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El carcinoma hepatocelular o hepatocarcinoma (HCC) es el 

cáncer hepático más frecuente, constituyendo el quinto tipo de 

tumor más habitual a nivel mundial y la segunda causa de muerte 

más común por cáncer. La etiología de esta enfermedad es diversa 

e incluso puede ser multifactorial, sin embargo la hepatitis viral, la 

cirrosis alcohólica y la esteatohepatitis no alcohólica son las causas 

más frecuentes de HCC en los países occidentales. 

Desgraciadamente, al igual que ocurre con otros tipos de tumores, 

el pronóstico del paciente va a depender mucho del estadio en el 

que se encuentre el tumor cuando el paciente es diagnosticado, 

pero también en el grado de funcionalidad hepático. En muchos 

casos, la mejor opción terapéutica pasa por la extirpación 

quirúrgica, si es posible, del tumor, o por el trasplante hepático. Sin 

embargo, existen factores limitantes como la recurrencia del HCC 

en el hígado subyacente, la escasez de órganos disponibles para su 

trasplante o a las largas listas de espera. En la actualidad hay 

disponibles otros tratamientos no quirúrgicos como la ablación 

percutánea con alcohol, la quimioembolización y la 

radiofrecuencia, pero que desgraciadamente en muchos casos 

obtienen resultados más bien discretos. Recientemente, desde el 

punto de vista quimioterapéutico se están comenzando a 

desarrollar terapias dirigidas a dianas moleculares que puedan 

hacer vulnerable al HCC. En este sentido parece que el sorafenib, 

una pequeña molécula paninhibidora de quinasas capaz de actuar 
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sobre la serín-treonin quinasa Raf, y sobre las vías de señalización 

del receptor del factor de crecimiento del endotelio vascular 

(VEGFR) y del receptor del factor de crecimiento derivado de 

plaquetas (PDGFR), podría suponer algún avance en el tratamiento 

del HCC aunque con incrementos más bien discretos en la 

supervivencia media de los pacientes. Otros estudios con 

moléculas similares se están realizando en la actualidad, aunque 

los beneficios en la supervivencia de los pacientes parecen poco 

relevantes hasta ahora.  

Tal como ocurre en muchas células malignas los hepatocitos 

tumorales tienen capacidad para producir señales proliferativas. 

Además, son relativamente insensibles a las señales anti-

proliferativas. Esto hace que puedan dividirse aparentemente sin 

límites incrementando su número lo que da lugar a la aparición de 

tumores. Estas características están muy relacionadas con la 

desregulación del ciclo celular. Además, los hepatocitos tumorales 

son capaces de evadir la muerte celular programada, apoptosis, de 

forma que se vuelven prácticamente inmortales. En la actualidad, 

los estudios básicos interesados en el HCC humano pueden llevarse 

a cabo mediante diversas vías: obtención de muestras de 

pacientes, estudios in vitro con hepatocitos tumorales humanos y 

estudio in vivo en modelos animales. A pesar de su dificultad, en el 

presente estudio nos hemos decantado por la realización de un 

estudio in vitro, por considerar que este tipo de estudio presentaba 

la ventaja de permitirnos profundizar en algunos mecanismos 
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moleculares implicados en el HCC, puesto que las células humanas 

que utilizamos son de un mismo origen tumoral (con lo que se 

favorece la homogeneidad y reproducibilidad). Sin embargo, 

debido a nuestra experiencia clínica somos conscientes de las 

limitaciones que un estudio in vitro tiene desde el punto de vista 

de aplicabilidad directa en pacientes. 

La melatonina es una sustancia que se ha encontrado en una 

gran variedad de seres vivos desde bacterias y protozoos, hasta 

plantas, hongos, invertebrados y vertebrados. En cuanto a los 

mamíferos, y en concreto al hombre, la melatonina es una 

hormona sintetizada principalmente por la glándula pineal, aunque 

parecen existir otras fuentes secundarias de melatonina como son 

la retina y la médula ósea. La melatonina fisiológicamente, se ha 

relacionado con la regulación de los ritmos biológicos y como 

antioxidante natural. En el campo de la oncología, concretamente 

en cáncer de mama, se ha demostrado que la melatonina parece 

tener actividad oncostática tanto in vivo como in vitro. Los datos 

sobre el efecto de la melatonina en el HCC no habían sido todavía 

testados, por lo que en este trabajo nos hemos propuesto analizar 

su efecto sobre los hepatocitos tumorales humanos de la línea 

HepG2.  

Contemplando todo lo expuesto anteriormente, en el 

presente trabajo, y dado el creciente interés farmacológico por la 

melatonina, el objetivo fundamental propuesto en esta Tesis 

Doctoral es analizar los efectos sobre el ciclo celular y sobre la 
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apoptosis, así como los potenciales cambios en la expresión de los 

receptores inducidos tras el tratamiento con melatonina en la línea 

HepG2 derivada de HCC. 

Por ello nos planteamos los siguientes objetivos específicos: 

-Comprobar si la administración de melatonina, a diversas dosis 

y tiempos de exposición, es capaz de reducir la viabilidad 

celular en la línea derivada de HCC humano HepG2. 

- Averiguar si la exposición de las células a melatonina es capaz 

de alterar la progresión del ciclo de las células HepG2. 

- Analizar si la administración de melatonina puede inducir 

muerte celular por apoptosis de las células tumorales, ya sea 

por vía intrínseca o bien por vía extrínseca. 

- Determinar si existe relación entre el potencial efecto 

antitumoral de la melatonina y la vía MAPK. 

- Identificar la potencial contribución de los receptores 

celulares de la melatonina a sus efectos antitumorales. 
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2.1 Hepatocarcinoma 
 

2.1.1 Datos epidemiológicos 
 

El HCC representa del 85-90% de los tumores primarios de 

hígado a nivel mundial. Así, el HCC es el quinto tumor más 

frecuente en hombres y el séptimo en mujeres (con 522.000 y 

225.000 casos anualmente, lo que representa aproximadamente el 

8% y el 6,5% de todos los casos respectivamente) [1].  

Los mayores ratios de incidencia de tumores primarios de 

hígado se alcanzan en el sudeste de Asia y en el África Sub-

Sahariana (>80% de los casos, con un ratio de 20 por 100.000 

individuos), siendo en China donde aparece el 55% de los casos a 

nivel mundial (40 por 100.000 en hombres y 15 por 100.000 en 

mujeres). En general, se estima que en los países del Sur de Europa 

(como España, Italia o Grecia) se dan ratios de incidencia medios 

(10-20 por 100.000). Las áreas con incidencia intermedia (6-10 por 

100,000) incluyen al Reino Unido (donde curiosamente el 

colangiocarcinoma, en vez el HCC, es el tumor primario hepático 

más frecuente), Estados Unidos de América, Francia o Alemania. 

Las áreas con baja incidencia (<6 por 100,000) incluyen Centro y 

Sudamérica, Europa (excluyendo los países mediterráneos y los 

anteriormente citados) y Canadá [2, 3]. 
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En cuanto a su mortalidad es necesario indicar que el HCC 

constituye la tercera causa de muerte por cáncer a nivel mundial, 

siendo la supervivencia media menor a un año [1, 4]. Así, se estima 

que este tipo de tumor es responsable de la muerte de 

aproximadamente 600.000 personas anualmente en todo el 

mundo, principalmente en los países en vías de desarrollo, pero 

con una incidencia preocupantemente creciente en los países 

desarrollados [1]. Consideramos que todos los datos actuales sobre 

incidencia y mortalidad del HCC, junto con su potencial tendencia a 

incrementarse, hacen interesante y pertinente el presente estudio 

que constituye nuestra Tesis Doctoral. 

 

2.1.2 Factores etiológicos 
 

Como veremos a continuación la etiología del HCC puede 

estar relacionada con múltiples agentes, si bien este tipo de tumor 

se desarrolla de forma más habitual a consecuencia de una 

enfermedad hepática subyacente y mayoritariamente asociada a la 

cirrosis [5]. El estudio de los agentes etiológicos del HCC resulta de 

gran interés, no solo desde el punto de vista del análisis molecular 

de la hepatocarcinogénesis, sino también desde el punto de vista 

clínico tanto para su prevención como para su tratamiento [6, 7]. 

Aunque, la etiología de la enfermedad subyacente al HCC varía 

geográficamente, la infección con el virus de la hepatitis B (HBV) 
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y/o con el virus de la hepatitis C (HCV) parecen ser la principal 

causa de HCC en la mayoría de las áreas geográficas. Un 

importante número de estudios han puesto de manifiesto que en 

aproximadamente el 85% de los casos de HCC existen marcadores 

positivos indicativos de la infección con HBV y/o HCV [3, 8, 8-16]. 

Esta asociación entre dichas infecciones víricas y el desarrollo del 

tumor ha sido firmemente demostrada tanto en estudios 

realizados en animales como en estudios epidemiológicos en 

humanos [17]. No obstante, cabe destacar que diferentes aspectos 

como el perfil genómico de los pacientes, raza, sexo o incluso 

factores propios del virus pueden modificar la prevalencia del HCC 

causada por HCV y/o HBV [3].  

Otras etiologías importantes del HCC son la hepatitis 

alcohólica, la hemocromatosis o la presencia de hígado graso no 

asociado al alcohol (NASH) [18-21]. Además, también se ha 

relacionado la aparición de HCC con la exposición a sustancias 

como el cloruro de vinilo, el tabaquismo, la ingestión de alimentos 

contaminados con aflatoxina B1, la diabetes, la obesidad, el uso de 

contraceptivos orales, etc [1, 22-27]. Dichos factores etiológicos 

pueden actuar combinados en muchos casos y como ya hemos 

indicado la anteriormente su prevalencia varía según el área 

geográfica analizada [1]. 
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Figura 1.- Incidencia del HCC. 

 

Dada la heterogeneidad etiológica del HCC, junto con la existencia 

de posibles interrelaciones en la carcinogénesis, la complejidad de 

las funciones de los hepatocitos y la fase en la que normalmente se 

detecta la enfermedad hacen complejo el estudio de los eventos 

moleculares implicados en el desarrollo de este tumor. El HCC 

aparece a partir de uno o la combinación de varios factores 

etiológicos que conducen al aumento del recambio celular 

hepático, debido a que producen inflamación y daño al DNA. En 

este sentido, cada vez existen más evidencias que muestran la 

importancia de la reacción inflamatoria hepática durante la 

instauración del HCC [28]; por ejemplo, con frecuencia el sistema 

inmune no es capaz para eliminar la infección completamente en 
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pacientes con HCV, resultando en una estimulación crónica de la 

respuesta inmune antígeno-específica [29]. Además, el daño a los 

hepatocitos puede ser inducido por la expresión continuada de 

citoquinas y el reclutamiento de linfocitos activados en el hígado 

en un contexto en el que en muchos casos no existe la producción 

de anticuerpos anti-HCV [8]. Este ciclo persistente de inflamación y 

regeneración de hepatocitos favorece la aparición de un 

microambiente que puede favorecer el desarrollo del HCC [18, 30, 

31]. En el caso de la infección por HBV, algunos estudios han 

puesto de manifiesto que su erradicación, con el consiguiente 

bloqueo de la inflamación, reduce la probabilidad de padecer HCC 

[32]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.- Etiología del HCC. En la mayor parte de los casos, el HCC 
aparece en pacientes que presentan una enfermedad hepática crónica, 
como hepatitis crónica o cirrosis que puede ser inducida por múltiples 
agentes.  
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El HCC es un tumor asociado a diferentes etiologías y cuya 

formación requiere un proceso largo y complejo. Así, el incremento 

del recambio celular hepático, la inflamación sostenida y el daño al 

DNA pueden contribuir a la activación de oncogenes y la 

inactivación de genes supresores de tumor, que posiblemente se 

pueden acompañar de inestabilidad genómica, sobreexpresión de 

factores de crecimiento y pro-angiogénicos, junto con la activación 

de la telomerasa [33]. Como veremos a continuación, durante la 

instauración del HCC pueden aparecer múltiples alteraciones 

genéticas que confieren ventajas a las células tumorales frente a 

los hepatocitos sanos, favoreciendo tanto su proliferación como su 

supervivencia. Así, durante el estado preneoplásico, existe una 

sobreexpresión de las vías mitogénicas celulares que conducen a la 

selección de ciertos clones de células displásicas. Estos clones, 

organizados como nódulos displásicos y rodeados por un septo 

fribroso de tejido conjuntivo, pueden evolucionar a un fenotipo 

maligno. Además, como ya hemos indicado, múltiples alteraciones 

genéticas pueden activar oncogenes o inactivar genes supresores 

de tumor por mecanismos moleculares todavía claramente 

elucidados en detalle [34]. 



Revisión Bibliográfica 
 

 15 

 

2.1.3 Hepatocarcinogénesis 
 

Como ya hemos indicado en el apartado anterior el HCC es 

un tipo de tumor cuya etiología puede ser variada e incluso 

multifactorial. La formación del HCC, o hepatocarcinogénesis, es un 

proceso bastante largo en humanos que en la mayoría de los casos 

requiere hasta unos 30 años de desarrollo secuencial [34]. La gran 

heterogeneidad genética que exhibe el HCC sugiere que existen 

múltiples vías moleculares implicadas en la hepatocarcinogénesis 

[35].  

Figura 3.- Proceso de hepatocarcinogénesis. El proceso de 
hepatocarcinogénesis puede estar inducido por múltiples agentes 
etiológicos. La hepatocarcinogénesis humana puede prolongarse por un 
periodo de tiempo mayor de 30 años.  

 

En una primera fase las lesiones que comúnmente 

preceden al HCC (hepatitis crónica y cirrosis) darán lugar a la 
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aparición de hepatocitos fenotípicamente alterados que pueden ir 

formando pequeños focos de células displásicas generalmente con 

diámetros menores a 1 mm. La formación de dichos focos ocurre 

durante la denominada fase de preneoplasia y puede llevar de 10 a 

30 años [34, 36]. La carcinogénesis es un proceso continuado en el 

cual se producen una acumulación de anormalidades 

cromosómicas, genéticas y epigenéticas que son capaces de 

conducir al mal funcionamiento de la célula. Evidencias recientes 

sugieren que la inestabilidad cromosómica aparece en un estadio 

temprano y se acumula durante la hepatocarcinogénesis, dando 

como resultado la adquisición de un fenotipo tumoral. Estudios 

realizados de pérdida y ganancia cromosómica de tejidos que 

presentaban displasia nodular reflejaron un patrón muy similar de 

alteraciones observadas también en HCC [37]. Este hecho implica 

que la displasia nodular es una lesión precancerosa en el proceso 

de hepatocarcinogénesis [38]. 

Posteriormente, durante la denominada fase de displasia 

que puede durar de 3-5 años, los diámetros de dichos focos se 

incrementan (1 mm – 1 cm) formándose los nódulos displásicos, 

que puede considerarse ya lesiones precancerosas [39]. 

Tradicionalmente se diferenciaba entre displasia de células grandes 

y displasia de células pequeñas; aunque ambas están asociadas con 

el HCC, en la actualidad se considera que sólo la displasia de células 
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pequeñas puede considerarse como precursora directa en este 

tipo de tumor [40]. 

En la última fase de la hepatocarcinogénesis, neoplasia, 

ocurren modificaciones moleculares que llevan a las células 

displásicas a proliferar e incluso a evadir la muerte celular por 

apoptosis dando lugar al HCC. Dicha fase final de neoplasia ocurre 

en un espacio de tiempo más breve (< 5 años) TG. Se cree que el 

desarrollo y la progresión del cáncer están acompañados por 

cambios complejos en los patrones de expresión de genes. Así, 

cuando se han comparado los patrones de expresión génica entre 

HCC y tejido hepático sano, utilizando microarrays de cDNA se ha 

encontrado un incremento de la expresión de genes relacionados 

con la proliferación y división celular, junto con la expresión de 

algunos genes específicos de hepatocitos diferenciados [41-47]. 

Estas observaciones sugieren un incremento de la proliferación 

celular junto con una disminución de la expresión de genes 

relacionados con la diferenciación celular, estando asociadas 

ambas a una desdiferenciación de las células cancerosas durante la 

progresión tumoral. Lógicamente, ocurren cambios en otros genes 

importantes como supresores de tumores como p53 o INK4/ARF, 

reguladores negativos de supresores de tumores como el 

Homólogo Humano del gen Murino double minute 2 (MDM2) o la 

gankirina, genes relacionados con la parada del ciclo celular como 

p16 y p27, factores de crecimiento como el Factor de Crecimiento 
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Transformante beta (TGF-β), genes que codifican para receptores 

como el Receptor 2 del Factor de Crecimiento de Tipo Insulínico 

(IGF2R), etc. También, pueden ocurrir modificaciones genéticas 

relacionadas con la modulación de la apoptosis y/o de diversas vías 

de regulación oncogénicas incluyendo las relacionadas con las 

proteín quinasas activadas por mitógenos (MAPK), myc, proteín 

quinasa B (AKT/p13K) o la proteína homóloga de la fosfatasa y la 

tensina (PTEN) [36]. Además, pueden estar involucradas vías 

relacionadas con el desarrollo como WNT/β-catenina, Hedgehog y 

Met [48]. Todos estos factores convergen dando lugar a 

proliferación celular, aparición de células madre tumorales, 

inmortalidad celular e incluso reversión en el acortamiento de 

telómeros [49]. A todo ello habría que añadir la modulación de 

microRNA que pueden participar en la regulación de todos estos 

cambios genéticos contribuyendo a la hepatocarcinogénesis; así se 

han descrito incrementos en miR-21, 34a, 221/222 y 224, mientras 

que reducen su expresión miR-122, 145, 199a, 106a, 92, 17.5p, 20 

o 18. Los adenomas y nódulos displásicos no muestran cambios en 

miR-21, 224, 106a, 203, 106, 222, 122a and 422b [50]. 

Además de las alteraciones genéticas, distintas evidencias 

indican que las alteraciones epigenéticas juegan un papel 

importante en la carcinogénesis. Se denominan alteraciones 

epigenéticas a cambios heredables de la metilación del DNA y 

modificaciones de las histonas asociadas que modifican, de manera 
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estable, la transcripción génica pero no la secuencia del DNA. Estas 

modificaciones parecer jugar un papel importante siendo 

esenciales para el desarrollo y la diferenciación [51, 52]. Las más 

frecuentes están relacionadas con la metilación de las citosinas 

[53]. En mamíferos esta modificación se encuentra en los 

elementos CpG repetitivos o ligados a un promotor, siendo las más 

importantes las que resultan en la inactivación del promotor, como 

ocurre en el HCC con los genes que codifican para la proteína del 

retinoblastoma (RB) y para p16 [54, 55]. Otra alteración 

epigenética frecuente en el HCC es la hipermetilación que se 

encontrado en otros genes supresores de tumor que regulan 

distintas vías celulares en HCC como E-cadherina, la familia 1A de 

asociación al dominio RAS (RASSF1A), glutatión S-transferasa pi-1 

(GSTP1), la proteína supresora de la señalización de citoquinas 

(SOSC-1), proteína 1 relacionada con la proteína frizzled soluble 

(SFRP1) y PTEN [56-61]. Distintos estudios revelan que la 

metilación del DNA que codifica para genes supresores de tumor 

en un proceso temprano durante la hepatocarcinogenesis y 

también puede encontrarse en tejido hepático no tumoral [62-64], 

hallándose incrementada a medida que el tumor se va 

desarrollando pasando por los estadios previos al mismo [65, 66]. 

En células de mamífero la metilación del DNA se establece y 

mantiene debido a la existencia de unas enzimas denominadas 

DNA metiltransferasas (DNMT): DNMT3A y DNMT3B. Una tercera 
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enzima de este tipo es la denominada DNMT1 encargada 

únicamente del mantenimiento de las metilaciones [67-69]. 

Diversos investigadores han puesto de manifiesto la existencia de 

la sobreexpresión de estas tres enzimas en HCC [70]. 

Curiosamente, se ha propuesto un papel de las células 

madre hepáticas en la hepatocarcinogénesis, dichas células actúan 

normalmente como células progenitoras diferenciándose en 

hepatocitos y células de los ductos biliares. Así, se ha observado la 

existencia de unas células denominadas ovales, que no aparecen 

en el hígado sano pero cuyo número se incrementa según la 

cirrosis va progresando [71]. Muchos HCC expresan marcadores de 

células ovales, así como también aproximadamente el 50% de los 

focos displásicos y de los adenomas hepáticos. Además, muchos 

HCC contienen células que son ultraestructuralmente idénticas a 

las células progenitoras hepáticas, lo que podría suponer un nexo 

entre dichas células madre hepáticas y las células ovales [72]. 

Desgraciadamente, las células madre hepáticas que aparecen en 

los HCC son muy resistentes a la quimioterapia y favorecen por ello 

la progresión del tumor cuando se hallan dañadas. Se han realizado 

análisis para intentar establecer las similitudes y las diferencias 

entre las células madre hepáticas en hígados sanos y aquellas que 

aparecen en HCC, aunque este trabajo debe ser todavía 

completado [73]. Finalmente, aumentando más la complejidad de 

la potencial relación entre células madre y células ovales, se ha 
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descrito que además es posible que también células madre 

extrahepáticas, circunstancialmente, puedan diferenciarse en el 

tejido hepático pudiendo contribuir a la hepatocarcinogénesis [74]. 

 

2.1.4 Tratamiento actual 
 

Como ya se ha indicado con anterioridad, la 

hepatocarcinogénesis en la mayoría de los casos va a estar ligada a 

la presencia de una enfermedad hepática crónica subyacente. En el 

ambiente clínico se puede detectar una lesión focal hepática, 

susceptible de tratarse de HCC, en dos ambientes totalmente 

diferentes: cuando se evalúa a un paciente sin enfermedad 

hepática conocida (ya sea en consulta ambulatoria u hospitalaria 

con alguna complicación como ictericia, ascitis, encefalopatía 

hepática, hemorragia digestiva o agravamiento del estado general) 

o en un paciente con cirrosis hepática ya conocida. En el primer 

caso, puede que el paciente presente un tumor ya muy 

evolucionado y en la mayoría de los casos no sea candidato a 

tratamiento curativo. En el segundo caso, se puede diagnosticar 

hasta un 30-40% de pacientes que puedan recibir tratamiento 

curativo [75, 76]. 

Una primera línea de lucha contra el HCC consiste en la 

prevención de dichas enfermedades crónicas, así se ha visto como 

el uso de antivirales o la vacunación frente al HBV contribuye en la 
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reducción de la incidencia de este tipo de tumor [77, 78]. 

Lógicamente, este tipo de medidas profilácticas no resultan útiles 

clínicamente para bloquear el desarrollo del HCC una vez que la 

cirrosis se ha establecido [79]. Desgraciadamente, los primeros 

estadios de esta enfermedad con asintomáticos y por ello muchos 

pacientes son diagnosticados en fases intermedias o avanzadas 

cuando la terapias resultan ya menos efectivas [80].  

Con objeto de intentar incrementar el número de pacientes 

diagnosticados en los primeros estadios se han incluido programas 

de vigilancia periódica o screening en las Guías Clínicas [79]. En 

Japón aproximadamente el 30% de los pacientes son 

diagnosticados cuando los tumores tienen un diámetro menor a 2 

cm; sin embargo, en USA menos de un 20% de los pacientes 

cirróticos que han desarrollado HCC han sido incluidos en algún 

programa de vigilancia [81]. No se conoce cuál es el procedimiento 

ideal de screening para el diagnóstico precoz del HCC, existe cierto 

debate sobre diversos aspectos a dilucidar como si se deben 

aplicar los programas de vigilancia a todos los pacientes cirróticos 

o solo aquellos de mayor riesgo, la periodicidad de las 

evaluaciones, las pruebas diagnósticas más adecuadas o incluso la 

eficiencia en términos coste-beneficio intentando mejorar el 

diagnóstico para lograr un mayor número de pacientes que puedan 

ser sometidos a un tratamiento curativo y de esta forma aumentar 

la supervivencia [75].  
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La estrategia terapéutica a utilizar va a variar mucho según 

el estadio del paciente. Como indicábamos en la introducción de 

esta Tesis Doctoral, en muchos casos y dependiendo del estadio 

del tumor, la mejor opción terapéutica puede pasar por la 

extirpación quirúrgica del tumor si es posible, o por el trasplante 

hepático. Sin embargo, existen factores limitantes como la 

recurrencia del HCC en el hígado subyacente, la escasez de órganos 

disponibles para su trasplante o a las largas listas de espera. Según 

el estadio del tumor hay disponibles otros tratamientos no 

quirúrgicos como la ablación percutánea con alcohol, la 

quimioembolización y la radiofrecuencia, pero que 

desgraciadamente en muchos casos obtienen resultados más bien 

discretos. Además, un importante problema en el tratamiento del 

HCC es su alta recurrencia en pacientes previamente tratados. 

No resulta sencillo diseñar una buena clasificación 

pronóstica que tenga en cuenta las diversas variables de interés 

relacionadas con el tumor (estadio, agresividad y patrón de 

crecimiento), el estado general del paciente, la función hepática 

(medida mediante la escala de Child-Pugh) [82, 83] y el tratamiento 

que se aplique (Linares 2004). Las escalas más utilizadas son la 

Clasificación o Algoritmo de Barcelona (BCLC – Barcelona Liver 

Cancer) [84, 85], la clasificación de Okuda [86], la Clasificación CLIP 

(Cancer of the Liver Italian Program Investigators) [87, 88] y la TNM 

(Tumor-Nódulo-Metástasis) modificada [89, 90]. La más utilizada 
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en nuestro ambiente hospitalario es la BCLC, que ha sido aprobada 

para su uso clínico rutinario tanto por la Asociación Americana 

para el Estudio de la Enfermedades Hepáticas como por la 

Asociación Europea para el Estudio del Hígado. La clasificación 

BCLC sirve además, a los investigadores, para unificar los criterios 

de inclusión para el diseño y comparación de estudios clínicos [91]. 

 

Figura 4.- Algoritmo para el tratamiento del HCC. Este algoritmo se basa 

en la clasificación en BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer). 

 

Según el algoritmo BCLC, los pacientes en los primeros 

estadios del HCC (BCLC 0-A) deben ser sometidos a terapias 

radicales como la resección quirúrgica del tumor, el trasplante 

hepático y la ablación percutánea, obteniéndose ratios de 

supervivencia a los 5 años de entre el 60-70% [80]. En pacientes 

con un solo nódulo y sin hipertensión portal se recomienda la 
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resección; mientras que en aquellos con un solo nódulo (<5 cm) o 

con tres nódulos (<3 cm), pero con hipertensión portal o disfunción 

hepática, se debe llevar a cabo trasplante hepático según los 

criterios de Milán [92]. Se ha indicado que análisis moleculares del 

tejido tumoral y del tejido cirrótico subyacente pueden contribuir a 

seleccionar a los candidatos más adecuados para el trasplante. En 

el caso de pacientes con tumores pequeños y contraindicación 

para terapias quirúrgicas pueden ser tratados mediante técnicas 

ablativas [91]. Sin embargo, la recurrencia del HCC a los 5 años es 

del 70% después de la resección o ablación tumoral [93]. 

Según el algoritmo BCLC, los pacientes en estadios 

intermedios de la enfermedad (BCLC-B) son candidatos para la 

quimioembolización transarterial, técnica que permite un control 

locorregional del HCC e incrementa la supervivencia en 20-25 

meses [94-96]. Los avances en esta técnica, como el uso de 

semillas que permiten la liberación del fármaco reduciendo la 

toxicidad sistémica típica de la quimioembolización transarterial 

convencional [97, 98]. En la actualidad, se están evaluando otras 

posibilidades como la radioembolización con microsferas de un 

isótopo del lantánido itrio denominado 90Y con resultados bastante 

potencialmente interesantes [99]. 

Finalmente, pacientes con estadios avanzados de HCC 

(BCLC-C) son candidatos para ser tratados con sorafenib (400 mg/2 
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veces al día) [100]. Dicha recomendación se basa 

fundamentalmente en el ensayo clínico denominado SHARP 

(Sorafenib HCC Assessment Randomized Protocol) que demostró un 

incremento significativo, aunque discreto, de la supervivencia 

media de los pacientes tratados con sorafenib (10,7 meses) frente 

a los tratados con placebo (7,9 meses) [100]. 

Está claro, que una las herramientas más actuales en el 

tratamiento del HCC la constituye la administración de sorafenib. 

Sorafenib forma parte de las nuevas estrategias 

quimioterapéuticas que están comenzando a desarrollarse en el 

tratamiento del HCC, las denominadas terapias dirigidas a dianas 

moleculares. Dado que por ahora no existe una terapia sistémica 

efectiva en el tratamiento del HCC, los resultados satisfactorios 

aunque discretos del sorafenib han representado un importante 

avance, aunque no parece constituir aún la terapia ideal para este 

tipo de tumor [101]. Concretamente, el sorafenib es un pequeña 

molécula paninhibidora de quinasas capaz de actuar sobre las 

serín-treonin quinasas de la familia Raf, y sobre las vías de 

señalización del receptor del factor de crecimiento del endotelio 

vascular (VEGFR) y del receptor del factor de crecimiento derivado 

de plaquetas (PDGFR) [18]. Esta estrategia puede resultar útil 

puesto que el HCC es un tumor que se caracteriza por un aumento 

de la angiogénesis y por la inducción de diversas vías de 

señalización intracelular en las que las quinasas juegan un papel 
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relevante [102]. El sorafenib bloquea diversas de estas vías de 

señalización como las relacionadas con la proliferación celular 

(MAPK-Ras), la angiogénesis (a través de VEGFR y PDGFR) e incluso 

otras vías relacionadas con receptores como KIT, FLT-3 y RET [103]. 

También, desde el punto de vista molecular, un estudio clínico en 

fase II con sorafenib mostró que los pacientes con tumores que 

expresaban mayores niveles de una proteína de la vía MAPK 

denominada quinasa regulada por señal extracelular (ERK), en su 

forma fosforilada, tenían mayor supervivencia que aquellos con 

menores niveles de pERK [104]; sin embargo, estos hallazgos no 

pudieron ser confirmados en el ensayo en fase III [91]. 

Desgraciadamente el uso de sorafenib no está exento de 

contraindicaciones y problemas; así, está contraindicado en 

pacientes aquejados de enfermedad cardiovascular, hipertensión 

portal o disfunción hepática (Child-Pugh >B7). Los pacientes con 

diabetes mellitus o hipertensión arterial deben ser tratados y 

controlados antes de comenzar el tratamiento con sorafenib. Una 

vez iniciado en tratamiento con ésta molécula los pacientes deben 

ser monitorizados para controlar la toxicidad asociada al fármaco. 

Las reacciones en la piel, incluyendo pies y manos, como sequedad, 

prurito, picor, desescamación, alopecia o erupciones de tipo 

psoriásico aparecen hasta en el 40% de los pacientes. Además, en 

hasta el 30% pueden aparecer toxicidades gastrointestinales como 

diarrea severa, estomatitis, náuseas o vómitos. Otros efectos 
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tóxicos que pueden aparecer incluyen fatiga, pérdida de peso, 

cambios en la voz o hipertensión [91]. Se ha observado que 

algunos pacientes que reciben sorafenib tienen valores elevados 

en las transaminasas hepáticas alanina aminotransferasa/aspartato 

aminotransfersas, alfa-fetoproteína y bilirrubina [103]. Finalmente, 

existen otros problemas con el sorafenib como la reducción de la 

eficacia a lo largo del tiempo debido a la aparición de resistencias a 

través de diversas vías como la resistencia al tratamiento anti-VEGF 

y otros mecanismos de compensatorios o de escape [105, 106]. 

Dados los resultados alcanzados con sorafenib, y la 

existencia de pacientes intolerantes al mismo, en la actualidad se 

están llevando a cabo más de 200 estudios clínicos con hasta 50 

moléculas diferentes (erlotinib, linifanib, brivanib, everolimus, 

ramucirumab, etc), aunque los beneficios en la supervivencia de 

los pacientes parecen poco relevantes hasta ahora en la mayoría 

de los casos [91]. Desde nuestro punto de vista, está claro que es 

necesario llevar a cabo más investigaciones para mejorar los 

tratamientos actuales, implementar otros nuevos tratamientos de 

primera línea o incluso co-adjuvantes, con el objeto de mejorar la 

supervivencia de los pacientes y reducir la recurrencia del tumor. 

Dichas investigaciones deben realizarse coordinando la 

investigación básica, la clínica y la labor del médico que está 

tratando directamente a los pacientes. Por todo ello, es primordial 

fomentar la inter-relación entre los grupos de investigación tanto 
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básicos como clínicos y los profesionales sanitarios, favoreciendo la 

realización de estudios in vitro como el que nos ocupa en la 

presente Tesis Doctoral, in vivo y ensayos clínicos. 

 

 

2.2 Ciclo celular 
 

El ciclo celular es un proceso complejo en el que una célula 

debe completar una serie ordenada de acontecimientos que 

culminará originando dos células hijas iguales. La desregulación de 

la maquinaria molecular implicada en el ciclo celular es algo 

característico de la mayoría de los tumores [107, 108]  

Para que dicho proceso tenga lugar, es necesario que la 

célula pase por las distintas fases del ciclo a saber, G1 (gap 1), S 

(síntesis), G2 (gap 2) y M (mitosis), conociéndose en conjunto G1, S 

y G2 como interfase. El ciclo celular es un proceso altamente 

especializado y controlado, existiendo tres puntos de control en el 

mismo, durante el establecimiento de la fase S, a la entrada y a la 

salida de mitosis [109, 110]. 

Cuando una célula se halla en fase G1, dependiendo de las 

señales externas e internas que reciba, puede comprometerse y 

continuar el ciclo o por el contrario entrar de forma temporal o 
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permanente en una fase denominada G0 o de quiescencia. En 

general las señales extracelulares afectan a esta decisión 

solamente hasta que la célula llega al primer punto de control 

denominado punto de restricción, START o de no retorno. Es en 

este momento donde la progresión a lo largo del ciclo celular pasa 

a ser controlada únicamente por la maquinaria proteica del ciclo 

celular. Dicha está controlada por activación e inactivación de 

quinasas dependientes de ciclinas (CDK), que desencadenan la 

transición a las siguientes fases del ciclo. Estas proteínas CDK son 

proteín-quinasas específicas de serina/treonina que requieren la 

asociación con una ciclina para su activación. Para poder controlar 

la progresión del ciclo a través de las CDK, estas proteínas están 

sometidas a una estricta regulación, como la expresión y 

destrucción de las ciclinas asociadas, activación y desactivación por 

fosforilación y defosforilación respectivamente, y expresión de 

proteínas inhibidoras que se asocian a las CDK o al complejo ciclina 

CDK [111]. 

 

2.2.1 CDK y ciclinas 
 

La actividad de las CDK requiere la unión de una proteína 

reguladora denominada ciclina. Cada CDK será capaz de interactuar 

con una o varias ciclinas específicas, formando complejos ciclina-

CDK diferentes según el momento del ciclo celular. Así, Las ciclinas 
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se sintetizan y se destruyen en determinados momentos durante el 

ciclo celular, haciendo que las CDK estén activas solo 

temporalmente [112]. De todas las ciclinas existentes solo unas 

pocas formarán complejos ciclina-CDK implicadas en el control del 

ciclo [113].  

Entre las CDK podemos, al menos, diferenciar las 

denominadas CDK de interfase (CDK2, CDK4 and CDK6), la CDK de 

la mitosis (CDK1 también conocida como CDC). Entre las ciclinas 

podemos diferenciar al menos diez proteínas que pertenecen a 

cuatro diferentes clases (A, B, D y E). Durante la carcinogénesis es 

frecuente que se produzcan mutaciones que conduzcan a una 

desregulación de ciertos complejos ciclina-CDK, dando como 

consecuencia una proliferación continuada o una reentrada no 

programada en el ciclo celular [114]. 

Las señales que inducen proliferación y mitosis, son capaces 

en última instancia de inducir la expresión de las ciclinas de tipo D 

(D1, D2 y D3) que preferencialmente unen y activan CDK4 y CDK6 

durante la fase G1 durante la cual la célula se va a preparar para 

iniciar la síntesis de DNA [114]. La activación de estos complejos 

conduce a la inactivación parcial de la familia de proteínas RB (RB, 

p107 y p130), permitiendo la expresión de las ciclinas E (E1 y E2) 

que unen y activan a CDK2 [115]. El complejo CDK2–ciclina E 

fosforila estas proteínas de la familia RB dando lugar a su 
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inactivación total [116, 117]. La disponibilidad de las ciclinas E 

durante el ciclo celular está estrechamente controlada y limitada 

hasta las primeros estadios de la síntesis de DNA, siendo este 

complejo esencial para controlar la transición entre G1 y S [117]. 

Más tarde CDK2 es activada por la ciclina A, en los estadios tardíos 

de la replicación del DNA para conducir la transición entre la fase S 

y mitosis, periodo conocido como fase G2. Finalmente la CDK1 es 

activada por la ciclina A, al final de la interfase para facilitar el 

establecimiento de la mitosis. Tras la destrucción de la membrana 

nuclear, la ciclina A se degrada, facilitando la formación de los 

complejos CDK1-ciclina B responsables de la continuación de la 

mitosis celular. Así, cada fase del ciclo va a depender de la 

formación de complejos ciclina-CDK específicos, existiendo 

distintos niveles de regulación, como la síntesis/destrucción o la 

fosforilación/desfosforilación, para controlar la proliferación de los 

diversos tipos celulares [108]. 

 

2.2.2 Proteínas Inhibidoras de CDK (CKI) 
 

La progresión a través del ciclo celular está regulada por las 

actividades coordinadas de los complejos ciclina-CDK. Dichos 

complejos están regulados de manera muy importante por la unión 

a los inhibidores de CDK (CKI) [118]. Se han descrito hasta el 
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momento dos familias de CKI: la familia INK4 y la familia Cip/Kip. La 

primera de ellas, INK4, está compuesta por las proteínas p16INK4a, 

p15INK4b, p18INK4c, y p19INK4d; mientras que la familia Cip/kip 

está compuesta por las proteínas p21, p27 y p57 [119]. Mientras 

que la familia INK4 solo es capaz de unirse a la CDK4 y CDK6 e 

inhibir su actividad quinasa interfiriendo con la unión a las ciclinas 

de tipo D, la familia Cip/Kip es capaz de unirse tanto a las ciclinas 

como a las CDK, modulando la actividad de los complejos ciclina-

CDK [120]. Por ello, la familia INK4 solo realiza su actividad durante 

la fase G1, mientras que la familia Cip/Kip es capaz de funcionar 

durante todo el ciclo celular no estando restringido solamente a la 

fase G1 [119].  

Las proteínas de la familia Cip/Kip, principalmente p21, y 

p27, también pueden ser reguladas por fosforilación, produciendo 

modificaciones en su localización y en su afinidad por complejos 

específicos ciclina-CDK. Dichas fosforilaciones también han sido 

relacionadas con la estabilización o inducción de la destrucción de 

p21 y p27; así por ejemplo, la fosforilación de p21 en la treonina 

145 y en la serina 153 es capaz de inducir la retención citoplásmica 

de p21 [121-124]. Además, las proteínas de esta familia Cip/Kip 

también son capaces de modular la progresión del ciclo celular, 

independientemente de los complejos ciclina-CDK, a través de la 

inhibición de componentes de la maquinaria de replicación. Así por 

ejemplo, p21 y p57 son capaces de unirse al antígeno de 
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proliferación nuclear (PCNA), proteína cuya función principal es dar 

procesividad a la DNA polimerasa, bloqueándose en ese momento 

la síntesis de DNA [125, 126]. Curiosamente, aunque el tercer 

miembro de la familia, p27, no parece capaz de unirse a PCNA, 

puede bloquear la replicación por medio de la inhibición de la 

proteína 7 mantenimiento de minicromosomas (MCM7), 

subunidad de la helicasa de la horquilla de replicación [127]. 

La actuación de las proteínas CKI sobre los complejos CDK-

ciclina sigue un protocolo relativamente complejo a lo largo del 

ciclo celular. Tanto CDK4 como CDK6, ambas CDK correspondientes 

a la fase G1, tienen como sustrato principal a RB [128-130].  

 

Figura 5.- Control de la progresión del ciclo celular entre fase G0/G1 y 

fase S. Los mitógenos estimulan la asociación de las ciclinas con sus 

respectivas CDK induciendo la fosforilación de pRb para la síntesis de 

proteínas requeridas en la fase S. Disntintos CKI se pueden asociar a las 
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CDK o a los complejos CDK-ciclina evitando su acción y la progresión del 

ciclo. 

 

En células en proliferación, a medida que el ciclo progresa, 

CDK4 forma complejos con ciclina D y p27 o p21, siendo en ese 

momento liberado p27 de los complejos CDK2-ciclina E y CDK2-

ciclina A por los complejos CDK4-ciclina D, evento que hace que en 

ese momento se produzca la activación del par ciclina E-CDK2 y 

ciclina A-CDK2. Así, el complejo ciclina E-CDK2 fosforila por un lado 

a p27, promoviendo su degradación, y por otro a RB lo que permite 

la continuación del ciclo hacía la fase S. La unión directa de las 

proteínas CDK4 y CDK6 a la familia de proteínas INK4 bloquea los 

complejos catalíticamente activos de ciclina D-CDK [131]. Cuando 

existe una elevada expresión de proteínas de la familia INK se 

observa la parada del ciclo celular en G1, siendo éste dependiente 

de la existencia de RB funcional [132]. 

Por otro lado p19 no es capaz de unir CDK pero interacciona 

con mdm2 siendo capaz de conducir a la parada del ciclo en G1 y G2 

[133-136]. Tal interacción conduce a la relocalización de mdm2 

mediada por estabilización de p53, desde el núcleo al nucléolo 

[135, 137]. 
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2.2.3 Vía de señalización RB/E2F 
 

El denominado punto de restricción, START o punto de no 

retorno, se localiza en la fase G1, previo a entrada en fase S. En 

situaciones fisiológicas cuando las células superan dicho punto son 

están comprometidas para completar el ciclo celular. Este punto es 

vital para las funciones normales de la célula como van a ser la 

diferenciación y la homeostasis, estando descontrolado en 

prácticamente todos los tumores humanos [138]. 

En este punto juega un papel clave el tándem formado por 

las proteínas RB y E2F. Básicamente, las proteínas de la familia RB 

actúan impidiendo la acción de E2F como factor de 

transcripción[139]. De esta forma, una vez que la existencia de 

estímulos mitóticos es suficiente, E2F puede liberarse de RB y se 

mantiene funcional independientemente de estímulos adicionales 

actuando como factor de transcripción favoreciendo la expresión 

de diversas proteínas relacionadas con el ciclo y la progresión 

celular. En cuanto al otro miembro del tándem, RB, se trata de una 

familia de proteínas que en mamíferos está compuesta por tres 

miembros, RB/p105, p107 y RB2/p130. Las proteínas RB son 

capaces de unirse a E2F, estando su actividad controlada por 

fosforilaciones, de modo que la hiper-fosforilación inactivará a las 

proteínas de la familia RB permitiendo la liberación de los factores 

de transcripción E2F que en ese momento actúan en el núcleo 
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induciendo la expresión proteica [140]. La sobreexpresión de 

cualquier miembro de la familia RB tiene como consecuencia la 

parada del ciclo en G1 al secuestrar al E2F libre [141, 142]. 

Aunque cualquier miembro de la familia es capaz de unir 

factores de transcripción de la familia E2F, RB/p105 se une 

específicamente a E2F1, además p107 y p130 son capaces de 

unirse también a ciclinas e inhibir la actividad del complejo ciclina-

CDK [143, 144]. La hiper-fosforilación de RB se lleva a cabo por los 

complejos ciclina D-CDK4 o ciclina D-CDK6 durante la fase G1 

temprana y media, y por al complejo ciclina E-CDK2 en G1 tardía; 

siendo en el primer caso primero influida por las señales mitóticas 

e independiente en el segundo [115, 145]. Mientras RB está en su 

estado hipofosforilado, inactivo, está asociado junto a E2F 

bloqueando la capacidad de este factor de transcripción de activar 

la expresión de los genes necesarios para la progresión a fase S. La 

proteína RB es responsable de la represión de la transcripción 

génica necesaria para la transición entre la fase G1 y la fase S, 

debido a que cuando está unida a la proteína E2F forma un 

complejo que bloquea los promotores de dichos genes. Junto con 

esta función es capaz de reprimir la transcripción modificando la 

estructura de la cromatina a través de la interacción con proteínas 

tales como hBRM, BRG1, HDAC y SUV39H1, involucradas en la 

respectivamente en la remodelación de nucleosomas, 

acetilación/deacetilación de histonas y mutilación [146]. 
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Finalmente, es necesario indicar que la familia de proteínas 

RB además puede participar en la regulación de la transición G1-S a 

través de mecanismos independientes de E2F. Así, p107 y p130 son 

capaces de unirse e inhibir los complejos ciclina E-CDK2 y ciclina A-

CDK2, e incrementar la tanto la transcripción como la estabilidad 

del la proteína CKI p27 [147]. 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.- Interacciones entre reguladores de la progresión hacia la fase 
S del ciclo. 

 

2.2.4 Procesos de fosforilación y defosforilación de CDK 
 

La actividad de los complejos ciclina-CDK también es 

controlada por mecanismos de fosforilación y defosforilación, 

habiendo sido descrito previamente que se mantienen inactivos 
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por la fosforilación de residuos importantes en su actividad por 

parte de las quinasas WEE1 y MYT1 [112]. La activación de estos 

complejos, cuando es necesaria, es realizada por una familia de 

fosfatasas denominada CDC25 que elimina tales fosforilaciones lo 

que permite activar al complejo ciclina-CDK. También, es necesaria 

la actividad de la denominada quinasa activadora de CDK (CAK) que 

fosforila al complejo con objeto de lograr su mayor actividad [148]. 

No todas estas proteínas se encuentran funcionales durante 

todo el ciclo celular, en concreto CDC25 está implicada en el 

control de la transición hacia la fase S (activando los complejos 

CDK2-ciclina E y CDK2-ciclina A) y en la transición hacía la fase M 

(activando el complejo CDK1-ciclina B) [149, 150]. Algo similar 

ocurre con la quinasa WEE1, que puede actuar evitando la entrada 

en la fase M al fosforilar al complejo CDK1-ciclina B [151].  

Figura 7.- Regulación mediante fosforilación de los complejos CDK-
ciclina 
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2.2.5 Degradación proteica 
 

Como ya hemos indicado anteriormente, la regulación de 

las CDK juega un papel importante en la progresión del ciclo 

celular, siendo su actividad dependiente de la unión y 

disponibilidad de la ciclina correspondiente, además de la 

expresión de un CKI específico [152]. Ello es debido tanto a la 

síntesis y como a la degradación (proteólisis) constante de las 

ciclinas, siendo este último proceso ejecutado por el sistema del 

ubiquitín-proteasoma (Ub/UPS) [153]. 

 
 

Figura 8.- Control del ciclo celular. Los fenómenos inmediatos (a) están 
controlados por fosforilaciones. El movimiento a través del ciclo (b) 
depende de la actividad de CDK y se reprime por medio de CKI. Las 
proteínas del ciclo se controlan mediante degradación por unión de Ub 
(c). 
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Además de las ciclinas, los CKI también son marcados para 

la destrucción por el sistema UPS, estando el ciclo regulado por 

modificaciones debidas a fosforilación e ubiquitinación. Este 

sistema tiene lugar en dos pasos: inicialmente se produce la unión 

covalente de múltiples moléculas de ubiquitina al sustrato 

proteico, marcándose éste para su destrucción, para a 

continuación proceder a la degradación de la proteína marcada, 

realizada por el complejo 26S del proteasoma [154]. La unión de 

múltiples moléculas de ubiquitina está mediada por tres enzimas: 

enzima activadora de ubiquitina (E1), enzima conjugadora de 

ubiquitina (E2) y la ubiquitín ligasa (E3) [155]. 

Se cree que dentro del Ub/UPS el componente E3 es 

responsable del reconocimiento de proteínas diana. Dos tipos de 

este componente E3, el primero denominado complejo SKP1–

CUL1–F-box-protein 8 (SCF) 8 y el segundo, llamado complejo 

promotor de la anafase/ciclosoma (APC/C), son los más 

importantes en lo que a regulación del ciclo se refiere [156, 157].  

Las funciones del SCF y APC/C son distintas, actuando cada 

uno en un momento diferente del ciclo; así APC/C está activo 

desde anafase hasta el final de fase G1, mientras que SCF funciona 

principalmente en la transición entre G1 y S, aunque es activo 

desde G1 tardía hasta mitosis temprana [155]. 
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Figura 9.- Actuación de los complejos SCF y APC/C en distintos estadios 
del ciclo celular. El primero actúa desde G1 tardía hasta fase M 
temprana, mientras que el complejo APC/C es activo desde fase M media 
hasta el final de G1.  
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2.3 Apoptosis 
 

La apoptosis o muerte celular programada consiste en un 

proceso ordenado por el que la célula muere ante estímulos extra 

o intracelulares [158]. Se trata por ello de un programa de muerte 

celular, secuencial y muy regulado, que puede ocurrir en distintas 

situaciones tanto fisiológicas como patológicas. Este proceso se 

caracteriza por cambios tanto bioquímicos como morfológicos, 

siendo estos la condensación nuclear, la contracción y 

fragmentación celular, entre otros [159]. Este tipo de muerte, al 

contrario de lo que ocurre en la necrosis, puede afectar a grupos 

de células o incluso a sola célula individualmente; ello permite 

minimizar el daño a células vecinas y evitar una respuesta inmune 

innecesaria [160]. Una vez desmantelada la célula, los restos 

celulares son eliminados por células fagocíticas [158].  

La apoptosis es un proceso complejo, con gran importancia 

para comprender tanto la fisiología como la fisiopatología humana 

y animal, por lo que en su estudio se ha concentrado un gran 

esfuerzo investigador [161]. En todo este proceso de muerte 

celular juega un papel importante una familia de serín-treonin 

proteasas denominadas caspasas que procesan y lisan distintos 

sustratos, tanto en el citoplasma como en el núcleo celular, dando 
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lugar a la mayoría de los cambios morfológicos que tienen lugar en 

el proceso de apoptosis [162-164]. La activación de las caspasas 

puede ser iniciada desde el exterior de la célula, a través de la 

activación de receptores, o desde la mitocondria, existiendo así 

dos vías de apoptosis, la extrínseca (vía dependiente de 

receptores) y la intrínseca (vía mitocondrial) [159]. La modificación 

de los diversos reguladores de la apoptosis puede conducir a la 

disfunción de las caspasas y potencialmente contribuir a la 

aparición de tumores en distintos tejidos [165]. 

 

2.3.1 Vía Extrínseca o dependiente de receptores 
 

La vía extrínseca puede ser activada a través de los 

receptores de muerte o death receptors de la superfamilia de 

receptores del factor de necrosis tumoral (TNFR) tales como el 

receptor CD95 (APO-1/Fas) o el receptor de TRAIL (ligando inductor 

de apoptosis relacionada con el factor de necrosis tumoral). La 

activación de cualquiera de los dos receptores resulta en la 

agregación y el reclutamiento de una molécula adaptadora 

denominada FADD (Dominio de muerte asociado a la proteína FAS) 

[166]. 

Los TNFR son una superfamilia de genes constituida por 

más de 20 miembros. Las proteínas TNFR presentan un amplio 
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rango de acciones biológicas, entre las que se encuentran la 

regulación de la muerte celular, supervivencia, diferenciación o 

control inmune [167, 168]. En los últimos años, esta familia de 

receptores ha emergido como un prometedor candidato en la 

terapia antitumoral, sin embargo todavía es necesario profundizar 

mucho más en su funcionamiento y en sus características 

específicas [169]. Estos receptores involucrados en la apoptosis 

comparten todos ellos un dominio intracelular denominado 

dominio de muerte (DD, Death domain). Dichos dominios juegan 

un papel crucial para transmitir la señal desde la superficie celular 

hacía el interior de la célula mediante diversas vías de señalización. 

Los mejor caracterizados son CD95 (APO-1/Fas), receptor 1 de TNF 

(TNFR1), receptores TRAIL 1 y 2 (TRAIL-R1 y TRAIL-R2 

respectivamente) [168, 169]. Siendo diversos sus ligados, como por 

ejemplo: el ligando CD95 (CD95L o FasL), el factor de necrosis 

tumoral alfa (TNF-α), el factor de necrosis tumoral beta (TNF-β) y 

TRAIL. Una vez activado el receptor (CD95 L o TRAIL-R) se produce 

el reclutamiento de la molécula adaptadora FADD que va ser capaz 

de reclutar a la caspasa 8 para formar el complejo DISC (complejo 

de señalización inducido por CD95) [170]. La unión de la caspasa 8 

para formar el complejo DISC conduce al autoprocesamiento de la 

misma y a su activación. Se inicia en ese momento una cascada de 

activación de diversas caspasas; así, la caspasa 8 será capaz de 
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activar a caspasas efectoras tales como la caspasa 3 que participará 

en la lisis de los diversos componentes celulares [166].  

 

2.3.2 Vía intrínseca o dependiente de la mitocondria 
 

En la vía intrínseca de la apoptosis, desencadenada en la 

mitocondria, la activación de las caspasas está ligada de forma muy 

estrecha a la permeabilización de la membrana mitocondrial 

externa debido a miembros proapoptóticos de la familia de 

proteínas Bcl-2 [171]. Distintos estímulos citotóxicos y señales 

proapoptóticas convergen en la mitocondria siendo capaces de 

inducir dicha permeabilización de la membrana mitocondrial 

externa [171, 172]. Este proceso está regulado, además de por 

miembros de la familia de proteínas Bcl-2, por lípidos 

mitocondriales, proteínas que regulan el metabolismo energético y 

componentes del poro de transición mitocondrial [171]. La 

disrupción de la membrana mitocondrial externa conduce a la 

liberación al citoplasma de proteínas que normalmente se 

encuentran en el espacio intermembranal de la mitocondria. Entre 

estas proteínas podemos incluir: citocromo C, Smac/DIABLO, 

Omi/HtrA2, AIF (Factor inductor de apoptosis) y la endonucleasa G. 

Una vez en el citosol, estas proteínas proapoptóticas 

desencadenan la activación de las caspasas [173]. 
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Uno de los más importantes mediadores mitocondriales de 

la apoptosis es el citocromo C. Esta proteína, una vez que es 

liberada en el citosol, es capaz de desencadenar la activación de la 

caspasa 3 [174]. La activación de la caspasa 3 se lleva a cabo a 

través de la formación de un complejo denominado apoptosoma 

formado por el propio citocromo C, Apaf-1 y la caspasa 9 [175]. La 

unión del citocromo C al apoptosoma conduce a la activación de la 

caspasa residente, la caspasa 9, que una vez activada va a reclutar 

y a procesar a la caspasa 3, convirtiéndola en caspasa 3 activa 

[176]. En este estado, la caspasa 3 es capaz, a su vez, de procesar 

sustratos clave en la célula, siendo capaz de inducir muchos de los 

cambios bioquímicos y celulares de la apoptosis. 

Como ya hemos indicado anteriormente, además del 

citocromo C también se liberan de la mitocondria otras proteínas, 

tales como Smac/DIABLO y Omi/HtrA2, capaces de facilitar la 

activación de las caspasas, ya que neutralizan a una serie de 

inhibidores endógenos de las caspasas denominadas proteínas 

inhibidoras de la apoptosis (IAP) tales como XIAP, cIAP1, cIAP2, 

Smac, survivina o Apollon [173, 175-179]. La existencia de 

moléculas capaces de inhibir IAP hace que exista un equilibrio 

dinámico entre los efectores pro y antiapoptóticos permitiendo a 

la célula una regulación estricta de la apoptosis por vía intrínseca. 

Si el daño mitocondrial es limitado, los IAP pueden bloquear la 

activación de caspasas iniciada por la liberación del citocromo C; 
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sin embargo, si el daño mitocondrial es más grave o afecta 

simultáneamente a muchos de estos orgánulos, las proteínas 

proapoptóticas superan y se imponen sobre las antiapoptóticas 

(IAP superadas por concentraciones citosólicas mayores de sus 

antagonistas como Smac y Htra2) neutralizándolas por su unión 

directa [166]. 

Tal vez las proteínas más importantes en el proceso de la 

apoptosis por vía son las de la familia Bcl-2 [180]. Esta familia 

puede dividirse en tres clases diferentes: antiapoptóticas, 

proapoptóticas y BH3-only [181]. Durante los últimos años, la 

familia Bcl-2 ha sido objeto de atención para el desarrollo de 

nuevas moléculas dirigidas contra las células tumorales que 

presentan resistencia a la apoptosis [180]. 

Entre los miembros de la familia Bcl-2 con función 

antiapoptótica, se incluyen las proteínas Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Mcl-1 

y Bcl-B. Estas proteínas antiapoptóticas actúan en diferentes 

situaciones: mientras que Bcl-2 es una proteína integral de 

membrana, Bcl-W y Bcl-XL se asocian estrechamente a la 

membrana tras la exposición a una señal citotóxica, existiendo 

evidencias de que cada tipo celular requiere la protección de al 

menos un miembro antiapoptótico de la familia Bcl-2, siendo la 

abundancia de este tipo de proteínas las que regulan la 

homeostasis del tejido. Así mientras que la sobreexpresión de Bcl-2 
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es una de las causas de que las células hematopoyéticas sean 

insensibles a diversos estímulos citotóxicos, por el contrario la 

inactivación de los miembros antiapoptóticos de la familia Bcl-2 

aumenta la muerte celular en distintos tipos celulares, debido al 

balance con los miembros proapoptóticos [182-185]. 

A la segunda de las clases, con función proapoptótica, 

pertenecen las proteínas Bax, Bak y Bok. Dichas proteínas son muy 

importantes, ya que son capaces de inducir la permeabilización de 

la membrana mitocondrial externa, con la consiguiente liberación 

de moléculas proapoptóticas de la mitocondria, conduciendo a la 

activación de las caspasas [181]. La inexistencia por separado de 

Bax y Bak no tiene un gran efecto, pero la inexistencia simultánea 

conduce a la inactivación de la apoptosis en muchos tejidos, siendo 

su presencia esencial para la apoptosis en la mayoría de tipos 

celulares [186-188]. Bax es una proteína monomérica que se 

encuentra en el citosol en células sanas, pero cuando la apoptosis 

se activa cambia su conformación, oligomeriza y se integra en la 

membrana mitocondrial externa [189-191]. Por otro lado Bak es 

una proteína oligomérica integral de membrana mitocondrial, y 

cuando se activa el mecanismo apoptótico es capaz de formar 

agregados de mayor tamaño molecular mediante un mecanismo 

aún no claramente elucidado [189, 190, 192, 193]. Se cree que 

tanto los polímeros de Bax como de Bak provocan o contribuyen a 

la permeabilización de la membrana externa mitocondrial, 
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permitiendo la salida de proteínas proapoptóticas aunque el 

mecanismo todavía es causa de controversia existiendo distintos 

modelos [194]. 

La tercera clase de la familia Bcl-2, la formada por las 

denominadas proteínas BH3-only, está constituida por las 

proteínas Bad, Bik, Bid, HrK, Bim, Bmf, NOXA y PuMA. Estas 

proteínas contienen un dominio que les da nombre, dominio BH3, 

capaz de unir y regular a las proteínas antiapoptóticas de la familia 

y conducir a la muerte celular en respuesta a programas de 

desarrollo o daño intracelular [195]. Se cree que estas proteínas 

actúan, uniéndose y neutralizando a los miembros antiapoptóticos 

de la familia Bcl-2, para lo cual necesitan el concurso de las 

proteínas proapoptóticas Bax y Bak [186, 196]. De forma individual, 

estas proteínas están presentes en distintos mecanismos celulares, 

así Bim y Bmf están secuestradas unidas a la dineina, que a su vez 

está asociada con los microtúbulos (Bim) y el citoesqueleto de 

actina (Bmf) [197, 198]. 
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Figura 10.- Subfamilias de proteínas Bcl-2. La mayoría de los miembros 
tienen un dominio carboxi-terminal hidrofílico que ayuda a la asociación 
con membranas intracelulares, siendo las excepciones A1 y las proteínas 
BH3-only. Se han descrito muchos otros homólogos multidominio, pero su 
función no está todavía clara. 
 

 
Figura 11.- Esquema de la inducción de la apoptosis intrínseca y 
extrínseca. La apoptosis puede ser inducida desde receptores de 
superficie, o por diversos agentes genotóxicos o metabólicos. 
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2.3.3 Apoptosis en el HCC 
 

El desarrollo y la progresión de tumores hepáticos, tanto 

HCC como tumores del árbol biliar, ha sido asociado con apoptosis 

insuficiente. Existen evidencias que indican una disrupción de la 

apoptosis durante la hepatocarcinogénesis, sobretodo en etapas 

tempranas como durante la promoción tumoral [199]. Además, 

existen gran número de estudios, tanto in vitro como in vivo y con 

pacientes, analizando la contribución de la inhibición o bloqueo de 

la apoptosis al desarrollo y progresión del HCC [102]. Está claro, 

que la inducción de la apoptosis en las células tumorales podría 

suponer una opción interesante en el tratamiento del HCC. 

La expresión de Fas se reduce mucho en el HCC, 

correlacionándose de forma inversamente proporcional con la 

diferenciación del tumor [200, 201]. Por el contrario, la sobre-

expresión de Fas inducida por p53 es capaz de incrementar la 

apoptosis cuando células derivadas de HCC son tratadas con 

diversos agentes quimioterapéuticos [202]. Sin embargo, la 

reducción de la expresión de Fas no es suficiente por si sola para 

escapar de la apoptosis y muchos HCC sobre-expresan también 

proteínas como Bcl-XL lo que les confiere resistencia a la apoptosis 

por vía intrínseca [203]. Un buen número de moléculas usadas en 
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quimioterapia (etopóxido, camptotecina, norcantharidina, etc) son 

capaces de inducir la sobre-expresión de Fas e incrementar la 

sensibilidad del HCC a la apoptosis [199].  

Se ha descrito también que las mutaciones en p53 son 

frecuentes en algunos HCC. La disfunción de p53 permite a las 

células tumorales escapar de la apoptosis y favorece la progresión 

tumoral [199]. Así, muchos agentes quimioterapéuticos inducen 

apoptosis a través de la activación de p53, mientras que los 

tumores que no expresan p53 son generalmente resistentes a la 

quimioterapia y están asociados a peores pronósticos [204]. 

También, se ha descrito que una reducción en la función de p53 

contribuye a la pérdida en la expresión de CD95 y reduce la 

sensibilidad del HCC a la apoptosis por vía extrínseca [202]. La 

microinyección con p53 wild-type el tratamiento con bleomicina 

restaura la sensibilidad a la apoptosis inducida por CD95. Sin 

embargo, en modelos en roedores, la liberación de DNA 

recombinante de p53 no parece suprimir el crecimiento del HCC 

[205]. Desgraciadamente, las pruebas clínicas llevadas a cabo con 

terapia génica basada en p53 no ofrecen todavía datos 

concluyentes de su eficacia en el tratamiento del HCC [102]. 

La inhibición de la apoptosis en el HCC también puede estar 

relacionada con diversas IAP que inhiban la activación de las 

caspasas. Un importante miembro de la familia IAP, la survivina, 
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puede jugar un papel importante en la progresión del HCC 

promoviendo la proliferación de los hepatocitos tumorales, y su 

expresión está correlacionada de forma directa con la recurrencia 

del tumor y con un mal pronóstico [206]. Algunos estudios in vitro, 

transfectando células HepG2 con oligonucleótidos antisentido 

contra survivina muestran un reducción en la proliferación celular; 

además, el tratamiento sistémico, en modelos en ratón, con dichos 

oligonucleótidos parece capaz de inhibir el crecimiento de tumores 

implantados mediante trasplante ortotópico [207]. 

Se han observado incrementos de los niveles de la proteína 

c-FLIP que pueden contribuir a la apoptosis inducida por CD95, 

TRAIL-R1 y TRAIL-R2. Así, la reducción de la expresión de c-FLIP 

mediante el tratamiento con ciclohexamida y actinomicina D 

induce una resensibilización a la apoptosis en células tumorales 

[208]. También, incrementos en la expresión de TRAIL-R1 parecen 

relacionados con los incrementos de la apoptosis inducidos por el 

cisplatino en células derivadas de HCC [209]. Además, diversos 

estudios han mostrado que diferentes agentes como inhibidores 

selectivos de la ciclooxigenasa-2 (COX-2), interferón gamma (INF-γ) 

o un antagonista del receptor mitocondrial de la benzodiacepina 

denominado PK111195, son capaces de incrementar la sensibilidad 

del HCC a los agentes quimioterapéuticos y a la radioterapia 

mediante mecanismos relacionados con una mayor sensibilidad a 

la apoptosis [210]. 
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Nuevas estrategias basadas en los RNA de interferencia 

pueden tener utilidad en el tratamiento del HCC por su capacidad 

para modular la apoptosis en los hepatocitos. Así, el bloqueo 

mediante RNA de interferencia de la sobre-expresión de la 

proteína proapoptótica Mcl-1 (miembro de la familia Bcl-2) 

aumenta la sensibilidad de células derivadas de HCC frente a 

diversos agentes quimioterapéuticos [211]. Por otro lado, la 

inhibición, mediante RNA de interferencia, del gen Gli-1 parece 

inducir apoptosis a través de una reducción en la expresión de Bcl-

2 [212]. Para evitar los potenciales efectos negativos de los RNA de 

interferencia sobre la población de hepatocitos sanos se han 

desarrollado diferentes estrategias como adenovirus capaces de 

suministrar de forma específica moléculas de TRAIL o caspasa 8 a 

las células tumorales [213, 214]. Sin embargo, se han obtenido 

algunos resultados contradictorios que muestran que la inyección 

intraarterial de dichos adenovirus, a pesar de su especificidad hacia 

las células tumorales, no parece totalmente efectiva contra el HCC 

cuando es administrada en las condiciones estándar en este tipo 

de tratamientos [215].  

 

2.4 MAPK 
 

La vía MAPK consiste en la activación secuencial de 

quinasas y funciona como un mecanismo de transducción 
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intracelular de señales muy conservado a lo largo de la evolución. 

Hasta la fecha han sido descritas cuatro cascadas dentro de la vía 

MAPK que son denominadas con el nombre de su enzima clave: 

ERK (concretamente ERK1 y ERK2), quinasa N-terminal c-Jun 1/2/3 

(JNK, existiendo JNK1-3), p38 y ERK5 [216].  

Cada cascada consiste en tres clases de serín-treonin 

quinasas muy conservadas a lo largo de la evolución y que actúan 

secuencialmente: MAPK, MAPK quinasa (MAPKK) y MAPKK quinasa 

(MAP3K). MAP3K es generalmente activada a través de 

fosforilación debido a su interacción con pequeñas proteínas de 

unión a GTP de la familia Ras/Rho en respuesta a estímulos 

extracelulares. Cuando MAP3K esta activa se encarga de fosforilar 

y activar a MAPKK que a su vez fosforila y activa a MAPK [18]. 

Finalmente, las proteínas MAPK, una vez activas, actúan sobre sus 

sustratos fosforilándolos en residuos de Serina o Treonina que van 

a estar seguidos por residuos de prolina, convirtiendo a estos 

sustratos en quinasas dirigidas de prolina lo que limita su 

especificidad [217]. 

Las diversas cascadas incluidas dentro de la familia MAPK 

permiten transmitir señales extracelulares, y controlar gran 

número de procesos fisiológicos, incluso opuestos entre sí, como 

son la proliferación, diferenciación, supervivencia, apoptosis, 

desarrollo, respuesta al estrés, etc [218]. Además, las funciones de 
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las MAPK pueden afectar a diferentes organelas subcelulares [216]. 

La desregulación de MAPK se ha relacionado con diversas 

patologías como por ejemplo el cáncer o la diabetes [218]. Además 

de tener un rol importante en la fisiología hepática, se ha descrito 

que la desregulación de MAPK puede contribuir a la 

hepatocarcinogénesis [18]. 

 

Figura 12.- Cascada de activación de MAPK. 

 

Muchas de las funciones reguladas por MAPK implican la 

fosforilación de un gran número de sustratos, incluyendo 
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miembros de una familia de quinasas denominadas proteín-

quinasas activadas por MAPK (MAPKAPK) [219, 220]. Esta familia 

incluye a las quinasas S6 ribosomales p90 (RSK), a las quinasas 

activadas por estrés y mitógenos (MSK), a las quinasas de 

interacción con MAPK (MNK), proteín-quinasas 2/3/5 activadas por 

MAPK (MK2/3/5) [217]. 

Aparte de las cascadas MAPK que hemos indicado, se han 

descrito otras moléculas similares a MAPK que han sido 

denominadas ERK3/4, ERK7/8 y quinasa similar a la proteína Nemo 

(NLK), pero hasta el momento no está claramente elucidado si son 

activadas mediante cascadas de fosforilación, por lo que no 

pueden ser consideradas MAPK genuinas [217, 221]. 

 

2.4.1 ERK1/2 
 

ERK1 fue la primera MAPK de mamífero clonada y 

caracterizada. Fue originalmente descrita por su capacidad para 

inducir fosforilaciones en respuesta a factores de crecimiento [222-

224]. ERK1 y ERK2 tiene una similitud del 83% en su secuencia 

aminoacídica y son expresadas en prácticamente todos los tejidos, 

con niveles particularmente altos en cerebro, músculo esquelético, 

timo y corazón [225]. 

Entre los factores de crecimiento que son capaces de 
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activar a ERK1 y ERK2 se incluyen PDGF, el factor de crecimiento 

epidérmico (EGF), el factor de crecimiento neural (NGF) y la 

presencia de insulina [225]. También pueden ser activados por 

ligados para receptores ligados a proteínas G heterodiméricas 

(GPCR), citoquinas, estrés osmótico y desorganización de 

microtúbulos [226].  

La cascada del ERK1/2 consiste en MAP3K (concretamente 

A-Raf, B-Raf y Raf-1, y adicionalmente en algunos tejidos 

específicos: MEKK1, Mos y Tp1/2), MAPKK (concretamente MEK1 y 

MEK2) y MAPK (ERK1 y ERK2) [226, 227]. 

En células quiescentes todos los componentes de la cascada 

ERK1/2 están localizados en el citoplasma, pero una vez activados 

una proporción significativa pasa a acumularse en el núcleo [228, 

229]. Tras su estimulación ERK1/2 fosforila a un buen número de 

sustratos, algunos de ellos localizados en el citoplasma (proteín-

quinasa asociada a muerte –DAPK-, complejo 2 de la esclerosis 

tuberosa –TSC2-, RSK, MNK, etc), en el núcleo (c-Fos, c-Myc, 

Activador de la transcripción y transductor de señales –STAT3-, 

factor nuclear activado en células T –NF-AT-, Elk-1, etc), asociados 

a membranas (CD120a, Syk y calnexina) o al citoesqueleto 

(neurofilamentos y paxilina) [217]. 

ERK1/2 parece jugar en muchos casos un papel importante 

en la proliferación celular. Así, ERK1/2 es rápidamente estimulado 

por agentes mitogénicos, y es necesario para la progresión de la 
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fase G1 a la fase S del ciclo celular en células sanas. ERK1/2 parece 

controlar la proliferación celular mediante múltiples mecanismos 

como la inducción de reguladores positivos del ciclo celular [230]. 

ERK1/2 fosforila y activa a Elk-1 que actúa como factor de 

transcripción induciendo la expresión de genes tempranos en el 

ciclo como c-Fos y la estabilización de su proteína [231, 232]. Una 

vez estabilizada la proteína c-Fos ésta puede asociarse con c-Jun y 

formar complejos transcripcionalmente activos con el factor de 

transcripción denominado proteína activadora 1 (AP-1) [233]. AP-1 

es necesario para la expresión de la ciclina D1 que formará 

complejos con CDK permitiendo la transición del ciclo G1/S [234]. 

 

2.4.2 JNK 
 

A esta cascada también se la denomina proteín-quinasa 

activada por estrés (SAPK). El primer miembro de la familia JNK fue 

originalmente descrito como una quinasa MAP-2 activada por 

ciclohexamida y posteriormente fue purificada mediante co-

inmunoprecipitación con la proteína c-Jun [235, 236]. Actualmente 

se conocen tres isoformas de JNK, denominadas JNK1, JNK2 y JNK3 

(también conocidas como SAPKγ, SAPKα Y SAPKβ 

respectivamente), con más de 85% de homología e su secuencias 

[217]. Mientras JNK1 y JNK2 están distribuidas en prácticamente 

todos los tejidos, la localización de JNK3 es más restringida 
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(principalmente en neuronas, testículos y cardiomiocitos) [237]. 

Las diferentes isoformas de JNK son activadas intensamente 

en respuesta a varios tipos de estrés celular entre los que se 

incluyen: estrés oxidativo, estrés térmico, radiación ionizante, daño 

al DNA, citoquinas, radiación ultravioleta (UV), presencia de 

agentes inhibidores de la síntesis de DNA y proteínas, ausencia de 

factores de crecimiento, determinados factores de crecimiento, 

algunos ligandos de GPCR o incluso suero [238]. La activación de 

las isoformas de JNK requiere la fosforilación dual en residuos de 

treonina y tirosina por parte de MAPKKs (en este caso MKK4 y 

MKK7, la primera de ellas también conocida como SEK1 [239]. A su 

vez, MKK4/7 son fosforiladas y activadas por un buen número de 

MAP3K (principalmente MEKK1/2/3/4, MLK1/2/3, Tp1/2, DLK, 

TAO1/2, TAK1 o ASK1/2 [240, 241]. 

Al igual que ocurre con ERK1/2, una buena proporción de 

las proteínas JNK activadas pasan al núcleo [242]. Además, el factor 

de transcripción c-Jun es también un importante sustrato de JNK 

[243]; por ejemplo, se ha descrito que en algunos casos JNK1/2 es 

regulador positivo de c-Jun y por ello podrían inducir la 

proliferación celular [244]. Así, a través de c-Jun JNK1/2 son 

capaces de promover la formación de complejos con AP-1 e inducir 

la transcripción de genes relacionados con el control del ciclo 

celular (como ciclina D1) y de otros genes que contengan el sitio 

específico para la unión de AP-1 [245]. Adicionalmente, y aunque 
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existe poca información al respecto, parece que otros factores de 

transcripción pueden ser fosforilados por JNK como p53, STAT3, c-

Myc, JunB, etc [226, 238]. 

También se ha descrito un papel de JNK en la apoptosis en 

respuesta a estrés celular [246]. Se ha demostrado que los 

fibroblastos de embriones aislados de ratones knockout Jnk1-/-

/Jnk2-/- son resistentes a la apoptosis inducida por daño al DNA y 

por radiación UV [247]. La inactivación de JNK1 y JNK2 parece 

inhibir la salida de citocromo C desde la mitocondria, indicando un 

potencial papel de JNK en la modulación de la vía intrínseca de la 

apoptosis [217]. 
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2.4.3 p38 
 

El primer miembro de esta cascada, p38α (también 

conocido como CSBP o SAPK2), que fue descrito simultáneamente 

en 1994 por tres grupos de investigación, observándose que tenía 

un 50% de homología con ERK2 [248-250]. Más tarde, se 

identificaron tres isoformas adicionales p38β, p38γ y p38δ [251]. 

Mientras que p38α y p38β son expresadas de forma ubicua en la 

mayoría de las líneas celulares y tejidos, p38γ y p38δ se expresan 

de forma más restrictiva y parecen tener funciones muy 

específicas[252]. Debido a que p38α es la isoforma con el nivel de 

expresión clara y netamente más elevado, en la mayoría de los 

artículos científicos publicados se usa el término p38 como 

sinónimo de p38α [217]. 

En la mayoría de células de mamíferos estudiadas p38 es 

intensamente activado por citoquinas inflamatorias (como TNF-α o 

la interleuquina 1, IL-1), estrés oxidativo, radiación UV, hipoxia o 

isquemia [251]. Por ejemplo, TNFα e IL-1 son capaces de promover 

la activación de varias MAP3K implicadas en la activación de p38. 

Las isoformas de p38 también pueden ser activadas por GPCR y por 

guanosín-trifosfatasas (GTPasas) miembros de la familia Rho 

(concretamente Rac y Cdc42) [253, 254]. Las principales MAPKK 
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responsables de la activación de p38 son MKK3 y MKK6, que a su 

vez son fosforiladas y activadas por un buen número de MAP3K 

(principalmente MEKK1/2/3, MLK2/3, Tp1/2, DLK, TAO1/2 y TAK1) 

[251]. 

Al igual que ocurre con otras cascadas MAPK, p38 está 

presente tanto en el núcleo como en el citoplasma de células 

quiescentes pero se acumula a nivel nuclear en situaciones de 

estrés [255]. Existe un gran número de sustratos de p38 tanto a 

nivel citoplasmático (Bax, Tau, MK2/3, MNK1/2, etc) como nuclear 

(p53, Elk1, GADD153, etc) [251]. p38 parece jugar un papel 

importante en la respuesta inmune e inflamatoria, siendo activada 

por numerosos mediadores inflamatorios extracelulares como 

lipopolisacárido, citoquinas, quimioquinas, etc [251]. Además, p38 

puede regular la producción de citoquinas proinflamatorias a 

través de una modulación del factor de transcripción κB (NF-κB) o 

a nivel de mRNA [256]. 

En algunos estudios, se ha descrito que p38 pudiera 

modular la proliferación y la supervivencia celular. Así, p38α regula 

negativamente la progresión del ciclo celular (principalmente a 

nivel de las transiciones G1/S y G2/M) mediante diferentes 

mecanismos como la reducción en la expresión de ciclinas y la 

sobre-expresión de CKI [257]. Existe aún cierta controversia sobre 

el efecto de p38α en la supervivencia celular, habiendo estudios 

que lo relacionan con funciones pro-supervivencia aunque la 
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mayoría lo asocian con la apoptosis inducida por estrés celular (a 

través de vías relacionadas con proteínas de la familia Bcl-2 tanto 

pro- como antiapoptóticas o incluso a través de receptores de 

muerte) [258]. 

Finalmente, cabe destacar que las isoformas de p38 pueden 

actuar fosforilando y activando a un buen número de proteínas de 

la familia MAPKAPK (incluyendo a MNK1 o MK2/3/5) [217]. 

 

2.4.4 ERK5 
 

ERK5 (también conocido como quinasa 1 MAP grande –

BMK1-) tiene el doble de tamaño que el resto de MAPK 

(aproximadamente 100 kDa), su extremo N-terminal contiene un 

dominio quinasa con una homología de 51% respecto de ERK2 

[259-261]. Se caracteriza por tener un único extremo C-terminal 

que contiene una señal de localización nuclear y una región rica en 

prolina, habiendo sido descritas tres isoformas hasta la fecha 

(ERK5a, ERK5b y ERK5c) [262]. ERK5 se expresa en muchos tejidos, 

pero aparece en mayores niveles en cerebro, timo y bazo [263]. 

ERK5 se activa en respuesta a factores de crecimiento, 

estrés oxidativo, hiperosmoralidad o tras la administración de 

suero [264]. La principal MAPKK implicada en la activación de ERK5 

es MEK5, que a su vez es activada por MAP3K como MEKK2 y 

MEKK3 [265]. 
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Tal como ocurre con otras MAPK, ERK5 se transloca al 

núcleo cuando es activada, pero también cuando es co-expresada 

con MEK5 [264]. Entre los principales sustratos de ERK5 se 

encuentras c-Myc, conexina, Bad y otras proteínas [264, 266]. Al 

igual que ocurre con ERK1/2, la activación de ERK5 parece 

promover la transición del ciclo celular en G1/S a través de un 

mecanismo relacionado con el incremento en la expresión de la 

ciclina D1 [267]. Adicionalmente, parece que ERK5 favorece la 

entrada del ciclo en la fase S en respuesta a factores de 

crecimiento [266]. 

 

2.4.5 MAPK en el HCC 
 

La gran heterogeneidad genética que exhibe el HCC sugiere 

que existen múltiples vías moleculares implicadas en la 

hepatocarcinogénesis y por ello potenciales dianas para su 

tratamiento [35, 268]. Dada su relación con procesos de 

proliferación, supervivencia y apoptosis, entre dichas vías 

moleculares se pueden incluir las cascadas MAPK. Debido a su 

papel fundamental en diversas funciones celulares, la 

desregulación de MAPK ha sido implicada en el desarrollo de 

diversos tipos de tumores, entre ellos el HCC [269]. Así, la 

activación aberrante de ERK ha sido relacionada con el incremento 

del tamaño de los tumores en HCC [270, 271]. Además, algunos 
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autores han descrito incrementos en los niveles expresión y de 

fosforilación de ERK1/2 en el 91% y 69% de los HCC 

respectivamente [272]. Otros autores han indicado incrementos en 

la actividad de ERK1/2 al comparar tejido tumoral de HCC humano 

con el tejido adyacente no tumoral; dicha actividad se 

correlacionaba directamente con un incremento en la expresión de 

la ciclina D1 en el tumor, lo que favorecería su progresión [273]. 

Como ya hemos puesto de manifiesto, entre los agentes 

etiológicos responsables del desarrollo del HCC se pueden citar 

HBV, HCV y otras situaciones en las que puede existir un 

incremento en la producción de citoquinas pro-inflamatorias como 

TNF-α e IL-1 que a su vez pueden activar diferentes MAPK como 

JNK o p38 [274]. A pesar del papel descrito de las MAPK en la 

proliferación y supervivencia, a día de hoy todavía existe cierta 

controversia al haberse publicado efectos de estas quinasas en la 

inducción de apoptosis bajo determinadas situaciones [274]. Así, 

por ejemplo se ha descrito que la activación de p38 es capaz de 

inducir apoptosis en células derivadas de HCC, y que su reducción 

puede favorecer la resistencia a la apoptosis llevando a un 

crecimiento incontrolado de las células tumorales [274]. 

Resultados similares se han descrito utilizando células tumorales 

no hepáticas; así, se ha descrito que la activación de p38, junto con 

la supresión de ERK, es capaz de inducir la vía intrínseca de la 

apoptosis y activar a la caspasa 8 produciendo la muerte de células 
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derivadas de linfoma y de cáncer de pulmón [275]. 

Aproximadamente del 50% al 60% de los HCC muestran un 

incremento de la expresión de JNK1 al compararlos con el tejido 

adyacente, mientras que no existe dicho incremento en el caso de 

JNK2 [276-278]. Esos datos parecen indicar que JNK, especialmente 

JNK1, juega un papel importante en el desarrollo del HCC. Estudios 

in vitro han demostrado que diferentes proteínas presentes en 

HBV y HCV pueden activar a la vía JNK e incrementar la 

proliferación celular, indicando su papel en el HCC de origen viral 

[277, 279-281]. Otros estudios han puesto de manifiesto que 

hepatocitos Jnk1-/- proliferan menos (con reducción en el marcador 

Ki67) que los wild-type tras hepatectomía parcial en ratones. Dicha 

reducción en la proliferación parece relacionada con un 

incremento en la expresión del inhibidor del ciclo celular p21, junto 

con la reducción en la expresión de c-Myc (a su vez regulador 

negativo de p21) en los hepatocitos Jnk1-/-. Sin embargo, los 

hepatocitos Jnk2-/- mostraban una proliferación similar a los wild-

type [276]. La administración de dietilnitrosamina, molécula 

comúnmente utilizada para inducir HCC en modelos animales, 

produce un importante incremento en la activación de JNK, con 

incremento en la producción de especies reactivas de oxígeno 

(ROS), cuando se bloquea previamente al factor de transcripción 

NF-κB [282]. Adicionalmente, JNK1 parece tener un papel 

importante en la angiogénesis del HCC a través de incrementos en 
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la expresión de VEGF [276]. Sin embargo, hay algunos estudios que 

muestran que la deficiencia de JNK simultáneamente en 

hepatocitos y en células mieloides parece capaz de reducir la 

inflamación hepática y el desarrollo de HCC tras administración de 

dietilnitrosamina en ratones Jnk1-/-/Jnk2-/- [283]. Está claro que son 

necesarios más estudios para elucidar claramente el efecto dual 

que JNK puede tener en la hepatocarcinogénesis. 

Por otro lado, en ratones knockout para p38α se observa un 

incremento en la acumulación de ROS, con activación de JNK, daño 

hepático y aumento proliferación celular tras la administración de 

dietilnitrosamina [284]. Además, el bloqueo específico de p38α 

lleva a un incremento en la liberación de IL-1a en los hepatocitos 

necróticos que puede inducir a las células de Kupffer a producir 

diferentes citoquinas como TNF-α, interleuquina 6 (IL-6) o factor 

de crecimiento de hepatocitos (HGF), promoviendo la proliferación 

de hepatocitos (Nakagawa 2012). La activación de p38 y de NF-κB, 

tanto en hepatocitos como en células mieloides (como las células 

de Kupffer), reduce la expresión de dichas citoquinas tras la 

administración de DEN, lo que sugiere que un papel protector 

frente al HCC [282, 284]. Otros estudios, indican que el papel 

antitumoral de p38α, en el HCC avanzado, también podría estar 

relacionado con la supresión de la proliferación de los hepatocitos 

malignos, puesto que el bloqueo de p38α resulta en la sobre-

expresión de JNK/c-Jun [285]. Dichos resultados están en 
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concordancia con otros que muestran una reducción de la vía p38 

al comparar tejidos derivados de HCC humanos con los tejidos 

adyacentes, observándose que cuanto mayor era la extensión del 

HCC menor era la expresión de p38 [274]. 

Finalmente, cabe indicar que al estudiar las complejas 

interrelaciones entre JNK y p38 recientes estudios han sugerido la 

posible intervención diversas MAP3Ks en el proceso de 

hepatocarcinogénesis [18]. Así, parece que la proteína TAK1 

podría, a través de la activación de la vía dependiente de NF-κB, 

actuar como supresora de tumores en hepatocitos [286, 287]. 

Además ASK1, otra MAP3K que activa selectivamente a JNK y a p38 

respuesta a diversos estímulos, podría jugar un importante papel 

no sólo en la hepatocarcinogénesis sino también en el tratamiento 

del HCC, pues puede inducir apoptosis. En este sentido, es 

necesario indicar que la activación de JNK y la hiperfosforilación de 

Bim, fenómenos necesarios para la inducción de la apoptosis por 

vía extrínseca, se ven atenuados en ratones Ask1-/-, efecto que se 

ve acompañado de una menor expresión de p38 [288]. 
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2.5 Melatonina 
 

Como veremos a continuación la melatonina es una 

molécula natural producida por un gran número de seres vivos y 

que, por lo tanto, aparece en dichos organismos de forma normal a 

niveles fisiológicos. Dadas sus múltiples propiedades, en los 

últimos años esta molécula está siendo objeto de atención por la 

comunidad científica.  

Como ya se ha indicado, en la presente Tesis Doctoral se 

evaluarán los efectos que la melatonina puede tener sobre la 

proliferación y la apoptosis de hepatocitos tumorales humanos, 

aspecto desconocido hasta el inicio de nuestros experimentos. 

 

2.5.1 Estructura y síntesis 
 

La melatonina (N-acetil-5-metóxitriptofano), es una 

neurohormona de naturaleza indólica, concretamente una 

indolamina, altamente conservada a lo largo de la evolución. La 

presencia de la melatonina ha sido descrita en una gran variedad 

de seres vivos desde bacterias y protozoos, hasta plantas, hongos e 

invertebrados. En vertebrados y en concreto en mamíferos, la 

melatonina se sintetizada principalmente en la glándula pineal, o 
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epífisis, aunque existen otras fuentes de melatonina como son la 

retina, la médula ósea, la piel, el tracto gastrointestinal, etc [289].  

La molécula de la melatonina posee características tanto 

hidrofílicas como lipofílicas, pudiendo atravesar fácilmente la 

mayoría de las barreras biológicas incluyendo la barrera 

hematoencefálica o la placenta [290-293]. 

 
Figura 13.- Estructura de la molécula de la melatonina. 

 

La producción pineal de la melatonina se lleva a cabo a lo 

largo de determinados momentos del día, en lo que se podría 

calificar como secreción rítmica, ejerciendo efectos 

cronobiológicos en el organismo [294, 295]. Sin embargo, la 

producción extra-pineal de melatonina, incluso en la retina, es muy 

reducida y su contribución a los niveles sistémicos de hormona 

poco importante [296]. 

La síntesis de la melatonina parte del triptófano y es 

directamente dependiente de la disponibilidad del mismo. Dicha 

síntesis a nivel fisiológico es un proceso altamente regulado [297]. 
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Así, el triptófano es transformado en serotonina (5 

hidroxitriptamina) y posteriormente en N-acetilserotonina en una 

reacción catalizada por la enzima aril-alquil-amina N-

acetiltransferasa (NAT) que constituye uno de los pasos limitantes 

en la síntesis. Finalmente, la N-acetilserotonina se transforma en 

melatonina en una reacción catalizada por la enzima hidroxiindol-

O-metiltransferasa (HIOMT), que constituye el otro paso clave de la 

ruta biosintética [298].  

La secreción de melatonina viene determinada por los ciclos 

de luz/oscuridad, información que es captada por la retina y 

alcanza el núcleo supraquiasmático del hipotálamo a través de los 

nervios espinotalámicos. Así, en humanos y en el resto de especies 

con actividad diurna, tiene lugar durante la noche, alcanzando los 

niveles máximos de melatonina entre las 3 y las 4 de la madrugada, 

mientras que los niveles diurnos son indetectables o muy 

bajos[289]. En dicho control de la secreción fisiológica de la 

melatonina parecen actuar diversos factores de transcripción, 

como principalmente AP-1 y la proteína de unión a elementos de 

respuesta al AMP cíclico (CREB) [299]. 
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Figura 14.- Síntesis de la melatonina. 

 

No existe un tejido concreto de almacenamiento para esta 

hormona, por lo que los niveles detectados en plasma son los 

empleados como reflejo de la actividad de la glándula pineal. La 
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melatonina se caracteriza por una gran solubilidad tanto en agua 

como en lípidos, propiedad que facilita el paso través de las 

membranas celulares de forma directa o a través de receptores, 

llegando a todos los fluidos, tejidos y compartimentos celulares 

[289]. 

La degradación de la melatonina tiene lugar principalmente 

en el hígado, donde se metaboliza el 90% de la melatonina 

circulante, siendo excretada en la orina en forma mayoritaria como 

sulfato y en menor medida en forma de conjugado con glucurónico 

[300]. 

 

2.5.2 Receptores celulares  
 

Los efectos de la melatonina, tanto a nivel fisiológico como 

farmacológico, parecen depender de procesos tanto dependientes 

como independientes de sus receptores celulares [301]. Así, se ha 

descrito la presencia de diversos tipos de receptores, tanto de 

membrana como citosólicos o nucleares en diferentes especies y 

tejidos [302]. 

En cuanto a los receptores de melatonina, existen tres 

receptores de membrana en vertebrados, aunque solamente dos 

han sido identificados en humanos, MT1 (o Mel1a) y MT2 (Mel1b). 
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Éstos, pertenecen a familia de receptores acoplados a proteína G, 

su unión inducirá cambios en la síntesis de adenosín monofosfato 

cíclico (cAMP) que puede iniciar una cascada de señalización 

intracelular. Estos dos receptores están constituidos por siete 

dominios transmembrana que comparten una elevada homología 

en cuanto a sus aminoácidos y difieren en si localización tisular, y 

en la localización génica dentro de los cromosomas [301]. La 

proteína G a la que van ligados consta de dos subunidades Gi/G0 y 

su activación va acoplada a la inhibición de la adenilato ciclasa (lo 

que induce una reducción en la síntesis de cAMP), así como a la 

activación de la fosfolipasa C. Tal activación conduce a la formación 

de diacilglicerol capaz de activar la proteína quinasa C (PKC) que 

conduce a la fosforilación y activación de la fosfolipasa A2 con la 

consecuente liberación de ácido araquidónico [303, 304]. 

Además, la enzima quinona reductasa tipo 2 (NQO2) ha sido 

identificada como el primer receptor citosólico de la melatonina 

siendo denominada MT3. Esta enzima pertenece a un grupo de 

reductasas que participan en la protección celular frente al estrés 

oxidativo previniendo la transferencia de electrones desde diversas 

quinonas [305]. Así se han realizado estudios con ratones 

deficientes en MT3, en los que dichos ratones mostraron una 

disminución en la unión a 125I, 5-methoxycarbonylamino-N-

acetyltryptamina, un radioligando específico y análogo de la 

melatonina [306]. Otros estudios mutacionales y mediante la 
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utilización de resonancia magnética, plantean la hipótesis de que 

pese que el indol es capaz de unirse a la quinona, dicha unión no se 

produce en el centro activo del enzima, por lo que no parece 

modificar su actividad metabólica [307, 308]. 

Dada la capacidad de la melatonina para atravesar 

membranas lipídicas dicha hormona podría interaccionar con 

receptores nucleares, pudiendo mediar a través de los mismos el 

crecimiento y la diferenciación celular [309]. Dichos receptores 

presentes en el núcleo forman parte de la superfamilia de 

receptores para hormonas esteroides y más concretamente a la 

familia del receptor huérfano relacionado con el ácido retinoico/ 

receptor Z de retinoides/ (ROR/RZR). A fecha de hoy se han 

descrito 2 de estos receptores nucleares para la melatonina: el 

denominado receptor nuclear alfa de la melatonina (RORα) y el 

receptor nuclear beta de la melatonina (RORβ). Curiosamente, 

mientras que RORα es expresado en gran número de células y 

tejidos, el receptor RORβ ha sido solamente detectado en el 

cerebro y en la retina [310]. La unión de la melatonina a los 

receptores ROR hace que éstos se unan a regiones concretas de 

ciertos genes y promuevan, por este mecanismo la transcripción de 

genes diana implicados en funciones como la supervivencia, la 

proliferación y la diferenciación celular [311]. 
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2.5.3 Principales efectos conocidos 
 

En la actualidad existen una pléyade de estudios indicando 

los muy diversos efectos que la melatonina pudiera tener en 

diversos procesos tanto fisiológicos como fisiopatológicos. Esta 

molécula parece ser capaz de afectar a diversas vías de 

señalización intracelular y proteger a las células sanas frente a 

distintos tipo de daño [294-296, 300, 312]. A nivel fisiológico, los 

principales efectos de la melatonina están relacionados con su 

capacidad para regular la producción hormonal y la regulación de 

los diversos ritmos circadianos e incluso estacionales en algunos 

animales [294]. 

Entre los diversos efectos de la melatonina se encuentra su 

capacidad para actuar como antioxidante, neutralizando a los ROS 

producidos durante el metabolismo normal de la célula. El ROS 

más abundante formado durante el metabolismo celular es el 

radical superóxido (O2˙-). Dicho radical es capaz de formar peróxido 

de hidrógeno (H2O2) a través de la reacción catalizada por la 

enzima superóxido dismutasa (SOD). El peróxido de hidrógeno en 

presencia de metales de transición por medio de la reacción de 

Fenton, se convierte a radical hidroxilo (˙OH) [313, 314]. El radical 

hidroxilo es el ROS más dañino producido por las células, siendo 

capaz de reaccionar con cualquier molécula de la célula, 

destruyéndola [314]. La melatonina es capaz de neutralizar 
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directamente a los principale ROS y con ello inhibir la peroxidación 

lipídica. Además es capaz de estimular distintas enzimas 

antioxidantes como son la SOD, la glutatión peroxidasa (GPx), la 

glutatión reductasa y la catalasa (CAT). Así, aumenta los niveles de 

glutatión intracelulares estimulando la γ-glutamilcisteina sintetasa. 

Junto con estas enzimas es capaz de inducir la glutatión reductasa, 

GPx, glucosa 6-fosfato deshidrogenada, Cu/Zn-SOD, Mn-SOD o 

CAT, disminuyendo las enzimas prooxidantes como la oxido nítrico 

sintasa inducible (iNOs) y la lipooxigenasa, lo que reduce además la 

formación de aductos en el DNA, siendo por todos estos efectos 

una molécula considerada antiapoptótica en células normales [315, 

316]. 

Por otro lado, se ha descrito que la melatonina, junto con 

sus efectos antioxidantes en las células, presenta efectos 

inmunomoduladores. De esta forma parece ser capaz de inducir la 

estimulación de las células T, células B, Natural Killer o monocitos, 

aumentando la proliferación de los timocitos e incluso, en 

determinadas circunstancias, incrementando la liberación de 

citoquinas [300]. 

También están claros los efectos anti-inflamatorios que la 

administración de melatonina tiene en diversas situaciones. Dichos 

efectos parecen relacionados con la regulación de diversas vías 

moleculares. Así, parece capaz de inhibir la expresión de la iNOS y 
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de la COX-2, limitando la producción de óxido nítrico (NO), 

prostanoides y leucotrienos, además de otros mediadores 

inflamatorios como citoquinas, quimioquinas y moléculas de 

adhesión. La melatonina parece capaz de modular a diversos 

factores de transcripción como NF-κB, el factor inducible por 

hipoxia (HIF) o el factor relacionado con el factor nuclear eritroide 

2 (Erf2) [312]. 

Se ha demostrado que la melatonina tiene actividad 

oncostática tanto in vivo como in vitro en distintos tipos de 

tumores, siendo estas acciones mediadas por su influencia en el 

sistema neuroendocrino y sus propiedades inmunoestimuladoras, 

incluyendo también un efecto directo sobre la proliferación de las 

células neoplásicas [302, 317-324]. Muchos de los datos que 

existen sobre la acción oncostática de la melatonina se derivan de 

estudios en cáncer de mama, donde la melatonina en 

concentraciones fisiológicas tiene efectos inhibitorios sobre el 

crecimiento de células en cultivo in vitro, debido a la inducción a 

través de la melatonina una parada del ciclo celular en la fase G2, 

debido a la inhibición de la síntesis de DNA [325, 326]. 

Aparte de los datos existentes en células de cáncer de 

mama en cultivo, existen distintas investigaciones realizadas con 

otras células que también describen un efecto oncostático de la 

melatonina, siendo ejercido el efecto de la melatonina a través de 
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la regulación de los receptores esteroideos, a través de la 

señalización Ca2+-calmodulina o de la activación de los receptores 

de membrana o de la supresión de la captación de ácidos grasos 

mediado por la activación de los receptores de membrana [327, 

328]. Sin embargo, hasta el inicio de nuestro trabajo no se conocía 

el efecto directo que la melatonina podría tener sobre la 

proliferación y la apoptosis en el HCC, ni cuáles eran los 

mecanismos implicados en dichos efectos. 
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3.1 Ámbito y financiación del trabajo. Consideraciones 
legales y éticas. 

 

Este trabajo de experimentación se ha desarrollado en su 

totalidad en las instalaciones del Instituto Universitario de 

Biomedicina (IBIOMED) de la Universidad de León. 

Para la realización del trabajo se ha recibido financiación de 

la Fundación Investigación Sanitaria de León y de la Junta de 

Castilla y León (Ref LE117A11-2). 

La presente investigación fue aprobada por el Comité de 

Ética de la Universidad de León, respetándose los principios 

fundamentales establecidos en la Declaración de Helsinki, en el 

Convenio del Consejo de Europa relativo a los Derechos Humanos y 

la Biomedicina, en la Declaración Universal de la UNESCO sobre el 

Genoma Humano y los Derechos Humanos [329-332]. Además, se 

cumplió con los requisitos establecidos en la Ley 14/2007, de julio, 

de Investigación Biomédica [333]. Todos los experimentos 

realizados se ejecutaron siguiendo las pautas recogidas en la 

normativa internacional GLP (Good Laboratory Practices [334]. 
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3.2 Cultivo celular 
 

Para la realización del estudio se ha utilizado la línea celular 

HepG2, derivada de hepatocarcinoma humano. Dicha línea celular 

fue adquirida a la Colección Americana de Cultivos Tipo (American 

Type Culture Collection, ATCC, Manassas, Virginia, EE.UU.). 

De forma rutinaria las células se crecieron en forma de 

monocapa en medio Dulbecco’s Mofified Eagle Medium (Life 

Technologies, Carlsbad, California, EE.UU) suplementado con suero 

bovino fetal 10% (Life Technologies), penicilina 100 U/mL (Life 

Technologies), Glutamax 4mM (Life Technologies) y piruvato 

sódico 100µg/mL (Life Technologies). Las células se mantuvieron 

en un incubador (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, EE.UU) en condiciones controladas de temperatura 

(37°C) y humedad (95%), con un aporte de aire y CO2 constante 

(95% y 5% respectivamente). Estas células fueron mantenidas en 

flask T75 (BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey, EE.UU.), 

renovando el medio cada 48 horas. Además, las células eran 

pasadas al alcanzar la máxima confluencia, aproximadamente una 

vez cada diez días, utilizando un volumen final de cultivo de 10 mL. 

Para el procedimiento de pase de las células se utilizó el 

procedimiento de tripsinización. Mediante este método, tras la 

eliminación del medio de cultivo, por aspiración, y la eliminación 
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de remanentes del mismo mediante el lavado con tampón fosfato 

salino (Phosphate Buffer Saline, PBS, Life Technologies), se añadió 

tripsina (Life Technologies) a las células. Tras 5 minutos de 

incubación con la tripsina en el incubador (37ºC), se procedió a la 

neutralización de la misma con medio completo. A continuación se 

recogieron las células en un falcon (BD Biosciences) para 

posteriormente centrifugarlas a 1100 rpm durante 3 minutos a 

temperatura ambiente. Más tarde se eliminó el sobrenadante y se 

resuspendieron las células en medio para, a continuación, 

proceder a su contaje. Tras el proceso, las células eran diluidas con 

medio de cultivo y sembradas en flasks T75 a razón de dos millones 

de células por flask.  

 

 

3.3 Diseño experimental 
 

Una vez que las células HepG2 llegaban a subconfluencia 

eran tripsinizadas y transferidas a los recipientes de cultivo donde 

se iban a realizar los experimentos. En tales placas de cultivo se 

incubaban las células hasta alcanzar una confluencia del 95%, 

momento en el que se procedía al tratamiento de las células a las 

concentraciones y tiempos indicados para cada experimento. La 

melatonina y otros reactivos se obtuvieron de Sigma (St Louis, 

Missouri, EE.UU.) a menos que se indique lo contrario en el texto. 
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3.3.1 Grupos experimentales 
 

Para llevar a cabo el estudio sobre los efectos de la 

melatonina a distintas concentraciones y tiempos de 

administración sobre células de HCC humano, las células HepG2 

fueron sembradas en las condiciones ya indicadas en el capítulo 

sobre cultivo celular. Transcurridas 24 horas las células eran 

tratadas con melatonina a diversos periodos de tiempo 

dependiendo del experimento (0, 2, 4, 6, 8 y 10 días).  

La melatonina empleada para los tratamientos fue disuelta 

previamente en dimetilsulfóxido (DMSO) al 0,2% para preparar 

seguidamente una solución madre de melatonina 10000 µM a 

partir de la cual se realizaron diluciones con medio de cultivo, 

hasta las concentraciones utilizadas que se indican en los diversos 

experimentos. 

Como control se utilizó un grupo, con medio sin 

melatonina, que se mantuvo en las mismas condiciones y tiempos 

que el resto de los grupos tratados. 

Además, se añadió un grupo tratado con vehículo, que 

consistía en medio de cultivo con DMSO al 0,2% para estudiar los 

posibles efectos de dicha sustancia en nuestras condiciones 

experimentales.  
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3.4 Métodos analíticos 
 

3.4.1. Viabilidad celular mediante el ensayo de MTT 
 
Fundamento 

La reducción de sales de tetrazolio es ampliamente 

aceptada como un modo fiable de medir la proliferación celular. El 

compuesto denominado MTT (químicamente Bromuro de 3-(4,5- 

dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) es reducido por las células 

metabólicamente activas, en parte por la acción de las 

deshidrogenasas celulares, generando equivalentes reductores 

como el NADH y NADPH. El resultado es la formación intracelular 

de un compuesto coloreado denominado formazán púrpura. El 

número de células vivas será directamente proporcional a la 

cantidad de formazán sintetizado. Dicho compuesto puede ser 

solubilizado y fácilmente cuantificado por métodos 

espectrofotométricos [335].  

 

Procedimiento 

Transcurridas 24 horas tras la siembra de alícuotas de 

15.000 células en placas de 24 pocillos (BD Biosciences), se 
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procedió al inicio del tratamiento con la melatonina. En este 

experimento se analizaron los efectos de la melatonina a 

concentraciones de 0 µM, 100 µM, 250 µM, 500 µM, 1000 µM, 

2500 µM, 5000 µM y 10000 µM, cuando era administrada en 

periodos de tiempo de 0, 2, 4, 6, 8 y 10 días. 

Tras la incubación a los diversos con el indol, se procedió a 

cambiar el medio de las células por medio sin suero y a añadir 100 

µL de una solución conteniendo 5 mg/mL de MTT (Sigma –Aldrich, 

St. Louis, Missouri, EE.UU.). Al cabo de tres horas en el incubador, 

se retiró el medio y se disolvieron las sales de formazán utilizando 

dimetlsulfóxido (DMSO) (Sigma-Aldrich). Tras ello se procedió a la 

lectura en el espectrofotómetro a una longitud de onda de 560 nm. 

(Synergy HT, Bio-Tek Instruments, Winooski, Vermont, EE.UU.).  

 

 

3.4.2. Viabilidad celular mediante la liberación de lactato 
deshidrogenasa al medio de cultivo 
 
Fundamento 

La lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima 

citoplasmática que se encuentra en la mayoría de las células 

(incluyendo los hepatocitos) encargándose en la transformación de 

lactato en piruvato durante el metabolismo celular. La liberación 

de dicha enzima citoplasmática al medio de cultivo, debido a la 
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pérdida de la integridad celular, se utiliza usualmente para método 

complementario para la cuantificación de la viabilidad celular. 

Existen diversos métodos para la determinación de la cantidad de 

LDH al medio de cultivo, la mayoría se basa en la capacidad de la 

enzima LDH para transformar NAD a su forma reducida NADH 

debido a la oxidación de lactato en piruvato. A continuación, una 

reacción acoplada catalizada por la enzima diaforasa, utilizando el 

NADH recién formado, catalizará la transformación de una sal de 

tetrazolio en formazán rojo cuya absorbancia puede ser detectada 

espectrofotométricamente en longitudes de onda comprendidas 

entre 490 y 520 nm. La cantidad de formazán rojo producido será 

proporcional a la cantidad de LDH liberado al medio de cultivo por 

la ruptura celular [336].  

 

Procedimiento 

Para este análisis se utilizó un kit comercial denominado In 

Vitro Toxicology Assay kit Lactic Dehydrogenase Based (Sigma, St 

Louis, Missouri, EE.UU.).  

Al igual que en el ensayo del MTT, Transcurridas 24 horas 

tras la siembra de las células HepG2 en placas de 24 pocillos (BD 

Biosciences), a razón de 15000 células por pocillo, se procedió al 

inicio del tratamiento con la melatonina. En este experimento se 

analizaron los efectos de la melatonina a concentraciones de 0 µM, 

100 µM, 250 µM, 500 µM, 1000 µM, 2500 µM, 5000 µM y 10000 
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µM, cuando era administrada en periodos de tiempo de 0, 2, 4, 6, 8 

y 10 días. 

Trascurridos los diversos tiempos de tratamiento, se 

procedió a la aspiración del medio de cultivo y su análisis según lo 

indicado por el fabricante del kit. Básicamente, tras la aspiración 

del medio alícuotas de 5 μL fueron transferidas a una placa de 96 

pocillos e incubadas con 10 μL del sustrato comercial de la 

reacción, durante 30 minutos a temperatura ambiente. 

Posteriormente, la procedió a parar la reacción mediante la 

adicción de 1,5 μL de HCl. Finalmente, se procedió a la 

cuantificación de la absorbancia a 490 nm utilizando un lector de 

placas (Synergy HT HT Multi- Mode Microplate Reader, Bio-Tek 

Instruments, Inc., Winooski, Vermont, EE.UU.). 

 

 

3.4.3 Ciclo Celular mediante citometría de flujo 
 
Fundamento 

La citometría de flujo, o FACS (del inglés Fluorescence-

Activated Cell Sorting) es una metodología que se basa en que 

células o partículas en suspensión atraviesen una fuente de luz 

(generalmente un láser), recogiéndose los datos de la fluorescencia 

o la luz reflejada lo que permite obtener información sobre sus 

características físicas y/o químicas. Se trata de una técnica que 
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permite examinar un gran número de células en un breve espacio 

de tiempo. La cuantificación de las fases del ciclo celular por 

citometría de flujo o FACS, se basa en la utilización de un 

fluoróforo capaz de unirse de forma no covalente al DNA de las 

células, siendo este el ioduro de propidio. Una vez en el interior 

celular, el ioduro de propidio es excitado por un laser a una 

determinada longitud de onda emitiendo fluorescencia 

proporcional a la cantidad de DNA de la célula [337].  

 

Procedimiento 

Trascurridas 24 horas tras la siembra de 200000 células por 

flask T25 (25 cm2)(BD Biosciences), se dio inicio al tratamiento con 

la melatonina, a tiempos de 0, 2, 4, 6, 8 y 10 días, con la dosis de 

1000 μM, la dosis más baja con la que se había observado un 

descenso significativo en la viabilidad celular. Finalizados los 

tratamientos, se llevo a cabo la tripsinización y recogida de las 

células. A continuación, se centrifugaron dichas células durante 5 

min a 1500 rpm, procediéndose a la aspiración del sobrenadante y 

al lavado y posterior resuspensión en 500 µL de PBS frío (Life 

Technologies). La fijación de las células se realizó con etanol al 70% 

(Merck, Whitehouse Station, New Jersey, EE.UU.) en PBS durante 2 

horas a -20ºC. Transcurrido este tiempo, se centrifugaron a 1000 

rpm, durante 5 min a temperatura ambiente, se aspiró el 

sobrenadante y las células se resuspendieron en 5 mL de PBS. Tras 
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un minuto se procedió de nuevo a centrifugar las células a 2000 

rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente. Una vez obtenido 

el pellet se eliminó el sobrenadante y las  células se 

resuspendieron en 1 mL de solución de Ioduro de Propidio con 

RNAasa (BD Biosciences) y se incubaron 15 min a temperatura 

ambiente para permitir la acción de la RNAasa. Concluido este 

tiempo se dispuso a pasar las células por el citómetro de flujo 

(FACS Calibur, BD Biosciences).  

Para la adquisición en el citómetro de flujo se establecieron 

los siguientes plots: 

• FSC – SSC (Tamaño relativo – complejidad interna). 

• FL2A (Medición del área de la señal de fluorescencia 564-

604 nm, del ioduro de propidio). 

• FL2H (intensidad de la fluorescencia del ioduro de propidio, 

medida como altura de la señal). 

• FL2A – FL2W (área de la señal de la fluorescencia del ioduro 

de propidio – anchura de la señal de dicha fluorescencia). 

Tras la adquisición de 10000 eventos por muestra a una 

velocidad baja, se realizó su análisis utilizando el programa Modfit 

LT (Verity Software House,Topsham, Maine,EE.UU.). 
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3.4.4 Preparación de homogeneizados totales 
 
Fundamento 

Se denomina homogeneizado total o fresco al obtenido tras 

proceder a la lisis celular utilizando un tampón que sea capaz de 

romper las membranas celulares, obteniendo de esta forma el 

total de las proteínas celulares. Para ello las células son tratadas 

con un tampón, conteniendo diversas sales y detergentes, cuya 

concentración tenga la suficiente capacidad iónica para producir la 

lisis de las membranas. En el presente procedimiento se utiliza un 

buffer conteniendo, entre otros elementos, cloruro sódico, 

detergente NP-40 y varios inhibidores de proteasas para así evitar 

la degradación de las proteínas presentes en las muestras [338]. 

 

Procedimiento 

En todos los casos en los que fue necesaria la preparación 

de homogeneizados totales, 24 tras la siembra de las células éstas 

eran tratadas con melatonina a los diversos tiempos y 

concentraciones indicados en cada experimento. Tras los tiempos 

de incubación, las células eran lavadas dos veces con PBS frío, 

añadiéndose posteriormente 100 µL de tampón IPB7 (conteniendo 

Trietanolamina 20 mM, cloruro sódico 0,7 M y detergente NP-40 

0,5% y deoxicolato sódico 0,2%, todos ellos de la casa comercial 

Sigma Aldrich), dicho tampón era suplementado con inhibidores 
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para las diversas proteasas: fluoruro de sodio 1 mM, aproptinina 1 

μg/mL, leupeptina 1μg/mL, fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM 

(PMSF), ortovanadato sódico1 mM, inhibidor de tripsina 100 

μg/mL y pepstatina 1μg/mL (también todos ellos de Sigma Aldrich). 

Posteriormente, las células eran despegadas de las placas o flasks 

mediante raspaje, siendo recogidas en crioviales que fueron 

inmediatamente sumergidos en nitrógeno líquido. Tras este 

proceso fueron almacenadas a -20ºC para su posterior 

procesamiento. Tras descongelarse, las muestras eran agitadas en 

un vortex y se centrifugadas durante 20 minutos a 14000 rpm y 4°C 

de temperatura recogiéndose a continuación el sobrenadante. 

Dicho sobrenadante era posteriormente inmediatamente utilizadas 

para su análisis o congeladas a -80ºC. 

 

 

3.4.5 Fraccionamiento subcelular 
 
Fundamento 

La combinación de tampones con suficiente fuerza iónica y 

de sucesivas centrifugaciones permite el fraccionamiento 

subcelular para la obtención de la fracción citosólica, y 

mitocondrial En el presente procedimiento se utiliza un buffer 

conteniendo, entre otros elementos sacarosa y varios inhibidores 
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de proteasas para así evitar la degradación de las proteínas 

presentes en las muestras [339]. 

 

Procedimiento 

En todos los casos en los que fue necesaria la preparación 

de homogeneizados totales, 24 tras la siembra de las células éstas 

eran tratadas con melatonina a los diversos tiempos y 

concentraciones indicados en cada experimento. Tras los tiempos 

de incubación, las células eran lavadas dos veces con PBS frío, 

añadiéndose posteriormente 5 mL de tampón de homogeneización 

a pH 7,3 conteniendo sacarosa 320 mM, ácido 2-[4-(2-hidroxietil)-

1-piperacinil-(1)] etanosulfónico-KOH (HEPES-KOH) 50 mM, Ácido 

etilén diamino tetraacético (EDTA) 1 mM y ditiotreitol (DTT) 1 mM, 

todos ellos de la casa comercial Sigma Aldrich); dicho tampón era 

suplementado con inhibidores para las diversas proteasas: fluoruro 

de sodio 1 mM, aproptinina 1 μg/mL, leupeptina 1μg/mL, fluoruro 

de fenilmetilsulfonilo 1 mM (PMSF), ortovanadato sódico1 mM, 

inhibidor de tripsina 100 μg/mL y pepstatina 1μg/mL (también 

todos ellos de Sigma Aldrich). Posteriormente, las células eran 

despegadas de las placas o flasks mediante raspaje, siendo 

recogidas en tubos y homogeneizadas en hielo con un 

homogeneizador manual Dounce. El homogeneizado obtenido fue 

posteriormente centrifugado durante 10 minutos a 1000 xg y 4°C 

de temperatura recogiéndose a continuación el sobrenadante. 
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Dicho sobrenadante fue de nuevo centrifugado, durante 10 

minutos a 7500 xg y 4°C de temperatura, para la obtención de la 

fracción mitocondrial. A continuación, el sobrenadante obtenido 

fue de nuevo centrifugado, durante 30 minutos a 10000 xg y 4ºC 

para la obtención de la fracción citosólica. Todas las fracciones 

fueron inmediatamente utilizadas para su análisis o congeladas a -

80ºC . 

 

 

3.4.6 Determinación de la concentración de proteínas 
 
Fundamento  

La cuantificación de la concentración de proteínas es un 

proceso previo a la realización de otras analíticas como la 

determinación de la expresión proteica. Existen diversos métodos 

para dicha cuantificación; en nuestro caso se llevó a cabo 

utilizando el método de Bradford. Este método se basa en la 

utilización de azul de Coomassie, molécula capaz de unirse 

específicamente a los residuos de lisina de las proteínas. Dicha 

unión puede monitorizarse mediante técnicas 

espectrofotométricas fácilmente [340]. 



Material y Métodos 
 

 99 

 

Procedimiento 

Tras la preparación de los homogeneizados totales 

provenientes de las diversas muestras a analizar, alícuotas de éstas 

fueron incubadas durante 10 minutos con el reactivo de Bradford 

(Bio-Rad, Hercules, California, EE.UU.) a temperatura ambiente y 

en ausencia de luz. Posteriormente, se procedió a la lectura de la 

absorbancia en un lector de microplacas Synerty (Bio-Tek 

Instruments) a una longitud de onda de 595 nm. 

Para facilitar la cuantificación de la concentración de 

proteínas de nuestras muestras, se preparó un curva patrón 

utilizando albúmina sérica bovina (fracción V, Sigma-Aldrich) a 

concentraciones conocidas. Dichos patrones fueron analizados en 

las mismas condiciones que las muestras tras su incubación con el 

reactivo de Bradford. 

 

 

3.4.7 Actividad de las caspasas 3, -8 y -9 
 

Fundamento 

Las actividades de caspasas se determinaron utilizando 

técnicas fluorimétricas según el método de Hasegawa et al 
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modificado. Básicamente, el ensayo se basa en el procesamiento 

de sustratos, específicos para cada caspasa, que generarán 

productos fluorescentes que pueden ser fácilmente detectados en 

un espectrofluorímetro. La fluorescencia obtenida en cada ensayo 

será directamente proporcional a la actividad de la caspasa 

analizada [341]. 

 

Procedimiento 

Trascurridas 24 horas tras la siembra de 200000 células por 

flask T25 (25 cm2)(BD Biosciences), se dio inicio al tratamiento con 

la melatonina, a tiempos de 0, 2, 4, 6, 8 y 10 días, con la dosis de 

1000 μM, la dosis más baja con la que se había observado un 

descenso significativo en la viabilidad celular. Finalizados los 

tratamientos, se llevo a cabo la tripsinización y recogida de las 

células. A continuación, se obtuvieron los homogeneizados totales 

como previamente se ha indicado.  

El análisis de la actividad de cada caspasa se realizó de 

forma individual. Para ello, tras la obtención de los 

homogeneizados totales, éstos se incubaron durante una hora a 

una temperatura 37ºC, con un tampón de pH 7,5 conteniendo 

HEPES, 20 mM, glicerol 10% y DTT 2 mM (todos ellos de la casa 

Sigma Aldrich) y el correspondiente sustrato fluorigénico específico 

para caspasa a analizar. Los sustratos específicos para cada caspasa 
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fueron adquiridos a la firma comercial Alexis Biochemicals (San 

Diego, California, EE.UU.), siendo los siguientes: 

- Sustrato específico para la caspasa 3: 100 μM de 7-

amino 4-metilcumarina N-acetil-L-aspartil-L-

glutamil-L-valil-L-aspartico amida (Ac-DEV-AMC). 

- Sustrato específico para la caspasa 8: 100 μM de 7-

amino 4-trifluorometilcumarina N-acetil-L-isoleucil-

L-glutamil-L-treonil-L-aspartico amida (Ac-IETD-AFC). 

- Sustrato específico para la caspasa 9: 100 μM de 7-

amino 4-metilcumarina N-acetil-L-leucil-L-glutamil-L-

histidil-L-aspartico amida (Ac-LEHD-AMC). 

Tras la incubación el procesamiento de cada sustrato 

fluorogénico se monitorizó por medio de un lector de microplacas 

(Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader, Bio-Tek Instruments, 

Inc.) a las siguientes longitudes de onda: 

- Sustrato específico para la caspasa 3: longitud de 

onda excitación 360 nm, longitud de onda de 

emisión 460 nm. 

- Sustrato específico para la caspasa 8: longitud de 

onda excitación 360 nm, longitud de onda de 

emisión 460 nm. 
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- Sustrato específico para la caspasa 9: longitud de 

onda excitación 360 nm, longitud de onda de 

emisión 460 nm. 

Finalmente, la actividad de cada caspasa se expresó en 

forma de unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF) por 

miligramo de proteína y minuto de incubación (UAF/mg prot/min). 

 

 

3.4.8 Western Blot 
 
Fundamento  

Para los estudios de expresión de proteínas se utilizó la 

técnica de Western blot o inmunoblotting utilizando el método de 

Laemmli modificado [342]. En esta técnica se utilizan anticuerpos 

para detectar el antígeno o los antígenos específicos de interés. La 

especificidad de la unión antígeno–anticuerpo permite la detección 

de una única proteína dentro de una mezcla compleja de otras 

proteínas. 

Se procede inicialmente a la separación de las proteínas 

contenidas en una muestra mediante electroforesis en gel de 

poliacrilamida. Posteriormente, las proteínas ya separadas en 

función de su diferente peso molecular se transfieren a una 

segunda matriz (Blotting o Transferencia), generalmente una 
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membrana de nitrocelulosa o de floruro de polivinideno (PVDF). A 

continuación, se bloquea la membrana para evitar la unión 

inespecífica a su superficie de los anticuerpos que se van a utilizar 

para la detección de la proteína de interés (Bloqueo). En el 

siguiente paso, se une la proteína transferida de interés un 

anticuerpo específico marcado, o a un anticuerpo específico 

(primario) al que posteriormente se añade otro anticuerpo 

marcado (secundario) capaz de unirse específicamente al primario. 

Finalmente, se procede a la detección de la señal producida por el 

marcaje, para lo que puede ser necesario la adición de un sustrato 

apropiado. En la actualidad, los métodos más sensibles emplean 

sustratos quimioluminiscentes que cuando se combinan con la 

enzima correspondiente, producen luz como producto final, que 

puede detectarse mediante autorradiografía en película o con una 

cámara de alta resolución. La intensidad de la señal se correlaciona 

con la cantidad del antígeno en la superficie de la membrana. 

Es necesario destacar que no sólo debemos analizar en 

nuestras muestras la presencia/cantidad de la proteína que nos 

interesa estudiar; debemos analizar también la presencia/cantidad 

de alguna proteína producto de un gen de referencia o 

“housekeeping” cuya expresión sepamos sea lo menos variable 

posible entre nuestras muestras para utilizarlo como referencia 

para la estándarización y posterior cuantificación (β-actina, 

GADPH, etc). 
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Procedimiento 

Tras la obtención de los homogeneizados totales 

provenientes de los experimentos con las células, se procedió a la 

determinación de la concentración de proteínas mediante el 

método de Bradford tal como se ha indicado anteriormente. Según 

la proteína cuya expresión quisiera determinarse se utilizó una 

concentración de proteína total igual en todas las muestras a 

analizar (normalmente comprendida entre 10-100 μg). En todos los 

casos se completó el volumen con agua milliQ hasta 75 μL y con 25 

μL adicionales de tampón de carga a pH 6,8 (sacarosa 0,27 M, 

dodecil sulfato sódico SDS 0,27 M, β-mercaptoetanol 2,8 M, azul 

de bromofenol 1,4 mM y Tris-HCl 0,5 M, todos ellos de Sigma 

Aldrich), procediéndose a incubación durante 3 minutos a 100°C 

antes de la realización de la electroforesis.  

I). Electroforesis 

A continuación, en cubetas Mini Protean (Bio-Rad), se realizó 

una electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS 

(SDS-PAGE). El gel utilizado era de tipo discontinuo, esto es, con 2 

zonas diferenciadas: Stacking (en la parte superior, donde las 

muestras se concentran mediante isotacoforésis) y Running (en la 

zona inferior, donde se produce la separación efectiva de las 

diversas proteínas presentes en la muestra a analizar). 
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La preparación y colocación de los geles en el sistema Mini 

Protean fue el siguiente: 

• Gel Running: los geles preparados se realizaron a 

concentraciones entre 8 y 12% de poliacrilamida. Para 

la preparación de dichos geles se utilizó: 

o 1,6-2,4 ml de mezcla de acrilamida/bis-

acrilamida 29:1 (Bio-Rad). 

o 2-2,8 ml de H2O milliQ. 

o 1,5 ml de tampón Tris-HCl 1,5 M, pH 8,8 

(Sigma-Aldrich). 

o 60 µL de SDS al 10% (Bio-Rad). 

o 30 µL de persulfato de amonio (APS) al 10% 

(Bio-Rad). 

o 3 µl de Tetrametiletilendiamida (TEMED) (Bio-

Rad). 

Tras la preparación y mezcla de los componentes del gel 

Running, éste se dispuso entre los cristales del sistema Mini 

Protean con objeto de su polimerización ocupando 

aproximadamente el 75-80% de la altura del espacio. 
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• Gel Stacking: este gel, de naturaleza concentradora, de 

preparó con un porcentaje de poliacrilamida del 4%. 

Para su preparación se utilizó: 

o 0,4 ml de mezcla acrilamida/bis acrilamida 

(Bio-Rad). 

o 2 ml de H2O milliQ. 

o 3,3 ml de tampón Tris-HCl 0,5 M, pH 6,8 

(Sigma-Aldrich). 

o 33,3 µL de SDS al 10% (Bio-Rad). 

o 16,7 µL de APS al 10% (Bio-Rad). 

o 3,3 µl de TEMED (Bio-Rad). 

 

Una vez preparada la mezcla se introdujo en los cristales, 

encima del gel Running y ocupando aproximadamente el 20% de la 

altura. Posteriormente, se introdujo un peine para formar los 

pocillos de carga dónde se iban a introducir las muestras a separar. 

II) Transferencia y bloqueo 

Tras la separación mediante electroforesis de las diversas 

proteínas incluidas en cada muestra, éstas fueron transferidas a 
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una membrana de PVDF (Bio-Rad) donde quedarían fijadas para 

permitir su exposición a los anticuerpos específicos. Para dicha 

transferencia, una vez extraído el gel de los cristales del sistema 

Mini Protean se equilibró en un tampón de transferencia (Tris-HCl 

25 mM, glicina 0,2 M, y metanol 20%, todos de Sigma-Aldrich). La 

transferencia se realizó mediante el denominado método de 

electroelución húmeda, a 100 V durante 100 minutos.  

Para evitar los sitios de unión de la membrana sin 

reaccionar con el antígeno, reduciendo así la unión inespecífica de 

las proteínas durante los siguientes pasos, se procedió al bloqueo. 

Para ello, se incubó a temperatura ambiente durante 60 minutos 

en una solución de bloqueo consistente en 2,5% de leche en polvo 

desnatada en PBS-Tween (NaCl 0,14 M, KH2PO4 1,4 mM, NaHPO4 8 

mM, KCl 2,7 mM todos ellos de Sigma Aldrich, y detergente Tween-

20 al 0,05% de Bio-Rad). 

III) Incubación con el anticuerpo primario y secundario 

En nuestros análisis mediante Western blot utilizamos el 

denominado sistema indirecto de incubación. Así, se incuba la 

membrana primero con un anticuerpo específico no marcado 

(anticuerpo primario) al que posteriormente se añade otro 

anticuerpo marcado (anticuerpo secundario) capaz de unirse 

específicamente al primario. Entre sus ventajas destacamos el 

incremento de la sensibilidad (cada primario contiene numerosos 

epítopos a los que puede unirse el secundario marcado, lo que 
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permite la amplificación de la señal), inmunoreactividad del 

primario intacta (pues no se marca), o la gran variedad de 

secundarios marcados que pueden usarse con un primario con el 

consiguiente ahorro económico. 

Así tras el bloqueo de la membrana ésta era incubada 

durante una noche con el anticuerpo específico contra la proteína 

de interés (anticuerpo primario), disuelto en leche preparada en 

PBS-Tween. Transcurrido ese tiempo se lavó la membrana varias 

veces durante 1 hora (seis lavados de 10 minutos) con PBS-Tween. 

Posteriormente, se incubó durante 60 minutos con el anticuerpo 

secundario de elección, generalmente un anticuerpo anti-

inmunoglobulina de conejo o de ratón unido a peroxidasa de 

rábano picante (HRP), (Dako, Glostrup, Dinamarca). Más tarde, se 

procedió a lavar durante 1 hora con PBS-Tween (seis lavados de 10 

minutos).  

IV) Detección de las proteínas 

La detección de las proteínas se realizó por 

quimioluminiscencia utilizando el reactivo comercial de 

quimioluminiscencia incrementada ECL (Santa Cruz Biotechnology, 

California, EE.UU.) exponiendo la membrana durante 1 minuto a la 

mezcla reactiva comercial.  

Posteriormente se realizó una autorradiografía, para ello se 

introdujo la membrana en una cassette hermética junto con una 
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película (Fujifilm Super RX, Tokyo, Japon), durante tiempos 

variables según la proteína a determinar (20 segundos – 30 

minutos). A continuación, se procedió al revelado, fijado y secado 

de la película para su posterior cuantificación. 

Finalmente, la cuantificación de las bandas se realizó por 

densitometría utilizando el programa Scion Image 4.02 (Scion 

Corporation, Frederick, Maryland, EE.UU.).  

V) Deshibridación y detección de housekeeping 

En todos los Western blot, con objeto de verificar una carga 

idéntica en todas las muestras analizadas de la misma 

concentración total de proteínas, las membranas fueron 

deshibridadas y analizándose la expresión proteica de algún gen de 

referencia o housekeeping. Para ello, las membrana se lavaron en 

tampón de deshibridación a pH2,2 (glicina 0,2 M, 3 mM SDS, 1% 

Tween-20, de Sigma-Aldrich) durante 10 minutos. Posteriormente, 

se lavaron dos veces durante 10 min en PBS, y finalmente otras dos 

veces durante 5 minutos en PBS-Tween. A continuación se 

bloquearon durante 1 hora en leche al 2,5% disuelta en PBS-T para 

posteriormente, también mediante el método indirecto de 

hibridación, analizar la expresión del gen de referencia o 

housekeeping actina (42kDa) (Sigma-Aldrich). 
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3.4.9 Extracción y cuantificación del RNA total 
 
Fundamento 

La clave de la purificación de RNA radica en evitar su 

degradación por acción de las ribonucleasas. Por ello, la mayoría 

de los protocolos existentes se basan en la rápida inactivación de 

dichas enzimas. En nuestro caso se utilizó una modificación del 

denominado método del paso único (single-step method) 

desarrollado por Chomczynski y Sacchi, que permite la purificación 

de RNA total, DNA y proteínas mediante centrifugación en diversos 

solventes [343].  

 

Procedimiento 

El aislamiento de RNA se realizó utilizando TRI Reagent 

(Ambion, Life Technologies) que utiliza fenol y tiocianato de 

guanidina para inhibir rápidamente la actividad RNAasa. 

Homogenar una muestra en TRI Reagent junto con la adición de 

cloroformo permite la separación mediante centrifugación del 

RNA, DNA y las proteínas en tres fases, acuosa, interfase y fase 

orgánica respectivamente. La utilización a continuación de 

isopropanol y finalmente etanol permite la precipitación y el 

lavado del RNA para ser posteriormente solubilizado.  
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Así, tras la tripsinización de las células éstas fueron 

sembradas a razón de 150.000 células en placas de 6 pocillos (BD 

Biosciences). 24 horas después se comenzó el tratamiento de las 

mismas. Transcurrido el tiempo de tratamiento se aspiró el medio 

y se añadió a cada pocillo 1 mL de TRI Reagent (Ambion, Life 

Technologies, Paisley, Reino Unido) en el que se homogeneizaron y 

lisaron las células, siendo trasvasados los elementos resultantes a 

tubos de 2 mL de capacidad. TRI Reagent se basa en la utilización 

de fenol y tiocianato de guanidina (con objeto de inhibir 

rápidamente a las RNAsas). 

Transcurridos 5 minutos de incubación a temperatura 

ambiente, permitiendo así la distrupción de los complejos de 

nucleoproteínas, se añadió a cada tubo 200 μL de cloroformo 

(Sigma-Aldrich). La mezcla se mantuvo 15 minutos a temperatura 

ambiente para, a continuación, agitar vigorosamente con un vórtex 

durante 15 segundos, y posteriormente centrifugar a 12000 xg 

durante otros 15 min a 4ºC. El cloroformo facilita la separación de 

RNA, DNA y proteínas por centrifugación (fases acuosa, interfase y 

fase orgánica respectivamente). Finalizada la centrifugación se 

procedió a recoger la fase acuosa superior a un tubo nuevo, donde 

se encontraba el RNA.  

A continuación se añadieron 500 μL de isopropanol (Sigma-

Aldrich), se agitaron durante 10 segundos, se incubaron a 

temperatura ambiente 10 min, y se centrifugó cada tubo a 12000 
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xg durante 8 min a 4ºC, obteniendo el pellet de RNA y eliminando 

el sobrenadante. Obtenido el precipitado de RNA, se lavó el mismo 

con 1 mL de etanol al 75% (Merck). De nuevo se volvió a 

centrifugar a 7500 xg durante 5 minutos a 4ºC, para después 

aspirar el etanol y secar el pellet de RNA durante 1-2 horas. Para 

terminar el aislamiento de RNA se disolvió el pellet obtenido en 

agua milliQ con dietilpirocarbonato (DEPC) (Ambion, Life 

Technologies) y se mantuvo a -20ºC durante 24 horas.  

Para la cuantificación del RNA total se procedió a la medida 

de la densidad óptica (DO) a 260 nm (1 unidad de DO equivale a 40 

μg/mL) usando un espectrofotómetro específico Nanodrop 1000 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachussetts, EE.UU.). La 

pureza del RNA se comprobó a través de la relación DO a 

A260/A280, debiendo encontrarse dicho valor dentro del intervalo 

1,7-2,0, ya que un valor menor indica contaminación con 

proteínas. 

Se finalizó el procedimiento con el tratamiento del RNA 

obtenido con DNAasas con el objeto a fin de evitar interferencias 

en la posterior retrotranscripción y análisis por reacción en cadena 

de la polimerasa a tiempo real (RT-qPCR). Para el tratamiento con 

DNAasas se utilizó la siguiente mezcla reactiva:  

• 16 μL de RNA en H2O milliQ tratada con DEPC 

(Ambion, Life Technologies). 
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• 2 μL de tampón de reacción 10X de DNAasa RQ1 

(Promega, Fitchburg, Wisconsin, EE.UU.). 

• 1 μL de DNAasa RQ1 libre de RNAasa (Promega). 

Dicha mezcla se incubó durante 30 minutos a 37ºC en un 

termociclador. Posteriormente, se paró la reacción de la DNAasa 

añadiendo 1 μL de una solución comercial denominada DNAasa 

RQ1 Stop Solution (Promega) que se dejó actuar durante 10 

minutos, a 65ºC, en un termociclador. 

Es necesario indicar que se realizó un control negativo (sin 

retrotranscriptasa) en paralelo. 

 

 

3.4.10 Análisis de expresión génica por retrotranscripción-

reacción en cadena de la polimerasa en tiempo Real (RT-qPCR) 

 
Fundamento 

Para el análisis de la expresión de mRNA existen diversas 

técnicas disponibles. En este caso se ha utilizado la denominada 

RT-qPCR, que consiste en la retrotranscripción (RT) del RNA 

mensajero (mRNA) transformándolo en el denominado DNA 

complementario (cDNA). Una vez obtenido el cDNA celular se 

realizará una reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real 



Tesis Doctoral de Andrés García Palomo 
 

 114 

(qPCR) con objeto de amplificar sólo aquellas zonas objeto de 

estudio mediante sondas específicas unidas a fluoróforos. La 

monitorización continua de la fluorescencia permitirá la 

cuantificación de los niveles de expresión de los genes de interés 

[344].  

 

Procedimiento 

Tras la purificación y determinación de la concentración y 

pureza del RNA total de las muestras objeto de estudio se procedió 

a la retrotranscripción y posterior amplificación mediante RT-qPCR. 

 

I. Retrotranscripción 

En este paso se procedió a la obtención del cDNA a partir 

del RNA de cada muestra mediante la utilización de transcriptasas 

reversas y un kit comercial específico denominado High-Capacity 

cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Life Technologies). Para ello 

se preparó la siguiente mezcla reactiva:  

• 1 μg de RNA. 

• 4 μL de tampón RT 10X. 

• 4 μL de cebadores 10X. 
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• 1,6 μL de desoxinucleótidos trifosfato (dNTP) 25X. 

• 2 μL de retrotranscriptasa M-MLV (Roche Applied 

Science, Basilea, Suiza). 

• 1 μL de inhibidor de RNAasa (1U/μL). 

Dicha mezcla se incubó de forma secuencial en un 

termociclador en las siguientes etapas: 

• 10 minutos a 25ºC: incubación inicial. 

• 120 minutos a 37ºC: reacción de la 

retrotranscriptasa. 

•  5 minutos a 85ºC: fase de inactivación de la 

retrotranscriptasa 

Finalmente se congeló a -20ºC el cDNA obtenido hasta el 

momento de su amplificación. 

 

I. Amplificación mediante RT-qPCR. 

Mediante este procedimiento secuencial se consiguió 

amplificar de forma selectiva secuencias específicas de cDNA 

complementarias del mRNA de los genes cuya expresión 

estábamos interesados en conocer. La PCR utiliza dos 

oligonucleótidos o fragmentos cortos de DNA como cebadores o 
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iniciadores de la síntesis. Dichos cebadores se unen a secuencias 

complementarias que flanquean la región a amplificar, uno en cada 

una de las cadenas del DNA. En nuestro caso utilizamos un método 

a tiempo real que permite la cuantificación del fragmento 

amplificado (qPCR). Así, se utilizó el sistema TaqMan (Applied 

Biosystems, Life Technologies), donde los cebadores están unidos a 

sondas fluorescentes, que por medio de la actividad exonucleasa 

5’-3’ de la DNA polimerasa, se liberan al medio siendo posible la 

detección de la fluorescencia en tiempo real. 

En la PCR existen una serie de fases secuenciales que 

pueden repetirse para la obtención de producto. Dichas fases son: 

• Desnaturalización: Las cadenas de DNA diana se 

separan mediante la incubación a una temperatura 

superior a 70°C. Las hebras disociadas permanecerán 

en esta forma en la solución hasta que la temperatura 

baje lo suficiente para permitir el anillamiento de los 

cebadores. 

• Anillamiento de cebadores: unión de los cebadoreS a 

secuencias específicas del DNA de la región que se 

pretende amplificar. La temperatura óptima para el 

anillamiento se estima de forma empírica y viene 

determinada por la composición de nucleótidos de los 

dos iniciadores. 
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• Elongación a partir de los cebadores: una vez 

anillados los cebadores comienza el proceso de copia 

de una nueva cadena. El resultado del proceso es la 

formación de copias de las cadenas de DNA diana. 

En nuestros experimentos utilizamos placas de 96 pocillos 

en las que se preparó la siguiente mezcla reactiva con un volumen 

final de 20 μL: 

• 1 μL de sonda primer específica para el gen objeto 

de estudio (Applied Biosystems, Life Technologies). 

• 1 μL de sonda primer específica para el gen de 

control (Applied Biosystems, Life Technologies). 

• 1 μL de cDNA de la muestra a analizar 

• 1 μL de tampón reactivo comercial denominado Fast 

Start Universal Master Mix (Roche Applied Science). 

• 7 μL de H2O milliQ libre de nucleasas (Ambion, Life 

Technologies). 
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Gen 
Sonda primer  

Gen bank (número de acceso) 

MT1 NM_005958 y Hs00195567_m1 

MT3 (NQO2) NM_000904.3 y Hs00168552_m1 

RORα NM_134260.2 y Hs00931968_m1 

β-actina NM_001101.2 y Hs99999903_m1 

Tabla I.- Sondas utilizadas en la RT-qPCR. Dichas sondas fueron 

utilizadas para la amplificación de zonas correspondientes a los genes 

que codifican para los receptores celulares de la melatonina presentes en 

los hepatocitos. 

 

La RT-qPCR se llevó a cabo en un termociclador Step One 

Plus (Applied Biosystems, Life Technologies), siendo las fases y 

condiciones de la misma las siguientes: 

1. Desnaturalización inicial: 10 minutos a 95ºC 

2. Desnaturalización: 15 segundos a 95ºC 

3. Anillamiento/elongación: 1 minuto a 60ºC 

Las fases 2 y 3 se repitieron a lo largo de 60 ciclos. Además, 

como control interno para normalizar la señal (housekeeping) se 

amplificó un fragmento específico del gen β-actina. 
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Además cada experimento incluyó, un control negativo de 

cada una de las muestras conteniendo RNA no sometido a 

retrotranscripción. Dichos controles negativos no dieron lugar a 

producto alguno en la PCR, lo que sirvió para confirmar la ausencia 

de DNA genómico contaminante.  

La expresión génica en cada una de las muestras fue 

determinada según la aproximación matemática del 2-ΔΔCt [344]. 

 

 

3.4.11 Determinación de la cantidad de cAMP por inmunoensayo 
 
Fundamento 

El cAMP es un importante segundo mensajero que ha sido 

implicado en diferentes procesos tanto fisiológicos como 

fisiopatológicos, permitiendo la transducción de señales 

extracelulares al interior de la célula. En nuestro trabajo utilizamos 

un kit comercial, basado en inmunoensayo, que permite la 

determinación cuantitativa de la concentración de cAMP en 

muestras biológicas. Dicho kit utiliza placas de 96 pocillos en cuyo 

fondo hay adherida proteína G capaz de anclarse eficientemente a 

un anticuerpo policlonal anti-cAMP [345]. 
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Procedimiento 

Transcurridas 24 horas tras la siembra de las células en 

placas de Petri de 9,6 cm2 (BD Biosciences), se realizó el 

tratamiento con melatonina a concentraciones de 1000 μM y 2000  

μM durante 24 y 48 horas.  

Para la determinación de la concentración de cAMP se 

utilizó un kit comercial denominado cAMP Direct Immunoassay Kit 

(Abcam, Cambridge, Reino Unido), siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Brevemente indicar que finalizados los tratamientos, el 

medio de cultivo fue aspirado, incubándose durante 20 minutos las 

células con 270 μL de HCl 0,1 M con objeto de inactivar a las 

esterasas que pudieran degradar el cAMP. Posteriormente, las 

células fueron lavadas con PBS y recogidas, para ser centrifugadas 

a 15000 xg durante 10 minutos. La concentración total de 

proteínas fue determinada tal como se ha indicado previamente en 

el texto de este capítulo material y métodos, procediendo a diluir 

las muestras en el rango especificado por el fabricante del kit 

(0,02-2 μM).  

Para la determinación de la concentración de cAMP se 

utilizó una recta patrón realizada con diversas concentraciones 

estándar de cAMP (0,1-10 pmol). Todas las muestras y estándares 

fueron acetiladas antes del ensayo para incrementar la sensibilidad 

de la detección. La densidad óptica de las muestras y los 

estándares fue monitorizada en un lector de placas Synergy HT 
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Multi-Mode Microplate Reader (Bio-Tek Instruments, Inc.) a 450 

nm. 

 

 

3.5 Análisis estadístico 
 

Los datos numéricos obtenidos en las distintas 

determinaciones fueron almacenados utilizando el programa 

Microsoft Office Excel 2010 (Microsoft, Redmond, Washington, 

EE.UU.).  

Para la expresión de los resultados del presente trabajo 

experimental se calculó el valor de la media y el error estándar de 

la media (E.E.M.). Para el análisis estadístico de los resultados se 

realizó el test de análisis de varianza (ANOVA). Además, en 

aquellos experimentos donde aparecían diferencias significativas, 

se realizó posteriormente el test de Newman-Keuls. Se consideró 

que existían diferencias significativas cuando la significación era 

p<0,05. Para el tratamiento de los datos y su análisis estadístico se 

utilizó el software comercial SPSS versión 21.0 (IBM, Armonk, 

Nueva York, EE.UU.). 
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4.1 Efecto de la administración de melatonina sobre la 
viabilidad celular de la línea HepG2. 
 

El primer experimento de nuestro trabajo consistió en la 

realización de un estudio o screening analizando el efecto de 

diversas dosis y tiempos de administración sobre la proliferación 

celular de la línea derivada de HCC humano HepG2.  

Tal como se ha indicado se realizó mediante el ensayo del 

MTT, compuesto que sólo es capaz de penetrar y transformarse 

dando señal en las células vivas. 
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Figura 15.- Viabilidad celular en la línea celular HepG2 tratada con 

melatonina. Captación de MTT. Valores medios ± E.E.M. *Diferencias 

significativas respecto al grupo control (p<0,05). 
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Además, se cuantificó la liberación de LDH al medio de 

cultivo. Dicha que se produce cuando existe citotoxicidad y lisis 

celular.  

80

100

120

140

160

180

200

0 2 4 6 8 10

10000 µM

5000 µM

2500 µM

1000 µM

500 µM

250 µM

100 µM

vehiculo

Lib
er

ac
ió

n 
de

 LD
H

 al
 m

ed
io

  (
%

)

* *

*

*
*

*

*

*

*

*

**
* * *

*
*

*
*

*

Tiempo de Tratamiento (días)  

Figura 16.- Viabilidad celular en la línea celular HepG2 tratada con 

melatonina. Liberación de LDH al medio de cultivo. Valores medios ± 

E.E.M. *Diferencias significativas respecto al grupo control (p<0,05). 

 

Como puede observarse en la figura 15 y en la figura 16, la 

primera reducción, estadísticamente significativa, en la viabilidad 

celular se produjo con la dosis de 1000 μM a partir de los 2 días de 

tratamiento (viabilidad del 85% respecto el grupo control). Dicha 

inhibición en la viabilidad celular fue dosis y tiempo dependiente, 

alcanzando un máximo de cuando las células eran tratadas durante 
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10 días a la mayor dosis testada de 10000 μM (viabilidad del 1,95% 

respecto al grupo control). 

 

 

4.2 Efecto de la administración de melatonina sobre la 
muerte celular por apoptosis 
 
 

4.2.1 Efecto de la melatonina sobre diversos marcadores de 
apoptosis 
 

Tras determinar el efecto del tratamiento con melatonina 

sobre la viabilidad celular, se quisieron conocer las posibles 

consecuencias que tendría dicho tratamiento sobre la muerte 

celular por apoptosis. Considerando que el pico más elevado de la 

concentración de melatonina en el plasma de humanos es de 

aproximadamente 300 pM [346], decidimos analizar si la reducción 

en la viabilidad celular podía estar relacionada con un incremento 

en la apoptosis cuando administrábamos el indol a la dosis más 

baja capaz de reducir dicha viabilidad.  

Así, analizamos dos marcadores típicos de apoptosis como 

son la actividad de la caspasa 3, evento común en todos los 

procesos apoptóticos. Para ello, tras los tratamientos las células 

fueron incubadas con el sustrato fluorogénico Ac-DEVD-AMC 
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específico para dicha caspasa. Además, analizamos la hidrólisis de 

la proteína poli adenosil ribosa polimerasa 1 (PARP-1). En presencia 

de un proceso apoptótico PARP-1, de 116 kDa de tamaño, es 

hidrolizada por acción de la caspasa 3 formándose un fragmento 

de 85 kDa [347]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17.- Efecto del tratamiento con melatonina a la dosis de 1000 
μM sobre la actividad de la caspasa 3. Valores medios ± E.E.M. 
*Diferencias significativas respecto al grupo control (p<0,05). 

 

En la figura 17, se encontró una marcada elevación en 

activación de la caspasa 3, caspasa terminal ejecutora, con un 

incremento de 350% a 470% respecto al grupo control a lo largo 

del tratamiento). 
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Figura 18.- Efecto del tratamiento con melatonina a la dosis de 1000 
μM sobre la hidrólisis de la proteína PARP-1. Valores medios ± E.E.M. 
*Diferencias significativas respecto al grupo control (p<0,05). 

 

Además, tal como se puede observar en la figura 18, se 

encontró una marcada elevación en la hidrólisis de la proteína 

PARP-1, con un incremento en la formación de la banda 

característica de 85 kDa (350% a 450% respecto al grupo control a 

lo largo del tratamiento). 
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4.2.2 Efecto de la melatonina sobre la vía intrínseca de la 
apoptosis apoptosis 
 

Una vez determinada la capacidad pro-apoptótica de la 

melatonina sobre las células HepG2 decidimos analizar sus efectos 

sobre la vía intrínseca de la apoptosis.  

Para ello se procedió a analizar 3 marcadores de dicha vía: 

la actividad de la caspasa 9 mediante ensayo fluorimétrico, y la 

presencia de la proteína pro-apoptótica Bax en la mitocondria 

junto con la liberación de la proteína C desde la mitocondria hacía 

el citoplasma mediante Western Blot. 

 

 

 

 

 

 

Figura 19.- Efecto del tratamiento con melatonina a la dosis de 1000 

μM sobre la actividad de la caspasa 9. Valores medios ± E.E.M. 

*Diferencias significativas respecto al grupo control (p<0,05). 
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Figura 20.- Efecto del tratamiento con melatonina a la dosis de 1000 

μM sobre la expresión de Bax mitocondrial. Valores medios ± E.E.M. 

*Diferencias significativas respecto al grupo control (p<0,05). 
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Figura 21.- Efecto del tratamiento con melatonina a la dosis de 1000 

μM sobre la actividad de la expresión de citocromo C en el citosol 

mitocondria. Valores medios ± E.E.M. *Diferencias significativas respecto 

al grupo control (p<0,05). 

 

Como ya se indicó en el capítulo de Revisión Bibliográfica, la 

activación de la caspasa 9 es un evento típico de la vía intrínseca de 

la apoptosis.  En este proceso juega un papel importante la 

proteína Bax, miembro de la familia Bcl-2 con efecto pro-

apoptótico, contribuyendo a los cambios de la permeabilidad de la 

membrana mitocondrial que favorecen la liberación de citocromo 

C al citosol y posterior activación de la caspasa 9.  
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Como puede observarse en la figura 19, en nuestros 

experimentos la administración de melatonina fue capaz de inducir 

un aumento significativo en la actividad de la caspasa 9 (260% a 

470% respecto al grupo control). Dicha activación parece estar 

relacionada con el incremento detectado en la liberación de 

citocromo C al citosol (124% a 150% respecto al grupo control, 

figura 20), consecuencia de la sobre-expresión de Bax que se 

encontró tras los tratamientos con melatonina (129% a 156% 

respecto al grupo control, figura 21). 
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4.2.3 Efecto de la melatonina sobre la vía extrínseca de la 
apoptosis  
 

Una vez claramente establecido el efecto pro-apoptótico 

que la administración de melatonina ejercía sobre las células 

HepG2 derivadas de HCC humano, en el que se veía implicada al 

menos la vía intrínseca de la apoptosis, se procedió a la 

cuantificación del efecto de la administración de dicho indol sobre 

la vía extrínseca. 

Para ello se analizaron los dos principales marcadores de 

dicha vía: la actividad de la caspasa 8 y la expresión proteica de 

FasL mediante técnicas fluorimétricas y por Western Blot 

respectivamente. 
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Figura 22.- Efecto del tratamiento con melatonina a la dosis de 1000 

μM sobre la actividad de la caspasa 8. Valores medios ± E.E.M. 

*Diferencias significativas respecto al grupo control (p<0,05). 
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Figura 23.- Efecto del tratamiento con melatonina a la dosis de 1000 

μM sobre la expresión de FasL. Valores medios ± E.E.M. *Diferencias 

significativas respecto al grupo control (p<0,05). 

 

Los resultados obtenidos mostraron un incremento 

estadísticamente significativo de la actividad de la caspasa 8 

inducido por la melatonina (232% a 439% respecto al grupo 

control, figura 22). Sorprendentemente, la expresión del principal 

ligando relacionado con la vía extrínseca de la apoptosis, FasL, no 

se vio modificada por la administración de la melatonina. 
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4.3 Efecto de la administración de melatonina sobre el 
ciclo celular 

 
Tras la obtención de nuestros primeros resultado indicando 

la capacidad de la melatonina para reducir la viabilidad de los 

hepatocitos tumorales de la línea humana HepG2, y que dicha 

capacidad parecía relacionada, al menos en parte, con un efecto 

pro-apoptótico, nos propusimos analizar su potencial efecto sobre 

el ciclo celular. Para la determinación de la distribución de las fases 

del ciclo, tal como hemos indicado ya anteriormente en el capítulo 

de Material y Métodos, utilizamos una técnica basada en la 

citometría de flujo. 

Grupo G0/G1 S G2/M 

0 67,39 ± 1,43 3,83 ± 0,53 28,78 ± 1,68 

0+V 66,06 ± 0,52 4,72 ± 0,70 29,22 ± 0,68 

2 51,94 ± 0,65* 4,47 ± 0,92 43,59 ± 1,47* 

4 50,91 ± 0,43* 3,72 ± 0,41 45,38 ± 0,25* 

6 52,17 ± 1,18* 4,92 ± 0,72 42,91 ± 1,54* 

8 50,31 ± 0,19* 4,92 ± 0,14 45,39 ± 1,54* 

10 49,57 ± 0,70* 5,15 ± 0,78 45,29 ± 1,54* 

Tabla II.- Efecto de la administración de melatonina sobre las diversas 

fases del ciclo celular. Valores medios ± E.E.M. *Diferencias significativas 

respecto al grupo control (p<0,05). 
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Los resultados obtenidos demuestran que la progresión del 

ciclo celular se ve afectada en los hepatocitos tumorales de la línea 

HepG2 debido a la administración de melatonina. Así, el indol fue 

capaz de inducir un incremento estadísticamente significativo en el 

porcentaje de células enG2/M a lo largo del tiempo (43%-45% 

frente al 28% en el grupo control). Dicho incremento fue 

acompañado por una progresiva reducción en el porcentaje de 

células en fase G0/G1 (51%-49% frente al 67% en el grupo control). 

Todo ello parece indicar la posible capacidad de la melatonina para 

detener el ciclo en G2/M en las células derivadas de HCC humano 

de la línea HepG2. 

 

 

4.4 Efecto de la administración de melatonina sobre la 
expresión de p53 y p21 

 

Tras la obtención de los resultados anteriormente 

indicados, mostrando la reducción en la viabilidad celular en 

HepG2 mediante la administración de melatonina y que dicho 

efecto antitumoral parecía relacionado tanto con una inducción de 

la muerte celular por apoptosis como mediante una parada del 

ciclo celular, se continúo analizando la expresión de las proteínas 

p53 y p21.  
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Como ya hemos puesto de manifiesto en el capítulo de 

revisión bibliográfica se ha involucrado a la vía dependiente de 

p53, de la que forma parte p21, en diversos mecanismos pro-

apoptóticos y citostáticos. Por ello, en cualquier estudio que se 

lleve a cabo relacionado con la fisiopatología y la búsqueda de 

nuevas terapias en el tratamiento del HCC, y de la mayoría de los 

tumores, es necesario analizar la contribución de p53 y p21. 
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Figura 24.- Efecto del tratamiento con melatonina a la dosis de 1000 

μM sobre la expresión de p53. Valores medios ± E.E.M. *Diferencias 

significativas respecto al grupo control (p<0,05). 
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Figura 25.- Efecto del tratamiento con melatonina a la dosis de 1000 

μM sobre la expresión de p21. Valores medios ± E.E.M. *Diferencias 

significativas respecto al grupo control (p<0,05). 

 

En nuestros experimentos la administración de melatonina 

incrementó tanto la expresión de p53 (125% a 159% respecto al 

grupo control, figura 24) como de p21 (140% a 245% respecto al 

grupo control, figura 25). 
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4.5 Efecto de la administración de melatonina sobre la 
vía MAPK 

 

La contribución de la vía MAPK a la fisiopatología y el 

tratamiento del cáncer es de gran importancia. En nuestro caso, 

interesados en el HCC, nos decantamos por el análisis de una serie 

de miembros específicos de esta superfamilia concretamente ERK, 

JNK y p38. 
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Figura 26.- Efecto del tratamiento con melatonina a la dosis de 1000 

μM sobre la expresión de fosfo-ERK. Valores medios ± E.E.M. 

*Diferencias significativas respecto al grupo control (p<0,05). 
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Figura 27.- Efecto del tratamiento con melatonina a la dosis de 1000 

μM sobre la expresión de fosfo-JNK. Valores medios ± E.E.M. 

*Diferencias significativas respecto al grupo control (p<0,05). 
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Figura 28.- Efecto del tratamiento con melatonina a la dosis de 1000 

μM sobre la expresión de fosfo-p38. Valores medios ± E.E.M. 

*Diferencias significativas respecto al grupo control (p<0,05). 

 

En nuestro trabajo la administración de melatonina fue 

capaz de inducir un incremento estadísticamente significativo en la 

activación por fosforilación de los diversos miembros de la familia 

MAPK analizados. Así, observamos incrementos en la expresión de 

fosfo-ERK (123% a 154% respecto al grupo control, figura 26), de 

fosfo-JNK (125% a 155% respecto al grupo control, figura 27) y de 

fosfo-p38 (140% a 158% respecto al grupo control, figura 28). 
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4.6 Efecto de la administración de melatonina sobre la 
expresión de sus receptores celulares 

 

Tras la comprobación del efecto antiproliferativo y 

proapoptótico de la melatonina se quiso analizar si su 

administración era capaz de inducir modificaciones en la expresión 

de sus propios receptores celulares. Para ello, se decidió trabajar 

acortar los tratamientos con melatonina (0, 2, 4 y 6 días) y utilizar 

las dosis de 1000 μM y 2500 μM (las dos dosis más bajas y 

efectivas).  

Se analizó la expresión proteica y a nivel de mRNA 

(mediante Western blot y RT-qPCR respectivamente) del receptor 

de membrana MT1, del receptor citosólico MT3 y del receptor 

nuclear RORα.  

La expresión del receptor de membrana MT2 fue analizada 

en nuestras muestras; sin embargo, tal como podía esperarse en 

muestras de origen hepático, no fue detectada expresión alguna de 

dicho receptor ni a nivel proteico ni a nivel de mRNA. 

 

4.6.1 Efecto de la melatonina sobre la expresión de MT1  
 

MT1 es el principal receptor de membrana de la melatonina 

en tejido hepático, por ello fue el primero analizado por nosotros. 
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Figura 29.- Efecto del tratamiento con melatonina a la dosis de 1000 

μM y 2500 μM sobre la expresión proteica de MT1. Valores medios ± 

E.E.M. *Diferencias significativas respecto al grupo control (p<0,05). 

 

Además, de analizar la expresión proteica de MT1 se 

procedió al análisis de la expresión de su mRNA mediante RT-qPCR. 



Resultados 
 

 145 

0

0,5

1

1,5

2

0 0+V 1000 1000 1000 2500 2500 2500

Ex
pr

es
ió

n 
m

RN
A

de
 M

T1
(U

A)

*

*
*

*
*

*

2 4 6 2 4 6
µM
días

 

Figura 30.- Efecto del tratamiento con melatonina a la dosis de 1000 

μM y 2500 μM sobre la expresión del mRNA de MT1. Valores medios ± 

E.E.M. *Diferencias significativas respecto al grupo control (p<0,05). 

 

Nuestros análisis demostraron que la melatonina era capaz 

de inducir un incremento estadísticamente significativo en la 

expresión de su propio receptor de membrana MT1 tanto a nivel 

proteico (123% a 238% respecto a control, figura 29) como a nivel 

de mRNA (151% a 188% respecto a control, figura 30).  

 

 

4.6.2 Efecto de la melatonina sobre la expresión de MT3  
 

MT3 es el receptor de citosólico de la melatonina, habiendo 

sido identificado con la enzima NQO2. 
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Figura 31.- Efecto del tratamiento con melatonina a la dosis de 1000 

μM y 2500 μM sobre la expresión proteica de MT3. Valores medios ± 

E.E.M. *Diferencias significativas respecto al grupo control (p<0,05). 

 

Además, de analizar la expresión proteica del receptor 

citosólico de la melatonina, MT3, se procedió al análisis de la 

expresión de su mRNA mediante RT-qPCR. 
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Figura 32.- Efecto del tratamiento con melatonina a la dosis de 1000 

μM y 2500 μM sobre la expresión del mRNA de MT3. Valores medios ± 

E.E.M. *Diferencias significativas respecto al grupo control (p<0,05). 

 

Estos análisis indicaron que la melatonina sólo era capaz de 

inducir modificaciones en la expresión proteica de MT3 a la dosis 

de 2500 μM (190% a 213% respecto al grupo control, figura 31). 

Sin embargo, ninguna de las dos dosis fue capaz de inducir cambios 

en la expresión del mRNA de MT3 (figura 32).  

 

 

4.6.3 Efecto de la melatonina sobre la expresión de RORα  
 

RORα es el único receptor de nuclear de la melatonina 

actualmente descrito, por ello se procedió a su análisis en nuestros 

experimentos con células HepG2. 
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Figura 33.- Efecto del tratamiento con melatonina a la dosis de 1000 

μM y 2500 μM sobre la expresión proteica de RORα. Valores medios ± 

E.E.M. *Diferencias significativas respecto al grupo control (p<0,05). 

 

Además, de analizar la expresión proteica del receptor 

nuclear de la melatonina, RORα, se procedió al análisis de la 

expresión de su mRNA mediante RT-qPCR. 
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Figura 34.- Efecto del tratamiento con melatonina a la dosis de 1000 

μM y 2500 μM sobre la expresión del mRNA de RORα. Valores medios ± 

E.E.M. *Diferencias significativas respecto al grupo control (p<0,05). 

 

Estos análisis indicaron que la melatonina sólo era capaz de 

inducir modificaciones en la expresión proteica de RORα tanto a la 

dosis de 1500 μM como de 2500 μM (125% a 185% respecto al 

grupo control, figura 33). Sin embargo, ninguna de las dos dosis fue 

capaz de inducir cambios en la expresión del mRNA de RORα 

(figura 34).  
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4.7 Efecto de la inhibición de MT1 sobre los efectos 
antitumorales de la melatonina 

 

Todos los resultados obtenidos hasta este momento nos 

indicaban que la capacidad antitumoral de la melatonina podría 

estar, al menos en parte, relacionada con el incremento en la 

expresión de sus receptores nucleares. Entre dichos receptores, el 

único presente en hígado, y que sufrió modificación en su 

expresión tanto proteica como a nivel de mRNA, era MT1.  

Por todo lo anterior, decidimos analizar diversos 

parámetros relacionados con efecto antitumoral de la melatonina 

cuando inducíamos la inhibición del receptor MT1 mediante la 

administración de un inhibidor químico específico denominado 

luzindol (N-Acetil-2-bencil triptamina, Tocris Bioscience, Ellisville, 

Missouri, EE.UU.).  

En esto experimentos las células HepG2 eran pre-incubadas 

con lunzindol durante 60 minutos, a la dosis de 1 μM, 

inmediatamente antes del inicio de los tratamientos con 

melatonina a 1000 y 2500 μM. Para evitar una degradación 

excesiva del inhibidor los tratamientos con melatonina en estos 

experimentos fueron acortados a 24 y 48 horas. 
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4.7.1 Efecto de la inhibición de MT1 sobre la viabilidad celular en 
HepG2  
 

En primer lugar se realizó un ensayo de captación de MTT, 

que como ya hemos visto anteriormente marcará solamente a las 

células vivas. 
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Figura 35.- Viabilidad celular en la línea celular HepG2 tratada con 

melatonina y/o Luzindol (Luz). Captación de MTT. Valores medios ± 

E.E.M. *Diferencias significativas respecto al grupo control (p<0,05). 
#Diferencias significativas respecto al respectivo grupo tratado con 

melatonina 24 h (p<0,05). 

 

Este resultado nos mostró una importante recuperación de 

la viabilidad celular cuando las células habían sido previamente 

incubadas con luzindol. 
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4.7.2 Efecto de la inhibición de MT1 sobre la concentración de 
cAMP  
 

MT1 es un receptor de membrana acoplado a una proteína 

G que al activarse induce una reducción en la síntesis de cAMP. Por 

ello, nos propusimos analizar el efecto que la melatonina y la 

inhibición de MT1 tendría sobre la concentración de cAMP. 
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Figura 36.- Concentración de cAMP en la línea celular HepG2 tratada 

con melatonina y/o Luzindol (Luz). Captación de MTT. Valores medios ± 

E.E.M. *Diferencias significativas respecto al grupo control (p<0,05). 
#Diferencias significativas respecto al respectivo grupo tratado con 

melatonina en su respectivo tiempo (p<0,05). 

 

Este análisis nos mostró que, con unos periodos más cortos 

de administración, la melatonina fue capaz de reducir 

significativamente la concentración de cAMP cuando el indol era 
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utilizado a 2500 μM. Dicho efecto era bloqueado con la pre-

incubación con luzindol. 
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4.7.3 Efecto de la inhibición de MT1 sobre la vía MAPK  
 

Dado que el efecto antitumoral de la melatonina parece, al 

menos en parte, relacionada con su capacidad para influenciar la 

vía de las MAPK quisimos analizar qué efectos tendría la 

administración del inhibidor de MT1 sobre dicha vía. 
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Figura 37.- Efecto del tratamiento con melatonina y/o Luzindol (Luz) 

sobre la fosforilación de ERK. Panel A: melatonina 1000 μM. Panel B: 

melatonina 2500 μM. Valores medios ± E.E.M. *Diferencias significativas 

respecto al grupo control (p<0,05). #Diferencias significativas respecto al 

respectivo grupo tratado con melatonina en su respectivo tiempo 

(p<0,05). 
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Figura 38.- Efecto del tratamiento con melatonina y/o Luzindol (Luz) 

sobre la fosforilación de JNK. Panel A: melatonina 1000 μM. Panel B: 

melatonina 2500 μM. Valores medios ± E.E.M. *Diferencias significativas 

respecto al grupo control (p<0,05). #Diferencias significativas respecto al 

respectivo grupo tratado con melatonina en su respectivo tiempo 

(p<0,05). 
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Figura 39.- Efecto del tratamiento con melatonina y/o Luzindol (Luz) 

sobre la fosforilación de p38. Panel A: melatonina 1000 μM. Panel B: 

melatonina 2500 μM. Valores medios ± E.E.M. *Diferencias significativas 

respecto al grupo control (p<0,05). #Diferencias significativas respecto al 

respectivo grupo tratado con melatonina en su respectivo tiempo 

(p<0,05). 

 

El tratamiento con melatonina fue capaz de inducir 

incrementos en la activación por fosforilación en todos los 

miembros de la vía MAPK analizados (ERK, JNK y p38). La pre-

incubación con el inhibidor de MT1 luzindol fue capaz de provocar, 

aunque con diferencias, la reducción de dichas fosforilaciones en la 

mayor parte de los casos. Así, bloqueó la fosforilación de ERK tanto 
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en la dosis de 1000 μM como de 2500 μM de melatonina tras 48 

horas de tratamiento (figura 37). En el caso de la fosforilación de 

JNK el bloqueo fue parcial (sin llegar a valores del grupo control, 

figura 38). Finalmente, la pre-incubación con luzindol no fue capaz 

de bloquear la fosforilación de p38 (figura 39). 
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5.1 Efecto de la melatonina en la viabilidad de las 
células HepG2: potencial interés en el tratamiento del 
HCC. 

 

El HCC constituye el principal tumor hepático a nivel 

mundial, siendo relativamente frecuente tanto en hombres como 

en mujeres con el 8% y 6,5% respectivamente de todos los casos 

de cáncer. Desgraciadamente, la incidencia del HCC está sufriendo 

un incremento preocupante en los últimos tiempos en la mayoría 

de los países desarrollados [1]. En la actualidad, en nuestro 

entorno los ratios de incidencia de este tipo de tumor pueden 

considerarse como medios (10-20 casos por 100.000) [2]. Con 

todo, este tipo de tumor constituye la tercera causa de muerte por 

cáncer a nivel mundial, siendo responsable de la muerte de unas 

600.000 personas anualmente [1].  

A pesar de la gran cantidad de investigaciones realizadas, 

tanto clínicas como básicas, todavía existe controversia en la 

comunidad médica sobre la mejor aproximación terapéutica para 

el tratamiento del HCC. Se considera que la primera línea de 

actuación contra el HCC debe consistir en la prevención de las 

diversas enfermedades crónicas asociadas con el tumor como por 

ejemplo la infección con HBV [77]. Sin embargo, una vez que la 

cirrosis se ha establecido se hace necesario utilizar diferentes 

aproximaciones terapéuticas en los pacientes afectados [79]. Por 

desgracia, la evolución hacía el HCC es en muchos casos 
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prácticamente silente, permaneciendo los pacientes asintomáticos, 

lo que hace que sean diagnosticados en fases intermedias o 

avanzadas del tumor cuando las terapias ya son menos efectivas 

[80]. En muchos casos, el mejor tratamiento pasa por la resección 

quirúrgica del tumor o del órgano completo, pero existe el peligro 

de la recurrencia en el hígado subyacente y la dificultad que 

supone la escasez de órganos disponibles para su trasplante. Otras 

posibilidades de tratamiento, potencialmente útiles según el 

estado del paciente, pasan por la ablación con alcohol, la 

quimioembolización o la radiofrecuencia, pero obtienen en la 

mayoría de los casos resultados más bien discretos y presentan un 

alto índice de recurrencia [93, 96].  

En los últimos años, la administración de sorafenib ha 

constituido el principio del desarrollo de nuevas estrategias 

terapéuticas dirigidas contra dianas moleculares, y más aún en el 

caso del HCC en el que no existía una terapia sistémica efectiva. No 

obstante, los resultados aunque satisfactorios son discretos, y 

parece necesario el desarrollo de nuevas terapias contra este tipo 

de tumor [101]. Además, tal como hemos puesto de manifiesto en 

la revisión bibliográfica al principio de la presente Tesis Doctoral, el 

tratamiento con sorafenib no está exento de efectos secundarios, 

contraindicaciones e incluso aparición de resistencias [91, 103, 

105, 106]. 
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La melatonina es una indolamina presente en el organismo 

humano como neurohormona. Se trata de una molécula ubicua 

altamente conservada a lo largo de la evolución que ha sido 

descrita no solo en el hombre y otros mamíferos, sino también en 

todos los vertebrados e incluso en invertebrados, bacterias, 

protozoos, plantas y hongos [289]. Desde el punto de vista químico 

tiene la ventaja de poseer tanto características hidrofílicas como 

lipofílicas, lo que le permite atravesar la mayoría de las barreras 

biológicas incluyendo incluso la barrera hematoencefálica y la 

placenta, por lo que puede constituir una versátil molécula en 

diversos procesos fisiológicos [295, 348]. Dada su naturaleza 

química, la melatonina parece ser capaz de afectar a diversas vías 

de señalización intracelular y proteger a las células sanas frente a 

muy diversos tipos de daño. Así, se ha descrito su gran capacidad 

antioxidante frente a los diversos tipos de daño causados por el 

estrés oxidativo en diferentes situaciones fisiopatológicas, 

resultando en células sanas incluso un agente antiapoptótico [315, 

316]. Incluso parece ejercer efectos inmunomoduladores y 

antiinflamatorios en diversas situaciones fisiopatológicas [300, 

312], lo que la hace una molécula de gran interés en diversos 

campos de investigación biomédica. 

En el campo de la oncología, la melatonina ha demostrado 

tener actividad antitumoral cuando ha sido analizada en diversos 

estudios tanto in vivo como in vitro. Sin embargo, muchos de los 

experimentos realizados se derivan de estudios basados en el 



Tesis Doctoral de Andrés García Palomo 
 

 164 

cáncer de mama, donde incluso concentraciones fisiológicas 

parecen tener efectos inhibitorios sobre el crecimiento de las 

células tumorales cuando éstas son cultivadas in vitro, 

observándose una parada del ciclo celular en la fase G2 [325, 326]. 

Existen algunas investigaciones realizadas con otras células 

cancerosas (principalmente derivadas de colon, coriocarcinoma, 

próstata, etc) que refieren también efectos antitumorales de la 

melatonina, administrada a dosis farmacológicas, que son dirigidos 

por diferentes vías moleculares [327, 328, 349]. 

Nuestro estudio, centrado en los potenciales efectos 

antitumorales que la melatonina podría ejercer en el HCC, hemos 

utilizado una línea celular establecida derivada de HCC humano. 

Todos nuestros fueron realizados por nosotros mismos en 

colaboración con el equipo del Dr. González-Gallego y el Dr. Mauriz 

en el Instituto Universitario de Biomedicina (IBIOMED) de la 

Universidad de León. Se trata de un estudio que se enmarca en una 

línea de investigación interesada por la realización experimentos in 

vitro utilizando melatonina en el tratamiento de tumores 

hepáticos, en la actualidad centrada en el hepatocarcinoma pero 

que posiblemente se extienda en un futuro próximo también hacía 

el colangiocarcinoma. 

En nuestros experimentos, inicialmente testamos el efecto 

que la administración de melatonina podía ejercer sobre la 

viabilidad de las células tumorales HepG2. Los primeros resultados 



Discusión 
 

 165 

mostraron un efecto antiproliferativo en forma dosis y tiempo 

dependiente, ya desde los 2 días de incubación con melatonina a la 

dosis de 1000 μM y alcanzando un máximo con 10 días de 

administración a la dosis de 10000 μM (Figuras 15 y 16 

respectivamente). Estos datos concuerdan con otros publicados 

por otros autores indicando que dosis farmacológicas de este indol 

de entre 1000 μM a 6000 μM tienen efectos antiproliferativos en 

células tumorales humanas como en el caso de las derivadas de 

cuello uterino (líneas ME-180 y HELA), ovario (OAW-42) y colon 

(HT-29), o derivadas de tumores murinos de colon (CT-26) [317-

319, 321, 346, 350]. Además, otros estudios han puesto de 

manifiesto que, en determinados tipos de cáncer, la melatonina 

tiene efectos antiproliferativos incluso a dosis menores (en el 

rango nanomolar), tal como ocurre en líneas celulares derivadas de 

cáncer de mama o coriocarcinoma [328, 351]. 
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5.2 Efecto de la melatonina en la apoptosis de las 
células HepG2. 

 

A la hora de analizar si el efecto antiproliferativo de la 

melatonina sobre la línea HepG2 estaba relacionado con la 

inducción de la apoptosis, decidimos centrarnos en la dosis de 

1000 μM por ser la más baja en la que observamos inicialmente 

algún tipo de efecto antitumoral. Hemos de indicar, que todas las 

dosis utilizadas en nuestro estudio pueden calificarse como 

farmacológicas, por hallarse muy por encima de la concentración 

fisiológica que ha sido determinada en humanos sanos que se 

estima en aproximadamente 300 pM [346]. Tal como puede 

observarse en las figura 17 y 18, nuestro estudio mostró que la 

administración de melatonina a la dosis de 1000 μM durante 2-10 

días era capaz de inducir incrementos en la actividad de la caspasa 

3 (caspasa efectora terminal de los procesos de apoptosis) y en la 

proteólisis de la proteína PARP (uno de los principales efectos de la 

apoptosis a nivel nuclear). Ambos resultados son claros indicadores 

de una significativa inducción de la apoptosis por parte de la 

melatonina en las células HepG2. Resultados similares, con 

inducción de la apoptosis en células tumorales, han sido descritos 

en experimentos in vitro realizados con células derivadas de 

melanoma, neuroblastoma, cáncer prostático, tumores de mama, 

o cáncer de colon cuando se administró melatonina de forma 

aislada o en combinación con otros compuestos [325, 352-356]. 
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Curiosamente, también en hígado, aunque en modelos animales 

estudiando situaciones fisiopatológicas diferentes al cáncer como 

por ejemplo en el daño hepático inducido por el envejecimiento, la 

malaria o la isquemia-reperfusión, se ha descrito el efecto 

contrario al observado por nosotros indicándose una reducción de 

la apoptosis al administrarse melatonina [357-359]. Sin embargo, 

cuando nos centramos en tumores hepáticos, existen claras 

evidencias que apoyan los resultados obtenidos en esta Tesis 

Doctoral, mostrando la existencia de mecanismos pro-apoptóticos 

inducidos por la administración de melatonina en hepatocitos 

tumorales murinos de las líneas H22 y HEPA diferentes a las células 

HepG2 humanas utilizadas en nuestros experimentos [353, 360]. 

En nuestro estudio quisimos también conocer si la 

inducción de la apoptosis en las células HepG2 por parte de la 

melatonina implicaba a una o a ambas vías de la apoptosis. Por 

ello, analizamos una serie de marcadores de la vía intrínseca y de la 

vía extrínseca de la apoptosis. 

Es ampliamente conocido que la caspasa 3 es una proteína 

ejecutora que es activada tanto por la vía intrínseca como por la 

vía extrínseca de la apoptosis. Además, existe una gran variedad de 

agentes y situaciones fisiopatológicas capaces de inducir la sobre-

expresión y traslocación de la proteína proapoptótica Bax hacía la 

mitocondria, lo que favorecerá la salida de citocromo C y posterior 

inducción de la caspasa 9 que concluirá con la activación de la 



Tesis Doctoral de Andrés García Palomo 
 

 168 

caspasa 3 que lleva a la muerte celular por apoptosis [361]. 

Nuestros resultados mostraron incrementos en la expresión de la 

proteína proapoptótica Bax (figura 20), junto con la salida de 

citocromo C al citosol desde la mitocondria (figura 21) y el 

incremento de la actividad de la caspasa 9 tras la administración de 

la melatonina a las células tumorales HepG2 (figura 19), 

demostrando la activación de la vía intrínseca de la apoptosis 

cuando se administra melatonina. Dichos resultados están en 

concordancia con los experimentos de otros investigadores que 

también han indicado que la melatonina parece capaz de inducir la 

activación de la vía extrínseca de la apoptosis, con liberación de 

citocromo C acompañada de sobre-expresión de Bax, en células 

derivadas de prolactinomas de rata o derivadas de linfoma B y 

células mieloides humanas [362-364].  

En cuanto a la vía intrínseca, ésta suele estar 

mayoritariamente relacionada en el hígado con unión FasL a su 

receptor Fas lo que va a inducir la formación de complejos de 

muerte, la activación de la caspasa 8 y la posterior activación de la 

caspasa ejecutora terminal 3 lo que conlleva el inicio del proceso 

de muerte celular por apoptosis. Sorprendentemente, en nuestro 

trabajo observamos como existió una activación de la caspasa 8, 

pero sin cambios en la expresión de FasL (figura 22 y figura 23 

respectivamente). Estos aparentemente contradictorios resultados 

pueden ser explicados por el hecho de que la caspasa 8 puede, ser 

activada también por un mecanismo, aun poco conocido e 
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independiente de FasL, consecuencia de la salida de citocromo C al 

citosol durante la activación de la vía intrínseca [365]. 

A la vista de todo lo anterior, podríamos señalar que en 

nuestro modelo experimental la administración de melatonina es 

capaz de inducir la muerte celular por apoptosis en las células 

HepG2, principalmente a través de la vía intrínseca y en menor 

medida a través de la activación de la caspasa 8 independiente de 

FasL. 

 

 

5.3 Efecto de la melatonina sobre la progresión del ciclo 
celular en las células HepG2. 

 

En nuestro trabajo la reducción en la viabilidad de las 

células tumorales HepG2 estuvo relacionada no solo con la muerte 

celular por apoptosis sino también con un efecto citostático. Así, la 

apoptosis fue acompañada por una reducción en el porcentaje de 

células en la transición G0/G1 e incremento en el porcentaje en 

G2/M, lo que indica una parada del ciclo celular en G2/M (Tabla II). 

Resultados similares han sido publicados por otros autores, 

relacionando fenómenos de apoptosis con incrementos en G2/M, 

como por ejemplo tras la administración de análogos de 

nucleósidos, estrés oxidativo o administración de resveratrol a 
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células gástricas tumorales [366-368]. Además, al igual que ocurre 

en nuestros experimentos, la administración de melatonina 

también se ha relacionado con parada del ciclo celular en G2/M e 

inducción de la apoptosis en células derivadas de neuroblastoma 

humano [354]. Como es bien conocido, el gen supresor de tumores 

p53 parece ser capaz de inhibir la proliferación celular y/o inducir 

apoptosis. Incluso, no sólo se ha descrito ya previamente que la 

expresión de p21 (proteína relacionada con la parada del ciclo 

celular) puede ser inducida por p53, sino que Bax y otras proteínas 

proapoptóticas de la familia Bcl2 pueden ser también sobre-

expresadas por el mismo mecanismo transcripcional a través de 

p53 [369, 370]. En los presentes experimentos pudimos observar 

como la melatonina era capaz de inducir un significativo 

incremento en la expresión proteica de p53, que a su vez 

incrementó la expresión de p21 (Figuras 24 y 25, respectivamente). 

Posiblemente, la parada en el ciclo celular observada por nosotros 

se deba, al menos en parte, al incremento en la expresión de p21 

que es capaz de actuar inhibiendo a las quinasas implicadas en el 

ciclo celular. Resultados similares, con incrementos en la expresión 

de p53 y p21, parada del ciclo celular e inducción de la apoptosis, 

han sido descritos por otros investigadores cuando se administra 

melatonina a células de la línea MCF-7 derivadas de tumores 

mamarios [371]. 

Por todo ello, podríamos señalar que la administración de 

melatonina en nuestros experimentos parece ser capaz de inducir 
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la parada del ciclo celular a través de un mecanismo que implica al 

sistema p53/p21, contribuyendo a su efecto antitumoral en las 

células HepG2 derivadas de HCC humano. 

 

5.4 Efecto de la melatonina sobre la vía MAPK en las 
células HepG2. 

 

La potencial contribución de la vía MAPK tanto a la 

fisiopatología como al tratamiento del cáncer es significativa, pero 

depende del tipo de células y del tipo de señales que éstas reciban 

[372]. No obstante, se ha descrito con frecuencia la desregulación 

de MAPK en el desarrollo de diversos tipos de tumor, entre ellos el 

HCC [269]. Incluso, algunos estudios han indicado que el efecto 

antitumoral de la melatonina podría estar relacionado con la 

modulación de MAPK en diversos tipos de cáncer como por 

ejemplo en células derivadas de tumores prostáticos (línea LNCaP), 

mama (línea MCF-7) o de melanoma (línea SK-MEL-1) [373-375]. 

Por ello, nos propusimos intentar determinar el potencial rol de la 

vía MAPK en nuestros experimentos, procediendo a analizar la 

activación de varios de sus miembros mediante la cuantificación de 

sus niveles de fosforilación. Así, pudimos observar un claro 

incremento en la activación de ERK, JNK y p38, con incrementos 

significativos en sus respectivas fosforilaciones cuando se 
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administró melatonina a las células HepG2 (Figuras 26, 27 y 28 

respectivamente).  

Aunque ERK ha sido frecuentemente asociada con 

proliferación y supervivencia celular, existen evidencias de que su 

activación es necesaria para la parada del ciclo celular e inducción 

de la apoptosis inducida por cisplatino en células H22 derivadas de 

HCC [376]. Además, se ha descrito que el paclitaxel provoca la 

parada del ciclo celular en G2/M y muerte celular en células MCF-7 

derivadas de tumores mamarios, tal como parece ocurrir en 

nuestro trabajo con melatonina en células HepG2 derivadas de 

HCC [377].  

Por otro lado, en cuanto a la activación de JNK en nuestros 

experimentos, estos resultados están en concordancia con aquellos 

que indican que su activación se relaciona con la muerte celular de 

células hepáticas y la inducción de la apoptosis a través de la 

sobre-expresión de la proteína proapoptótica Bax tras la 

administración de diversas sustancias como luteolina o 

antocianidinas [378, 379], algo que, como ya hemos visto, también 

ocurre en nuestro trabajo (Figura 20). Incluso, la activación de JNK 

parece ser capaz de inducir la vía de p53/p21 siendo responsable 

no solo de la apoptosis sino también de la parada del ciclo celular 

en G2/M en células HepG2 tras la administración de ácido gálico, 

resultado similar al obtenido por nosotros cuando administramos 

melatonina [380].  
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En lo concerniente a la activación de p38 que hemos 

observado en nuestros resultados, parece que podría participar 

también en la inducción de la vía intrínseca de la apoptosis en 

hepatocitos tumorales; así, algunos autores han descrito que dicha 

activación es capaz de promover la sobre-expresión de Bax 

favoreciendo su traslocación hacía la mitocondria en estos 

hepatocitos e instaurando un proceso apoptótico [378].  

En relación a la activación de MAPK, podríamos señalar que 

en nuestro trabajo experimental in vitro la parada del ciclo celular 

y la activación de la apoptosis tras la administración de melatonina 

podría ser debida, al menos en parte, a la inducción de la vía MAPK 

que produciría la sobre-expresión de Bax y la salida de citocromo C 

al citosol con la posterior activación de las caspasa 9 y 8. Además, 

podría estar también relacionada con la parada del ciclo celular en 

la fase G2/M, inducida por p21 tras la sobre-expresión observada 

de p53. 

 

 

5.5 Contribución de los receptores de la melatonina a su 
efecto antitumoral en células HepG2. 

 

Los receptores de membrana de la melatonina, MT1 y MT2, 

se pueden expresar conjuntamente en un mismo tipo celular o 
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aparecer de forma aislada específicamente en un tejido [317, 318, 

381]. Además, dichos receptores tienen características de unión 

similares, así ambos tienen una alta afinidad por su ligando la 

melatonina y son sensibles a la unión de guanosina trifosfato. Sin 

embargo, en humanos la afinidad de MT1 por la unión con 

melatonina marcada con 125I (Kd=20-40 pmol/L) es mayor que la de 

MT2 (Kd=160 pmol/L) [381].  

El receptor de membrana MT1 ha sido descrito en hígado y 

en diferentes tejidos incluyendo al sistema inmune, sistema 

nervioso central (hipocampo, sustancia negra, cerebelo, etc), 

vesícula biliar, mama, ovario, piel, testículo, coronarias o 

aorta[310, 317, 382-388]. En esta Tesis Doctoral hemos encontrado 

un importante incremento en la expresión tanto proteica como del 

mRNA de MT1 tras el tratamiento con melatonina, resultados que 

parecen guardar relación con el efecto antitumoral de esta 

hormona en las células HepG2 (Figuras 29 y 30). Otros autores han 

encontrado también incrementos en la expresión de MT1 y MT2 

(en aquellos tejidos de co-expresan ambos receptores) tras la 

administración de melatonina [389]. Efectos similares de otros 

ligados o agonistas en la sobre-expresión de receptores de 

membrana unidos a proteína G, parecidos a MT1, se han atribuido 

a un incremento en la transcripción y traducción génica y/o en la 

estabilidad proteica de dichos receptores [390-393]. Por otro lado, 

se ha descrito que, en tumores de mama y de algunos otros 

tejidos, el efecto antitumoral de la melatonina se relaciona con la 
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sobre-expresión de MT1 [381, 394]. Incluso en pacientes con 

tumores óseos, que suelen presentar niveles de melatonina 

especialmente bajos, la sobre-expresión de MT1 puede reducir la 

progresión tumoral cuando se administra melatonina exógena 

[395]. La relación entre la activación de MT1 y el efecto 

antitumoral de la melatonina podría estar relacionada con la 

activación de la vía MAPK, tal como pondremos de manifiesto en el 

apartado siguiente de la discusión de esta Tesis Doctoral centrada 

en MT1. 

Además, parte del efecto antiproliferativo de la melatonina 

en tumores de endometrio podría estar mediado por MT2 [396]. 

Sin embargo, MT2 parece expresarse de forma más restrictiva que 

MT1, apareciendo sobretodo en cerebro, sistema inmune, corazón, 

aorta, pulmón, duodeno, adipocitos, miometrio o en células 

granulosas, pero sin presencia en el tejido hepático humano [381]. 

En nuestro trabajo analizamos la expresión de MT2 en las células 

HepG2, tanto tratadas con melatonina como sin melatonina, y no 

hallamos en ningún momento expresión proteica ni del mRNA 

(datos no mostrados), lo que confirma la ausencia de dicho 

receptor en este tipo celular. Está claro que el efecto antitumoral 

de la melatonina, al menos en las células HepG2, no está 

relacionado con mecanismos dependientes de MT2. 

En cuanto a MT3, como ya hemos indicado anteriormente 

en el capítulo de Revisión Bibliográfica, existen datos sólidos que 
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indican que se trata de un receptor citosólico que se ha 

identificado con la proteína NQO2, expresado en hígado, cerebro, 

corazón, pulmón, músculo, tejido adiposo, etc [305, 397]. En 

nuestros experimentos, hemos observado un incremento en la 

expresión proteica de MT3 (Figura 31), pero sin modificaciones 

significativas en la expresión de su mRNA (Figura 32) tras la 

administración de la melatonina, lo que potencialmente parece 

indicar una menor contribución de dicho receptor al efecto 

antitumoral de este indol que la del receptor MT1. Posiblemente, 

la administración de la hormona contribuya a una estabilización de 

la proteína NQO2 en las células HepG2. Otros investigadores han 

descrito incrementos en la expresión proteica de NQO2 durante la 

inhibición de la proliferación tumoral en células derivadas de 

melanoma tras la administración de antioxidantes como el 

resveratrol, pero los mecanismos aún no han sido elucidados [398]. 

El receptor RORα forma parte de la subfamilia de 

receptores nucleares RZR/ROR capaces de unirse a la melatonina. 

Dicho receptor se expresa en hígado, cerebro, piel, testículo y 

corazón [399]. Además, diversos autores han indicado que podría 

estar implicado en la fisiología y patología hepática controlando la 

transcripción génica de diversos genes como por ejemplo p21 [400-

402]. De forma similar a lo que ocurría con MT3, en nuestro 

trabajo la administración de melatonina solo fue capaz de inducir 

incrementos estadísticamente significativos en la expresión 

proteica de RORα pero no a nivel de su mRNA (Figura 33 y 34 
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respectivamente), lo que podría indicar un efecto de estabilización 

por parte de la melatonina sobre la proteína RORα. Incrementos 

en la expresión de RORα, tras la administración de melatonina, han 

sido también descritos en estudios in vitro usando células 

derivadas de melanoma humano o de tumores de pituitaria 

secretores de prolactina [398, 403]. Curiosamente, p21, regulador 

negativo del ciclo celular, es uno de los genes cuya expresión 

parece ser controlada también por RORα [404]. En nuestro 

estudio, como ya hemos indicado anteriormente, la parada del 

ciclo celular tras la administración de melatonina parece 

relacionada con la sobre-expresión de p53, lo que va a inducir la 

expresión de p21 y la parada del ciclo; pero, cabe indicar aquí, que 

la sobre-expresión de p21 también podría estar relacionada, al 

menos en parte, con la estabilización de la proteína de RORα 

observada tras la incubación de las células HepG2 con melatonina. 

 

 

5.6 Efecto de la inhibición del receptor MT1 a los 
mecanismos antitumorales de la melatonina en células 
HepG2. 

 

Tras la comprobación de que la melatonina era capaz de 

incrementar, de forma significativa, la expresión tanto proteica 

como del mRNA de MT1 en las células HepG2 decidimos 
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comprobar si la inhibición de dicho receptor podría bloquear el 

efecto antitumoral de esta hormona. 

Para producir la inhibición de MT1 en nuestro trabajo 

usamos luzindol, un antagonista competitivo contra la unión de la 

melatonina en MT1 y MT2. Es necesario recordar que MT2 no es 

expresado en tejido hepático ni fue detectado en las células HepG2 

utilizadas en nuestros experimentos. 

Se ha descrito que cuando MT1 y MT2 se activan inducen la 

inhibición en la producción de cAMP por parte de proteínas G [405, 

406]. En nuestro experimento pudimos comprobar cómo la 

administración de melatonina, a la dosis de 2500 μM en tiempos 

cortos, era capaz de provocar la reducción en la producción de 

cAMP, lo que indicaba la activación de la proteína MT1 en esas 

condiciones. Además, la administración previa de luzindol era 

capaz de bloquear dicha reducción de la síntesis de cAMP, lo que 

confirmaba su capacidad para inhibir a MT1 en nuestro modelo 

experimental (Figura 36). 

Tras la inhibición de MT1, con la preincubación de luzindol, 

pudimos observar cómo se producía un bloqueo del efecto de la 

melatonina sobre la reducción en la viabilidad celular, de forma 

que detectamos un incremento estadísticamente significativo en la 

proliferación de los hepatocitos tumorales (Figura 35).  
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Aunque los mecanismos precisos a través de los cuales la 

melatonina reduce la proliferación de las células tumorales no son 

bien conocidos, se ha sugerido su capacidad para modular a 

diversos miembros de la vía MAPK [373, 407, 408]. En la presente 

Tesis Doctoral hemos encontrado un incremento significativo en la 

activación por fosforilación de ERK, JNK y p38 tras la 

administración de melatonina. La pre-incubación con el inhibidor 

de MT1 luzindol sólo bloqueó de forma efectiva la fosforilación de 

ERK, pero no fue capaz de reducir significativamente la activación 

de JNK y p38. Estos resultados parecen indicar sugerir una posible 

conexión entre la activación de MT1 y de ERK tras la administración 

de melatonina en las células HepG2. El análisis de la literatura 

científica disponible indica que en células modificadas 

genéticamente para expresar sólo MT1, tal como ocurre en 

nuestros hepatocitos, la melatonina parece estimular más 

específicamente a ERK; sin embargo, en las mismas células no 

modificadas, expresando tanto MT1 y MT2, el indol tenía el efecto 

contrario reduciendo la fosforilación de ERK [409]. Nuestros 

resultados están de acuerdo con otros trabajos que describen la 

activación de ERK, mediante un mecanismo dependiente de MT1, 

tras la administración de melatonina en células derivadas de 

tumores ováricos de hámster de la línea CHO [410] . También se ha 

descrito la activación de ERK tras la administración de otras 

sustancias antitumorales como el cisplatino en células H22 

derivadas de HCC [376]. Incluso, se ha indicado que la parada del 

ciclo celular en G2/M, por parte de paclitaxel, depende de la 
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activación de ERK en células de tumores mamarios de la línea 

MCF7 [377]. 

Por todo lo anterior, en nuestros experimentos parece que 

el receptor MT1 parece jugar un importante papel, a través de ERK, 

en el efecto antitumoral de la melatonina observado en las células 

HepG2 derivadas de HCC. No obstante, son necesarios más 

experimentos para comprobar los mecanismos concretos 

involucrados y la conexión con el resto de receptores de 

melatonina existentes en dichos hepatocitos. 
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CONCLUSIÓN PRIMERA: 

El tratamiento con melatonina induce en hepatocitos 

HepG2 derivados de HCC humano una reducción en la viabilidad 

celular de forma dosis y tiempo dependiente.  

CONCLUSIÓN SEGUNDA: 

El análisis del ciclo celular mediante citometría de flujo 

muestra un efecto citostático de la melatonina en las células 

HepG2, con parada del ciclo celular en G2/M. La expresión de p21 

podría jugar un papel importante en dicho efecto por mecanismos 

dependientes de p53 y posiblemente de ERK. 

CONCLUSIÓN TERCERA: 

La reducción en la viabilidad inducida por la melatonina se 

relaciona también con un incremento en la muerte celular por 

apoptosis, principalmente mediante mecanismos dependientes de 

la vía intrínseca, con incrementos en la expresión de la proteína 

proapoptótica Bax y liberación de citocromo C desde la 

mitocondria. 
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CONCLUSIÓN CUARTA: 

La administración de melatonina induce un incremento 

significativo en la activación de diversos miembros de la familia 

MAPK como ERK, JNK y p38. Dichos incrementos parecen ser 

responsables, al menos en parte, del efecto citostático y pro-

apoptótico del indol sobre los hepatocitos tumorales. 

CONCLUSIÓN QUINTA: 

El efecto de la melatonina sobre los hepatocitos tumorales 

parece relacionado con la inducción en la expresión de su receptor 

de membrana MT1, que se acompaña con la estabilización proteica 

del receptor citosólico MT3 y nuclear RORα. La inhibición de MT1, 

mediante la pre-incubación con luzindol, bloquea de forma 

significativa la capacidad antitumoral de la melatonina, 

demostrando la importancia de dicho receptor. 

CONCLUSIÓN FINAL: 

La administración de melatonina a dosis farmacológicas 

podría tener un potencial interés, al menos como sustancia co-

adjuvante, en el tratamiento del HCC. No obstante, es necesario 

llevar a cabo más experimentos, tanto en in vitro como en modelos 
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animales para mejorar el conocimiento de los mecanismos 

implicados en el efecto antitumoral de este indol.  
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