AMBIOCIENCIAS - REVISTA DE DIVULGACION CIENTIFICA

BAUL DE LA CIENCIA

Investigacion basica sobre hepatocarcinoma en la
Universidad de Le6n

José L. Mauriz Gutiérrez, Sara Carbajo Pescador, Javier Martin Renedo
Instituto Universitario de Biomedicina (IBIOMED) y Centro de Investigacién

Biomédica en Red de Enfermedades Hepaticas y Digestivas (CIBERehd),
Universidad de Leon.

La investigacion biomédica basica es fundamental para el conocimiento de la
fisiopatologia y el tratamiento de enfermedades, tanto humanas como animales.
Desde el Instituto Universitario de Biomedicina de la Universidad de Leon se
viene trabajando desde hace algtn tiempo, intentando aunar los esfuerzos de los
cientificos basicos y de los clinicos, para que trabajen conjuntamente en
diversas areas de interés biomédico.

Nuestro grupo tiene caracter multidisciplinar (actualmente esta formado por
bidlogos, biotecnologos, médicos, farmacéuticos y veterinarios) y trabaja desde
hace anos en temas relacionados con la fisiologia y la fisiopatologia hepética y
digestiva. Un 4rea de interés para nuestro grupo es el estudio de nuevas
estrategias quimioterapéuticas en el tratamiento del hepatocarcinoma humano,
el principal tipo de tumor hepético y cuyo prondstico no suele ser favorable en la
mayoria de los casos. Nuestros estudios se basan tanto en modelos animales
como en modelos celulares, asi como en el uso de biopsias provenientes de
pacientes. En el presente articulo de divulgaciéon enfocamos el interés de la
investigacion en este tipo de tumor y mostramos, a modo de ejemplo, algunos
de los resultados que hemos alcanzado recientemente, utilizando la hormona
melatonina en un modelo in vitro de hepatocarcinoma. No obstante, muchas
son las lineas abiertas en nuestro horizonte y nos planteamos en un futuro
proximo testar otras moléculas con potencial interés en el tratamiento de
tumores hepaticos, con el objeto de analizar y comprender sus efectos sobre
diversas vias de senalizacion intracelular implicadas en el cancer y la apoptosis.
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Investigacion biomédica basica en enfermedades hepaticas y
gastrointestinales en la ULE

A pesar de encontrarnos en una ciudad relativamente pequefia como es
Leobn, existe un gran nimero de investigadores en la Universidad de Leon (ULE)
interesados por multiples campos relacionados con las ciencias biomédicas,
experimentales o la tecnologia.

Muchas veces pensamos en el cientifico como persona aislada; nada mas
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lejos de la realidad, y mas aun en pleno siglo XXI. Nuestro grupo de
investigacion esta incluido en el Instituto Universitario de Biomedicina
(IBIOMED) de la Universidad de Le6n http://institutobiomedicina.unileon.es/
(Fig. 1). Dicho Instituto naci6 con el objeto de nuclear los esfuerzos que
diferentes grupos llevaban realizando en diversas areas de la investigacion
biomédica. Podéis encontrar méas informacion sobre IBIOMED tanto en
Wikipedia http://es.wikipedia.org/wiki/Instituto_de_Biomedicina, como en
Facebook http://www.facebook.com/
pages/Instituto-de-Biomedicina-
IBIOMED/109035229165089 0 en Twitter
http://twitter.com/IBIOMED1/statuses/13
1773120783728640

Figura 1. Sede del IBIOMED de la
Universidad de Léon.

En concreto, nuestro grupo se centra en la investigacion en
enfermedades hepaticas y gastrointestinales, estando formado en la actualidad
por bidlogos, biotecnologos, médicos, farmacéuticos, veterinarios, etc. Dentro
de dicho grupo existen actualmente diferentes lineas abiertas
complementariamente: hepatitis, enfermedades intestinales, estrés oxidativo,
enfermedades viricas y tumores hepaticos. Nuestro grupo forma parte del
Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Hepaticas y
Digestivas del Instituto de Salud Carlos III (CIBERehd) y esta reconocido como
grupo de Excelencia por la Junta de Castilla y Ledn. Nuestra Universidad,
ademas, forma parte del Cluster de Oncologia de Castilla y Ledn (Biotecyl),
agrupacion de cientificos y empresas interesadas en la investigacion y en el
diseno de nuevas estrategias terapéuticas en diversos tipos de tumores.
Igualmente, tenemos relaciones con grupos de diversos grupos internacionales
repartidos por Francia, Italia, Suecia, Alemania o Estados Unidos, lo que nos
permite trabajar desde Ledn con la puerta abierta al mundo.

¢Como podemos contribuir los cientificos basicos al tratamiento de
enfermedades? La ciencia biomédica crece a base del esfuerzo realizado por
investigadores basicos y clinicos. Cada jornada de trabajo en el laboratorio debe
contribuir, en mayor o menor medida, a acrecentar de forma directa o indirecta
el conocimiento sobre la fisiopatologia y/o el tratamiento de la enfermedad.
Debemos mantener una continua relacion con los clinicos, esto nos permite a
nosotros conocer cuales son los principales retos actuales de la medicina y a
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ellos acceder “de primera mano” a los conocimientos que el trabajo en el
laboratorio nos va rindiendo. En los tltimos afios se ha acufiado el término
investigacion traslacional, que es aquella que busca llevar los conocimientos
desde la meseta del laboratorio a la consulta del médico. Esta claro que TODOS
los que nos dedicamos a la investigacion, ya sea basica, traslacional o clinica,
tenemos como meta la mejoria en la prevencion, el diagnostico y/o el
tratamiento de enfermedades que afectan al ser humano (Fig. 2).
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Figura 2. Interrelacion entre ciencia bésica, traslacional y clinica.

Muchos son los problemas que afectan en la actualidad a los cientificos,
no so6lo en Leon sino también en toda Europa y en el mundo. Por un lado, la
formacion de nuevos cientificos es un proceso muy largo y costoso; cualquier
estudiante que quiera iniciarse en la investigacion debe estar capacitado
intelectual y fisicamente para ser capaz de aprender durante afos a investigar:
tras la Licenciatura/Grado vendra el Master, a continuacion el Doctorado y si
todo va bien un periodo post-doctoral en el extranjero. Durante los afios de
Master, Doctorado y Post-Doc son muchas las jornadas en el laboratorio y
grandes los gastos econdmicos que ello supone para un grupo de investigacion.
La financiacion de los grupos de investigacion proviene de la concesion de
proyectos de investigaciéon por parte del gobierno (tanto autondémico como
nacional y europeo) y de empresas o fundaciones. La financiacién directa para
el joven investigador corre a cargo de diversas becas financiadas también por
entidades oficiales y/o privadas, mediante sistemas competitivos que dan
acceso solo a un pequeiio porcentaje de los mejores candidatos. Tanto en el caso
de los grupos de investigacion como en el de los jovenes investigadores, la
financiacion se esta viendo recortada de forma importante en los dltimos afos,
y la situacién parece que puede prolongarse atin bastante tiempo.

Hepatocarcinoma: el tumor hepatico mas frecuente
La poblaciéon general esta convencida de que el cancer es una sola

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AMBIENTALES. UNIVERSIDAD DE LEON 41



AMBIOCIENCIAS - REVISTA DE DIVULGACION CIENTIFICA

enfermedad, cuando debemos considerarlo sin embargo como un conjunto de
mas de 120 enfermedades diferentes (algunos autores hablan de cerca de 200
enfermedades). Si bien la probabilidad de padecer cancer se incrementa
exponencialmente con la edad, este tipo de enfermedades puede afectar a
individuos de cualquier edad. Segin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS,
o WHO en inglés) el cancer sera responsable de la muerte de 9 millones de
personas en 2015 y de 11,4 millones en 2030. El cancer constituye la segunda
causa de muerte en Europa en el conjunto de la poblacion, y es la primera entre
los individuos de 45 a 60 anos de edad. En el caso de Espana produce unos
92000 fallecimientos al ano, siendo la primera causa de muerte en los
individuos entre 40 y 79 afios de edad, y la segunda en los mayores de 80 afios
(Centro Nacional de Epidemiologia de Espafia). Por todo ello, el estudio de la
etiologia, evaluacion y/o tratamiento del cancer supone un gran reto para un
buen ntimero de cientificos tanto a nivel nacional como internacional.

En IBIOMED existe una linea de investigacién en tumores hepéaticos del
cual forman parte los autores del presente articulo. En los altimos afios se ha
centrado en el conocimiento de las bases moleculares del hepatocarcinoma, el
tumor hepatico mas frecuente, y en la busqueda de nuevas dianas y estrategias
quimioterapéuticas.

El higado es el organo interno més grande del organismo humano,
llegando a pesar en un hombre adulto entre 1,3 y 1,5 kg, localizado
inmediatamente por debajo del diafragma en la cavidad abdominal. Es un
organo lobulado, rodeado de una fina capa de tejido conectivo denominado
Capsula de Glisson compuesta de fibras colagenas. Aproximadamente el 70% de
la poblacion celular total del higado esta constituida por los hepatocitos que
forman el parénquima hepatico, siendo el otro 30% constituido por las
denominadas células sinusoidales (de los capilares hepaticos) entre las que cabe
destacar células endoteliales de los capilares hepaticos, las células de Kupffer
(macrofagos, representan hasta un 20%), las células de Ito (lipocitos con
capacidad para almacenar lipidos y vitaminas liposolubles) y células de Pit (de
aspecto granular, son las natural killer hepéaticas). El hepatocarcinoma o
carcinoma hepatocelular (HCC) es el tumor que aparece por la proliferacion de
hepatocitos malignos.

El HCC es, por incidencia, la quinta neoplasia mas frecuente en el mun-
do, y la tercera causa mas comin de fallecimiento relacionado con el cancer,
produciéndose la muerte de entre 600.000 y 1.000.000 de personas cada ano
en el mundo. La incidencia mundial del hepatocarcinoma celular es de 5,5-14,9
nuevos casos por cada 100.000 habitantes, diagnosticAndose cada afio méas de
500.000 nuevos casos, siendo su aparicion mas frecuente en hombres que en
mujeres, con una tasa de incidencia de aproximadamente 3:1 (Kew, 2002;
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Ferlay et al., 2010). Los datos para Espafia sitian a esta enfermedad en el
quinto lugar por namero de muertes relacionadas con el cancer, existiendo una
proporcion entre hombres y mujeres, parecida a la mundial, de 2,6:1 (Lopez-
Abente et al., 2005).

Los agentes causales mas comunes del HCC son el virus de la hepatitis B,
el virus de la hepatitis C y la aflatoxina B1, siendo juntos, responsables de
aproximadamente el 80% de los casos de HCC. La causa mas comin de HCC en
paises desarrollados es la cirrosis ligada a la infeccion por virus de la hepatitis C
(HCV), mientras que en paises en vias de desarrollo esti relacionado con la
infeccidn croénica con el virus de la hepatitis B (HBV) (Bruix et al., 1989; Bosch
et al., 1999; Tan, 2011). Ademas de estas causas se pueden citar otras, como el
alcohol o la hemocromatosis, capaces de producir cirrosis, llegando a
desencadenar cancer hepatico.

El contexto en el que la neoplasia aparece es en una hepatitis cronica o
una cirrosis, situacion en la que son destruidos muchos hepatocitos sanos,
existiendo una invasiéon del higado por células inflamatorias, depositandose
tejido conectivo, lo que puede producir alteracion de la matriz extracelular y del
microambiente hepatico. El proceso desencadenante del HCC transcurre
durante un periodo largo (aproximadamente de 10-25 afnos) y como ya hemos
indicado puede ser inducido por la infeccion crénica por HBV o HCV. Parte de
los pacientes infectados por dichos virus pueden desarrollar una cirrosis que
puede desencadenar el HCC, partiendo éste particularmente desde hepatocitos
displasicos (Bruix et al., 1989; Bosch et al., 1999; Tan, 2011).

Los farmacos utilizados en el tratamiento del HCC son citotoxicos y no
especificos para el tratamiento de esta enfermedad, presentando un gran
namero de efectos secundarios. Desafortunadamente, no méas del 30% de los
pacientes son candidatos para las estrategias terapéuticas actuales, y la mayoria
de ellos se enfrentan a un mal pronoéstico. A pesar de los esfuerzos en
investigacion realizados en esta materia, todavia existen controversias en
cuanto las aproximaciones terapéuticas mas adecuadas para el tratamiento del
HCC. Por todo ello, dicha area de investigacion tiene un gran interés, que radica
tanto en el conocimiento de las vias de senalizacion implicadas en el desarrollo
del HCC, como la utilizacion de diversas sustancias (tanto endogenas como
sintéticas) en el potencial tratamiento de la enfermedad.

Modelos de estudio del hepatocarcinoma en el laboratorio

En la actualidad, los cientificos basicos interesados en el HCC humano
contamos con varias vias de estudio de la enfermedad: obtenciéon de muestras
de pacientes, estudios in vitro con hepatocitos tumorales humanos y estudio in
vivo en modelos animales.
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La primera via consiste en el trabajo con muestras provenientes de
pacientes afectados de la enfermedad, existiendo dos alternativas: biopsias
recogidas mediante puncion/aspiracion en el enfermo (técnica invasiva utili-
zada conjuntamente con técnicas de imagen) y muestras provenientes de
hepatectomia (extirpacion) parcial o total de pacientes que van a ser
posteriormente sometidos a trasplante hepatico. A pesar de lo que podria
parecer en un primer momento, estas dos alternativas no resultan las mas
interesantes; en el caso de la biopsia la cantidad de tejido es muy pequena,
mientras que el caso de muestras derivadas de hepatectomias supone estar en
contacto con servicios de cirugia que realicen esta técnica quirargica
frecuentemente (algo dificil en Ledn puesto que el hospital de eleccién para esta
cirugia en nuestra comunidad se en-cuentra en Salamanca). Ademés, en ambos
casos existe gran dificultad técnica para el estudio de vias moleculares clave en
la progresion pero sobretodo en el tratamiento del HCC, puesto que las
condiciones en las que obtenemos las muestras nos limitan mucho.

Otra posibilidad es el uso de estudios in vitro con tumorales humanos. Se
trata de lineas celulares previamente establecidas y que podemos cultivar en el
laboratorio pudiendo controlar gran nimero de aspectos (cantidad de oxigeno,
nutrientes, factores de crecimiento, etc.) (Fig. 3). En nuestro caso existen tres
lineas celulares que nos interesan mucho, se trata de HepG2 (p53 wt), HuH7
(p53 mutado) y Hep3B (p53 nulas) (Fig. 3); aunque existen otras multiples
lineas como SK-Hepi, SNU-398 etc. Estas células pueden adquirirse en
diferentes bancos celulares como ATCC (American Type Culture Collection),
ECACC (European Collection of Cell Cultures), ECCO (European Culture
Collections' Organisation), JSCC (Japan Society for Culture Collections), o a
partir de otros investigadores. El uso de modelos in vitro tiene diversas ventajas
pues permite la profundizacion en mecanismos moleculares: se trata de células
de un solo origen (con lo que se favorece la homogeneidad y reproducibilidad) y
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La tercera via de estudio consiste en la induccion del HCC en modelos
animales. Logicamente para ello debemos contar con la aprobacién del Comité
de Etica de la Universidad y con la acreditacién para trabajar con animales de
experimentacion que expide la Junta de Castilla y Leon. Como investigadores
interesados en las Ciencias de la Vida, el uso de animales de experimentacion
debe estar restringido al minimo, tratando de provocar el menor sufrimiento
posible a los animales. Los animales son una buena alternativa para reproducir
enfermedades, conocer su evoluciéon y abordar nuevas terapias. Los animales
utilizados deben tener la mayor homogeneidad posible desde diversos puntos
de vista: somatica (sexo, peso, edad, etc.), genética (igualdad o similitud
biolégica) y sanitaria (deben ser axénicos -sin gérmenes-, gnotoxénicos
-controlados- y sanos). En la Universidad de Le6n tenemos la suerte de contar
con un moderno y cuidado Servicio de Animalario, que se encarga de la compra,
control y mantenimiento de los animales solicitados por los investigadores. La
principal ventaja del uso de animales es que nos permite conocer los
mecanismos en un organismo completo, estudiar las interacciones y los efectos
secundarios; ademas podemos trabajar con modelos knockout modificados
genéticamente. En el estudio del HCC solemos utilizar ratas y ratones a los que
se les induce la enfermedad, bien mediante la administracién de sustancias
quimicas (Fig. 4), o bien mediante trasplante ortotopico de células tumorales o
su inyecciéon directa en el propio higado o en el torrente sanguineo hepético
(Fig. 5) (Khare et al., 2011). En ambos casos contamos con dificultades: el
método quimico es muy largo y para el desarrollo del HCC hacen falta unas 16
semanas de evolucion. En el caso de transplante o inyeccion de células
contamos con la dificultad que supone que el sistema inmune de estos animales
es muy eficiente eliminando las células tumorales, por lo que en muchas
ocasiones es necesario utilizar animales atimicos con el sistema inmune
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Figura 4. Desarrollo del HCC tras administracion de
sustancias quimicas en modelos animales.
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Caracteristicas basicas de los tumores: la busqueda de nuevas
dianas quimioterapéuticas

Como ocurre en el resto de tipos de cancer, el HCC tiene una serie de
caracteristicas interesantes (Fig. 6) y cuyo estudio puede tener interés en la
bisqueda de nuevas dianas terapéuticas (puntos diferenciadores o débiles
donde podamos atacar al tumor) (Hanahan y Weinberg, 2011).
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En primer lugar, los hepatocitos tumorales tienen capacidad para
producir senales proliferativas. Ademéas, son relativamente insensibles a las
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sefiales anti-proliferativas. Esto hace que puedan dividirse aparentemente sin
limites incrementando su nimero, lo que da lugar a la aparicion de tumores.
Estas caracteristicas estdn muy relacionadas con la desregulacion del ciclo
celular.

También, los hepatocitos tumorales son capaces de evadir la muerte
celular programada por apoptosis; de forma que se vuelven préacticamente
inmortales.

Finalmente, son capaces de producir sustancias pro-angiogénicas
(fundamentalmente VEGF —factor de crecimiento del endotelio vascular- o
HGF, factor de crecimiento de hepatocitos-). La angiogénesis consiste en la
formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de otros pre-existentes, lo que va
a favorecer una mejor perfusion sanguinea (mayor llegada de O2 y nutrientes a
las propias células tumorales) y una via de escape (los hepatocitos tumorales
tienen facilidad para separarse de otros, entrar a los vasos sanguineos y migrar
hacia otros tejidos, produciendo las denominadas metastasis).

La melatonina como sustancia antitumoral en el HCC

A lo largo de los ultimos 10 afnos nuestro grupo ha venido trabajando en
diferentes modelos de HCC: hemos testado el efecto de alguna sustancia
antiangiogénica como el TNP-470 en modelos animales (Mauriz et al., 2003,
2007a, 2007b) o en estudios mas moleculares analizando la cooperacion entre
diversos factores de transcripciéon (proteinas que entran al nicleo y favorecen la
expresion de genes proliferativos) (Toualbi et al., 2007, 2008). Paralelamente, y
durante los tultimos afos, hemos analizado in vitro la capacidad anti-
proliferativa y pro-apoptotica de la melatonina en hepatocitos tumorales
cuando es administrada a dosis farmacolégicas (muy por encima de los niveles
fisiologicos normales) (Martin-Renedo et al., 2008; Carbajo-Pescador et al.,
2009, 2011). La melatonina es una sustancia que se ha encontrado en una gran
variedad de seres vivos, desde bacterias y protozoos, hasta plantas, hongos e
invertebrados (Tan et al., 2010). En cuanto a los vertebrados y en concreto a los
mamiferos, la melatonina es una hormona sintetizada principalmente por la
glandula pineal, aunque existen otras fuentes secundarias de melatonina como
son la retina y la médula o6sea. La melatonina, fisiologicamente, se ha
relacionado con la regulacion de los ritmos biolégicos y como antioxidante
natural. Se ha demostrado que la melatonina tiene actividad oncostatica tanto
in vivo como in vitro en principalmente en cancer de mama (Grant et al., 2009).
Los datos sobre el efecto de la melatonina en el HCC no habian sido todavia
testados, por lo que nos propusimos analizar su efecto sobre los hepatocitos
tumorales. Nuestra curiosidad se acrecent6 todavia mas cuando estudios
previos que nosotros mismos habiamos realizado, comparando ratas ancianas y
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ratas jovenes (en ambos casos sanas), nos habian demostrado los beneficios
sobre la fisiologia hepatica de la melatonina (Molpeceres et al., 2007; Mauriz et
al., 2007c¢).

Para analizar los efectos de la melatonina en el HCC hemos venimos
trabajando con la linea de hepatocitos tumorales denominada HepG2, que ha
rendido interesantes resultados (Martin-Renedo et al., 2008; Carbajo-Pescador
et al., 2009, 2011). Basicamente, cultivamos dichos hepatocitos tumorales hasta
llegar a una fase de proliferacion, momento en el que administramos la
melatonina disuelta en medio de cultivo (como en otros casos, los medios de
cultivo son reemplazados cada 48 horas). Inicialmente hicimos un screening
utilizando diversas concentraciones farmacologicas de melatonina y
administradas a distintos tiempos para determinar si la hormona era capaz o no
de producir la muerte de los hepatocitos tumorales; para ello utilizamos dos
ensayos muy simples como son la captacion de MTT (un sustrato que es
transformado dando color azul solo en las células vivas) y la liberacién de LDH
al medio de cultivo (la LDH o lactato deshidrogenasa es una enzima citosoélica
liberada al medio de cultivo cuando las células mueren) (Fig. 7) (Martin-Renedo
et al., 2008). Gracias a estos dos sencillos ensayos pudimos determinar cual era
la concentracion minima de melatonina que era capaz de producir la muerte de
los hepatocitos tumorales.
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Figura 7. Captacion de MTT vy liberacion de LDH en
HepG2 tratadas a diversas dosis de melatonina.
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Una de las finalidades del tratamiento antitumoral consiste en la parada
del ciclo celular, que como hemos indicado anteriormente esta desregulado
durante el HCC, favoreciendo su progresion (Fig. 8).
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Figura 8. El ciclo celular esta desregulado en los procesos
tumorales.

Logicamente, uno de los objetivos de la terapia antitumoral es frenar el
ciclo celular en las células tumorales. En nuestros experimentos, pudimos
comprobar que la hormona tenia capacidad citostatica, era capaz de parar el
ciclo celular de los hepatocitos tumorales en la transicion de las fases G2/M
cuando el ciclo era analizado mediante citometria de flujo (Fig. 9) (Martin-
Renedo et al., 2008).
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Figura 9. Efecto citostatico de 3 concentraciones
diferentes de melatonina en células HepG2 y equipo de
citometria de flujo.

Este efecto citostatico de la melatonina administrada a dosis
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farmacoldgicas parece dependiente de p21, una proteina inhibidora de quinasas
dependientes de ciclina, capaz de parar el ciclo celular cuando es sobre-
expresada por un mecanismo dependiente del gen supresor de tumores p53
(Fig. 10) (Martin-Renedo et al., 2008).
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Figura 10. Efecto de la melatonina sobre p21-p53.

Como hemos referido anteriormente otra de las caracteristicas de
muchas células tumorales es su capacidad para evadir la fuerte celular por
apoptosis. El organismo humano y de los animales esta disenado de forma que
cuando existe un dafio importante y significativo es induzca el programa de
muerte celular por apoptosis, de esa forma se evita la division de las células
danadas y por ello aparicion de nuevas células defectuosas (Fig. 11).

Division ceélulas turmorales

Figura 11. La apoptosis puede estar 1nh1b1da en la
mayoria de las células tumorales.

Existen diversas vias relacionadas con la apoptosis (Fig. 12). En nuestro
trabajo nos interesamos por la denominada via intrinseca (dependiente de la
mitocondria) y con la via extrinseca (relacionada con receptores de muerte
como FAS). Hemos podido comprobar que la melatonina es capaz de inducir
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apoptosis en células HepG2, observando incremento en la actividad de la
caspasa-3 (enzima que produce la protedlisis de diferentes componentes
celulares durante la apoptosis), en las caspasas -8 y -9, y en la lisis de la
proteina PARP (relacionada con la reparacion del DNA, y que sufre degradacion
cuando existe apoptosis). La apoptosis parecia mas relacionada con la induccion
de la via intrinseca (mitocondrial), observandose que la melatonina era capaz de
inducir la liberacion de citocromo C desde la mitocondria, con induccion de la
proteina proapoptoética Bax y represion de la anti-apoptotica Bcl-2 (Martin-
Renedo et al., 2008).
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Figura 12. PARP se degrada dando lugar a 2 fragmentos
cuando se induce apoptosis al tratar a los hepatocitos
tumorales con melatonina

Hemos identificado diversas vias de sefalizacion intracelular
relacionadas con los efectos de la melatonina, comprobando que su
administraciéon a dosis farmacologicas es capaz de inducir principalmente a
JNK1,2,3 y a p38 (Fig. 13).
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Hemos profundizado también en el anélisis de cual es el receptor celular
mas implicado. Se ha descrito que existen varios receptores celulares de la
melatonina, tanto a nivel de membrana como citosélico o nuclear. Los efectos
antitumorales de la melatonina parecen relacionados principalmente con el
receptor de membrana MT1, puesto que cuando lo inhibimos quimicamente
desaparecen dichos efectos (Fig. 14) (Carbajo-Pescador et al., 2009, 2011).

RECEPTORES CELULARES DE
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Figura 14. Receptores celulares de la melatonina.

Curiosamente, los efectos antiproliferativos y pro-apoptoticos que la
melatonina exhibe sobre los hepatocitos tumorales no se dan cuando la hemos
administrado a hepatocitos sanos provenientes de biopsias de pacientes. Lo que
parece indicar que esta sustancia, administrada en altas concentraciones, seria
solo toxica para los hepatocitos malignos y no tendria efectos negativos
significativos sobre los sanos (Carbajo-Pescador et al., 2009, 2011).

Mas recientemente, hemos obtenido prometedores resultados que nos
indican que parte del efecto pro-apoptoético de la melatonina podria estar

52 FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AMBIENTALES. UNIVERSIDAD DE LEON



AMBIOCIENCIAS - REVISTA DE DIVULGACION CIENTIFICA

relacionado con su capacidad para inducir la expresion de la proteina pro-
apoptotica Bim mediante un mecanismo dependiente del factor de
transcripcion FoxO3A (que hemos sido capaces de bloquear cuando
silenciabamos mediante siRNA a dicho factor de transcripciéon). Estos tltimos
experimentos, junto con otros relacionados con la angiogénesis en el HCC,
todavia no han sido totalmente concluidos ni publicados, por lo que no parece
conveniente por el momento su divulgacion en detalle.

La importancia de la colaboracion de un buen equipo

Como hemos indicado al principio de este pequefio articulo de
divulgacion, para que la ciencia avance es muy importante la formacion de
nuevos investigadores y la colaboracion de diferentes profesionales. Aunque
suene topico, la investigacion consiste en un trabajo muy intenso, que muchas
veces no entiende de domingos y festivos, que debe realizarse en grupo y de
forma muy comprometida. Nosotros tenemos la suerte de formar un grupo
multidisciplinar que trabaja de forma integrada; asi los resultados obtenidos
por nuestro grupo en esta area de estudio son fruto del trabajo en IBIOMED de
varios investigadores basicos (como Sara Carbajo Pescador, Javier Martin
Renedo, Maiara Piva, Raquel Ordoiiez, Javier Gonzalez-Gallego o José Luis
Mauriz), clinicos (como Andrés Garcia Palomo, Pedro Linares, Francisco
Jorquera, José Luis Olcoz o Jests Culebras) y la colaboracién de investigadores
de otros centros de prestigio tanto nacionales como internacionales.
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