5 mg/kg, 5Mel ó 10 mg/kg, 10Mel) fue 
administrada durante 10wk, 20wk, 30wk ó 40wk a ratones que previamente habían recibido 
DEN o vehículo (Control+Mel). Valores medios ±S.E.M (n=8). aP<0,05 comparado con Control. 
bP<0,05 comparado con DEN mismo periodo. cP<0,05 comparado con DEN+5Mel mismo 
periodo. Los datos del grupo Control+Mel no se muestran ya que no se observaron 
diferencias significativas entre los grupos Control y Control+Mel.  
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Además, se analizaron los niveles de S1P mediante una prueba ELISA. Los 

datos obtenidos mostraron que los niveles de S1P aumentaron significativamente 

desde la semana 30 en los ratones tratados con el hepatotóxico DEN y que se 

redujeron tras la administración de melatonina, de manera dosis dependiente 

(Figura34).  

 

 

 

 
 

 

 

Figura 34. Nivel de S1P en homogeneizados de hígado de los diferentes grupos 
experimentales y a las semanas (wk) de estudio, analizados mediante una prueba ELISA. 
Valores medios ±S.E.M (n=8). aP<0,05 comparado con Control. bP<0,05 comparado con DEN 
mismo periodo. cP<0,05 comparado con DEN+5Mel mismo periodo. Los datos del grupo 
Control+Mel no se muestran ya que no se observaron diferencias significativas entre los 
grupos Control y Control+Mel. 
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superficie unidos a proteína G, se estudiaron los efectos de la melatonina en estos 

receptores (S1P1, S1P2 y S1P3). Los niveles de ARNm y la concentración de proteína 

de los receptores S1P1 y S1P3 aumentaron en los ratones a los cuales se les 

administró DEN, desde la semana 20 del estudio. Estos efectos fueron aminorados 

con la administración de melatonina, alcanzando mejores resultados con la dosis 

mayor de la indolamina. Por el contrario, los niveles del S1P2 no variaron durante los 

tres primeros periodos del estudio, y se incrementaron tras el tratamiento con 

melatonina a las 40 semanas (Figuras 35 y 36).  
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Figura 35. Expresión relativa de ARNm de S1p1, S1p2 y S1p3 analizada mediante 
ensayo de RT-qPCR en los diferentes grupos experimentales y semanas (wk) de estudio, e 
indicada como % respecto al grupo Control. Los datos fueron normalizados frente a β-Actina. 
Valores medios ±S.E.M (n=8). aP<0,05 comparado con Control. bP<0,05 comparado con DEN 
mismo periodo. cP<0,05 comparado con DEN+5Mel mismo periodo. Los datos del grupo 
Control+Mel no se muestran ya que no se observaron diferencias significativas entre los 
grupos Control y Control+Mel. 
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Figura 36. Expresión proteica de S1P1, S1P2 y S1P3. El panel superior muestra los 
Western blot representativos de los diferentes grupos experimentales a las diferentes 
semanas (wk) de estudio. La igualdad en la carga de las proteínas se ilustra con las bandas de 
β-Actina. El panel inferior muestra el análisis densitométrico expresado como % respecto al 
grupo Control. Valores medios ±S.E.M (n=8). aP<0,05 comparado con Control. bP<0,05 
comparado con DEN mismo periodo. cP<0,05 comparado con DEN+5Mel mismo periodo. Los 
datos del grupo Control+Mel no se muestran ya que no se observaron diferencias 
significativas entre los grupos Control y Control+Mel. 
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Por otro lado, se determinó la concentración de la SGPL1, única enzima capaz 

de degradar el esfingolípido bioactivo S1P de forma irreversible. Esta enzima resultó 

significativamente disminuida tras el tratamiento con DEN a las 30 y 40 semanas del 

estudio. La administración de melatonina provocó durante estos periodos un 

incremento de los niveles de ARNm y de proteína, de forma dependiente de la dosis 

(Figuras 37 y 38).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37. Expresión relativa de ARNm de SGPL1 analizada mediante ensayo de RT-
qPCR en los diferentes grupos experimentales y semanas (wk) de estudio, e indicada como % 
respecto al grupo Control. Los datos fueron normalizados frente a β-Actina. Valores medios 
±S.E.M (n=8). aP<0,05 comparado con Control. bP<0,05 comparado con DEN mismo periodo. 
cP<0,05 comparado con DEN+5Mel mismo periodo. Los datos del grupo Control+Mel no se 
muestran ya que no se observaron diferencias significativas entre los grupos Control y 
Control+Mel. 
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Figura 38. Expresión proteica de SGPL1. El panel superior muestra los Western blot 
representativos de los diferentes grupos experimentales a las diferentes semanas (wk) de 
estudio. La igualdad en la carga de las proteínas se ilustra con las bandas de β-Actina. El panel 
inferior muestra el análisis densitométrico expresado como % respecto al grupo Control. 
Valores medios ±S.E.M (n=8). aP<0,05 comparado con Control. bP<0,05 comparado con DEN 
mismo periodo. cP<0,05 comparado con DEN+5Mel mismo periodo. Los datos del grupo 
Control+Mel no se muestran ya que no se observaron diferencias significativas entre los 
grupos Control y Control+Mel. 
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(Figuras 40 y 41). Con estos estudios comprobamos cómo la melatonina juega un 

papel importante en la reducción de la progresión al CHC mediante la regulación de la 

vía SphK/S1P y otras vías relacionadas, tales como la vía de la PI3K/AKT/mTOR y la vía 

de las MAPKs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39. Expresión proteica de las subunidades de PI3K, p110 y p85, AKT, p-AKT, 
mTOR y p-mTOR. El panel superior muestra los Western blot representativos de los 
diferentes grupos experimentales a las diferentes semanas (wk) de estudio. La igualdad en la 
carga de las proteínas se ilustra con las bandas de β-Actina. El panel inferior muestra el 
análisis densitométrico expresado como % respecto al grupo Control. Valores medios ±S.E.M 
(n=8). aP<0,05 comparado con Control. bP<0,05 comparado con DEN mismo periodo. cP<0,05 
comparado con DEN+5Mel mismo periodo. Los datos del grupo Control+Mel no se muestran 
ya que no se observaron diferencias significativas entre los grupos Control y Control+Mel. 
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Figura 40. Expresión proteica de las subunidades de NF-κB, p65 y p50. El panel 

superior muestra los Western blot representativos de los diferentes grupos experimentales a 
las diferentes semanas (wk) de estudio. La igualdad en la carga de las proteínas se ilustra con 
las bandas de β-Actina. El panel inferior muestra el análisis densitométrico expresado como % 
respecto al grupo Control. Valores medios ±S.E.M (n=8). aP<0,05 comparado con Control. 
bP<0,05 comparado con DEN mismo periodo. cP<0,05 comparado con DEN+5Mel mismo 
periodo. Los datos del grupo Control+Mel no se muestran ya que no se observaron 
diferencias significativas entre los grupos Control y Control+Mel.  
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Figura 41. Expresión proteica de STAT3, p-STAT3, ERK, p-ERK, p38 y p-p38. El panel 
superior muestra los Western blot representativos de los diferentes grupos experimentales a 
las diferentes semanas (wk) de estudio. La igualdad en la carga de las proteínas se ilustra con 
las bandas de β-Actina. El panel inferior muestra el análisis densitométrico expresado como % 
respecto al grupo Control. Valores medios ±S.E.M (n=8). aP<0,05 comparado con Control. 
bP<0,05 comparado con DEN mismo periodo. cP<0,05 comparado con DEN+5Mel mismo 
periodo. Los datos del grupo Control+Mel no se muestran ya que no se observaron 
diferencias significativas entre los grupos Control y Control+Mel. 
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5.3 Efecto de la administración de melatonina en la regulación del ritmo 

circadiano en el modelo animal de CHC inducido por DEN 

Con el fin de investigar si la melatonina mejora la progresión del CHC en ratones 

mediante la regulación de la maquinaria del reloj circadiano, se examinó la expresión 

de ARNm de los principales “genes reloj” implicados en la vía, Bmal1, Clock, Npas2, 

Per1, Per2, Per3, Cry1, CK1ε, Rev-erbα, Rev-erbβ, Rorα, y Sirt1, mediante RT-qPCR. 

Seguidamente, para corroborar los datos del perfil de expresión del ARNm, y evaluar 

si la desregulación de los genes circadianos daba como resultado un patrón de 

expresión diferente a nivel de proteína, BMAL1, CLOCK, REV-ERBα, REV-ERBβ y RORα 

se evaluaron mediante Western blot.  

Desde los primeros períodos experimentales los niveles de ARNm de Bmal1, 

Clock y Npas2 se incrementaron significativamente en los grupos que recibieron DEN, 

en comparación con el grupo Control. La expresión proteica de BMAL1 y CLOCK 

también aumentó significativamente. Estos efectos disminuyeron significativamente 

tras el tratamiento con melatonina (Figuras 42 y 43). Posteriormente, y para evaluar 

en profundidad el patrón de expresión proteica del factor de transcripción BMAL1, se 

realizó un análisis inmunohistoquímico. Los resultados revelaron un aumento de la 

inmunorreactividad en los grupos que recibieron DEN. Se observó una reducción 

significativa en los ratones tratados con melatonina (Figura 44).  

Los genes Per1, Per2, Per3 y Cry1, constituyen un bucle de retroalimentación 

negativa reguladora del complejo BMAL1/CLOCK (Zhou y cols., 2016). Su análisis 

mediante RT-qPCR mostró niveles disminuídos de ARNm desde la semana 20 hasta el 

final del estudio en animales que recibieron DEN. Este efecto fue revertido tras la 

administración de melatonina (Figura 45).  
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La caseína quinasa CK1ε, que al fosforilar las proteínas PER y CRY conduce a su 

degradación, también disminuyó su expresión tras la administración de DEN. Sin 

embargo, con la dosis mayor de melatonina se produjo un aumento significativo en 

dicha expresión (Figura 46). 

Figura 42. Expresión relativa de ARNm de Clock, Bmal1 y Npas2 analizada mediante 
ensayo de RT-qPCR en los diferentes grupos experimentales y semanas (wk) de estudio, e 
indicada como % respecto al grupo Control. Los datos fueron normalizados frente a β-Actina. 
Valores medios ±S.E.M (n=8). aP<0,05 comparado con Control. bP<0,05 comparado con DEN 
mismo periodo. cP<0,05 comparado con DEN+5Mel mismo periodo. Los datos del grupo 
Control+Mel no se muestran ya que no se observaron diferencias significativas entre los 
grupos Control y Control+Mel. 
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Figura 43. Expresión proteica de CLOCK y BMAL1. El panel superior muestra los 
Western blot representativos de los diferentes grupos experimentales a las diferentes 
semanas (wk) de estudio. La igualdad en la carga de las proteínas se ilustra con las bandas de 
Lamina B1. El panel inferior muestra el análisis densitométrico expresado como % respecto al 
grupo Control. Valores medios ±S.E.M (n=8). aP<0,05 comparado con Control. bP<0,05 
comparado con DEN mismo periodo. cP<0,05 comparado con DEN+5Mel mismo periodo. Los 
datos del grupo Control+Mel no se muestran ya que no se observaron diferencias 
significativas entre los grupos Control y Control+Mel. 
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Figura 44. Detección inmunohistoquímica de la expresión hepática de BMAL1. Las 
imágenes de las distintas secciones de hígado fueron tomadas en los diferentes grupos 
experimentales y a las diferentes semanas (wk) de estudio. (a) Control; (b) Control+Mel; (c) 
DEN 10wk; (d) DEN+5Mel 10wk; (e) DEN+10Mel 10wk; (f) DEN 20wk; (g) DEN+5Mel 20wk; (h) 
DEN+10Mel 20wk; (i) DEN 30wk; (j) DEN+5Mel 30wk; (k) DEN+10Mel 30wk; (l) DEN 40wk; (m) 
DEN+5Mel 40wk; (n) DEN+10Mel 40wk. Magnificación original: 200x. El gráfico inferior 
muestra el análisis de las áreas positivas a SphK1. La melatonina (5 mg/kg, 5Mel ó 10 mg/kg, 
10Mel) fue administrada durante 10wk, 20wk, 30wk ó 40wk a ratones que previamente 
habían recibido DEN o vehículo (Control+Mel). Valores medios ±S.E.M (n=8). aP<0,05 
comparado con Control. bP<0,05 comparado con DEN mismo periodo. cP<0,05 comparado 
con DEN+5Mel mismo periodo. Los datos del grupo Control+Mel no se muestran ya que no se 
observaron diferencias significativas entre los grupos Control y Control+Mel.  
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Figura 45. Expresión relativa de ARNm de Per1, Per2, Per3 y Cry1 analizada mediante 
ensayo de RT-qPCR en los diferentes grupos experimentales y semanas (wk) de estudio, e 
indicada como % respecto al grupo Control. Los datos fueron normalizados frente a β-Actina. 
Valores medios ±S.E.M (n=8). aP<0,05 comparado con Control. bP<0,05 comparado con DEN 
mismo periodo. cP<0,05 comparado con DEN+5Mel mismo periodo. Los datos del grupo 
Control+Mel no se muestran ya que no se observaron diferencias significativas entre los 
grupos Control y Control+Mel. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 46. Expresión relativa de ARNm de CK1ε analizada mediante ensayo de RT-qPCR 
en los diferentes grupos experimentales y semanas (wk) de estudio, e indicada como % 
respecto al grupo Control. Los datos fueron normalizados frente a β-Actina. Valores medios 
±S.E.M (n=8). aP<0,05 comparado con Control. bP<0,05 comparado con DEN mismo periodo. 
cP<0,05 comparado con DEN+5Mel mismo periodo. Los datos del grupo Control+Mel no se 
muestran ya que no se observaron diferencias significativas entre los grupos Control y 
Control+Mel. 
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También se investigó el circuito de retroalimentación negativa compuesto por 

los receptores nucleares REV-ERB y RORα. REV-ERBα y REV-ERBβ reprimen la 

transcripción de BMAL1, en contraste con el papel ejercido por RORα que activa su 

transcripción (Wang y cols., 2015). Nuestros resultados mostraron que las 

expresiones de ARNm y proteína de REV-ERBα y REV-ERBβ disminuyeron en los 

grupos que recibieron DEN desde la semana 10. La melatonina aumentó estas 

expresiones de una manera dependiente de la dosis, principalmente en los dos 

últimos periodos de tiempo del estudio (Figuras 47 y 48). Los datos se confirmaron 

mediante inmunohistoquímica. El análisis puso de manifiesto una ubicación nuclear 

de REV-ERB con una expresión significativamente menor en los grupos que recibieron 

DEN, en comparación con los grupos Control, desde los primeros períodos del 

estudio, y con un patrón de expresión similar al observado en los análisis de ARNm y 

proteína. La melatonina fue capaz de restaurar dicha expresión tras la administración 

de DEN (Figura 49). Por el contrario, los niveles de ARNm y proteína de RORα se 

sobreexpresaron en los animales inyectados con DEN, y este efecto se redujo 

significativamente tras el tratamiento con melatonina (Figuras 47 y 48). 
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Figura 47. Expresión relativa de ARNm de Rev-erbα, Rev-erbβ y Rorα analizada 
mediante ensayo de RT-qPCR en los diferentes grupos experimentales y semanas (wk) de 
estudio, e indicada como % respecto al grupo Control. Los datos fueron normalizados frente a 
β-Actina. Valores medios ±S.E.M (n=8). aP<0,05 comparado con Control. bP<0,05 comparado 
con DEN mismo periodo. cP<0,05 comparado con DEN+5Mel mismo periodo. Los datos del 
grupo Control+Mel no se muestran ya que no se observaron diferencias significativas entre 
los grupos Control y Control+Mel. 

0

50

100

150

200

250

10wk 20wk 30wk 40wk

Control
DEN
DEN+5Mel
DEN+10Mel

R
e
v
-e

rb
α

A
R

N
m

 (
%

)

a

ab

abc

a
a

a
ab

bc

bc
bcb b

R
e
v
-e

rb
β

A
R

N
m

 (
%

)

0

100

200

300

400

10wk 20wk 30wk 40wk

a

a
a

abab

abc abc

a

0

100

200

300

400

500

10wk 20wk 30wk 40wk

R
o
rα

A
R

N
m

 (
%

)

a

a

aa

a

ab ab

abca



Tesis Doctoral  Diana Isabel Sánchez Paniagua 

130 

Figura 48. Expresión proteica de REV-ERBα, REV-ERBβ y RORα. El panel superior 
muestra los Western blot representativos de los diferentes grupos experimentales a las 
diferentes semanas (wk) de estudio. La igualdad en la carga de las proteínas se ilustra con las 
bandas de β-Actina. El panel inferior muestra el análisis densitométrico expresado como % 
respecto al grupo Control. Valores medios ±S.E.M (n=8). aP<0,05 comparado con Control. 
bP<0,05 comparado con DEN mismo periodo. cP<0,05 comparado con DEN+5Mel mismo 
periodo. Los datos del grupo Control+Mel no se muestran ya que no se observaron 
diferencias significativas entre los grupos Control y Control+Mel. 
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Figura 49. Detección inmunohistoquímica de la expresión hepática de REV-ERBα. Las 
imágenes de las distintas secciones de hígado fueron tomadas en los diferentes grupos 
experimentales y a las diferentes semanas (wk) de estudio. (a) Control; (b) Control+Mel; (c) 
DEN 10wk; (d) DEN+5Mel 10wk; (e) DEN+10Mel 10wk; (f) DEN 20wk; (g) DEN+5Mel 20wk; (h) 
DEN+10Mel 20wk; (i) DEN 30wk; (j) DEN+5Mel 30wk; (k) DEN+10Mel 30wk; (l) DEN 40wk; (m) 
DEN+5Mel 40wk; (n) DEN+10Mel 40wk. Magnificación original: 200x. El gráfico inferior 
muestra el análisis de las áreas positivas a SphK1. La melatonina (5 mg/kg, 5Mel ó 10 mg/kg, 
10Mel) fue administrada durante 10wk, 20wk, 30wk ó 40wk a ratones que previamente 
habían recibido DEN o vehículo (Control+Mel). Valores medios ±S.E.M (n=8). aP<0,05 
comparado con Control. bP<0,05 comparado con DEN mismo periodo. cP<0,05 comparado 
con DEN+5Mel mismo periodo. Los datos del grupo Control+Mel no se muestran ya que no se 
observaron diferencias significativas entre los grupos Control y Control+Mel. 

m

f 

n 

k j 

h g 

i 

c d e 

b a 

l

0

20

40

60

80

100

Control 10wk 20wk 30wk 40wk

DEN

DEN+5Mel

DEN+10Mel

R
E

V
-E

R
B
α

(%
)

a

a

a

a

bb
b

b



Tesis Doctoral  Diana Isabel Sánchez Paniagua 

132 

La expresión de ARNm de Sirt1 también se evaluó debido a su papel en la 

modulación de los relojes circadianos (Asher y cols., 2008) y su influencia en las 

respuestas celulares regulando el ciclo celular, la reparación del ADN, la supervivencia 

celular y la apoptosis (Chalkiadaki y Guarente, 2015). La melatonina redujo los niveles 

elevados de Sirt1 producidos por el DEN a partir de las 20 semanas del inicio del 

experimento y hasta el final del estudio (Figura 50). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 50. Expresión relativa de ARNm de Sirt1 analizada mediante ensayo de RT-qPCR 
en los diferentes grupos experimentales y semanas (wk) de estudio, e indicada como % 
respecto al grupo Control. Los datos fueron normalizados frente a β-Actina. Valores medios 
±S.E.M (n=8). aP<0,05 comparado con Control. bP<0,05 comparado con DEN mismo periodo. 
cP<0,05 comparado con DEN+5Mel mismo periodo. Los datos del grupo Control+Mel no se 
muestran ya que no se observaron diferencias significativas entre los grupos Control y 
Control+Mel. 
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Por otro lado, estudios previos indican que la administración de melatonina, a 

través de su receptor de membrana MT1, reprime elementos del oscilador periférico 

en células de cáncer de mama (Xiang y cols., 2012). Por lo tanto, evaluamos la 

expresión de MT1 en cada uno de los periodos del estudio, encontrando un aumento 

significativo a partir de la semana 10 en los grupos que recibieron melatonina (Figura 

51). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 51. Expresión relativa de ARNm de MT1 analizada mediante ensayo de RT-qPCR 
en los diferentes grupos experimentales y semanas (wk) de estudio, e indicada como % 
respecto al grupo Control. Los datos fueron normalizados frente a β-Actina. Valores medios 
±S.E.M (n=8). aP<0,05 comparado con Control. bP<0,05 comparado con DEN mismo periodo. 
cP<0,05 comparado con DEN+5Mel mismo periodo. Los datos del grupo Control+Mel no se 
muestran ya que no se observaron diferencias significativas entre los grupos Control y 
Control+Mel. 
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La expresión alterada de los genes reloj es una de las causas derivadas de la 

hipoxia en el CHC, y se ha demostrado que la sobreexpresión de los factores 

inducibles por hipoxia HIF-1α y HIF-2α, inducidos en células de CHC después del 

tratamiento con CoCl2, altera el patrón de expresión de dichos genes (Yu y cols., 

2015). Los resultados del presente estudio mostraron que la melatonina reduce los 

niveles sobreexpresados de estos factores de transcripción inducidos por DEN, a las 

30 y 40 semanas del estudio (Figura 52). 

 

Figura 52. Expresión relativa de ARNm de Hif-1α y Hif-2α analizada mediante ensayo 
de RT-qPCR en los diferentes grupos experimentales y semanas (wk) de estudio, e indicada 
como % respecto al grupo Control. Los datos fueron normalizados frente a β-Actina. Valores 
medios ±S.E.M (n=8). aP<0,05 comparado con Control. bP<0,05 comparado con DEN mismo 
periodo. cP<0,05 comparado con DEN+5Mel mismo periodo. Los datos del grupo Control+Mel 
no se muestran ya que no se observaron diferencias significativas entre los grupos Control y 
Control+Mel. 
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5.4 Efecto de la administración de melatonina en la regulación del ritmo 

circadiano en células Hep3B 

Con el fin de profundizar en el conocimiento del papel modulador de la 

melatonina sobre los principales genes que controlan el ritmo circadiano, se decidió 

emplear un modelo in vitro de estudio, como es el caso de las células Hep3B, una 

línea celular de hepatocarcinoma humano. 

5.4.1 Efecto de la administración de melatonina y SR9009 sobre la proliferación de 

células Hep3B 

Para conocer el papel del receptor nuclear REV-ERB sobre BMAL1, uno de los 

principales componentes de la maquinaria circadiana, y sobre el posible efecto 

regulador de la melatonina sobre este y, por consiguiente, sobre el ritmo circadiano, 

se decidió emplear un ligando sintético de REV-ERB en células Hep3B. Estos ligandos, 

incluido el SR9009, se han desarrollado como prometedores moduladores del reloj 

molecular (Solt y cols., 2012). En este estudio in vitro, se analizó el efecto del SR9009, 

solo o en combinación con melatonina, sobre la proliferación de las células Hep3B. El 

tratamiento con el agonista SR9009 (10 μmol/L) produjo una sobreexpresión de REV-

ERBα y REV-ERBβ y una disminución en los niveles del ARNm de BMAL1 y CLOCK. 

Estos efectos fueron potenciados por el tratamiento con melatonina (0,5 ó 1 mmol/L) 

(Figura 53). La administración conjunta de melatonina y SR9009 indujo una 

disminución adicional en la expresión de oncogenes clave, tales como la ciclina D1 y c-

Myc, en comparación con la administración única del SR9009 (Figura 54). También se 

llevó a cabo un ensayo de proliferación celular para analizar la capacidad de la 

melatonina, junto con el ligando de REV-ERB, para reducir la proliferación de las 

células Hep3B. La melatonina indujo un efecto antiproliferativo significativo y mejoró 

el efecto ejercido por el SR9009 (Figura 55). 
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Figura 53. Expresión relativa de ARNm de Rev-erbα, Rev-erbβ, Bmal1 y Clock analizada 
mediante ensayo de RT-qPCR en los diferentes grupos de estudio y a diferentes tiempos (6h, 
12h ó 24h), e indicada como % respecto al grupo Control. Los datos fueron normalizados 
frente a β-Actina. Valores medios ±S.E.M de 3 experimentos independientes. aP<0,05 
comparado con Control al mismo tiempo. bP<0,05 comparado con SR9009 en el mismo 
tiempo. cP<0,05 comparado con SR9009 +500Mel en el mismo tiempo. 
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Figura 54. Expresión proteica de Ciclina D1 y c-Myc. Western blot representativos de 
los diferentes grupos de estudio a diferentes tiempos (6h, 12h ó 24h). La igualdad en la carga 
de las proteínas se ilustra con las bandas de β-Actina. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 55. Respuesta proliferativa en células Hep3B analizada mediante el kit de 
proliferación celular CyQUANT en los diferentes grupos de estudio y a diferentes tiempos (6h, 
12h ó 24h), e indicada como % respecto al grupo Control. Valores medios ±S.E.M de 3 
experimentos independientes. aP<0,05 comparado con Control en el mismo tiempo. bP<0,05 
comparado con SR9009 en el mismo tiempo. cP<0,05 comparado con SR9009 +500Mel en el 
mismo tiempo. 
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5.4.2 Efecto de la administración de melatonina sobre la apoptosis y la 

proliferación, tras el silenciamiento génico de BMAL1, en células Hep3B 

Para investigar más a fondo la posible contribución del sistema circadiano y, 

en concreto de BMAL1, uno de los componentes centrales de la vía, en los efectos de 

la melatonina, se llevaron a cabo experimentos adicionales de silenciamiento génico 

en células Hep3B. Se transfectaron las células con los ARNs de interferencia BMAL1-

ARNip, y su control negativo CN-ARNip, encontrando aproximadamente un 80% de 

eficacia de silenciamiento a las 48 horas de realizada la transfección (Figura 56). Se 

observó que la proliferación de las células Hep3B disminuyó después del 

silenciamiento de BMAL1. Además, se produjo un aumento en la expresión de los 

marcadores de apoptosis Bax, la forma activa de la Caspasa 3 y PARP1/2. Así, el 

silenciamiento de BMAL1 atenuó el efecto pro-apoptótico y antiproliferativo de la 

melatonina (Figuras 57 y 58). 

 

 

 

 

Figura 56. Confirmación del silenciamiento de BMAL1. Western blot representativos 
de los diferentes grupos de estudio a las 24h post-transfección. La igualdad en la carga de las 
proteínas se ilustra con las bandas de β-Actina. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 57. Expresión proteica de Bax, Caspasa 3 activa y PARP1/2. Western blot 
representativos de los diferentes grupos de estudio a las 24h post-tratamiento. La igualdad 
en la carga de las proteínas se ilustra con las bandas de β-Actina. 
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Figura 58. Respuesta proliferativa en células Hep3B analizada mediante el kit de 
proliferación celular CyQUANT en los diferentes grupos de estudio, e indicada como % 
respecto al grupo Control. Valores medios ±S.E.M de 3 experimentos independientes. aP<0,05 
comparado con Control. bP<0,05 comparado con 500Mel. 
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El CHC es el principal tumor hepático en todo el mundo y, lamentablemente, 

su incidencia en los países de europa occidental, entre los que se incluye España, 

continúa en aumento (El-Serag, 2012). La prevención de la enfermedad hepática 

crónica como la cirrosis o la hepatitis sigue siendo la primera línea de acción; sin 

embargo, una vez establecido, el desarrollo del CHC es silencioso y asintomático 

(Mazzaferro y cols., 1996). Una vez detectado, el CHC puede tratarse principalmente 

mediante cirugía, quimioterapia, radioterapia o inmunoterapia; esencialmente 

dependiendo del grado del tumor y la etapa de la enfermedad. La eliminación 

completa del cáncer sin dañar los tejidos circundantes es el objetivo del tratamiento 

(De Lope y cols., 2012). Sin embargo, la propensión del CHC a invadir el tejido 

adyacente o a diseminarse a sitios distantes por metástasis, a menudo, limita la 

efectividad de los tratamientos disponibles; y la quimioterapia y la radioterapia 

lamentablemente ejercen un efecto negativo sobre las células normales. 

En los últimos años, las terapias dirigidas contra dianas moleculares 

específicas se proponen como una alternativa prometedora en oncología. 

Administradas solas o en combinación con otros tratamientos, estas terapias están 

destinadas a mejorar la eficacia y la selectividad, y a reducir los efectos nocivos en las 

células no tumorales (Rossi y cols., 2010). Sin embargo, dado que el "cáncer" hace 

referencia a un conjunto de enfermedades, es poco probable que haya una terapia 

única para el mismo. 

Como mencionamos anteriormente, la melatonina es una indolamina ubícua 

altamente conservada a lo largo de la evolución. Debido a su estructura química y a 

sus características hidrofílicas y lipofílicas, es una molécula muy versátil, capaz de 

interactuar con diferentes vías intracelulares para modular procesos fisiológicos 

(Hardeland, 2009; Leja-Szpak y cols., 2010). Sus características antioxidantes, 

inmunomoduladoras y antiinflamatorias han sido ampliamente documentadas, 

alcanzando un creciente interés en investigación biomédica (Reiter y cols., 2000; 

Guerrero y Reiter, 2002; Carrillo-Vico y cols., 2005; Kubatka y cols., 2018). Además, 

varios estudios tanto in vivo como in vitro han mostrado sus propiedades 

antitumorales (Vijayalaxmi y cols., 2002; Martin y cols., 2006). Varios ensayos clínicos 
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han abordado los efectos beneficiosos de la melatonina en tumores sólidos, 

destacando su mínima o nula toxicidad incluso a dosis altas (Mills y cols., 2005). A 

pesar de que se han documentado efectos antitumorales, los mecanismos 

moleculares precisos no han sido completamente dilucidados, y solo hay unos pocos 

datos con respecto a sus efectos en el CHC. 

Estudios previos de nuestro grupo de investigación muestran que la 

melatonina disminuye la viabilidad de los hepatocitos tumorales, y sugieren que este 

efecto puede asociarse con una inducción en la expresión de sus receptores (Martin-

Renedo y cols., 2008; Carbajo-Pescador y cols., 2009). Sin embargo, debemos 

comprender la base científica de estos resultados para confirmar las propiedades 

potenciales de la melatonina en el CHC. 

En línea con estos datos, los estudios realizados en la presente tesis doctoral 

se centraron en analizar los mecanismos moleculares implicados en los efectos 

antitumorales de la melatonina en ratones con CHC inducido por DEN, y en céluas 

Hep3B derivadas de hepatocitos tumorales humanos. 

 

6.1 Efecto de la administración de la melatonina sobre el daño hepático y la 

progresión tumoral en el modelo animal de CHC inducido por DEN 

Los tumores presentan, generalmente, un alto grado de complejidad, donde los 

procesos celulares fundamentales tales como la proliferación, la diferenciación y la 

angiogénesis están alterados o regulados incorrectamente. La terapia molecular 

eficiente requiere moléculas capaces de modular, no solo uno, sino varios de estos 

procesos alterados mientras se mantiene la integridad de las células no tumorales 

(Sun y Tang, 2004). Por esta razón, y en base a las propiedades descritas de la 

melatonina, y a su toxicidad casi inexistente en los hepatocitos normales, 

investigamos el uso potencial de este indol en el daño hepático inducido por el 

hepatotóxico DEN en ratones. 
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En primer lugar, observamos que el patrón histopatológico de las lesiones 

hepáticas era compatible con los hallazgos bioquímicos, lo cual respalda los cambios 

biomoleculares implicados en la transformación preneoplásica y neoplásica tras la 

administración de DEN. Sorprendentemente, y sobre la base de las características 

histológicas encontradas, el tratamiento con melatonina contribuyó a la disminución 

del daño inducido químicamente. 

Además, la administración de melatonina produjo un descenso significativo en 

los marcadores de respuesta inflamatoria (IL-6), en los factores de crecimiento (HGF y 

su receptor c-Met, PDGF-β y su receptor PDGFR-β), así como en los marcadores 

asociados a angiogénesis (VEGF y su receptor VEGFR2, y CD105), todos ellos 

implicados en la progresión del CHC. Estos resultados se acompañaron de una 

disminución en la expresión de los marcadores de proliferación Ki67 y PCNA, tras el 

tratamiento con el indol y, en comparación con los grupos de animales que recibieron 

el hepatotóxico. 

En base a estos resultados, demostramos que el tratamiento con melatonina 

podría ejercer un efecto protector debido, no solo a sus efectos antioxidantes, 

antiinflamatorios o regenerativos, sino también a su capacidad para modular 

diferentes vías de señalización implicadas en la progresión tumoral. 

 

6.2 Efecto de la melatonina sobre el eje esfingosina quinasa (SphK)/esfingosina 1-

fosfato (S1P), y otras vías de señalización relacionadas, en el modelo animal 

de CHC inducido por DEN 

Tras la inducción del CHC en ratones, y la confirmación del efecto 

antiproliferativo de la melatonina, se decidió investigar si la modulación de la vía 

SphK/S1P se asocia a los efectos beneficiosos del indol. Previamente, se ha 

demostrado que el complejo SphK/S1P está desregulado en una amplia gama de 

cánceres sólidos y hematológicos humanos, tales como el CHC, y el adenoma 

intestinal de cáncer colorrectal (Kohno y cols., 2006), entre otros. Además, se sabe 
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que la administración de la S1P exógena, potencia la proliferación en células madre 

cancerosas (Hirata y cols., 2014), células endoteliales migratorias (Heo y cols., 2009), 

o en células RasV12 transformadas (Yamamoto y cols., 2016), y también induce el 

crecimiento celular, y reduce la apoptosis en células de cáncer colorrectal (Xun y cols., 

2015). Teniendo todo esto en cuenta, una estrategia terapéutica eficaz contra el 

cáncer podría consistir en modular el eje SphK/S1P. 

Anticuerpos monoclonales anti-S1P que neutralizan y atacan específicamente 

a la S1P son eficaces como terapia frente a diversos tipos de cáncer (Sabbadini, 2011). 

Por otro lado, la inhibición de la SphK ha demostrado reducir la viabilidad de células 

de glioblastoma multiforme, células de neuroblastoma, varios tipos celulares en la 

leucemia, y ciertas líneas tumorales sólidas (Takuga y cols., 2011; Gao y cols., 2015). 

El inhibidor selectivo de la SphK1, FTY720, el cual tiene efectos citotóxicos en 

diversos tipos de cáncer, induce apoptosis tanto en líneas celulares como en modelos 

animales de CHC (Lee y cols., 2004), y sensibiliza las células del CHC a la citotoxicidad 

mediada por el antineoplásico sorafenib (Ahmed y cols., 2015). Además, se ha 

indicado que la N, N-dimetilesfingosina (DMS), otro inhibidor de la SphK, es capaz de 

suprimir la proliferación y la migración celular en el CHC (Zhang y cols., 2013b). 

Los datos del presente estudio indican que la sobreexpresión de las 

SphK1/SphK2 tuvo lugar en la semana 10 después de la administración de DEN, lo que 

se acompañó, a partir de la semana 20, de un aumento en la expresión hepática de 

PCNA, Ciclina D1, Ciclina E, CDK4 y CDK6. Las expresiones de las SphKs y las diferentes 

proteínas reguladoras del ciclo celular y la proliferación, se redujeron después de la 

administración de melatonina. Nuestros resultados sugieren un papel de las SphKs en 

la respuesta proliferativa, apoyando investigaciones previas que han demostrado que 

la activación de las SphKs juega un papel significativo en la expresión de Ciclina D, y la 

proliferación en células de glioblastoma (Radeff-Huang y cols., 2007). 

Aunque una investigación reciente demostró que los niveles de ARNm de 

laSGPL1 están aumentados en pacientes con CHC (Uranbileg y cols., 2016), y existe un 

consenso general de que la SGPL1 potencia la resistencia celular a los tratamientos 
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anticancerígenos y da como resultado una mayor capacidad de las células para 

adquirir un fenotipo transformado y volverse maligno, se ha demostrado una 

disminución notable de la actividad de la SGPL1 en muestras de tumores de próstata 

(Brizuela y cols., 2012). Además, estudios en cáncer gastroesofágico correlacionan la 

resistencia a fármacos citotóxicos con una deficiencia de la SGPL1 (Matula y cols., 

2015). Otros estudios han demostrado que bajos niveles de la SGPL1 promueven el 

cáncer de colon (Degagné y cols., 2014), y se correlacionan con una supervivencia 

global inferior en pacientes con carcinoma oral de células escamosas (Patmanathan y 

cols., 2016). Por lo tanto, la literatura sugiere que una doble estrategia destinada a 

estimular la SGPL1 e inhibir la SphK podría representar un enfoque futuro para 

sensibilizar las células cancerosas de ciertos tipos de tumores a los tratamientos. 

Nuestros resultados respaldan este enfoque, mostrando una relación inversa entre la 

expresión de las SphKs (aumentada) y la SGPL1 (disminuida) en los animales que 

recibieron DEN. Los datos obtenidos en los grupos que fueron tratados con 

melatonina, demostraron que la hormona es capaz de modular ambas expresiones. 

Se ha indicado que la respuesta biológica a la S1P está desregulada en el 

cáncer debido a un perfil alterado en la expresión de sus receptores en las células 

malignas (Patmanathan y cols., 2016). Habiendo comprobado que los animales 

tratados con DEN podrían producir cantidades elevadas de S1P como resultado de la 

desregulación en la expresión de las SphKs y la SGPL1, evaluamos qué receptores de 

la S1P podrían estar involucrados en los efectos de la S1P. Los datos obtenidos 

mostraron que los receptores S1P1 y S1P3 estaban significativamente 

sobreexpresados en los animales a los cuales se les había administrado el 

carcinógeno. Esta expresión se redujo tras el tratamiento con el indol, que también 

indujo un aumento significativo en la expresión del S1P2. Nuestros datos coinciden 

con estudios previos que muestran que la alta expresión del S1P1 y del S1P3 en 

tumores de pacientes con cáncer de mama, se asocia con un mal pronóstico (Watson 

y cols., 2010), y con otros estudios que demuestran que el antagonista de los 

receptores S1P1/3, VPC23019, inhibe significativamente la migración de células de 

carcinoma escamoso (Patmanathan y cols., 2016). Nuestros resultados también 
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apoyan la demostración experimental de que la sobreexpresión del S1P2 inhibe la 

migración de células de melanoma (Arikawa y cols., 2003). Además, hay estudios que 

ponen de manifiesto que la expresión del S1P1 está significativamente incrementada 

en el CHC, y que el bloqueo de este receptor inhibe la invasión tumoral (Zhang y cols., 

2015). Los resultados obtenidos en este estudio respaldan la teoría de que la 

activación selectiva del S1P2, en combinación con el bloqueo selectivo de los 

receptores S1P1/S1P3, podría constituir una estrategia terapéutica efectiva contra el 

cáncer (Takuwa y cols., 2011). 

También realizamos estudios para conocer los efectos de la melatonina en las 

vías de señalización del eje SphK/S1P. Existen evidencias que indican que la vía 

PI3K/AKT/mTOR desempeña un papel significativo en la regulación de la 

supervivencia de células malignas en diferentes tipos de cáncer, incluido el CHC. 

Además, la fosforilación de AKT se ha identificado como un factor de riesgo de 

recurrencia temprana de la enfermedad y mal pronóstico en el CHC (Samarin y cols., 

2016). Cabe destacar que hay estudios que han demostrado que la inhibición de la vía 

PI3K/AKT, por parte de la melatonina, mejora la respuesta citotóxica a la 

doxorrubicina en células HepG2 (Fan y cols., 2013). El silenciamiento de la SphK1 en 

células de cáncer de mama disminuye los niveles de fosforilación de PI3K y AKT (Li y 

cols., 2016), y el inhibidor selectivo de la SphK2, ABC294640, reduce la fosforilación 

de AKT y la activación del complejo C1 de mTOR en células de cáncer colorrectal (Xun 

y cols., 2015). Así, los datos del presente estudio indican que la inhibición de las 

enzimas SphK1 y SphK2, por parte de la melatonina, se acompaña de una menor 

expresión de PI3K fosforilada, AKT y mTOR. 

Además, la administración de melatonina produjo una disminución de la 

expresión de las subunidades p50 y p65 del NF-κB, junto con una menor fosforilación 

de STAT3. El factor de transcripción NF-κB ha sido implicado en la proliferación de 

células tumorales y la invasión de células de hepatocarcinoma (Wu y cols., 2016). La 

sobreexpresión de STAT3 contribuye a la progresión del CHC (Won y cols., 2015); sin 

embargo, el bloqueo de su activación reduce significativamente el crecimiento del 

CHC en estudios in vitro e in vivo (Wang y cols., 2011; Carbajo-Pescador y cols., 



Discusión 

149 

2013b). Se requiere de la señalización de AKT para la activación del NF-κB en células 

de melanoma (Campos y cols., 2015). NF-κB, a su vez, puede activar STAT3 a través de 

la IL-6 (Kim y Yoon, 2016). La regulación recíproca de la actividad de STAT3 en la vía 

S1P-S1P1 es un circuito de retroalimentación positiva, importante para la activación 

contínua de STAT3 en células cancerosas y para la progresión maligna (Lee y cols., 

2010). Además, se sabe que en el cáncer asociado a la colitis, la formación de S1P 

desempeña un papel esencial en el mantenimiento de la activación constante de NF-

κB y STAT3 en un círculo vicioso de retroalimentación positiva (Liang y cols., 2013), y 

que la expresión aberrante del gen miR-506 facilita la progresión del cáncer de 

páncreas y la quimiorresistencia a través de la señalización SphK1/AKT/NF-κB (Li y 

cols., 2016). También se ha demostrado que el supresor de tumores PRSS8 actúa 

mediante la inhibición de la vía de señalización SphK1/S1P/STAT3/AKT (Marcolin y 

cols., 2012). 

Las MAPKs juegan un papel fundamental en el control de la supervivencia y 

proliferación celular, y por lo tanto, su desregulación está implicada en la 

transformación y progresión maligna de varios tipos de tumores, incluido el cáncer de 

hígado (Delire y Starkel, 2015). En líneas celulares de cáncer de colon, la actividad de 

ERK1/2 se eleva con la sobreexpresión de la SphK1, pero es atenuada si la expresión 

de la SphK1 se suprime (Liu y cols., 2012). También se ha demostrado que la 

inhibición de la SphK1 atenúa la señalización de ERK1/2 y AKT, y reduce el 

crecimiento de células de cáncer de mama (Datta y cols., 2014). Por otro lado, la 

inhibición de la SphK1 se traduce en una fosforilación reducida de p38 en cáncer de 

ovario (Beach y cols., 2016). Otros estudios también muestran que un compuesto 

similar a la piperamida natural, NED-135, inhibe significativamente la activación 

inducida por la S1P de AKT, ERK y p38 en células de cáncer de mama (Kim y cols., 

2015). En el presente estudio, la marcada sobreexpresión de ERK1/2 y p38 en ratones 

tratados con DEN se redujo significativamente por la melatonina, lo que confirma que 

el indol es capaz de suprimir las diferentes rutas posteriores del eje SphK/S1P. 

En resumen, el efecto antiproliferativo de la melatonina parece estar 

asociado, al menos en parte, a la modulación de los niveles desregulados de S1P y sus 
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vías de señalización, en un modelo murino de CHC inducido por DEN. Aunque el papel 

exacto de la vía SphK/S1P en la regulación de la patogénesis del CHC aún no se ha 

dilucidado completamente, nuestros hallazgos revelan nuevas rutas moleculares que 

pueden explicar el efecto protector de la melatonina en la carcinogénesis. Los 

resultados obtenidos apoyan la utilidad de la melatonina como un agente oncostático 

y el interés del sistema SphK/S1P como diana terapéutica en el CHC. 

 

6.3 Efecto de la melatonina sobre la regulación del ritmo circadiano en el modelo 

animal de CHC inducido por DEN y en células Hep3B 

El mantenimiento de los ritmos circadianos puede ser un punto de control 

crítico en el desarrollo del cáncer. Además, la desregulación de los genes del reloj 

circadiano se ha visto implicada en la pérdida de control del ciclo celular y la 

formación de tumores (Takahashi y cols., 2008; Yu y Weaver, 2011). Por lo tanto, el 

establecer como dianas farmacológicas a los reguladores circadianos podría ser una 

estrategia esencial en la lucha contra el cáncer, y la melatonina podría contribuir a 

ella de manera relevante (Verma y cols., 2014). 

Un primer bucle en el circuito de retroalimentación negativa del reloj circadiano 

engloba a los genes, Clock y su parálogo Npas2, Bmal1, Per1, Per2, Per3, Cry1 y Cry2 

(Takahashi y cols., 2008). BMAL1 y CLOCK (o NPAS2) activan la transcripción de Per1-3 

y Cry1/2. Por otro lado, las proteínas PER y CRY inhiben el complejo BMAL1/CLOCK (o 

NPAS2) y, por tanto, su propia transcripción (Landgraf y cols., 2016). Cabe destacar 

que se ha encontrado asociación entre los ritmos circadianos humanos alterados y los 

genes del reloj desregulados en células HepG2 de CHC humano (Polo y cols., 2017). En 

investigaciones recientes, se han observado expresiones disminuidas de CRY y PER en 

tejido de CHC humano (Li y cols., 2017), unido a una elevada expresión de BMAL1 en 

pacientes con metástasis hepática diagnosticada (Oshima y cols., 2011). En el 

presente estudio, la administración de DEN produjo una desregulación de estos 

genes. Además, comprobamos que la administración de melatonina reprimía 

significativamente los niveles anormalmente elevados de ARNm y proteína de los 
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factores de transcripción, y aumentaba significativamente la menor expresión de los 

genes Per y Cry, de forma similar a lo indicado anteriormente sobre el efecto de la 

hormona en células de cáncer de próstata humano (Jung-Hynes y cols., 2010). Estos 

datos confirman en el modelo animal de cáncer hepático, que la resincronización de 

los ritmos circadianos desregulados podría disminuir el desarrollo y progresión 

tumorales.  

Se sabe que un modulador crucial del reloj circadiano, SIRT1, regula varios 

genes de los relojes centrales, incluidos Bmal1, Per2 y Cry1 (Hill y cols., 2009). SIRT1 

se une al complejo BMAL1/CLOCK y promueve la desacetilación y degradación de 

PER2 (Asher y cols., 2008). El aumento de los niveles de ARNm de Sirt1 en ratones 

tratados con DEN, junto con los cambios en las expresiones de Bmal1, Clock, Npas2 y 

Per2, respaldan la posible contribución de SIRT1 a los mecanismos del reloj en el CHC. 

La prevención de estos efectos tras el tratamiento con melatonina indica que SIRT1 

podría ser un punto focal a través del cual el indol influye en el reloj circadiano. 

En términos de fosforilación, CK1ε es un factor crítico que regula el recambio 

circadiano de proteína (Xu y cols., 2005). En el presente estudio, CK1ε disminuyó en 

ratones tratados con DEN, al igual que Per y Cry, mientras que los genes Bmal1, Clock 

y Npas2 aumentaron significativamente. Estos datos concuerdan con investigaciones 

previas que muestran una expresión modificada de CK1ε en paralelo con el perfil 

alterado de otros genes del reloj circadiano en cáncer gástrico (Hu y cols., 2014), o 

carcinoma colorrectal humano (Momma y cols., 2017). El tratamiento con melatonina 

produjo un aumento en los niveles de ARNm de CK1ε, lo cual podría contribuir al 

efecto protector del indol. Así mismo, diferentes estudios han demostrado que una 

alta expresión de CK1ε se asocia a un mejor pronóstico en pacientes con cáncer, 

incluido el CHC (Lin y cols., 2014; Lopez-Guerra y cols., 2015; Lin y cols., 2016). 

También investigamos los receptores nucleares REV-ERBα y REV-ERBβ, los 

cuales muestran actividad de represión transcripcional dependiente de ligando, y 

regulan directamente la expresión de BMAL1 (Guillaumond y cols., 2005). Nuestros 

resultados mostraron cómo la melatonina aumentó la expresión de REV-ERBα y β, 
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pero reprimió la expresión de RORα, un inductor transcripcional de BMAL1 (Hill y 

cols., 2015). REV-ERBα y β, además de su función circadiana, regulan la proliferación 

celular. De hecho, hay estudios que demuestran que la activación farmacológica de 

REV-ERB conduce a una proliferación reducida en células de cáncer de mama (Wang y 

cols., 2015). Por ello, llevamos a cabo un estudio in vitro en el que se analizó el efecto 

de la melatonina, y del ligando sintético de REV-ERB, SR9009, sobre la proliferación 

de células Hep3B. El SR9009 se ha desarrollado como un modulador del reloj 

molecular (Solt y cols., 2012), y se ha demostrado recientemente que es letal 

específicamente para células cancerosas y células senescentes inducidas por 

oncogenes (Sulli y cols., 2018). Los resultados obtenidos en nuestro estudio muestran 

que el tratamiento con SR9009 disminuye la expresión de oncogenes clave, tales 

como la Ciclina D1 ó el c-Myc, y la proliferación celular. Además, la coadministración 

del ligando sintético y la melatonina aumentó los efectos antiproliferativos de una 

manera dependiente de la dosis, lo que sugiere que una terapia combinada puede ser 

eficaz para potenciar los efectos del agonista de REV-ERB. Estos resultados refuerzan 

la hipótesis de que la melatonina podría ser un coadyuvante útil en el tratamiento de 

diferentes tipos de tumores (Prieto-Domínguez y cols., 2017). 

Para investigar más a fondo la contribución de los cambios en la expresión de 

los genes del reloj en los efectos beneficiosos de la melatonina, realizamos un 

silenciamiento de BMAL1, diana principal de REV-ERB, en células Hep3B. Los 

resultados obtenidos apoyan el importante papel desempeñado por BMAL1 en la 

carcinogénesis (Oshima y cols., 2011; Bu y cols., 2018), y muestran que los efectos, 

proapoptótico y antiproliferativo, de la melatonina se atenúan tras el silenciamiento 

de BMAL1 en dichas células. 

Varios estudios han demostrado que las acciones anticancerígenas de la 

melatonina en líneas celulares de cáncer de mama y xenoinjertos, involucran 

mecanismos mediados por receptores, en concreto, mecanismos mediados por el 

receptor de la melatonina MT1 contribuyendo, así, a las acciones citostáticas y pro-

apoptóticas del indol (Hill y cols., 2015). Además, hay estudios que señalan que la 

administración de melatonina en las células de cáncer de mama MCF-7, reprime 
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significativamente la transactivación de RORα y, por consiguiente, reduce la expresión 

de BMAL1 (Xiang y cols., 2012). En la presente investigación, la disminución temprana 

de las expresiones de BMAL1 y RORα inducida por la administración de melatonina, 

se acompañó de un aumento significativo de MT1, lo que sugiere que en nuestro 

modelo animal de CHC, el receptor MT1 también puede estar involucrado en la 

modulación del reloj circadiano. 

El microambiente hipóxico, una característica común en el cáncer, puede 

activar HIF-1α y HIF-1β, y la sobreexpresión de estos factores de transcripción 

contribuye a la alteración de los niveles de ARNm de los genes circadianos en células 

de CHC (Yu y cols., 2015). Estudios recientes también sugieren que PER2 puede 

funcionar como una molécula efectora para el reclutamiento de HIF-1 a las regiones 

promotoras de los genes que lo regulan (Kobayashi y cols., 2017). Nuestros resultados 

mostraron que la melatonina, además de aumentar los niveles de ARNm de Per1 y 2, 

reduce los niveles sobreexpresados de Hif-1α y Hif-2α en los grupos de ratones 

tratados con DEN, lo cual apoya aún más la relación del indol con el reloj circadiano, y 

sus efectos protectores sobre la hipoxia y el cáncer. 

Posteriormente, la investigación tuvo entre sus objetivos identificar si la 

modulación de los relojes circadianos desregulados podría contribuir en los efectos 

beneficiosos de la melatonina sobre el ciclo celular, la proliferación, la apoptosis, la 

autofagia, o la respuesta de la UPR, en el modelo animal de CHC inducido por DEN. 

6.3.1 Efecto de la melatonina sobre el ciclo celular y la apoptosis, y su relación con 

el ritmo circadiano 

Muchos genes implicados en el ciclo celular y la supervivencia están bajo el 

control de los relojes circadianos. Se ha demostrado que el heterodímero 

CLOCK/BMAL1 regula los genes del ciclo celular que están implicados en la progresión 

del cáncer de mama (Haus y Smolensky, 2013). El silenciamiento de NPAS2 reprime 

significativamente la expresión de varios genes del ciclo celular y la reparación del 

ADN en cáncer de mama y células de linfoma (Hoffman y cols., 2008). PER1 influye en 

numerosos genes que controlan el ciclo celular, que incluyen Ciclina D1, Ciclina E, 
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CDK4, CDK6, p21 y p53, jugando así un papel importante en la aparición y progresión 

de diferentes tipos de tumores (Zhao y cols., 2016). PER2 actúa como un gen supresor 

tumoral a través del paro del ciclo celular y la inducción de apoptosis en células de 

carcinoma EMT64 ó LLC, o en células de leucemia K562 (Sun y cols., 2010). Además, 

se ha demostrado que una mutación en el gen Per2 desregula la proliferación celular 

en modelos murinos de DEN (Mteyrek y cols., 2016). En el presente estudio 

observamos cómo la melatonina fue capaz de modular la expresión desregulada de 

Ciclina D1, Ciclina E, CDK4, CDK6, p21 y p53 inducida por la administración del 

hepatotóxico DEN. Además, la respuesta apoptótica, evaluada mediante la expresión 

proteica de PARP1/2 y la relación Bax/Bcl2, que disminuyó tras la administración de 

DEN, se previno de manera significativa con el tratamiento de melatonina. Por lo 

tanto, el efecto antiproliferativo y proapoptótico de la melatonina, en el CHC inducido 

por DEN, podría contribuir a reducir la progresión tumoral, y este efecto podría estar 

mediado, al menos en parte, por la modulación de los relojes circadianos. 

6.3.2 Efecto de la melatonina sobre la autofagia y su relación con el ritmo 

circadiano 

Cada vez hay más pruebas que demuestran que la autofagia se activa en 

diferentes tipos de tumores, entre los que se incluye el CHC (White, 2012). Nuestros 

datos respaldan la idea de que el CHC inducido por DEN desencadena la autofagia en 

los últimos periodos del experimento. El estudio realizado en tejido hepático 

mediante MET reveló un incremento significativo de vacuolas autofágicas 

degradativas en ratones tratados con DEN, en las últimas semanas del estudio. 

Además, se realizaron análisis adicionales que se centraron en el impacto de la 

administración de DEN sobre distintas proteínas que regulan la formación de 

vesículas de autofagia, su inducción (Atg13), nucleación (Beclina-1), y elongación 

(LC3). También se evaluó la expresión de p62/SQTM1 y LAMP-2, moléculas cuyos 

cambios conducen a la activación de la ruta autofágica-lisosómica, y al aumento en el 

flujo autofágico. Los resultados mostraron un aumento en la expresión de los 

marcadores de autofagia, en los ratones tratados con DEN en las últimas etapas del 

estudio. Estos resultados coinciden con los obtenidos en otros estudios que revocan 
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la idea de que la autofagia pueda ser necesaria para el desarrollo de cánceres 

agresivos (Guo y cols., 2011). Los niveles de autofagia disminuyeron después de la 

administración de la melatonina en los períodos finales del estudio, en comparación 

con los grupos de animales que recibieron DEN. Sin embargo, en las primeras 

semanas del experimento la autofagia fue inducida por la melatonina, dado que se 

detectó un incremento en la expresión de LC3-II. Esto podría apoyar la teoría de que 

la autofagia podría actuar como un mecanismo supresor tumoral en las primeras 

etapas del cáncer, pero, sin embargo, favorecer la progresión del tumor en los 

últimos períodos. Por lo tanto, la melatonina podría ser un regulador prometedor del 

flujo autofágico. 

Una de las principales proteínas que regulan la autofagia es mTOR. Cuando la 

expresión de la forma fosforilada de mTOR se analizó mediante Western blot, 

observamos un aumento en dicha expresión en los grupos tratados con DEN, 

demostrando, así, que el hepatotóxico estimula la vía de mTOR en paralelo al flujo 

autofágico, y sugiriendo que mTOR regula de manera positiva la autofagia en el CHC 

inducido por DEN. El tratamiento con melatonina reguló la inducción de autofagia 

disminuyendo los niveles anormalmente incrementados de los marcadores de 

autofagia, así como de fosfo-mTOR. Además, la regulación coordinada de la autofagia 

y de la apoptosis es esencial para que las células mueran o sobrevivan cuando están 

sometidas a estrés (Motilva y cols., 2011). El papel de la apoptosis en la inhibición del 

proceso de autofagia (Wang y cols., 2013), junto con el mecanismo inicial de la 

autofagia que promueve la supervivencia en células cancerosas (Wu y cols., 2012b), 

nos permite hipotetizar que la modulación por parte de la melatonina, de ambas vías, 

podría reducir la supervivencia tumoral. Nuestros resultados mostraron que la 

melatonina aumentaba la respuesta apoptótica (p53, PARP-1 y Bax/Bcl-2) tras la 

administración de DEN. La administración de la hormona también logró una 

reducción en la expresión de los marcadores de autofagia confirmando, así, nuestra 

hipótesis. 

Existen evidencias del papel de los relojes circadianos en la regulación de la 

autofagia. Se ha demostrado que la regulación circadiana actúa directamente a través 
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de REV-ERBα en hígado de pez cebra (Huang y cols., 2016). Nuestros experimentos 

indican que la modulación de la autofagia, así como las vías que regulan su inducción, 

podría producirse a través de la regulación de los relojes circadianos, por parte de la 

melatonina. 

6.3.3 Efecto de la melatonina sobre el estrés del RE y su relación con el ritmo 

circadiano 

La UPR es una vía de señalización activada por estrés que modifica la 

proliferación celular y la supervivencia (Crespo y cols., 2012), y desempeña un papel 

importante en el desarrollo del CHC (Wu y cols., 2015; Yang y cols., 2015). Durante el 

estrés de RE, diferentes factores de transcripción regulan la expresión de chaperonas 

de ER que, a menudo, se sobreexpresan en tejidos tumorales (Booth y cols., 2016). 

Diferentes estudios han demostrado que la UPR está regulada por el reloj circadiano 

(Maillo y cols., 2017; Moore y Oakes, 2017). Así, en el linfoma de Burkitt, la represión 

de BMAL1 es esencial para la inhibición de la síntesis proteica dependiente de la UPR 

(Bu y cols., 2018). Otros estudios han evidenciado que una baja expresión de PER1 y 

una respuesta elevada de la UPR, se asocia a un peor pronóstico en pacientes con 

glioblastoma (Pluquet y cols., 2013). En el presente estudio, la melatonina redujo la 

expresión anormalmente elevada de las chaperonas HSP70, HSP90 y GRP78, a partir 

de las 20 semanas de la administración de DEN. BMAL1 y CLOCK disminuyeron desde 

el inicio del estudio en los grupos que fueron tratados con melatonina. Nuestros 

resultados refuerzan la idea de que el control de la interacción entre la señalización 

de la UPR y el reloj circadiano podría ser una estrategia adecuada para frenar la 

progresión del cáncer (Pluquet y cols., 2014). 

En resumen, los resultados de los experimentos aquí descritos sugieren que la 

regulación de los relojes circadianos, mediante la administración de melatonina, 

podría contribuir a la modulación de la progresión del CHC inducido por DEN. Esto 

respalda los efectos oncostáticos de la melatonina en el CHC, y resalta la utilidad de 

estrategias combinadas que modulen la maquinaria circadiana alterada en el cáncer. 
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Primera conclusión 

La administración crónica de dietilnitrosamina en ratones induce daño 

hepático y conduce al desarrollo de carcinoma hepatocelular como se pone de 

manifiesto por las alteraciones que se producen en la expresión de los principales 

mediadores y vías de señalización implicadas en el proceso de hepatocarcinogénesis. 

Por ello, junto con los estudios realizados en la línea celular de hepatocarcinoma 

humano Hep3B, pueden ser modelos experimentales muy adecuados para dilucidar y 

explicar los potenciales efectos anticancerígenos de la melatonina. 

Segunda conclusión 

Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que el efecto 

protector de la melatonina en el modelo animal de carcinoma hepatocelular se asocia 

a su capacidad para modular diferentes vías de señalización implicadas en el daño y la 

progresión tumoral, tales como la proliferación, la diferenciación o la angiogénesis. 

Además, la melatonina juega un papel beneficioso en la regulación del ciclo celular, la 

apoptosis, la respuesta autofágica y el estrés de retículo endoplasmático, 

mecanismos alterados por la administración del carcinógeno. 

Tercera conclusión 

Los efectos de la melatonina se asocian, de manera dependiente del tiempo y 

de la dosis, con una regulación del eje de la esfingosina quinasa/esfingosina 1-fosfato, 

así como de otras vías se señalización relacionadas, tales como la vía de la 

PI3K/AKT/mTOR y la vía de las proteínas quinasas activadas por mitógenos. Estos 

resultados apoyan la utilidad de la melatonina como agente protector frente al daño 

hepático inducido por dietilnitrosamina en el modelo animal, y el interés del sistema 

SphK/S1P como diana terapéutica en el cáncer. 
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Cuarta conclusión 

La melatonina regula la alteración de los genes reloj implicados en el control 

de los ritmos circadianos, tanto en el modelo animal de carcinoma hepatocelular 

inducido por dietilnitrosamina, como en células de la línea Hep3B; lo que podría 

contribuir a los efectos beneficiosos del indol sobre el ciclo celular, la proliferación, la 

apoptosis, la autofagia, o la respuesta a proteínas mal plegadas, aminorando de este 

modo el desarrollo y la progresión del carcinoma hepatocelular. El conocimiento de 

los efectos de la melatonina sobre la regulación de los ritmos circadianos podría 

constituir un elemento esencial para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. 

Conclusión final 

Los efectos de la melatonina sobre las diferentes vías de señalización 

implicadas en la hepatocarcinogénesis, en el modelo animal de carcinoma 

hepatocelular inducido por el hepatotóxico dietilnitrosamina, así como en el modelo 

in vitro en células de hepatocarcinoma humano de la línea Hep3B, demuestran el 

potencial interés de esta molécula, al menos como adyuvante, en la terapia del 

carcinoma hepatocelular. Sin embargo, se requieren más estudios para confirmar la 

utilidad de esta molécula en la prevención y el tratamiento de pacientes con cáncer. 
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