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Resumen 

 

El cáncer de cabeza y cuello (HNSCC) es uno de los canceres más comunes a 

nivel mundial. Desafortunadamente, la resistencia a los fármacos y la recurrencia son 

las principales limitaciones en la oncología clínica para muchos pacientes, y el fallo de 

los tratamientos convencionales supone una experiencia demoledora. Por tanto, es 

crucial encontrar nuevas dianas terapéuticas y fármacos que mejoren los efectos 

citotóxicos de los tratamientos convencionales sin potenciar los efectos secundarios. 

La melatonina tiene efectos oncostáticos, aunque los mecanismos implicados y las 

dosis requeridas permanecen poco claras.  

El objetivo de este estudio es determinar de forma precisa los mecanismos 

mitocondriales subyacentes de la melatonina, que incrementan la citotoxicidad de los 

tratamientos oncológicos, y también proponer nuevos tratamientos de la melatonina 

para aliviar o revertir los procesos de radio- o quimiorresistencia.  

En este trabajo, analizamos los efectos de la melatonina en las líneas celulares 

de cáncer de cabeza y cuello HNSCC, Cal-27 y SCC-9. Las células se trataron con 

melatonina a diferentes concentraciones (0.1, 0.5, 1 and 1,5 mM), combinada con 

irradiación a una dosis de 8 Gy o con cisplatino (CDDP) a 10 μM. También estudiamos 

los efectos de los tratamientos combinados utilizados en los estudios in vitro, en en 

ratones nude atímicos con xenoinjertos de CAL-27.  

Para determinar la citotoxicidad de los tratamientos en las células tumorales, se 

llevaron a cabo ensayos de clonogenicidad y de MTT. También se estudiaron los niveles 

de apoptosis y de autofagia mediante técnicas de citometría de flujo y de wetern blot. 

Además, se analizó la función mitocondrial midiendo la respiración mitocondrial, el 

contenido de ADN mitocondrial (RT-qPCR) y la masa mitocondrial (NAO). También se 
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cuantifico la producción de ROS, la actividad de enzimas antioxidantes y los niveles de 

glutatión mediante métodos espectrofotométricos.  

Demostramos que altas concentraciones de melatonina potencian los efectos 

citotóxicos de la radioterapia y del CDDP en las células HNSCC y que estos efectos  

están relacionados con un incremento en la función mitocondrial de estas células. En 

las células HNSCC, la melatonina induce la producción de ROS intracelular cuya 

acumulación juega un papel muy importante en la inducción de la apoptosis. Este 

proceso está relacionado con un aumento de la función mitocondrial y de autofagia. 

Sin embargo, in vivo, los efectos de la melatonina (300mg/kg s.c.) fueron menos 

significativos, sugiriendo que son necesarias altas concentraciones de melatonina en el 

tumor para potenciar los efectos citotóxicos de la irradiación (4Gy) y del CDDP 

(4mg/kg i.p.).  

Por otra parte, también demostramos que la administración de melatonina 

reduce la toxicidad de los tratamientos oncostáticos en los tejidos sanos.  

Nuestros resultados indican que la melatonina a altas concentraciones, 

combinada con CDDP o con radioterapia, es un potencial agente adyuvante, que 

mejora la efectividad de estos tratamientos a la vez que minimiza sus efectos 

secundarios. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SUMMARY 



  

 



Summary 

 

Head and neck cancer (HNSCC) is one of the most common cancers by 

incidence worldwide. Unfortunately, drug resistance and relapse are the principal 

limitations of clinical oncology for many patients, and the failure of the conventional 

treatments is an extremely demoralizing experience. It is therefore crucial to find new 

therapeutic targets and drugs to enhance the cytotoxic effects of conventional 

treatments without potentiating or offsetting the adverse effects. Melatonin has 

oncostatic effects, although the mechanisms involved and doses required remain 

unclear.  

The purpose of this study was to determine precise underlying mitochondrial 

mechanisms of melatonin, which increase the cytotoxicity of oncological treatments, 

and also to propose new melatonin treatments in order to alleviate and reverse radio- 

and chemo-resistance processes. 

We analyzed the effects of melatonin on head and neck squamous cell 

carcinoma (HNSCC) cell lines (Cal-27 and SCC-9), which were treated with 0.1, 0.5, 1 

and 1,5 mM melatonin combined with 8 Gy irradiation or 10 μM cisplatin (CDDP). We 

also examined the effects of the combined treatments on xenograft athymic nude 

mice.  

Clonogenic and MTT assays, as well as autophagy and apoptosis, involving flow 

cytometry and western blot, were performed in order to determine the cytotoxic 

effects of the treatments. Mitochondrial function was evaluated by measuring 

mitochondrial respiration, mtDNA content (RT-PCR) and mitochondrial mass (NAO). 

ROS production, antioxidant enzyme activity and GSH/GSSG levels were analyzed using 

a fluorometric method. 
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We show that high concentrations of melatonin potentiate the cytotoxic effects 

of radiotherapy and CDDP in HNSCC which are associated with increased mitochondrial 

function in these cells. In HNSCC, melatonin induces intracellular ROS, whose 

accumulation plays an upstream role in mitochondria-mediated apoptosis and 

autophagy.  

However, in vivo, the effects of melatonin (300mg/kg s.c.) were less significant, 

suggesting that high concentrations of melatonin in the tumor are required to enhance 

the cytotoxic effect of irradiation (4Gy) or CDDP (4mg/kg i.p.).  

On the other hand, we also show that melatonin administration reduces 

toxicity in healthy cells.  

Our findings indicate that melatonin, at high concentration, combined with 

cisplatin and radiotherapy to improve its effectiveness is a potential adjuvant agent, 

thus improving its effectiveness while minimizing its side effects.  

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ÍNDICE 





ÍNDICE 

 
 

 

I. INTRODUCCIÓN .................................................................................................. 1 

1. Cáncer de cabeza y cuello ....................................................................... 3 

1.1. Epidemiología ...................................................................................... 4 

1.2. Etiología: factores de riesgo ................................................................ 5 

2. Tratamientos ........................................................................................... 7 

2.1. Radioterapia: ....................................................................................... 7 

2.2. Cisplatino ........................................................................................... 21 

3. Melatonina ............................................................................................ 31 

3.1. Evolución ........................................................................................... 32 

3.2. Estructura y biosíntesis: .................................................................... 33 

3.3. Mecanismo de acción ....................................................................... 35 

3.4. Melatonina y cáncer.......................................................................... 43 

II. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS ............................................................................ 51 

III. Material y Métodos .................................................................................. 57 

1. Ensayos in vitro ..................................................................................... 59 

1.1 Células y tratamientos ....................................................................... 59 

1.2 Ensayo de clonogenicidad ................................................................. 61 

1.3 Ensayo de proliferación celular ......................................................... 62 

1.4 Análisis de la apoptosis ..................................................................... 63 

1.5 Determinación de la concentración de proteínas ............................. 65 

1.6 Western Blot ..................................................................................... 66 



Beatriz Irene Fernandez Gil 

 

1.7 Respiración mitocondrial .................................................................. 70 

1.8 Determinación de la masa mitocondrial ........................................... 73 

1.9 Cuantificación del ADN mitocondrial ................................................ 74 

1.10 Medida de la producción de ROS ..................................................... 76 

1.11 Medida de los niveles de glutatión y de glutatión disufito.............. 78 

1.12 Medida de la actividad del glutatión peroxidasa ............................. 79 

2. Ensayos in vivo ...................................................................................... 80 

2.1 Xenoinjertos en ratones. ................................................................... 80 

2.2 Tratamientos ..................................................................................... 82 

2.3 Histología, histopatología e inmunohistoquímica ............................ 84 

2.4 Determinación de la concentración de melatonina intracelular ...... 86 

2.5 Medida de los nitritos ....................................................................... 87 

2.6 Determinacion de la lipoperoxidacion (LPO) .................................... 88 

3. Análisis estadístico ................................................................................ 89 

IV. RESULTADOS .................................................................................................. 91 

1. La melatonina potencia los efectos citotóxicos de la irradiación y el 

CDDP en HNSCC .............................................................................................. 94 

2. La melatonina potencia los efectos apoptóticos de la irradiación y del 

CDDP en las células HNSCC ............................................................................. 96 

3. La melatonina produce cambios en la función mitocondrial de las 

células HNSCC ................................................................................................. 99 



ÍNDICE 

 
 

 

4. Potenciamiento del estrés oxidativo en presencia de melatonina en las 

células HNSCC ............................................................................................... 102 

5. Relación entre los niveles de melatonina y su efecto oncostático in 

vitro e in vivo. Estudio piloto. ....................................................................... 105 

6. La melatonina protege a los tejidos normales de la toxicidad inducida 

por la irradiación y por el CDDP .................................................................... 110 

V. DISCUSIÓN .................................................................................................... 113 

VI. PERSPECTIVAS FUTURAS ............................................................................. 125 

VII. CONCLUSIONS............................................................................................. 131 

VIII. BIBLIOGRAFÍA ............................................................................................ 135 

10. ANEXOS ....................................................................................................... 169 

 





 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I. INTRODUCCIÓN





 Introducción 

3 
 

1. Cáncer de cabeza y cuello 

El cáncer de cabeza y cuello engloba a un grupo de neoplasias o tumores 

malignos que surgen en la cabeza o en la región del cuello. Por tanto, incluye 

numerosas localizaciones anatómicas con múltiples sub-localizaciones, entre las que se 

encuentran: labios y  cavidad oral, faringe (orofaringe, nasofaringe, e hipofaringe), 

laringe (supraglotis, glotis y subglotis), cavidad nasal y senos paranasales, ganglios 

cervicales (de un tumor primario desconocido), melanoma maligno del tracto  

aerodigestivo superior, las glándulas salivares y la glándula tiroides; excluyéndose de 

esta definición los cánceres de cerebro, de ojo, de esófago, así como los cánceres de 

músculos y huesos de la cabeza y del cuello (Brierley 2018) (Fig.1).  

 

 

Figura 1. Localización del cáncer de cabeza y cuello. Winslow, 2012. 
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La mayoría de los cánceres de cabeza y cuello son carcinomas de células 

escamosas (HNSCC de sus siglas en inglés) que aparecen en el revestimiento epitelial 

de las cavidades anteriormente mencionadas (Licitra et al. 2016). El cáncer de cabeza y 

cuello, por sus implicaciones a diferentes niveles incluida la apariencia personal, es una 

enfermedad que requiere un diagnóstico exhaustivo y un tratamiento complejo, por lo 

que tiene que abordarse desde una visión multidisciplinar (Lo Nigro et al. 2017).  

1.1. Epidemiología  

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), el cáncer de cabeza y cuello 

es uno de los cánceres más comunes con mayor incidencia a nivel mundial. Se estima 

que en 2018 hubo alrededor de 800 000 nuevos casos (cerca de millón y medio si se 

incluyen los de tiroides) (Bray et al. 2018). Aunque el pronóstico de un paciente 

depende de múltiples factores, se estima que la tasa de supervivencia ronda tan solo el 

60% a los 5 años. La gravedad de este tipo de cáncer radica en que 2 de cada 3 casos se 

detectan en estadios ya avanzados de la enfermedad, ya que en la primera fase los 

síntomas suelen pasar desapercibidos provocando el retraso del diagnóstico (Grupo 

Español de Pacientes con Cáncer (GEPAC). 2017). 

Estos cánceres son más comunes en hombres que en mujeres, principalmente 

en pacientes de edad avanzada, casi siempre por encima de los 50 años. Esto es debido 

a que la mayoría se encuentran asociados con determinados factores de riesgo 

relacionados con los hábitos de vida como el consumo de tabaco, alcohol o algunas 

cepas del virus del papiloma humano (Marur and Forastiere 2016; Aminuddin and Ng 

2016; Bann, Deschler, and Goyal 2016; Barczak et al. 2016; Pai SI, Pai, and Westra 

2009; Pearson, Jackson, and Nor 2016). 
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1.2. Etiología: factores de riesgo  

Las probabilidades de sufrir un cáncer de cabeza y cuello aumentan bajo 

determinadas condiciones a las que se expone cada individuo. Es importante 

identificar la etiología para poder aplicar medidas que reduzcan la incidencia de la 

enfermedad en la medida de lo posible, pero también es interesante describir su 

fisiopatología para poder entender mejor su funcionamiento y, por tanto, buscar un 

tratamiento adecuado. En el cáncer de cabeza y cuello cabe destacar los siguientes 

factores de riesgo: 

1.2.1. Tabaquismo  

El consumo de tabaco es el factor de riesgo más importante para este tipo de 

cáncer. De hecho, el 90 % de los cánceres de la cavidad oral en hombres y el 60 % en 

mujeres se atribuyen al tabaquismo. En el humo inspirado del tabaco existen más de 

30 carcinógenos, de los cuales cabe destacar los hidrocarburos aromáticos policíclicos 

y las nitrosaminas. El riesgo de cáncer es directamente proporcional a la cantidad de 

tabaco consumido, y depende del tipo de consumo (pipa, cigarro, tabaco de mascar, 

puros, etc.) así como del tipo de tabaco (rubio o negro) o de cigarrillo (corto o largo, 

con o sin filtro). Además, existe una relación entre la distribución geográfica del cáncer 

de cabeza y cuello y los hábitos de consumo de cada población, que también están 

directamente relacionados con el sitio anatómico de la aparición del tumor. Por 

ejemplo, en Francia se asocia el alto índice de mortalidad por cáncer de laringe a un 

elevado consumo de tabaco negro. Sin embargo, en Túnez, debido al alto consumo de 

tabaco de mascar, hay un mayor índice de cáncer del suelo del paladar (Gallegos-

Hernández 2006).  

1.2.2. Consumo de alcohol 
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Es el segundo agente en importancia después del tabaco. El riesgo de cáncer 

aumenta hasta seis veces en bebedores. El principal mecanismo a través del cual actúa 

la carcinogénesis alcohólica es la irritación a nivel local, asociándose a los sitios 

anatómicos donde hay contacto directo con la mucosa durante el consumo. También 

actúa a través de otros mecanismos asociados a déficits nutricionales, desregulaciones 

metabólicas, inhibición del sistema inmune, potenciación de los carcinógenos del 

tabaco, incremento del daño cromosómico, e incremento de los niveles séricos de 

acetaldehído (principal irritante y carcinógeno de la mucosa). Al igual que en el 

consumo de tabaco, el incremento del riesgo de padecer cancer de cabeza y cuello  por 

consumo de alcohol es directamente proporcional a la dosis consumida y depende del 

tipo de bebida alcohólica. Las diferentes bebidas presentan unas u otras sustancias 

que afectarán más a una u otra región anatómica en mayor o menor medida.   Por 

ejemplo, en los consumidores de bebidas destiladas (whisky, ron, etc.) aumenta la 

incidencia de cáncer hipofaríngeo y de laringe. Sin embargo, en los consumidores de 

bebidas fermentadas (vino, cerveza, etc.) aumenta la proporción de cáncer de la 

cavidad oral (Gallegos-Hernández 2006). 

1.2.3. Virus del papiloma humano (HPV)  

En los últimos 20 años, el cambio en las conductas sexuales ha provocado un 

aumento de la incidencia del HPV. La infección con el HPV, especialmente de los tipos 

16 y 18, es un factor de riesgo para algunos tipos de tumores de cabeza y cuello, 

concretamente los cánceres de orofaringe que implican las amígdalas o la base de la 

lengua. Estos virus tienen especial tropismo por los epitelios de células escamosas ya 

que su ciclo replicativo se mantiene sólo en las células epiteliales. El cáncer inducido 

por este virus es diferente a nivel clínico y molecular cuando se compara con otros 
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factores de riesgo, como el alcohol o el tabaco, y presenta una prognosis más 

favorable. También es importante destacar que los tumores de orofaringe 

relacionados con el HPV aparecen en poblaciones más jóvenes (Kobayashi et al. 2018). 

 

2. Tratamientos 

El tratamiento para el cáncer de cabeza y cuello incluye cirugía, radioterapia, 

quimioterapia, terapia dirigida o una combinación de tratamientos. La elección de uno 

u otro dependerá del historial del paciente, la histopatología del tumor, su localización 

y el estadio del cáncer (Barczak et al. 2016; King and Thoeny 2016; Licitra et al. 2016; 

Bossi and Alfieri 2016; Pearson, Jackson, and Nor 2016; Tshering Vogel and Thoeny 

2016; Rischin, Ferris, and Le 2015; World Health Organization 2014)  

2.1. Radioterapia: 

La radioterapia (RT) es uno de los tratamientos más extendidos en la lucha 

contra el cáncer. Su uso como tratamiento antitumoral se extendió rápidamente a 

finales del siglo XIX, poco después del descubrimiento de los rayos X por Roentgen, en 

1895 (Connell and Hellman 2009). Su efectividad en tumores localizados o sólidos y su 

bajo precio comparado con otros tratamientos, explican por qué más de la mitad de 

los tumores se traten, al menos en parte, con esta técnica (Maier et al. 2016; Baskar 

and Itahana 2017). 

La RT utiliza radiaciones ionizantes, que son aquellas que tienen la capacidad de 

alterar los átomos del medio con el que interaccionan mediante la deposición de 
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energía (ionización). Por este motivo, las radiaciones ionizantes son potencialmente 

lesivas. Cuando interaccionan con un medio biológico, son capaces de producir 

rupturas de las moléculas de las células, provocando daños que a veces son 

irreparables. Estos daños dependerán de la cantidad de energía depositada en el 

medio o, lo que es lo mismo, de la dosis de la radiación recibida.  

Generalmente la RT se aplica de forma externa, aunque también existen otros 

tipos de administración donde la fuente de radiación se coloca dentro del cuerpo, 

como la braquiterapia (en el que la fuente de radiación es sólida) o la radioterapia 

sistémica (donde el tratamiento fluye a través de la sangre a todos los tejidos del 

cuerpo). El tipo de radioterapia depende de diversos factores como el tipo de cáncer, 

el tamaño del tumor y la ubicación del mismo, la proximidad del tumor a tejidos 

normales (no tumorales) sensibles a la radiación, la salud e historia clínica del paciente, 

la prescripción de otros tratamientos, etc.(Instituto Nacional del Cancer (NIH) 2018).  

2.1.1. Dosis 

Para la RT, la radiación se suministra principalmente a través de fuentes de alta 

energía como fotones (rayos gamma y rayos X) (Fig.2), partículas cargadas (electrones) 

y protones. La energía física que se transfiere a las células tumorales, altera su 

sensibilidad, supervivencia y metabolismo, y perturba el microambiente tumoral (TME) 

(Baskar and Itahana 2017). 
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Figura 2. Espectro electromagnético. Modificado de Horst Frank, Phrood & Anony. CC via 
Wikimedia Commons 

 

La cantidad total de radiación administrada se mide en unidades llamadas 

Gray (Gy). Un gray es la absorción de un julio de energia de radiacion ionizante por 

kilogramo de masa irradiado. La dosis variará en función del tejido a irradiar, ya que 

cada tejido puede tolerar una dosis de irradiación máxima. Para fijarla, se valora la 

llamada relación terapéutica que compara el daño causado a las células cancerosas 

con el daño causado a las células sanas. Para la radiación externa, la dosis total se 

divide a menudo en dosis más pequeñas (llamadas fracciones) que se dan durante 

varias semanas. Esto aumenta al máximo la eliminación de las células cancerosas 

mientras se reduce al mínimo el daño al tejido sano. En estos tratamientos, se 

administran generalmente de 1,5 a 2 Gy diarios, 5 días a la semana, durante 

aproximadamente 5 a 8 semanas. Las dosis totales pueden variar de 30 a 80 Gy, 

dependiendo de la intención del tratamiento, es decir, si este es curativo o paliativo, y 

del tipo y localización del tumor.  

Además del esquema tradicional de administración de radioterapia, también se 

utilizan otros modelos alternativos para reducir el tiempo total de tratamiento. La 
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aceleración del tratamiento o RT hiperfraccionada (administración de la misma dosis 

total en un tiempo más corto) debe reducir el crecimiento del tumor entre las 

sesiones, lo que resulta en un mejor control local de la enfermedad. En los regímenes 

hiperfraccionados, se administran de dos a tres fracciones al día, con una dosis 

reducida por fracción que va de 1,1 a 1,2 Gy. La reducción de la dosis por fracción 

puede disminuir el riesgo de toxicidad tardía, a pesar de una mayor dosis total. Por 

otro lado, la radiación hipofraccionada supone la administracion de la radiación con 

menos número de dosis, de manera que cada dosis es más grande. A veces, esto 

podría significar que se da menos de una vez al día, lo que puede hacer que la 

radiación funcione mejor para algunos tumores. El tiempo total de administración 

disminuye, pero el lado negativo es que los efectos secundarios de la radiación se ven 

antes y pueden ser peores, aunque no aumenta los efectos tardíos de la radiación, 

descritos más adelante. Algunos estudios indican que el hiperfraccionamiento 

proporciona un mayor beneficio en el cáncer de cabeza y cuello (American Cancer 

society 2014; Baskar and Itahana 2017; Rosen, Day, and Singh 2015)  

2.1.2. Mecanismo de acción y daños a nivel celular 

La radiación ionizante a la que es expuesta una célula durante un tratamiento 

de RT, altera las moléculas dentro de ella produciendo daño celular. Esto puede 

producirse de forma directa, ionizando las bases del ADN; o bien indirectamente a 

través de la hidrólisis de las moléculas de agua, generando radicales libres que podrán 

reaccionar con el propio ADN, proteínas y otras biomoléculas (Kiang, Fukumoto, and 

Gorbunov 2012; Breen and Murphy 1995)  

Los daños en el ADN podrían ser producidos por dañar una base, interrumpir un 

enlace azúcar-fosfato resultando en una ruptura de cadena sencilla o doble (SSB o DSB 
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respectivamente) o producir un entrecruzamiento de ADN. Aproximadamente se 

induce daño a unas 3000 bases, 1000 SSBs y 40 DSBs en una sola célula con una dosis 

de rayos X de 1 Gy. Los daños de las bases y de las SSBs tienen menor relevancia para 

la supervivencia celular ya que estas lesiones se reparan en su mayoría por el sistema 

de reparación por escisión de bases (BER, por sus siglas en inglés). Sin embargo, las 

DSBs no pueden ser reparadas debido a su complejidad y constituyen el daño más 

severo en el ADN tras la irradiación llevando a la muerte celular, senescencia, 

mutaciones o inestabilidad genómica (Fig. 3) (Maier et al. 2016). 

 

Figura 3. Mecanismo de la radiación ionizante en radioterapia. Adaptado de Wang et al. 
Trends in Pharmacological Sciences, 2017. 

 

En cuanto a la radiólisis de la molécula de agua, esta produce especies químicas 

muy reactivas tales como el radical hidroxilo (OH), el peróxido de hidrógeno (H2O2), el 

electrón hidratado (e-aq) y una serie de biomoléculas derivadas de radicales con 

núcleo de carbono, oxígeno, azufre o nitrógeno que, a su vez, pueden conducir a la 

formación de peróxidos orgánicos y radicales de aniones superóxido (O2
) en presencia 
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de oxígeno molecular. El OH es altamente electrofílico y, por tanto, se une 

covalentemente a moléculas como polipéptidos, aminoácidos y ácidos grasos 

poliinsaturados (PUFAs), modificando su estructura y, en consecuencia, su función 

celular. Por su parte, las alteraciones causadas por los radicales peróxido y superóxido 

se producen indirectamente a través de reacciones de tipo Fenton (Fig. 4) (Kiang, 

Fukumoto, and Gorbunov 2012; Breen and Murphy 1995).  

 

Figura 4. Escala temporal de eventos en la radiólisis del agua que conduce a productos 
primarios: H2; HO•; H2O2; H3O+; HO−; H• y eaq-. Lousada et al. Scientific Reports, 2016. 

 

Todos estos procesos conllevan teóricamente a una muerte celular tras la 

activación de diversas vías que activan los mecanismos apoptóticos u otros 

mecanismos alternativos, como son la senescencia o la catástrofe mitótica (Eriksson 

and Stigbrand 2010). 
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El efecto de la radioterapia está limitado por la radiorresistencia de las células 

tumorales y por las reacciones adversas de los tejidos sanos que rodean al tumor. Para 

mejorar estas limitaciones se puede seguir dos estrategias: (1) radiosensibilización de 

las células tumorales sin sensibilizar las células normales del tejido; (2) radioprotección 

específica de las células normales del tejido (Maier et al. 2016). 

2.1.3. Radiorresistencia y radiosensibilización 

Son varios los mecanismos que median la radiorresistencia a nivel celular 

(Fig. 5). La capacidad intrínseca para reparar los daños del ADN producidos por la 

radioterapia determina la resistencia a la radiación de una célula tumoral dada. Las 

células tumorales irradiadas que presentan rupturas de doble cadena del ADN sin 

reparar pierden su clonogenicidad, lo que significa que estas células no pueden 

restaurar la masa tumoral. Además, los transportadores de iones pueden estar 

directamente implicados en la respuesta al estrés celular causado por el daño del ADN 

controlando, a su vez, el ciclo celular, las adaptaciones metabólicas o la reparación del 

ADN y, por tanto, contribuyen a la radiorresistencia intrínseca y a la supervivencia de la 

célula tumoral. (Huber et al. 2013). Asimismo, la radiorresistencia puede estar mediada 

a nivel genético, siendo muchos los genes que influyen en ella como, por ejemplo, los 

genes implicados en diferentes procesos celulares como la apoptosis (P53, Bcl2, etc.) 

(Muschel et al. 1998), la transición epitelio-mesénquima, TEM (SNAI1, HIF1, ZEB1, 

STAT3, etc.) o incluso en procesos como el metabolismo tumoral (Tang et al. 2018). 

Recientemente, también se ha descrito el papel de los microARNs como mediadores 

en la radioresistencia, afectando a diferentes vías de señalización implicadas en la 

reparación del daño celular, la regulación del ciclo celular, la apoptosis, 

neovascularización o inflamación (Ahmad et al. 2017). 
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Por otra parte, además de los factores intrínsecos, hay que tener en cuenta la 

influencia del microambiente en la radiorresistencia del tumor. Con frecuencia 

aparecen áreas hipóxicas en los tumores sólidos como resultado de un suministro 

anormal de sangre al tumor, así como de un metabolismo elevado y de un crecimiento 

rápido de dichas células tumorales. La hipoxia tumoral se considera como una de las 

principales fuentes de radiorresistencia. Esto se debe a que la radiación ionizante 

genera directa o indirectamente radicales en el residuo de desoxirribosa del esqueleto 

del ADN. En una atmósfera hipóxica, los tioles pueden reaccionar con los radicales de 

ADN mediante la donación de átomos de hidrógeno, lo que resulta en la reparación 

química del ADN. Sin embargo, en presencia de oxígeno, este compite con los grupos 

tioles, evitando la reparación y favoreciendo la fijación del daño radioinducido. Este 

llamado “efecto oxígeno” radiosensibiliza las células tumorales en un factor de dos a 

tres (ratio por aumento por oxígeno, OER) en comparación con la situación hipóxica.  

 

Figura 5. Mecanismos de radioresistencia. Modificado de Chang et al. Oncotarget, 2016. 
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La radiosensibilización es una intervención física, química o farmacológica que 

aumenta los efectos letales de la radiación cuando se administra conjuntamente con 

ella. En estudios experimentales o en la práctica clínica, el objetivo de un enfoque de 

radiosensibilización (o el uso de radiosensibilizadores) es hacer que las células 

tumorales sean más sensibles a la radioterapia. Sólo puede esperarse un beneficio 

clínico si se puede demostrar un efecto diferencial entre los tumores y los tejidos 

sanos. Hay varias maneras de mejorar la sensibilidad a la radiación. Los siguientes 

ejemplos describen algunas estrategias para mejorar la eficacia terapéutica de la 

radioterapia:  

1. Actuar contra la hipoxia tumoral: muchos mecanismos están implicados en 

la radiosensibilización del oxígeno. Un primer enfoque para superar esta fuente de 

radiorresistencia dependiente del oxígeno es la eliminación selectiva de las células 

hipóxicas mediante el uso de citotoxinas biorreducibles. La segunda forma es 

aumentar la muerte celular por una reoxigenación transitoria del tumor en el 

momento de la irradiación, aumentando el suministro de oxígeno a los tumores o 

disminuyendo el consumo de oxígeno por las células tumorales. Cuando el beneficio 

terapéutico está mediado por un efecto del oxígeno, es improbable que se dé un 

efecto radiosensibilizante en los tejidos normales, ya que será más probable que el 

efecto radiosensibilizador sea más alto para regiones tumorales hipóxicas que para 

tejidos bien oxigenados. 

2. Aumento del daño inicial por radiación: algunas moléculas, como las 

pirimidinas halogenadas (5-bromodesoxiuridina o 5-yododesoxiuridina), hacen que el 

ADN sea más susceptible al daño por radiación. Estos compuestos se incorporan al 
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ADN en lugar de las bases timidina y debilitan la molécula de ADN, haciéndola más 

sensible a la lesión por radiación. 

3. Redistribución del ciclo celular: la sensibilidad de la célula a la irradiación 

depende de la posición de las células en el ciclo de división. Las células en las fases G2 

y M del ciclo celular son más radiosensibles que las células en la fase S. Las estrategias 

de redistribución del ciclo celular pueden explotarse para radiosensibilizar tumores. 

Por ejemplo, los taxanos (paclitaxel, docetaxel) detienen las células en fases 

radiosensibles del ciclo celular. Los análogos de nucleósidos, como fludarabina o 

gemcitabina, eliminan específicamente las células de fase S radiorresistentes.  

4. Inhibición de la reparación celular: las células de mamíferos tienen la 

capacidad de reparar lesiones subletales y potencialmente letales inducidas por la 

irradiación. Cualquier fármaco que interfiera con los mecanismos de reparación celular 

puede mejorar la respuesta celular a la irradiación. Muchos agentes 

quimioterapéuticos tales como el cisplatino, la doxorrubicina y los análogos de 

nucleósidos interactúan con mecanismos de reparación celular.  

5. Superación de la repoblación acelerada: los tejidos con una rápida tasa de 

reposición celular responden a la lesión por radiación mediante la proliferación 

compensatoria de las células supervivientes. Esta repoblación acelerada por clones de 

células tumorales puede contrarrestarse acortando la duración del tratamiento de 

radioterapia (es decir, terapia de radiación acelerada hiperfraccionada). También es 

por esta razón por la que se usan fármacos quimioterapéuticos con radioterapia 

concurrente.  
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6. Modulación de otros determinantes biológicos de la respuesta a la 

radiación: los Modificadores de Respuesta Biológica (BRMs) representan un grupo 

diverso de agentes biológicos y dianas moleculares que modulan las respuestas 

celulares a la radiación ionizante de forma que pueden ser explotadas para sensibilizar 

a los tumores. Los BRMs pueden influir en una serie de procesos bioquímicos, 

incluyendo redes de citoquinas, reparación del ADN, regulación del ciclo celular, 

respuesta al estrés, apoptosis y metabolismo. Por ejemplo, algunos objetivos de los 

BRMs incluyen citoquinas, vías angiogénicas y expresión de ciclooxigenasa (COX) 

(Gallez 2011).  

7. Regulación de genes implicados en la radiosensibilidad tumoral: dado que 

muchos de los oncogenes que afectan a la respuesta de la radiación también están 

alterados en los tumores humanos, es posible que estos oncogenes puedan ser el 

blanco para una radiosensibilidad activa. Este enfoque apunta al tumor y descarta a las 

células normales. Las estrategias pueden ser de actuación directa sobre el gen, por 

técnicas de transfección o modificación epigenética, o bien teniendo en cuenta las 

alteraciones tumorales en estos genes y actuando específicamente sobre los que están 

expresados de manera diferencial en el tumor (Muschel et al. 1998). 

La radiosensibilización se consigue a menudo por más de un mecanismo, un 

hecho que contribuye significativamente al aumento de la respuesta tumoral a la 

radioterapia. Por ejemplo, el anticuerpo anti-EGFR C225 actúa inhibiendo las 

reparaciones de daños provocados por la radiación, deteniendo las células en la fase 

G2/M radiosensible del ciclo celular e inhibiendo la angiogénesis tumoral. Así mismo, 

los inhibidores de la COX-2 radiosensibilizan los tumores por múltiples mecanismos 

que implican la inhibición de la reparación del daño subletal de la radiación, la 
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inhibición de la angiogénesis tumoral y la reoxigenación de los tumores por inhibición 

de la cadena respiratoria (Gallez 2011).  

2.1.4. Efectos adversos y radioprotección 

1. Efectos adversos 

Los efectos secundarios de la radioterapia se clasifican en efectos agudos, 

intermedios o tardíos.  

Los efectos agudos ocurren durante el curso de la radioterapia, aparecen en la 

gran mayoría de los pacientes y se resuelven durante las 4 semanas siguientes al 

último tratamiento. Entre ellos se incluyen la xerostomía, radiodermitis y la mucositis, 

producidas por la inflamación y las lesiones ocasionadas en las glándulas salivares, piel 

y mucosas, respectivamente.  

La severidad de la radiodermitis aguda depende de la dosis total recibida, de la 

profundidad de penetración de la radiación y de la sensibilidad individual, abarcando 

un espectro que va desde eritema leve y descamación seca, hasta descamación 

húmeda más severa y ulceración (Villanueva Ramos et al. 2012). Los últimos avances 

tecnológicos y los nuevos regímenes de tratamiento no han conseguido grandes 

progresos en limitar este efecto adverso que está ligado a retrasos en el tratamiento y 

disminución de la calidad de vida del paciente (Singh et al. 2016).  

La mucositis es uno de los efectos secundarios más severos de la RT. Afecta a 

todo el tracto gastrointestinal, desde la boca hasta el ano y conlleva un descenso de la 

calidad de vida, ligado a disfagia, disartria, odinofagia, que incluso puede llevar a la 

necesidad de sonda nasogástrica en estados más avanzados, lo que va acompañado de 

una pérdida de peso. Además abre la puerta a infecciones oportunistas y limita la dosis 
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de los tratamientos, comprometiendo la cura y la supervivencia del paciente (Abdel 

Moneim et al. 2017; Oronsky et al. 2018).  

Una reducción de estos efectos agudos aumentaría la calidad de vida del 

paciente ya que, en muchas ocasiones, requieren una interrupción del tratamiento que 

retrasa la terminación de la radioterapia (Rosen, Day, and Singh 2015). 

Los efectos intermedios son menos comunes y ocurren entre 8-12 semanas 

después del final de la RT. Un ejemplo es la neumonitis por radiación, que refleja la 

inflamación del pulmón.  

Los efectos tardíos ocurren al menos 9 meses después del final del tratamineto 

y suelen ser el factor limitante de la dosis en la radioterapia clínica.  Estos efectos 

incluyen la lesión de tejidos y órganos específicos dentro del campo de radiación o en 

las vías de entrada o de salida del haz de radiación. Otros tipos de efectos tardíos 

debidos a la irradiación incluyen la carcinogénesis (los segundos tumores causados por 

la radiación), la teratogénesis (malformación del feto, que es muy rara porque las 

mujeres embarazadas rara vez son tratadas con radiación), y los efectos sobre el 

crecimiento y el desarrollo debido a la irradiación en la infancia. La probabilidad de un 

efecto tardío depende de la dosis total de radiación, del tamaño de la fracción 

irradiada, del volumen de tejido que se está tratando con RT y con otros tratamientos 

(por ejemplo, quimioterapia). Los efectos tardíos también dependen de la cirugía 

previa o subsiguiente, factores genéticos del paciente en concreto, daño vascular 

preexistente (por ejemplo, diabetes), hipertensión, edad y otras condiciones 

preexistentes (por ejemplo, enfermedad inflamatoria intestinal en pacientes que 

reciben irradiación abdominal). La dosis de radiación y/o volumen de tejido irradiado 
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está limitada debido a los efectos tardíos: por ejemplo, tumores del cerebro y médula 

espinal y cánceres localmente avanzados de pulmón, cuello uterino, mama y cabeza y 

cuello. En este caso, un protector tisular normal selectivo permitiría una dosis más alta, 

un volumen de tratamiento mayor así como una lesión tisular tardía reducida, 

aumentando así la relación terapéutica (Rosen, Day, and Singh 2015).  

2. Radioprotección  

Los radioprotectores son fármacos que protegen los tejidos no tumorales 

circundantes del daño causado por la radioterapia, promoviendo la reparación de las 

células normales que se ven expuestas a la radiación. Los radioprotectores, para poder 

ser utilizados en la clínica, tienen que cumplir ciertos criterios, principalmente no 

contrarrestar el efecto de la RT sobre el tumor. Además, debe conocerse 

perfectamente la ventana de acción del fármaco usado como radioprotector, y tiene 

que presentar una toxicidad aceptable para los pacientes (Andreassen, Grau, and 

Lindegaard 2003). La amifostina (con el nombre comercial de Ethyol) es el primer 

fármaco aprobado por la Agencia Americana del Medicamento (Food and Drug 

Administration, FDA) como radioprotector. Este fármaco ayuda a minimizar los efectos 

de la RT como la xerostomía y la mucositis, pero presenta un elevado número de 

efectos secundarios que dificulta su uso (Gu et al. 2014). La reducción del estrés 

oxidativo y de la reacción inflamatoria, tras la RT, reducen el daño en los tejidos 

radiosensibles mejorando la supervivencia. La supresión de las especies reactivas del 

oxígeno mitocondriales, y el uso de inhibidores de enzimas, como la NADPH oxidasa y 

la COX-2, están mostrando resultados prometedores en este aspecto (Yahyapour et al. 

2018). Diversos estudios están investigando el uso de agentes antioxidantes como 

radioprotectores, incluyendo la N-acetilcisteína, la vitamina E, extracto foliar de 
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Moringa oleífera, extracto de canela, polifenol de té verde, hesperidina o melatonina 

(Kiang, Fukumoto, and Gorbunov 2012).  

En definitiva, la importancia de los radioprotectores reside en que estos 

fármacos pueden mejorar los resultados de la radioterapia para el tratamiento del 

cáncer al permitir dosis más altas de radiación y/o reducir el daño en los tejidos sanos, 

mejorando potencialmente la esperanza de vida del paciente, así como la calidad de la 

misma. 

2.2. Cisplatino 

El cisplatino, también denominado cis-diaminodicloroplatino (II) o CDDP, es uno 

de los fármacos quimioterapéuticos más potentes, y es ampliamente utilizado para el 

tratamiento del cáncer.  

2.2.1. Estructura y características 

El CDDP es un compuesto de coordinación metálico (platino) con una geometría 

planar cuadrada (CAS 15663-27-1), formada por un átomo central de platino, dos 

grupos aminados y dos iones cloruro (Fig. 6).  

 

Figura 6. A. Estructura molecular bidimensional del cis-diaminodicloroplatino (II) (PubChem 
CID=441203 [Oct. 6, 2017]). B. Estructura tridimensional del mismo compuesto. 
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El CDDP es un polvo cristalino blanco o amarillo intenso a amarillo-naranja a 

temperatura ambiente. Es ligeramente soluble en agua y soluble en 

N, N-dimetilformamida. El cisplatino es estable a temperaturas y presiones normales, 

pero puede transformarse lentamente con el transcurso del tiempo hasta el isómero 

trans, que es biológicamente inactivo (National Toxicology Program 2016; Tanida et al. 

2012; Florea and Büsselberg 2011).  

El cisplatino se sintetizó por primera vez por Michele Peyrone en 1844 

(Kauffman et al. 2010) y su estructura química fue elucidada por Alfred Werner en 

1893. Sin embargo, no fue hasta la década de 1960 cuando Rosenberg realizó las 

primeras observaciones sobre la citotoxicidad de este compuesto (Rosenberg, Van 

Camp, and Krigas 1965). Rosenberg y su equipo descubrieron que la electrólisis de un 

electrodo de platino sumergido en una disolución tampón de cloruro amónico 

producía cisplatino, que inhibía la división celular de la bacteria Escherichia coli. La 

bacteria llegaba a alcanzar 300 veces su tamaño, pero era incapaz de dividirse. 

Posteriormente, el mismo grupo probó con éxito los efectos de varios complejos de 

platino en sarcomas de rata. El cisplatino es uno de los agentes anticancerígenos más 

eficaces y ha sido ampliamente utilizado para la curación de diferentes tipos de 

neoplasias incluyendo cabeza y cuello, pulmón, ovario, leucemia, mama, cerebro, riñón 

y cánceres testiculares. En 1971, el CDDP se aplicó por primera vez a un paciente con 

cáncer. El descubrimiento del cisplatino fue la piedra angular que desencadenó el 

interés en el platino (II), así como en otros compuestos que contienen metales como 

posibles fármacos contra el cáncer, ya que fue el primer compuesto de platino 

aprobado por la FDA para el tratamiento del cáncer en 1978, bajo el nombre de 
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Platinol® (Bristol-Myers Squibb) (Dasari and Tchounwou 2014; Florea and Büsselberg 

2011).  

2.2.2. Dosis  

El cisplatino se administra por vía intravenosa a una dosis de 20 a 120 mg/m2 

durante 30-60 min, produciendo una concentración sérica máxima de 5 a 25 µM, con 

una vida media de unos 30 min (Tacka et al. 2004). La dosis estándar es de 100 mg/m2 

administrada cada 3 semanas. Estudios recientes sugieren que administrándolo una 

vez semanalmente, a una dosis más baja (40 mg/m2), la toxicidad disminuye sin afectar 

a la supervivencia (Bauml et al. 2019). Además, este tipo de prescripción lograría una 

mayor dosis acumulativa (Le and Hanna 2018). Sin embargo, el régimen de 

administración es todavía objeto de debate dejando la elección en función de la 

localización y origen del tumor y del criterio del oncólogo (Noronha et al. 2018; Kiyota 

2018).  

2.2.3. Mecanismo de acción 

El cisplatino se encuentra principalmente en la forma dicloro neutro en el 

plasma, donde la concentración de cloruro es relativamente alta (100 mM 

aproximadamente). Sin embargo, si la concentración de cloruro es baja, como es el 

caso del citoplasma donde es similar a 4 mM, el fármaco se hidrata produciendo los 

complejos monohidratado y dihidratado, cis-[Pt(NH3)2(H2O)Cl]+ y cis-[Pt(NH3)2(H2O)2]+2 

(Fig. 7). Estos compuestos pueden reaccionar con ADN, glutatión, metalotioneínas y 

otros componentes nucleófilos del interior celular (Tacka et al. 2004).  
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Figura 7. Comportamiento del cisplatino en el medio extracelular. Adaptado de Hall et al. 
Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 2008 

 

En un primer momento, se pensaba que el cisplatino entraba en la célula solo 

por difusión pasiva. Sin embargo, hoy en día se sabe que también entra a través de 

mecanismos más complejos, mediante el uso de diferentes tipos de transportadores 

como los transportadores de cobre (CTR1) y de la bomba de sodio-potasio entre otros 

(Spreckelmeyer, Orvig, and Casini 2014; Dilruba and Kalayda 2016). Además, la 

absorción de cisplatino es dependiente de las propiedades biofísicas de las membranas 

celulares (Fig. 8) (Martinho et al. 2019).  

 

Figura 8. Interacción del cisplatino con la membrana celular y transporte al interior de la célula. 
Modificado de Martinho et al, Frontiers in Physiology 2019 
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El mecanismo de acción del cisplatino implica la formación de aductos 

covalentes en los que los ligandos de cloruro del fármaco son reemplazados por bases 

purínicas de ADN (Fig. 9). Los aductos inhiben la replicación y transcripción del ADN y 

activan el proceso de apoptosis. Al inhibir la síntesis de ADN en las células, los aductos 

de cisplatino-ADN ralentizan la división celular, con un efecto selectivo sobre las 

células tumorales que se dividen rápidamente. Además, el bloqueo de la transcripción 

y de la síntesis de ARN por los aductos de cisplatino-ADN también afecta 

selectivamente a las células tumorales que se dividen rápidamente (Yip et al. 2006). 

Los aductos formados con ADN nuclear (ADNn) eran considerados, hasta hace poco, 

los elementos primordiales que mediaban el efecto citotóxico del cisplatino.  

 

 

Figura 9. El CDDP forma aductos con el N7 de las bases de guanina. Garcia-Ramos et al. J. Mex. 
Chem. Soc, 2013 
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Hay varias vías intracelulares que pueden reparar o resistir el daño del ADN. En 

particular, la reparación de la vía de escisión de nucleótidos (NER) desempeña un papel 

importante en la eliminación de aductos de cisplatino-ADNn. Por tanto, las células con 

la actividad NER comprometida son extremadamente sensibles al cisplatino. Si no se 

repara el ADN, los aductos de ADNn formados por cisplatino causan un bloqueo en la 

replicación y/o transcripción del ADNn, lo que resulta en la activación de la apoptosis. 

Este mecanismo de muerte celular mediado por el daño al ADNn explica la alta 

toxicidad del cisplatino en las células en división (Marullo et al. 2013). Es por ello que el 

cisplatino es más citotóxico durante la fase S (Wagner and Karnitz 2009). Sin embargo, 

la capacidad del cisplatino para inducir el daño del ADNn per se no es suficiente para 

explicar su alto grado de efectividad, ni los efectos tóxicos ejercidos sobre los tejidos 

normales post-mitóticos (Marullo et al. 2013). De hecho, sólo aproximadamente el 1% 

del platino intracelular está unido al ADN nuclear, dejando la gran mayoría del fármaco 

disponible a nivel intracelular para interactuar con los sitios nucleofílicos de otras 

moléculas incluyendo, pero sin limitarse, fosfolípidos citosólicos, el citoesqueleto y 

proteínas de membrana, así como ARN y ADN mitocondrial (ADNmt) (Yang et al. 2006). 

Esto implica la existencia de diversos mecanismos de acción que incluyen la inducción 

de estrés oxidativo, la inducción de p53 y la detención del ciclo celular, la regulación 

negativa de protooncogenes y de proteínas antiapoptóticas, así como la activación de 

las vías intrínsecas y extrínsecas de la apoptosis (Cullen et al. 2007).  

Algunos estudios apoyan la idea de que las mitocondrias pueden ser una diana 

del cisplatino y de sus análogos. Se ha demostrado que la sensibilidad del cisplatino 

está directamente correlacionada con la densidad mitocondrial (Cullen et al. 2007). De 

hecho, los aductos del cisplatino con ADNmt son significativamente más frecuentes 



 Introducción 

 27 

que los aductos con ADNn. Aunque el cisplatino se une al ADNmt tan eficientemente 

como el ADNn, es poco probable que estos se reparen debido a la ausencia de 

reparación NER en el ADNmt. En definitiva, aunque las interacciones del cisplatino con 

el ADNn pueden tener efectos celulares importantes que contribuyen a la apoptosis, 

los aductos del cisplatino con el ADNn no son necesarios para la inducción de 

apoptosis. Por tanto, las mitocondrias serían el objetivo principal y suficiente del 

cisplatino para ejercer sus efectos antitumorales (Yang et al. 2006). Además, en el 

2013 ya se demostró que el aumento de los niveles de ROS inducido por el cisplatino, 

no se produce en respuesta a la señalización del daño del ADNn, sino que era causado 

por el daño directo a las mitocondrias (Marullo et al. 2013). La persistencia de los 

aductos de ADNmt no reparados interfiere con la transcripción del ADNmt, lo que 

resulta en una reducción de la síntesis de proteínas. La reducción de la expresión de los 

componentes codificados por el ADNmt de la cadena de transporte de electrones (ETC) 

inhibe la respiración mitocondrial aumentando la producción de ROS. Este aumento de 

ROS activa los procesos de muerte celular, lo que resulta en una mejora significativa 

del efecto citotóxico ejercido por el cisplatino (Fig. 10) (Plaimee et al. 2015; Choi et al. 

2015). Además, se demostró que la formación de ROS dependía de la concentración y 

de la duración de la exposición al CDDP (Dasari and Tchounwou 2014). La contribución 

de la disfunción mitocondrial inducida por cisplatino varía entre las células y depende 

de diferentes parámetros como el estado REDOX mitocondrial, la integridad del 

ADNmt y la función bioenergética. Alterando estos parámetros celulares se podría 

mejorar la citotoxicidad del cisplatino en las células cancerosas (Marullo et al. 2013).  
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Figura 10. Mecanismo de acción del CDDP a nivel mitocondrial. Modificado de Choi et al. PONE, 
2015 

 

2.2.4. Quimiorresistencia y quimiosensibilización 

La resistencia tumoral al cisplatino sigue siendo un reto importante para los 

pacientes con cáncer de células escamosas de cabeza y el cuello, a pesar de las nuevas 

técnicas quirúrgicas y de los nuevos protocolos de quimioterapia (Almeida et al. 2014). 

La resistencia se produce cuando las células tumorales no responden al 

tratamiento. Cuando las células se vuelven resistentes al CDDP debe aumentarse la 

dosis, pero un aumento de dosis puede conducir a grave toxicidad multiorgánica 

(Florea and Büsselberg 2011).  
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Las dos formas principales de resistencia al cisplatino son: 

1. La resistencia intrínseca: células tumorales previamente no tratadas que son 

inherentemente insensibles al agente quimioterapéutico. 

2. La resistencia adquirida: las células tumorales tratadas se vuelven insensibles 

después de la exposición al fármaco (Yamano et al. 2010). Esta última, a pesar de que 

el cisplatino y la generación de anticancerígenos a base de platino han demostrado ser 

agentes quimioterapéuticos altamente eficaces para el tratamiento de diversos tipos 

de cánceres, sigue siendo uno de los principales factores limitantes en su aplicación 

clínica (Marques et al. 2015). 

La quimiorresistencia adquirida es multifactorial, ya que implica factores del 

huésped, cambios genéticos y epigenéticos y numerosos eventos moleculares en la 

célula tumoral (Yamano et al. 2010), que pueden ser adquiridos durante los ciclos de 

tratamiento. Además, las células tumorales pueden eludir el tratamiento mediante el 

aumento de la inactivación del fármaco o eflujo, la interrupción de los genes 

supresores de tumores, la alteración de reparación del daño del ADN (DDR), y la 

activación de las vías de señalización mitogénica, de señalización kappa B (NFκB), que 

resultan en la reducción de la apoptosis (Almeida et al. 2014). La quimiorresistencia 

adquirida también puede deberse a la presencia en el citoplasma de compuestos que 

tengan preferencia por moléculas con carga positiva (nucleófilos) (Cullen et al. 2007). 

En particular, se sabe que los tioles endógenos, tales como el glutatión (GSH), 

interceptan compuestos del tipo CDDP debido a la alta reactividad de los ligandos de 

Pt(II) impidiendo que el agente metálico llegue al ADN en cantidades terapéuticamente 

significativas (Marques et al. 2015; Hu et al. 2017; L Galluzzi et al. 2014). 
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2.2.5. Efectos adversos y quimioprotección 

La citotoxicidad no es inducida exclusivamente en las células cancerosas y, en 

consecuencia, el cisplatino desencadena una serie de efectos secundarios tales como 

toxicidad neurológica, renal, pérdida auditiva, vómitos y mielosupresión (Florea and 

Büsselberg 2011). La toxicidad del cisplatino no depende solamente de la cantidad de 

fármaco acumulado en los tejidos normales, sino también de otros factores. Estos 

datos sugieren que el bloqueo de la transcripción del ADNn no es el único mecanismo 

que determina el efecto tóxico del cisplatino. Por tanto, el daño en el ADNn provocado 

por el cisplatino no es suficiente para explicar la especificidad tisular de sus efectos 

citotóxicos en tejidos normales post-mitóticos (Marullo et al. 2013). Por ejemplo, una 

dosis terapéutica (40 mg/m2) de cisplatino, comúnmente prescrita en el tratamiento 

de tumores, da como resultado nefrotoxicidad irreversible, siendo este el principal 

efecto adverso del cisplatino, que aparece entre el 20-30% de los pacientes (Karwasra 

et al. 2016). La nefrotoxicidad aguda es acumulativa y dosis-dependiente, y parece 

estar asociada con la lesión mitocondrial (Tacka et al. 2004). La disfunción mitocondrial 

aumenta la producción de ROS aumentando el estrés oxidativo. Esto se produce 

porque el cisplatino reacciona con el glutatión endógeno y lo agota o inactiva 

(Karwasra et al. 2016). El daño mitocondrial se estudia, cada vez más, como mediador 

de la toxicidad del cisplatino en tejidos normales. De hecho, la toxicidad 

gastrointestinal y la ototoxicidad también se atribuyen a los efectos mitocondriales del 

cisplatino (Yang et al. 2006; Marullo et al. 2013).  
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Por tanto, debido a la magnitud de los efectos tóxicos del cisplatino, resulta 

imprescindible identificar compuestos que aumenten la eficacia, reduzcan la toxicidad 

y eliminen la resistencia cruzada del cisplatino. 

 

3. Melatonina 

La melatonina (N-acetyl-5-methoxytryptamine, aMT) ha sido objeto de 

numerosos estudios desde su descubrimiento en 1958 por Aaron Lerner. Inicialmente 

se creía que se producía exclusivamente en la glándula pineal, relacionada con el 

control de los ritmos circadianos y circanuales. Sin embargo, las enzimas para su 

formación y sus derivados, así como sus receptores, se han encontrado en diversos 

órganos y tejidos y en muchos tipos celulares diferentes a concentraciones mucho 

mayores (rango micromolar) que la producida en la glándula pineal (rango pico/nano 

molar) (Acuña-Castroviejo et al. 2014). Esta indolamina multifuncional no solo 

contribuye al control del ritmo circadiano, sino que también interviene en la 

modulación del sistema inmunitario, la prevención de la inflamación, la eliminación de 

radicales libres, la vasorregulación y, además, presenta propiedades oncostáticas 

(Nooshinfar et al. 2017). Son muchas las evidencias que sugieren roles pleiotrópicos de 

la melatonina en el mantenimiento de la salud. La reducción de los niveles de 

melatonina en la circulación, algunos polimorfismos en los genes de los receptores de 

la melatonina y la interrupción circadiana se asocian con numerosos trastornos 

fisiológicos y patológicos que incluyen el envejecimiento, el síndrome metabólico, la 
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diabetes tipo 2, enfermedades inmunes, la hipertensión, varios trastornos del estado 

de ánimo y cognitivos, así como el cáncer (Su et al. 2017).  

3.1. Evolución 

Filogenéticamente, la melatonina es una molécula muy antigua, ampliamente 

dispersa por los diferentes taxa. Está presente en bacterias, organismos eucariotas 

unicelulares, algas, plantas, hongos invertebrados y vertebrados (Fig. 11) (Carrillo-Vico 

et al. 2013). Esto sugiere una importante relación ancestral de esta indolamina con la 

fisiología y la bioquímica de las células (Pacini and Borziani 2016).  

 

Figura 11. Evolución de las funciones de la melatonina (Schippers Cell, 2014). 

 

Se piensa que, inicialmente, las células primitivas desarrollaron un mecanismo 

de defensa contra la generación de radicales libres inducida por los rayos UV, 

descomponiendo el triptófano, un aminoácido primitivo, en una serie de metabolitos 

con propiedades antioxidantes. Si estas células produjeran melatonina a una velocidad 

constante, sus concentraciones intracelulares probablemente disminuirían durante el 
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día debido a su actividad depuradora, ya que es cuando se recibe la mayor parte de la 

irradiación UV. Este podría ser el origen de los ritmos circadianos asociados con los 

cambios de concentración de melatonina a lo largo del día. Estas dos funciones, 

cronobiótica y de eliminación de radicales libres, se asociaron con la melatonina 

durante la evolución. Es probable que su eficacia en las adaptaciones del organismo al 

medio ambiente sea porque la melatonina actualmente cumple las mismas funciones y 

su estructura química no ha cambiado a lo largo de miles de millones de años de 

evolución (Acuña-Castroviejo et al. 2014). Por tanto, la función original y primaria de la 

melatonina probablemente esté relacionada con sus propiedades antioxidantes, 

mientras que otras funciones se han ido adquiriendo presumiblemente durante la 

evolución (Hevia et al. 2015). Este hecho estaría relacionado con la teoría 

endosimbióntica, según la cual las células eucariotas provienen del resultado de la 

fagocitosis de una bacteria por una Arquea que, una vez dentro de esta, establecerían 

relaciones simbióticas dando lugar a mitocondrias y cloroplastos (Sagan 1967). Estas 

bacterias producirían melatonina originariamente y, una vez fagocitadas, seguirían 

haciéndolo. Las células vegetales presentan contenidos más altos de melatonina que 

las células animales ya que tienen dos organelas productoras, cloroplastos y 

mitocondrias (Tan et al. 2013). 

 

3.2. Estructura y biosíntesis: 

La melatonina o N-acetil-5-metoxitriptamina es una indolamina que contiene 

un anillo indol sustituido con un grupo amino (Fig. 12).  
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Figura 12. Estructura molecular bidimensional de la N-acetil-5-metoxitriptamina (PubChem 
CID= 896) [Oct. 6, 2017]). B. Estructura tridimensional del mismo compuesto 

 

La melatonina se sintetiza a partir de triptófano. Este proceso ocurre en cuatro 

pasos: 1) primero el triptófano se hidroxila a 5-hidroxi-triptofano (5-HTP) mediante la 

triptófano-5-hidroxilasa (TPH). 2) Este producto es subsecuentemente descarboxilado 

a 5-hidroxitriptamina (serotonina o 5-HT) bajo la acción catalítica de la L-aminoácido 

aromático descarboxilasa (DOPA). 3) A continuación, la serotonina sufre una 

acetilación a través de la arilalquilamina N-acetiltransferasa (AANAT) resultando en 

N-acetilserotonina (NAS) que 4) es metilada por la acetilserotonina metiltransferasa 

(ASMT) para, finalmente dar lugar a la melatonina (Rath et al. 2016) (Fig. 13).  

La actividad de la AANAT fue considerada durante años como la enzima 

limitante de la síntesis de melatonina, ya que presenta el mismo ritmo circadiano que 

la melatonina y su actividad se inhibe con la luz. Sin embargo, posteriormente se 

demostró que esta función le correspondía a la ASMT ya que la producción de 

melatonina no se ve afectada en gran medida por las variaciones en la actividad de la 

AANAT (Chattoraj et al. 2009).  
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Figura 13. Proceso de síntesis de la melatonina 

 

Una vez sintetizada, la melatonina pineal sale a la circulación y se distribuye por 

todo el organismo, siendo su nivel en plasma dependiente de los ritmos circadianos y, 

además, un indicador de la actividad pineal (R. J. Reiter 1991). Por el contrario, la 

melatonina sintetizada en otros órganos (extra-pineal) no sale al torrente sanguíneo, 

permanece en el interior de la célula y no depende de los ritmos circadianos (Venegas 

et al. 2012; Acuña-Castroviejo et al. 2014).  

3.3. Mecanismo de acción 

La melatonina es una molécula anfipática que, una vez en el plasma, se une 

rápidamente a la albúmina (Nooshinfar et al. 2017). La vida media de la melatonina 

endógena en el suero es de 30 a 60 minutos. Sin embargo, la vida media de la 

melatonina exógena es más corta y varía de 12 a 48 minutos (Maitra et al. 2019). Las 

propiedades fisicoquímicas de la melatonina permiten su paso a través de todas las 

barreras morfofisiológicas, incluidas las membranas celulares y la barrera 

hematoencefálica (Acuña-Castroviejo et al. 2014). 
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Los efectos de la melatonina a nivel celular están mediados por dos vías 

principales, e incluyen efectos mediados por receptor e independientes de receptor 

(Maitra et al. 2019). 

3.3.1. Receptores de membrana 

Los receptores de la melatonina incluyen sitios de unión a la membrana 

acoplados a proteínas reguladoras de la unión de nucleótidos de guanina (proteína G). 

Se han descrito dos tipos de receptores de membrana de melatonina, Mel 1a y Mel 1b, 

también conocidos como MT1 y MT2 (Acuña-Castroviejo et al. 2014) cuya activación, 

tras la unión del ligando, inhibe la formación de 3', 5'-monofosfato de adenosina cíclica 

(AMPc) (Santoro et al. 2013), conduciendo a una variedad de respuestas celulares que 

incluyen la regulación de las funciones reproductivas y el control de los ritmos 

circadianos entre otras (Hevia et al. 2015). Inicialmente caracterizados a nivel del 

sistema nervioso central, los receptores de membrana de melatonina se han localizado 

en todos los órganos y tipos de células, aunque el receptor MT2 parece estar más 

limitado al cerebro. Estos receptores pueden aparecer como homodímeros o 

dimerizados (Di Bella et al. 2013). 

Además, también se ha descrito el receptor MT3, que aparece asociado a la 

quinona-reductasa 2 y cuyo perfil farmacológico es totalmente diferente a los 

receptores mencionados anteriormente. Este receptor no está acoplado a proteínas G 

y, a diferencia de MT1 y MT2, tiene una baja afinidad por la yodo-melatonina. Se ha 

sugerido que la acción inhibidora de la melatonina sobre este receptor podría estar 

relacionada con sus efectos terapéuticos a dosis farmacológicas (> 500 µM) en muchas 

patologías, pero este hecho todavía está siendo estudiado. Se considera un receptor 
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de membrana ya que la quinona-reductasa 2 tiene una región de unión a dicha 

membrana (Slominski et al. 2012; Boutin and Ferry 2019; Pariente et al. 2017). 

3.3.2. Receptores nucleares 

La melatonina puede mediar sus acciones a través de los receptores nucleares 

ROR/RZR (receptores huérfanos retinoides/receptores retinoides Z). Las subfamilias de 

estos receptores que se unen a la melatonina incluyen: RZRα, RORα, RORα2 y RZRβ. La 

estructura de los receptores nucleares consiste en un dominio N-terminal, un dominio 

de unión al ADN que contiene un doble dedo de zinc, una región bisagra y un dominio 

de unión a ligando incluido en el C-terminal. Los grupos de receptores nucleares se 

distribuyen de acuerdo con su subtipo, encontrándose el receptor RZRβ en tejidos 

neuronales y el RZRα en tejido adiposo, piel, testículos, cartílago e hígado (Slominski et 

al. 2012). Los efectos inmunomoduladores de la melatonina y algunas de sus acciones 

circadianas están mediados a través de estas interacciones nucleares (Su et al. 2017). 

3.3.3. Interacciones citoplasmáticas 

A nivel citosólico, la melatonina interactúa con diversas proteínas citosólicas 

como: la calmodulina, modulando la actividad del enzima fosfodiesterasa y, por tanto, 

las señales intracelulares del calcio (G. Benítez-King, Huerto-Delgadillo, and Antón-Tay 

1993; Su et al. 2017); la calreticulina (Macías et al. 2003); la tubulina (Cardinali and 

Freire 1975); y la proteína quinasa C (Gloria Benítez-King et al. 1996). Todas estas 

proteínas participan en el metabolismo del calcio, así como en la modulación de la 

estructura del citoesqueleto (G. Benítez-King and Antón-Tay 1993; Benitez-King 2006).  
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3.3.4. Interacción con radicales libres 

La melatonina es un potente regulador del estrés oxidativo que ejerce su 

función de diferentes maneras:  

1.  Efecto antioxidante directo: la melatonina depura tanto los ROS como las 

especies reactivas de nitrógeno (RNS), incluidos el HO, H2O2, O2
, el oxígeno singlete 

(O2:), el anión de peroxinitrito (ONOO) y el óxido nítrico (NO). Los productos 

resultantes de estas reacciones son la 3-hidroximetilatonina cíclica (C-3HOM), así como 

otros metabolitos de melatonina hidroxilados como el 

N1-acetil-N2-formil-5-metoxinuramina (AFMK) y el N-acetil-5-metoxi-knuramina 

(AMK). Algunos de estos metabolitos, como el AMK y el AFMK, son más potentes que 

la propia melatonina en cuanto a su capacidad para eliminar radicales libres (Fig. 14). 

Se estima que a través de la reacción en cascada una molécula de melatonina puede 

eliminar hasta 10 radicales libres, y esto contrasta con los efectos de los antioxidantes 

clásicos que depuran un radical por molécula de antioxidante (Tan et al. 2015). 
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Figura 14. Reacción en cascada de la interacción de la melatonina con radicales libres y sus 
metabolitos. (Tan et al. Molecules, 2015) 

 

Además, la melatonina interactúa con las bicapas lipídicas de las membranas 

celulares en base a la naturaleza anfipática del anillo del indol y de los grupos metoxi o 

N-acetilo (Hevia et al. 2015), limitando la peroxidación lipídica en las membranas. En la 

membrana interna de la mitocondria, este efecto favorece el flujo de electrones y la 

producción de ATP (Su et al. 2017). 

2.  Efecto antioxidante indirecto: la melatonina también tiene efectos 

antioxidantes de forma indirecta induciendo la expresión y actividad de los enzimas 

antioxidantes incluyendo la glutatión peroxidasa (GPx) y la reductasa (GRd), la 

superóxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 

(G-6-PDH), así como la gammaglutamilcisteína sintasa, la enzima limitante de la 
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velocidad en la síntesis del glutatión (GSH), aumentando el contenido celular de GSH 

(Tan et al. 2015).  

3. Efecto prooxidante: la melatonina presenta un efecto dual. La 

melatonina es un potente antioxidante y, sin embargo, en determinados casos puede 

producir un aumento del estrés oxidativo. La mayoría de estas situaciones ocurren en 

células dañadas o tumorales. Dependiendo del tipo celular, del estado REDOX y de otros 

factores aún desconocidos, la melatonina induce la producción de ROS (Zhang and 

Zhang 2014; Bizzarri et al. 2013). Este efecto dual de la melatonina serviría para 

controlar la supervivencia de la célula y podría explicar sus propiedades oncostáticas, 

promoviendo en última instancia una respuesta proapoptótica para eliminar células 

que, de lo contrario, son potencialmente peligrosas para el organismo (Acuña-

Castroviejo et al. 2014).  

3.3.5. Interacción con la mitocondria 

Las mitocondrias y los cloroplastos son la principal fuente de radicales libres en 

los organismos vivos, ya que se generan continuamente durante la respiración celular 

o la fotosíntesis (Hevia et al. 2015). Debido a esto, estos orgánulos requieren una 

fuerte protección contra los radicales libres y el estrés oxidativo asociado. Por tanto, la 

melatonina podría ser la molécula crítica para preservar la integridad y la fisiología 

tanto mitocondrial como cloroplástica. De hecho, tal y como se venía pensando desde 

hace algunos años, Suofu y colaboradores (2017) han descrito la síntesis de melatonina 

en la mitocondria, que sería liberada al citoplasma mediante el transportador de alta 

afinidad MT1 localizado en la membrana mitocondrial externa (OMM) (Suofu et al. 

2017), lo que encajaría con la teoría endosimbióntica. Por otra parte, gracias a las 

características de la melatonina (lipofílica e hidrofílica), esta puede penetrar fácilmente 
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en las células, llegar hasta el citosol y alcanzar el núcleo y las mitocondrias, donde 

alcanza concentraciones elevadas (Venegas et al. 2012). 

 Por tanto, la melatonina es un excelente protector mitocondrial y regula todas 

las funciones bioenergéticas mitocondriales, tanto in vivo como in vitro. A nivel 

mitocondrial, la melatonina ejerce diferentes roles, entre los que se incluyen (1) 

protección frente al estrés oxidativo mitocondrial e inhibición de la apoptosis; (2) 

aumento de la eficiencia de la producción de ATP mediante la aceleración del flujo de 

electrones a través de la ETC debido al incremento de las actividades de los complejos 

I, III y V; a su vez, permite el mantenimiento de un potencial de membrana óptimo a 

través de la membrana mitocondrial interna mediante la regulación del poro de 

transicion de permeabilidad mitocondrial (PTPm) y (3) mediante la protección del 

ADNmt (Tan et al. 2016; Martin et al. 2002). 

1. Protección frente al estrés oxidativo mitocondrial e inhibición de la 

apoptosis: los ROS producidos por la ETC mitocondrial constituyen un factor clave en la 

muerte celular y diferenciación inducida por la melatonina. El exceso de ROS 

contribuye a que se desencadene la permeabilizacion de la membrana externa 

mitocondrial (MOMP) que está controlada principalmente por proteínas de la familia 

Bcl-2, mediadores de la apoptosis intrínseca. Estudios previos han observado que la 

melatonina altera el equilibrio entre Bax y Bcl-2 en algunas células cancerosas 

regulando positivamente la expresión de Bax, resultando en la liberación del 

citocromo c al citosol. Sin embargo, en otras células cancerosas, la melatonina induce 

una disminución en Bcl-2. En dichas células, la disminución observada de la 

proliferación celular se debería a una acción citotóxica en lugar de una acción 

citostática de la melatonina (Loureiro et al. 2015). 
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2. Aumento de la eficiencia de la producción de ATP: en condiciones 

normales, la melatonina activa el PTPm y reduce levemente el potencial de membrana 

mitocondrial. En condiciones de estrés oxidativo que dañan la función del PTPm, la 

melatonina inhibe significativamente el PTPm y, por tanto, preserva el potencial de 

membrana para evitar el colapso mitocondrial. La melatonina actúa equilibrando el 

potencial de la membrana mitocondrial y manteniendo la función óptima de las 

mitocondrias para generar ATP tanto en condiciones favorables como desfavorables 

(Tan et al. 2013). Asimismo, la melatonina actúa activando las proteínas desacoplantes 

(UCP) que disipan protones a través de la membrana interna de las mitocondrias para 

producir calor, resultando en una reducción moderada del potencial de la membrana 

interna. Esta disminución relativa del potencial de membrana provoca un aumento 

significativo de las actividades de los complejos I y III, y acelera el transporte de 

electrones a través de la ETC. Estos cambios disminuyen la fuga de electrones de la ETC 

y reducen la formación de radicales libres. Además, esta regulación de la termogénesis 

puede reducir la producción de calor y producir un uso más eficiente de los sustratos 

en términos de producción de ATP (Tan et al. 2016; Tan et al. 2013). 

3. Protección del ADNmt: la melatonina actúa evitando la degradación 

oxidativa del ADNmt. También produce una reducción de los transcritos del ADNmt en 

varios tejidos, incluidos el hígado, el corazón, el músculo esquelético y el cerebro 

(Perez-Gonzalez et al. 2018).  

En resumen, la melatonina preserva las funciones fisiológicas de las mitocondrias 

tanto en condiciones normales como en condiciones estresantes. 
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3.4. Melatonina y cáncer 

Desde mediados del siglo pasado, incluso antes de aislar la melatonina por 

primera vez, varios autores (Sander and Schmid 1952b; Sander and Schmid 1952a; 

Kitay and Altschule 1954; Engel and Fischl 1954) describieron los efectos beneficiosos 

de la inyección de extractos de la pineal en pacientes neoplásicos. Trabajos en años 

posteriores, como el de Drexler en 1957 (Drexler, Meaney, and McCormack 1957), 

describían la relación entre la disfunción pineal y la incidencia de cáncer de mama o un 

peor pronóstico en ratas pinealectomizadas, tal como describe Rodin en 1963 (Pacini 

and Borziani 2016; Nooshinfar et al. 2017; Sabzichi et al. 2016). 

Estos efectos antitumorales de la melatonina se observan a muchos niveles 

diferentes. Por ejemplo, se ha descrito una relación entre un aumento en la incidencia 

de algunos tipos de tumores y las alteraciones de los ritmos circadianos en 

profesionales que realizan trabajos a turnos, así como una disminución en los niveles 

de melatonina en pacientes con cáncer (Rodriguez et al. 2013). Por otro lado, 

numerosos trabajos demuestran los efectos oncostáticos de la melatonina (Ma et al. 

2016; Shen et al. 2018; Cheng et al. 2018; Sakatani, Sonohara, and Goel 2018; Sung et 

al. 2019). A nivel clínico se ha demostrado que la melatonina, como suplementación 

oral en pacientes con diversos tipos de cánceres avanzado y tumores metastásicos, 

mejora la tasa de supervivencia a un año y la tasa de regresión tumoral en 

comparación con aquellos pacientes que solo recibieron quimioterapia. A estos efectos 

se suma la mejora de los efectos secundarios (Lissoni et al. 1999).  
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3.4.1. Mecanismo de acción: 

A pesar de todo lo descrito previamente, las vías implicadas en el mecanismo 

antitumoral todavía permanecen poco claras. No obstante, los posibles mecanismos 

que podrían explicar los efectos oncostaticos de la melatonina, son casi tan numerosos 

como tipos de tumores existen. Esto podría indicar que lo que se está viendo es solo 

un epifenómeno del mecanismo subyacente. Estos mecanismos incluyen acciones 

antiproliferativas, estimulación de la inmunidad contra el cáncer, modulación de la 

expresión de oncogenes, efectos antiinflamatorios, antioxidantes, antiangiogénicos y 

antimetastáticos (Colombo et al. 2016). A continuación, se clasifican algunos de los 

mecanismos implicados en los efectos antitumorales de la melatonina: 

1. Interacción a nivel genético, epigenético y cromosómico: se ha descrito 

un posible vínculo de la melatonina con algunos cambios epigenéticos como son la 

modulación de la expresión y reclutamiento de las histonas deacetilasas (HDAC), 

sobreexpresadas en las células tumorales (Korkmaz, Rosales-Corral, and Reiter 2012); o 

mediante la inhibición de las sirtuinas. Además, Martín y colaboradores (2013) 

demostraron un efecto claro de la melatonina en la metilación de los transportadores 

dependientes de ATP (transportadores ABC, por sus siglas en ingles ATP-binding 

cassette), cuya sobreexpresion esta relacionada con la quimiorresistencia (Martín et al. 

2013). También se ha demostrado que la melatonina inhibe la actividad de la 

telomerasa (Leon-Blanco et al. 2003). 

2. Modulación del ciclo celular y apoptosis: la melatonina tiene el potencial 

de inducir la detención del ciclo celular en G1. También se ha visto que la melatonina 

aumenta la diferenciación celular tanto en células madre neurales (Mendivil-Perez et 

al. 2017), como en células cancerosas (Su et al. 2017). Por otro lado, la melatonina 
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induce apoptosis alterando la relación Bax/Bcl2. De esta forma aumenta la liberación 

del citocromo c hacia el citosol y se activan las caspasas, aunque la sensibilidad de las 

celulas tumorales a la melatonina varía entre las distintas líneas celulares (neoplasias 

hematopoyéticas, leucemia, linfoma, mama, etc.). La inducción de la muerte celular 

programada podría estar relacionada con la inhibición de la fosfoinositol 3-quinasa 

(PI3K), el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B 

activadas (NFκB) y la inducción de la vía p53 (Sánchez-Hidalgo et al. 2012; Nooshinfar 

et al. 2017; Shen et al. 2018; Ortiz et al. 2015). 

3. Orgánulos celulares, membranas y transportadores: la melatonina 

también actúa despolarizando la membrana mitocondrial, y regulando los niveles de 

calcio intracelular (Koşar et al. 2016), así como inhibiendo la absorción de acidos 

grasos implicados en la proliferacion tumoral (como el acido linoleico) (Mills et al. 

2005). Por otra parte, la activación de la respuesta al daño del ADN dependiente de 

p53 por parte de la melatonina, está mediada por los receptores de membrana MT1 y 

MT2. Cuando la melatonina se une a estos receptores de membrana, se activa la 

cascada de reacciones de fosforilación. Se activa p38 a través de la proteínas G que 

conduce a la activación de p53 (Santoro et al. 2013). Sin embargo, otros estudios 

muestran que es probable que los efectos de la melatonina en las células tumorales 

sean independientes de estos receptores, ya que MT1 y MT2 tienen valores de 

constante de disociación para la melatonina en el rango picomolar y nanomolar 

respectivamente, mientras que se requieren concentraciones mucho más altas de 

melatonina para los efectos antiproliferativos y proapoptóticos (milimolar). Los efectos 

de la melatonina independientes de los receptores de membrana incluyen los efectos 

sobre RORα/RORβ, alteración del equilibrio REDOX, modulación de la calmodulina y/o 
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inhibición de la actividad NFκB (Sánchez-Hidalgo et al. 2012). El receptor MT3 también 

podría estar implicado en estos mecanismos (Pariente et al. 2017).   

4. Modificación de la matriz extracelular (ECM): la melatonina suprime las 

metástasis tumorales a través de la regulación de la adhesión celular, la remodelación 

de la ECM, la reorganización del citoesqueleto, la transición epitelio-mesénquima 

(EMT) y la angiogénesis a nivel molecular, celular y orgánico (Su et al. 2017). La hipoxia 

del tumor es una causa esencial de angiogénesis. Algunos autores han demostrado que 

una concentración farmacológica de melatonina puede inhibir la angiogénesis directa 

o indirectamente, al inhibir la proliferación de células endoteliales vasculares y actuar 

en la inhibición de factores pro-angiogénicos. En condiciones de hipoxia, la melatonina 

inhibe la actividad transcripcional del Factor Inducible de Hipoxia 1 (HIF-1), lo que 

resulta en la supresión de la expresión del Factor de crecimiento endotelial vascular 

(VEGF), un potente mitógeno de células endoteliales (Jardim-Perassi et al. 2014; Liu 

and Reiter 2016). Otros grupos han descrito que la melatonina también reduce la 

migración y la invasividad de las células tumorales en diversos cánceres como el 

glioblastoma, el de pulmón, mama o hepatocarcinoma. Este efecto podría ocurrir 

mediante un mecanismo molecular que implica el aumento de la expresión del 

inhibidor de la metaloproteinasa TIMP 1 y la disminución de la expresión y de la 

actividad de la metaloproteinasa MMP 9, a través de la inhibición de NFκB (Colombo et 

al. 2016).  

5. Regulación del metabolismo tumoral: la habilidad de la melatonina para 

regular la función mitocondrial tiene implicaciones en el comportamiento metabólico 

de las células cancerosas, altamente glucolíticas, perturbando el efecto Warburg y 
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cambiando el destino de la célula tumoral (de Almeida Chuffa et al. 2018; Proietti et al. 

2017). 

6. Regulación del estado REDOX celular: tal y como se ha mencionado en 

el apartado 4.3.4, la melatonina ejerce un efecto modulador del estado REDOX 

intracelular en las células tumorales. 

7. Modulación de la respuesta inmune: La melatonina estimula la 

respuesta de los linfocitos T CD4+ (Th) mediante la estimulación de la producción de 

interleuquinas (IL) como la IL-2, IL-6, IL-12 y del interferón gamma (INF-ỿ) (Srinivasan et 

al. 2011). Además, la melatonina aumenta el número y la actividad de las células 

natural killer (NK) que tienen un importante papel en la inmuno-vigilancia antitumoral 

(Talib 2018).  

3.4.2. Melatonina como coadyuvante de la radio y de la quimioterapia 

En diferentes tipos de tumores, se ha descrito que la melatonina aumenta la 

citotoxicidad de varios agentes quimioterapéuticos como la doxorrubicina, el 

tamoxifeno, cisplatino, etopósido, temozolamida o TNF. Por ejemplo, en tumor 

pancreático AR42J de rata se observa un efecto sinérgico cuando se combina la 

melatonina con 5-fluorouracilo (5-FU), el cisplatino y la doxorrubicina. También hay 

estudios en cáncer de colon o cáncer de células escamosas esofágicas en combinación 

con 5-FU (Gao et al. 2017), o en glioblastoma con TRAIL (Martín et al. 2013). Estos 

efectos también se han observado en la línea tumoral A549 de cáncer de pulmón 

cuando la melatonina se usa con irinotecán (Ma et al. 2016). En nuestro Grupo hemos 

descrito el efecto sinérgico de la melatonina con la rapamicina en las células HNSCC 

(Shen et al. 2018). Por otra parte, también se ha descrito un efecto sensibilizador de la 
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melatonina en tratamientos con radioterapia en distintos tipos de tumores como, por 

ejemplo,  en el cáncer de mama (Alonso-González et al. 2016).  

3.4.3. Dosis y efecto oncostático 

La melatonina es una molécula totalmente segura. Una reducción en los niveles 

fisiológicos de melatonina endógena a lo largo de la vida parece causar mayores 

perjuicios al organismo que su exceso o uso a largo plazo (Acuña-Castroviejo et al. 

2014). Las concentraciones fisiológicas en humanos varían entre 1 nM, 

correspondientes al pico nocturno y 10 pM, correspondientes a los valores séricos 

diurnos (Jardim-Perassi et al. 2014). Sin embargo, los niveles fisiológicos de la 

melatonina extrapineal en los diferentes tejidos, órganos o células son 

considerablemente más altos que en el suero. En organismos unicelulares, los niveles 

fisiológicos de melatonina llegan a alcanzar un rango milimolar (Tan et al. 2016). En 

cuanto a las dosis utilizadas, en estudios con voluntarios humanos, la administración 

oral de 1 a 300 mg o incluso de 1 gramo de melatonina al día durante 30 días no 

produjo efectos secundarios negativos observables (Ma et al. 2016). En animales, las 

dosis varían significativamente entre los diferentes estudios. La LD50 (dosis letal para 

el 50% de los sujetos) no ha podido ser establecida incluso a dosis elevadísimas 

(800mg/kg) (Malhotra, Sawhney, and Pandhi 2004). Algunos estudios, aunque pocos, 

detectan pérdida de peso, letargo o descenso de la temperatura corporal a altas dosis. 

Sin embargo, en la mayoría de los estudios no se observa ningún tipo de efecto 

indeseable (Jardim-Perassi et al. 2014; Zeman, Buyse, and Decuypere 2001).   

Los efectos antitumorales de la melatonina en los diferentes modelos 

experimentales de cáncer se han estudiado principalmente con las concentraciones 

fisiológicas de melatonina plasmática, dentro del rango nanomolar. Sin embargo, la 
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concentración de melatonina necesaria para inhibir el crecimiento celular, en algunos 

tipos de tumores, es mucho más alta que las concentraciones fisiológicas de la sangre 

(Bizzarri et al. 2013). Dichas concentraciones varían del rango de micromolar a 

milimolar, y algunos autores se refieren a ellas como concentraciones 

"farmacológicas", ya que son más altas que las concentraciones plasmáticas (Rodriguez 

et al. 2013). La melatonina ejercería efectos oncostáticos a concentraciones fisiológicas 

(10-11- 10-9 M) y efectos citotóxicos a concentraciones farmacológicas (10-8-10-3 M), 

tanto in vitro como in vivo (Kim, Jeong, and Kim 2014; Pacini and Borziani 2016). Es 

decir, si bien las concentraciones bajas o altas de melatonina pueden detener la 

proliferación de células tumorales, la citotoxicidad se observa exclusivamente a altas 

concentraciones del indol. El tipo de efecto y su potencia, sin embargo, depende en 

gran medida del tipo de célula y de tumor (Rodriguez et al. 2013). Por ejemplo, algunas 

líneas celulares cancerosas presentan poca o ninguna sensibilidad a los niveles bajos 

de melatonina, mientras que las mismas células responden a concentraciones más 

altas del indol reduciendo sus tasas de proliferación y encontrándose efectos 

apoptóticos en rangos milimolares (Bizzarri et al. 2013). 

3.4.4. Melatonina como molécula protectora de los tejidos sanos: 

Como ya se ha mencionado en el apartado anterior, la melatonina tiene pocos 

efectos secundarios relevantes incluso cuando se administran altas concentraciones de 

esta molécula en animales o humanos. Por el contrario, muchos estudios han descrito 

la capacidad de la melatonina para reducir los efectos secundarios de los fármacos 

quimioterapéuticos en animales y en pacientes. Recientemente, en nuestro Grupo de 

Investigación se ha descrito que un gel de melatonina a alta concentración previene y 

cura la mucositis radio o quimio inducida (Ortiz et al. 2015; Fernandez-Gil et al. 2017). 
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Por tanto, era esencial analizar los efectos de las altas dosis de melatonina sobre las 

células tumorales tratadas. Además, en otros estudios la combinación de melatonina 

con fármacos citotóxicos aumenta la citotoxicidad del tratamiento en células 

cancerosas (por ejemplo, células tumorales de sarcoma de Ewing) (El-Missiry et al. 

2007), lo que abriría numerosas posibilidades en la aplicación del gel, permitiendo el 

uso de dosis más bajas del fármaco citotóxico y minimizando, por tanto, los efectos 

secundarios de los protocolos actualmente utilizados en el tratamiento del cáncer. 
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Hoy en día, el cáncer de cabeza y cuello representa un gran reto para la terapia 

oncológica, presentando anualmente un elevado número de nuevos casos. La 

resistencia a la radio y a la quimioterapia es uno de los grandes problemas que 

presentan este tipo de tumores, reduciendo la efectividad de los tratamientos y 

afectando directamente a la supervivencia de los pacientes. Otro gran problema es la 

aparición de efectos secundarios ligados a estos tratamientos, lo que empeora la 

calidad de vida de los pacientes y limita el aumento de la dosis para contrarrestar la 

resistencia. El estándar de tratamiento que incluye CDDP y RT basa su efectividad en el 

incremento del daño oxidativo. Sin embargo, ademas de la resistencia a los 

tratamientos, otro de los grandes inconvenientes es el daño celular de tejidos sanos.  

Las mitocondrias juegan un papel fundamental en la resistencia de las células 

tumorales a los tratamientos oncostáticos ya que ocupan una posición primordial en la 

regulación de las vías apoptóticas, pero también son fuente de ATP y son las mayores 

productoras de ROS intracelular. Por todo ello, las mitocondrias son unas perfectas 

dianas terapéuticas.  

Por otro lado, la melatonina tiene una variedad de propiedades biológicas que 

incluyen actividad antiinflamatoria y antioxidante, así como mecanismos de regulación 

del sistema inmunológico. Además, la melatonina también tiene efectos oncostáticos, 

aunque los mecanismos involucrados siguen sin estar claros. Nuestros estudios previos 

muestran que la melatonina aumenta los efectos citotóxicos de la rapamicina en las 

células HNSCC. Sin embargo, existen pocos datos sobre el mecanismo dual de la 

melatonina para aumentar la citotoxicidad en las células tumorales inducido por la 

quimio y la radioterapia y, al mismo tiempo, proteger las celulas normales de los 

tejidos sanos.  
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Además, tenemos que tener en cuenta que la melatonina regula la actividad 

mitocondrial y es un excelente protector frente al estrés oxidativo, propiedades que 

podrían ser contradictorias con sus efectos oncostáticos. Sin embargo, resultados 

previos de nuestro Grupo de Investigación demostraron que un aumento de la función 

mitocondrial estaba relacionado con un aumento de la diferenciación celular en células 

madre neurales. 

Atendiendo a todo lo expuesto anteriormente, nuestra hipótesis de trabajo es 

que la melatonina podría mejorar los efectos antitumorales de la irradiación y del 

CDDP en las células tumorales de cáncer de cabeza y cuello HNSCC mediante un 

aumento de la actividad mitocondrial, induciendo un cambio en el metabolismo 

bioenergético de la célula, resultando en un aumento de estrés oxidativo y, por tanto, 

de diferenciación celular. A su vez, un aumento de la función mitocondrial estaría 

relacionado con una activación de los procesos de muestre celular. En consecuencia, 

un aumento de metabolismo aeróbico podría estar directamente involucrado en los 

mecanismos que mejoran los efectos citotóxicos de estos tratamientos en las células 

HNSCC. 

Para comprobar nuestra hipótesis nos planteamos los siguientes objetivos:  

1.  Evaluar la capacidad de la melatonina para potenciar los efectos citotóxicos 

de la irradiación y del cisplatino en las células tumorales HNSCC. 

2. Evaluar el efecto de la melatonina en la función mitocondrial de las células 

HNSCC tratadas con irradiación o con cisplatino. 

3. Analizar la influencia de la melatonina sobre el estado REDOX en las células 

HNSCC tratadas con irradiación o con cisplatino. 
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4. Analizar la relación entre los niveles de melatonina y su efecto oncostático 

5. Determinar el efecto protector de la melatonina en tejidos sanos tras el 

tratamiento con irradiación y cisplatino. 



 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III.  Material y Métodos 
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1. Ensayos in vitro 

1.1 Células y tratamientos 

Para los ensayos in vitro, se utilizaron células escamosas de carcinoma humano 

de lengua (HNSCC). Las líneas celulares HNSCC, Cal-27 y SCC-9, se obtuvieron del 

American Type Culture Collection (ATCC® CRL2095™ y CRL1629™ respectivamente) en 

el Banco de células del Centro de Instrumentación Científica de la Universidad de 

Granada. Las células estaban criopreservadas en nitrógeno líquido con DMSO al 5% en 

FBS.  

El stock de melatonina (aMT) (Fagron Ibérica S.A.U., 33457-24, Terrasa, España) 

se preparó al 15% de propilen-glicol (PG, 24414.296, VWR) en tampón fosfato salino 

(PBS) y se filtró (0.2 µm, Sartorius Biotech GmbH, Gottingen, Germany) para garantizar 

su esterilidad.  

El cisplatino (CDDP), (1134357, USP Reference Standards, Rockville, Alemania) 

se disolvió en PBS (1 mg/mL), se filtró y se conservó a 4º C protegido de la luz durante 

un máximo de 3 días desde su preparación. 

Para irradiar las células se utilizó un irradiador gamma Cs-137 a una tasa de 

dosis de 2Gy/min a temperatura ambiente.  
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1.1.1 Cultivos celulares 

Las células Cal-27 se cultivaron en un medio con alto contenido en glucosa 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, high glucose, GlutaMAX™ Supplement, 

Fisher Scientific, 41965039, Madrid, España) suplementado con 10% de suero fetal 

bovino (FBS, Fisher Scientific, 16000044, Madrid, España) y con un 2% de solución de 

antibiótico/antimicótico (15240-062, LifeTechnologies).  

Las células SCC-9 se cultivaron en medio DMEM-F12 Nutrient Mixture Ham 

medium (1:1) (DMEM/F-12, Fisher Scientific, 11320033, Madrid, España) con 

L-glutamina 2 mM (Fisher Scientific, 25030081, Madrid, España) y piruvato sódico 

0.5 mM suplementado con 10% de FBS, hidrocortisona 0.4 µg/mL (Sigma Aldrich, 

H6909, Madrid, España) y antibiótico-antimicótico al 2%. 

Las células se mantuvieron en un incubador a 37ºC en presencia de 5% de CO2 y 

con 95% de humedad. Se les cambió el medio cada 2-3 días hasta alcanzar una 

confluencia del 70-80%. En ese momento, se las privó de suero y se mantuvieron en 

este medio (sin suero) 24 horas antes de realizar los tratamientos.  

1.1.2 Tratamiento con melatonina, CDDP e irradiación 

Las células se trataron con diferentes concentraciones de melatonina (100, 500, 

1000 o 1500 μM). Tras 48 horas, las células se irradiaron a una dosis de 8 Gy o se 

trataron con cisplatino 10 µM durante 5 horas. En ese momento, el medio de cultivo se 

reemplazó por medio de cultivo fresco y las células se trataron de nuevo con 

melatonina. Los experimentos se realizaron 48 horas después de la irradiación o del 

tratamiento con cisplatino (Fig. 15).  
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Figura 15. Esquema del tratamiento con IR, CDDP y aMT 

 

1.2 Ensayo de clonogenicidad 

El ensayo de clonogenicidad o de formación de colonias se utiliza desde hace 

varias décadas para analizar los efectos de la radiación y de la quimioterapia. 

1.2.1 Fundamento 

 Es un método que se realiza in vitro para evaluar si una célula es capaz de 

dividirse y formar una colonia tras haber sido expuesta a un tratamiento con agentes 

citotóxicos (Franken et al. 2006).  

1.2.2 Método 

Se sembraron las células procedentes de un cultivo stock en placas de 6 pocillos 

a una densidad de 800 y 1000 células por pocillo para Cal-27 y SCC-9 respectivamente, 

y se dejaron durante toda la noche para que se adhiriesen. Las células se trataron 

entonces con deferentes concentraciones de melatonina. Tras 48 horas, las células 

fueron irradiadas o tratadas con CDDP. Tras el tratamiento, se les cambió el medio y se 

trataron de nuevo con melatonina. Las colonias se dejaron crecer durante 2 semanas 

para formar colonias de al menos 50 células cada una, realizando el tratamiento de 

melatonina cada 48 horas durante este tiempo. Finalmente, las colonias se fijaron con 

etanol absoluto y se tiñeron con cristal violeta.  El recuento de los clones se realizó con 



Beatriz Irene Fernandez Gil 

62 

el software Image J (Schneider, Rasband, and Eliceiri 2012) tras haber tomado fotos de 

cada pocillo. 

1.3 Ensayo de proliferación celular  

Se llevó a cabo un ensayo múltiple con 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide (Vybrant® MTT Cell Proliferation Assay Kit, V13154, 

LifeTechnologies, Madrid, España) siguiendo el protocolo del fabricante.  

1.3.1 Fundamento 

El ensayo de MTT es un método colorimétrico basado en la capacidad de las 

células viables para reducir la sal de tetrazolio (amarilla y soluble) a cristales de 

formazano (púrpuras e insolubles) gracias a las deshidrogenasas mitocondriales 

presentes en las células vivas (Fig.16).  

 

Figura 16. Estructura química del MTT y su producto tras ser metabolizado por las 
deshidrogenasas en las mitocondrias de las células vivas 

 

1.3.2 Método 

Las células se sembraron por triplicado en placas de 96 pocillos a una densidad 

de 10 000 células por pocillo. El tratamiento se realizó tal y como se describe en el 
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apartado 1.1.2. Para llevar a cabo el experimento, el día del ensayo se sustituyó el 

medio de las células por DMEM sin rojo fenol (Gibco LifeTechnologies, 21063-029) y las 

células se incubaron durante 4 horas con MTT a una concentración de 1,2 mM a 37º C 

y protegido de la luz. A continuación, se añadió SDS-HCl 50mg/ml, mezclando pocillo a 

pocillo con una pipeta. Las células se incubaron otras 4 horas a 37º C y, finalizado este 

tiempo, se procedió a leer la absorbancia a 570 nm en un espectrofotómetro de placas 

(Power Wave X-1, Bio-tek Instruments, VT, Estados Unidos). 

1.4 Análisis de la apoptosis  

La apoptosis es un proceso de muerte celular programada. Se analizó con un kit 

de Anexina V-FICT/PI (Apoptosis detection kit FITC, Immunostep, ANXVKF-100T, 

Salamanca, España), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

1.4.1 Fundamento 

Una de las maneras de detectar la apoptosis en estadios tempranos es 

comprobar la localización de la fosfatidilserina en la membrana plasmática.  La 

fosfatidilserina es un tipo de fosfolípido que en las células viables se mantiene en la 

monocapa interior de la membrana celular. Cuando se empieza a desencadenar el 

proceso de la apoptosis, la fosfatidilserina se transloca a la capa externa de dicha 

membrana por medio de flipasas, ofreciendo un mecanismo de reconocimiento para 

las células fagocíticas  (Vermes et al. 1995; Bratton et al. 1997; Zhivotosky and Orrenius 

2001; Elmore 2007). Esta localización puede ser detectada fácilmente ya que la 

Anexina V se une específicamente a la fosfatidilserina en una reacción dependiente de 

calcio. Las moléculas de Anexina V se marcan con diferentes fluoróforos como 

isotiocianato de fluoresceína (FITC). Las muestras son analizadas en el citómetro 
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brindando una cuantificación objetiva y rápida. En estadios tardíos de apoptosis, 

cuando la membrana plasmática ha perdido su integridad y el ADN se hace accesible, 

se emplean moléculas fluorescentes que actúan como agentes intercalantes en los 

ácidos nucleicos de doble cadena (y, por tanto, en el ADN) como el Ioduro de propidio 

(PI) (Fig. 17). Con los datos de ambas moléculas se pueden clasificar las células en 

células no apoptóticas (anexina V-FICT negativo/IP negativo), células en apoptosis 

temprana (anexina V-FICT positivo / IP negativo) y células necróticas (anexina V-FICT 

positivo/IP positivo) (Pozarowski et al. 2003; Zhivotosky and Orrenius 2001; 

Mukhopadhyay et al. 2007; Gasser, Hehl, and Millward 2009).  

 

Figura 17. Detección de la apoptosis mediante Anexina V-FICT/IP 

 

1.4.2 Método  

Las células Cal-27 se trataron como se describe en el apartado 1.1.2. El día del 

experimento, se recogieron las células (incluyendo las muertas) y se lavaron dos veces 

con PBS a 37º C. A continuación, las células se resuspendieron en 100 µL del tampón 
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de unión a Anexina 1X. Se añadieron 5 µL de Anexina V-FITC y 5 µL de PI, y las 

muestras se incubaron 15 min a temperatura ambiente y protegidas de la luz. 

Finalmente, se añadió 400 µL de tampón de unión a Anexina 1X. Las células se 

analizaron por citometría de flujo en un citómetro Becton Dickinson FACSCanto II 

(Madrid, España) en el CIC de la Universidad de Granada. Los controles 

correspondientes para determinar la compensación del citómetro de flujo y los 

cuadrantes se incluyeron en el ensayo (células no marcadas, células marcadas solo con 

Anexina V y células marcadas solo con PI). 

1.5 Determinación de la concentración de proteínas 

La cantidad de proteína se determinó mediante el método de Bradford 

(Bradford 1976).  

1.5.1 Fundamento  

En condiciones adecuadas, los grupos ácidos o básicos de las proteínas pueden 

interaccionar con grupos orgánicos de determinados colorantes para dar lugar a 

precipitados con un color característico. Para el ensayo de Bradford se utiliza el 

colorante Coomassie Brillant Blue G250. Se basa en la conversión de la forma leuco del 

colorante (marrón-naranja) a una de color intensamente azul cuando los grupos 

aniónicos del colorante interaccionan con los grupos amino de las proteínas. Dicha 

reacción se mide por absorbancia a 595 nm. Existe una relación lineal dentro de 

determinadas concentraciones de proteínas. Es un método muy rápido, barato y 

sensible y se puede trabajar en un rango de 1 a 25 microgramos para un volumen de 

1 ml. Interfieren en el ensayo detergentes y las soluciones alcalinas. 
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1.5.2 Método 

Se preparó una recta patrón con BSA (albúmina de suero bovino) como 

estándar, a concentraciones crecientes comprendidas entre 0,05 - 0,6 mg/ml. Cada 

punto de la curva y cada muestra se midieron por duplicado en placas de 96 pocillos, 

donde se añadieron 200 µl de reactivo de Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) y 10 µl 

de cada una de las concentraciones de la curva patrón, así como de cada una de las 

muestras. La mezcla se incubó durante 15 minutos a temperatura ambiente, en suave 

agitación y protegida de la luz para favorecer la reacción. La medida de absorbancia se 

llevó a cabo en un espectrofotómetro de placas (Power Wave X-1, Bio-tek Instruments, 

VT, Estados Unidos) a una longitud de onda de 595 nm, expresándose los resultados 

como mg de proteína/ml. 

1.6 Western Blot 

El Western Blot es una técnica analítica, ampliamente utilizada, para el estudio 

de proteínas. 

1.6.1 Fundamento 

Este método, descrito por primera vez por Towbin, y colaboradores en 1979 

(Towbin, H. et. al. Electrophoretic transfer of proteins from polyacrylamide gels to 

nitrocellulose sheets: procedure and some appli-cations. PNAS, 1979), permite la 

detección de una sola proteína dentro de una muestra biológica. La especificidad del 

Western Blot se logra mediante la utilización de un anticuerpo que reconoce y se une a 

un epítopo único de la proteína de interés. Con la técnica de Western Blot se puede 

estimar el tamaño de una proteína, confirmar la presencia de modificaciones 

post-traduccionales como la fosforilación, y ser utilizado para comparar 
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cuantitativamente los niveles de proteína entre muestras (Advansta. Analisis de 

proteínas: Electroforesis, transferencia e inmunodetección. 2011).  Esta técnica consta 

de los siguientes pasos, resumidos en la figura 18: preparación de las muestras, 

separación de las proteínas, transferencia y detección.  

Figura 18. Diagrama de flujo de Western Blot. 

1.6.2 Método 

En primer lugar, se extrajeron las proteínas de cada muestra sonicando los 

pellets en 60 µL de un tampón de homogenización compuesto por Tris-HCl pH7.6 

50 nM, DTT 7.7mg/mL, coctel de inhibidores antiproteasas y antifosfatas 100X y EDTA 

100X.  A continuación, se centrifugó a 3000 rpm durante 20 min a 4ºC. Se separó una 

alícuota del sobrenadante para cuantificar las proteínas y el resto se transfirió a un 

nuevo tubo, al que se le añadió tampón de carga Laemmli (Tris-HCl 10mM, SDS 10%, 

2-mercaptoethanol 20%, glicerol 20%, bromofenol azul 0.004%), y se desnaturalizó a 

99ºC durante 10 min. Entonces se alicuotó, y las alícuotas se conservaron a -80ºC hasta 

su uso. Tras extraer las proteínas de los pellets de las células, se prepararon los 

extractos a las concentraciones adecuadas y se separaron en geles de poliacrilamida al 

7,5 o 12,5% en función del peso molecular de la proteína de interés (PhastGel 

homogeneous gels, GE healthcare life, Barcelona, España). Una vez concluida la 

electroforesis se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (HybondTM-ECLTM 

nitrocellulose membranes, GE healthcare life, Barcelona, España) usando en ambos 

casos el PhastSystem (GE healthcare life, Barcelona, España) (Fig. 19).  
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Figura 19. PhastSystem, GE healthcare. 

 

Entonces las membranas se incubaron en tampón de bloqueo (5% BSA en PBS 

con 0.1% Tween 20) y posteriormente se incubaron durante toda la noche a 4ºC con el 

anticuerpo primario diluido en tampón de bloqueo. Tras los lavados pertinentes, se 

incubó durante una hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario 

correspondiente. En este estudio se utilizaron los anticuerpos primarios incluidos en la 

tabla 1.  
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Tabla 1 Relación de anticuerpos primarios para Western Blot. 

Anticuerpo Concentración Referencia 

Bax 1:200 

sc-526  

Santa Cruz Biotechnology 

Bcl2 1:200 

sc-492 

Santa Cruz Biotechnology 

Atg12 (C6) 1:100 

sc-271688,  

Santa Cruz Biotechnology 

Nix 1:1000 

N0399 

Sima Aldrich 

GAPDH 1:500 

sc-25778  

Santa Cruz Biotechnology 

 

Los anticuerpos secundarios conjugados con HRP se utilizaron según las 

instrucciones del fabricante y se describen en la tabla 2:  

Tabla 2 Relación de anticuerpos secundarios para Western Blot 

Anticuerpo Concentración Referencia 

Goat anti-mouse IgG-HRP 1:1000 
#554002  

BD Biosciences Pharmigen 

Mouse anti-goat IgG-HRP 1:1000 
sc-2354  

Santa Cruz Biotechnology 
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La interacción proteína-anticuerpo se detectó por quimioluminiscencia usando 

el reactivo ECLTM Prime Western Blotting Detection Reagent (Ge Healthacare Life 

Sciences, UK) siguiendo las instrucciones del fabricante. La imagen se digitalizó con el 

equipo de imagen Kodak Image Station 2000R (Eastman Kodak Company, Rochester, 

New York, USA) y se cuantificaron las bandas mediante el uso del software Image J. La 

intensidad de las bandas obtenidas en la detección de las proteínas de interés se 

normalizó con respecto a GAPDH y los datos se expresaron en relación al grupo 

control. 

1.7 Respiración mitocondrial 

La tasa de consumo de oxígeno (OCR) se midió con el equipo XF24 Extracellular 

Flux Analyzer (Seahorse Bioscience, Copenhague, Dinamarca), mediante un sistema no 

invasivo que nos permitió determinar la bioenergética mitocondrial de las células in 

vivo.  

1.7.1 Fundamento 

El oxígeno consumido por la célula puede ser utilizado a nivel mitocondrial, lo 

que conocemos como respiración mitocondrial o puede ser consumido sin la 

participación de la mitocondria, conocido como respiración no-mitocondrial. El 

consumo de oxígeno no mitocondrial puede tener varios orígenes, como los 

peroxisomas o la actividad oxidasa de la NADPH de la membrana plasmática. En lo 

relativo a la respiración mitocondrial, parte del oxígeno que consume la mitocondria es 

usado para la producción de ATP, a través de la ATP-sintasa y parte es usado para 

mantener el gradiente de protones entre la membrana mitocondrial interna y la matriz 

mitocondrial (Proton Leak), como se muestra en la figura 20. 
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Figura 20. Esquema representativo del diseño experimental usado en los experimentos de 
respiración. Se muestran los parámetros fundamentales de la función mitocondrial: respiración 
basal, producción de ATP, escape de protones, respiración máxima y respiración no 
mitocondrial (Adaptado de Agilent Seahorse). 

 

Para medir los diferentes aspectos relacionados con la bioenergética 

mitocondrial se tienen en cuenta los siguientes parámetros: en primer lugar, se 

determina el consumo basal de oxígeno sin la adicción de ningún compuesto; en 

segundo lugar, se mide el escape de protones (proton leak), es decir, el consumo de 

oxígeno mitocondrial independiente de la fosforilación oxidativa, para lo que se 

inyecta oligomicina, que inhibe al complejo V mitocondrial (ATP-sintasa). A partir de 
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esta medida de escape de protones se estima la producción de ATP, como el 

porcentaje de la respiración mitocondrial basal que no es destinado al mantenimiento 

de dicho escape de protones. A continuación, se determina la máxima capacidad 

respiratoria o capacidad del sistema de transferencia de electrones (electron transfer 

system capacity, ETS), para lo que se añade un desacoplante de la fosforilación 

oxidativa, carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP). Por último, se 

determina el consumo de oxígeno no dependiente de la mitocondria, para lo que se 

inyectan en el pocillo antimicina A y rotenona, inhibidores del complejo III y complejo I 

respectivamente (Fig. 21). 

 

Figura 21. Diagrama representativo de la ETC y sus inhibidores (Adaptado de Agilent Seahorse). 

 

1.7.2 Método 

El día antes del experimento, las células se sembraron en una placa de 24 

pocillos a una densidad de 80 000 células por pocillo para Cal-27, excepto en los 

pocillos destinados a las correcciones internas del Seahorse. A continuación, se deja 
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que se adhirieran durante la toda noche en 250 µL del medio de cultivo descrito en el 

apartado 1.1.1. Antes del ensayo, el medio se cambió a Medio Base (Seahorse 

Bioscience, 102353-100, N.Billerica, MA, USA) complementado con glucosa 10 mM, 

piruvato 5 mM y glutamina 2 mM.   Las células se dejaron durante 1 hora a 37ºC sin 

CO2.  

Para el análisis de la respiración mitocondrial in vivo en las células Cal-27, en 

primer lugar, se realizaron 3 medidas consecutivas del consumo basal de oxígeno. A 

continuación, se inyectaron los diferentes inhibidores en el siguiente orden y 

concentración: 

1. Puerto A: 75 μl de 8 μM oligomicina para una concentración final en el pocillo de 

1 µM. 

2. Puerto B: 75 μl de 4,5 μM FCCP para una concentración final en el pocillo de 0,5 

µM.  

3. Puerto C: 75 μl de 5 μM FCCP para una concentración final en el pocillo de 0,5 µM.  

4. Puerto D: 75 μl de 11 μM antimicina A y 11 μM rotenona para una concentración 

final en el pocillo de 1 µM.  

Las medidas realizadas se expresan como tasa de oxígeno consumido (OCR, in 

pmol O2/min/número de células). 

1.8 Determinación de la masa mitocondrial 

Para medir la masa mitocondrial se utilizó la sonda fluorescente 10-N-nonil 

naranja de acridina (NAO, Fisher Scientific, A1372, Madrid, España). 

1.8.1  Fundamento 



Beatriz Irene Fernandez Gil 

74 

La NAO se une específicamente a la cardiolipina, un componente esencial de la 

membrana mitocondrial interna, independientemente del potencial de membrana 

(Maftah et al. 1989). Su acumulación está relacionada con el aumento de la masa 

mitocondrial 

1.8.2 Método 

Las células, tratadas como se describió anteriormente, se sembraron 24 horas 

antes del día del ensayo. Después de reemplazar el medio de cultivo por medio sin rojo 

de fenol (DMEM, alto contenido de glucosa, HEPES, sin rojo de fenol, 21063-029, 

LifeTechnologies), las células se incubaron 30 min con NAO 2,5 µM a 37ºC. La 

fluorescencia se leyó con un lector de fluorescencia de microplacas FLx800 (Bio-Tek 

Instruments, Inc., Winooski, VT, EE. UU.) A 485 nm de excitación y 530 nm de emisión. 

1.9 Cuantificación del ADN mitocondrial 

El número de copias relativo de ADN mitocondrial se cuantificó por PCR 

cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) relacionando el producto de amplificación de un 

fragmento de un gen mitocondrial (12 S) con respecto a un fragmento del gen nuclear 

(18 S). 

1.9.1 Fundamento 

Los sistemas de RT-qPCR se caracterizan por detectar la amplificación de la 

secuencia diana a medida que se produce, en lugar de medir la cantidad de producto 

de PCR generado tras un número determinado de ciclos. Actualmente, la RT-qPCR es 

uno de los métodos más sensible para detectar y cuantificar los ácidos nucleicos. Aun 

teniendo una cantidad muy pequeña, el sistema garantiza una alta sensibilidad, 
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especificidad y eficiencia. Se utiliza, entre otras aplicaciones, para cuantificar cambios 

muy pequeños en la expresión génica mediante la detección de los niveles del ARNm 

procedente de células o tejidos. 

Para el desarrollo de técnicas de PCR en tiempo real se pueden emplear 

moléculas fluorescentes específicas de secuencia (sondas Taqman, sondas FRET, etc) o 

intercaladores fluorescentes no específicos de secuencia, como SYBR® Green, que es 

una molécula que se une al surco menor del ADN pero no al ADN de cadena sencilla, y 

permite cuantificar la producción de amplicón generado (Marín de la Torre 2007). 

1.9.2 Método 

El ADN celular total de las células Cal-27 tratadas se aisló con fenol-cloroformo. 

La PCR se llevó a cabo en un termociclador Stratagene Mx3005P qPCR System (Agilent 

Technologies, Santa Clara, California) usando cebadores y una sonda complementaria a 

las secuencias del gen nuclear 18S (TaqMan Gene Expression Assays Hs99999901_s1, 

Applied Biosystems, Foster City, California). Los siguientes primers forward 

(5′CCACGGGAAACAGCAGTGATT3’) y reverse (5’CTATTGACTTGGGTTAATCGTGTG A3’), y 

la sonda de ADN mitocondrial (12S RNA Oligo 5’TGCCAGCCACCGCG3’), todos ellos de 

Eurofins Fisher Scientific (Pittsburgh, Pensilvania) se utilizaron para la amplificación del 

contenido en ADN mitocondrial. Para la amplificación del ADN, las reacciones se 

llevaron a cabo de la forma siguiente: 5 minutos de desnaturalización a 95 °C seguida 

de 40 ciclos consistentes en 1 segundo a 95 °C, 5 segundos a 65°C y 6 segundos a 72°C 

(Fig.22).  
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Figura 22. Condiciones de tiempo y temperaturas de la RT-q PCR. 

 

1.10 Medida de la producción de ROS  

La producción de radicales libres en las células se midió usando la sonda 

2’7’diclorohidrofluoresceína diacetato (DCFH-DA, D6883, Sigma-Aldrich, Madrid, 

España), mediante el método descrito por Wang y Joseph (Wang and Joseph 1999). 

1.10.1 Fundamento 

Este método se basa en la fluorescencia emitida por la 2’, 7’ 

diclorodihidrofluoresceina (DCFH) al oxidarse a 2’, 7’ diclorofluoresceina (DCF). El DCFH 

es un derivado de la fluoresceína incoloro y no fluorescente. La membrana celular es 

impermeable al DCFH debido a la polaridad de este compuesto. Sin embargo, su éster 

de diacetato (DCFH-DA), cuando se adiciona al medio extracelular, difunde 

pasivamente al interior de la célula donde sus dos grupos acetato son eliminados por 

las esterasas intracelulares dando lugar al DCFH, que queda atrapado en el interior de 
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la célula. La subsiguiente oxidación de esta molécula por los ROS intracelulares da 

lugar al producto altamente fluorescente DCF (Fig. 23). 

 

Figura 23. Fundamento del método de la sonda 2’7’diclorohidrofluoresceína diacetato para 
medir radicales libres. 

 

1.10.2 Método 

Las células, tratadas como se ha descrito previamente, se sembraron en placas 

de 96 pocillos a una densidad de 10 000 células por pocillo la tarde previa al 

experimento. Entonces, las células se incubaron con DCFH-DA 100 µM en medio de 

cultivo sin rojo fenol durante 30 minutos a 37ºC y lavadas posteriormente con PBS. Se 

añadió tampón bicarbonato Krebs-Ringer y los niveles de ROS se midieron en un 

espectrofluorímetro para microplacas FLx800 (Power Wave X-1, Bio-tek Instruments, 

VT, Estados Unidos) durante 45 minutos cada 5 minutos a 485 nm de excitación y 

530 nm de emisión. 
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1.11 Medida de los niveles de glutatión y de glutatión disufito 

Los niveles de glutatión (GSH) y de glutatión disulfito (GSSG) se midieron 

utilizando un método fluorométrico establecido (Hissin and Hilf 1976) con ligeras 

modificaciones (Acuña-Castroviejo et al. 2012).  

1.11.1 Fundamento  

El GSH es un tripéptido que contiene L-cisteína, ácido L-glutámico y glicina. 

Puede prevenir el daño celular causado por especies reactivas de oxígeno como los 

radicales libres y los peróxidos. El glutatión existe en estado reducido (GSH) y oxidado 

(GSSG). El ratio GSSG / GSH es un magnífico indicador de estrés oxidativo. 

1.11.2 Método 

Los pellets de las células se desproteinizaron con ácido tricloroacético (TCA) al 

10% y se centrifugaron a 20 000 g durante 15 minutos a 4ºC. Para la determinación del 

GSH se usaron 10 μl del sobrenadante que se incubó con 10 μl de solución 1mg/ml 

o-phthalaldehído etanólico (OPA) y 180 μl de tampón fosfato (100 mM fosfato sódico, 

5 mM EDTA-Na2, pH 8.0) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido 

este tiempo, se midió la fluorescencia de las muestras a 340 nm de excitación y 420 

nm de emisión en el lector de placas FLX800 (Bio-Teck Instruments Inc., Winooski, VT, 

Estados Unidos). Para la medida del GSSG, se partió de 30 μl de sobrenadante que se 

incubó con 12 μl de una solución de N-etilmaleimida (NEM, 5 mg/ml en agua destilada) 

durante 40 minutos a temperatura ambiente, para después ser alcalinizado con NaOH 

0.15 N. De esta dilución se tomaron alícuotas de 45 μl que se incubaron con 10 μl de la 

solución OPA (1 mg/ml) y con 145 μl de NaOH 0.1 M durante 15 minutos a 

temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se midió la florescencia. Las 
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concentraciones de GSSG y GSH se calcularon de acuerdo a una curva estándar y se 

expresaron como nmol/mg prot. 

1.12 Medida de la actividad del glutatión peroxidasa  

La enzima glutatión peroxidasa (GPx) cataliza la reducción del peróxido de 

hidrógeno (H2O2), al oxidar el glutatión reducido. Por tanto, la GPx protege la célula del 

daño oxidativo (Fig. 24). 

 

Figura 24. Ciclo de óxido-reducción del glutatión 

 

1.12.1 Fundamento 

La medición de la actividad de la GPx es de manera indirecta, por una reacción 

acoplada con la glutatión reductasa (GRd) que recicla el GSSG de nuevo a GSH y a 

NADPH. La disminución en la absorbancia de NADPH medida a 340 nm durante la 

oxidación de NADPH a NADP+ es indicativa de la actividad de la GPx, ya que la GPx es el 

factor limitante de la velocidad de las reacciones acopladas (Jaskot et al. 1983). 
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1.12.2 Método 

La actividad de la GPx se determinó incubando 10 µL de muestra en una 

microplaca durante 4 minutos a 37ºC con 240 µL de una solución de trabajo 

compuesta por fosfato potásico 50 mM, EDTA dipotásico 1 mM, azida sódica 4 mM, 

GSH 4 mM, NADPH 0,2 mM y GRd (0,5 U/ml), pH 7,4. Tras la incubación, se añadieron 

10 µL de cumeno hidroperóxido (1:250 en buffer fosfato potásico 50 mM, EDTA 

dipotásico 1 mM, pH 7,4) para iniciar la reacción y se midió la absorbancia a 340 nm 

durante 3 minutos en un espectrofotómetro de placas (BioTek Power-Wavex 

Microplate Scanning Spectrophotometer). En todas las determinaciones se restó la 

oxidación no enzimática del NADPH sustituyendo los 240 µL de la solución de trabajo 

por NADPH 0,2 mM en buffer fosfato potásico 50 mM, EDTA dipotásico 1 mM, pH 7,4. 

La actividad de la GPx se expresó en nmol de NADPH oxidado/min/mg de proteína en 

base a la siguiente ecuación: 

 

2. Ensayos in vivo 

2.1 Xenoinjertos en ratones.  

Todos los experimentos se realizaron siguiendo el protocolo aprobado por el 

Comité Institucional de Uso y Cuidado de Animales de la Universidad de Granada 
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(procedimientos 11-CEEA-OH-2013), desarrollado de acuerdo a la conformidad con el 

Convenio Europeo para la Protección de los Animales Vertebrados utilizados en 

experimentos y otros fines científicos (CETS #123) y la legislación española (R.D. 

53/2013). El estudio fue llevado a cabo en ratones nude atímicos (nu/nu) (Jackson 

Laboratory-Janvier Labs, France), de 5 a 6 semanas de edad que pesaban 30-40 g, que 

fueron alojados en cubetas apropiadas que se encontraban dentro de racks ventilados. 

La comida y el agua se les proporcionaba ad libitum. Estos ratones carecen de timo, lo 

que da lugar a una inhibición del sistema inmune, principalmente por la ausencia de 

linfocitos T maduros. Este debilitamiento de la respuesta inmune es lo que permite la 

realización de xenotrasplantes, incluyendo los de células tumorales y que estas sean 

toleradas por el sistema inmune del animal receptor (Zätterström et al. 1990; Chen et 

al. 1996). 

Las células Cal-27 se cultivaron hasta el 70-80% de confluencia. En ese 

momento se lavaron con PBS, se tripsinizaron y se resuspendieron a una concentración 

de 20×106 células/mL de DMEM sin rojo fenol (21063-029, Life Technologies). A 

continuación, se inyectaron 0,2 mL de la suspensión celular (4x106 células) en el flanco 

izquierdo de cada ratón por vía subcutánea. A partir de este momento, el tamaño de 

los tumores se midió dos veces por semana con la ayuda de un calibre Vernier, 

midiendo dos diámetros perpendiculares de cada tumor por triplicado, y se calculó su 

volumen a través de la fórmula siguiente: 

Volumen del tumor = (longitud×anchura2)/2 
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La longitud fue la dimensión más larga y la anchura la dimensión perpendicular 

a la longitud. Cuando los tumores alcanzaron un volumen entre 100-150 mm3, se inició 

el tratamiento. 

2.2 Tratamientos 

Los ratones se dividieron de manera aleatoria en 3 grupos, cada uno de los 

cuales constaba de al menos 6 ratones: grupo de ratones control tratados con 

vehículo, ratones tratados con IR o CDDP, y ratones tratados con melatonina más IR o 

CDDP. 

2.2.1 Tratamiento de IR + melatonina: 

1. Control: ratones tratados con vehículo. 

2. IR: ratones tratados con irradiación. 

3. IR + aMT: ratones tratados con irradiación y melatonina. 

Los animales se irradiaron a una dosis de 4 Gy. Previamente, se anestesiaron 

con equithesin y, a continuación, se irradiaron los tumores a través de una orificio de 

unos 10 mm de diámetro en una placa de plomo que protegía el resto del cuerpo del 

animal. La irradiación se emitió con un tubo de rayos X (YXLON, modelo Y, Tu 320-

D03).  

La melatonina se disolvió en PG y luego se diluyó 1:2 en solución salina 

isotónica. Se administró a una dosis de 300 mg/kg/día por vía subcutánea (s.c.) cada 

dos días desde el día antes del comienzo de la irradiación hasta el momento de su 

sacrificio (Fig. 25).  
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Figura 25. Tratamiento de irradiación de los ratones 

 

El grupo control se trató exactamente de la misma manera, pero tan sólo con 

vehículo. 

2.2.2 Tratamiento CDDP + melatonina 

1. Control: ratones tratados con vehículo 

2. CDDP: ratones tratados con CDDP 

3. CDDP + aMT: ratones tratados con CDDP y melatonina 

El CDDP se administró a una dosis de 4 mg/kg por vía intraperitoneal (i.p.) una 

vez por semana durante 21 días. La melatonina se administró a una dosis de 

300 mg/kg/día por vía s.c. 6 días a la semana (Fig. 26).  
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Figura 26. Tratamiento de CDDP de los ratones 

 

El peso de los ratones y el tamaño del tumor se midieron regularmente. 

Finalmente, se sacrificaron los animales y se extrajo el tumor, corazón, pulmón, riñón e 

hígado. Los tejidos se lisaron en tampón de lisis o se fijaron y se embebieron en 

parafina.  

Todas las cirugías se llevaron a cabo bajo anestesia de isofluorano (469860, 

1000mg/g IsoVet®, Braun), o equithesin (3 ml/kg ip; 2.1 g de hidrato de cloral,  de 

pentobarbital sódico, 1.06 g de MgSO4, 21.4 ml de propilenglicol, 5.7 ml etanol (90%) y 

3 ml de H2O)) cuando fue necesario, minimizando al máximo el sufrimiento de los 

ratones. 

2.3 Histología, histopatología e inmunohistoquímica 

Para el análisis histológico, se llevó a cabo la perfusión de los animales, primero 

con solución salina y, posteriormente, con formaldehído al 4% (252931-1215, 

Panreac). Una vez perfundidos, se resecó el tumor, corazón, pulmones, riñónes e 

hígado, los cuales fueron sumergidos en formaldehído durante 48 horas, en agitación y 

procurando que mantuvieran la forma original. Tras este tiempo, las muestras se 

deshidrataron, se lavaron con salino y se incluyeron en parafina. Finalmente, se 
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realizaron cortes de 5 µm de grosor, que se secaron, se desparafinaron e hidrataron 

antes de realizar las tinciones. Se realizaron diferentes tinciones: 

2.3.1 Tinción hematoxilina y eosina (HE) 

Permite realizar análisis morfológicos de los tejidos. Además, con esta tinción 

se pueden visualizar células en división, apoptosis o necrosis y así evaluar las 

diferencias en cuanto a estado de proliferación de los tumores. Para ello, se incubaron 

las muestras 3 minutos con hematoxilina y 1 minuto con eosina. 

2.3.2 Tinción picosirius (PS) 

Se utiliza para evaluar la reorganización de las fibras de colágeno. Esto permite 

analizar las cápsulas que rodean los tumores y en base a ello, determinar la agresividad 

de estos. En general, la encapsulación del tumor impide o dificulta su diseminación. En 

cambio, el debilitamiento de estas cápsulas facilita la aparición de metástasis (Lattouf 

et al. 2014). Para llevar a cabo esta tinción, se incubaron las muestras con Rojo Sirius 

durante 30-45 minutos y se contrastó con hematoxilina para la mejor visualización de 

los cortes. 

2.3.3 Tinción ácido periódico de Schiff (PAS) 

Se usa para confirmar la presencia de mucina. Dicha mucina es sintetizada en la 

zona glandular de los tumores y cuanto mayor sea la cantidad presente de mucina, 

mayor estado de diferenciación de las células tumorales. Este mayor estado de 

diferenciación de las células tumorales se asocia a un mejor pronóstico de los tumores 

(Pereira et al. 2015). En este caso, se incubaron las muestras con el reactivo de Schiff 

30 minutos en oscuridad y se contrastó también con hematoxilina. 
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2.4 Determinación de la concentración de melatonina intracelular   

La concentración de melatonina se determinó mediante HPLC.  

2.4.1 Fundamento 

La cromatografía líquida es una técnica utilizada para separar los componentes 

de una mezcla. Consiste en una fase estacionaria no polar (columna) y una fase móvil. 

La fase estacionaria es de sílice. La fase móvil actúa de portador de la muestra. La 

muestra en solución es inyectada en la fase móvil. Los componentes de la solución 

migran de acuerdo con las interacciones no-covalentes de los compuestos con la 

columna. Estas interacciones químicas, determinan la separación de los contenidos en 

la muestra. La utilización de los diferentes detectores dependerá de la naturaleza de 

los compuestos a determinar. En este caso, se usó una columna de tipo Sunfire C18 

(5 µm, 4,6 x 50 mm) rellena de esferas de sílice con un tamaño de poro de 100 Å. La 

fluorescencia de la melatonina se midió usando un detector de fluorescencia 

(Shimadzu RF-10A XL fluorescence detector; Shimadzu Europe GmbH, Duisburg, 

Alemania) con unas longitudes de excitación y emisión de 275 y 345 nm 

respectivamente. 

2.4.2 Método  

La melatonina se extrajo a partir de pellet de células u homogenado de tejidos. 

La extracción de las muestras se realizó con cloroformo en agitación durante 10 

minutos. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 3800 g durante 10 minutos y 

se retiró la fase acuosa por aspiración. A continuación, se procedió a otro paso de 

agitación de 10 minutos junto con NaOH 0.1 N, tras lo cual las muestras se 

centrifugaron de nuevo 10 minutos a 3800 g y la fase acuosa se aspiró. Finalmente, la 
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fase orgánica se evaporó en un sistema Speed Vac a una presión de 5.1 Pa durante 

45 minutos (SPD 2010 Speed Vac System; Fisher Scientific, Madrid, España). Las 

muestras se analizaron usando un cromatógrafo de líquidos de alta resolución (HPLC, 

Shimadzu Europe GmbH, Duisburg, Alemania).  

2.5 Medida de los nitritos  

Un método comúnmente utilizado para la determinación indirecta de NO• es la 

determinación colorimétrica de los niveles de nitratos y de nitritos mediante la 

reacción de Griess, una reacción química que detecta la presencia de nitritos 

orgánicos.  

2.5.1 Fundamento  

El NO• tiene una vida media muy corta (t = 4 segundos), reaccionando con 

diferentes moléculas para formar nitrato (NO3
) o nitrito (NO2

). La reacción de 

diazotación de Griess, en la que se fundamenta el reactivo de Griess, se describió por 

primera vez en 1858 por Peter Griess. Esta reacción requiere que el nitrato (NO3
) 

primero se reduzca a nitrito (NO2
), por la acción de la nitrato-reductasa en una 

reacción en la que se acopla a la oxidación de NADPH cuya disminución en la 

concentración de dicha molécula se detecta a 340 nm. El nitrito se hace reaccionar 

entonces con sulfanilamida y N- (1-naftil) etilendiamina (NED) para producir un 

colorante azo detectado a 546 nm (Bryan and Grisham 2007; Acuña-Castroviejo et al. 

2012) (Fig. 27). 
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Figura 27. Reacción de Griess 

 

2.5.2 Método 

Los tejidos, una vez homogeneizados, se incubaron con una solución 1:1 de los 

reactivos (sulfanilamida y NED) durante 20 minutos en continua agitación. Luego se 

midió la absorbancia a 550 nm. Como estándar se utilizaron soluciones de nitrito 

sódico y los niveles de nitritos se expresaron en nmol/mg proteína tras ser 

normalizados por el contenido de proteína. 

2.6 Determinacion de la lipoperoxidacion (LPO) 

La medida de la LPO se llevó a cabo mediante el kit Bioxytech LPO-568 

(OxisResearch,Portland, OR, USA).  

2.6.1 Fundamento 

La medición de la peroxidación lipídica se basa en la detección de los 

compuestos reactivos con el ácido tiobarbitúrico (TBA) como el malondialdehído 

(MDA) y el 4 hidroxialquenal (4-HDA) generado por la descomposición de los productos 
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de peroxidación lipídica que tiene lugar bajo estrés oxidativo (Esterbauer and 

Cheeseman 1990). Esta reacción, que tiene lugar en condiciones ácidas a 90-100ºC, da 

como resultado un cromóforo estable que puede medirse colorimétricamente a 586 

nm.  

2.6.2 Método 

 Los pellets tratados se homogenizaron en tampón Tris-HCl 50 mM (pH=7,4) 

frio.  El homogenado se centrifugó a 800 g durante 10 minutos a 4°C. Las muestras se 

incubaron en presencia de 1-metil-2-fenilindol durante 40 minutos a 45ºC. La 

absorbancia se midió a 586 nm en presencia de ácido metasulfónico utilizando un 

espectrofotómetro de placas FLX800 (Bio-Teck Instruments Inc., Winooski, VT, Estados 

Unidos). Finalmente, los resultados se expresaron en nmol/mg de proteína. 

 

3. Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó con el programa informático GraphPad Prism 6 

Scientific (GraphPad Software). Los datos se expresaron como la media ± SEM y las 

diferencias entre los grupos experimentales se analizaron mediante el test One-way 

ANOVA seguido del test de Tuckey. Se consideró como un valor estadísticamente 

significativo un valor de P< 0,05. 
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Parte de los resultados mostrados en este apartado están 
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Melatonin enhances cisplatin and radiation cytoxicity in head and 

neck squamous cell carcinoma by stimulating mitochondrial ROS 

generation, apoptosis and autophagy 

Oxidative Medicine and Cellular Longevity, 2019 
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1. La melatonina potencia los efectos citotóxicos de la 

irradiación y el CDDP en HNSCC 

En primer lugar, evaluamos el papel de la melatonina para potenciar los efectos 

citotóxicos de la irradiación y del CDDP en las células HNSCC. Para ello se analizó la 

capacidad clonogénica y la viabilidad de las líneas celulares Cal-27 y SCC-9.  

Como se muestra en la figura 28 A-C, el tratamiento con melatonina sola inhibe 

significativamente la formación de colonias, así como el diámetro de dichas colonias de 

una manera dosis dependiente en comparación con el control o con la irradiación sola. 

De hecho, la melatonina sola puede inhibir totalmente el crecimiento de las colonias. 

Resultados similares se observan con la combinación de melatonina e irradiación. Sin 

embargo, el CDDP parece tener una mayor capacidad que la IR para disminuir la 

clonogenicidad (Fig. 28 F-H).  

También se llevaron a cabo ensayos de MTT para ambas líneas celulares, Cal-27 

y SCC-9. En concordancia con la inhibición de la capacidad clonogénica, la melatonina 

reduce de forma significativa la viabilidad celular de las células irradiadas de una forma 

dosis dependiente, especialmente a las dosis de 500 y 1500 µM, en comparación con el 

control y con la irradiación sola (Fig. 28 D, E), aunque las células SCC-9 presentaron 

más resistencia a los tratamientos que las células Cal-27. Sorprendentemente, la 

melatonina 100 µM no redujo la viabilidad significativamente, particularmente en 

SCC-9 (Fig. 28D, E). Por otra parte, la melatonina redujo significativamente la viabilidad 

en las células tratadas con CDDP de una forma dosis dependiente en comparación con 
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el control y con el tratamiento de CDDP solo (Fig. 28 I-J). Las células SCC-9 también 

fueron más resistentes a la exposición a la melatonina que las Cal-27. Dado que los 

resultados fueron más significativos para las células Cal-27, decidimos utilizar estas 

células en el resto de los experimentos.  

 

Figura 28. La melatonina incrementa los efectos citotóxicos de la irradiación (IR) y del 
cisplatino (CDDP) en las líneas de HNSCC Cal-27 y SCC-9. Ensayo clonogénico de las células 
expuestas a IR (Figures (A) – (C)) o CDDP (Figures (F) – (H)) y viabilidad de las células expuestas 
a IR (Figures (D) y (E)) o CDDP (Figuras (I) y (J)). Los grupos tratados incluyen control (vehículo), 
IR (8 Gy), CDDP 10 μM, melatonina (aMT) 1000 o 1500 μM y CDDP o IR con aMT 100, 500, 1000 
o 1500 μM. n = 6 por grupo. Los datos se presentan como media ± SEM. **P<.01, ***P<.001 vs. 
control, #P<.05, ###P<.001 vs. grupos tratados con IR o CDDP, d P<.05, ddd P<.001 vs. IR + aMT 
100, $ P<.05, $$$ P<.001, vs. IR + aMT 500. 

 



Beatriz Irene Fernández Gil 

96 
 

2. La melatonina potencia los efectos apoptóticos de 

la irradiación y del CDDP en las células HNSCC  

Teniendo en cuenta que el ensayo de MTT es una medida cuantitativa de la 

proliferación celular, y que un descenso de la proliferación celular puede estar causado 

por un aumento de muerte celular o por una inhibición directa de la propia 

proliferación, a continuación decidimos evaluar la muerte celular por apoptosis.  

Las células en apoptosis temprana muestran un patrón de tinción anexina 

V-FITC+/PI-, mientras que las células en apoptosis tardía exhiben un patrón 

V-FITC+/PI+ (Fig. 29) debido a la perdida de la integridad de la membrana plasmática 

(Brauchle et al. 2015). En el tratamiento combinado de melatonina e irradiación, la 

melatonina incrementa la apoptosis temprana, alcanzando el máximo efecto a una 

concentración de 1500 µM en comparación con el control (Fig. 29 A, B). Sin embargo, 

la irradiación sola incrementa la apoptosis tardía pero no afecta a los niveles de 

apoptosis temprana (Fig. 29 A, B). Esto indica que la melatonina incrementa la 

toxicidad aguda de la irradiación. En contraste, el tratamiento solo con CDDP no 

incrementa la apoptosis (Fig. 29 G, H), mientras que el tratamiento combinado con 

melatonina más CDDP incrementa la apoptosis tardía a una dosis de 500 µM de 

melatonina (Fig. 29 H). 

La iniciación de la apoptosis está asociada con la translocación de la forma 

inactiva de Bax desde el citoplasma a la mitocondria y la supresión de la proteína anti-

apoptótica Bcl-2. Teniendo en cuenta estos factores, analizamos la expresión de las 
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proteínas Bax y Bcl-2 mediante western blot. Siguiendo en la misma línea que con los 

resultados obtenidos anteriormente, los niveles de Bcl-2 se ven claramente atenuados 

por la melatonina a 500 y 1500 µM combinada con la irradiación. El resultado es un 

incremento del ratio Bax/Bcl-2 con un efecto máximo a la concentración de 

melatonina de 1500 µM (Fig. 29 C, F). Cuando la melatonina se combina con el CDDP 

se observa un incremento del ratio Bax/Bcl-2 mayor que el observado cuando la 

melatonina se combina con la irradiación, a pesar de utilizar una menor concentración 

de melatonina (1000 μM vs. 1500 μM) (Fig. 29 I-L). Estos datos indican que el 

incremento de la citotoxicidad en las células tumorales HNSCC es mayor cuando la 

melatonina se combina con el CDDP que cuando se combina con la irradiación. 
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Figura 29. El tratamiento combinado con melatonina e IR o CDDP incrementa la apoptosis en 
la línea celular de HNSCC, Cal-27. La apoptosis se analizó por citometría de flujo. (Figuras (A) – 
(G)) Gráficos representativos que muestran la redistribución de la fosfatidilserina (marcada con 
anexina V) en presencia de ioduro de propidio (PI). El cuadrante de abajo a la derecha 
representa el porcentaje de células apoptóticas tempranas (Anexina V+/PI-), mientras que el 
cuadrante de arriba a la derecha representa el porcentaje de células apoptóticas tardías 
(Anexina V+/PI+). Análisis estadístico de la apoptosis temprana y tardía de las células 
expuestas a IR (Figura (B)) y CDDP (Figure (H)), respectivamente. Análisis de western blot 
(Figuras (F) – (L)) y cuantificación densitométrica de Bax (Figuras (C) – (I)) y Bcl-2 (Figuras (D) – 
(J)), y el ratio Bax/Bcl-2 (Figuras (E) – (K)) en células expuestas a IR o CDDP, respectivamente. 
Los grupos tratados incluyen control (vehículo), IR (8 Gy), CDDP 10 μM, melatonina (aMT) 1000 
o 1500 μM y CDDP o IR con aMT 100, 500, 1000 o 1500 μM. n = 6 per grupo. Los datos se 
presentan como media ± SEM. *P<.05, **P<.01, ***P<.001 vs. control, #P<.05, ##P<.01, 
###P<.001 vs. grupos tratados con IR o CDDP, d P<.05, dd P<.01, ddd P<.001 vs. IR + aMT 100, $ 
P<.05, $$ P<.01, $$$ P<.001, vs.IR + aMT 500. 
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3. La melatonina produce cambios en la función 

mitocondrial de las células HNSCC  

Las mitocondrias están implicadas, de forma crítica, en el control de la muerte 

celular programada inducida por los diferentes tratamientos antitumorales (Paolo 

Ettore Porporato et al. 2018). Por tanto, teniendo en cuenta que la melatonina regula 

la homeostasis mitocondrial (Doerrier et al. 2016; Acuña-Castroviejo et al. 2017), 

pensamos que la melatonina podría potenciar la citotoxicidad de los tratamientos con 

irradiación y con CDDP mediante una modificación de la función mitocondrial. Es por 

ello que primero determinamos la tasa de consumo de oxigeno (OCR), que es un 

indicador de la actividad de la oxidación fosforilativa mitocondrial y de la producción 

de ATP. Al medir la tasa de consumo de oxígeno, añadimos secuencialmente una serie 

de reactivos como oligomicina, FCCP y una combinación de rotenona y antimicina a las 

células para evaluar la integridad de la cadena de transporte de electrones (Fig. 30 A, 

K). Las células Cal-27 irradiadas mostraron un aumento significativo de la respiración 

basal (Fig. 30 B) y de la capacidad respiratoria máxima (ETS) (Fig. 30 C) con melatonina 

a 500 µM, lo que se correlacionaba con un incremento en la producción de ATP 

(Fig. 30 D) sin cambios en la fuga de protones o proton leak (Fig. 30 E). 

Sorprendentemente, la melatonina a 1500 µM provocó un descenso del OCR en 

comparación con la melatonina a 500 µM (Fig. 30 B-D), sugiriendo una función 

mitocondrial defectuosa a concentraciones más altas de melatonina. Por el contrario, 

las células tratadas con CDDP solo o combinado con melatonina 100 μM mostraron 

una disminución del OCR (Fig. 30 L-N), mientras que las dosis de melatonina de 500 y 
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1000 μM recuperaron el OCR en comparación con el control. Estos resultados 

concuerdan con el efecto directo del CDDP en las mitocondrias interfiriendo con la 

transcripción del ADNmt, lo que resulta en una reducción de la función mitocondrial 

(Marullo et al. 2013). 

A continuación, y para determinar otros cambios en la mitocondria inducidos 

por la melatonina, analizamos la masa mitocondrial y los niveles de ADNmt 

(Fig. 30 F, G, P, Q). La melatonina, a concentraciones altas, aumentó significativamente 

la masa mitocondrial en comparación con el control, especialmente a 1500 y 1000 µM 

en las células expuestas a irradiación o a CDDP respectivamente (Fig. 30 F, P). Además, 

la melatonina, a las dosis similares en las que se observaba un aumento de masa 

mitocondrial, también incrementó el ratio ADNmt/ADNn (Fig. 30 G, Q). Estos 

resultados indican que la  melatonina incrementa de forma significativa el ADN 

mitocondrial.  

Estudios previos en nuestro Grupo de Investigación demostraron que la 

melatonina inducía apoptosis y autofagia en las células HNSCC (Shen et al. 2018). 

Determinamos los niveles de las proteínas relacionadas con la autofagia, ATG12-ATG5, 

mediante western blot. También analizamos NIX, un marcador de mitofagia. El 

tratamiento combinado de melatonina e irradiación incrementó los niveles de 

ATG12-ATG5 a todas las dosis estudiadas (Fig. 30 H, J) pero redujo los niveles de NIX 

(Fig. 30 I, J). Sin embargo, la combinación de melatonina con CDDP incrementó los 

niveles de ambas proteínas ATG12-ATG5 y NIX (Fig. 30 R, T).  Estos datos indican que la 

combinación del tratamiento de melatonina y CDDP, debido a su alta toxicidad, resulta 

en aumento de la autofagia y de la mitofagia. Esto podría denotar una correlación 
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entre un incremento de la actividad mitocondrial inducido por la melatonina y la 

producción de ROS. 

 

Figura 30: Efectos del tratamiento combinado con melatonina e IR o CDDP en mitocondrias 
de las células de HNSCC, Cal-27. Tasa de consumo de oxígeno (OCR) (Figuras (A) y (K)), 
respiración basal (Figuras (B) y (L)), capacidad respiratoria máxima  (ETS) (Figuras (C) y (M)), 
producción de  ATP (Figuras (D) y (N)) y proton leak (Figures (E) y (O)) en células expuestas a IR 
o CDDP, respectivamente. Masa mitocondrial (NAO) (Figuras (F) y (P)), ADNmt (Figuras (G) y 
(Q)) y análisis de western blot análisis y cuantificación densitométrica de ATG12-ATG5 (Figuras 
(H), (J), (R) y (T)) y Nix (Figuras (I), (J), (S) y (T)) en células expuestas a IR o CDDP, 
respectivamente. Los grupos tratados incluyen control (vehículo), IR (8 Gy), CDDP 10 μM, 
melatonina (aMT) 1000 o 1500 μM y CDDP o IR con aMT 100, 500, 1000 o 1500 μM. n = 6 per 
grupo. Los datos se presentan como media ± SEM. *P<.05, **P<.01, ***P<.001 vs. control, 
#P<.05, ##P<.01, ###P<.001 vs. grupos tratados con IR o CDDP, d P<.05, dd P<.01, ddd P<.001 
vs. IR + aMT 100, $ P<.05, $$ P<.01, $$$ P<.001, vs.IR + aMT 500. 
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4. Potenciamiento del estrés oxidativo en presencia de 

melatonina en las células HNSCC 

Para determinar si los cambios mitocondriales se correlacionaban con un 

incremento en los niveles de ROS, medimos la producción de ROS usando la sonda 

DCFH-DA (Fig. 31 A). Observamos un incremento significativo en los niveles 

intracelulares de ROS tanto con melatonina 1500 µM como en las células irradiadas. 

Estos resultados se correlacionaron con un incremento del ratio GSSG/GSH en esos 

mismos grupos (Fig. 31 C-E). Por otro lado, la melatonina utilizada a concentraciones 

de 500 y 1000 µM provocó un severo incremento de la producción de ROS en las 

células expuestas a CDDP en comparación con las células irradiadas (Fig. 31 G). Sin 

embargo, el incremento del ratio GSSG/GSH solo se observó con la melatonina 

1000 µM (Fig. 31 I-K), indicando que altas dosis de melatonina incrementan la síntesis 

de glutatión (Fig. 31 F, L). A su vez, también se observó un descenso paralelo de la 

actividad de la GPx a la mayor concentración de melatonina utilizada, especialmente 

en las células tratadas con CDDP (Fig. 31 H). Sin embargo, en el grupo de células 

tratadas con melatonina 100 µM combinada con irradiación, se observó un incremento 

de la actividad de la GPx (Fig. 31 B). Estos resultados son consistentes con los bajos 

niveles de ROS observados a esta concentración de melatonina de 100 µM en 

comparación con los observados con melatonina 1500 µM. Estos datos sugieren que la 

melatonina induce una respuesta mitocondrial resultando en un aumento de la 

producción de ROS en las células tumorales incrementando, por tanto, los efectos 

citotóxicos de la irradiación y del CDDP. Además, a pesar de ser conocida la melatonina 
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como un potente antioxidante, estudios previos en nuestro Grupo de Investigación 

han demostrado que la melatonina incrementa la producción de ROS en las células 

tumorales HNSCC potenciando los efectos de la rapamicina (Shen et al. 2018). Por 

tanto, la melatonina induce apoptosis en las células HNSCC como consecuencia de 

aumentar la producción de ROS a nivel intracelular debido a un aumento de la función 

mitocondrial. El resultado es un incremento del efecto citotóxico de la irradiación y del 

CDDP en las células tumorales HNSCC.  
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Figura 31: El tratamiento combinado de melatonina e IR o CDDP incrementa el estrés 
oxidativo en la línea celular de HNSCC, Cal-27. Medidas de los niveles de ROS intracelular por 
fluorimetría y tras el marcaje con la sonda fluorescente. DCFH-DA (Figuras (A) y (G)); 
Actividad GPx (Figuras (B) y (H)); contenido de GSH (Figures (C) e (I)) y GSSG (Figuras (D) y (J)), 
ratio GSSG/GSH  (Figuras (E) y (K)) y  glutatión total (Gt) (Figuras (F) y (L)) en células expuestas 
a IR o CDDP, respectivamente. Los grupos tratados incluyen control (vehículo), IR (8 Gy), CDDP 
10 μM, melatonina (aMT) 1000 o 1500 μM y CDDP o IR con aMT 100, 500, 1000 o 1500 μM. 
n = 6 per grupo. Los datos se presentan como media ± SEM. *P<.05, **P<.01, ***P<.001 vs. 
control, #P<.05, ##P<.01, ###P<.001 vs. grupos tratados con IR o CDDP, d P<.05, dd P<.01, ddd 
P<.001 vs. IR + aMT 100, $ P<.05, $$ P<.01, $$$ P<.001, vs.IR + aMT 500. 
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5. Relación entre los niveles de melatonina y su efecto 

oncostático in vitro e in vivo. Estudio piloto. 

Para determinar si la melatonina potencia los efectos de la IR y/o del CDDP, se 

establecieron modelos de xenoinjertos de Cal-27 en ratones atímicos nude que se 

dividieron en los siguientes grupos:, uno grupo tratado con vehículo; un grupo tratado 

con IR o con CDDP y otro grupo tratado con IR o CDDP más melatonina. Una vez 

comenzado el tratamiento, se midió el volumen de los tumores una vez por semana 

para evaluar el efecto de los diferentes tratamientos.  

La inhibición del crecimiento tumoral in vivo causada por el tratamiento 

combinado de melatonina e irradiación fue más significativa que con la irradiación sola 

(Fig. 32 A). Por otra parte, los niveles intracelulares de melatonina en las células 

(Cal-27) expuestas a melatonina en combinación con la irradiación incrementaron 

225 veces en comparación con los del control (Fig. 32 B). En contraste, el contenido de 

melatonina en el tumor de los ratones tratados con el tratamiento combinado, 

melatonina más irradiación, solo incrementó 3 veces en comparación con el control o 

con el tratamiento de irradiación sola (Fig. 32 C). Por el contrario, los tratamientos con 

CDDP solo o combinado con melatonina, resultaron en un volumen tumoral similar al 

de los controles (Fig. 32 D). En células tratadas con melatonina más CDDP, los niveles 

intracelulares de melatonina incrementaron hasta 200 veces en comparación con el 

control (Fig. 32 E), mientras que in vivo la melatonina solo alcanzó unos niveles de 

1,5 veces superiores a los del control (Fig. 32 F). Curiosamente, la inducción de la 

muerte celular producida por melatonina fue mucho más importante in vitro que in 
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vivo, sugiriendo que los efectos apoptóticos de la melatonina dependen de los niveles 

intracelulares de dicha molécula tras su administración. 

 

Figura 32: El nivel de melatonina intracelular afecta al resultado del tratamiento combinado 
con melatonina e IR o CDDP sobre un modelo de xenoinjerto de cáncer de cabeza y cuello. 
Diferentes curvas del crecimiento tumoral en los diferentes grupos (A, D) tras la administración 
in vivo de melatonina con IR o con CDDP, respectivamente. Niveles de melatonina Intracelular 
en cultivo. (B, E). Niveles de melatonina intratumoral in vivo (C,F). Los grupos tratados incluyen 
control (ratones con tumores tratados con vehículo), IR, CDDP 4 mg/kg, melatonina (aMT) 
300 mg/kg y CDDP o IR con aMT n = 6 por grupo. Los datos se presentan como media ± SEM. 
**P<.01, ***P<.001 vs. control, #P<.05, ###P<.001 vs. grupos tratados con IR o CDDP. En 
cultivo celular (B, E), Los grupos tratados incluyen control (vehiculo), IR (8 Gy), CDDP 10 µM, 
melatonina (aMT) 1000 o 1500 µM y CDDP o IR con aMT 100, 500, 1000 o 1500 µM. n = 6 por 
grupo. Los datos se presentan como media ± SEM. *P<.05, **P<.01, ***P<.001 vs. control, 
#P<.05, ##P<.01, ###P<.001 vs. grupos tratados con IR o CDDP, d P<.05, dd P<.01,ddd P<.001 
vs. IR + aMT 100, $ P<.05, $$ P<.01, $$$ P<.001, vs. IR + aMT 500. 
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Para analizar en detalle el efecto de los tratamientos en los tumores se llevó a 

cabo el análisis histológico de los mismos. Este análisis permite estudiar las diferencias 

en cuanto a grado de diferenciación y de encapsulación de los tumores, así como la 

presencia de diferentes elementos en ellos. Para todas las condiciones, el análisis 

histológico confirmó que se trataba de tumores adenoescamosos. Los tumores de los 

ratones del grupo control eran tumores bien formados, con un gran quiste central con 

áreas necróticas. El grado de diferenciación varía entre leve y moderado y aparece 

mezclado con zonas pseudoglandulares (zonas PAS positivas). Además, se observan 

estructuras vasculares que, en algunos casos, contienen células tumorales o 

infiltraciones de linfocitos (Fig. 33 B). En cuanto al grado de encapsulación, la tinción 

con PS revela la presencia de una cápsula de colágeno abundante, aunque discontinua 

(Fig. 33 C). Tras el tratamiento con irradiación, los tumores irradiados presentaron un 

estado de diferenciación de moderado a alto, con abundantes áreas 

pseudoglandulares (zonas PAS-positivas) (Fig. 33 E-H). Además, la tinción con PS 

revela, por un lado, que la cápsula que rodea al tumor es difusa y, por otro lado, la 

presencia trabéculas ricas en colágeno (Fig. 33 G). La tinción con H/E muestra que las 

células tumorales presentan importantes alteraciones típicas de la IR, y la presencia de 

un número importante de mastocitos, también frecuente tras el tratamiento con IR. 

En el grupo de ratones sometidos al tratamiento combinado con irradiación y 

melatonina se observa un tumor con un grado de diferenciación moderado-alto, con 

zonas pseudoglandulares (Fig. 33 I-L), al igual que en el grupo anterior. Sin embargo, 

en este caso encontramos un importante aumento del grosor de la cápsula que rodea 

al tumor, y la  tinción con PS muestra que se trata de una cápsula rica en colágeno bien 

formada (Fig. 33 K). Además, en este caso no se detectan células inflamatorias, aunque 
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siguen apareciendo mastocitos en el tejido conectivo de alrededor del tumor. También 

se observa el daño celular producido por la IR. 

Por otra parte, en el tratamiento con CDDP, se aprecian menos diferencias 

entre grupos. En el grupo control, en cuanto a la diferenciación se observa un 

predominio de las zonas pseudoglandulares (zonas PAS-positivas), y el componente 

escamoso presenta una diferenciación que varía entre moderada y alta. Sin embargo, 

la tinción con PS muestra una cápsula de colágeno poco organizada en torno al tumor 

e, incluso, se identifican zonas de invasión estromal (Fig. 33 M-P). Los tumores de los 

ratones tratados con CDDP presentan unas características histológicas similares a las 

comentadas para el grupo anterior. No obstante, en este caso predomina el 

componente escamoso frente al pseudoglandular. Además, la cápsula de colágeno, 

aunque es difusa, es más evidente que la observada en el control (Fig. 33 S). En el 

grupo de ratones tratados con la combinación de CDDP y melatonina, se observa una 

reducción del quiste central. Además, en estos tumores también predomina el 

componente escamoso, con una diferenciación de moderada a alta y la zona 

pseudoglandular, aunque existe, es menor que en los grupos anteriores (Fig. 33 U-X). 

En cuanto a la capsula peritumoral, se observa una capsula de colágeno alrededor de 

este (Fig. 33 W). Las principales características del análisis histológico se encuentran 

resumidas en la Tabla 3.  
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Figura 33: Estudio histologico del  tratamiento combinado con melatonina e IR o CDDP en la 
en un modelo de xenoinjerto de cáncer de cabeza y cuello. Imágenes representativas del 
análisis histológico e histoquímico. Tumores teñidos con E&H, picrosirius (PS) y PAS del grupo 
control (ratones con tumores tratados con vehículo) (A-D) y (M-P), ratones tratados con IR 
(E-H) o CDDP (Q-T), y ratones tratados con IR + aMT (I-L) o CDDP + aMT (U-X). Los asteriscos 
indican la cavidad quística que se formó dentro de todos los tumores. Las flechas negras 
muestran las capsulas ricas en colágeno en la interfase entre el tumor y el estroma. Los grupos 
tratados incluyen control (ratones con tumores tratados con vehículo), IR, CDDP 4 mg/kg, 
melatonina (aMT) 300 mg/kg y CDDP o IR con aMT n = 6 por grupo. Los datos se presentan 
como media ± SEM. **P<.01, ***P<.001 vs. control, #P<.05, ###P<.001 vs. grupos tratados con 
IR o CDDP.   
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Tabla 3 Resumen comparativo de los principales elementos histológicos presentes en los 
tumores tras el tratamiento combinado con melatonina e IR o CDDP 

 

6. La melatonina protege a los tejidos normales de la 

toxicidad inducida por la irradiación y por el CDDP 

Una de las mayores limitaciones del tratamiento con RT es el desarrollo de 

efectos secundarios. En nuestro estudio, la melatonina disminuyó la LPO en el hígado y 

en los riñones (Fig. 34 A, E). También disminuyó los niveles de nitritos (NOx) en todos 

los tejidos analizados de los ratones tratados con IR (Fig. 34 B, D, F). En el caso del 

CDDP, el principal efecto adverso es la nefrotoxicidad. La melatonina contrarrestó la 
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citotoxicidad renal inducida por el CDDP, reduciendo la LPO y los niveles de NOx en los 

riñones (Fig. 34 K, L), confirmando, por tanto, que la administración de melatonina 

reduce el daño inducido por el CDDP en las células renales,, como consecuencia de su 

efecto protector a nivel mitocondrial (Mukhopadhyay et al. 2012). Además, también se 

analizó el daño oxidativo tras el tratamiento con CDDP en el hígado (Fig. 34 G, H) y en 

el corazón (Fig. 34 I, J). Sin embargo, solo se encontró un aumento de los niveles de 

NOx en el hígado, que fue contrarrestado por la melatonina (Fig. 34 H). 

 

Figura 34: La melatonina protege los tejidos normales de la citotoxicidad inducida por la 
radiación y por el CDDP. El tratamiento con melatonina redujo los niveles de LPO en hígado (A) 
y contrarrestó el incremento de LPO en el corazón y riñones de los ratones irradiados (C, E). La 
melatonina también contrarrestó los niveles de NOx inducidos en el hígado, corazón y riñones 
(B, D, F). En ratones tratados con CDDP, la melatonina redujo la LPO en riñones (K) y 
contrarrestó los  niveles de NOx en hígado y riñones (H, L). Los grupos tratados incluyen  control 
(ratones con tumores tratados con vehículo), IR, CDDP 4 mg/kg, melatonina (aMT) 300 mg/kg y 
CDDP o IR con aMT n = 6 por grupo. Los datos se presentan como media ± SEM. **P<.01, 
***P<.001 vs. control, #P<.05, ###P<.001 vs. grupos tratados con IR o CDDP.  



 

 
 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V. DISCUSIÓN 
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La resistencia a la radiación y a la quimioterapia continúa siendo el mayor 

obstáculo para una terapia citotóxica efectiva en el cáncer. El fallo de los tratamientos 

usuales genera situaciones de incertidumbre y de estrés en los pacientes reduciendo 

de manera significativa su calidad de vida. Por tanto, encontrar un tratamiento 

coadyuvante para suprimir o reducir esta resistencia podría representar una gran 

mejora, tanto para pacientes como para el sistema sanitario en su conjunto. Por otra 

parte, los tratamientos que se usan actualmente presentan un alto grado de toxicidad 

en las células sanas. En este estudio, demostramos que la melatonina aumenta 

significativamente la citotoxicidad de la irradiación y del CDDP en las células tumorales 

de cabeza y cuello, tal y como se refleja en la reducción de la proliferación celular y de 

la clonogenicidad, así como en la inducción de la apoptosis. Aunque la actividad 

antitumoral de la melatonina ha sido descrita en muchos trabajos (R. Reiter et al. 2017; 

Casado-Zapico et al. 2010; R. J. Reiter et al. 2016), los potenciales mecanismos 

implicados en estos procesos todavía permanecen poco claros. A pesar de todos los 

estudios desarrollados, se han descrito tantos posibles mecanismos que podrían 

explicar los efectos oncostáticos de la melatonina, como tipos de tumores. Esto sugiere 

que todos estos mecanismos descritos podrían ser meros efectos epifenómicos de un 

mecanismo subyacente de la melatonina desconocido hasta el momento (R. J. Reiter et 

al. 2016; R. J. Reiter, Tan, and Galano 2014).  

En este trabajo, no solo demostramos el papel de la melatonina como 

potenciador de los efectos antitumorales de la irradiación y del CDDP, sino que 

también, y más importante si cabe, clarificamos el posible mecanismo de la melatonina 

implicado en la potenciación de las propiedades antitumorales de otros tratamientos.  
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Se ha visto que las células tumorales presentan una mayor resistencia a la 

muerte celular programada debido, en muchas ocasiones, a alteraciones en la función 

mitocondrial ya que la mitocondria controla estos procesos de muerte 

celular(Hanahan and Weinberg 2000). Se ha sugerido que esta resistencia a la 

apoptosis se debe a la plasticidad que tienen la mayoría de las células tumorales para 

modificar su metabolismo mitocondrial (Paolo Ettore Porporato et al. 2018). Además, 

recientemente hemos demostrado en nuestro Grupo de Investigación que la 

melatonina incrementa la diferenciación de células madre neurales, debido a un 

incremento en la función mitocondrial (Mendivil-Perez et al. 2017). Un mecanismo 

similar podría, en nuestra opinión, ocurrir en las células tumorales. De acuerdo con 

todo lo expuesto anteriormente, nuestra hipótesis es que la melatonina podría estar 

incrementando los niveles de producción de ROS mediante el aumento de la función 

mitocondrial en las células tumorales y, por tanto, aumentar la diferenciación celular. 

En consecuencia, se espera que la diferenciación celular de las células tumorales sea 

causada por un cambio en el metabolismo celular, lo que aumentaría la sensibilidad 

del tumor a otros fármacos. En este estudio demostramos, por primera vez, que el 

incremento de la citotoxicidad de la irradiación y del CDDP provocado por la 

melatonina es, en parte, debido a un incremento en la función mitocondrial.   

Nuestros resultados muestran que la apoptosis inducida por la melatonina 

coincide con un aumento significativo de la proteína pro-apoptótica Bax y con el 

descenso de la proteína anti-apoptótica Bcl-2 en las células HNSCC. La sobreexpresión 

de Bcl-2 se asocia con una considerable resistencia celular a la apoptosis en el cáncer 

(Perciavalle et al. 2012). Cuando el ratio Bax/Bcl-2 aumenta, el poro de transición 

mitocondrial se abre y, a su vez, libera proteínas mitocondriales apoptogénicas para 
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activar las caspasas que inducen la apoptosis celular (Kang and Reynolds 2009). 

Curiosamente, el tratamiento combinado con melatonina más cisplatino provocó 

mayor citotoxicidad que el tratamiento combinado con melatonina e irradiación. La 

mayor parte de las células irradiadas puede tardar más en entrar en apoptosis que las 

células tratadas con CDDP. Otros autores, como Mirzayans y colbsl. (Mirzayans, 

Andrais, and Murray 2017) observaron también que diferentes tipos de líneas celulares 

como las HCT116, MCF7 y AT12 son marcadamente resistentes a la apoptosis en 

respuesta a la radiación ionizante. En este sentido, es posible clasificar ampliamente 

los mecanismos de muerte celular en dos clases: aquellos que ocurren relativamente 

pronto después de la irradiación y antes de la división celular y que conducen a la 

muerte celular temprana; y aquellos que ocurren tras la división celular y que llevan a 

una muerte celular tardía. La gran mayoría de las células normales y tumorales en 

proliferación mueren después de un período relativamente largo después de la 

irradiación, generalmente después de haber entrado en mitosis una o más veces. 

Como resultado, las alteraciones en un gen particular podrían alterar dramáticamente 

los niveles de apoptosis inducida por la radiación, sin cambiar la capacidad general de 

la célula para sobrevivir (Wouters 2009). En este caso, las células mueren 

independientemente de que la apoptosis se induzca posteriormente. Por otro lado, el 

efecto citotóxico es dependiente de las concentraciones del fármaco, del tiempo de 

exposición y del tiempo transcurrido después de la exposición (Janson et al. 2008). En 

general, el CDDP induce una parada del ciclo celular o induce apoptosis cuando se 

administra a concentraciones más bajas e induce necrosis a concentraciones más altas, 

aunque el efecto difiere entre las distintas líneas celulares. Dado que la exposición al 

cisplatino induce un deterioro mitocondrial y posteriormente promueve la muerte 
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celular (Santandreu, Roca, and Oliver 2010), pensamos que un aumento de la actividad 

metabólica mitocondrial podría aumentar la citotoxicidad del cisplatino en las células 

tumorales. Para explicar nuestras observaciones, investigamos el efecto de los 

tratamientos objeto de dicho estudio en la respiración mitocondrial. Encontramos que 

la melatonina combinada con la irradiación o con el CDDP incrementa la capacidad 

respiratoria máxima y la producción de ATP. Durante los últimos estadios de la 

apoptosis, los niveles de ATP disminuyeron, principalmente debido a la pérdida de la 

función mitocondrial y a una reducción del consumo de dicha molécula por las 

proteasas dependientes de ATP (Zhou et al. 2012). En concordancia con este hallazgo, 

observamos una disminución de los niveles de ATP tras el tratamiento combinado con 

irradiación más melatonina 1500 μM en comparación con el tratamiento combinado 

con irradiación más melatonina 500 μM. Estos resultados son consistentes con el 

aumento de la apoptosis a una concentración de melatonina 1500 μM cuando se 

utiliza sola o combinada con la irradiación. Sin embargo, el tratamiento combinado de 

melatonina y CDDP fue más tóxico que el tratamiento combinado de melatonina e 

irradiación. El hecho de que la privación de ATP aparezca en todos los tipos de muerte 

celular sugiere que el metabolismo energético puede desempeñar un papel crítico en 

la supervivencia de las células tumorales en condiciones de estrés. Así mismo, 

demostramos que el fuerte efecto antitumoral de la irradiación o del CDDP 

combinados con la melatonina se debía, en parte, a un aumento de la función 

mitocondrial. 

Las mitocondrias también contienen otras moléculas, como el ADNmt, que 

pueden actuar como señales de daño extracelular (Lorenzo Galluzzi, Kepp, and 

Kroemer 2012). Nuestros resultados muestran que la melatonina incrementa la masa 
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mitocondrial y el número de copias de ADNmt de una manera dosis-dependiente, al 

mismo tiempo que incrementa la sensibilidad de la irradiación y del CDDP. 

 La liberación de ADNmt, desde el núcleo hacia el citosol y hacia el espacio 

extracelular, se requiere para activar las respuestas autoinmunes antitumorales de 

forma óptima tras la quimio y la radioterapia (Vanpouille-Box et al. 2017).  Por tanto, el 

ADNmt también funciona como una señal de peligro para conectar las respuestas de 

estrés intracelular a la preservación de la homeostasis extracelular (Lorenzo Galluzzi et 

al. 2016).  

Por otro lado, la autofagia es uno de los principales mecanismos implicados en 

el control de la homeostasis celular (Marinković et al. 2018). Hay evidencias que 

sugieren que la autofagia tiene una función de pro-supervivencia, Sin embargo, un 

exceso de autofagia podría llevar a la muerte celular, un proceso morfológicamente 

diferente de la apoptosis (Kulikov et al. 2017). Además, las células tumorales con una 

autofagia deficiente, que sucumben a la quimio y a la radioterapia in vivo, pierden su 

habilidad para llevar a cabo la inmunidad antitumoral (Paolo Ettore Porporato et al. 

2018). Hemos detectado un incremento en la expresión de ATG12-ATG5 tras el 

tratamiento con altas concentraciones de melatonina en comparación con la 

irradiación y con el CDDP cuando se administran solos. Estos marcadores de autofagia 

juegan un papel importante en la biogénesis y en la elongación de la membrana. Sin 

embargo, Nix, que es necesario para la eliminación selectiva de mitocondrias 

dependiente de mitofagia (Schweers et al. 2007), solo se incrementa cuando se utilizan 

altas concentraciones de melatonina combinadas con CDDP. El papel de la mitofagia 

en el cáncer es controvertido. La mitofagia puede facilitar la supervivencia a través de 

adaptaciones al estrés. Sin embargo, defectos en la mitofagia promueven la 
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diseminación metastática (Chourasia et al. 2015), probablemente debido a una 

sobreproducción moderada de ROS, que activa múltiples cascadas de transducción de 

señales asociadas con la diseminación metastática (Paolo E. Porporato et al. 2014). Por 

el contrario, en condiciones de estrés oxidativo severo, los ROS inhiben de facto la 

diseminación metastática, muy probablemente como consecuencia directa de un 

aumento de la apoptosis (Piskounova et al. 2015; Sayin et al. 2014).  

Por tanto, dado que las mitocondrias son la principal fuente celular productora 

de ROS, nuestra hipótesis era que la melatonina podría aumentar los efectos 

citotóxicos de la irradiación y del CDDP debido a un incremento de la producción de 

ROS. Medimos los niveles de ROS y observamos que, efectivamente, la melatonina 

aumentaba significativamente los ROS intracelulares en las células expuestas a la 

irradiación o al CDDP. Sin embargo, los niveles de ROS fueron mayores en el 

tratamiento combinado con melatonina y CDDP que con el tratamiento combinado 

con melatonina e irradiación. Otros estudios llevados a cabo por otros Grupos de 

Investigación refuerzan nuestras conclusiones, ya que encontraron que la expresión de 

las enzimas antioxidantes se incrementa en células tumorales CDDP-resistentes, en 

comparación con las células no resistentes, y que la disfunción mitocondrial podría 

otorgar resistencia al CDDP debido a la ausencia o a la reducción de las respuestas de 

los ROS mitocondriales (Marullo et al. 2013).  

Los ROS acumulados intracelularmente que dañan las proteínas de las 

organelas, enzimas y las membranas, activan en última instancia las vías de 

señalización apoptótica. Los ROS pueden causar muerte celular ya sea directamente o 

a través de la activación de cascadas proapotóticas intracelulares (Redza-Dutordoir 

and Averill-Bates 2016). Además de desencadenar la apoptosis, el estrés celular puede 
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promover un arresto proliferativo permanente conocido como senescencia celular 

(Childs et al. 2017) (Fig. 35).  

 

Figura 35. La melatonina potencia los efectos de la RT y la quimioterapia en células tumorales 
mientras protege los tejidos sanos de los efectos secundarios de estas terapias. 

 

Por tanto, incrementar el estrés oxidativo dirigido a las mitocondrias sería una 

nueva estrategia terapéutica para eliminar las células tumorales selectivamente. 

Nuestros resultados indican claramente que la potenciación de los efectos citotóxicos 

y proapoptóticos de la irradiación y del CDDP ejercida por la melatonina está mediada, 

al menos en parte, por la activación de la función mitocondrial y, subsecuentemente, 

por la superproducción de ROS in vitro de una manera dosis-dependiente. Sin 

embargo, en el estudio piloto llevado a cabo in vivo, los efectos de la melatonina y de 

la irradiación o de la melatonina y del CDDP fueron menos significantes que in vitro. 

Nuestros datos sugieren que hay una correlación entre el contenido celular de 
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melatonina y sus efectos apoptóticos, lo que apoya la idea de que se requieren altas 

concentraciones de melatonina en las células tumorales para potenciar los efectos 

citotóxicos de la irradiación y del CDDP.  

Debido a que el tumor impide la entrada de melatonina, la efectividad 

antitumoral de esta indoleamina es baja cuando se administra in vivo, lo que abre un 

nuevo campo de investigación para mejorar la actividad oncostática de la melatonina. 

No obstante, el análisis histológico reveló la presencia de células tumorales dañadas 

después de los tratamientos combinados con melatonina e irradiación o con 

melatonina y CDDP, incluso con niveles bajos de melatonina en el tumor. 

Una limitación importante en el uso de la irradiación con fines terapéuticos es 

el desarrollo de efectos secundarios. Estudios anteriores en nuestro Grupo de 

Investigación se ha demostrado que la melatonina no solo mejora los efectos 

oncostáticos de la quimioterapia en las células tumorales (Shen et al. 2018), sino que 

también protege las células normales de los efectos adversos de estos tratamientos 

(Ortiz et al. 2015; Fernandez-Gil et al. 2017; Abdel Moneim et al. 2017). En nuestro 

Grupo de Investigación se ha patentado un gel de melatonina para prevenir y/o curar 

la mucositis, con el cual se ha completado un ensayo clínico en fase II (número 

EudraCT: 2015-001534-13) en 80 pacientes con cáncer de cabeza y cuello en 10 

hospitales en España. Los resultados han sido muy significativos, demostrando que el 

gel de melatonina protege la mucosa oral previniendo la aparición de mucositis. 

Próximamente se va a iniciar el ensayo clínico en fase III en 300 pacientes en Europa. 

Todos estos datos demuestran que la melatonina constituye una estrategia adyuvante 

innovadora en el tratamiento del cáncer. 
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En conclusión, nuestro estudio sugiere que altas dosis de melatonina 

sensibilizan las células cancerosas al CDDP y a la irradiación al mejorar su función 

mitocondrial. La melatonina es un inductor de ROS en el cáncer de cabeza y cuello, y la 

acumulación de ROS intracelular juega un papel muy importante en la inducción de la 

apoptosis mediada por la mitocondria. Nuestros hallazgos indican que la melatonina 

tiene un gran potencial, no solo para aumentar la sensibilidad a la radio y a la 

quimioterapia como el cisplatino u otros quimiostáticos, sino también para reducir la 

toxicidad causada por los radioterapéuticos y quimioterapéuticos en pacientes con 

cáncer. Nuestro estudio podría proporcionar una base y pautas para la aplicación del 

tratamiento con melatonina combinada con radioterapia o con CDDP o con otros 

agentes quimioterapéuticos para mejorar la eficacia terapéutica de los antitumorales, 

especialmente para carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello. 
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Dados los prometedores resultados in vitro con el tratamiento combinado de 

melatonina con irradiación o con CDDP en el modelo de células tumorales de cáncer de 

cabeza y cuello, se propone continuar con el estudio en otros modelos tumorales. 

Actualmente, y en colaboración con en el laboratorio Brain Tumor Stem Cell de la 

Clínica Mayo en Jacksonville en Florida bajo la dirección del Dr. Quiñones-Hinojosa 

(catedrático y jefe del departamento de Neurocirugía), estamos estudiando los efectos 

de la melatonina a altas concentraciones en un modelo de glioblastoma, el cáncer más 

común y más agresivo del sistema nervioso central, tanto in vitro como in vivo. El 

astrocitoma de grado IV, glioblastoma o glioblastoma multiforme (“multiforme” ya no 

forma parte de la designación de la OMS, aunque glioblastoma aún se abrevia 

frecuentemente como “GBM”) es el grado más alto de tumor del tipo glioma. Las 

características histológicas que distinguen a los glioblastomas de todos los demás 

grados son la presencia de necrosis y el aumento de angiogénesis circundante al 

tumor. Los tumores de grado IV siempre son tumores de crecimiento rápido y con un 

alto nivel de malignidad, y son más comunes en varones adultos de más de 45 años. 

Los glioblastomas se forman a partir de tejido cerebral normal, son infiltrativos y 

pueden invadir y migrar fuera del tumor principal dentro del cerebro; sin embargo, los 

glioblastomas raramente metastatizan (American Brain Tumor Association 2018). 

 Las estadísticas de GBM son desalentadoras. Para el 2018 se esperan alrededor 

de 16 000 nuevos casos de gliomas de alto grado en Estados Unidos, de los cuales la 

mayoría serán GBM. La supervivencia a los 5 años es menor al 5%. Tras el diagnostico, 

el GBM sigue siendo un tumor incurable con una supervivencia media de solo 15 

meses bajo el estándar de tratamiento y de solo 3 meses en pacientes que no se tratan 

(Tamimi and Juweid 2017). 
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El estándar de tratamiento incluye resección quirúrgica más radioterapia y 

quimioterapia (Temozolomida, TMZ) concomitante. A Pesar de los avances, estos 

tratamientos solo consiguen aumentar la supervivencia unos meses (Stupp et al. 2005).  

Este tipo de tumores presenta una alta población de células tipo stem o células 

iniciadoras de tumores cerebrales, conocidas como BTICs por sus siglas en inglés, Brain 

Tumor Initiating Cells. En estas células reside principalmente la resistencia a los 

tratamientos, por su capacidad de evadir las terapias y su capacidad para regenerar el 

tumor.  

Los experimentos se están llevando a cabo en líneas celulares primarias, 

derivadas directamente del quirófano, sin inmortalizar. GBM1A y QNS120 son las 2 

líneas en las que se están realizando los ensayos hasta el momento, ambas 

procedentes de sujetos masculinos. 

En los resultados preliminares para la línea celular GBM1A, se observa que, 

aplicando melatonina a altas concentraciones, hay una reducción en la viabilidad, la 

migración y la proliferación celular (Fig. 36).  
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Figura 36. La melatonina a altas concentraciones reduce la viabilidad, la migración y la 
proliferación de las células de GBM, GBM1A. Ensayo de viabilidad de las células expuestas a 
aMT (Figura (A)). Ensayo de migración (transwell) (Figura (B)). Expresión de los genes PCNA y 
Ki67 (Figura (C)). Inmunofluorescencia para Nestina, Ki67 y DAPI. Ratio Ki67/DAPI (Figuras (D) y 
(E)).  Los grupos tratados incluyen control (vehículo), melatonina (aMT) 1500 o 3000 μM. n = 3 
por grupo. Los datos se presentan como media ± SEM. *P<.05, **P<.01, ***P<.001 vs. Control. 

 

Al igual que en las líneas celulares de cáncer de cabeza y cuello, observamos 

una correlación entre el aumento de ROS y estos efectos antitumorales.  Los ROS 

inducirían una diferenciación celular que haría más vulnerables estas células a las 

terapias, llegando a presentar un efecto sinérgico cuando combinamos el tratamiento 

de melatonina con Temozolomida (Fig. 37).  
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Figura 36. La melatonina a altas concentraciones produce un aumento en la producción de ROS 
que disminuye la viabilidad de forma sinérgica cuando se combina con TMZ en las células de 
GBM, GBM1A. Niveles de ROS en las células expuestas a aMT durante 48 h (Figura (A)). Ensayo 
de viabilidad de las células expuestas a aMT combinada con TMZ (Figura (B)). Los grupos 
tratados incluyen vehículos, melatonina (aMT) 1500 o 3000 μM. n = 3 por grupo. Los datos se 
presentan como media ± SEM. *P<.05, **P<.01, ***P<.001 vs. Control. 

 

Todos estos resultados están siendo estudiados en profundidad para su 

próxima publicación, y serán objeto de mi estancia posdoctoral   
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According to the results obtained in this Doctoral Thesis, we can conclude: 

First: High concentrations of melatonin enhance the citotoxic effects of irradiation 

and cisplatin in head and neck squamous cells carcinoma cells by reducing 

clonogenic ability, cell viability and increasing cell apoptosis. 

Second: Melatonin leads to several mitochondrial changes in HNSCC cells, 

affecting their function. These changes involve an increase in the mitochondrial 

mass, mitochondrial DNA and mitochondrial respiration.  

Third: High concentrations of melatonin combined with irradiation increases 

autophagy. The combined treatment of melatonin with cisplatin showed higher 

citotoxicity, not only inducing autophagy but also mitophagy  

Fourth: Melatonin-induced mitochondrial activity enhancement leads to an 

increase in the ROS production which drives a rise in the oxidative stress, verified 

by the higher GSSSG/GSH ratio and the reduction of the GPx levels at higest 

melatonin concentrations combined with the treatments. .  

Fifht: The induction of cell death by melatonin was higher in vitro than in vivo. 

These results suggest that the apoptotic effects of melatonin are concentration-

dependent. Therefore, enhancing the cytotoxic effects of irradiation or CDDP in 

combination with  melatonin in vivo will require novel formulations to achieve 

adecuate concentrations. Nevertheless, histological analysis revealed the 

presence of damaged tumor cells following the combined treatments.  

Sixth: Melatonin protects normal tissues from radio- or chemotherapy  side 

effects by lowering LPO and nitrite levels after combined treatmet of melatonin 

and irradiation or cisplatin.  
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Head and neck cancer is the sixth leading cancer by incidence worldwide. Unfortunately, drug resistance 

and relapse are the principal limitations of clinical oncology for many patients, and the failure of 

conventional treatments is an extremely demoralizing experience. It is therefore crucial to find new 

therapeutic targets and drugs to enhance the cytotoxic effects of conventional treatments without 

potentiating or offsetting the adverse effects. Melatonin has oncostatic effects, although the mechanisms 

involved and doses required remain unclear. The purpose of this study is to determine the precise underlying 

mitochondrial mechanisms of melatonin, which increase the cytotoxicity of oncological treatments, and 

also to propose new melatonin treatments in order to alleviate and reverse radio- and chemo-resistance 

processes. We analyzed the effects of melatonin on head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) cell 

lines (Cal-27 and SCC-9), which were treated with 0.1, 0.5, 1 and 1,5 mM melatonin combined with 8 Gy 

irradiation or 10 µM cisplatin. Clonogenic and MTT assays, as well as autophagy and apoptosis, involving 

flow cytometry and western blot, were performed in order to determine the cytotoxic effects of the 

treatments. Mitochondrial function was evaluated by measuring mitochondrial respiration, mtDNA content 

(RT-PCR) and mitochondrial mass (NAO). ROS production, antioxidant enzyme activity and GSH/GSSG 

levels were analyzed using a fluorometric method. We show that high concentrations of melatonin 

potentiate the cytotoxic effects of radiotherapy and CDDP in HNSCC, which are associated with increased 

mitochondrial function in these cells. In HNSCC, melatonin induces intracellular ROS, whose 

accumulation plays an upstream role in mitochondria-mediated apoptosis and autophagy. Our findings 

indicate that melatonin, at high concentrations, combined with cisplatin and radiotherapy to improve its 

effectiveness, is a potential adjuvant agent. 

 

Keywords: Head and neck squamous cell carcinoma; melatonin; cisplatin; radiotherapy; mitochondria; 
ROS; apoptosis; autophagy. 
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1. Introduction 

 
Head and neck cancer, which is the sixth leading cancer by incidence worldwide, with more than 300,000 

mortalities annually [1], has  become a major health burden, especially as  cell resistance to radio and 

chemotherapy develops.  

Radiotherapy (RT), which is one of the most commonly used tumor treatments [2], damages 

biomolecules, such as proteins and lipoids, particularly DNA, resulting in the termination of cell division 

and proliferation and even in cell necrosis or apoptosis. However, many unwanted effects, such as 

radioresistance, can complicate the prognosis [2]. One way to overcome these problems is to increase RT 

effectiveness by using radiosensitizers to enhance tumor cell radiosensitivity [3]. 

On the other hand, cisplatin (CDDP), one of the most commonly used chemotherapeutic agents, 

is the treatment of choice for most head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) patients. CDDP is a 

highly reactive molecule that binds to RNA, DNA and proteins to form different types of adducts. CDDP 

also induces mitochondria-dependent reactive oxygen species (ROS) formation which contributes to cell-

killing processes by enhancing the  damaging effect of drugs  on nuclear DNA (nDNA) [4].	However, the 

high incidence of chemoresistance and its many side effects limit the clinical usefulness of CDDP as an 

anticancer treatment [5,6]. Therefore, new anticancer therapeutic strategies to attenuate cytotoxicity in 

normal tissues and to prevent or reverse the development of radio and chemoresistance are required. 

Mitochondria have a major impact on cancer cells due to the source of ATP,  their capacity to 

produce ROS and their central position in the apoptosis signaling pathway [7,8]. Although very low 

supraphysiological levels of mitochondrial ROS can promote tumor diversification by favoring 

mutagenesis [9], ROS overproduction, leading to severe mitochondrial dysfunction, is generally 

incompatible with tumor progression, which promotes cell death and cellular senescence [10]. Thus, given 

the impact of mitochondrial metabolism on the treatment response, a considerable effort has been devoted 

to developing a chemo/radiosensitization strategy involving the development of molecules to target 

mitochondria [9,11]. However, one of the main drawbacks of this strategy of targeting mitochondria to kill 

malignant cells or to increase their sensitivity to treatment is that multiple immune effector cells bear a 

remarkable metabolic similarity to cancer cells [9,12].   

Although the indoleamine melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine)	is	synthetized in the pineal 

gland, it is produced by many other organs at even higher concentrations [13]. Melatonin has a variety of 

biological features including anti-inflammatory and antioxidant activity, as well as immune system 

regulation mechanisms. It also has oncostatic effects, although the mechanisms involved remain unclear 

[14–17]. Our previous studies show that melatonin enhances the cytotoxic effects of rapamycin in HNSCC 

cells [18]. However, little data exist on the mechanisms of melatonin involved in increasing chemo and 

radiotherapy-induced cancer cell injury or cell death and simultaneously in decreasing its adverse effects. 

In this study, we first explore the potential capacity of melatonin to enhance the antitumor effects 

of irradiation and CDDP on HNSCC. We then investigate the precise underlying mitochondrial mechanisms 

which enhance the cytotoxic effects of these treatments on HNSCC. 

 
2. Materials and Methods  
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2.1. Cell culture. Human tongue squamous carcinoma cell lines Cal-27 and SCC-9, obtained from the 

American Type Culture Collection (ATCC® CRL2095™ and CRL1629™, respectively) in the Cell Bank of 

the Scientific Instrumentation Centre at the University of Granada, were cultured in a humidified 

atmosphere (5% CO2 and 95% air at 37°C). The cells were cultured in high glucose Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium (DMEM), GlutaMAX supplemented with 10% fetal bovine serum and 2% antibiotic 

antimycotic (Fisher Scientific, Madrid, Spain) for Cal-27, and were grown in DMEM-F12 Nutrient Mixture 

Ham medium (1:1) containing 2 mM L-glutamine (Fisher Scientific, Madrid, Spain) and 0.5 mM sodium 

pyruvate supplemented with 10% FBS, 0.4 µg/mL hydrocortisone (Sigma Aldrich, Madrid, Spain), and 2% 

antibiotic-antimycotic for SCC-9. 

Melatonin stock solution (Fagron Ibérica S.A.U., Terrasa, Spain) was prepared in 15% propylene 

glycol (PG) (VWR, Radnor, PA, USA). Cells were grown to 60%-70% confluence and serum starved for 

24 hours. Then, cells were treated with and without melatonin (100, 500, 1000 and 1500 µM). After 

48 hours, cells were exposed to 8 Gy irradiation using a cesium-137 gamma radiation source (8 Gy/min) 

or treated with 10 µM CDDP for 5 hours (Sigma Aldrich, Madrid, Spain). Cells of control group were 

treated with vehicle (PG 15%). Assays were performed 48 hours after irradiation and CDDP treatment.  

 

2.2. Colony formation assay. Cells were plated into 6-well-plates and allowed to attach overnight. They 

were treated with melatonin and, after 48 hours, were irradiated or treated with CDDP. Colonies were 

allowed to grow for 2 weeks to form colonies of at least 50 cells. Finally, the medium was removed, the 

cells were fixed, and the colonies were then stained with 2.3% crystal violet and counted [18]. 

 

2.3. Cell proliferation assay. Cell viability was determined using an MTT assay (LifeTechnologies, Madrid, 

Spain) based on the reduction of yellow 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide to 

purple formazan by mitochondrial dehydrogenases. Cells were plated into 96-well-plates, and the assay 

was performed according to the manufacturer's instruction. 

 

2.4. Apoptosis. Apoptosis was measured by flow cytometry using Annexin-V FITC staining (Immunostep, 

Salamanca, Spain). Cells were treated as described above. Finally, cells were collected, washed with cold 

PBS, and then simultaneously stained with FITC-labeled annexin V and PI and analyzed by flow cytometry 

in a Becton Dickinson FACSCanto II cytometer (Madrid, Spain).  

 

2.5. Western blot analysis. Protein extraction and western blot analyses were performed as described 

previously [19]. Bax (sc-526), Bcl2 (sc-492), Atg12 C6 (sc-271688) and GAPDH (sc-32233) antibodies 

and a mouse anti-goat IgG-HRP secondary antibody (sc-2354) were purchased from Santa Cruz 

Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA), Nix (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) and HRP goat anti-mouse IgG 

(BD PharmigenTM, San Jose, CA, USA). The proteins were visualized using a Western Lightning Plus-

ECL chemiluminescence kit (PerkinElmer, Billerica, MA, USA) according to the manufacturer’s protocol. 

Images were analyzed using the Kodak Image Station 2000R (Eastman Kodak Company, Rochester, NY, 

USA). Protein band intensity was normalized to GAPDH, and data were expressed in percentage terms 
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relative to controls. 

 

2.6. Mitochondrial respiration. The oxygen consumption rate (OCR), an indicator of mitochondrial 

respiration under typical in vitro cell culture conditions [18], was determined using the Seahorse 

Extracellular Flux (XFe-24) analyzer (Seahorse Bioscience, MA, USA). The day before the experiment, 

alive treated cells (exclusion by tripan blue) were seeded in DMEM in 24-well culture plates at a density 

of 8·104 cells/well and were allow to adhere overnight in a cell culture incubator in order to minimize 

division or dead. Cell growth and health were monitored using a microscope following the manufacturer´s 

instructions, and the assay was only performed if the cells under all conditions formed a consistent 

monolayer. Subsequently, the assays were initiated by replacing the media with assay medium (Seahorse 

Bioscience) and the cells were equilibrated for 1h at 37°C without CO2. The microplate was then placed 

into the XFe24 instrument to measure the OCR and free protons in the medium. Basal OCR was measured 

three times and plotted as a function of cells under the basal condition, followed by the sequential addition 

of oligomycin 1 mM. Subsequently, carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone (FCCP) 0.5 

mM was added in two injections (1 mM in total). Finally, rotenone/antimycin A (1mM) was injected. OCR 

was measured throughout the different injections of the test compounds. The progress curve was annotated 

to show the relative contribution of basal, ATP-linked, and maximal oxygen consumption after the addition 

of FCCP, and the reserve capacity of the cells. OCR values were normalized to cell number. 

 

2.7. Determination of mitochondrial mass. We measured mitochondrial mass using acridine orange 10-

nonyl bromide (NAO; Invitrogen-Life Technologies, Madrid, Spain), which specifically binds to 

cardiolipin at the inner mitochondrial membrane, according to the protocol described by Shen et al [18]. 

Fluorescence was read by a FLx800 microplate fluorescence reader (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, 

VT, USA) at excitation 485 nm and emission 530 nm. 

 

2.8. Mitochondrial DNA quantification. Human mitochondrial DNA (mtDNA) was quantified by real-time 

PCR using the Stratagene Mx3005P Real-Time PCR System (Agilent Technologies, Inc., CA, USA). We 

used primers and probes for the human 12S gene (mtDNA) and 18S. The mtDNA values were normalized 

to nDNA data (mtDNA/nDNA ratio). 

 

2.9. Measurement of ROS production. ROS production was measured using the 2’-7’-dichlorofluorescin 

diacetate (DCFH-DA) probe (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain). Cells were seeded in 96-well culture plates.  

Then, the cells were incubated with 100 µM DCFH-DA in culture medium without phenol red for 30 min 

at 37°C and then rinsed with PBS and filled with Krebs-Ringer bicarbonate buffer. ROS levels were 

measured in a multiwell plate reader spectrofluorometer (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) 

for 45 minutes each 5 minutes at 485 nm to excitation and 530 nm to emission [18]. 

 

2.10. Measurement of GSH and GSSG levels, and GPx activity. To measure glutathione (GSH) and 

glutathione disulfide (GSSG), we used an established fluorometric method using a microplate fluorescence 

reader (Power-Wavex FLX 800; BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT) [20]. We spectrophotometrically 
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measured glutathione peroxidase (GPx) activity in a UV spectrophotometer (model UV-1603; Shimadzu 

Deutschland GmBH, Duisburg, Germany) [21]. 

 

Statistical analysis 

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 6 Scientific software (GraphPad 

Software, Inc., La Jolla, CA) and one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s multiple 

comparison tests. Data were expressed as the mean ± SEM of a minimum of three independent experiments.  

A P value of <0.05 was considered statistically significant. 

 

3. Results  
 

3.1. Melatonin enhances the cytotoxic effects of irradiation and CDDP in HNSCC. To evaluate the 

biological effect of melatonin on HNSCC sensitivity to irradiation and CDDP treatments, the clonogenic 

capacity and viability of both Cal-27 and SCC-9 were analyzed. As shown in Fig. 1(a) – 1(c), treatment 

with melatonin alone and in combination with irradiation significantly inhibited colony formation and 

resulted in a notable decrease in the colony ratio in a dose dependent manner as compared to control or to 

irradiation alone. In fact, melatonin alone totally blocked colony growth. However, CDDP displayed a 

greater capacity than irradiation to decrease clonogenic formation (Fig 1(f) – 1(h)). 

MTT assays of both cell lines were also performed. In line with the inhibition of clonogenic 

capacity, melatonin markedly decreased cell viability in the irradiated cells in a dose dependent manner, 

especially at doses 500 and 1500 µM, as compared to control and irradiation alone (Fig. 1(d) –1(e)), 

although SCC-9 cells were found to be more resistant than Cal-27 cells to the treatments. Surprisingly, 

100 µM melatonin did not significantly reduce viability, particularly in SCC-9 (Fig. 1(d) –1(e)). On the 

other hand, melatonin significantly decreased cell viability in the CDDP-treated cells in a dose dependent 

manner as compared to control and CDDP alone (Fig 1(i) – 1(j)). SCC-9 cells were also more resistant to 

melatonin exposure than Cal-27 cells. The results were more significant for Cal-27 cells, which were 

therefore used in subsequent experiments. 
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Figure 1: Melatonin increases the cytotoxic effects of irradiation (IR) and CDDP in HNSCC cell lines Cal-

27 and SCC-9. Clonogenic assay of cells exposed to IR (Figures (a) – (c)) or CDDP (Figures (f) – (h)) and 

viability of cells exposed to IR (Figures (d) and (e)) or CDDP (Figures (i) and (j)). Treatment groups include 

control (vehicle), IR (8 Gy), CDDP 10 µM, melatonin (aMT) 1000 or 1500 µM and CDDP or IR plus 

aMT 100, 500, 1000 or 1500 µM. n = 6 per group. Data are presented as mean ± SEM. **P<.01, ***P<.001 

vs. control, #P<.05, ###P<.001 vs. IR or CDDP-treated group, d P<.05, ddd P<.001 vs. IR + aMT 100, 

$ P<.05, $$$ P<.001, vs. IR + aMT 500. 

 

3.2. Melatonin enhances the apoptotic effects of irradiation and CDDP in HNSCC. Since the MTT assay 

is a quantitative measure of cell proliferation and a decrease in proliferating cells can be caused by either 

cell death or halted/slow proliferation, apoptotic cell death was therefore evaluated. Early apoptotic cells 

showed an annexin V-FITC+/PI- staining pattern, while late apoptotic cells exhibited an annexin V-

FITC+/PI+ pattern (Fig. 2) due to plasma membrane integrity loss [22]. In the combined 

melatonin/irradiation treatment, melatonin increased early apoptosis, which reached a maximum level at 

1500 µM as compared to control (Fig. 2(a) – 2(b)). However, irradiation alone enhanced late apoptosis but 

did not affect early apoptosis (Fig. 2(a) – 2(b)). This indicates that melatonin increases the acute cytotoxicity 

of irradiation. By contrast, treatment with CDDP alone did not increase apoptosis pathway activation 

(Fig. 2(g) – 2(h)), while the combined treatment increased late apoptosis at a melatonin dose of 500 µM 

(Fig. 2(h)). 

 Apoptosis initiation is associated with the translocation of the inactive form of Bax from the 



	 7	

cytoplasm to the mitochondria and suppression of the pro-survival protein Bcl-2. Bax and Bcl-2 protein 

expression was explored using western blot analysis. In line with the results above, Bcl-2	levels	were clearly 

attenuated by 500 and 1500 µM melatonin doses combined with irradiation, which increased the Bax/Bcl-

2 ratio, with a maximum effect being observed at 1500 µM (Fig. 2(c) – 2(f)). Moreover, melatonin 

combined with CDDP increased the Bax/Bcl-2 ratio more than when combined with irradiation despite 

using a lower concentration of melatonin (1000 µM vs. 1500 µM) (Fig. 2(i) – 2(l)). These data indicate that 

melatonin combined with CDDP increases cytotoxicity more than irradiation. 

 

 
 

Figure 2: Combined treatment with melatonin and IR or CDDP increases apoptotic cell death in HNSCC 

cell line Cal-27. Apoptosis was analyzed by flow cytometry. (Figures (a) – (g)) Representative plots 

showing the redistribution of phosphatidylserine (annexin V staining) in the presence of propidium iodide 

(PI). The bottom right quadrant represents the percentage of early apoptotic cells (Annexin V+/PI-), 

whereas the top right quadrant represents the percentage of late apoptotic cells (Annexin V+/PI+). 

Statistical analysis of early and late apoptosis of cells exposed to IR (Figure (b)) and CDDP (Figure (h)), 

respectively. Western blot analysis (Figures (f) – (l)) and densitometric quantification of Bax (Figures (c) – 

(i)) and Bcl2 (Figures (d) – (j)), and the Bax/Bcl2 ratio (Figures (e) – (k)) in cells exposed to IR or CDDP, 

respectively. Treatment groups include control (vehicle), IR (8 Gy), CDDP 10 µM, melatonin (aMT) 1000 

or 1500 µM and CDDP or IR plus aMT 100, 500, 1000 or 1500 µM.   n = 6 per group. Data are presented 

as mean ± SEM. *P<.05, **P<.01, ***P<.001 vs. control, #P<.05, ##P<.01, ###P<.001 vs. IR or CDDP-
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treated group, d P<.05, dd P<.01, ddd P<.001 vs. IR + aMT 100, $ P<.05, $$ P<.01, $$$ P<.001, vs. 

IR + aMT 500. 

 

3.3. Enhancement of mitochondrial changes by melatonin. Mitochondria are critically involved in 

controlling regulated cell death triggered by different cancer treatments [9] and several metabolic aspects 

of the mitochondrial biology also influence therapeutic responses [23]. As melatonin regulates 

mitochondrial homeostasis [24,25], we hypothesized that melatonin potentiates the cytotoxicity of 

irradiation and CDDP treatments modifying mitochondrial function. We first determined the oxygen 

consumption rate (OCR), which is an indicator of mitochondrial oxidative phosphorylation activity and 

ATP production. While measuring oxygen consumption rates, we sequentially added oligomycin, FCCP, 

and a combination of rotenone and antimycin to the cells to assess electron transport chain integrity (Fig. 3(a) 

– 3(k)). Irradiated Cal-27 cells exhibited a significant increase in basal respiration (Fig. 3(b)) and in the 

maximal respiratory capacity of the electron transport system (ETS) (Fig. 3(c)) at melatonin 500 µM, which 

correlated with an increase of ATP (Fig. 3(d)) with no change in proton leak (Fig. 3(e)). Surprisingly, 

melatonin 1500 µM caused a decrease in the OCR as compared to melatonin 500 µM (Fig. 3(b) – 3(d)), 

suggesting defective mitochondrial function at higher concentrations of melatonin. By contrast, cells treated 

with CDDP alone or melatonin 100 µM showed a decrease in the OCR (Fig. 3(l) – 3(n)), while melatonin 

doses of 500 and 1000 µM rescued the OCR as compared to control. These results are in line with the direct 

effect of CDDP on mitochondria which interferes with mtDNA transcription, resulting in  reduced 

mitochondrial function [26]. 

To further determine changes in mitochondria in the presence of melatonin, we next analyzed 

mitochondrial mass and mtDNA (Fig. 3(f), 3(g), 3(p) and 3(q)). To examine mitochondrial mass, we used 

acridine orange. Fluorescence data revealed that high concentrations of melatonin significantly augmented 

mitochondrial mass compared to control, especially at 1500 and 1000 µM, in cells exposed to irradiation 

or CDDP (Fig. 3(f) – 3(p)). Moreover, similar doses of melatonin increased the mtDNA/nDNA ratio 

(Fig. 3(g), 3(q)), indicating that melatonin significantly increases mtDNA. 

 In a previous study, we demonstrated that melatonin may induce both apoptosis and autophagy in 

HNSCC [18]. We determined the levels of autophagy-related proteins ATG12-ATG5, as autophagy requires 

the covalent attachment of protein Atg12 to protein ATG5 through an ubiquitin-like conjugation system 

and the mitophagic marker NIX. The combined melatonin and irradiation treatment increased ATG12-

ATG5 levels at all doses (Fig. 3(h) and 3(j)) but decreased NIX levels (Fig. 3(i) and 3(j)). However, the 

combination of melatonin and CDDP increased both ATG12-ATG5 and NIX (Fig. 3(r) – 3(t)). These data 

indicate that the combined melatonin and CDDP treatment, with its higher toxicity, results in autophagy 

and mitophagy.  

 These results could denote a correlation between an increase of mitochondrial activity induced by 

melatonin and ROS production. 
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Figure 3: Effects of combined treatment with melatonin and IR or CDDP	on Cal-27 HNSCC mitochondria. 

Oxygen consumption rate (OCR) (Figures (a) and (k)), basal respiration (Figures (b) and (l)), maximal 

respiratory capacity (ETS) (Figures (c) and (m)), ATP production (Figures (d) and (n)) and proton leak 

(Figures (e) and (o)) in cells exposed to IR or CDDP, respectively.  Mitochondrial mass (NAO) (Figures (f) 

and (p)), mtDNA (Figures (g) and (q)) and western blot analysis and densitometric quantification of 

ATG12-ATG5 (Figures (h), (j), (r) and (t)) and Nix (Figures (i), (j), (s), and (t)) in cells exposed to IR or 

CDDP, respectively. Treatment groups include control (vehicle), IR (8 Gy), CDDP 10 µM, melatonin 

(aMT) 1000 or 1500 µM and CDDP or IR plus aMT 100, 500, 1000 or 1500 µM. n = 6 per group. Data are 

presented as mean ± SEM. *P<.05, **P<.01, ***P<.001 vs. control, #P<.05, ##P<.01, ###P<.001 vs. IR 

or CDDP-treated group, d P<.05, dd P<.01, ddd P<.001 vs. IR + aMT 100, $ P<.05, $$ P<.01, $$$ P<.001, 

vs. IR + aMT 500. 

 

3.4. Enhancement of oxidative stress in the presence of melatonin. To determine whether mitochondrial 

changes correlate with an increase in ROS, we measured ROS generation intensity using the DCFH-DA 

probe (Fig. 4(a)).	We observed a significant increase in intracellular ROS levels at melatonin 1500 µM in 

irradiated cells and, consequently, an increase in the GSSG/GSH ratio (Fig. 4(c) – 4(e)). Moreover, 

melatonin 500 and 1000 µM resulted in a sharper increase in ROS production in cells exposed to CDDP as 

compared to irradiation (Fig. 4(g)).	However, the increase in the GSSG/GSH ratio was only observed at 

1000 µM (Fig. 4(i) –4 (k)), indicating that high doses of melatonin increased glutathione synthesis (Fig. 4(f) 

and 4(l)). A parallel decrease in GPx activity was observed at the highest concentration of melatonin, 
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especially in cells treated with CDDP (Fig. 4(h)). However, at melatonin 100 µM combined with irradiation, 

we observed an increase in GPx activity (Fig. 4(b)). These results are consistent with the lower levels of 

ROS observed at melatonin 100 µM as compared to 1500 µM. These data suggest that mitochondria cause 

a melatonin-induced ROS response in cancer cells which enhances the cytotoxic effects of irradiation and 

CDDP. Furthermore, despite being known to be a strong antioxidant, previous studies have shown that 

melatonin increases ROS production in tumor cells [18]. Thus, melatonin induces apoptosis in HNSCC by 

generating intracellular ROS and activating the mitochondrial pathway, thus increasing the effect of 

irradiation and CDDP. 

 

 
 

Figure 4: Combined treatment with melatonin and IR or CDDP increases oxidative stress in HNSCC cell 

line Cal-27. Measurements of intracellular ROS levels by fluorometry after staining with the DCF 

fluorescent probe (Figures (a) and (g)); GPx activity (Figures (b) and (h)); content of GSH (Figures (c) and 

(i)) and GSSG (Figures (d) and (j)), GSSG/GSH ratio (Figures (e) and (k)) and total glutathione (Gt) 

(Figures (f) and (l)) in cells exposed to IR or CDDP, respectively. Treatment groups include control 

(vehicle), IR (8 Gy), CDDP 10 µM, melatonin (aMT) 1000 or 1500 µM and CDDP or IR plus aMT 100, 

500, 1000 or 1500 µM. n = 6 per group. Data are presented as mean ± SEM. *P<.05, **P<.01, ***P<.001 

vs. control, #P<.05, ##P<.01, ###P<.001 vs. IR or CDDP-treated group, d P<.05, dd P<.01, ddd P<.001 

vs. IR + aMT 100, $ P<.05, $$ P<.01, $$$ P<.001, vs. IR + aMT 500. 
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4. Discussion  

 
Radio- and chemo-therapeutic resistance remains the major obstacle to successful cytotoxic therapy for 

human cancers. After the failure of the usual treatments, following chemo or radiotherapy, even more 

distressing situations occur. Therefore, finding a coadjuvant treatment to suppress or reduce this resistance 

would represent a major advance for both patients and the health system as a whole. On the other hand, the 

treatments currently used usually present a high degree of toxicity in healthy cells. In this study, we 

demonstrate that melatonin significantly affects sensitivity to irradiation and CDDP in HNSCC, as reflected 

by reduced cell proliferation and clonogenicity, as well as apoptosis induction. Although the antitumor 

activity of melatonin has been reported elsewhere [27–29], the potential mechanisms involved remain 

unclear.  Despite all the studies carried out, there are a disconcertingly large number of possible mechanisms 

which could explain the oncostatic effects of melatonin, involving almost as many mechanisms as tumor 

types. This  suggests that only  epiphenomena of an, as yet, unknown underlying mechanism of melatonin 

have been observed [29,30].  

In this study, we not only demonstrate the role of melatonin in improving the effects of irradiation and 

CDDP antitumor treatment, but also, more importantly, describe the possible mechanisms involved in 

combined treatments which enhance their anticancer properties. 

Cancer cells display increased resistance to regulated cell death, often due to alterations in the 

mitochondrial control of this process [31]. It has been suggested that the ability of most cancer cells to 

flexibly rewire their mitochondrial metabolism underlies the multiple instances of chemoresistance [9]. 

Moreover, as melatonin has recently been shown to increase  neural stem cell differentiation due to 

increased mitochondrial function [32], a similar mechanism could, in our view, occur in tumor cells. We 

therefore hypothesize that melatonin raises ROS production levels by increasing mitochondrial function in 

tumor cells. Consequently, cellular differentiation is expected to be caused by a change in cell metabolism, 

thereby increasing tumor sensitivity to other drugs. In this study, we provide, for the first time, evidence 

that the increase in irradiation and CDDP cytotoxicity caused by melatonin is partly due to enhanced 

mitochondrial function.  

Our results show that melatonin-induced apoptosis coincides with a significant up-regulation of 

the pro-apoptotic protein Bax and a down-regulation of the anti-apoptotic protein Bcl-2 on HNSCC. Bcl-2 

overexpression is often associated with considerable cancer cell resistance to apoptosis [33]. When the 

Bax/Bcl-2 ratio increases, the mitochondrial permeability transition pore opens which, in turn, releases 

apoptogenic mitochondrial proteins to activate caspases which induce cell apoptosis [34]. Interestingly, the 

combined melatonin and cisplatin treatment had higher cytotoxicity than the combined treatment with 

irradiation. The main bulk of irradiated cells may take longer to enter apoptosis than those treated with 

CDDP. Other authors, such as Mirzayans et al.[35], have made a similar observation that different cancer 

cell lines such as HCT116, MCF7 and AT12 are markedly refractory to apoptosis in response to ionizing 

radiation. In this regard, it is possible to broadly classify cell death mechanisms into two classes: those 

occurring relatively soon after irradiation and before cell division leading to early cell death; and those 

occurring comparatively late or after division leading to late cell death. The vast majority of proliferating 

normal and tumour cells die after a relatively long period following irradiation, usually after attempting 
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mitosis one or more times [36]. As a result, alterations in a particular gene may dramatically alter the levels 

of radiation-induced apoptosis, without changing the overall ability of the cell to survive [36]. In this case, 

cells die regardless of whether apoptosis is subsequently induced. On the other hand, the cytotoxic effect is 

dependent on drug concentrations, time of exposure, and time after exposure[37]. Generally, CDDP induces 

cell cycle arrest or apoptosis when administered at lower concentrations and induces necrosis at higher 

concentrations, although the effect differs between cell lines. Since CDDP exposure induces mitochondrial 

impairment and subsequently promotes cell death [38], high levels of mitochondrial metabolic activity are 

expected to enhance cisplatin cytotoxicity in cancer cells. 

 In order to mechanistically explain our findings, we investigated the effect of the combined 

treatments on mitochondrial respiration. It has been suggested that the ability of most cancer cells to flexibly 

rewire their mitochondrial metabolism underlies multiple instances of chemoresistance [9]. We found that 

melatonin combined with irradiation or CDDP increased ETS capacity and ATP production. During late-

stage apoptosis, ATP levels declined, mainly due to mitochondrial function loss and reduced consumption 

by ATP-dependent proteases  [39].  In line with this finding, we observed a decrease in ATP levels following 

the combined treatment with irradiation and melatonin 1500 µM as compared to the combined treatment 

with melatonin 500 µM. These results are consistent with the increase in apoptosis at melatonin 1500 µM 

alone or combined with irradiation. However, the combined treatment with melatonin and CDDP was more 

toxic than that with irradiation. The occurrence of ATP deprivation in all types of cell death suggests that 

energy metabolism may play a critical role in cancer cell survival under stress conditions. Thus, we 

demonstrate that the strong antitumor effect of irradiation or CDDP combined with melatonin is partly due 

to enhanced mitochondrial function. 

Mitochondria also contain other molecules such as mtDNA that can act as extracellular danger 

signals. In fact, head and neck tumor  cells  lacking  mtDNA  become  cisplatin  resistant [40]. Our results 

show that melatonin increases mitochondrial mass and mtDNA copy number in a dose-dependent manner 

and raises sensitivity to irradiation and CDDP. 

The release of mtDNA promotes the secretion of type I interferon by malignant cells, which is 

necessary for the activation of optimal anticancer immune responses following chemo and radiation therapy 

[41]. Thus, mtDNA also acts as a danger signal [42] linking intracellular stress responses to the preservation 

of extracellular homeostasis [43].  

In addition, autophagy is one of the principal mechanisms involved in controlling cellular 

homeostasis [44][45]. Although there is evidence to suggest that autophagy has a pro-survival function,  

excessive autophagy may lead to cell death, a process morphologically distinct from apoptosis [46]. 

Moreover, autophagy-deficient malignant cells, which succumb to in vivo chemotherapy and radiation 

therapy, lose their ability to drive anticancer immunity [9]. We detected increased expression of ATG12-

ATG5, which play a critical role in the biogenesis and elongation of the autophagosomal membrane 

following treatment with high concentrations of melatonin combined with irradiation or CDDP.  However, 

Nix, which is required for the selective mitophagy-dependent  elimination of mitochondria [47], only 

increased with high  concentrations of melatonin combined with CDDP. The role of mitophagy in cancers 

is controversial. Mitophagy can facilitate survival through adaptation to stress, and mitophagic defects also 

promote metastatic dissemination [48], most likely due to moderate overproduction of ROS [49], which 
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activate several signal transduction cascades associated with metastatic dissemination [49]. Conversely, 

under severe oxidative stress conditions, ROS de facto inhibit metastatic dissemination, most likely as a 

direct consequence of increased apoptosis [50,51].  

Therefore, given that mitochondria are the main source of cellular ROS, we hypothesize that 

melatonin enhances the cytotoxic effects of irradiation and CDDP caused by increased ROS production. 

Our study shows that melatonin significantly increases intracellular ROS in cells exposed to irradiation or 

CDDP. However, ROS production levels increased following the combined treatment with CDDP as 

compared to treatment with irradiation. Other research, which reinforces our conclusions, has found that 

ROS-scavenging enzyme expression increases in CDDP-resistant cancer cells  as compared to normal cells, 

and that mitochondrial dysfunction may bestow resistance on CDDP due to the absence of or reduction in  

mitochondrial ROS responses [26].  

The accumulation of intracellular ROS, which damages organelle proteins, enzymes and 

membranes, eventually activates apoptosis signaling pathways [52]. ROS can also cause cell death either 

directly or through activation of intracellular pro-apoptotic pathways [52]. Besides triggering apoptosis, 

oxidative stress can promote permanent proliferative arrest known as cellular senescence [53]. 

Increasing oxidative stress targeting mitochondria is therefore a novel therapeutic strategy for 

selectively killing cancer cells. Our results clearly indicate that the potentiation of the cytotoxic and pro-

apoptotic effects of irradiation and CDDP by melatonin is mediated, at least partially, by the activation of 

mitochondrial function and subsequent overproduction of ROS in vitro in a dose-dependent manner. Our 

data suggest that there is a correlation between the cell content of melatonin and its apoptotic effects, thus 

supporting the notion that high concentrations of melatonin in cancer cells are required to enhance the 

cytotoxic effect of irradiation or CDDP. 

A major limitation in the use of irradiation for therapeutic purposes is the development of side-

effects.  Previous studies have shown that melatonin not only enhances the oncotic effects of radio- and/or 

chemo-therapy on tumor cells, but also protects normal cells against the adverse effects of these treatments 

[18,54–56] . We have patented a melatonin gel to prevent mucositis, which has completed a phase II clinical 

trial (EudraCT number: 2015-001534-13) in 80 patients with head and neck cancer, and have demonstrated 

that melatonin protects oral mucosa against the side effects of radiotherapy. All these data show that 

melatonin constitutes an innovative adjuvant strategy in the treatment of cancer. 

 

5. Conclusions 
 

Our study suggests that high doses of melatonin sensitize cancer cells to CDDP and irradiation by enhancing 

their mitochondrial function. Melatonin is a ROS inducer in HNSCC, and the accumulation of intracellular 

ROS plays an upstream role in mitochondria-mediated apoptosis. Our findings indicate that melatonin has 

great potential not only in augmenting radio- and chemo-sensitivity to cisplatin and other treatments, but 

also in reducing toxicity caused by radio- and chemo-therapeutic agents in cancer patients.  Our study could 

provide a basis and guidelines for the application of treatment with melatonin combined with radiotherapy 

or CDDP or other chemotherapeutic agents to improve therapeutic efficiency for cancers, especially for 
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head and neck squamous cell carcinoma. 
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