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1. ABREVIATURAS

A

ACD: Gen homodlogo de la displasia adrenocortinal. Gen de gran
importancia durante la melanogénesis.

AKT: Este gen codifica para tres proteinas pertenecientes a la familia de las
quinasas de serina/treonina que son susceptibles de ser fosforiladas por
PI3K.

AXIN: proteina citoplasmatica que es capaz de inhibir la sefializacién de la
via del WNT e interviene en la regulacién de la B-catenina.

APC: La proteina APC actia como supresor tumoral. Su funcién es regular
la segregaciéon de cromosomas durante la mitosis y también estd
relacionada con los procesos de migracion y adhesién celular y la
regulacién de la B-catenina y la ruta del WNT.

APAF1: Factor activador de la proteasa apoptdtica. La proteina APAF-1,
qgue es una de las principales moléculas sefializadoras en la apoptosis
intrinseca, tiene la capacidad de responder a la liberacién de citocromo ¢
desde la mitocondria, favoreciendo la formacion del apoptosoma.

ATG: Genes relacionados con la autofagia. Es una familia de genes cuyas
proteinas intervienen en los procesos de autofagia.

AP-1: Proteina activadora-1. Factor de transcripcidon dimérico compuesto
por proteinas pertenecientes a la familia JUN, FOS o ATF (factores
activadores de la transcripcion).

B

BAP1: Proteina 1 asociada a BRCAL. Es un gen con actividad supresora de
tumores y su producto, la BAP1, es una hidrolasa ubiquitina carboxi-
terminal que regula un gran numero de procesos celulares, como la
reparaciéon del ADN, el control de la progresiéon del ciclo celular, la
modificacion de la cromatina, la apoptosis o la respuesta inmune.

BRCA1: Gen del cancer de mama 1. Su producto es una fosfoproteina
nuclear con un papel fundamental en la estabilidad genética y actividad
supresora tumoral.

BRCAZ2: Gen del cancer de mama 2. La proteina codificada por este gen
interviene en el mantenimiento de la integridad genética de la célula y la
respuesta de la misma ante el dafio a su ADN.
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BRAF: Homoélogo B1 del oncogen viral V-Raf del sarcoma murino. Se trata
de un proto-oncogén que codifica para la proteina B-RAF, que pertenece a
la familia RAF y posee actividad serina/treonina quinasa.

BRAF V600E: Mutacién V600E del proto-oncogén B-RAF. Esta mutacion
especifica del gen B-RAF suele ir ligada a un aumento en la proliferacion
celular y la agresividad de las células neoplasicas.

C

CMT: Célula madre tumoral.

CDK: Quinasas dependientes de ciclinas. Familia de proteinas que se unen
a ciclinas especificas para formar complejos activos capaces de fosforilar
dianas moleculares especificas.

CDKN2A: Inhibidor de la quinasa dependiente de la ciclina 2A. Este gen
codifica para distintas proteinas, siendo las mds estudiadas p16 (INK4A) y
p14 (ARF). Participa en el control de la diferenciacion, division y muerte
celular.

CK1: Caseina quinasa 1. Se caracteriza por su tendencia a utilizar proteinas
acidas (como la caseina) como sustrato. Puede fosforilar una gran cantidad
de moléculas y participa en la seiializacion de WNT y en la segregacion
cromosdmica durante la mitosis.

C-FLIP: Proteina inhibidora de la enzima conversora de IL-1 similar al
dominio de muerte asociado a FAS. Se trata de un regulador maestro anti-
apoptético que también interviene en la regulacion de la necrosis y la
autofagia.

CAT: Catalasa. Es una enzima que cataliza la degradacién extracelular e
intracelular del peréxido de hidrégeno.

COX-2: Ciclooxigenasa 2. Es la forma inducible de la prostaglandina-
endoperoxidasa sintasa (PTGS) y participa en la generacion de prostanoides
y prostaglandinas a partir de acido araquiddnico libre (no asociado a la
bicapa lipidica de la membrana plasmatica).

D

DVL-1: Homdlogo humano del gen desordenado de Drosophila. Codifica
para una fosfoproteina citoplasmatica (DVL) que regula la proliferacion y
actia como molécula transductora de sefiales durante el desarrollo
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embrionario. Participa tanto en la via candnica como en la no candnica de
la sefializacién de WNT.

DR4: Receptor de muerte 4. Proteina que actia como receptor tipo TNF y
cuyo ligando es TRAIL (APO2), que induce la apoptosis. Capaz de unir FADD
y TRADD.

DR5: Receptor de muerte 5. Proteina que actia como receptor tipo TNF y
cuyo ligando es TRAIL (APO2), que induce la apoptosis. Capaz de unir FADD
y TRADD.

DISC: Complejo de sefalizacion inductor de muerte. Es un complejo
formado por distintas proteinas pro-apoptdticas. Se compone de un
receptor de muerte celular, FADD y caspasa 8. La activacion del receptor
comienza el proceso de formacion de DISC, que desembocard en la
apoptosis.

E

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico. Se trata de una
proteina transmembrana que sirve de receptor para ligandos de la familia
de los factores de crecimiento. Pertenece a la familia ErbB.

ErbB: Homodlogo del oncogén viral de la leucemia eritroblastica. Es un
receptor de superficie celular tipo tirosina-quinasa estructuralmente
emparentado con EGFR y que interviene en las rutas de sefializacidon de
PI3K/AKT y RAS/RAF/MAPK. Promueve la proliferacién e inhibe Ia
apoptosis.

ERCC: Proteina de reparacién por escisién. El producto de este gen es
necesario para la reparacion de lesiones del ADN por accién de la luz
ultravioleta o productos quimicos como el cisplatino.

ERK: Quinasa regulada por sefiales extracelulares. Es una de las
principales moléculas sefializadoras de la ruta de proteinas quinasas
activadas por mitdgenos (MAPK).

F

FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos. Se trata de una familia de
proteinas con capacidades mitogénicas y de supervivencia. Intervienen en
los procesos de migracion y metdstasis de las células cancerosas.

FADD: Proteina adaptadora del dominio de muerte asociada a FAS. La
proteina codificada por este gen es una molécula adaptadora que

3



ABREVIATURAS

interactua con distintos receptores de superficie y actla como
intermediaria en la apoptosis.

FLIP: Inhibidor celular proteico de FLICE, también Ilamado CFLAR. Es un
gen clave en la regulacién de la apoptosis y su producto es
estructuralmente similar a la caspasa 8.

FOXO: Proteina O de caja de cabeza de tenedor. Grupo de genes que
codifican para una familia de factores de transcripcién llamada de cabeza
de tenedor, que se caracterizan por contar con un dominio de este tipo en
su estructura. Juega un papel en el proliferaciéon y diferenciacidon de las
células.

G

GLOBOCAN: Observatorio Global del Cancer. Web desarrollada por el
Centro Internacional de Investigacion sobre el Cancer.

GNAAQ: Subunidad a de la proteina de unién a nucleétidos de guanina. La
proteina para la que codifica este gen es la subunidad a de clase Gqg, que se
une al dominio transmembrana de su receptor para activar a la fosfolipasa
c- B.

GAP: Genes que intervienen el establecimiento de los distintos segmentos
embrionarios durante el desarrollo de la larva de Drosophila.

GTP: Guanosin trifosfato. Nucledtido compuesto por ribosa, guanina y un
grupo trifosfato que se utiliza como fuente de energia. Se genera en el ciclo
de Krebs. Hay proteinas cuya conformacién cambia hacia una forma activa
cuando se encuentran unidas a GTP.

GDP: Guanosin difosfato. Suele encontrarse unido a proteinas G en su
forma inactiva.

GSK-3p: Glucdgeno sintasa quinasa 3 B. El producto de este gen es una
proteina con actividad serina-treonina quinasa que pertenece a la familia
de las glucdgeno-sintasas quinasas. Es un regulador negativo de la
homeostasis de la glucosa e interviene en procesos de metabolismo
energético, inflamacidn, disfuncién mitocondrial y apoptosis.

GPX: Glutatidn peroxidasa. Las proteinas derivadas de este grupo de genes
catalizan la reduccién del perdéxido de hidrégeno por el glutation,
protegiendo a la célula del estrés oxidativo.

GSH: Forma reducida del glutation. Actia como donante de electrones y
actua como antioxidante enddégeno no enzimatico.
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GST: Glutatién S-transferasa. Enzima multifuncional implicada en procesos
de detoxificacion que principalmente se encarga de canalizar la oxidacion
del glutatiéon reducido.

IGFR: Receptor del factor de crecimiento 1 similar a la insulina. Receptor
transmembrana con actividad tirosina-quinasa que se activa al unir IGF
(Factor de Crecimiento Similar a la Insulina). Interviene en procesos de
proliferacion y supervivencia en células tanto normales como neoplasicas.
IL-1: Interleuquina-1. Citoquina que juegan un papel esencial en los
procesos de respuesta inmune e inflamacion.

IKK-: También llamada IKK2 o IKBKB. Esta proteina fosforila a la molécula
inhibidora de NF-kB cuando ambos factores se encuentran unidos
formando un complejo.

JNKK1: Conocido alternativamente como MKK4, MAPK2K4, SERK1 o
MEK4. Su proteina asociada pertenece a la familia de las MAPK y participa
en una amplia variedad de procesos como la proliferacién, la diferenciacidon
celular y la regulacién de la transcripcion.

JNK1: También llamado MAPKS8. Proteina que pertenece a la familia de las
MAPK y participa en una amplia variedad de procesos como la
proliferacion, la diferenciacion celular y la regulacidn de la transcripcion.

K

KIT: Igualmente denominado proto-oncogén c-Kit, codifica para una
proteina que actla como receptor tirosina-quinasa capaz de fosforilar
numerosas proteinas intracelulares implicadas en procesos como la
melanogénesis, la proliferacion, la migracién celular o la apoptosis.

LKB1: También conocido como gen STK11, codifica para la proteina serina-
treonina quinasa 11, que controla la polaridad celular y puede actuar como
supresor tumoral.
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LDH: Lactato deshidrogenasa. Esta proteina cataliza la conversion de L-
lactato a piruvato como paso final en la glicolisis anaerobia.

M

MAPK: Proteinas quinasas activadas por mitogenos. Estas proteinas
forman una familia que puede dividirse en distintos grupos, entre los que
se puede encontrar ERK, JNK/SAPK o p38/SAPK. Forman parte de cascadas
de sefializacién que regulan una amplia variedad de funciones bioldgicas.
MEK1: También llamado MAP2K1. Proteina que forma parte de la familia
de las MAPK y es capaz de activar a ERK1 y ERK2.

MEKK: También llamada MAPKKK1 o MAP3K1. Poteina quinasa de serina/
treonina que participa en la sefializacidon por ERK y JNK, asi como en la ruta
del NF-xB.

MITF: Factor de transcripcidon asociado con microftalmia. Este factor de
transcripcién regula el desarrollo de los melanocitos y es responsable de la
transcripcién de distintas moléculas implicadas en la melanogénesis.
MTOR: Pertenece a la familia de las quinasas relacionadas con la
fosfatidilinositol quinasa y actia como mediadora celular en la respuesta al
estrés provocado por el dafio al material genético, la ausencia de
nutrientes, etc.

MDMZ2: Doble minuto murino 2. Es un proto-oncogén cuya proteina
asociada puede promover la formacidon de tumores mediante la inhibicion
de moléculas supresoras de tumores, como p53.

MYC: Homologo del oncogén viral de la mielocitomatosis aviar. También
llamado c-Myc, es un proto-oncogén que codifica para una fosfoproteina
nuclear que juega un papel fundamental en la progresion del ciclo celular y
la apoptosis. La amplificaciéon este gen puede encontrarse en numerosos
canceres humanos.

N

NF1: Neurofibromina 1. Esta proteina actia como regulador negativo en la
ruta de sefializacion de RAS.

NF2: Neurofibromina 2. Gen que codifica para la proteina merlina,
también llamada schwannomina, que funciona como molécula de anclaje
del citoesqueleto a la membrana plasmatica.
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NRAS: Homélogo del oncogén viral RAS del neuroblastoma que codifica
para una proteina de membrana que se mueve entre el aparato de Golgi y
la membrana plasmatica y que posee actividad GTPasa intrinseca.

NOX: Grupo de genes que codifican distintas NADPH-oxidasas.
Generalmente transfieren electrones a través de distintas membranas
bioldgicas.

NIK: También llamado MAP3K14. Codifica para la proteina activada por
mitégenos quinasa quinasa quinasa 14, que es una quinasa de serina/
treonina. Al unirse a TRAF2 se estimula la via de NF-kB.

MMP: Metaloproteinasas de la matriz extracelular. Funcionan degradando
proteinas que se encuentran fuera de la célula y juegan un papel esencial
en los fendmenos de morfogénesis, remodelado tisular en respuesta al
dafio, etc.

NF-kB: Factor Nuclear kB. Se trata de un grupo de proteinas que actuan
como mediadores fundamentales en la regulacion de la respuesta inmune e
inflamatoria y también interviene en la apoptosis.

P

PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas. Es una de las
proteinas que regulan el crecimiento y la divisién celular.

PAI-1: Inhibidor del activador del plasminégeno. También llamado
SERPINE1, este gen codifica para un miembro de la familia de los
inhibidores de proteasas de serina. Es la proteina principal en la inhibicion
del activador del plasmindgeno tisular y la uroquinasa, por lo que actua
inhibiendo de manera general la fibrinolisis.

PTEN: Homdlogo de fosfatasa y tensina. Es un gen supresor de tumores
gue se encuentra mutado con mucha frecuencia en una amplia variedad de
tipos tumorales. Codifica para la fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 3-
fosfatasa y regula negativamente la via del AKT.

P53: Proteina con actividad supresora tumoral que actua respondiendo a
diversos tipos de estrés celular, induciendo la parada del ciclo celular, la
senescencia, apoptosis, reparacion del ADN u otros cambios en el
metabolismo.

POT1: Proteccion de los Teldmeros 1. Es un gen miembro de la familia de
la telombina y codifica para una proteina nuclear implicada en el
mantenimiento de los telémeros.
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PISK: Fosfatidil inositol 3-quinasa. Forma parte de una de las rutas de
sefializacion de crecimiento y supervivencia mas importantes (PI3K/AKT/
mTOR). Las PI3K son un grupo de quinasas asociadas a los lipidos de la
membrana plasmatica.

P38: Proteina codificada miembro de la familia de las MAPK que actua
integrando distintas sefales bioquimicas para generar efectos en Ia
regulacién de la proliferacidn, la diferenciacién, la transcripcién de genes y
la regulacion del desarrollo. Para activarse requiere la fosforilacion por una
MKK.

PDK1: Isoforma 1 de la piruvato deshidrogenasa (PDH) mitocondrial. Las
PDH son complejos multienzimaticos que catalizan la descarboxilacion
oxidativa del piruvato.

PARP: Poli-(ADP-ribosa)-polimerasa. Grupo de proteinas encargadas de
utilizar NAD* como sustrato para la modificacion con ADP-ribosa de
proteinas receptoras. La mayoria de las PARP son citoplasmaticas y poseen
diversas funciones, como la regulacién de la viabilidad y divisidn celular o la
modificacidon del citoesqueleto.

PLA-2: Fosfolipasa A2. Familia de fosfolipasas que libera acidos grasos y
lisofosfolipidos a partir de fosfoglicéridos. Participan en la regulacién de los
fosfolipidos de las biomembranas.

PGHa2: Prostaglandina H,. Sirve como sustrato para la isomerizacion de
PGE; y es precursora de otras muchas moléculas. Se sintetiza a partir del
acido araquiddnico por accion de enzimas ciclooxigenasas.

PGE:: Prostaglandina E;. Una de las principales moléculas mediadoras en
enfermedades inflamatorias como la artritis reumatoide. Se genera por la
conversién de 4cido araquiddénico mediante la accién de la ciclooxigenasa 2
(COX2).

R

RAS: Proteinas pequeiias con actividad GTPasa que participan en la
regulacidn del crecimiento, diferenciacion y proliferacién celular.

RALGDS: Estimulador de la disociacién de GDP en la proteina RAL. Son
moléculas efectoras en la via de las GTPasas relacionadas con RAS.

RAF1: Homologo del oncogén viral de la leucemia murina V-RAF. Codifica
para proteinas de la familia de las MAPK3. Actdan en la ruta de RAS
activando a MEK1 y MEK2.
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S

SMAC: También llamada DIABLO, es una proteina inhibidora de los
inhibidores de caspasas (IAPs). Esta proteina se encuentra normalmente en
la mitocondria pero se libera al citosol cuando la célula comienza a entrar
en apoptosis. Es entonces cuando se une a IAPs, favoreciendo la activacion
de la cascada de caspasas.

SOD: Superéxido dismutasa. Familia de proteinas que actian como
antioxidantes enddgenos enzimaticos.

STAT3: Transductor de sefial y activador de la transcripcion 3. Esta proteina
pertenece a la familia de las STAT, que son fosforiladas por las quinasas
asociadas a su receptor en presencia de citoquinas o factores de
crecimiento. Entonces dimerizan y se traslocan al nucleo de la célula, donde
actuan como factores de transcripcion.

T

TGF-a: Factor de crecimiento transformante a. Proteina que forma parte de
la familia de citoquinas del factor de crecimiento epidérmico (EGF).

TGF-B: Factor de crecimiento transformante B. Proteina citoquina que
forma parte de la superfamilia de los factores de crecimiento. Son capaces
de unirse a distintos receptores y favorecen tanto el reclutamiento como la
activacion de la familia de factores de transcripcién SMAD, que regulan la
expresion de distintos genes.

TIMP-1: Inhibidor tisular de la metaloproteasa 1. Este gen pertenece a la
superfamilia TIMP, que codifica para distintas proteinas con capacidad
inhibidora de metaloproteasas de la matriz (MMP) y promotora de la
proliferacion.

TERT: Telomerasa transcriptasa inversa. Es una polimerasa de ADN
dependiente de ARN cuya desregulacién podria jugar un papel importante
en la oncogénesis y procesos de transformacién neoplasica.

TRAIL: También Ilamado TNFSF10, APO2L o CD253, este gen codifica para
una citoquina que forma parte del grupo de ligandos para el factor de
necrosis tumoral (TNF). Esta proteina parece inducir apoptosis en células
tumorales pero no en células sanas.

TRADD: Dominio de muerte asociado a TNRF. Proteina que actia como
intermediaria en los procesos de muerte celular programada y la activacion
de NF-kB.
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TNFR: Receptor del factor de necrosis tumoral. Familia de proteinas que
actuan bien activando rutas de seializacidon apoptdticas o induciendo la
expresion de genes implicados en la diferenciacidn y supervivencia celular.

U

UV: Radiacién ultravioleta. Forma de radiacién electromagnética emitida
principalmente por el Sol.

ULK: Quinasa activadora de la autofagia similar a Unc. Es una proteina
quinasa de serina/treonina implicada en la autofagia.

Vv

VEGF-A: Factor de crecimiento endotelial vascular. El factor de crecimiento
sintetizado a partir de este gen tiene la capacidad de inducir la proliferacién
y migracién de células endoteliales vasculares y es esencial en procesos
angiogénicos normales y patoldgicos.

VEGF-R2: También llamado KDR, FLK1 o CD309. Este gen codifica uno de los
dos tipos distintos de receptores de VEGF.

W

WNT: Esta familia de moléculas sefializadoras influye sobre diversos
procesos biolégicos como la apoptosis o la movilidad celular. Es
especialmente importante durante la embriogénesis y se cree que estd
estrechamente ligada a la oncogénesis.

X

XIAP: Inhibidor de la apoptosis ligado al cromosoma X. Proteina que
pertenece a la familia de inhibidores de la apoptosis y que también
interviene en la modulacién de los procesos inflamatorios e inmunitarios,
participa en la homeostasis del cobre, la proliferacion y la capacidad de
invasion y metdstasis.

XO: Xantina oxidasa. Proteina que pertenece a una familia de hidroxilasas
gue intervienen en el metabolismo oxidativo de las purinas.
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ABREVIATURAS

Z

ZAP-70: Proteina 70 Asociada a Z. También llamado SRK o STD, este gen
tiene como producto una proteina tirosina quinasa con un papel
importante en el desarrollo de las células Ty la activacidn linfocitaria.
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2. INTRODUCCION

2.1. CANCER

2. 1. 1. Definicion

La Organizacion Mundial de la Salud define el cancer como un grupo de
enfermedades cuya caracteristica definitoria es la multiplicacién rapida de
células anormales y con capacidad para invadir tejidos circundantes,
pudiendo dispersarse asi a otras partes del cuerpo (1).

El cdncer no es una Unica enfermedad sino una agrupacion heterogénea de
dolencias de naturaleza neopldsica con caracteristicas comunes. Su origen
se considera genético, ya que su aparicion estd causada por mutaciones en
el ADN y cambios en el epigenoma, que alteran la expresion genética
normal aumentando la capacidad de multiplicacion y divisién celular (2).

Existen mas de 100 tipos distintos de cancer, la mayoria de ellos obtienen
su nombre a partir del érgano o tejido en el que se forman y cada uno de
ellos puede considerarse como una enfermedad independiente, con un
origen, evolucion y tratamiento que puede ser totalmente diferente (3).

A nivel experimental y durante los cultivos celulares, se considera que una
célula expresa un genotipo maligno cuando se cumplen una serie de
requisitos: las células del cultivo han evolucionado a partir de una Unica
célula original, son capaces de crecer en ausencia de factores de
crecimiento, tienen la capacidad de cruzar membranas artificiales
introducidas en los sistemas de cultivo y pueden generar tumores si son
inyectadas en ratones inmunodeprimidos.

Mas recientemente se ha establecido un criterio molecular que permite
identificar las células cancerigenas en funcién de las siguientes
caracteristicas exclusivas de este tipo de célula maligna: inmortalidad
replicativa, independencia de sefales de crecimiento, insensibilidad a
inhibidores del crecimiento, evasion de la apoptosis, capacidad de invasiéon
y metdastasis, reprogramacion del metabolismo energético, evasion del
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sistema inmune, contribucion al mantenimiento de un microambiente
inflamatorio e inestabilidad y mutacion en su genoma.

Cabe destacar que las células que se encuentran formando parte de una
masa tumoral no son generalmente de una Unica clase, siendo por tanto los
tumores un tejido complejo y heterogéneo, con células con diferente
morfologia y caracteristicas bioldgicas. Una de las principales propiedades
de las células cancerosas es su exagerada capacidad de divisién, que
favorece la aparicion de nuevas mutaciones en las subsecuentes
generaciones. Esta heterogeneidad dificulta el establecimiento de un
tratamiento éptimo y se relaciona con un prondstico menos favorable (4).

Para explicar esta variabilidad celular contamos con dos modelos: el
modelo de la célula madre tumoral (CMT) y el modelo de evolucién clonal.
El modelo de las células madre tumorales se basa en la hipdtesis que
establece que son estas células madre las que son capaces de originar,
mantener y expandir los tumores, asi como de dar lugar a la
heterogeneidad celular. Por otra parte, el modelo de evoluciéon clonal
sugiere que son los cambios genéticos y/o epigenéticos que ocurren en la
divisién de las células tumorales los que favorecen la acumulaciéon de
mutaciones beneficiosas en sus clones, que competirian con otros con
mutaciones distintas por el microambiente. Esta competitividad excluyente
seria por tanto el origen de la pluralidad celular dentro de una masa
neoplasica (5).

2. 1. 2. Histopatologia

A nivel histopatoldgico, el cancer se define y clasifica en funcién de las
caracteristicas que exhibe el tejido analizado mediante distintas técnicas de
microscopia que permiten la distincion entre células normales y
neoplasicas. Las células tumorales se podran diferenciar del tejido sano al
observar su morfologia, la arquitectura tisular que las rodea, la forma y
color del nucleo celular y las estructuras mitéticas formadas durante su
division (6).

Las neoplasias benignas son tumores cuyas células tienden a estar
relativamente bien diferenciadas, por lo que no han perdido totalmente su
funcién original, permitiendo que el tejido tumoral se asemeje al original.
Se trata de neoplasias raramente letales pero que pueden causar
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problemas de salud dependiendo de su localizacion al obstruir o presionar
estructuras orgdnicas (7).

Las neoplasias malignas pueden invadir y destruir la arquitectura tisular
normal y dispersarse a otras partes del organismo. Estdn compuestas por
células que han perdido tanto la capacidad de auto-controlar su
proliferacion como la diferenciacion propia del tejido al que pertenecen. Se
trata de tumores potencialmente mortales, que causan isquemia y lesiones
titulares mientras se desarrollan.

La histopatologia permite clasificar los tumores (Figura 1) en funcién del
tejido u organo de origen, el tipo de células que lo conforman, el tamafio
general de la masa neoplasica, si el tumor se ha diseminado hacia los
ganglios linfaticos cercanos y el potencial expresado por las células para
seguir creciendo y metastatizar (8).

Sistema TNM

Estadio 0

Estadio 3

Estadio 4

Melanoma Melanoma Melanoma Melanoma que | Melanoma que
confinado en la | localizado en extendido ha invadido ha llegado a
region las capas hacia la dermis nédulos otros érganos
epidérmica | superficiales de cercanos
la piel

Figura 1. Estadios del Melanoma. Actualmente el sistema mas extendido para determinar
el grado de un tumor es el TNM (origen del Tumor, extensién hacia Nodulos adyacentes,
Metastasis hacia otros 6rganos). Se considera que los tumores de grado 0 y 1 son benignos
o de bajo riesgo, mientras que los del grado 2 pueden variar de riesgo intermedio a alto y
los tumores de grados 3 y 4 siempre se consideran tumores avanzados y de alto riesgo.

Atendiendo a la célula originaria del tumor, los principales tipos de cancer
suelen adscribirse a una de las siguientes familias (9-11):
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e Carcinomas: Tumores que se inician en la piel o en la superficie de los
drganos internos (epitelios). Es el tipo tumoral mas frecuente (85 de cada
100 nuevos casos son carcinomas).

e Sarcomas: Pueden originarse en tejido &éseo, muscular, graso,
cartilaginoso o en vasos sanguineos (tejidos conectivos). Es muy poco
comun y conforma sélo un 1% de los canceres diagnosticados.

e Leucemias: En este tipo de cancer no se forman tumores. La médula ésea
sintetiza un numero anormalmente alto de células blancas que son
inmaduras y no funcionan adecuadamente. Esto dificulta la capacidad del
organismo para mantener el suministro de oxigeno constante en todos
los d6rganos y tejidos asi como para distribuir adecuadamente los
nutrientes.

¢ Linfomas: Son neoplasias propias del sistema linfatico y en este grupo
cabe distinguir entre linfoma de Hodgkin (LH) y linfoma no-Hodgkin
(LNH). En ambos casos se ve afectada la capacidad del organismo para
combatir infecciones.

e Mielomas: Constituyen un tipo de cancer que afecta a aquellas células
plasmdticas que forman parte del sistema inmune. Estas células
plasmaticas neoplasicas se dividen de manera descontrolada y acumulan
en la médula ésea, donde generan anticuerpos aberrantes.

e Canceres de Piel: Los melanocitos son un tipo celular que se encuentra
en la epidermis y cuya funcién principal es producir melanina, un
pigmento que da color a la piel, los ojos y el pelo. Los canceres de piel
suelen dividirse en dos grandes sub-grupos: melanoma y no-melanoma.
El melanoma es el cancer de piel mas agresivo, debido a que puede
extenderse a otras partes del cuerpo originando metastasis.

e Canceres del Sistema Nervioso Central: Se trata de tumores de cerebro o
médula espinal. La clase mas comun de cancer del sistema nervioso
central es el glioma, que es un tumor generalmente benigno y de
crecimiento muy lento.
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2. 1. 3. Epidemiologia

El cancer es un trastorno de incidencia global que constituye una de las
principales causas de mortalidad y morbilidad en todas las regiones del
mundo (Figura 2). Durante los ultimos afos, el nimero de casos de esta
dolencia se ha visto significativamente incrementado, sobre todo en los
paises desarrollados, donde se posiciona como la principal causa de
muerte. Se estima que en 2020 fueron diagnosticados unos 19,3 millones
de nuevos casos y se contabilizaron casi 10 millones de muertes asociadas
(12). En cuanto a las previsiones para 2021, la American Cancer Society
esperaba que la cifra de nuevos diagndsticos asciendiera a los 1,89 millones
s6lo en Estados Unidos, de los cuales 106.110 se corresponderian con
tumores de tipo melanoma (13). Asi mismo, GLOBOCAN ha estimado que
se diagnosticaran aproximadamente 30,2 millones de nuevos casos de esta
enfermedad para 2040 (14).

Nuevos Casos Nuevos Casos Segun su Origen en Ambos Sexos

30.2 Millones

Colo-rectal

d Q Prostata

16,4 Millones 13,9 Millones .
de nuevos de nuevos Cervix Higado
casos casos uterino

Eséfago Estémago

Figura 2. Proyeccion Estimada de la Incidencia y Mortalidad de los Nuevos Casos de
Cancer a Nivel Mundial para el 2025. La Organizaciéon Mundial de la Salud estima una
media de 19,3 millones de nuevos casos de cancer, con 9,95 millones de muertes
asociadas. Los tipos tumorales mas comunes seran: cancer de pulmén, colon y prostata en
el caso de los hombres, y de pulmén, colon y mama en el de las mujeres.

En Espafia se estimé que habria mas de 276.000 nuevos casos
diagnosticados durante 2021, de los cuales 159.000 aparecerian en
hombres y 117.000 en mujeres. El cancer de colon seria, segun este
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modelo, el tipo tumoral que presentaria una mayor incidencia (43.000
nuevos casos) seguido por el cadncer de prostata (35.800 nuevos casos) vy el
de mama (33.400 nuevos casos) (15).

Gracias a los avances efectuados durante las Ultimas décadas en el
conocimiento de la etiologia del cancer y el progreso en la deteccidn
temprana, el tratamiento y la prevencion de esta enfermedad, se ha
conseguido disminuir notablemente la mortalidad (especialmente en paises
industrializados). Sin embargo, y a pesar de estos notables adelantos, la
incidencia continla aumentando. Se considera que este fendmeno se
encuentra intimamente relacionado tanto con el aumento en la esperanza
de vida como al impacto de los cambios en los habitos de vida.

2. 1. 4. Etiologia

Una célula tumoral se origina por la acumulacidon de cambios o mutaciones
en su ADN. Por consiguiente, cualquier agente que provoque dafio al
material genético puede considerarse cancerigeno. A ello se afade que
también se han encontrado evidencias de mutaciones genéticas que
pueden transmitirse a la descendencia y que predisponen a padecer ciertos
tipos de cancer (Tabla 1).

Desde la primera mitad del siglo XX la comunidad cientifica se ha esforzado
en establecer y categorizar los principales factores que intervienen en el
desarrollo de un tumor. Actualmente estos factores de riesgo se dividen en
funcién de su naturaleza biolégica y de su inevitabilidad (16). Asi nos
encontramos con la siguiente clasificacion:

e Factores Intrinsecos: Alteraciones durante la replicacion del ADN. A
mayor esperanza de vida, mayor probabilidad de que en algin momento
de la existencia del individuo se produzca un error de este tipo.

e Factores Extrinsecos: En esta categoria encontramos factores exégenos
(agentes carcindégenos y oncovirus), habitos de vida (dieta, actividad
fisica, tratamientos hormonales, tabaco) y factores enddgenos
parcialmente modificables (sistema inmune, metabolismo, niveles
hormonales, etc.).
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Por su naturaleza, los factores de tipo intrinseco deberian asociarse a una
incidencia constante entre las distintas poblaciones, ya que las tasas de
mutacién no varian dentro de los individuos de una misma especie,
mientras que los factores extrinsecos estan ligados al ambiente y forma de
vida de cada sujeto.

Tabla 1. Tipos de Factores de Riesgo para el Desarrollo del Cancer.

Factores de Riesgo Intrinsecos Factores de Riesgo Extrinsecos

Endégenos Exdgenos
Errores aleatorios durante la replicacién del Envejecimiento celular Radiacion
ADN
Susceptibilidad genética Carcinégenos
Reparacion del ADN Oncovirus
Hormonas Malos habitos de vida
Factores de crecimiento
Inflamacion
No modificables Parcialmente modificables Modificables

Los factores de riesgo para el desarrollo de un tumor pueden dividirse en dos grandes
categorias: factores intrinsecos (no modificables) y factores extrinsecos (modificables o
parcialmente modificables). Los primeros derivan de los errores aleatorios en la replicacion
del ADN dentro del propio individuo, mientras que los segundos pueden tener naturaleza
exdégena o enddgena y se relacionan con los cambios epigenéticos derivados de las
condiciones ambientales y los habitos de vida.

Actualmente existe un debate a cerca de la importancia de cada uno de
estos factores en el desarrollo de céncer. Diversos estudios sugieren que los
factores ambientales, como el humo del tabaco, la exposiciéon a la luz
ultravioleta o una dieta rica en grasas, contribuyen hasta un 90% en el
computo de las probabilidades que tiene un individuo de desarrollar cancer
a lo largo de su vida (17). Sin embargo otras investigaciones sugieren que
solo puede atribuirse hasta un tercio la influencia de este tipo de factores
en la incidencia de esta enfermedad, estableciendo que la mayoria de casos
se deben a las mutaciones aleatorias durante la replicacién del ADN (18).

2. 1. 5. Caracteristicas Distintivas de las Células Cancerosas

En una investigacion publicada en el afilo 2000, Hanahan y Weinberg
propusieron un modelo que definia las seis caracteristicas principales de
una célula tumoral: potencial replicativo ilimitado, independencia de
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sefiales de crecimiento, insensibilidad a inhibidores del crecimiento,
evasion de la apoptosis, angiogénesis mantenida y capacidad de invasién y
metdstasis (19). Una década mads tarde (Figura 3), los mismos autores
afladieron cuatro nuevas caracteristicas: reprogramacion del metabolismo
energético, evasion del sistema inmune, inflamacién e inestabilidad
gendmica y mutacion (20).

1. Inmortalidad Replicativa: La propiedad mas esencial para que una
célula sea considerada tumoral es su potencial ilimitado de replicacién.
Las células humanas no patogénicas tienen una media de 50
duplicaciones antes de entrar en senescencia. En contraste, las células
cancerosas se dividen un numero infinito de veces, por lo que se las
considera inmortales. Los teldémeros son secuencias de nucledtidos
repetitivos en las extremidades mas distales de los cromosomas y se
acortan con cada divisién celular. Cuando la longitud del telémeros llega
a un punto lo suficientemente bajo, la célula no se dividird mas. La
célula tumoral consigue evitar el acortamiento de los telémeros
manteniendo unas concentraciones altas de telomerasa, una enzima
clave en el mantenimiento de los telémeros y cuya funcién es evitar
este envejecimiento celular (21).

2. Independencia de Senales de Crecimiento: Las maquinaria para que
una célula crezca y se divida se pone en marcha mediante la unidn
especifica de factores de crecimiento a sus receptores en la superficie
celular. Esto normalmente conlleva una unidn reversible mediante la
fosforilacion de residuos de serina, treonina o algun tipo de aminodcido
del receptor. Este cambio molecular actia como interruptor para la
sefalizacion downstream de distintas enzimas efectoras y segundos
mensajeros, que finalmente provocan la activacion de factores de
transcripcién en un proceso denominado transduccion de la sefal. Esta
cascada de sefalizacion permite amplificar el estimulo inicial. Las
células cancerigenas son autosuficientes en este sentido, ya que no
dependen de la presencia de estos factores de crecimiento
extracelulares para crecer y multiplicarse (22). Se sabe que algunos
oncogenes actlan modificando este proceso de transduccion de la
sefal, bien generando sus propios factores de crecimiento (por
ejemplo, el glioblastoma produce PDGF), aumentando la cantidad de
receptores de superficie para ellos (los tumores mamarios pueden
sobreexpresar EGFR/erbB) o por la mutacion de alguno de los
componentes moleculares implicados en la cascada de sefializacidn,
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que provoca la activacidn constitutiva de la via (mutaciones de Ras en
cancer de pulmoén)

Independencia
Inflamacién de Senales de
Crecimiento

Evasion del Insensibilidad a
Sistema Inhibidores del
Crecimiento

Reprogramacion del Evasion de
Metabolismo Apoptosis
Energético

Invasion y Angiogénesis
WEERENS Mantenida

Figura 3. Caracteristicas del Cancer. Este grafico ilustra las 10 caracteristicas esenciales
de las células cancerigenas, que se establecieron para intentar estructurar y clasificar las
propiedades tumorales y mejorar asi la comprension del cancer.

3.

Insensibilidad a Inhibidores del Crecimiento: Los procesos de
crecimiento, diferenciacion, senescencia y muerte estan controlados
por el ciclo celular. Las sefales antiproliferativas pueden encontrarse en
forma de inhibidores del crecimiento solubles o fijados en la matriz
extracelular y son especialmente importantes en la transicion de la fase
G; hacia la S. Las células cancerosas tienen la capacidad de ignorar a
este tipo de molécula inhibidora, lo que les permite avanzar por el ciclo
celular y replicarse indefinidamente. Las moléculas con actividad
quinasa son un pilar esencial para esta maquinaria, junto con la
activacion/desactivacion de quinasas dependientes de ciclinas (CDKs) y
la accién de los inhibidores del sistema CDK o CKls (Figura 4) (23). Los
genes supresores de tumores son esenciales para la correcta reparacion
del ADN, ralentizar la divisién celular e inducir la muerte celular por
apoptosis. Se han identificado docenas de este tipo de genes y se
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conoce que su expresion deficiente o inexistente puede causar cancer.
Un ejemplo de esta clase de gen es el TP53, localizado en el cromosoma
17 y que codifica la proteina p53, con diversas funciones anti-
tumorales: prevenir la progresion del ciclo celular de la fase Gy a la S,
puede aumentar la transcripcién de genes que codifican para proteinas
reparadoras del ADN o inducir la apoptosis cuando el ADN se encuentra
demasiado dafiado para su reparacién. Otro tipo importante de
inhibicidn del crecimiento en células eucariotas es la derivada del
contacto célula-célula, que en situacidon normal previene la divisiéon en
areas con una densidad celular alta. Los principales genes implicados en
este mecanismo son NF2 y LKB1, que suelen encontrarse silenciados o
se expresan ineficientemente en tumores (24).

Evasion de Apoptosis: Kerr, Wyllie y Curie utilizaron en 1972 el término
apoptosis por primera vez en una publicacion cientifica y desde
entonces se ha utilizado para describir un tipo concreto de mecanismo
de muerte celular (25). La apoptosis es una secuencia preprogramada
de suicidio celular que comienza con la condensacién de organulos y la
hinchazén del reticulo endoplasmico. La membrana celular se mantiene
intacta excepto en aquellos lugares donde se formaran los cuerpos
apoptdticos que seran fagocitados. Es un tipo de muerte que no va
asociada a niveles elevados de respuesta autoinmune o inflamacion.
Entre las moléculas que regulan la apoptosis, la familia de las BCL-2 es
una de las mds importantes y contiene tanto miembros con actividad
pro-apoptoética (como BAX) como anti-apoptética (como BCL-2). En las
células de los mamiferos hay dos formas principales distintas por las
gue puede comenzar el proceso apoptdtico: por estimulos
intracelulares o por estimulos extracelulares. En los primeros, el ADN
danado provoca que p53 comience la activacién de miembros pro-
apoptdticos de la familia de BCL-2, esto conduce a la liberacion de
citocromo c desde la mitocondria que activara la via de las caspasas. En
el caso de los estimulos extracelulares, la unién de un ligando
extracelular con su receptor de muerte celular asociado, localizado en
la superficie de la célula, conduce a la formacion y activacién de un
complejo citoplasmatico capaz de activar por si mismo la cascada de
activacion de las caspasas. La apoptosis es un proceso fisioldgico
fundamental que, desde las primeras fases del desarrollo embrionario,
permite la renovacién y remodelacidon de tejidos y la eliminacién de
células anormales, manteniendo un equilibrio homeostatico entre la
proliferacion y la muerte. Las células neoplasicas tienen la capacidad de
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evadir procesos apoptdticos, gracias a que presentan mutaciones en
genes relacionados con las vias de sefalizacion de las caspasas, BCL-2 y
p53, entre otras (26,27).

Angiogénesis Mantenida: Tanto los tejidos sanos como los neopldsicos
requieren de un suministro constante de nutrientes y oxigeno. Para que
un tumor crezca mas de 0,4 mm de didmetro necesitara la formacién de
nuevos vasos sanguineos. Los tumores poseen la capacidad de
favorecer esta formacidon de vasos sanguineos mediante la produccién
de factores angiogénicos. La angiogénesis en tejidos normales estd
regulada por el equilibrio entre factores angiogénicos promotores
(como VEGF-A, FGF o TGF-a y TGF-B) e inhibidores (TIMP-1 o PAI-1). Los
tumores presentan con frecuencia mutaciones que aumentan la
produccidon de factores angiogénicos, la cantidad de receptores de
membrana para ellos y/o alteraciones del ADN que favorecen la
insensibilidad hacia sefiales inhibidores de la angiogénesis (28, 29).

Capacidad de invasién y metdstasis: la capacidad que exhibe un tejido
neoplasico para invadir otros tejidos y metastatizar constituye la
caracteristica histopatoldgica fundamental para discernir entre un
tumor benigno y uno maligno. Es sabido que este proceso invasivo
consta de diferentes pasos secuenciales, también denominados
“cascada metastdsica”. Estas fases comprenderian las siguientes etapas:
invasién a través de la matriz extracelular (MEC), llegada de células
tumorales a la circulacién sanguinea o linfatica, supervivencia al
transporte, penetracién hacia el tejido parenquimatico del nuevo
drgano, supervivencia en el nuevo nicho celular, cambios oncogénicos
en el nuevo microambiente y formacién de nuevos tumores vy
metastasis clinicamente relevantes (colonizacién). Las interacciones
célula-célula y célula-matriz extracelular juegan un papel fundamental
en este tipo de procesos de migracién celular, que estan regulados de
manera principal por moléculas de adhesion como las cadherinas, las
inmunoglobulinas y las integrinas. Alteraciones en estas moléculas o en
sus vias de sefalizacion son comunes en células tumorales con
capacidad metastasica (30, 31).
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Ciclina D
CiclinaE l”’
CiclinaA -
Fase G, FaseS Fase FaseM Fase G,
Ciclina B G,

Figura 4. Fases del Ciclo Celular. Dentro del ciclo celular se distinguen cinco fases
distintas. (I) Fase Go, también llamada fase de Quiescencia: las células normales dejan de
dividirse cuando se dan demasiados contactos célula-célula o cuando no hay factores de
crecimiento en el medio. La mayoria de células de los tejidos adultos se encuentran en esta
fase inactiva del ciclo. (Il) Fase G1: dura de 10 a 14 horas y es la fase previa a la sintesis de
ADN. Tanto las células en fase Go como G1 son sensibles a la presencia de factores de
crecimiento, pero una vez comienza la fase S, la célula se centrara Unicamente en sintetizar
ADN. (Ill) Fase S: dura entre 3 y 6 horas y es en esta fase en la que la célula pasa a ser
diploide. (IV) Fase G2: dura entre 2 y 4 horas y es la fase que se encuentra entre la sintesis
de ADN y la mitosis. (V) Fase M: dura aproximadamente una hora y en ella se producen los
ultimos cambios para poder completar el ciclo celular.

7. Reprogramacion del metabolismo energético: Las células cancerosas
han sufrido un proceso de seleccién natural que facilita la aparicion de
mutaciones que favorecen la adaptacion del metabolismo energético
para compensar su alta tasa de multiplicacién. Normalmente, las
células sanas emplean la fosforilacién oxidativa (formacién de ATP a
partir de la fosforilacion del ADP, utilizando la energia obtenida de la
cadena de transporte electronico) que permite generar la energia
necesaria para la realizacion de sus funciones. En contraste, las células
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neoplasicas tienden a depender mayoritariamente de la glicdlisis
aerdbica (mucho menos efectiva en cuanto a la cantidad de moléculas
totales de ATP que puede producir). Este cambio fundamental del
metabolismo se conoce como efecto Warburg (32).

Evasion del sistema inmune: La “inmunoedicion del cancer” es la
manera que tienen las células tumorales de escapar del sistema inmune
para no ser eliminadas. En tejidos normales, ademas de responder a
infecciones, el sistema inmune monitoriza el estado general de las
células del organismo y es capaz de reconocer y eliminar una gran
cantidad de células cancerigenas. Por esta razdn, las células neoplasicas
qgue se desarrollan hasta formar un tumor se considera que poseen
algun tipo de ventaja evolutiva que les ha permitido evitar su deteccion
y consecuente erradicacion (33).

Inflamacioén: La inflamacién puede definirse como la respuesta natural
del cuerpo ante estimulos potencialmente dafiinos y su objetivo es
neutralizar y eliminar amenazas externas (patdgenos, agentes tdxicos,
etc) e internas (células anormales), asi como favorecer el proceso de
recuperacion o regeneracién tisular. Esta respuesta al dafio estd
caracterizada por provocar hinchazén, aumento de temperatura, dolor,
pérdida de la funcidn del tejido afectado y actividad inmune a nivel
local. Desde hace mucho tiempo se conoce que el microambiente
tumoral constituye un medio rico en componentes inflamatorios,
emulando el entorno de tejidos sanos inflamados. Hoy en dia se
reconoce que aproximadamente un 25% de los tumores diagnosticados
estan ligados a una inflamacién crénica o infecciones de tipo viral o
bacterianas y que existe una relaciéon directa entre la inflamacién
sostenida de un érgano o tejido con el desarrollo de varias patologias,
entre las que encontramos la fibrosis o el cancer (34).

Inestabilidad gendmica y mutacion: Los dafios en el ADN o la aparicion
de mutaciones provocan la detencién de la progresion del ciclo celular,
seguida de la reparacion del material genético o la apoptosis. Se trata
de un suceso aleatorio cuya probabilidad de ocurrir aumenta con cada
division celular. Igualmente, la exposicion a factores genotodxicos
endogenos (como las especies reactivas del oxigeno) o exdgenos (luz
ultravioleta, radiaciones ionizantes, etc) aumentan el riesgo de que
aparezcan anomalias durante la replicacion del ADN. Las células
cancerigenas presentan interferencias en este proceso de reparacién o
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muerte, ya sea por deficiencias en el reconocimiento del ADN alterado,
en su capacidad para repararlo, en los procesos implicados en la
ejecucién de la apoptosis o en la propia maquinaria de regulacion del
ciclo celular. Esta falta de mecanismos de control en la acumulacién de
errores genéticos y anormalidades en el ADN se denomina
“inestabilidad genética” (35) y permite en ultima instancia la
adquisiciéon de las demas caracteristicas propias de una célula
neoplasica. En los canceres hereditarios, la inestabilidad gendmica es el
resultado de una o mas mutaciones en genes con funciones
relacionadas con la reparacion del ADN o con potencial para convertirse
en oncogenes (proto-oncogenes). Por otra parte, en el caso de los
canceres esporadicos o no hereditarios, el mecanismo subyacente que
deriva en la aparicién de un genotipo cancerigeno no esta todavia claro,
pero existen dos hipétesis principales sobre el evento iniciador: por la
pérdida de la funcion de un gen anti-oncogénico o por la generacién de
oncogenes debido al estrés replicativo (36).
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2. 2. MELANOMA

2.2.1. La Piel

El 6rgano de mayor extensién del cuerpo humano es la piel y supone un
15% del peso total de un adulto. Su funcién principal es la de actuar como
barrera contra agentes fisicos, bioldgicos o quimicos potencialmente
nocivos, pero también previene la pérdida excesiva de agua y ayuda en la
termo-regulacion. La piel se compone de tres capas: epidermis, dermis y
tejido subcutaneo.

La capa mas externa es la epidermis, que contiene tres tipos principales de
células:

e Células escamosas: Son células planas que se agrupan formando una
capa compacta, constituyendo la primera barrera de la piel y el estrato
mas grueso de la epidermis. Debido a su desgaste por la exposicién al
medio ambiente, se trata de células que se desprenden constantemente
al morir para dejar paso a una nueva generacion de células escamosas.

e Células basales: Estas tienen forma de bloque, se multiplican
constantemente y se encuentran en la zona inferior de la epidermis. A
medida que maduran, ascienden por la epidermis mientras van
adquiriendo una forma aplanada, hasta que se transforman en células
escamosas.

e Melanocitos: Se localizan entre las células basales y su funcidon principal
es la de producir melanina, un pigmento oscuro responsable de la
coloracién de la piel. Cuando se exponen a la radiacién UV, los
melanocitos sintetizan una mayor cantidad de melanina como
mecanismo de proteccidn ante este tipo de agresion fisica, en un intento
de evitar que la piel se queme. Los melanocitos pueden formar puntos
oscuros en la piel llamados lunares o nevus y la mayoria son de caracter
benigno.

La capa intermedia es la dermis, rica en coldgeno, que es la molécula
principal en el mantenimiento de la arquitectura tisular de la piel. En esta
capa encontramos gran cantidad de tejido fibroso y elastico, asi como
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foliculos capilares, glandulas sudoriparas, nervios y vasos sanguineos vy
linfaticos.

La hipodermis, también llamada tejido subcutaneo, es la capa mas interna
de la piel y estd compuesta principalmente por células grasas y tejido
conjuntivo. Su funcién esencial es la de proporcionar protecciéon a los
organos internos frente a los cambios de temperatura exterior.

2. 2. 2. Caracteristicas Generales del Melanoma

El melanoma es un tipo de cancer de piel que se origina cuando ocurren
cambios neoplasicos malignos en los melanocitos. Debido a que los
melanocitos derivan de la cresta neural (parte del neuroectodermo), es
comun que las células del melanoma tiendan a migrar hacia localizaciones
propias de estos antecesores celulares, como el tracto gastrointestinal o el
cerebro. Se trata por tanto de tumores potencialmente mortales si no se
tratan, debido a la facilidad con la que metastatizan. Hay que destacar que
la supervivencia relativa a los 5 afios para pacientes diagnosticados con
melanoma en estadio 0 es del 97%, mientras que sélo llega al 10% cuando
se trata de pacientes diagnosticados con melanoma en fase 4 (37). Estos
datos remarcan la importancia de un diagndstico temprano y el impacto de
este sobre la supervivencia.

Existen cuatro tipos principales de melanoma, que se clasifican en funcién
de su patrén de crecimiento:

e Melanoma superficial: Aproximadamente un 70% de los melanomas
diagnosticados pertenecen a este tipo (38). Normalmente poseen una
forma aplanada, que puede volverse irregular y elevada conforme pasa el
tiempo. Son lesiones con un promedio de 2 mm de diametro y de colores
muy variados. El melanoma superficial normalmente aparece en el torso
(hombres), en las piernas (mujeres) o en la parte superior de la espalda
(ambos sexos).

¢ Melanoma nodular: Entre un 15% y un 30% de los casos de melanoma
son nodulares (39). Es el segundo tipo mds comun de melanoma y tiende
a crecer mas rapidamente que los demas, por lo que es considerado un
tumor especialmente agresivo. Suele tener una coloracién negro-azulada
o rojo-azulada y comunmente aparece en zonas de la cabeza o el cuello.
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e Melanoma lentigo maligno: Representa el 4-15% de los casos de
melanoma y su aparicion es mas frecuente en mujeres y en personas de
edad media o avanzada (40). Normalmente forma una macula irregular
de tonos parduzcos en zonas dafiadas de manera crdénica por el sol, como
la cabeza o el cuello.

e Melanoma lentiginoso acral: Es un tipo de melanoma que afecta
principalmente a poblaciones de piel oscura (8% de diagndsticos se
vincula a poblaciones de piel clara frente a un 60% que se registra en
poblaciones de piel oscura). Este tipo de melanoma se presenta con
pigmentaciones pardas, azul-grisaceas o rojizas (41).

2. 2. 3. Epidemiologia del Melanoma

La Agencia Internacional para la Investigaciéon contra el Cancer ha
establecido que el melanoma fue el causante de 57.043 muertes en 2020 a
nivel global y durante ese mismo afio se diagnosticaron 324.635 nuevos
casos (42). La mayor tasa de incidencia se da en Europa, con un 46,4%
(150.627 casos), seguida por Estados Unidos, con un 32,4% (105.172 casos).
La mayor tasa de mortalidad se encuentra en Europa (26.360 muertes),
seguida por Asia (11.986 muertes) y Estados Unidos (8.412 muertes).

El cdncer de piel es la neoplasia mds comun en Estados Unidos, siendo el
melanoma el subtipo cuya incidencia ha mostrado un mayor incremento
durante los ultimos afios en poblaciones caucdsicas. La Organizacion
Americana contra el Cancer estimé que en 2021 serian diagnosticados
106.110 nuevos casos solo en dicho pais, con 7.180 muertes asociadas (43).

La Sociedad Espafiola de Oncologia Médica estima en nuestro pais una
media de 6.108 nuevos casos de melanoma, de los cuales 2.430 seran
hombres y 3.678 seran mujeres (44). Sélo de enero a mayo en 2020, la cifra
de muertes derivadas de tumores de tipo melanoma fue de 473, con 277
defunciones en hombres y 196 en mujeres (45).

En Canarias, un estudio realizado en 2021 sobre la incidencia del melanoma

entre 2007 y 2018 mostré que esta comunidad autdnoma se encuentra
muy por debajo de la media nacional y la media propia del sur de Europa a
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pesar de la alta tasa de radiacion ultravioleta que incide en este territorio
(46).

2. 2. 4. Etiologia

Actualmente se considera que el melanoma es una patologia multifactorial,
gue surge por una combinacion de factores genéticos y medioambientales.
La circunstancia mas determinante es la exposicidon a radiacidn ultravioleta
(UV), que desencadena efectos genotdxicos; pero hay otras como el poseer
un fototipo |, Il o lll (Tabla 2), padecer sindrome de nevus displasico familiar
o presentar antecedentes familiares de melanoma (47), que también
influyen en la probabilidad de desarrollar este tipo de cdncer de piel.

e Género y edad: Globalmente la incidencia del melanoma es mayor en
hombres que en mujeres. La localizacién del tumor también varia en
funcion del género, siendo mas frecuente encontrar el melanoma en el
tronco del hombre y en las extremidades inferiores de la mujer. Los
mecanismos por los que se da esta disparidad en el desarrollo del
melanoma en los distintos géneros no estan claros, pero se cree que
intervienen factores hormonales, inmunolégicos y genéticos ligados al
cromosoma X. En cuanto a la edad, el riesgo de desarrollar un melanoma
se incrementa con el paso del tiempo, siendo la edad media de
diagndstico los 65 afios, no obstante este es uno de los tumores mas
comunes en adultos jévenes menores de 30 afios (48,49).

e Nevus: Se considera que los lunares son tumores benignos pigmentados,
pero una alta densidad de nevus en la piel de un individuo se relaciona
con una mayor probabilidad de padecer melanoma (50). Otros factores
importantes a valorar son la presencia de lunares atipicos (mas grandes
de lo normal o con formas irregulares o colores extrafios) o de
nacimiento (nevus congénitos melanociticos).

¢ Factores inmunoldgicos: Un sistema inmunoldgico disminuido a causa de
enfermedades como el VIH (virus de inmunodeficiencia humano) o
tratamientos médicos como la quimioterapia, aumenta el riesgo de
padecer cancer (51).

o Historial familiar: La presencia de melanomas de manera recurrente en
el historial familiar constituye un factor de riesgo de peso, ya que puede
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indicar una causa genética subyacente. Diversos estudios genéticos han
permitido conocer una variedad de genes que podrian aumentar la
predisposiciéon al desarrollo de melanoma y que también pueden
utilizarse para identificar y clasificar las variantes hereditarias del
melanoma. Algunos de ellos son: CDK2A, CDK4, TERT, BAP1, BRCAL,
BRCA2, MITF, POT1 y ACD (52). Se estima que entre un 5y un 10% de los
nuevos casos diagnosticados de melanoma aparecen en individuos con
familiares de primer grado con un diagnostico histolégico previamente
confirmado para esta enfermedad (53), por lo que podrian considerarse
tumores hereditarios.

Tabla 2. Escala Fitzpatrick.

Tipo de Piel Quemaduras Solares Facilidad de Bronceado  Caracteristicas Tipicas

jos azul ver
. Nunca se l:’Ojltha;eso le, de§
Se quema siempre broncea elo rubio o pelirrojo
Pecas
Se quema con Se broncea Ojos azules
mucha frecuencia minimamente Pelo rubio
Se quema Se broncea Ojos oscuros
facilmente gradualmente Pelo rubio o castafio
Se quema Se broncea con Ojos oscuros
v ocasionalmente rapidez Pelo castafio o negro
) Se broncea rapida e Ojos oscuros
\' Casi nunca se quema intensamente Pelo negro
VI Nunca se quema Slempre se broncea Ojos oscuros
intensamente Pelo negro

Los fototipos de Fitzpatrick conforman un sistema de clasificacién numérico de la piel que
fue desarrollado en 1972 con el objetivo de permitir seleccionar de manera adecuada la
dosis 6ptima de luz ultravioleta para cada paciente en el tratamiento de la psoriasis. La
escala original Unicamente contaba con los fototipos del | al IV y fue en 1988 cuando se
anadieron los tonos mas oscuros (V y VI).

e Pigmentacion de la piel: Los fototipos de Fitzpatrick son una manera muy
extendida de clasificar los tipos de piel en funcién de su reaccién a la
exposicion solar. Puede usarse como herramienta para predecir el riesgo
de padecer algln tipo de cancer de piel, pero hay que tener en cuenta
qgue no fue disefada con ese propdsito. Se trata de un cuestionario que
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permite establecer, de manera subjetiva, cinco tipos de piel y que ha
probado su utilidad diagndstica y terapéutica desde 1972 (54-56).

e Exposicion a radiacion UV: Se considera que la exposicién a la luz
ultravioleta procedente del sol es la principal causa en el desarrollo de los
canceres de piel. Una exposicion continuada a este tipo de radiacién o el
desarrollo de quemaduras solares son factores que aumentan la
probabilidad de desarrollar melanoma (57).

2. 2. 5. Genética y Genomica del Melanoma

El melanoma es el causante del 80% de las muertes por cancer de piel y
esto suele deberse a la resistencia que presenta ante la mayoria de los
tratamientos actualmente disponibles, razén por la cual es esencial la
investigacidon en los mecanismos y vias de sefializacién implicados en su
origen, desarrollo, metdstasis y adquisicion de resistencias (58, 59).

El uso del diagndstico y la terapia molecular han permitido establecer
subtipos dentro de este tipo de neoplasia, ademas de ayudar a descubrir
nuevas variantes y facilitar la seleccién del tratamiento mds oportuno para
cada individuo (60-63).

La Comisién Conjunta Estadounidense para el Cancer ha propuesto el
sistema TNM, segun el cual el melanoma se clasifica, como muchos otros
tipos de cancer, en funcidén de las caracteristicas histoldgicas que presenta
el tumor. Sin embargo esta forma de clasificacion puede considerarse
subjetiva, puesto que esta basada en la interpretacién visual de una
muestra. El uso de marcadores moleculares o la detecciéon de ciertas
alteraciones del genoma podria ayudar en este sentido a establecer nuevas
guias terapéuticas o de decision diagndstica en funcidon de caracteristicas
objetivas del tumor.

La tecnologia de la secuenciacion ha permitido establecer que el melanoma
es uno de los canceres mas variables y genéticamente complejos. Este tipo
de neoplasia puede contar con cientos de mutaciones, amplificaciones,
deleciones, traslocaciones o cambios en la metilacién del ADN dentro de un
mismo tumor (64). La gran mayoria de estas lesiones genéticas se
encuentran dentro de la categoria de mutaciones pasajeras, ya que no
conducen de manera directa al desarrollo o progresién de un tumor ni son
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indispensables para la supervivencia del mismo. Por otro lado, las
mutaciones conductoras son aquellas que confieren una ventaja sobre la
capacidad de supervivencia y que conducen a la transformacién neoplasica.
A nivel somatico (Tabla 3) las mutaciones mas comunes son las encontradas
en BRAF, seguidas por las de NRAS y NF1 respectivamente (65-67).

Tabla 3. Genes con Relevancia Clinica cominmente mutados en Melanoma.

Gen Mutado Via de Sefalizacién Afectada Incidencia
BRAF (V600E) MAPK 40-60%
NRAS MAPK, PI3K, RALGDS 15-30%

KIT MAPK, PI3K 1-2%
GNAQ MAPK 80-90%
GNA11 Melanoma uveal

TERT Telomerasa 40-50%

CDK2A Regulacién p53 25-40%
Melanoma familiar
PTEN PI3K 4-8%

La mutacion en el oncogén BRAF se diagnostica aproximadamente en la mitad de todos los
melanomas diagnosticados, otras alteraciones genéticas frecuentes ocurren también en
NRAS, CDK2A y NF1. Por otro lado, cambios en KIT son comunes en melanomas que se
localizan en zonas no expuestas al sol, mientras que las mutaciones en los genes CDKN2A
y ERCC son caracteristicas de las lesiones de caracter hereditario.

1. BRAF (Oncogén viral del sarcoma murino): Codifica para la proteina B-
Raf, que es una protein-quinasa de serina/treonina (fosforila residuos
de serina o treonina) esencial para la via de sefalizacién de MAPK/ERK.
BRAF V600E es la mutacion mas comun de BRAF, causa la activacion
constitutiva de la via MAPK/ERK asi como insensibilidad a los
mecanismos de retroalimentacion negativa, estda implicada en la
activacion posterior de la via MEK/ERK y también con procesos
oncogénicos como la evasion de la senescencia y la apoptosis (Figura 5).
Los tumores con BRAF mutado pueden tratarse con inhibidores
especificos (vemurafenib, dabrafenib y encorafenib) en conjuncién con
inhibidores de MEK, como el trametinib, el cobimetinib o el binimetinib
(68, 69).

2. NRAS (Homoélogo del oncogén viral del neuroblastoma RAS): Fue el
primer oncogén descubierto relacionado con el melanoma vy
aproximadamente un 20% de este tipo tumoral presenta mutaciones
conductoras en este gen, siendo las mas comunes las alteraciones
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genéticas de tipo puntual en el coddn 12 o 61 (70). Codifica para la
proteina RAS, que forma parte de la familia de las GTPasas y puede
encontrarse unida a GTP (isoforma activa) o a GDP (isoforma inactiva).
En condiciones normales, las proteinas GAP se encargan de favorecer la
transformaciéon del GTP a GDP, con lo que facilitan el paso hacia la
isoforma inactiva de Ras. En las formas oncogénicas mutantes, RAS es
insensible a la actividad de las GAP, lo que conduce a una activacion
constitutiva de NRAS, que desencadena a su vez un descontrol en la
maquinaria reguladora de la proliferacidn, facilitando la supervivencia
de las células tumorales con este genotipo aberrante.

BRAF Normal BRAF V600E

. Factor de Crecimiento
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Figura 5. Comparacion Entre Ruta de las MAPK en un Genotipo Normal vs el
Genotipo BRAF V600E. La sefializacion de BRAF comienza tipicamente con la union de
un factor de crecimiento a su receptor transmembrana correspondiente; seguidamente,
RAS es activada por los dominios tirosina/quinasa de dicho receptor, gracias a lo cual sera
capaz de activar a RAF, que conducira entonces a la activacion de MEK y ERK. El efecto
final es el aumento de la proliferacion, la progresion del ciclo celular y la inhibicion de la
apoptosis. En el caso de la mutacion V600E del gen BRAF, esta cascada de sefalizacion se
encuentra alterada, por lo que RAF no necesita la dimerizacion para realizar su funcion.

3. NF1 (Neurofibromina 1): Es un gen de la familia de los supresores de
tumores que se localiza en el cromosoma 17 y que codifica para la
proteina neurofibromina 1. Esta es una GTPasa que regula
negativamente la via de las MAPK, mediante la transformacién del GTP
unido a Ras en GDP.
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En cuanto a las rutas de sefializacion (Figura 6), se ha comprobado que la
via de las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK) y la del
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) juegan un papel fundamental en el
desarrollo de melanoma (71, 72).

Receptor de Factor de Receptor de WNT Receptor de Citoquinas Receptor de
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Figura 6. Principales Rutas de Sefalizacion y Moléculas importantes en el Desarrollo
del Melanoma. () Via del PI3K: Distintos receptores de factores de crecimiento como c-Met
o IGFR pueden activar la ruta de la PI3K. Esta molécula cataliza la transformacion del PIP2
en PIP3, que actuara activando a PDK1, capaz de activar a su vez a distintos miembros de
la familia de las AKT. AKT favorece la supervivencia celular al inducir la expresion o
activacion de proteinas relacionadas con la supervivencia (NF-xB, XIAP o mTOR) e inhibir
proteinas o factores de transcripcion relacionados con la muerte celular (BAD, BAX, BIM,
FOXO). AKT también promueve la progresién del ciclo celular bloqueando inhibidores de
dicha progresion y potencia la actividad de moléculas senalizadoras como la ciclina D o
MYC. Las células del melanoma muestran una activacion constitutiva de esta via. (Il) Via de
las MAPK: Los receptores de diversos factores de crecimiento (como c¢-KIT, IGFR o WNT)
generan sefiales al unir su ligando, que son amplificadas por moléculas adaptadoras como
GRB-SOS vy reclutan distintos miembros de la familia de las proteinas RAS, que activaran a
su vez a otras quinasas como Raf o MEKK. La sub-familia de las B-Raf puede también
activar factores como MEK, por lo que la cascada JNKK1-JNK1 se ve favorecida vy, junto
con ERK, provocara cambios a nivel transcripcional. En el caso del melanoma, la ruta de las
MAPK se encuentra comunmente constitutivamente activada. (lll) Via del WNT: la unién de
WNT a su receptor conduce a la inactivacion de GSK-3[3, lo que impide la degradacion de la
B-catenina, que se transportara al nucleo y participara en procesos de regulacion de la
transcripcion de genes relacionados con la proliferacion, diferenciacion y migracion celular.
Se trata por tanto de una ruta importante y activada en el melanoma. (IV) Citoquinas:
diversas citoquinas pro-inflamatorias (como el TNFa o la IL-1) desempefian un papel
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fundamental en los procesos de inflamacion y tumorigénesis. Eventualmente estas
moléculas son capaces de activar una variedad de receptores moleculares, cuya cascada
de sefializacion asociada converge en la activacion de proteinas como MEK, JNK, p38 e
IxB. Estas rutas de sefalizacién también se encuentran activadas por encima de los niveles
normales en el caso del melanoma. (V) TRAIL: el ligando inductor de apoptosis relacionada
con el factor de necrosis tumoral es un potente agente inductor de la apoptosis extrinseca
que interactia con receptores de muerte celular como DR4 y DRS5. Esta intimamente
relacionado con la formacion del complejo DISC y la cascada de sefializacion de las
caspasas. Las proteinas antagonistas como c-FLIP actuan como inhibidores competitivos
para las caspasas 8 y 10 y pueden también unirse al complejo DISC para evitar la
activacion de otras caspasas. La mayoria de melanomas presentan una expresion conjunta
de ambos tipos de receptores para TRAIL (DR4 y DR5), pero muestran cominmente una
resistencia a TRAIL, por lo que la ruta se encuentra expresada por debajo de los niveles
normales.
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2. 3. TRATAMIENTOS

2. 3. 1. Perspectiva General

La primera evidencia escrita sobre el melanoma la proporcioné Hipdcrates
de Cos en el siglo V antes de Cristo, que es considerado uno de los padres
de la medicina occidental, junto con Galeno. Desde entonces, el esfuerzo
conjunto de la comunidad cientifica ha permitido ofrecer una amplia
variedad de opciones en el tratamiento de esta enfermedad (73-75).

1. Reseccion quirurgica: Se considera que la primera reseccién quirudrgica
de un melanoma tuvo lugar en 1787 y fue realizada por John Hunter.
Actualmente la reseccién quirudrgica sigue siendo la opcion principal de
tratamiento para la mayoria de melanomas y generalmente es el Unico
tratamiento necesario para eliminar esta neoplasia en estadios
tempranos.

2. Terapia sistémica: Se trata de tratamientos que afectan a la totalidad
del organismo del individuo. Dentro de estos métodos se encuentra la
quimioterapia (forma mas comun de terapia sistémica), la terapia
hormonal, la inmunoterapia y las terapias dirigidas.

3. Radioterapia: En pacientes de prondstico adverso o en aquellos donde
la reseccidn quirdrgica no supone una opcidn plausible, la radioterapia
puede servir como opcién alternativa ya que puede ser efectiva y
relativamente segura tanto para eliminar la enfermedad como para la
orientacidn paliativa.

4. Terapias adyuvantes: Son un tipo de tratamiento que suele reservarse
para pacientes en grado Ill o IV y normalmente se aplica de manera
posterior a la reseccidn quirurgica del tumor. Estas terapias pueden
incluir uno o mas farmacos distintos, algunos de los cuales son:
interferdn, anticuerpos anti-CLTA o anti-PD1, inhibidores selectivos de la
via de las MAPK o agentes anti-angiogénicos.
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2. 3. 2. Fitoquimicos

Los fitoquimicos se definen como nutrientes vegetales bioactivos que se
encuentran en frutas, verduras, cereales o plantas y proporcionan efectos
beneficiosos para el ser humano. Muchos son polifenoles (compuestos
hidrosolubles responsables del color de algunas frutas, flores y vegetales)
que se caracterizan por ser potentes antioxidantes (76, 77). Los
antioxidantes son a su vez sustancias con la capacidad de prevenir o
retrasar el dafo celular provocado por los radicales libres. Estas moléculas
altamente inestables, derivadas del metabolismo mitocondrial normal, en
altas concentraciones pueden desencadenar un proceso llamado estrés
oxidativo, que es perjudicial para el buen funcionamiento de la célula.
Normalmente los fitoquimicos se dividen en seis familias, en funcién de su
estructura quimica y sus efectos biolégicos.

1. Terpenos: Sus capacidades como antiinflamatorios, antioxidantes,
antibacterianos, quimiopreventivos y gastroprotectores han favorecido
el estudio de los terpenos como moléculas de interés farmacoldgico
(78). Se trata de la familia de fitoquimicos mds grande y son
compuestos aromaticos responsables de la fragancia de muchas flores,
frutas, semillas y raices. La estructura basica de los terpenos deriva del
isopreno y generalmente se encuentran formados por la unién de dos,
tres, cuatro o seis unidades isopreno (monoterpenos, sesquiterpenos
diterpenos vy triterpenos). Los carotenoides forman el grupo de los
tetraterpenos (79).

2. Carotenoides: Existen mds de 1.000 tipos de carotenoides en la
naturaleza y son los responsables del color amarillo, naranja y rojo en
varios organismos animales y vegetales (80). En las plantas, los
carotenoides ayudan a absorber la luz en el aparato fotosintético a la
vez que lo protegen frente a la foto-oxidacion. Algunos animales tienen
la capacidad de sintetizar de novo sus propios carotenoides, pero la
mayoria dependen de su absorcion mediante la dieta (81). En humanos,
diversos estudios sobre los carotenoides han demostrado su potencial
terapéutico como antioxidantes, anticancerigenos, antidiabéticos,
antiinflamatorios y de proteccién frente a la degeneracién neuronal
(82). Se descubrieron durante el siglo XIX y su estructura quimica
general estd formada por una cadena de 40 carbonos con enlaces
dobles conjugados (83).
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3. Alcaloides: Su nombre deriva de la capacidad natural que poseen estos
compuestos nitrogenados para reaccionar como bases. Los alcaloides
conforman un grupo heterogéneo sin estructura definida y con una
elevada diversidad de efectos a nivel biolégico. De esta forma
encontramos alcaloides téxicos para el ser humano, como la muscarina
producida por el hongo Amanita muscaria, y otros con aplicaciones
sanitarias, como la morfina (84).

4. Fitoesteroles: Son esteroles que Unicamente las plantas pueden
sintetizar y su funcién es andloga a la del colesterol en el ser humano.
Los que consumimos con mayor frecuencia son el sitosterol, el
campesterol y el estigmasterol. Algunos de los miembros de este grupo
presentan propiedades beneficiosas para la salud, entre las que cabe
destacar las siguientes: ayudar a reducir los niveles de colesterol en
sangre, propiciar una relativa proteccion frente al desarrollo de cancer,
y mejorar el estado general de la piel (85).

5. Saponinas: Su nombre se debe a la capacidad que tienen este tipo de
fitoquimicos para generar espuma, similar a la de los compuestos
jabonosos. Son moléculas glicosidicas que presentan un esqueleto
triterpénico o de tipo esteroidal (86). Tienen un interés principalmente
industrial y cosmético, aunque algunas saponinas manifiestan también
propiedades que tienen aplicaciones para el ambito sanitario y
farmacolégico, formando parte de la medicina tradicional de diversas
culturas (87).

6. Fenoles: Es uno de los grupos mas variados de fitoquimicos en la
naturaleza y su estructura comun consiste en un anillo bencénico con
un grupo hidroxilo sustituyendo a uno de sus dtomos de hidrégeno (88).
Dentro de este grupo encontramos, por ejemplo, a las antocianinas, los
taninos, los polifenoles o los flavonoides. Actualmente se conocen mas
de 8.000 compuestos fendlicos, de los cuales alrededor de 4.000 son
flavonoides (89, 90).
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2. 4. FLAVONOIDES

2. 4.1. Propiedades

Los flavonides son metabolitos secundarios bioactivos de tipo polifendlico y
de origen vegetal con propiedades potencialmente aplicables a la
prevencion y tratamiento del cancer (91). Estos han demostrado ser
capaces de modular las enzimas implicadas en la neutralizaciéon de las
especies reactivas del oxigeno, asimismo ayudan a mantener una correcta
progresion del ciclo celular favoreciendo una regulacion negativa del
mismo, también inducen mecanismos de muerte celular como la apoptosis
y la autofagia y ademas obstaculizan la proliferacidén y la capacidad de
metastasis de las células neoplasicas (92).

Los flavonoides se suelen administrar de manera oral, bien en la dieta o
mediante suplementos alimenticios (Figura 7), por lo que pueden ser
susceptibles a cambios en su eficacia, actividad y absorcién a causa de los
procesos digestivos normales (93-95).

Figura 7. Biodisponibilidad de Flavonoides e Interaccién

| ) con el Sistema Digestivo. (A) La presencia de un alto

contenido en proteinas disminuye la digestibilidad de los

o flavonoides, lo que diminuye a su vez su capacidad como

antioxidantes y dificulta su posterior absorcion. (B) La

e( ingestion combinada de flavonoides y grasas ayuda a
incrementar la biodisponibilidad de este tipo de compuesto

fitoquimico mediante la estimulacion de la secrecién de sales
biliares. (C) Las escasas bacterias del intestino delgado son
esenciales en la metabolizacién de los flavonoides debido a
que son capaces de hidrolizar los flavonoides glicosilados,
facilitando su absorcién y metabolizacion. (D) Los
flavonoides no absorbidos por el intestino delgado alcanzan
el intestino grueso, donde la microflora descompone su
estructura en fragmentos capaces de pasar al torrente
sanguineo.

2. 4. 2. Interaccion con las Vias de la Apoptosis

Las células cancerigenas son resistentes a la apoptosis, que es un tipo de
muerte celular programada inducida por un conjunto de moléculas
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sefializadoras, siendo las mds importantes las caspasas y la familia de las
proteinas BCL-2 (Figura 8).
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Figura 8. Vias de Activacion de la Apoptosis. La via extrinseca esta regulada por
factores de sefalizacién que interaccionan con receptores de tipo TNFR (Tumor Necrosis
Factor Receptor). La union ligando-receptor activa proteinas adaptadoras que contienen
dominios de muerte, como FADD o TRADD, y que promueven la dimerizacion y
consecuente activacion de las caspasas iniciadoras, que formaran a su vez parte del
complejo DISC. Por otro lado, la via intrinseca responde a estimulos celulares negativos,
como la hipoxia, la presencia de ADN dafiado y ausencia de factores de crecimiento,
hormonas o citoquinas. Esto conduce a la activacion de ciertas moléculas sefalizadoras
(como BAX, BAK y BAD) que favorecen el incremento en la permeabilidad de la
mitocondria, con lo que se libera citocromo c. Este factor proteico se une a APAF1, que
junto con la caspasa 9 conformara el apoptosoma. La via intrinseca también puede
activarse por la accion de BID, una proteina pro-apoptética perteneciente a la familia de
BCL-2, activada a su vez por la caspasa 8.

Las caspasas son un grupo de enzimas esenciales para la correcta activacion
de la apoptosis y su nombre proviene de su actividad como cistein-
aspartico proteasas; es decir, que son enzimas con una cisteina en su centro
catalitico y que actian rompiendo proteinas a nivel de un residuo de
aspartato. Se sintetizan en forma de zimdgenos (precursor inactivo) y se
activan por ruptura proteolitica (96). En cuanto a su clasificacién,
encontramos caspasas pro-apoptdticas (caspasa 3, 6, 7, 8 y 9) e
inflamatorias (1, 4, 5 y 12). Dentro de las caspasas pro-apoptoéticas se han
establecido a su vez sub-categorias que las clasifican en funcién de su papel

40



INTRODUCCION: Flavonoides

dentro de este proceso de suicidio celular. De esta forma podemos
encontrar caspasas pro-apoptdticas iniciadoras (8 y 9) y ejecutoras (3, 6y 7)
(97-100).

La familia de proteinas BCL-2 puede dividirse en tres grupos: proteinas anti-
apoptoticas (BCL-2, BCL-X., BCL-W y MCL-1), pro-apoptéticas multidominio
(BAX, BAX, BOK) y pro-apoptédticas sdlo BH3 (BAD, BID, BIM, BMF, HRK,
NOXA, PUMA) (101, 102). Las proteinas de la familia de las BCL-2 controlan
el proceso de muerte celular mediante la regulacién de la permeabilidad de
la membrana mitocondrial externa, que conduce a la liberacion irreversible
de proteinas sefializadoras que provocan la subsecuente activacion de las
caspasas y el proceso apoptético, especialmente el de tipo intrinseco (103).
Las proteinas BID, BIM, NOXA y PUMA actiuan como activadoras e
interaccionan de forma directa con miembros efectores como BAX/BAK,
que al activarse favorecen la formacion de poros en la mitocondria lo que
podria concluir con su despolarizacién. Las proteinas HRK, BAD y NOXA se
consideran moléculas sensibilizadoras, ya que actian uniéndose a factores
anti-apoptoticos, interrumpiendo su sefalizacion. Por otro lado, las
proteinas de esta familia que conforman el grupo anti-apoptdtico se
encargan de secuestrar factores activadores de BAX y BAK (104-107).

Diferentes estudios han demostrado la capacidad de algunos flavonoides
para actuar como mediadores pro-apoptoéticos, a través de la activacién de
la caspasa 3, en distintas estirpes de células oncoldgicas: el kaempferol en
células cancerosas pancredticas, (108) la quercetina y las cianidinas en
cancer de células cervicales, la genisteina en células HT29 de cancer de
colon, la luteolina en células MDA-MB-231 de cancer de mama, la vitexina
en células neoplasicas renales y la naringenina en células HepG2 de
carcinoma hepatocelular. Otras proteinas pro-apoptdticas, como la caspasa
9, BAK, BID o BAX, también pueden activarse por accion de los flavonoides
(109-112).

2 4. 3. Interaccion con la Maquinaria del Ciclo Celular

El ciclo celular estd formado por un conjunto de fases cuya finalidad es la
de preparar a la célula para su division, generando células hijas éptimas.
Estas fases se denominan Gi, S, G, y M y en ellas la célula aumenta de
tamanio, se duplica el material genético, se preparan los organulos para la
division y se divide la célula, respectivamente. Cada etapa dentro de este
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proceso se da de forma ordenada y se verifica molecularmente, de manera
gue se establecen puntos de control para asegurar una correcta produccion
de células hijas. Las ciclinas y las CDKs son las principales moléculas
sefalizadoras que promueven la progresion de la célula a lo largo de su
ciclo vital. De manera analoga, p53 juega también un rol fundamental, ya
gue interviene en procesos como la reparacion del ADN, el metabolismo de
los telémeros o la prevencion de la division en células con material genético
aberrante y cuya reparacién no es posible (113, 114).

Los flavonoides han demostrado poseer la capacidad de regular la
expresion de ciclinas y CDKs, por lo que se les considera capaces de influir
positivamente en la progresion del ciclo celular. En células cancerosas, el
tratamiento con algunos flavonoides reduce los niveles de estas proteinas,
ralentizando o deteniendo su ciclo. Asi mismo, en muchos tipos de cancer,
el gen p53 se encuentra mutado, lo que conduce a su inactivacién y pérdida
de funcién. Cuando esto ocurre, la apoptosis se bloquea y la progresion del
ciclo celular se activa, por lo que se desregula la maquinaria replicativa y la
célula se divide de manera incontrolada. Diversos estudios han demostrado
también la capacidad de los flavonoides como potenciadores de los efectos
de p53, ayudando a que la apoptosis se produzca en caso de ser necesaria
(115-119).

2. 4. 4. Interaccion con los Mecanismos de Autofagia

La autofagia es un proceso celular de auto-degradacién de importancia
critica en el desarrollo embrionario pero también en la vida adulta de un
individuo, ya que es este proceso el encargado de eliminar proteinas con
una estructura de plegamiento incorrecta, descartar organulos dafados y
destruir patdégenos intracelulares (120). Existen tres clases distintas de
autofagia: macroautofagia, microautofagia y autofagia mediada por
chaperonas. El mecanismo general por el que actian estas modalidades se
basa en la encapsulacion de la particula extrafia por parte de una célula
para formar autofagosomas, entonces la membrana celular externa se
fusiona con las membranas de los lisosomas para dar lugar a los fago-
lisosomas, que finalmente degradaran el contenido celular mediante
enzimas hidroliticos. Son las particularidades en la forma de la degradacidn
lisosomal lo que diferencia las tres clases de autofagia (121-123).
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La macroautofagia es una ruta metabdlica que se encuentra comunmente
mutada en células neoplasicas y por ello es una de las vias de sefializacion
mas estudiadas en el campo de la oncologia. Las alteraciones genéticas que
derivan en la modificacién de este tipo de autofagia suelen implicar la
alteracién patoldgica de genes implicados en la proliferacion (mTOR y ERK),
la capacidad de supervivencia y la reparacion del ADN (BCL-2, p53) (Figura
9).

Receptor de Factor de Receptor de

AUTOFAGIA PARADA DEL CICLO APOPTOSIS

Figura 9. Apoptosis y Autofagia. La quinasa mTOR es una de las principales moléculas
de la via de sefalizacion de la autofagia y regula negativamente la activacion del complejo
ULK, lo que conlleva la inhibicion de la autofagia. En ausencia de mTOR, la actividad del
complejo ULK se incrementa vy, junto con la accion conjunta del complejo PI3K, favorece el
inicio del proceso autofagocitico. Los genes implicados en la formacion de autofagosomas
se agrupan dentro de la familia de los ATG, que codifican para las proteinas del mismo
nombre. Las quinasas citoplasmaticas de la familia ULK se encuentran en todas las células
eucariotas y estan implicadas en la autofagia, la citoquinesis y la ruta de sefializacion de
sonic hedgehog. La proteina BECN1 es el homodlogo en mamiferos de la ATG-6 y es una
molécula clave en la regulaciéon de la autofagia. Las proteinas quinasas reguladas por
sefales extracelulares (ERK) forman parte de la maquinaria de regulacion de la
proliferaciéon celular y la autofagia. EI complejo ERK1/2 interviene en la formaciéon de
autofagosomas y regula la expresion de genes relacionados con el control de la autofagia.

Algunos flavonoides son capaces de modular los procesos de autofagia,
mostrando una especial eficacia cuando se administran asociados a
guimioterapia. No obstante hay que tener en cuenta los posibles efectos
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citotéxicos causados por una sobreactivacion de esta via de degradacion
celular (124-127).

2. 4. 5. Interaccion con el Metabolismo Redox

El estrés oxidativo se define como la disrupcién del equilibrio entre Ila
produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS) y los antioxidantes que
las contrarrestan. En condiciones de estrés oxidativo, los radicales libres no
neutralizados pueden dafar el material genético de la célula y los tejidos
adyacentes a la misma, asi como favorecer la aparicion de proteinas
oxidadas. Tanto el dafio tisular como la aparicion de proteinas oxidadas
provocan una respuesta de tipo inflamatorio, que junto con la capacidad de
ROS para provocar alteraciones en el ADN, puede suponer la degeneracién
hacia un genotipo maligno (Figura 10). Los flavonoides, al poseer
capacidades antioxidantes pueden actuar como anti-inflamatorios y ayudar
a reducir los niveles de ROS (128-133).

La actividad antioxidante de los flavonoides depende de los grupos
funcionales presentes en la molécula. El nimero total de grupos hidroxilo
se relaciona positivamente con este tipo de capacidad, ademds de
incrementar su capacidad para capturar radicales libres y como quelante de
iones metdlicos. En células con un metabolismo normal, los flavonoides
inhiben la formacion de ROS mediante la inactivacion de la enzima
glutation S-transferasa, quelando los iones metalicos implicados en la
formacién de radicales libres, neutralizando de manera directa estas
especies reactivas o potenciando la proteccién antioxidante del propio
organismo (134-139).

Diversos estudios sugieren que los flavonoides afectan al equilibrio redox a
través del metabolismo de la glucosa, ya que las enzimas sobre las que
actuan o influencian intervienen en el metabolismo aerébico de la glicolisis,
en el transporte de la glucosa y/o en los mecanismos afectados por el
efecto Warburg, que consiste en una modificacion del metabolismo
energético celular normal que hace que la mayoria de células cancerigenas
recurran a la glicdlisis anerdbica en vez de a la fosforilacion oxidativa
mitocondrial (Figura 11). De esta forma los flavonoides actuan
favorablemente tanto en la reduccién o neutralizacién de especies reactivas
como en la reversidn hacia un metabolismo mitocondrial normal (140-143).

44



INTRODUCCION: Flavonoides

FUENTES EXOGENAS FUENTES Defensas
DE ROS ENDOGENAS DE ROS Antioxidantes

Luz UV Mitocondria SOD, CAT, GPx
Radiaciones Peroxisomas Vitaminas A, Cy E

fializacion fializacion  Sefalizacié ionizantes Lipooxigenasa Bilirrubina
Normal Tumorigénica Pro-apoptética Quimioterapia NAPH Oxidasa Biliverdina
INK Lipidos, Citoquinas Citocromo P450 GSH, GST
P300/HIF Proteinas o ADN inflamatorias Xantina Oxidasa
RAC1/RhoA Daiiado Agentes Toxicos
PI3K/AKT/mTOR BAX/BCL2
MAPK/ERK DISC

P23, p27, p21 XO

Xantina Oxidasa NADPH Oxidasa

SUPERVIVENCIA MUERTE
Complejos 1y lll de
COMPUESTOS BIOACTIVOS la Cadena de
NEUTRALIZADORES DE ROS Transporte
Electronlco

Tocoferoles

Carotenoides o O °
A Gt Perdxido de O Radical
S(_:Of CL Hldrogeno Hldroxﬂo
Polifenoles Anlon Radlcal

Fl id S id PY
Acidos Gra::: rl:’zllii(re;aturados H O O H perexide H_.q o

Figura 10. Neutralizacion de ROS y Seifializaciéon. El cuerpo humano cuenta con
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos para neutralizar y eliminar los radicales libres.
Algunos antioxidantes son producidos por el propio organismo mientras que otros se
encuentran formando parte de la dieta o suplementos alimenticios. Varios de estos ultimos
no poseen propiamente la capacidad de neutralizar radicales libres, pero son capaces de
incrementar la actividad antioxidante de la maquinaria endégena. La mayoria de las ROS se
generan como consecuencia de las funciones organicas normales pero la exposicion a
ciertos estimulos externos, como la luz ultravioleta o determinados agentes quimicos,
puede aumentar su produccion. La actividad del citocromo P450, que se encuentra
formando parte de la cadena de transporte electrénico de la mitocondria, junto con la de las
enzimas XO y NOX constituyen las principales fuentes de ROS a nivel enddgeno.

2. 4. 6. Interaccion con Factores de Inflamacion e Inmunidad

La inflamacidn es un proceso fisiolégico normal con un papel importante en
la regeneracidon y remodelacién de tejidos asi como para la defensa ante
agentes infecciosos o perjudiciales para el organismo. Se trata de un
mecanismo evolutivo destinado a incrementar la supervivencia y que
implica la activacién, reclutamiento y accidn de diversas células y moléculas
de la inmunidad innata y adaptativa. La inflamacién aparece por tanto
como una respuesta ante un estimulo potencialmente dafiino y su funcidn
es resolver, junto con el sistema inmune, estas amenazas contra la
integridad orgdnica del individuo (144-146).
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En el caso del cancer, la inflamacién se considera perjudicial e
improductiva, ya que no conduce a la eliminacién de la patologia. Al no
neutralizar el agente causante, la inflamacién se cronifica y favorece a su
vez el desarrollo tumoral, fomentando la transformacién neopldsica asi
como la supervivencia, proliferacién, capacidad de metdstasis y activacion
de vias de sefializacién relacionadas con la angiogénesis. Por esta razon los
mecanismos implicados en la inflamacion sostenida y la respuesta inmune
infructuosa asociada a ella se han establecido como una importante diana
terapéutica (147-149).

Célula Normal Célula Cancerigena

Transportador de GLUT Transportador de GLUT

i
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Figura 11. Efecto Warburg y Mecanismos Moleculares. Las células neoplasicas
muestran una singular afinidad por la glicélisis aerébica sobre la fosforilacién oxidativa, que
tedricamente supone una ruta metabdlicamente mas beneficiosa a nivel energético para la
célula. Las razones sobre la seleccion natural de clones cancerigenos que exhiben este
comportamiento metabdlico anormal permanecen poco claras a pesar del numero creciente
de hipotesis al respecto. LDH: Lactato deshidrogenasa. PDH: Piruvato deshidrogenasa.

Los flavonoides pueden actuar sobre distintas dianas esenciales en el
proceso inflamatorio (Figura 12):

e Supresidon de citoquinas pro-inflamatorias: Este tipo de molécula es
sintetizada mayoritariamente por los macréfagos activados y su funcién
es la de regular positivamente la respuesta inflamatoria. Dentro de este
grupo encontramos por ejemplo al factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a), lainterleuquina 1 beta (IL-1B) o las interleuquinas 6 y 8 (150-154).
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e Supresion de factores de transcripcion: NF-kB, STAT3 y AP-1 son algunos
de los factores de transcripcion mas importantes de la inflamacién y su
activacion o sobreexpresion resulta en un incremento en la produccion
de citoquinas y quimioquinas. Diversos oncogenes, como MYC o RAS,
favorecen la activacién de la cascada de expresidon génica de estas
moléculas (155-157).

e Inhibicidn de enzimas: La actividad oxidativa de ciertas enzimas como la
NADPH oxidasa (NOX), la xantina oxidasa, la lipooxigenasa (LOX) o la
ciclo-oxigenasa (COX) puede ser reducida mediante el empleo de
flavonoides, lo que conlleva a una disminucién de ROS y por tanto
también a una reduccién de la inflamacion (158-160).

Sefializacion hacia .
TNF-a GPCR células vecinas °®
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Figura 12. Rutas de Seifializacion Sensibles a Apoptosis. Los flavonoides han
demostrado ser capaces de actuar como anti-inflamatorios al exhibir capacidades inmuno-
moduladoras, de supresion de quimiocinas, citoquinas relacionadas con COX-2 y factores
de transcripcion pro-inflamatorios, inhibicion de la via del PI3K/AKT y de IKK/JNK y
modulacion de la ruta de NF-xB.

¢ Inhibicién de quinasas: Las quinasas son enzimas capaces de fosforilar a
sus sustratos y participan en una amplia variedad de rutas de
sefializacion. Algunos estudios han demostrado la capacidad de ciertos
flavonoides para unirse de manera directa a protein-quinasas especificas,
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como AKT/PKB, Fyn, JAK1, MEK1, PI3K, MAP, MKK4, RAF1 o ZAP-70
(161-165).
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2. 5. CHALCONAS

2. 5. 1. Caracteristicas Generales de las Chalconas

Las chalconas son una sub-familia dentro de los polifenoles naturales y
provienen del (E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona. Se trata de un grupo de
fitoguimicos conocidos por exhibir caracteristicas potencialmente
terapéuticas como anti-diabéticos, anti-microbianos, antioxidantes o anti-
inflamatorios. Las chalconas y sus andlogos son candidatos ideales por su
potencial aplicacién clinica (166-178) gracias a su bajo peso molecular, lo
econdmicamente viable que es su sintesis y la facilidad con la que pueden
modificarse para aumentar su biodisponibilidad y eficacia (Figura 13).
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Chalcona borénica Bencilsulfonil-chalcona Licochalcona A

Figura 13. Estructura General de las Chalconas y Ejemplos de Chalconas con
Propiedades Anticancerigenas. La estructura basica de las chalconas consiste en dos
anillos aromaticos unidos por un grupo carbonilo a, B-insaturado. Su citotoxicidad es
atribuible al grupo cetona y a los grupos funcionales que pueden presentar los anillos
aromaticos y que aumentan su eficacia. Poseen una tonalidad amarillenta que contribuye a
la pigmentacion de flores, como las de la Coreopsis lanceolata o la Dahlia variabilis.
Diversos estudios han demostrado que las chalconas tienen la capacidad de unirse a
distintas dianas moleculares y afectar a numerosas rutas de sefalizacién (como NF-kB, -
catenina, la via de mTOR, BRAF VG600E, las aurora-quinasas, STAT3, el receptor de
androgenos, VEGF-R, p53 o la polimerizacion de tubulina), exhibiendo efectos
anticancerigenos.
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Las chalconas también pueden emplearse como precursores para el
desarrollo de nuevos farmacos, hibridizdndolas con otros compuestos para
aumentar su especificidad, actividad bioldgica o potencia terapéutica (169,
170).

3. 5. 2. Chalconas Naturales

Las plantas son una abundante fuente de metabolitos secundarios con
capacidades farmacoldgicas. Las chalconas forman parte de este tipo de
fitoquimicos con valor medicinal y son consideradas intermediarias en la
biosintesis de flavonoides e isoflavonoides. Dentro del metabolismo
vegetal, las chalconas actian contrarrestando las especies reactivas del
oxigeno, previniendo los dafios moleculares asociados. Muchas chalconas
de origen natural exhiben de manera inherente una potente eficacia anti-
cancerigena, como la buteina o la isoliquiritigenina (171-173).

3. 5. 3. Derivados de las Chalconas

La actividad bioldgica de las chalconas se correlaciona de manera directa
con su estructura, la cual determina sus caracteristicas lipofilicas,
electrénicas, estéricas, etc. Es por esto que tanto su bio-actividad como su
potencia terapéutica pueden verse afectadas por cambios en sus grupos
funcionales, lo que a su vez permite establecer patrones moleculares con
potencial clinico (174, 175).

Dentro de los derivados de las chalconas, encontramos una sub-categoria
denominada chalconas hibridas (Figura 14). Este tipo de moléculas estan
formadas por la combinacién complementaria de distintos farmacéforos,
por lo que se trata de una estructura con una arquitectura hibrida capaz de
mantener ciertas caracteristicas biolégicas (previamente seleccionadas) de
las agrupamientos que la conforman. En el contexto del cancer, este tipo de
derivado puede aumentar la eficacia en el tratamiento de dicha
enfermedad al permitir unir moléculas con cuya actividad se complementa
de manera sinérgica o con dianas bioldgicas distintas (176-180).
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Figura 14. Compuesto Hibrido Oxazolidinona-Chalcona. La forma esencial de las
chalconas consiste en dos anillos aromaticos unidos por un sistema carbonilo a, B-
insaturado. Su citotoxicidad es atribuible al grupo cetona y a los grupos funcionales. La
oxazolidinona-chalcona fue una de las primeras chalconas hibridas en ser sintetizada y fue
creada con el objetivo de unir la actividad anti-bacteriana de ambas moléculas en 2007.
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3. OBJETIVOS

Las chalconas son precursores biosintéticos de los flavonoides, presentan
una amplia variedad de estructuras y su potencial anti-neoplasico ha sido
demostrado.

El objetivo principal del presente estudio ha sido investigar la citotoxicidad
producida por una chalcona hibrida a-bromoacrilamido-indolil-piridil
propenona (Figura 15), asi como la respuesta antiproliferativa y pro-
apoptdtica desencadenada en células de melanoma humano del tipo SK-
MEL-1 y MEL-HO. De manera complementaria y para comprender mejor la
interacciéon de esta chalcona con las células neopldsicas empleadas,
también se investigaron los posibles mecanismos de muerte implicados, la
formacion de especies reactivas del oxigeno, la escision de poli-(ADP-
ribosa)-polimerasa, la activacion de la apoptosis intrinseca y/o extrinseca y
vias de sefalizacion y factores proteicos de especial importancia en células
cancerosas, como la via de las MAPK o NF-kB o la expresiéon de TRAIL, DR4,
DR5 Y p21Cip1/WAF,

Grupo a-bromoacrilamido Nucleo indol Cetona a,B-insaturada | Nucleo piridina

Figura 15. Compuesto Hibrido Indol-Chalcona. El compuesto empleado para este
estudio ha sido una chalcona hibrida constituida por dos anillos aromaticos heterociclicos
(de tipo indol y piridina) y un grupo a-bromoacrilamida en posicion 5’ con respecto al nucleo
indol.
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4. 1. PRODUCTOS Y MATERIALES

4. 1. 1. Compuesto Hibrido Indol-Chalcona

Los estudios y procedimientos correspondientes a la sintesis del compuesto
fueron llevados a cabo en el Departamento de Quimica Farmacéutica de la
Universidad de Ferrara siguiendo una metodologia establecida en trabajos
previos y cuyo esquema general se muestra en la Figura 16.
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Figura 16. Proceso de Sintesis de la Indol-Chalcona Hibrida. Diversos productos
naturales con demostrada actividad anti-neoplasica (como la curcuma o el celastrol)
contienen grupos que actuan como aceptores de Michael. La chalcona hibrida utilizada
para este estudio (HY-CHAL) contiene un grupo carbonilo a,B-insaturado de piridinil
propenona y también cuenta con un grupo a-bromoacrilamida, ambos con capacidad para
actuar como aceptores de Michael. El producto de partida (A) fue modificado (B y C) hasta
conseguir sintetizar la chalcona hibrida deseada (D).

Los experimentos previos realizados por nuestro grupo de investigacion
establecieron el potencial de HY-CHAL como agente bioldgico anti-
cancerigeno empleando lineas celulares de leucemia humana.
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4. 1. 2. Cultivos Celulares

El medio de cultivo RPMI 1640, el suero fetal bovino, el HEPES (N-[2-
hidroxietil] piperazino N’-[2-etanosulfanilico]), la L-glutamina, el azul de
tripan, el bicarbonato sddico y los antibidticos (estreptomicina, gentamicina
y penicilina G), fueron adquiridos a Sigma (St. Louise, MO, EE.UU). Becton-
Dickinson proporcioné el resto del resto del material estéril utilizado, junto
con las botellas de cultivo de 75 cm? y las placas de 48 y 96 pocillos
estériles.

4. 1. 3. Microscopia de Fluorescencia (Bisbencimida)

El paraformaldehido y el trihidrocluoruro de bisbencimida (Hoechst n2
33258) fueron proporcionados por Sigma (St. Luis, MO, EE.UU). El
microscopio invertido de contraste de fases (Axiovert 135), los objetivos
Plan-NEOFULAR 20X y 63X y la [dmpara de Fluorescencia (HBO 50) habian
sido adquiridos a Zeiss (Alemania).

4. 1. 4. Citometria de Flujo

El yoduro de propidio se obtuvo de Sigma/Aldrich (Espafia). Se empleé la
anexina V de BD Pharmigen (Anexin V-FITC Apoptosis Detection Kit). Las
sondas fluorescentes H,DCF-DA (dihidro-diclorofluoresceina-diacetato) vy
JC-1 (yoduro de 5,5, 6,6'-tetracloro-1,1’, 3,3 -tetraetil-benzimidazol-
carbocianina) se obtuvieron de Molecular Probes (Invitrogen Corporation
Carlsbad, CA). Los inhibidores de caspasas fueron proporcionados por
Sigma/Aldrich (Espafia).

4. 1. 5. Determinacion de la Actividad Caspasa

Sigma suministré los sustratos colorimétricos especificos utilizados en el
ensayo para determinar la actividad de las caspasa 3, 8 y 9 (DEVD-pNA,
IETD-pNA y LEHD-pNA).
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4. 1. 6. Determinacion de Proteinas (Western Blot)

Las membranas (PVDF) y el sustrato de quimioluminiscencia provinieron de
Millipore (Billerica, MA, EE.UU). La acrilamida (bis N,N -metilen-bis-
acrilamida), el persulfato amodnico, el TEMED (N,N,N,N,-tetrametil-
etilendiamina), dodecil sulfato sédico (SDS) y los marcadores de pesos
moleculares se obtuvieron en Bio-Rad. El azul de bromofenol, la albumina
de suero bovino (BSA) y el B-mercaptoetanol fueron de Sigma.

Los anticuerpos primarios empleados para la realizaciéon de los distintos
western blots se adquieron de las siguientes compaiiias: anti-PARP
[poli(ADP-ribosa) polimerasa, #551024], BD Pharmingen (San Diego, CA,
EE.UU), anti-caspasa 3 (#ADI-AAP-113) de Enzo (Ann Arbor, Ml, EE.UU);
anti-caspasa-7 (#9494), anti-caspasa 8 (#9746, Cell Signaling Technology) y
anti-caspasa 9 (#9502S) Cell Signaling Technology (Beverly, MA, EE.UU);
anti-citocromo ¢ (556433) a BD Pharmingen (San Diego, CA, EE.UU); anti-
BCL-2 (#4223), anti-BAX (#2772), anti-BCL-XL (#2764), anti-BAK (#12105),
anti-Mcl-1 (#4572), anti-BID (#2002), anti-BIM (#2933), anti-INK/SAPK
(#9252), anti-fosfo-JNK/SAPK (phosphor T183 + Y185) (#9251), anti-p44/42
MAP quinasa (ERK1/2) (#9102), anti-fosfo-p44/42 MAPK (ERK1/2) (Thr202/
Tyr204) (#9101), anti-p38 MAPK (#9212), anti-fosfo-p38 MAPK (T180/Y182)
(#9211); GSK-3 (#9315), anti-fosfo-GSK-3B (Ser9 (#9322), anti-fosfo-AKT
(Serda73) (#9271), anti-B-actina (#4967); anti-P-p65 fosfo-NF-kB p65
(ser536) (#3033); anti-NF-kB p65 (#8242); anti-p21 anticuerpos de Cell
Signaling Technology (Beverly, MA, EE.UU). Anti-AKT (SC-1618) anti-c-Myc
(SC-40) de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EE.UU). TRAIL, DR4 y
DR5 de Abcam (Cambridge, Reino Unido). Anti-B-actina (clone AC-74,
A2228) de Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EE.UU). Por otra parte, los
anticuerpos secundarios (NA9310 y NA9340) provinieron de GE Healthcare
(Little Chalfont, Reino Unido).

Los productos utilizados para la obtencién de lisados celulares fueron:
aprotinina (inhibidor de serinproteasas que inhibe tripsina, quimiotripsina y
plasmina), leupeptina (inhibidor de cistein y serinproteasas que inhibe
plasmina, tripsina, papaina y catepsina B), pepstatina A (potente inhibidor
de proteasas acidas), PMSF (inhibidor de cistein y serinproteasas junto con
acetilcolinesterasas), ditiotreitol (DTT: agente reductor estereoselectivo
para puentes disulfuro en complejos moleculares), ortovanadato sédico
(inhibidor de fosfatasa alcalinas) y detergente tritén X-100. Todos ellos de
Sigma.
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4. 1. 7. Reactivos Generales de Laboratorio

El agua desionizada y bidestilada se obtuvo con un equipo Milli-Q (Water
Purification System, Millipore Ibérica, Madrid, Espafa). El dimetilsulféxido
(DMSO), EDTA, EGTA, NaCl, glicerol, tris base, MTT (bromuro de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio), la sacarosa, tween 20, hidréxido de
sodio y acido clorhidrico se obtuvieron de Sigma. Trolox, N-acetil-L-cisteina
(NAC), Catalasa (CAT) y el resto de inhibidores fueron obtenidos de Sigma.
Otros compuestos utilizados en la preparacion de reactivos y tampones
también se compraron a Sigma.
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4. 2. MODELOS EXPERIMENTALES

4. 2. 1. Cultivo de Células SK-MEL-1 y MEL-HO

Las células de melanoma humano SK-MEL-1 y MEL-HO se obtuvieron de
DMSZ (Braunschweig, Alemania) y se cultivaron en medio RPMI
suplementado con un 10% (v/v) de suero fetal bovino (FBS) inactivado por
calor y antibiéticos (100 unidades/ml de penicilina y 100 pg/ml de
estreptomicina) en una atmodsfera humidificada (37°C y 5% CO;) y a una
densidad no superior a 0,5 x 106 células/ml. Las SK-MEL-1, al ser células que
provocan una rapida acidificacién del medio, se cambiaron entre tres y
cuatro veces por semana. La tasa de duplicacidon aproximada para las SK-
MEL-1 fue de unas 48 horas, mientras que para las MEL-HO fue de 24
horas. Esto que resultd equivalente a la informacién proporcionada por la
Coleccion Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares
(Braunschweig, Alemania). Las células se contaron en una cdmara de
Neubauer y la viabilidad siempre fue superior al 95%, utilizando el método
de exclusién de azul de tripan.

4. 2. 2. Tratamientos con la Chalcona Hibrida

Los productos se prepararon a una concentracion de 10-100 mM en
dimetil-sulfoxido (DMSO) vy las alicuotas se mantuvieron a -20°C. Las
diluciones necesarias se hicieron en medio de cultivo justo antes de los
respectivos experimentos. En todos los experimentos la concentracion de
DMSO no excedié nunca el 0,3%, para asegurar que no resultase toxico
para las células. La misma concentracién de DMSO fue anadida a las células
control.
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4. 3. METODOS

4. 3. 1. Evaluacion de la Citotoxicidad In Vitro y la Proliferacion
Celular

Las células se cultivaron en placas de 96 pocillos por triplicado, a una
densidad de 5.000 células por pocillo en 200 ul de medio de cultivo por
pocillo y en presencia de diferentes concentraciones de HY-CHAL durante
los tiempos indicados en cada experimento. Una vez transcurrido el tiempo
de experimentacidn, las placas se centrifugaron (500 g, 10 min) a
temperatura ambiente y se elimind el medio de cultivo mediante
aspiracion.

A cada pocillo se le afiadié 100 pl de MTT (0,5 mg/ml en medio de cultivo
con antibidtico pero sin suero) y las placas se incubaron durante 4 horas a
37°C. Una vez transcurrido dicho tiempo, se parod la reaccion afiadiendo 100
pl de SDS (20%) con HCl 0,02N e incubd la mezcla hasta la mafiana
siguiente. La cuantificacién de la conversion del MTT (color amarillo) en su
forma reducida (color purpura) debido a la actividad de la enzima
deshidrogenasa mitocondrial se determind en un lector de microplacas
(modelo 680 de Bio-Rad) a una longitud de onda de 570 nm, usando como
blanco tres pocillos en los que no se cultivaron células y a los que se les
afadié el medio con MTT (Figura 17). Los datos se analizaron con el
programa informatico Prism 5.0 (GraphPad). Ademads, el nimero de células
se determind por el método de exclusion de azul-tripan.

4. 3. 2. Estudio de la Apoptosis por Tincion con Bisbencimida

Se trata de un método basado en la capacidad del fluorocromo
bisbenzimida (Hoechst 33258) para unirse al ADN, permitiendo visualizar
por microscopia de fluorescencia cambios morfoldgicos del nucleo, como
son la condensacién de la cromatina y su compactacién a lo largo de la
periferia del nucleo y la segmentacién del nucleo. Una vez finalizados los
tratamientos, las células (~5 x 105) se lavaron con PBS (10 mM fosfato
sédico, 150 mM NaCl, pH 7,4) y se fijaron con 70 pl de paraformaldehido
(3% en PBS) durante 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacién
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se centrifugaron (12.000 g, 1 minuto), se elimind el paraformaldehido vy las
células se tifieron con 20 pl de una disolucién que contenia 20 ug/ml de
bisbenzimida en PBS durante 15 minutos a temperatura ambiente y en la
oscuridad. Seguidamente se fijé6 una alicuota (10 ul) en un porta y se
analizé la morfologia nuclear de 500 células con un microscopio de
fluorescencia (Zeiss-Axiovert). En general, se consideran células apoptéticas
aquellas cuyos nucleos presentan condensacién de la cromatina,
compactacion a lo largo de la periferia y/o la fragmentacidn nuclear en tres
0 mas cuerpos apoptoticos.

Plantar las Células y Anadir el Aiadir el MTT e Incubar Hasta el

Tratamiento Dia Siguiente
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Figura 17. Ensayo de Citotoxicidad por MTT. Se trata de un método colorimétrico que
permite medir la actividad metabdlica celular. Se basa en la capacidad que poseen las
enzimas oxidorreductasas dependientes de NADH para reducir las sales de tretrazolio
(MTT), que son solubles y de color amarillo, a formazan, que es un producto insoluble y de
color azul-violaceo. La secuencia general de pasos seguidos para realizar esta técnica
consiste en: (A) Plantar las células y afiadir el tratamiento. (B) Afadir el MTT e incubar
hasta el dia siguiente, (C) Reaccion Colorimétrica (cambio de amairillo a violeta). (D) Lectura
de la absorbancia a 570 nm.

4. 3. 3. Estudio de la Apoptosis por Cuantificacion de Células
Hipodiploides

Es un método cuantitativo basado en la fluorescencia emitida por
diferentes fluorocromos capaces de unirse al ADN (yoduro de propidio en
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este caso). Se puede detectar el porcentaje de células en cada fase del ciclo
celular en funcién de su contenido en ADN. Las células en la fase G1 forman
el primer pico, en la fase S las células estan sintetizando ADN y en la fase
G2/M las células presentan el doble de ADN que una célula normal y
apareceran como un segundo pico (Figura 18). Las células que contienen
ADN hipodiploide (menor contenido en ADN que el contenido diploide de
las células normales) son consideradas como células apoptdticas y se
localizan a la izquierda del pico Gi, constituyendo la fraccién SubGi. Una
vez finalizados los correspondientes tratamientos, las células se lavaron con
PBS frio y se fijaron durante al menos una hora en etanol al 70% a -20°C. A
continuacién se lavaron dos veces con PBS, se centrifugaron a 500 g
durante 10 minutos y se incubaron con 1 ml de una mezcla de 100 pg/ml
de RNasa Ay 50 pug/ml de yoduro de propidio en PBS durante 1 hora a 37°C
en oscuridad. Una vez transcurrido el periodo de incubacion, las muestras
fueron analizadas en un citometro de flujo BD FACSVerse (Becton-
Dickinson), siendo excitadas con una longitud de onda de 488 nm vy
detectandose la fluorescencia emitida por el complejo propidio-ADN a una
longitud de onda de 617 nm. Se analizaron 104 células en cada muestra.
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Progresion del Ciclo Celular

Figura 18. Analisis del Ciclo Celular por Citometria de Flujo. La citometria de flujo
puede emplearse para estimar el porcentaje de células que se encuentran en cada una de
las fases de su ciclo de division. La distribucion del contenido de ADN celular formara un
histograma donde la fase Go/G1 esta separada de la G2/M por la fase S.

4. 3. 4. Determinacion de la Actividad Caspasa

Una vez que las células fueron tratadas, se centrifugaron a 1.000 g durante
10 minutos a 4 °C, se lavaron con PBS y se incubaron en hielo. A
continuacidén se resuspendieron en tampdn de lisis [50 mM HEPES (pH 7,4),
1 mM de ditiotreitol, 0,1 mM EDTA, 0,1% CHAPS] y se dejaron 5 minutos en
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hielo. Seguidamente se centrifugaron durante 10 minutos a 16.000 gy 4 °C
y posteriormente se determind la concentracién de proteinas en los
sobrenadantes mediante el método de Bradford. Las muestras se
almacenaron a -20 °C hasta que fueron usadas para el estudio de la
actividad enzimatica de las caspasas. Fueron utilizadas cantidades
equivalentes de proteinas (~20 pg). El incremento de la absorbancia a 405
nm después de la incubacién a 37 °C durante 1 hora fue indicativo de la
actividad enzimatica de las caspasas. Los sustratos colorimétricos utilizados
en el ensayo para las actividades caspasa 3/7, caspasa 8 y caspasa 9 fueron
DEVD-pNA, IETD-pNA y LEHD-pNA, respectivamente.

4. 3. 5. Determinacion de la Externalizacion de la Fosfatidilserina

La fosfatidilserina es un fosfolipido que normalmente se encuentra en la
cara interna de la membrana plasmatica y se transloca a la cara externa en
los estadios tempranos del proceso apoptdtico. La proteina anexina V tiene
afinidad por la fosfatidilserina en presencia de Ca2* y permite detectar las
células apoptéticas por citometria de flujo, previa incubacidn de las células
con anexina V unida al fluorocromo fluoresceina 5-isotiocianato (FITC). De
esta manera distinguimos:

-Células viables: no unen anexina V al tener la membrana plasmatica
intacta y por este mismo motivo no permiten la entrada de yoduro de
propidio (anexina V negativas / yoduro de propidio negativas)

-Células en apoptosis temprana: permiten la unién de anexina V al tener
parte de la fofatidilserina localizada en el espacio extracelular, pero sin
embargo no permiten la entrada de yoduro de propidio puesto que la
membrana plasmdtica no llega a ser permeable aun a dicho compuesto
(anexina V positivas / yoduro de propidio negativas)

-Células necrdticas o en apoptosis tardia: unen anexina V e incorporan
yoduro de propidio (anexina V positivas / yoduro de propidio positivas).

Una vez tratadas las células (1 x 106 por muestra) se lavaron con PBS frio y
se resuspendieron en tampén 10 mM HEPES/NaOH (pH 7,4), conteniendo
140 mM NaCl y 2,5 mM de CaCl,. Se transfirié 100 pl de la suspensién (105
células) a un tubo de cultivo de 5 ml y se le afladieron 5 pl de anexina V-
FITCy 5 ul de yoduro de propidio. Se mezclaron suavemente las células y se
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incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente (25°C) en
oscuridad. Posteriormente se anadieron 400 ul del tampdn anterior a cada
tubo y se analizd cada muestra mediante citometria de flujo.

4. 3. 6. Inmunodeteccion de Proteinas (Western Blot)

Después de los correspondientes tratamientos, las células (1-10 x 106)
fueron recolectadas, centrifugadas (500 g, 10 minutos, 4 °C) y lavadas dos
veces con PBS. En funcidon de los objetivos experimentales, las muestras se
procesaron de diferente forma.

- Obtencién de lisados celulares: el precipitado celular se resuspendié en
100 pl de tampdn de lisis [Tris-HCI (pH 7,4), 2 mM EDTA, 137 mM NaCl,
10% glicerol, 1% Triton X-100, 2 mM de pirofosfato de sodio, 20 mM de
glicerofosfato de sodio, 10 mM de fluoruro sdédico, 2 mM de
ortovanadato soédico,b 1 mM PMSF, 5 pg/ml leupeptina, 5 pg/ml
pepstatina A, 5 ug/ml aprotinina] y se incubé durante 15 minutos a 4°C.
Los lisados se centrifugaron a 11.000 g durante 10 minutos a 4 °C. El
sobrenadante se guardd a -20 °C hasta su utilizacién.

- Obtencion de fracciones subcelulares: el precipitado celular se
resuspendié en 100 ul de tampdn de homogeneizacién [20 mM HEPES-
KOH (pH 7,5), 10 mM KCl, 1,5 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM
DTT, 250 mM sacarosa] con inhibidores de proteasas (0,1 mM PMSF, 1
ug/ml leupeptina, 1 ug/ml aprotinina, 1 ug/ml pepstatina A), y se incubé
durante 15 minutos a 4°C. Las células se lisaron usando una aguja de 21
G vy el extracto resultante se centrifugd a 1.000 g durante 10 minutos a
4°C. El precipitado (fracciéon nuclear) se resuspendid en 100 pl de
tampdn de homogeneizacion. El sobrenadante resultante se centrifugo a
22.000 g durante 10 minutos a 4°C. El precipitado (fraccion mitocondrial)
se resuspendié en 50 ul de tampdn de homogeneizacién mientras que el
sobrenadante fue utilizado como fraccién citosdlica. Las diferentes
fracciones se congelaron a -20 °C hasta su utilizacién.

La concentracidén de proteinas se determiné por el método de Bradford y
todas las muestras se ajustaron a la misma concentracién utilizando el
tampon anterior. Los lisados celulares se hirvieron en tampdn de
electroforesis [50 mM Tris-HCI (pH 6,8), 15% sacarosa, 2 mM EDTA, 3% SDS,
5 mM B-mercaptoetanol y 0,01% azul de bromofenol] a 100 °C durante 10
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minutos. Las muestras se sometieron a electroforesis en un gel de
poliacrilamida con porcentajes de la misma que van desde 7,5% hasta 15%
dependiendo del peso molecular de la proteina a estudiar, conteniendo
0,1% SDS y se transfirieron a membranas de PVDF. Las membranas se
bloquearon con leche desnatada al 10% en tampdn TBST [20 mM Tris-HClI
(pH 7,5), 137 mM NaCl, 0,1 % Tween-20] durante 1 hora a temperatura
ambiente, seguido de una incubacién con el anticuerpo especifico
(1:1.000). Los anticuerpos utilizados en este estudio se diluyeron en TBST
gue contenia un 3% de leche desnatada y las membranas se incubaron en
presencia del anticuerpo de interés con agitacion suave a 4°C durante toda
la noche. Para asegurar que se cargd la misma cantidad de proteina en
todas las muestras, se analizd la expresién de la proteina B-actina con su
anticuerpo especifico. Las membranas se lavaron con TBST tres veces
durante 15 minutos cada vez y se incubaron con el anticuerpo secundario
apropiado durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente las
membranas se lavaron de nuevo con TBST bajo las condiciones anteriores y
la deteccién de las proteinas especificas se determind por emisidon de
qguimioluminiscencia utilizando el kit comercial Immobilon Western de
Millipore y el equipo ChemiDoc de Bio-Rad.

4. 3. 7. Deteccion de ROS Intracelular

La generacion de especies reactivas de oxigeno intracelular (ROS) se midio
fluorimétricamente usando la sonda diacetato 2" ,7" -dicloro-dihidro-
fluoresceina (H,-DCF-DA). Las células fueron expuestas a los tratamientos
correspondientes y se incubaron con 10 uM de la sonda (durante los
ultimos 30 minutos a 37°C en oscuridad). Inmediatamente después las
muestras se analizaron mediante citometria de flujo con el equipo BD
FACSVerse (Becton-Dickinson), excitando la sonda con un laser de argdn a
488 nm y recogiendo la emisién fluorescente de la diclorofluoresceina (529
nm). La distinta intensidad de la fluorescencia emitida indica la mayor o
menor presencia de ROS en el interior de la célula.

4. 3. 8. Analisis del Potencial de la Membrana Mitocondrial

Las células (1 x 106 por muestra) se incubaron con la sonda JC-1 (3 uM) a
37°C durante los ultimos 30 minutos de tratamiento y se analizaron
mediante citometria de flujo, detectandose la fluorescencia emitida por los
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mondmeros de JC-1 vy la fluorescencia emitida por los agregados a 527 nmy
590 nm, respectivamente. La cuantificaciéon del potencial de membrana
mitocondrial (AWm) se obtuvo a partir de la representacion grafica de la
fluorescencia emitida por los mondmeros frente a la fluorescencia
procedente de los agregados del fluorocromo. Esto permite estimar el
porcentaje de células con potencial de membrana intacto (cuadrante
superior) de aquellas que sufren despolarizacion mitocondrial (cuadrante
inferior). El ionéforo de protones carbonil cianuro m-clorofenil hidrazona
(CCCP) se utilizé como control positivo de la disipacidon del potencial. La
disipacion del potencial de membrana mitocondrial inducida por CCCP (50
KUM) se ve reflejada por un incremento del nimero de células que emiten
mayor fluorescencia verde y menos roja respecto a las células control y que
se situan en el cuadrante inferior derecho. Para el andlisis se uso el
citdmetro BD FACSVerse (Becton-Dickinson).
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4. 4. METODOS ESTADISTICOS

En todos los casos las determinaciones para cada grupo experimental se
realizaron por triplicado o cuadruplicado, y los valores representados se
corresponden a datos de tres experimentos como minimo (media + S.E.M.).
La comparacién entre los distintos tratamientos se realizd por el método de
la t de Student o andlisis de la varianza, considerando significativos los
valores de p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5. 1. DISMINUCION DE LA VIABILIDAD

Debido a la probada eficacia de HY-CHAL como agente anti-proliferativo en
células de leucemia humana (179), en este trabajo se decidié evaluar la
citotoxicidad de esta chalcona en dos tipos distintos de células de
melanoma humano: SK-MEL-1 (células redondeadas que crecen en
suspensién y que se originaron en un melanoma primario de un varén
caucasico) y MEL-HO (células adherentes de forma larga y delgada
obtenidas a partir del tumor primario de una paciente de melanoma de
etnia caucdsica), ambas portadoras de la mutacién BRAF V600E.

El estudio de la viabilidad celular se emplea en practicamente la totalidad
de los ensayos de cribado farmacolégico y permite determinar si la
molécula estudiada afecta a la capacidad proliferativa y/o desencadena un
efecto citotdxico capaz de inducir la muerte celular. Para este trabajo se
decidié emplear la evaluacidn visual de las células mediante microscopia
Optica de contraste de fases y la técnica colorimétrica de la reduccién del
MTT como métodos de analisis de la viabilidad celular.

5. 1. 1. Ensayo del MTT

El MTT es una sal de tetrazolio capaz de atravesar la membrana celular y
que puede ser reducida por la mitocondria o enzimas plasmaticas
(oxidorreductasas, peroxidasas, deshidrogenasas u oxidasas), resultando en
la conversion del MTT en formazan, una molécula coloreada insoluble en
agua.

La realizacion de este ensayo posibilité la deteccién de una reduccion en la
actividad metabdlica de manera dependiente de la concentracion de HY-
CHAL y permitié determinar la ICso (concentracidon que inhibe en un 50% la
proliferacion celular) para ambos tipos celulares, con valores de ICsp de 0,15
10,04 uM para SK-MEL-1y 0,3 £ 0,1 uM para MEL-HO (Figura 19A).
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Las células fueron tratadas con concentraciones crecientes de HY-CHAL y
posteriormente se evalud la actividad respiratoria mitocondrial utilizando
el ensayo colorimétrico del MTT, empleado como indicador del estado
metabdlico de las células.

5. 1. 2. Microscopia éptica de Contraste de Fases

La microscopia Optica de contraste de fases permite estudiar la capacidad
proliferativa y las caracteristicas morfoldgicas de una poblacion celular de
forma no invasiva, ya que no requiere de un proceso de fijacion, tincién o la
adicién de ningln agente externo que pueda dafiar las células. Por esta
razén, decidimos emplear la microscopia dptica de contraste de fases como
método para la deteccion de los cambios en la morfologia celular
caracteristicos de la apoptdsis. Ademas, esta técnica nos permitié a su vez
validar los resultados obtenidos a partir del ensayo con MTT.

Al emplear este procedimiento, se pudo observar el efecto a nivel
fenotipico que HY-CHAL ejerce sobre las células de melanoma humano y
gue consistié en la visualizacion de la reduccion del nimero total de las
poblaciones analizadas asi como cambios en el tamano, la forma y la
capacidad para formar agregados.

Las células SK-MEL-1 no tratadas con la chalcona hibrida mostraron una
forma redondeada y sana, mientras que aquellas incubadas en presencia
de HY-CHAL adquirieron varias de las caracteristicas fisicas tipicas de la
apoptosis y su numero total se vio drasticamente reducido (Figura 19B y
19C). Esta disminucién en el nUmero de células totales también se aprecio
en células MEL-HO cultivadas bajo las mismas condiciones experimentales.

La suma de todos estos datos sugiere que HY-CHAL es una chalcona hibrida

gue cuenta con la capacidad citotédxica necesaria para disminuir de manera
significativa la viabilidad de las células de melanoma humano.
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Figura 19. Resultados del Ensayo con MTT. La chalcona hibrida HY-CHAL reduce la
viabilidad de las células de melanoma humano SK-MEL-1 y MEL-HO. (A) Estudio de la
curva de dosis-respuesta para la indol-chalcona hibrida en células SK-MEL-1 y MEL-HO
mediante la técnica del MTT, basada en la reduccion de este compuesto a formazan (paso
de color amarillo a azul-violeta). Las células se incubaron con concentraciones crecientes
de HY-CHAL durante 72 horas, tras las cuales se determiné la actividad respiratoria
mitocondrial mediante el uso de la técnica colorimétrica del MTT (media + error estandar, *
indica una diferencia significativa con respecto al control, con un nivel de significacion de
0,05). (B) llustracién que muestra los principales tipos de muerte celular, con las diferencias
morfo-celulares correspondientes a cada una de ellas. (C) Fotografias que ponen de
manifiesto las diferencias morfolégicas surgidas entre las células (SK-MEL-1 y MEL-HO)
tratadas y las de los grupos control. Las células fueron incubadas con una concentracion de
3 UM de HY-CHAL durante 6, 12 y 24 horas. Al acabar cada uno de los correspondientes
tratamientos, las células fueron observadas empleando un microscopio invertido de
contraste de fases con una lente de magnificacion 20X.
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5. 2. INDUCCION DE APOPTOSIS

La apoptosis es una forma de muerte celular ampliamente estudiada y que
juega un papel fundamental en la regulacién dinamica de las poblaciones
celulares sanas. Las células tumorales poseen mecanismos moleculares que
les permiten inhibir este fendmeno de muerte programada, por lo que
forman poblaciones aberrantes que crecen con rapidez y que son capaces
de extenderse hacia otros drganos o tejidos en los que no podrian
sobrevivir normalmente. Por esta razén, la apoptosis conforma una diana
farmacoldgica esencial para la identificacion de compuestos quimicos o
productos naturales con actividad farmacolégica y potencial anti-tumoral.

Actualmente existen muchas técnicas que permiten detectar, cuantificar y
estudiar los diferentes procesos del metabolismo celular que ocurren
durante la apoptosis, como la condensacién y fragmentacion de la
cromatina, la externalizacion de la fosfatidilserina o un contenido de ADN
inferior al encontrado en células en fase Gi.

5. 2. 1. Evaluacion Morfologica por Tincion con Hoechst 33258

El Hoechst 33258 (bisbencimida) es un fluorocromo capaz de introducirse
en el interior de las células, donde tiende a unirse al surco menor del ADN.
Al ser un colorante nuclear, permite visualizar el estado de la cromatina,
que tiende a condensarse y fragmentarse en células apoptédticas. Este
experimento confirmdé que en presencia de HY-CHAL las células de
melanoma humano adquieren esta caracteristica morfoldgica tipica de la
apoptosis (Figura 20A).

5. 2. 2. Deteccion de la Externalizacion de la Fosfatidilserina

Durante la apoptosis, la fosfatidilserina (un fosfolipido que normalmente se
localiza en la capa interna de la membrana citoplasmatica) queda expuesta
hacia el exterior de la célula, por lo que su deteccién permite establecer si
una célula ha entrado en este tipo de proceso de muerte o no. El cambio en
la ubicacion de la fosfatidilserina puede detectarse utilizando la tincién
combinada de Anexina V-FITC con el marcador catidnico yoduro de propidio
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(IP) y permite diferenciar entre células no apoptdticas (Anexina V-FITC -/IP-),
células en apoptosis temprana (Anexina V-FITC*/IP-) y células necréticas
(Anexina V-FITC*/IP+). La sefial de las moléculas empleadas como
marcadores se detecta, procesa y analiza mediante citometria de flujo. Esta
es una de las técnicas mas utilizadas en la cuantificacidén y caracterizacion
de los distintos tipos de muerte celular y constituye una técnica eficaz,
fiable y de alta reproducibilidad experimental.
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Figura 20. Induccién de Apoptosis. (A) Las células fueron Incubadas con concentraciones
crecientes de HY-CHAL durante un periodo de tiempo de 24 horas, posteriormente se
tineron con bisbenzimida y se obtuvieron imagenes de campos representativos, empleando
para ello un microscopio de fluorescencia con camara acoplada. (B) Las células se trataron
con concentraciones crecientes de HY-CHAL (0, 3 y 10 pyM) durante 24 horas, se tifieron
con Anexina V-FITC y yoduro de propidio, y fueron posteriormente analizadas mediante
citometria de flujo. (C) llustracion que representa los distintos cuadrantes en los que se
clasifican las poblaciones celulares analizadas con la tincion de Anexina V-FITC y IP. El
cuadrante 1 (Q1) representa a las células viables Anexina V-FITC -/IP-, el cuadrante 2 (Q2)
muestra las células apoptoticas Anexina V-FITC*/IP-, por ultimo, el cuadrante 3 (Q3) sefiala
aquellas células Anexina V-FITC+/IP+, consideradas necréticas. (D) Las células SK-MEL-1y
MEL-HO fueron incubadas con concentraciones crecientes de la chalcona hibrida y el
porcentaje de células hipodiploides se determind mediante citometria de flujo. Las barras
representan las distintas medias obtenidas a partir de experimentos independientes
realizados por triplicado bajo las mismas condiciones. Las barras representan la media £
error estandar de dos experimentos independientes realizados por triplicado. El simbolo *
destaca aquellos resultados que mostraron una p < 0,05 con respecto al grupo control. (E)
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Histogramas representativos de los resultados obtenidos mediante citometria de flujo. Las
células fueron incubadas con una concentracion de HY-CHAL de 3 pM, seguidamente
fueron fijadas, tefiidas con yoduro de propidio y analizadas empleando la técnica de la
citometria de flujo. Las células apoptoéticas se encuentran en la region comprendida por la
recta delimitada por flechas.

Al tratar a las SK-MEL-1 y las MEL-HO con concentraciones crecientes de
HY-CHAL y analizar posteriormente los cambios en la localizacién de la
fosfatidilserina, se pudo establecer una relacién causal entre el aumento de
la concentracion del tratamiento y el incremento en el nimero de células
apoptéticas (Figura 20B). Este hecho se vio reflejado en el aumento de
células presentes en el cuadrante superior derecho (Q3), que se
corresponde con aquellas células Anexina V-FITC*/IP- (Figura 20C).

5. 2. 3. Deteccion de Células Hipodiploides

La pérdida de material genético puede utilizarse como método para la
deteccién de células apoptdicas, cuyo ADN tiende a fragmentarse y
perderse durante este proceso de muerte celular programada. El material
genético que conserva su localizacidon nuclear puede teiirse mediante el
empleo de agentes intercalantes, como el IP, que podran detectarse
mediante citometria de flujo. Las células con una cantidad de ADN inferior
a la encontrada en la fase Gj, llamadas células hipodiploides, se consideran
apoptadticas.

Gracias a esta técnica, se reveld un un incremento en el nimero de células

hipodiploides (apoptdticas) en respuesta al tratamiento con HY-CHAL
(Figura 20D y 20E).
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5. 3. ACTIVACION DE LA RUTA DE LAS CASPASAS

Las caspasas son las moléculas ejecutoras mds importantes en el proceso
apoptdtico y los mediadores principales en la iniciacién, regulacién y
ejecucién de la muerte celular por apoptosis. Se trata de una familia de
proteinas con actividad proteasa y cuyos miembros se dividen en 3
categorias (Figura 21A): caspasas inflamatorias (caspasas 1, 4, 5 y 14),
caspasas iniciadoras de la apoptosis (caspasas 2, 8, 9 y 10) y caspasas
ejecutoras de la apoptosis (caspasas 3, 6 y 7). Todas las caspasas se
sintetizan en forma de precursores inactivos (pro-caspasas), que se activan
mediante escisiéon proteolitica en respuesta a sefales inductoras de la
apoptosis. Las caspasas iniciadoras 8 (apoptdsis extrinseca) y 9 (apoptosis
intrinseca) son las principales encargadas de iniciar la cascada proteolitica y
facilitan la activacién y la funcién de las caspasas ejecutoras, que a su vez
actuaran sobre diversas dianas moleculares para inducir la muerte celular.
Las caspasas se activan de manera secuencial, dando lugar al proceso
conocido como cascada de las caspasas.

5. 3. 1. Deteccion de la Activacion de las Caspasas

El analisis de las caspasas mediante la técnica del Western Blot es uno de
los protocolos mejor establecidos para la determinacién de la activacion de
las caspasas. Al emplear anticuerpos especificos para la deteccién de la
isoforma inactiva, la activacién de la caspasa se observara como la
disminucién o ausencia de la banda correspondiente con la longitud
completa de la pro-caspasa y apareceran fragmentos mas pequefios que
representan los productos de la escisidn activadora.

El procedimiento experimental realizado con el objetivo de detectar la
activacion de la cascada de las caspasas consistio en la adicion de
concentraciones crecientes de HY-CHAL a las células de melanoma humano
y exponerlas durante distintos tiempos a la chalcona hibrida.
Posteriormente se obtuvieron los lisados correspondientes a cada grupo y
se realizaron distintos Western Blots (Figura 21B) con el objetivo de
detectar la presencia de los fragmentos especificos para las caspasas 3, 7, 8
y 9 (cuyos niveles aumentaron de manera directamente proporcional a la
concentracion de HY-CHAL y al tiempo del tratamiento), asi como para
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analizar los niveles de pro-caspasas (que disminuyeron tanto con el
aumento de la concentracion de la chalcona, como con el incremento de
tiempo de exposicion al tratamiento) de las caspasas 3, 7 y 9. Para asegurar
una carga proteica similar en cada una de las calles del gel, en todos los
experimentos se realizé una tincidon con el colorante rojo Ponceau de
manera previa a la deteccion con los anticuerpos especificos.

En el caso del estudio de la activacion de las caspasas en la linea MEL-HO,
las células fueron incubadas con concentraciones crecientes de HY-CHAL,
para ser posteriormente recogidas y procesadas tras 24 horas de exposicion
a la chalcona hibrida. Los lisados totales se analizaron mediante Western
Blot. La B-actina se empled como molécula indicadora de una carga
proteica equivalente para todas las muestras analizadas. La Figura
suplementaria S1A (Anexo) muestra el resultado de los ensayos dosis-
respuesta y pone de manifiesto que una baja concentracién de la chalcona
(3 uM) activa tanto a las caspasas ejecutoras 3/7 como a las iniciadoras 8 y
9.

5. 3. 2. Analisis de la Proteolisis de PARP

La poli (ADP-ribosa) polimerasa (también denominada PARP) es una enzima
nuclear implicada en la reparacién del ADN y es fragmentada
principalmente por las caspasas 3 y 7. Este proceso genera un fragmento
proteico carcteristico que puede ser detectado mediante electroforesis y
cuya presencia se considera un indicador claro de apoptosis. El andlisis de
la proteolisis de PARP constituye por tanto una forma indirecta para el
estudio de la actividad de las caspasas.

El procedimiento realizado en este trabajo consistié en incubar las células
con concentraciones crecientes de HY-CHAL durante distintos intervalos de
tiempo, tras los cuales las muestras fueron recogidas, procesadas vy lisadas
para su posterior analisis mediante inmunoblot. De esta forma se confirmd
la presencia de un fragmento de ~85 kDa al emplear anticuerpos anti-PARP
(Figura 21B). Este tipo de fragmento proteico es el resultado tipicamente
caracteristico de la accion de las caspasas sobre PARP y fue a partir de las 6
horas de tratamiento, utilizando una concentracion de 3 uM de HY-CHAL,
cuando la presencia de este fragmento de ~85 kDa se hizo evidente.
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Figura 21. Analisis de las Caspasas. (A) llustracién que muestra la estructura proteica de
los distintos grupos dentro de la familia de las caspasas humanas. Estas se dividen en
caspasas inflamatorias (1, 4, 5 y 14), iniciadoras (2, 8, 9 y 10) y ejecutoras (3, 6 y 7). Todas
las caspasas poseen una subunidad catalitica pequefia y otra grande, que formaran un
tetramero al pasar a su conformacion biolégicamente activa. Las subunidades que se
forman al fragmentarse los dominios de las pro-caspasas pueden detectarse como bandas
de pesos moleculares especificos mediante inmunoblot. (B) Imagen del resultado de
diversos experimentos de inmunoblot en los que las células de melanoma humano maligno
se sometieron a concentraciones especificas de HY-CHAL (0, 3 y 10 uM) durante distintos
intervalos de tiempo (6, 12 y 24 horas) para detectar los cambios en las concentraciones de
PARP y pro-caspasas (zimégenos) de las caspasas ejecutoras 3 y 7 y de las caspasas
iniciadoras 8 y 9. La tincion con rojo Ponceau se realizé para poder establecer, de manera
previa a la realizacion de la inmunodeteccién, que todas las calles del gel habian sido
cargadas con la misma concentracion de proteinas. (C) Grafico de barras que ilustra los
cambios (Con respecto al grupo control) en la actividad de las caspasas 3/7, 8 y 9 entre las
6 y 12 horas de tratamiento con 3 yM de HY-CHAL. Se emplearon sustratos colorimétricos
especificos para la determinacion de la actividad de cada una de las caspasas. (D)
Previamente al tratamiento con HY-CHAL (3 puM durante 24 horas), las células se pre-
incubaron durante una hora con el inhibidor general de caspasas z-VAD-fmk a una
concentracion de 100 uM. Las imagenes se obtuvieron mediante un microscopio invertido
de contraste de fases. (E) Las células SK-MEL-1 fueron expuestas a las mismas
condiciones que en los experimentos descritos anteriormente (D), pero esta vez el objetivo
fue analizar el nUmero de células hipodiploides (apoptéticas) resultantes de la exposicion a
HY-CHAL, empleando para ello la citometria de flujo. Las barras representan la media +
error estandar de dos experimentos independientes realizados por triplicado. El simbolo *
destaca aquellos resultados que mostraron una p< 0,05 con respecto al grupo control. El
simbolo # indica aquellos grupos experimentales en los que se obtuvo una p< 0,05 en
comparacion con las SK-MEL-1 expuestas Unicamente a HY-CHAL. (F) Las células se
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sometieron a las mismas condiciones que en (D) y se determiné su viabilidad empleando la
técnica de exclusion del azul de tripan y un contador de células TC-10 (Bio-Rad). (G) Se
utilizaron inhibidores especificos y selectivos para las caspasas 3 (z-DEVD-fmk a 50 uM), 8
(z-IETD-fmk a 50 uyM) y 9 (z-LEHD-fmk a 50 uM) para pre-incubar las células de melanoma
humano maligno durante 1 hora y de manera previa a la adicion de HY-CHAL a una
concentracion de 3 uM. Las células apoptéticas se contabilizaron de la misma manera que
en (E).

5. 3. 3. Analisis de la Actividad Caspasa

La induccién de la apoptosis estd ligada intimamente a la activacién de las
caspasas, por lo que el analisis de la actividad de estas proteasas constituye
un marcador eficaz y fiable para la detecciéon de células apoptédticas. Con
este objetivo se procedid a la seleccion de sustratos tetrapeptidicos
colorimétricos especificos para las principales caspasas (DEVD-pNA, IETD-
pNA y LEHD-pNA para la caspasa 3/7, caspasa 8 y caspasa 9,
respectivamente) que permitieran establecer el nivel de activacion de cada
una de estas moléculas esenciales para el proceso apoptético.

Los resultados (Figura 21C) revelaron que el tratamiento durante 6 horas
con 3 uM de HY-CHAL indujo la activacién de la caspasas ejecutoras
(caspasa 3 y caspasa 7) en las células SK-MEL-1, y que la actividad
enzimatica fue aun mas pronunciada con un tiempo de incubacién mas
prolongado (12 horas). En este ultimo tiempo de tratamiento pudo
observarse también un incremento en la actividad de las caspasas
iniciadoras (caspasa 8 y caspasa 9). Resultados similares fueron obtenidos
en la linea MEL-HO (Figura suplementaria 1SB del anexo).

5. 3. 4. Efecto de la Exposicion a Inhibidores de Caspasas

La adicién de inhibidores generales de las caspasas permite dilucidar la
importancia y el grado de implicacién de la cascada de las caspasas dentro
del mecanismo de muerte que genera un compuesto citotéxico. Del mismo
modo, también pueden utilizarse inhibidores especificos para una
determinada caspasa con el objetivo de analizar su relevancia individual. En
este trabajo se decidid utilizar el inhibidor general z-VAD-fmk, asi como
inhibidores especificos para las caspasas 3/7, 8 y 9.

e z-VAD-fmk: Con el objetivo de estudiar la relacidn entre la actividad de
las caspasas y el incremento de la muerte celular en las células SK-
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MEL-1 y MEL-HO expuestas a HY-CHAL, se disefiaron una serie de
experimentos en los que las células fueron pre-tratadas con 100 uM de
z-VAD-fmk y cultivadas posteriormente en presencia o ausencia de HY-
CHAL (en funcién del grupo experimental correspondiente) durante 24
horas. Los resultados indicaron que la preincubacién con z-VAD-fmk
protegid tanto a las células SK-MEL-1 (Figuras 21D, 21E y 21F) como a
las MEL-HO (Figuras suplementarias S2A y S2B del Anexo) del dafio
provocado por HY-CHAL, como se aprecia en la visualizaciéon de las
imagenes de microscopia de contraste de fases. Ademas, el inhibidor
general de las caspasas blogued en gran medida el aumento del
porcentaje de células apoptdticas por HY-CHAL, determinado por
citometria de flujo, y consecuentemente aumento el nimero de células
viables, analizado mediante el método del azul de tripan. Esto pone de
manifiesto la importancia de las caspasas como mecanismo enzimatico
clave en la muerte desencadenada por HY-CHAL en las células de
melanoma humano.

e Inhibidores Especificos: Para evaluar la relevancia individual de cada
una de las caspasas, en otro grupo de experimentos las células se pre-
incubaron con inhibidores selectivos para las caspasas 3/7, 8 y 9 (Figura
21G). Estos inhibidores bloquearon completamente la apoptosis
desencadenada por el tratamiento con HY-CHAL; el porcentaje de
células hipodiploides fue similar en las células control respecto a las
células que fueron tratadas con la chalcona en combinacion con los
inhibidores especificos de las caspasas.
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5. 4. CAMBIOS EN LAS PROTEINAS BCL-2

La apoptosis es un proceso activo de muerte celular que puede originarse
de dos maneras distintas: mediante la activacidon de receptores de muerte
(via extrinseca de la apoptosis) o por sefializacion mitocondrial (via
intrinseca de la apoptosis). Las proteinas de la familia BCL-2 son un grupo
de moléculas sefializadoras que actian regulando ambas ramas de la
apoptdsis, aunque son especialmente importantes en la via intrinseca
(Figura 22). Las proteinas BCL-2 se componen de miembros tanto pro-
apoptdticos como anti-apoptéticos y el equilibrio entre las distintas
moléculas que conforman esta familia determinard si una célula comienza
el proceso de muerte o continla su ciclo vital.
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Figura 22. Mecanismos de Induccion de la Apoptosis. La union de TRAIL a su receptor
conduce al reclutamiento de la molécula adaptadora FADD. La union de la pro-caspasa 8 a
FADD lleva a la formacién del complejo DISC, que resulta en la activacion de la caspasa 8.
La caspasa 8 es entonces capaz de activar a las caspasas ejecutoras (caspasas 3,6y 7) o
actuar sobre BID para la formaciéon de tBID. La translocacion de tBID a la mitocondria
provoca la union de BAX y BAK, que formaran oligdmeros capaces de alterar la
permeabilidad y el potencial de la membrana mitocondrial. La salida del citocromo ¢
favorecera la formacion del apoptosoma y la activacion de la caspasa 9. En este estudio, se
eligieron como moléculas clave para el andlisis de los mecanismos de activacion de la
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apoptosis a la caspasa ejecutora 3, las caspasas iniciadoras 8 (esencial en la via
extrinseca) y 9 (especialmente relevante en la via intrinseca) la polimerasa PARP, las
proteinas anti-apoptoticas BCL-2, BCL-xL y MCL-1, las proteinas pro-apoptoticas BAX y
BAK, las proteinas facilitadoras de la apoptosis BIM y BID y los niveles de TRAIL y sus
receptores DR4 y DRS.

5. 4. 1. Proteinas BCL-2 Anti-Apoptoticas

Los miembros anti-apoptdticos de la familia de las proteinas BCL-2 (como
BCL-2, BCL-xL, BCL-w o MCL-1) tienen la funcién principal de unirse a sus
homodlogos pro-apoptdéticos para inhibir el proceso de muerte celular y
favorecer la supervivencia. Un fendmeno que ha sido observado con
frecuencia en células neoplasicas es la sobre-expresion de este grupo anti-
apoptdtico de proteinas.

Debido a la importante influencia que ejercen los miembros anti-
apoptdticos de la familia de las proteinas BCL-2 sobre la supervivencia
celular y a su potencial como diana farmacoldgica y de proteccion contra el
cancer, se determind que los posibles cambios en los patrones de expresion
de estas proteinas constituian un punto de especial interés para la
determinacién de la capacidad terapéutica de la chalcona hibrida HY-CHAL.

Con este fin las células SK-MEL-1 se incubaron con concentraciones
crecientes de HY-CHAL durante distintos periodos de tiempo, se prepararon
los lisados celulares y se analizaron mediante inmunoblots los cambios en
la expresion de proteinas de la familia BCL-2 con actividad anti-apoptdtica
BCL-2, BCL-xL y MCL-1 (Figura 23A).

Los resultados mostraron una disminucion evidente en los niveles de BCL-2
tras 24 horas de tratamiento con la chalcona hibrida, tanto a 3 UM como a
10 uM. A pesar de que a una concentracidon de 3 uM de HY-CHAL esta
parezca regular positivamente a MCL-1, los niveles de este factor promotor
de la supervivencia descendieron tras las 6 y 12 horas del tratamiento con
una concentracién de 10 uM de la chalcona. En contraste, los niveles de
BCL-xL no variaron de manera significativa bajo ninguna de las condiciones
analizadas.
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Figura 23. Papel de la Mitocondria, TRAIL y los Receptores de Muerte en el proceso
apoptotico desencadenado por HY-CHAL en Células de Melanoma. Esta figura muestra
el papel de la mitocondria, TRAIL y los receptores de muerte en la actividad apoptética de
HY-CHAL sobre las células SK-MEL-1. (A) Las células fueron tratadas con concentraciones
especificas de HY-CHAL durante periodos de tiempo predeterminados. Los lisados totales
generados a partir de las muestras se incubaron con anticuerpos especificos para distintos
miembros de la familia de las BCL-2, el ligando TRAIL y los receptores de muerte DR4 y
DR5 para su posterior analisis mediante inmunoblot. Para asegurar una carga de proteinas
igual en todos los pocillos, de manera previa a la realizacion del western blot, se procedié a
la exposicion de las membranas a la tincion con Ponceau S. (B) Las células fueron
incubadas con una concentraciéon de 3 uM de la indol-chalcona durante los tiempos de
incubacién indicados. Una vez obtenidas las fracciones citosélicas se procedio al andlisis de
los niveles de citocromo c¢ utilizando la técnica del inmunoblot. La carga proteica
homogénea para todas las calles se aseguré mediante la tincion con Ponceau S. (C) Las
células SK-MEL-1 se incubaron con las concentraciones de HY-CHAL indicadas durante 6
horas y el potencial de la membrana mitocondrial (AWn) se determind mediante citometria
de flujo, empleando para ello la sonda JC-1. (D) Las células se dividieron en distintos
grupos experimentales, algunos de los cuales fueron sometidos a condiciones control
mientras que otros se expusieron a determinadas concentraciones de HY-CHAL durante
periodos de tiempo especificos. El porcentaje de células cuyo AW, se encontraba reducido
se cuantificd mediante citometria de flujo, utilizando la sonda JC-1.
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5. 4. 2. Proteinas BCL-2 Pro-Apoptoticas Multidominio

En la ruta candnica de la muerte celular derivada del dafio mitocondrial, los
miembros pro-apoptéticos de la familia de las proteinas BCL-2, como BAX,
BAD o BCL-xS, actian como mediadores en la liberacién de citocromo ¢
desde la mitocondria. Este citocromo ¢ provoca la iniciacion de la cascada
de las caspasas mediante la activacién de la caspasa 9, que podra entonces
activar a las caspasas ejecutoras 3, 6 y 7. Estas ultimas son las moléculas
implicadas en ultima instancia en provocar la muerte por apoptosis.

En lo referente al grupo de proteinas pro-apoptdticas de la familia BCL-2, se
decidié analizar tanto a BAX como a BAK (Figura 23A). Los niveles de ambas
moléculas reguladoras parecieron aumentar de manera dependiente del
tiempo.

5. 4. 3. Proteinas BCL-2 Pro-Apoptoticas Solo BH3

A pesar de no activar de manera directa la ruta intrinseca de la apoptosis,
se considera que las proteinas BCL-2 que cuentan con Unicamente el
dominio BH3 (como PUMA, BIM y BID) son las verdaderas efectoras de la
via candnica de la apoptosis provocada por el dafio mitocondrial. Estas
proteinas ejercen su funcion, principalmente, mediante la activaciéon de
BAX y/o BAK y su actividad puede ser suprimida por miembros anti-
apoptdticos de su propia familia.

Debido a la naturaleza de estas moléculas activadoras y a las consecuencias
metabdlicas que provocan, en este estudio se decidid explorar si este tipo
de miembros de las BCL-2 interviene en el mecanismo de accién de HY-
CHAL. Para ello procedimos a analizar los niveles de BIM y BID a través de
experimentos con concentraciones y tiempos de exposicion crecientes
(Figura 23A).

Estos ensayos revelaron la induccion de la isoforma BimEL tras 6 horas de
tratamiento con HY-CHAL a una concentracion de 3 uM y el aumento de los
niveles de todas las isoformas principales de BIM (BimEL, BimL y BimS) a las
24 horas de tratamiento a 3 y 10 uM de concentracién.

Se observd un ligero incremento en los niveles de BID a las 6 y 12 horas del
tratamiento con una concentracién de 3 uM de HY-CHAL. En contraste, al

80



RESULTADOS: Cambios en las Proteinas BCL-2

ser sometidas las SK-MEL-1 a la concentracion maxima de HY-CHAL (10
KUM), se pudo apreciar una disminucién en los niveles de BID a estos
mismos tiempos (6 y 12 horas). Después de 24 horas de tratamiento,
ambas concentraciones de HY-CHAL parecieron regular negativamente la
expresion de esta proteina.
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5. 5. CAMBIOS EN TRAIL, DR4 Y DR5

Mientras que la ruta intrinseca de la apoptosis es activada por estimulos
intracelulares y depende de la liberacion de factores pro-apoptéticos desde
la mitocondria, la via extrinseca se inicia por la presencia de los ligandos
proteicos de los receptores de muerte, que se encuentran tipicamente en la
superficie celular. Los ligandos mas conocidos de los receptores de muerte
son los que pertenecen a la familia del factor de necrosis tumoral (TNF) y
entre ellos podemos encontrar tanto al propio TNF como a FasL o TRAIL.

En el caso del cancer, se ha encontrado que algunos de los compuestos con
mayor potencial terapéutico para el tratamiento de distintas variedades
tumorales inducen la activacién de la apoptosis a través de TRAIL. Este
ligando se une a su receptor y provoca en él una serie de cambios
conformaciones que favorecen el reclutamiento de varias proteinas (como
FADD y la pro-caspasa 8), que formaran el complejo de sefializacion
inductor de muerte (DISC). Este complejo induce la activacién proteolitica
de la pro-caspasa 8, que al romperse permite que la caspasa 8 ya madura
se libere e inicie la denominada cascada de las caspasas.

Como HY-CHAL da muestras sélidas de inducir la activacién de la caspasa 8,
se decidid examinar si este hecho estd relacionado con un posible
fendmeno de regulacidon positiva de TRAIL o de dos de sus principales
receptores, DR4 y DR5. Para poner a prueba esta hipodtesis, las células
fueron tratadas con concentraciones crecientes de la chalcona hibrida
durante distintos intervalos de tiempo (Figura 23A). Las muestras se
recogieron y procesaron para garantizar las condiciones 6ptimas para
realizar un Western Blot con ellas y analizar los niveles de TRAIL, DR4 y DR5.
De esta manera, los resultados obtenidos mostraron que HY-CHAL a bajas
concentraciones (3 uM) conduce a una sobre-expresién de DR5alas 6y 12
horas, mientras que los niveles de DR4 y TRAIL apenas parecen variar
(siendo esta diferencia aun mas notable después de las 24 horas de
tratamiento). Asi podemos deducir que estos tres factores analizados
siguen distintas cinéticas y se regulan de forma diferencial en células SK-
MEL-1 tratadas con nuestra indol-chalcona.
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5. 6. ALTERACIONES MITOCONDRIALES

5. 6. 1. Liberacion de Citocromo ¢

En las células, el citocromo ¢ se encuentra en el espacio intermembrana de
las mitocondrias, donde funciona como molécula transportadora de
electrones en la cadena respiratoria. Diversos tipos de estimulos pro-
apoptdticos son capaces de inducir el aumento de la permeabilidad de la
membrana mitocondrial externa, lo que facilitaria la comunicacién
molecular entre los distintos compartimentos mitocondriales y provocaria
el aumento de la capacidad de movilizacién del citocromo ¢ desde el
interior de la mitocondria hacia el citoplasma de la célula. Una vez en ahi, el
citocromo ¢ actua como intermediario en la activacién de APAF-1, que es
una de las moléculas requeridas para la maduracién proteolitica de la
caspasa 9, cuya actividad es esencial en la ruta de senalizacion de la
apoptosis intrinseca. No obstante, hay que destacar que la presencia de
citocromo c en el citosol no conduce invariablemente a la muerte celular.
Diversos estudios han demostrado que esta molécula desempena un papel
importante en otras funciones celulares, como la diferenciacién (181).

Debido a que HY-CHAL induce que las células de melanoma maligno
humano SK-MEL-1 y MEL-HO entren en el proceso apoptdtico de muerte
celular, en este trabajo se decidié establecer el papel que juega la chalcona
hibrida en el proceso de movilizacién del citocromo ¢ asi como estudiar los
posibles patrones en su liberacion.

Para ello se escogid el método del fraccionamiento subcelular seguido por
un analisis mediante Western Blot. Primero se analizd la respuesta de las
SK-MEL-1 ante el tratamiento a lo largo de varios periodos de tiempo, tras
los cuales las muestras fueron recogidas y procesadas de tal manera que las
distintas fracciones celulares se separaron para un analisis individual
empleando la técnica del inmunoblot. Los resultados mostraron un
aumento significativo en la cantidad de citocromo c¢ citosdlico y su
presencia fue evidente a todos los tiempos analizados después de la
exposicién a una concentracion de 3 uM de HY-CHAL (Figura 23B).

En el caso de las células MEL-HO, también se examind si el mecanismo de
muerte desencadenado por la chalcona hibrida implicaba también Ia
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liberacion mitocondrial de citocromo c. Los resultados revelaron un
importante incremento de esta hemoproteina en el citosol celular, incluso
tras la exposicion a la concentracion de HY-CHAL mas baja analizada, 1 uM
(Figura suplementaria 1SB del Anexo).

5. 6. 2. Disminucion del Potencial de Membrana Mitocondrial

El mantenimiento del potencial de membrana mitocondrial (AWm) resulta
critico para el correcto funcionamiento de la cadena respiratoria de
electrones, cuyo objetivo principal es generar la energia necesaria, en
forma de ATP, para el desempefio de las funciones fisioldgicas de la célula.
El aumento en la permeabilidad de esta estructura sub-celular conduce
normalmente a la formacion de poros de transicion (MPTP), con el
subsecuente colapso de AWm y el aumento en la movilizacidon de citocromo
¢ hacia el citosol. La disipacién del potencial de membrana mitocondrial
constituye por tanto otro de los eventos clave durante la muerte celular por
apoptosis mediada por la mitocondria (182, 183).

Debido a la importancia de esta caracteristica intrinseca de la mitocondria,
en este trabajo se procedié a realizar el analisis de la disipacion total o
parcial de AW, , su relacién con el fendmeno de movilizacion del citocromo
cy su influencia sobre el proceso apoptdtico controlado por la mitocondria.

Con este fin las células SK-MEL-1 y MEL-HO fueron incubadas con
concentraciones crecientes de HY-CHAL durante 6 horas, tras lo cual se
afadié la sonda fluorescente de naturaleza catidnica JC-1 y se analizaron
por citometria de flujo (Figura 23C). El efecto observado en las células
expuestas a estas condiciones experimentales consistié en la deteccidn de
una pérdida significativa de los niveles de AW, lo que sugiere que la
disipacion de AW, podria estar implicada. Los niveles maximos en la
reduccion de AW, en las SK-MEL-1 se obtuvieron transcurridas 6 horas tras
el tratamiento con 10 uM de la indol-chalcona hibrida (Figura 23D),
resultados muy similares a los obtenidos en las células MEL-HO (Figura
suplementaria S3 del Anexo).
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5.7. ALTERACION DE LA MAQUINARIA NEOPLASICA

5. 7. 1. Aumento de ROS y Efecto del Glutation

Las células cancerigenas tienden a producir ROS de forma excesiva, lo que
ha demostrado promover la transformaciéon oncogénica de la célula
mediante la inducciéon de inestabilidad genética, la modificacién en Ia
expresion de una gran variedad de genes y la alteracién en los patrones de
sefalizacion celular (Figura 24A). Ademads, la produccion aumentada de
ROS puede afectar a la sensibilidad de la célula cancerigena ante los
agentes anti-neoplasicos. No obstante, esta capacidad de adaptacion
molecular a los dafos derivados de la actividad de las especies reactivas del
oxigeno tiene un limite y muchos farmacos contra el cancer actdan
promoviendo la generacion de niveles de ROS citotodxicos incluso para las
células oncogénicas.

Para determinar si la capacidad pro-apoptdtica de HY-CHAL estd
relacionada con la induccién de la produccion de ROS, las células SK-MEL-1
tratadas con la chalcona hibrida se incubaron con el fluorocromo H;DCF-DA
y se analizaron por citometria de flujo (Figura 24B). Los resultados
revelaron que HY-CHAL a una concentracion de 3 puM provoca una
elevacion rapida (1 hora) en los niveles de ROS.

Los niveles de ROS aumentaron ~2,5-veces tras exponer a las células SK
MEL-1 a una concentracidén de 3 pM de HY-CHAL, y esos niveles fueron
significativamente menores (Figura 24C) en las células preincubadas con el
antioxidante glutation (GSH, 5mM). Estos resultados validan la idea de que
la muerte celular inducida por la chalcona hibrida es dependiente de la
generacion de ROS (Figura 24D).
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Figura 24. Importancia de ROS en la Muerte Celular Inducida por HY-CHAL. (A)
llustracion que muestra las principales fuentes bioldgicas y no biolégicas de la produccion
de ROS. Tanto la actividad de la enzima NOX (NADPH oxidasa) como la de la mitocondria
constituyen algunas de las principales fuentes de origen de las especies reactivas del
oxigeno. Estas son transformadas usualmente en H202 gracias a SOD (superdxido
dismutasa). Posteriormente el H202 se reducira a H20 por la accion de los antioxidantes
intracelulares (como PRX, GPX o CAT). Cuando los niveles de H20: sobrepasan la
capacidad de la maquinaria celular para continuar con su transformaciéon, comienzan a
generarse radicales libres mediante la reaccion de Fenton. Al empezar a acumularse, estas
moléculas inestables comenzaran a provocar dafios en el material genético, los lipidos y las
proteinas. Los efectos provocados por ROS en una célula concreta dependen de los niveles
que se acumulen dentro de la misma. Las células normales poseen de manera habitual una
concentracion de ROS bastante baja y controlada por diversos mecanismos de eliminacion.
En estas condiciones, ROS actia como molécula sefializadora en procesos de
homeostasia, limitando la proliferacién y la supervivencia. La tasa de crecimiento
aumentada que se da en las células pre-neoplasicas genera una sobreproduccion de ROS,
cuya concentracion elevada facilita la aparicion de caracteristicas tumorales, dafia el ADN
(provocando el fendmeno de inestabilidad genética y/o facilitando la activacion de
oncogenes y desactivacion de genes supresores de tumores) y favorece la proliferacion y
supervivencia. En células cancerigenas, los niveles de ROS son bastante elevados pero se
compensan con una capacidad celular antioxidante mejorada y que permite el crecimiento
del tumor. Cuando se sobrepasa el umbral de la capacidad de los antioxidantes para
neutralizar ROS, este comienza a generar una respuesta citotoxica y pro-apoptética en la
célula. (B) Histograma que representa los datos obtenidos mediante citometria de flujo
sobre la fluorescencia de la oxidacién del H.DCF-DA después de tratar las SK-MEL-1 con 3
UM de HY-CHAL durante 1 hora. A la izquierda se muestra el control, mientras que la
representacion del tratamiento se encuentra a la derecha. (C) Las células fueron pre-
incubadas con catalasa (500 unidades/ml), N-acetil-L-cisteina (5 mM) o glutation (5 mM)
antes de exponerse al tratamiento con 3 yM de HY-CHAL durante 24 horas. Después de
este periodo de incubacion, el porcentaje de células hipodiploides se determind mediante
citometria de flujo. (D) Datos sobre la fluorescencia obtenida a partir de la oxidacién del
H2DCF-DA en células pre-tratadas con 5 mM de glutatién durante 2 horas, tras lo cual las
células fueron expuestas a una concentracion de 3 yM de HY-CHAL durante 1 hora. El
simbolo * sefiala aquellos experimentos con una p < 0,05 con respecto al control, mientras
que # muestra los grupos experimentales con una p < 0,05 en comparaciéon con el grupo
tratado.
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5. 7. 2. Activacion de la Via MAPK

La via de las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK) se
encuentra alterada en gran parte de los melanomas y suele implicar una
activacion constitutiva de los genes NRAS (25%) o BRAF (50%) (184). En la
mayoria de los casos esta caracteristica genética del melanoma es
atribuible a la variante oncogénica de BRAF llamada BRAF V600E (Figura
25A). La familia de las MAPK esta formada por las quinasas reguladas por
sefales extracelulares (ERK1 y ERK2), las quinasas c-Jun N-terminales (JNK1,
JNK2 y JNK3) y las distintas isoformas de p38 (MAPK11, MAPK12, MAPK13 y
MAPK14), ERK3 (MAPK6), ERK4 (MAPK4), ERK5 (MAPK7) y ERK7/8
(MAPK15) (185, 186).

Debido a la gran influencia que ejerce la ruta de las MAPK sobre procesos
biolégicos tan importantes como la proliferacion, la supervivencia o la
muerte celular, se decidié analizar la posible alteraciéon de esta ruta en
células SK-MEL-1 expuestas la chalcona hibrida. Con este objetivo las
células se trataron con concentraciones crecientes de HY-CHAL durante
distintos periodos de tiempo y la activaciéon de las MAPK se determind
posteriormente realizando la técnica del Western Blot y empleando
anticuerpos especificos. Los resultados mostraron que la chalcona induce la
fosforilacion (activacion) de ERK1/2, JNK y p38. Todas las MAPK analizadas
mostraron un aumento en los niveles de sus variantes fosforiladas tras solo
1 hora de tratamiento y los niveles de dichas isoformas activas
permanecieron significativamente elevados hasta las 6 horas de exposicion
a HY-CHAL, siguiendo patrones cinéticos similares y dependientes de la
concentracion del tratamiento (Figura 25B). Es interesante destacar la
existencia de un fendmeno de regulacién negativa en la cantidad total de
ERK1/2 después de exponer a las células SK-MEL-1 con 10 uM de HY-CHAL.

5. 7. 3. Inhibicion de la Via del AKT

AKT es una proteina quinasa de serina/treonina que también recibe el
nombre de proteina quinasa B (PKB). Juega un papel esencial en multiples
procesos bioldgicos, tales como la sintesis de proteinas, la proliferacion, la
progresion del ciclo celular, la supervivencia, la migracion y el metabolismo.
Se trata de una molécula que se puede encontrar altamente activada en
distintos tipos de canceres, como en el de pulmédn, ovario o pancreas. En el
caso especifico del melanoma, las principales mutaciones que resultan en
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la activacion patogénica de la via del AKT suelen ocurrir en los genes NRAS
(15-20%) o PTEN (20-30%) (187, 188). Esta alteracion se encuentra
intimamente relacionada con la capacidad metastdsica del tumor y
aumenta el riesgo de desarrollar resistencia a los tratamientos. Numerosos
fitoquimicos (como la acacetina o la isoangustona A) han demostrado
inhibir la proliferacién y progresién tumoral y favorecer el proceso
apoptotico mediante la regulacion indirecta de distintos factores de
sefializacion relacionados con la via del PI3K/AKT/mTOR (189).

Para investigar la influencia que ejerce AKT en el mecanismo de muerte
activado por la chalcona hibrida, se analizé el grado de fosforilacion de la
serina 473 mediante inmunoblot (Figura 25C). Este residuo ha de
encontrarse fosforilado para que el enzima presente una conformacion
activa. Los resultados mostraron niveles elevados de fosfo-AKT en las
células de melanoma humano SK-MEL-1 y que su activacidon disminuyé de
manera dependiente del tiempo al exponer las células a la indol-chalcona.

AKT es también capaz de regular la progresién dentro del ciclo celular
mediante la interaccion con GSK-3B. AKT actla evitando que esta
glucdégeno sintasa quinasa fosforile y degrade a la ciclina D1 (mediante la
fosforilacion de su serina 9), lo que resulta en la regulacién negativa de los
inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas p27 (que normalmente
actian como un potente supresor tumoral) y p21 (principal diana
transcripcional de p53) (190, 200).

La GSK-3pB es una isoforma de GSK-3 y es una proteina quinasa de serina/
treonina que fosforila mas de 100 moléculas distintas (201). En células
normales suele encontrarse activada pero su regulacion negativa (por
fosforilacion de su serina 9) también es necesaria para el correcto
mantenimiento de la homeostasis celular (202). Se trata de una enzima
compleja, con reconocida capacidad anti-tumoral pero cuya expresion
aberrante es capaz de ejercer un efecto proto-oncogénico que permite
aumentar la capacidad de supervivencia, proliferacion y metastasis.

Para explorar el efecto de HY-CHAL sobre la actividad de GSK-3fB, se
procedié a realizar experimentos a distintas concentraciones de
tratamiento y durante intervalos temporales variados. Mediante la
determinacién de los niveles de serina 9 fosforilada de GSK-33 se pudo
medir la concentracidon de su isoforma inactiva, cuyos niveles aumentaron
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significativamente tras tan solo 1 hora de exposicién a una concentracién
de 3 uM de HY-CHAL.
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Figura 25. Cambios en la Ruta de las MAPK y AKT. (A) Las proteinas quinasas activadas
por mitégenos (MAPK) fosforilan residuos de serina o treonina de sus sustratos especificos
en respuesta a estimulos a los que son sensibles (como sefiales de crecimiento o estrés
celular). Son capaces de modular la expresion de ciertos genes y participan en la regulacion
de la mitosis, la proliferacion, la motilidad, el metabolismo y la muerte celular por apoptosis.
La familia de las MAPK se divide en tres grupos convencionales (ERK, JNK y p38MAPK) y un
grupo adicional (ERK3, ERK4, ERK5 y ERK7/8). Las quinasas JNK y p38MAPK son sensibles
a moléculas relacionadas con el estrés celular y responden ante agresiones como la
radiacion o la presencia de citoquinas pro-inflamatorias. La naturaleza pro-apoptética o anti-
apoptética de la respuesta celular que desencadenan estas MAPK ante estos estimulos
dafiinos depende tanto del tipo celular como de la propia naturaleza de la lesién. Las
investigaciones sucesivas sobre el grupo de las ERK han demostrado que intervienen en
procesos de sefializacion implicados en la proliferacion, la diferenciacion, la reorganizacion
del citoesqueleto, la migracién, la apoptosis y la respuesta celular al estrés. En el caso del
melanoma, se ha establecido una relacion entre la exposicion a la radiacion ultravioleta y la
sobre-expresion conjunta de ERK y EGFR. (B) Resultados experimentales obtenidos tras
exponer a las SK-MEL-1 a concentraciones de 3 y 10 yM de HY-CHAL durante 1, 3y 6
horas. Se aprecia una relacion directamente proporcional entre la fosforilacion de ERK1/2,
JNK y p38MAPK y |a concentracion de la chalcona hibrida. (C) Los resultados de los
inmunoblots expuestos muestran que la fosforilacion de AKT y GSK-3p es dependiente de
la concentracion de HY-CHAL y del tiempo de tratamiento. En este experimento, las
muestras fueron lisadas y utilizadas para la realizacion de inmunoblots, empleando para ello
anticuerpos especificos para cada una de las quinasas analizadas. La tincién con Ponceau
S permiti6 comprobar la homogeneidad en la cantidad de proteinas de cada muestra
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experimental. (D) Grafico de barras que ilustra los cambios en el porcentaje de células
apoptéticas en muestras expuestas a condiciones control y aquellas tratadas con HY-CHAL
a una concentracion de 3 yM en combinacion o no con inhibidores de p38MAPK (SB203580 a
2 yM), JNK (SP600125 a 10 uM), MEK1/2 (U0126 y PD98059 a concentraciones de 1, 3 y
10 uM) y PI3K (LY294002 a 20 uM). Todos estos tratamientos se prolongaron durante 24
horas y el porcentaje de células hipodiploides se determind mediante la tincion de las
células con yoduro de propidio y la realizacion de la técnica de la citometria de flujo. Las
barras representan la media * error estandar de dos experimentos independientes
realizados por triplicados. El simbolo * indica aquellos ensayos en los que encontramos una
p <0,05 en comparacion con los controles. # Sefiala aquellos grupos en los que existe una p
<0,05 en comparacion con las SK-MEL-1 tratadas con HY-CHAL y no pre-incubadas con
ningun inhibidor.

5. 7. 4. Efecto de los Inhibidores de las rutas MAPK y PI3K sobre
la Muerte Celular

La adicién de inhibidores especificos ha demostrado ser una de las
metodologia mas utiles para el estudio de los fendmenos de sefalizaciéon
gue forman parte de las distintas rutas metabdlicas conocidas. En este
trabajo se decidié emplear el pre-tratamiento con inhibidores especificos
para distintos miembros de la ruta de sefializacién de las MAPK (p38MAPK
JNK/SAPK y MEK1/2) y del PI3K (PI3K) para investigar tanto la importancia
general de cada una de las vias dentro del mecanismo de muerte inducido
por HY-CHAL como el papel que juegan de manera individual las moléculas
sefializadoras analizadas.

El numero de células hipodiploides (apoptdticas) fue empleado como
parametro de la eficacia de los inhibidores en cuanto al posible grado de
bloqueo del fendmeno citotéxico. De esta manera, si la adicidn de un
inhibidor compromete la capacidad pro-apoptdética de la chalcona hibrida,
se podra deducir que la molécula inhibida forma parte del mecanismo de
muerte asociado a HY-CHAL. Los resultados demostraron que la presencia
de los inhibidores especificos contra p38MAPKy JNK/SAPK no fueron capaces
de bloquear el incremento en el nimero de células hipodiploides que
induce HY-CHAL en las células de melanoma humano, lo que hace suponer
qgue dichos mediadores moleculares no intervienen de manera directa en la
apoptosis inducida por la chalcona hibrida (Figura 25D).
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Figura 26. Interacciéon entre las Vias de PI3K, NF-kB y B-Catenina. GSK-3p es una
enzima implicada en la modulacién de diversos procesos celulares, como proliferacion, la
apoptosis, la autofagia o la diferenciacion celular, y participa activamente en rutas de
sefializacion muy diversas, entre las que se encuentra la via del WNT o la de PI3K/AKT/
mTOR. GSK-3B suele ejercer su actividad mediante la fosforilacion de sus sustratos
asociados, lo que normalmente implica una inhibiciéon de los mismos asi como su posterior
degradacion proteosomal. A su vez, GSK-3 también puede ser inhibida al ser fosforilada
por otras quinasas como AKT, PKA o PKC. La GSK-3B puede encontrarse principalmente
en tres localizaciones celulares distintas: citosol, ndcleo y mitocondria. Su actividad también
depende de dicha ubicacion. Muchos estudios han encontrado que las células neoplasicas
muestran con significativa frecuencia un incremento en los niveles de activacion de
GSK-3pB, por lo que encontrar inhibidores para esta molécula se ha convertido en un
objetivo de especial importancia en el establecimiento de nuevos tratamientos contra el
cancer. NF-kB es una familia de reguladores positivos de la proliferacion y la supervivencia
(p50, p52, p65, RelB y RelC) debido a su capacidad para influir positivamente sobre la
transcripcion de genes y factores de transcripcion anti-apoptéticos (como BCL-xL, BCL-2 o
XIAP). NF-kB suele ser regulado por el complejo IKK (formado por IKK-a, IKK-B y NEMO),
que puede fosforilar a I-kB, y hace que esta ultima se separe de NF-kB. Una vez libre, el
NF-kB translocara al nucleo para ejercer sus funciones biologicas. Se sabe que AKT
promueve la actividad de NF-kB, pero el mecanismo por el cual se relacionan estas dos
vias todavia no se ha establecido con claridad.

5. 7. 5. Regulacion Negativa de B-Catenina

La ruta del WNT/B-catenina es esencial para el desarrollo, supervivencia y
motilidad de los melanocitos (Figura 26), pero los mecanismos moleculares
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de esta via necesitan estudiarse con mayor profundidad para poder
comprender la importancia de cada una de las moléculas sefializadoras
implicadas, su interaccidn entre ellas y con otras rutas, el papel que juega la
localizacién sub-celular de las mismas y la naturaleza de los distintos
patrones cinéticos que muestran.

Las mutaciones que provocan la activacidn constitutiva de la via del WNT/B-
catenina se observan con frecuencia en el melanoma, donde en hasta un
30% de los casos se puede detectar la presencia de B-catenina en el nucleo
de la célula, localizacién en la cual actian promoviendo la transcripcién de
genes como MYC, CCND1, POU3F2 (también llamado BRN2) o MITF (203,
204).

HY-CHAL demostrd poseer la capacidad de reducir los niveles de este tipo
de molécula sefalizadora de forma dependiente del tiempo y de la
concentracion del tratamiento (Figura 27A). Se trata de un resultado
sorprendente ya que, como se expuso anteriormente, la chalcona hibrida
induce el aumento en la concentracion de la isoforma inactiva de GSK-3p,
lo que significa que deja de favorecer la degradacién proteosomal de -
catenina. Existen algunos modelos que podrian explicar este hallazgo
conjunto de niveles elevados de proteina GSK-3B fosforilada y bajas
concentraciones de B-catenina en el nucleo celular. Algunas de las causas
podrian ser: la translocacion de la proteina AXIN, componente limitante en
la formacién del complejo de destruccién de la B-catenina, hacia la
membrana citoplasmatica; la degradacion de la AXIN o su disociacién de
GSK-3B; la pérdida de la actividad quinasa del GSK-3[3, a causa por ejemplo
de su fosforilacidon en serina 9 por AKT; el secuestro de GSK-3B desde el
citosol hacia cuerpos multi-vesiculares o la destruccién de la integridad del
complejo (206).

En cualquier caso, los resultados también muestran una clara regulaciéon
negativa de la B-catenina, que comienza a las 6 horas del tratamiento con
una concentracién de 10 uM de HY-CHAL. Este efecto puede estar causado
por la degradacién proteolitica de la B-catenina y podria estar relacionado
con el incremento de actividad de la caspasa 3, tal y como han demostrado
otros grupos con distintos modelos experimentales. Sera necesario realizar
estudios complementarios para confirmar este resultado.
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Figura 27. Influencia de HY-CHAL Sobre las Vias de c-Myc, B-catenina, p21 y NF-kB.
(A) Las células fueron tratadas con concentraciones especificas de la chalcona hibrida
durante distintos tiempos y a continuaciéon se recogieron y procesaron para obtener los
lisados celulares correspondientes. Estos lisados se utilizaron para realizar inmunoblots
especificos para distintas proteinas de interés. La carga homogénea de todas las calles del
gel se comprobd mediante la tinciéon con Ponceau S. (B) En la ruta candnica del NF-kB, la
activacion de la via comienza con la activacion del receptor, sensible a muchos tipos de
estimulos, como las cltoquinas inflamatorias, el factor de necrosis tumoral o las
interleuquinas. Estas sefiales provocan la fosforilacion y posterior degradacion proteosomal
del complejo inhibidor (IkB) en un proceso regulado por IKK. Al separarse del complejo
inhibidor, el heterodimero de NF-kB (normalmente compuesto por p65/p50) es capaz de
traslocarse al nucleo de la célula, donde activa la transcripcion de genes relacionados con
la supervivencia, la apoptosis, la respuesta inmune y la inflamacion. (C) Las células fueron
sometidas a los mismos procedimientos que en (A) y los lisados celulares se analizaron
mediante Western Blot, asegurando una carga proteica homogénea mediante el uso del
colorante Ponceau S.

5. 7. 6. Regulacion Negativa de NF-kB

Entre las rutas de sefalizacion que se encuentran constitutivamente
activadas o cuyos mecanismos de transduccién de sefiales pueden hallarse
alterados en el melanoma, la via del NF-kB conforma una de las principales
herramientas que la célula tumoral puede emplear para potenciar su
capacidad de supervivencia (Figura 27B). Debido a esto, tanto el propio
factor detranscripcion NF-kB como otras moléculas sefalizadoras propias
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de esta ruta metabdlica podrian suponer una diana farmacoldgica
prometedora en el desarrollo de nuevas terapias anti-neoplasicas.

El factor de transcripcion nuclear NF-kB es en realidad un grupo de
moléculas (RelA, RelB, c-Rel, NF-kB1 y NF-kB2) que pertenecen a la familia
de los factores de transcripcion y que juegan un papel esencial en la
regulacion de la inflamacién, los mecanismos de inmunidad, la
supervivencia y la proliferacion, la diferenciacion y la motilidad celular
(207).

Para investigar el impacto de HY-CHAL sobre la expresion de NF-kB, se
trataron las células SK-MEL-1 con concentraciones crecientes del
compuesto durante distintos periodos de tiempo (Figura 27C). Las células
se recogieron y procesaron de manera adecuada para la posterior
realizacién de inmunoblots especificos para p65 (RelA) y fosfo-p65
(isoforma nuclear con capacidad transcripcional). Los resultados
demostraron que las células de melanoma humano SK-MEL-1 poseen
niveles apreciables de p65 fosforilado, lo que indica una actividad
transcripcional basal en este tipo de célula. No obstante, al ser expuestas a
la chalcona hibrida, las células respondieron con una disminucién de los
niveles de fosfo-p65 que contrasté con el hallazgo de una concentracién
total de p65 que permanecié estable. Este tipo de patrén revela que HY-
CHAL afecta de manera inhibitoria a la via candnica del NF-kB.

5. 7. 7. Regulacion Negativa de c-Myc y p21

Los niveles intracelulares del factor de transcripcién c-Myc estan regulados
por distintas rutas de sefalizacién importantes, como WNT/B-catenina,
MEK/ERK o PI3K/AKT. El factor de transcripcion c-Myc controla la expresion
de distintos genes que actuan sobre la regulacidn del ciclo celular, la
apoptosis, la proliferacion y el metabolismo (208). En presencia de WNT, la
fosforilacion y posterior degradacién de la B-catenina se suprime. La B-
catenina citoplasmatica trasloca al nucleo, donde forma un complejo con el
factor de células T (TCF) y el factor potenciador linfoide (LEF) que activa la
transcripcién de factores como la ciclina D1 y c-Myc (209).

En el presente estudio se examinaron los niveles del factor de transcripciéon
c-Myc como valor indirecto de la activacion de la ruta de WNT. Para ello se
trataron las células con concentraciones crecientes de HY-CHAL durante

94



RESULTADOS: Alteracion de la Maquinaria Neoplasica

distintos periodos de tiempo. El andlisis mediante inmunoblot permitid
apreciar una relacién proporcional entre la disminucién de los niveles de c-
Myc, la concentracién de la chalcona y el tiempo de tratamiento. A nivel
clinico, la presencia de elevados niveles de expresion de c-Myc suele indicar
una mayor probabilidad de desarrollar metdstasis y un prondstico de
naturaleza mdas negativa. Por otra parte, a nivel bioldgico, la sobre-
expresion de c-Myc incrementa significativamente el potencial de
migracion de la célula y por lo tanto también la capacidad de invasion y
metastasis. Por ello, encontrar compuestos con la habilidad para reducir la
concentracion de c-Myc supone un avance en el establecimiento de nuevas
vias de tratamiento. Hay que anadir que la regulacién negativa de c-Myc
también ha demostrado incrementar la sensibilidad de las células del
melanoma humano ante el cisplatino.

El inhibidor de quinasas dependientes de ciclinas Ilamado p21 es una de las
principales dianas transcripcionales de p53 y su expresidon suele aumentar
en células cuyo material genético ha sufrido dafos (Figura 28). Esta
molécula es capaz de bloquear la progresion del ciclo celular mediante la
inhibicion de un amplio espectro de CDKs esenciales para esta transicion
entre fases. Ademas, p21 también puede unirse al antigeno nuclear de
proliferacion celular (PCNA) para inhibir la replicacion del ADN. Por otra
parte, durante la apoptosis de células neoplasicas, se ha observado que los
niveles de p21 suelen descender y esto se asocia con un incremento en la
capacidad pro-apoptoética de los fdrmacos quimioterapicos.

Las células SK-MEL-1 presentaron elevados niveles de p21, y estos
disminuyeron de manera dependiente con la concentraciéon de HY-CHAL y
el tiempo de exposicion a la chalcona. Este tipo de cinética podria deberse,
al menos en parte, a la accion neutralizadora que es capaz de ejercer la
caspasa 3 sobre p21 en células neopldsicas que se encuentran en un estado
de apoptosis temprana. Esta relacién entre p21 y la caspasa 3 ha sido
descrita desde finales del siglo XX e incluso algunos autores sugieren que el
truncamiento de p21 y consecuente activacion de CDK2 es un requisito
estrictamente necesario para iniciar el proceso apoptdtico inducido por
ciertos tratamientos. Se cree que la inactivacién de p21 mediada por la
accién proteolitica de la caspasa 3 conduce a la escisién del acido aspartico
112, que se encuentra en el dominio C-terminal y cuya eliminacién
previene su traslocacién al nucleo de la célula que resulta en una
regulacion positiva de CDK2 (210-212).
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RESULTADOS: Alteracion de la Maquinaria Neoplasica

Radiacion

MAPKKK >
/ MAPKK m v
AKT MAPK m>

~~
/ TCF/LEF
il s
A4S N

Daiios en el Inhibicién de la Progresion
Material Genético Proliferacion Tumoral

Figura 28. Senalizacion de p53 y MYC. El proto-oncogén MYC produce el factor de
transcripcion c-Myc, que es capaz de unirse a regiones especificas del ADN, regulando la
transcripcion de genes implicados en procesos como el crecimiento y la proliferacion de la
célula. La pérdida de la correcta regulacion de MYC puede desencadenar su potencial
oncogénico, favoreciendo la progresién tumoral. La progresién del ciclo celular esta
regulada principalmente por las quinasas dependientes de ciclina (CDKs), que necesitan
fosforilarse y unirse a la ciclina para activarse. Los inhibidores de CDKs se dividen en 2
familias: ink4 (p15, p16, p18 y p19) y Cip/Kip (p21, p27 y p57). La proteina p21 (también
llamada CDKN1A, p21Cip1, Cip1/Waf1 o Waf1) proviene de un gen (P21) cuya expresion
esta estrechamente regulada por la proteina supresora tumoral p53 y su actividad puede
variar en funcion de su localizacién. Cuando p21 se encuentra en el nucleo, puede unirse a
CDK1 y CDK2, lo que provoca la inactivacion de estas quinasas y el bloqueo de la
transicion de la fase G1 hacia la S o de la G2 hacia la mitosis. En el citoplasma, p21 actlta
como un agente anti-apoptético. Esto se debe a que puede unirse a la caspasa 3 0 a JNK,
provocando la inactivacion de estas moléculas sefializadoras. Ademas se ha observado que
los niveles de p21 varian mucho dependiendo de la situacién bioldgica y metabdlica en la
que se encuentra la célula. En el caso de producirse dafios en el material genético, los
niveles de p21 pueden descender (si el dafio es extenso o irreversible) o aumentar (si los
dafios son pequefios o reversibles).
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6. DISCUSION

A pesar de ser un tipo tumoral relativamente poco frecuente (1 de cada 38
individuos en el caso de los caucasicos, 1 de cada 167 en hispanos y 1 de
cada 1.000 en personas de piel oscura) la incidencia del melanoma se ha
incrementado durante los Ultimos anos y actualmente conforma el tipo de
cancer de piel con mayor indice de mortalidad asociado. Esta agresividad
gue caracteriza al melanoma se asocia con su propension a metastatizary a
la capacidad que poseen estos tumores para desarrollar estrategias de
supervivencia que les permiten soportar la exposicién a los tratamientos
mas usuales o desarrollar resistencias a los mismos conforme progresa la
enfermedad. Las evidencias clinicas confirman que a pesar de haberse
producido un innegable progreso en el entendimiento de la biologia, la
fisiopatologia, el metabolismo y la gendmica del melanoma, se requiere de
una mayor inversion en la investigacion de nuevos tratamientos y dianas
farmacolégicas, asi como en la comprensién de las diversas rutas
metabdlicas que pueden encontrarse alteradas en este tipo de neoplasias.

La patogenia del melanoma es muy compleja y este proceso de
transformaciéon por el cual la célula va cambiando hacia un genotipo
maligno puede implicar una amplia variedad de mutaciones, por lo que
constituye uno de los canceres con mayor variabilidad y diversidad a nivel
genético. Esta caracteristica tan representativa del melanoma genera un
aumento en la dificultad de la seleccidn del tratamiento o tratamientos de
mayor eficacia para cada paciente.

Las chalconas son cetonas aromaticas que forman parte de diversos
metabolitos vegetales con funciones bioldgicas tan importantes como la
proteccidn ante la radiacion UV o la defensa contra una amplia variedad de
micro-organismos patégenos. Este tipo de flavonoides estan despertando
un interés cientifico que ha ido en aumento durante las ultimas décadas y
cuya relevancia a nivel clinico se ha visto incrementada debido a sus
propiedades antibidticas, anti-diabéticas, anti-asmaticas, anti-mitdticas,
antioxidantes, anti-inflamatorias y anti-cancerigenas.

Aunque se trata de moléculas de origen natural bastante comunes en el
reino vegetal, las chalconas también pueden ser sintetizadas o modificadas
artificialmente para potenciar sus propiedades o combinarlas con las de
otros compuestos con actividad farmacoldgica.
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La chalcona hibrida (a-bromoacrilamido-indolil-piridil-propenona) elegida
para este estudio habia demostrado con anterioridad una habilidad
significativa para la inhibicidn del crecimiento celular en distintas lineas de
leucemia, asi como para la induccién de la muerte celular por apoptosis
asociada a la disipacion del potencial de membrana mitocondrial y a la
activacion de la cascada de las caspasas. Otro factor importante en el
proceso de decision de escoger este compuesto hibrido como objeto de
estudio fue la menor citotoxicidad que produjo al ser afiadido a células
humanas normales, cultivadas bajo condiciones estandar.

En este trabajo se ha evaluado un amplio abanico de propiedades
biolégicas y moléculares relacionadas con el potencial clinico y
farmacolégico que podrian hacer de esta chalcona un posible agente
terapéutico (Figura 30).

Activacion de Inhibicién de
Caspasas

Disminucién de la Inhibicién de
Viabilidad

Inhibicién de
NF-kB

Inhibicion de
B-catenina

Inhibicién de
AKT

Aumento de Activacion de
ROS MAPKs

Figura 30. Efectos de HY-CHAL Sobre Células de Melanoma. Grafico que muestra los
distintos efectos que genera en células de melanoma humano de tipo SK-MEL-1 y MEL-HO
la exposicion a la indol-chalcona.

La linea celular SK-MEL-1 se establecié en 1966 a partir de una muestra
tumoral metastasica de un paciente varén de 29 afios y etnia caucdsica, que
fallecio a causa de un melanoma. Se trata de melanocitos malignos no
adherentes, que crecen en suspensidon y cuyo genotipo cuenta con la
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mutacién V600E del gen BRAF (alteracidn genética mas comun en tumores
tipo melanoma). La mencionada linea celular fue elegida principalmente
por presentar esta anomalia genética, que aparece en aproximadamente el
50% de los melanomas diagnosticados y que implica la activacion
constitutiva de la ruta MEK/ERK.

La linea MEL-HO esta formada por células humanas de melanoma que se
recogieron del tumor primario de una mujer caucasica en 1976. Se trata de
células epiteliales de morfologia alargada, naturaleza adherente y que
también portan la mutacién V600E del gen BRAF.

La viabilidad celular se define como una medida cuyo valor depende de la
proporcion de células vivas y sanas dentro de una poblacién. Normalmente
se trata de una cuantificacién de células funcionalmente activas que
permite evaluar la eficacia potencial de moléculas de interés farmacolégico.
Un gran numero de estudios experimentales, clinicos y epidemioldgicos
han permitido establecer con certeza la utilidad de los flavonoides como
agentes fitoquimicos capaces de regular la proliferacién y divisién de
diversos tipos de células cancerigenas, asi como afectar a funciones
metabdlicas esenciales para la supervivencia. En células de leucemia
humana, HY-CHAL ha demostrado con anterioridad su habilidad para
reducir la capacidad proliferativa de dicho tipo celular neoplasico. Por esta
razon, se eligid esta chalcona hibrida como candidato ideal para comprobar
la posible extrapolacion de estas habilidades anti-cancerigenas en células
de melanoma humano.

La técnica escogida para el andlisis de la viabilidad celular fue el ensayo del
MTT. Se trata de un método colorimétrico que evalia los niveles de
actividad metabdlica de la célula, utilizaindolos como indicador para la
valoracién de la viabilidad, citotoxicidad y capacidad proliferativa. Este
método que emplea la reduccion del MTT a formazan permitié realizar
estudios de dosis-respuesta y determinar la ICso en células SK-MEL-1 (0,15 +
0,04 uM) y MEL-HO (0,3 + 0,1 uM). Ademads, de manera previa al inicio de
los estudios de tincidn con MTT, se decidié observar la morfologia celular
general de las muestras tratadas y control para comparar las caracteristicas
fisicas de cada uno de los grupos experimentales. Esto permitid corroborar
la influencia de HY-CHAL sobre las SK-MEL-1 y las MEL-HO a nivel de
inhibicién del crecimiento y la proliferacién, la disminucion de la viabilidad
general de las células y su aparente influencia sobre la formacion de
agregados celulares, comunes en SK-MEL-1.

99



DISCUSION

El melanoma es un tipo de cancer bastante agresivo y con frecuencia logra
evitar la muerte celular mediante el desarrollo de distintas mutaciones que
incrementan la actividad de las rutas metabdlicas relacionadas con la
supervivencia o bien silencian aquellas vias moleculares que conducirian a
la célula aberrante hacia su muerte. La habilidad del melanoma para
sobrevivir, progresar y metastatizar depende por tanto en gran medida de
su habilidad para manipular las rutas metabdlicas relacionadas con la
muerte, la respuesta inmune y la capacidad de supervivencia en
microambientes desfavorables. La muerte celular programada conforma
una maquinaria molecular predefinida que puede ser modulada o
modificada mediante el uso de agentes farmacoldgicos, afectando al
destino de la célula, que podria desviarse hacia la apoptosis, la autofagia o
la necroptosis. La apoptosis constituye el proceso de muerte celular mejor
comprendido hasta la fecha y esta implicada en el mantenimiento de la
homeostasis dentro de la propia célula y en el tejido del que forma parte.
Puede iniciarse de tres maneras distintas en funcién del estimulo inicial que
pone en marcha esta ruta. La apoptosis intrinseca (también conocida como
ruta mitocondrial de la apoptosis) se desarrolla como consecuencia al dano
al material genético, el exceso de especies reactivas del oxigeno, el
incremento del estrés replicativo por encima del umbral permitido por la
célula o la ausencia de factores de crecimiento. La via extrinseca, por otro
lado, se activa ante la presencia de determinadas moléculas sefializadoras
(como FasL, TRAIL o TNF-a) liberadas por células adyacentes. Finalmente, la
ruta de las granzimas (o sistema de las perforinas/granzimas) es inducida
por las células T citotéxicas. Se cree que la desmedida capacidad de
proliferacion exhibida por las células del melanoma podria deberse en gran
medida a la desregulacion de distintos factores moduladores de la
apoptosis (como p53, IAPs, caspasas, etc) y fue por esta razén por la cual
este trabajo abordé el estudio de los posibles cambios que podria provocar
HY-CHAL en la expresién de estas moléculas sefializadoras.

Mediante microscopia de fluorescencia se descubrieron cambios
morfoldgicos caracteristicos de la muerte celular por apoptosis, como la
condensaciéon de la cromatina. Por otra parte, con los datos obtenidos a
partir del andlisis por citometria de flujo, se generaron una serie de
histogramas que ilustraron el incremento del numero de células
apoptéticas (hipodiploides) al someter a las SK-MEL-1 y a las MEL-HO a la
presencia de una concentracion de 3 uM de HY-CHAL durante 24 horas. De
manera complementaria, también se examind la externalizacion de
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fosfatidilserina (fosfolipido que normalmente se localiza en la cara interior
de la membrana celular y cuya externalizacidn permite que la célula sea
reconocida por los macréfagos como una célula muerta o moribunda). El
resultado positivo obtenido a partir de estos analisis de la fosfatidilserina se
empled para localizar temporalmente el inicio del proceso apoptético
desencadenado por la actividad de la chalcona hibrida.

Las caspasas son las principales moléculas inductoras de la apoptosis, se
encuentran normalmente en forma de zimdgenos (pro-caspasas) que sélo
se activan y dimerizan cuando aparece un estimulo especifico. La activacién
de la cascada de las caspasas conduce, en ultima instancia, hacia la
proteolisis del citoesqueleto y otros componentes moleculares esenciales
para la integridad estructural y funcional de la célula. Las caspasas
participan en las dos ramas de la apoptosis y es la caspasa 3 la principal
encargada de la comunicacién de sefiales entre ambas.

La cascada de las caspasas en la ruta intrinseca de la apoptosis se inicia a
partir de la liberacién de citocromo ¢ desde la mitocondria. Este proceso es
el resultado final de una serie de cambios en la permeabilidad de la
membrana mitocondrial externa, que pueden estar causados por distintos
estimulos negativos relacionados con el estrés celular, como la hipoxia, la
presencia de radiacion, el aumento en los niveles de ROS o la falta de
factores de crecimiento. El aumento en la permeabilidad de la membrana,
que facilita la salida del citocromo ¢ desde el interior de la mitocondria
hacia el citoplasma de la célula, se asocia con la disipacion del potencial de
membrana mitocondrial (AWy,) y la disminucién en la produccion de ATP.
Estas sefiales de estrés activan a los miembros pro-apoptéticos de la familia
de las proteinas BCL-2, algunos de los cuales podran inactivar a los factores
anti-apoptéticos (BCL-2, BCL-xL y MCL-1) mientras otros actuan
favoreciendo la liberaciéon del citocromo ¢ desde la mitocondria. En el
citosol, APAF-1 oligomeriza en presencia de citocromo c¢ y recluta a la
caspasa 9, formando un complejo llamado apoptosoma que favorecera la
fagocitosis de la célula y evitara la generacion de una respuesta
inflamatoria a la muerte celular.

Para estudiar el comportamiento de las caspasas en células de melanoma
humano expuestas a la chalcona hibrida, se emplearon sustratos sintéticos
especificos para tres de las caspasas mas relevantes (caspasa 3/7, caspasa 8
y caspasa 9). Estos sustratos comerciales proporcionaban una sefal que fue
analizada mediante espectrofotometria y que permitia calcular la actividad
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enzimatica de cada una de estas caspasas en los distintos grupos
experimentales. Se utilizd6 una concentracién de 3 uM de HY-CHAL v,
analizando la respuesta celular a distintos tiempos de exposicién, se dedujo
la cinética de estas moléculas sefializadoras. La caspasa ejecutora 3 se
detectd a partir de las 6 horas de tratamiento y su actividad aumenté con el
tiempo. Las caspasas iniciadoras 8 y 9 siguieron patrones similares. Esto
sugiere un aumento de actividad caspasa conforme se incrementa el
tiempo de exposicidén a la indol-chalcona, resultado que concuerda con el
resto de experimentos realizados (Figura 31).

El analisis de los niveles de PARP se utilizé como indicador secundario de la
actividad de las caspasas, ya que es un reconocido sustrato sobre el que
actian de manera proteolitica las caspasas 3 y 7. Mediante Western Blot se
detectd un fragmento del tamafio que generan las caspasas anteriormente
nombradas al actuar sobre PARP. Este hallazgo confirma que HY-CHAL
induce la activacion de las caspasas en SK-MEL-1 y MEL-HO. El analisis por
inmunoblot de los fragmentos en los que se dividen las caspasas al ser
activadas corrobord la presencia de la forma biolégicamente activa de estas
moléculas proteoliticas y se pudo establecer una relacién directamente
proporcional entre la activacidon de las caspasas y la concentracidon de HY-
CHAL a las que las células fueron sometidas, asi como con el tiempo
transcurrido desde el inicio de dicha exposicidon (mayor incremento en la
actividad de las caspasas y mas activaciéon de la via de la apoptosis
intrinseca a mayor concentracién de tratamiento y mayor duracién del
mismo). Ademas, al afiadir z-VAD-fmk (inhibidor general de las caspasas) a
las células de melanoma humano cultivadas en presencia de HY-CHAL, se
observé mediante microscopia dptica que las células volvian a un estado
morfolégicamente muy similar al encontrado en los grupos control. Esto
pone de manifiesto que la muerte celular de las SK-MEL-1 y MEL-HO
inducida por HY-CHAL esta intimamente relacionada con la actividad de las
caspasas. El recuento de células hipodiploides bajo las distintas condiciones
anteriormente mencionadas, corrobord los resultados relativos a la
activacion de la via intrinseca de la apoptosis.

Para conocer los cambios en los niveles de expresién de las proteinas de la
familia BCL-2 (muy importantes dentro de la rama intrinseca de la
apoptosis), se analizaron tanto los miembros antiapoptéticos (BCL-2, BCL-xL
y MCL-1), como pro-apoptéticos (BAX, BAK, BID y distintas isoformas de
BIM). Los niveles de los distintos miembros anti-apoptéticos parecieron
disminuir de manera general y significativa en respuesta a la exposicién a
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HY-CHAL (aunque BCL-xL no varié con la concentracion del tratamiento y
MCL-1 descendia a altas concentraciones combinadas con exposiciones
prolongadas). Las proteinas BAX y BAK mostraron una relacién
directamente proporcional a la concentracion de HY-CHAL y el tiempo de
exposicidon a la chalcona hibrida. En lo referente a BIM y BID, se pudo
establecer que los niveles de las isoformas BimEL, BimL y BimS tendian
también a aumentar con el tiempo y la concentracién, mientras que BID
mostraba una cinética mas compleja (con un incremento de sus niveles a
concentraciones y tiempo bajos y una disminucién de los mismos a
concentraciones altas de HY-CHAL y tiempos prolongados de exposicién a
dichas concentraciones de tratamiento)

Asimismo se estudiaron las posibles variaciones en los niveles de citocromo
c citosodlico y la despolarizacién del potencial de membrana mitocondrial
como factores complementarios para la determinaciéon global de la
activacion de la via intrinseca de la apoptosis. Mediante la técnica del
inmunoblot se hallaron niveles importantes de citocromo ¢ en el
citoplasma celular en todos los grupos experimentales expuestos a la indol-
chalcona. Estos resultados se correspondieron también con la deteccion de
una pérdida significativa de los niveles de AW, en experimentos
independientes pero realizados bajo las mismas condiciones de cultivo.

Por otras parte, aunque se sabe que unos elevados niveles de ROS
conducen normalmente a la muerte apoptética de la célula, diversos
estudios han demostrado que las células neopldsicas son capaces de
desarrollar mecanismos de resistencia ante la presencia de estos radicales
libres daiiinos, escapando de la muerte celular programada e incluso
aprovechando la capacidad mutagénica de ROS para aumentar la
inestabilidad genética de la poblacién y facilitar la aparicién de nuevas
mutaciones. No obstante, incluso estas células malignas han manifestado
un umbral de tolerancia hacia este tipo de especies reactivas del oxigeno.
La chalcona hibrida ha conseguido influir sobre la producciéon de ROS hasta
el punto de sobrepasar dicho umbral de tolerancia y provocar una muerte
celular dependiente de la generacion de este exceso de radicales libres.
Esta deduccidn se alcanza tras someter las células SK-MEL-1 cultivadas en
presencia de HY-CHAL a la exposiciéon a distintos antioxidantes, con
capacidad previa demostrada en otras lineas celulares para actuar
bloqueando las especies reactivas del oxigeno. En estos experimentos las
células tratadas con HY-CHAL recuperaban en mayor o menor medida su
viabilidad original, dependiendo del antioxidante empleado.
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La ruta extrinseca de la apoptosis se inicia cuando un receptor
transmembrana de la superfamilia de los TNFRs (como DR4/DR5) se une
con su ligando (TNF-a, TRAIL, etc.). Entonces este receptor sufre un cambio
conformacional que incrementa su afinidad por ciertas proteinas
adaptadoras y se facilita la formacién del complejo de senalizacion inductor
de muerte (DISC). El componente clave de esta via es la caspasa iniciadora
8, que podra activar a las caspasas efectoras 3, 6 y 7. Como al analizar las
caspasas HY-CHAL dio muestras soélidas de inducir la activaciéon de la
caspasa 8, se decidid evaluar la posible implicacion de la ruta extrinseca de
la apoptosis en relacidn a su importancia dentro de la muerte celular que la
chalcona hibrida desencadena en SK-MEL-1. Los resultados obtenidos
mostraron que los niveles de TRAIL no varian significativamente bajo
ninguna de las distintas condiciones experimentales analizadas. Por otra
parte, la expresion de DR4 aumentd sélo en aquellas muestras sometidas al
tiempo de exposicion mas prolongado y con mayor concentracion de HY-
CHAL. Los niveles de DR5 aumentaron con la concentracién mas baja de la
chalcona y periodos de exposicién no superiores a las 12 horas. Asi, se
puede concluir que estos tres factores analizados siguen distintos patrones
cinéticos y se regulan de manera distinta en células de melanoma humano
de la linea SK-MEL-1 sometidas al tratamiento con HY-CHAL.

La superfamilia de las MAPKs esta formada por una serie de protein-
quinasas sefalizadoras capaces de convertir una amplia variedad de
estimulos extra-celulares en respuestas celulares de caracter muy diverso,
como pueden ser la proliferacidn, la diferenciacién, la migracion celular o la
apoptosis. Estas moléculas se activan normalmente mediante una doble
fosforilacion peptidica en la regién del bucle T a través de una cascada
comprendida por una MAPK, una MAPKK (MAP2K) y una MAPKKK
(MAP3K). En cambio, las MAPKs se inactivan por la accién de fosfatasas
capaces de desfosforilar los residuos previamente fosforilados en el bucle T.
En mamiferos, la superfamilia de las MAPKs se divide en dos grupos: uno
convencional que se compone de aquellos miembros que siguen la cascada
tipica de activacion en tres pasos (ERK1/2, JNK, p38-MAPK y ERK5) y otro en
el que se rednen aquellas MAPKs atipicas que no necesitan de la doble
fosforilacion para ejercer su actividad (ERK3/4, ERK7/8 y NLK). De entre
todas estas quinasas, se sabe que JNK y p38-MAPK son las que responden
con un mayor grado de activacién ante el estrés celular generado por la
exposicidon a agentes fisicos, quimicos o bioldgicos de naturaleza nociva.
Estas MAPKs activadas por estrés (intracelular o extracelular) juegan un
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papel esencial en el mantenimiento del balance entre la supervivencia y la
muerte de la célula, ya que pueden influir a nivel transcripcional y/o post-
transcripcional sobre varias proteinas (pro-apoptdticas y anti-apoptoticas)
de la familia BCL-2. Normalmente JNK y p38-MAPK actian como
mediadores pro-apoptdticos, aunque hay que tener en cuenta que también
son capaces de ejercer efectos anti-apoptédticos bajo determinadas
condiciones, como la proteccién de los queratinocitos ante la apoptosis
inducida por la exposicidn a radiacién UV, la supresion de la apoptosis en
macrofagos con lipoproteinas oxidadas de baja densidad, etc. No obstante,
la activacion de ERK1/2 se asocia tipicamente con funciones anti-
apoptdticas y de control de la proliferacién y la diferenciacion. Ademas,
suele ser el miembro de las MAPKs que actua como principal molécula
senalizadora en la transmisidon de senales relacionadas con la presencia de
algun factor de crecimiento en el entorno cercano a la célula. Sin embargo,
ERK1/2 posee también el potencial para actuar como un agente promotor
de la muerte celular mediante la activacién de la ruta apoptotica; por
ejemplo, se ha demostrado que en células con dafio genético provocado
por la exposicion al cisplatino, los niveles de ERK1/2 aumentan y provocan
un incremento de la fosforilacion de p53 (213).

De manera complementaria, se realizaron analisis con inhibidores
especificos para p38MAPK (SB203580), JNK/SAPK (SP600125), MEK1/2
(U0126 y PD98059) y PI3K (LY294002). Los resultados de dichos
experimentos indicaron que tanto la activacion de JNK como la de p38-
MAPK no estad directamente implicada en la muerte celular, ya que los
inhibidores especificos SP600125 (10 uM) y SB203580 (2 uM) fueron
incapaces de bloquear el incremento del porcentaje de células
hipodiploides que sucede al exponer a las SK-MEL-1 a la chalcona hibrida.
En contraste, los inhibidores de MEK (PD98059 y U0126) provocaron un
aumento en la tasa de muerte celular. Por tanto, podemos concluir que, en
células de melanoma humano, la presencia de inhibidores de MEK podria
ser beneficiosa en cuanto a que aumenta la tasa de muerte de este tipo de
célula neoplasica, mientras que ni JNK, ni p38MAPK ni PI3K parecen tener
un papel relevante en el mecanismo apoptdtico generado por HY-CHAL.

En el presente estudio se observéd que HY-CHAL indujo una sobre-activaciéon
de ERK1/2, INK y p38-MAPK, cuyo efecto general consistié en la induccion
de la muerte celular por apoptosis. Estas MAPKs mostraron patrones
cinéticos similares y dependientes de la concentracién del tratamiento. No
obstante, debido a la naturaleza dual (pro-apoptdtica y anti-apoptdtica) de
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las MAPKs, seria necesario realizar un analisis mas exhaustivo sobre la
influencia de HY-CHAL en los patrones de expresion y activacién de las
distintas MAPKs para establecer realmente el posible papel de cada uno de
los miembros de esta familia de quinasas en la determinacion del destino
celular.

AKT es una proteina con actividad quinasa de serina/treonina capaz de
fosforilar a mas de 200 sustratos y cuya ruta de sefializacion (PI3K/AKT/
mTOR) juega un papel fundamental en la supervivencia celular durante el
desarrollo embrionario y la carcinogénesis. Diversos estudios han
observado que la activacién del AKT no solo actua inhibiendo la apoptosis,
sino que también promueve la formacién de metastasis, la angiogénesis,
inhibe el parada del ciclo celular y provoca la fosforilacion de mTOR, que
participa a su vez en la regulacién de la progresidn del ciclo celular, la
sintesis de proteinas y la angiogénesis. En este estudio se decidié analizar
los posibles cambios en los niveles de AKT en células de melanoma humano
de la estirpe SK-MEL-1 en respuesta a la exposicidn a la chalcona hibrida.
Mediante la realizacién de inmunoblots se aprecid que los niveles basales,
tanto de AKT total como de AKT fosforilado, se encontraban
significativamente elevados en este tipo de célula neoplasica. La respuesta
al tratamiento consistié en una rapida disminucién tanto de los niveles de
la proteina como de su isoforma fosforilada, que conduce a deducir que HY-
CHAL es capaz de influir negativamente sobre esta ruta y ejercer una
funcién anti-proliferativa en lo referente a la transduccién de sefiales
propias de la via de sefializacion del PI3K/AKT/mTOR, tipicamente activada
en muchos tipos de cancer.

GSK-3PB es un regulador clave de la apoptosis que puede actuar de manera
directa o indirecta sobre algunos de los miembros de la familia de las
proteinas BCL-2 y que cuenta con sustratos de reconocida importancia,
como WNT, Notch o Hedgehog. La fosforilacién de GSK-3B, inducida por el
AKT en respuesta a la presencia de factores de crecimiento, provoca su
paso hacia una conformacion inactiva, que es incapaz de promover la
degradacion de la PB-catenina y la fosforilacion de miembros pro-
apoptdticos de la familia de las proteinas BCL-2 pero que posee la
capacidad de inducir la transicion de la fase G; del ciclo celular hacia la S,
mediante la estabilizacién de los niveles de las ciclinas D1 y E. GSK-3B es
una molécula compleja que puede promover o inhibir la muerte celular
gracias a su habilidad para influir sobre las vias extrinseca e intrinseca de la
apoptosis. Normalmente la GSK-3B puede o bien promover la apoptosis a
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través de la ruta mitocondrial (intrinseca) o actuar inhibiendo la via
extrinseca. Mediante la determinacién de los niveles de serina 9 fosforilada
de GSK-3B se observd un aumento rapido y significativo de su isoforma
inactiva tras la exposicion de las células SK-MEL-1 a la chalcona hibrida. En
cuanto a su efecto sobre la apoptosis, serian necesarios estudios mas
especificos para detallar con seguridad el papel del GSK-3B sobre los dos
tipos de mecanismos por los que se puede desencadenar el proceso
apoptadtico.

La ruta candnica de sefializacion del WNT/B-catenina juega un papel
fundamental en la proliferacion tumoral y su nivel de activacion se
correlaciona con la tasa metabdlica y la capacidad de la célula neoplasica
para desarrollar resistencias hacia los distintos agentes quimioterapéuticos.
Normalmente las células sanas poseen bajos niveles citosdlicos de B-
catenina, ya que se encuentra regulada por un mecanismo de degradacion
proteosomal que favorece una baja concentracién de la misma. La unién
del ligando WNT a su receptor provoca la inhibicion de la fosforilacion y
ubiquitinaciéon de la B-catenina, que conduce a un incremento en sus
niveles citoplasmaticos que permite su translocacion hacia el nucleo, donde
activa la transcripcién de varios genes, algunos de los cuales conducen a la
sintesis de productos proteicos que participan activamente en la regulacién
de la divisién celular. La chalcona hibrida disminuyd la concentracién de -
catenina de forma dependiente del tiempo y de la concentracion del
tratamiento. Se trata de un resultado sorprendente, ya que con
anterioridad se habia establecido que la chalcona hibrida induce el
aumento en la concentracion de la isoforma inactiva de GSK-3B, que al
encontrarse fosforilada deja de ser capaz de favorecer la degradacion
proteosomal de la B-catenina. Este hecho podria deberse a la degradacién
proteolitica de la B-catenina y/o estar relacionado con el incremento de la
actividad de la caspasa 3. Seria necesario realizar estudios
complementarios para confirmar esta hipdtesis, que si ha sido probada
experimentalmente por otros grupos en distintos modelos (214, 215).

Entre los genes diana activados por la via de sefializacion del WNT/B-
catenina se encuentran c-Myc, c-Jun, CCND1 o FOSL1. El primero de ellos es
un proto-oncogén que se conoce desde hace mas de 25 afios y que se
relaciona con la regulacién de la actividad telomerasa, la angiogénesis la
motilidad y la progresion del ciclo celular. Durante la transformacién
neopldsica, c-Myc pasa de estar altamente regulado a expresarse
constitutivamente en muchos tipos de céancer, reprimiendo ademas a
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diversos genes anti-proliferativos (como p21 o p27X/P). Los datos obtenidos
a partir del andlisis de este factor, que actia como indicador de la actividad
de la ruta del WNT/B-catenina, permitieron apreciar una relacién
proporcional entre la disminucién de los niveles de c-Myc, la concentracién
de la chalcona y el tiempo total de tratamiento.

Muchos grupos de investigacidon se han centrado en la relacion de
represion que ejerce c-Myc sobre p21 y han favorecido la identificacién de
una gran variedad de mecanismos por los que ocurre este fendmeno de
inhibicion. El inhibidor de quinasas dependientes de ciclinas p21 es el
principal mediador molecular en la induccién de la parada del ciclo celular
en la fase G; provocada por la actividad de p53, que puede intervenir
también en el crecimiento celular y la apoptosis. Las células SK-MEL-1
presentaron elevados niveles basales de p21, que se redujeron tras la
exposicion a la chalcona hibrida de manera dependiente de Ia
concentracion y del tiempo de exposicidon a la chalcona. Esto parece
contradecirse con los datos obtenidos a partir del analisis de c-Myc, ya que
si HY-CHAL reduce los niveles de este factor represor de p2l1, la
concentracion de p21 deberia aumentar conforme se reduce la de c-Myc.
Esta aparente contradiccién podria ser causa de una inactivacién de p21
mediada por la caspasa 3, cuyos efectos sobre este factor de transcripciéon
se conocen desde finales del siglo XX (216).

El grupo de los factores de transcripcion nucleares asociados a las cadenas
ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB) estd compuesto en
mamiferos por cinco miembros: p50 (NF-kB1), p52 (NF-kB2), p65 (RelA),
RelB y c-Rel. Los distintos miembros de la familia del NF-kB participan en la
integracion de diversos estimulos relacionados con el estrés celular y
pueden promover la iniciacion de la respuesta inmune innata y adaptativa
asi como controlar la expresion de genes implicados en la inflamacién, la
proliferacion y la apoptosis. Algunos de los estimulos extracelulares que
pueden favorecer la activacién de la via del NF-kB incluyen la presencia de
citoquinas pro-inflamatorias, bacterias, niveles citotdxicos de ROS o
determinados agentes terapéuticos. Al estudiar los niveles de p65 total y
fosforilado, se demostré que las SK-MEL-1 cuentan con concentraciones
basales de p65 significativamente elevadas, lo que favoreceria la
transformacion, iniciacion y progresién tumoral. Por otra parte, al someter
a estas células de melanoma humano al tratamiento con la chalcona
hibrida, la respuesta desencadenada consistié en una disminucién en los
niveles de p65 activado (fosforilado). Este hallazgo conduce a pensar que
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HY-CHAL es capaz de actuar como agente anti-inflamatorio e inhibir la via
NF-kB.

n
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Figura 31. Influencia de HY-CHAL sobre Distintas Rutas de Sefalizacién. La exposicion
de las células de melanoma humano a la chalcona hibrida indujo cambios en la activacion,
actividad o concentracion de distintos factores metabdlicos, rutas de sefializacion y
moléculas mensajeras. El color rojo sefiala una disminucion, el naranja indica una influencia
variable (pudiendo promover un incremento a cierta concentracion, seguido de una
inhibicion a otro tiempo o cantidad de tratamiento, por ejemplo) y el verde muestra un
incremento.
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7. CONCLUSIONES

La chalcona hibrida analizada en este estudio:

1. Posee potencial como agente antitumoral para el tratamiento del
melanoma humano, ya que presenta propiedades citotdxicas selectivas
frente a células neoplasicas, inducidas a concentraciones lo
suficientemente bajas como para alcanzarse in vivo.

2. Disminuye la viabilidad celular e induce la muerte por apoptosis,
evidenciada por la la externalizacién de la fosfatidilserina, la reduccion
de la funcién respiratoria, el aumento en el numero de células
hipodiploides y la aparicidn de caracteristicas morfoldgicas tipicas.

3. Promueve la activaciéon de las caspasas iniciadoras (8 y 9) y ejecutoras

(3/7).

4. Genera cambios en la expresién de las proteinas de la familia BCL-2. Los
niveles de los miembros anti-apoptéticos BCL-2, BCL-xL y MCL-1
disminuyeron, mientras que los de los factores pro-apoptéticos BAX y
BAK aumentaron significativamente.

5. Causa alteraciones a nivel mitocondrial, incluyendo la disminucion del
potencial transmembrana, el aumento de la permeabilidad de la
membrana mitocondrial externa, la liberacién de citocromo c al citosol,
y el aumento de la generacion de especies reactivas del oxigeno.

6. Induce la fosforilacidon y consecuente activacion de ERK1/2, INK y p38-
MAPK vy la adicién de inhibidores especificos de MEK1/2 potencié la
muerte celular. Al emplear inhibidores especificos para JNK y p38-
MAPK, se determind que estas quinasas no se encuentran
directamente implicadas en el mecanismo de muerte.

7. Disminuye la expresidn y fosforilacidon de AKT, sugiriendo que existe una
inhibicidn de la ruta PI3K/AKT/mTOR.

8. Ejerce un efecto de regulacién negativa sobre el factor de transcripcién
c-Myc, el inhibidor de quinasas dependientes de ciclinas p21Cipl/WAF1 y
la ruta de la B-catenina y el NF-kB.
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FIGURA S1
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Figura Suplementaria S1. HY-CHAL Induce la Activacion Proteolitica de las Caspasas
y Genera un Aumento en su Actividad. (A) Las células MEL-HO fueron tratadas con
concentraciones especificas de la chalcona hibrida durante un periodo de 24 horas, tras las
cuales se procedid a obtener los correspondientes lisados celulares de cada grupo
experimental. Posteriormente se analiz6 la actividad de las caspasas 3/7, 8 y 9. (B) Las
células MEL-HO fueron sometidas a las mismas condiciones que en (A), pero en este caso
los lisados celulares o la fraccion citosdlica (en el caso del analisis del citocromo c)
estudiados mediante la técnica del Western Blot. La (B-actina se empleé como control de
carga.
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Figura Suplementaria S2. Efecto de z-VAD en Células MEL-HO Expuestas a la
Chalcona Hibrida. (A) Las células se trataron con 100 uM de z-VAD-fmk durante una hora
y después se incubaron con o sin HY-CHAL (3 uM) durante 24 horas. Posteriormente se
tomaron imagenes empleando un microscopio invertido de contraste de fases. (B) Se sigue
el mismo procedimiento que en (A) pero las muestras fueron analizadas mediante
citometria de flujo para valorar la viabilidad de cada grupo experimental.
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Figura Suplementaria S3. Efecto de HY-CHAL sobre el Potencial de Membrana
Mitocondrial en Células MEL-HO. (A) Las células se incubaron con las concentraciones
indicadas de la chalcona hibrida durante 2 horas, tras las cuales se analizé6 el AWm
mediante citometria de flujo. (B) Las MEL-HO se cultivaron bajo condiciones control o en
presencia de las concentraciones de HY-CHAL indicadas y durante los tiempos

especificados. El porcentaje de la reduccion de AWm se cuantificé mediante citometria de
flujo.
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Abstract: The World Health Organization reported that approximately 324,000 new cases of melanoma
skin cancer were diagnosed worldwide in 2020. The incidence of melanoma has been increasing over
the past decades. Targeting apoptotic pathways is a potential therapeutic strategy in the transition to
preclinical models and clinical trials. Some naturally occurring products and synthetic derivatives
are apoptosis inducers and may represent a realistic option in the fight against the disease. Thus,
chalcones have received considerable attention due to their potential cytotoxicity against cancer
cells. We have previously reported a chalcone containing an indole and a pyridine heterocyclic
rings and an a-bromoacryloylamido radical which displays potent antiproliferative activity against
several tumor cell lines. In this study, we report that this chalcone is a potent apoptotic inducer
for human melanoma cell lines SK-MEL-1 and MEL-HO. Cell death was associated with mitochon-
drial cytochrome c release and poly(ADP-ribose) polymerase cleavage and was prevented by a
non-specific caspase inhibitor. Using SK-MEL-1 as a model, we found that the mechanism of cell
death involves (i) the generation of reactive oxygen species, (ii) activation of the extrinsic and intrinsic
apoptotic and mitogen-activated protein kinase pathways, (iii) upregulation of TRAIL, DR4 and DR5,
(iv) downregulation of p21€iP1/WAFL and, inhibition of the NF-kB pathway.

Keywords: apoptosis; caspases; cytotoxicity; hybrid chalcones; extracellular signal-regulated kinases;
melanoma; mitogen-activated protein kinase; reactive oxygen species

1. Introduction

Among the different kinds of cancer, melanoma is the deadliest form of skin cancer
for its aggressiveness and resistance to current therapies. The number of new cases of
melanoma reported by the World Health Organization was approximately 324,000 with
an associated 57,000 deaths worldwide in 2020 [1]. It is estimated that 196,060 new cases
of melanoma will be diagnosed in the United States in 2021 [2,3]. Melanoma is the third
most commonly diagnosed cancer in the group aged 20 to 39 years [4]. Current treatment
for melanoma include, in addition to an adequate surgical excision, chemotherapy, radio-
therapy, immunotherapy and targeted therapy [5-8]. However, many of these treatments
are expensive, toxic, and less effective in treating the disease due to the appearance of
resistance especially in the metastatic form [9]. Moreover, the introduction of new therapies
such as immune checkpoint inhibitors and targeted therapies for metastatic melanoma
has allowed a decrease in death rates for melanoma of 6.4% per year only between 2013
and 2017 in the United States [10,11]. Despite progress in treatments some patients are
refractory to current therapies or develop resistance. Therefore, there is an urgent need to
develop and improve potential new therapies in patients with melanoma.
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The evasion of apoptosis is considered one of the hallmarks of cancer and there is a
great interest and need for the development of new potential anticancer agents for use
in clinical oncology that may overcome different types of resistance [12]. Apoptosis is
a kind of cell death which is mediated by the activation of a class of cysteine-aspartic
proteases, known as caspases [13]. These enzymes are responsible for many of the mor-
phological and biochemical features of regulated cell death, including phosphatidylserine
externalization, chromatin condensation, DNA fragmentation, and formation of apoptotic
bodies. Two main apoptotic pathways have been described. The intrinsic pathway involves
mitochondrial cytochrome c release to the cytosol and caspase-9 activation [14]. The extrin-
sic pathway is mediated by death receptors and involves caspase-8 activation [15]. Both
caspase-8 and caspase-9 can catalyze the proteolytic activation of caspase-3 and caspase-7
which are responsible for cell demolition.

One of the most relevant aspects in the regulation of apoptosis and survival is the
signaling by the mitogen-activated protein kinases (MAPKs) and the phosphatidylinositide
3-kinase (PI3K)/AKT pathways. The main groups of MAPKs include the extracellular
signal-regulated kinases (ERKs) that also include ERKS5, the c-Jun NH, terminal kinases
(JNKs) and the p38 MAP kinases (p38MAPK). Mitogens and growth factors activate the
ERK cascade, while the JNK and p38MAPK pathways are involved in apoptosis induction
by diverse stimuli. Melanomas frequently exhibit mutations in the RAS/RAF/MEK/ERK
pathway. The B-RAFV®F mutation which is caused by the substitution of valine for
glutamate at position 600 has been found in 50% cutaneous melanoma. This mutation
determines that B-RAF is constitutively activated, which continuously stimulates MEK and
ERK, leading to the proliferation and survival of melanoma cells [16]. Previous studies have
also shown that the ERK and the PI3K/AKT pathways are interconnected in cutaneous
melanoma [17]. For this reason, targeting both pathways may be an option in the treatment
of melanoma [18].

Alterations in MAPKSs and PI3K/AKT pathways may be triggered by reactive oxygen
species (ROS). These chemical species are generated by the partial reduction of molecular
oxygen and they are involved in the regulation of cell proliferation and apoptosis [19].
Compounds used in chemotherapy in the treatment of cancer are known to increase ROS
generation resulting in cell death [20]. Many anticancer agents are inspired in naturally
occurring products. Chalcones (1,3-diphenyl-2-propen-1-ones), a class of compounds char-
acterized by the presence of two aromatic rings linked by a three-carbon «,3-unsaturated
carbonyl system, have been shown to possess numerous biological activities, includ-
ing antiproliferative, antiangiogenic, and anticancer properties [21]. This electrophilic
o, B-unsaturated carbonyl moiety allows chalcones to act as Michael acceptors and react
with cellular nucleophilic residues which may be responsible for covalent modifications
of specific target proteins [22]. Both the double bond of the x,3-unsaturated carbonyl
and the planar structure geometry have been reported to be essential for the potential
anticancer activity of these compounds [23]. Chalcones constituted by an o, 3-unsaturated
ketone linking two aromatic heterocyclic rings represented by indole and pyridine moieties
have attracted a lot of attention as potential anticancer agents. We have recently described
different series of a-bromoacryloylamido indolyl pyridinyl propenones that show cytotoxi-
city against five human cancer cell lines [24]. These hybrid molecules were prepared to
combine the a-bromoacryloyl moiety with two series of indole-inspired chalcone analogs,
containing an indole derivative and a 3- or 4-pyridine ring, respectively, linked on ei-
ther side of 2-propen-1-one system. Several human cancer cell lines, including a B cell
precursor (NALM-6), myeloid (U-937, K-562), and lymphoid (MOLT-3) leukemia cells,
and the SK-MEL-1 melanoma cells, were highly sensitive to the antiproliferative effect of
these compounds. The most cytotoxic chalcone, (E)-2-bromo-N-(1-methyl-3-(3-0x0-3-(pyridin-
4-yl)prop-1-en-1-yl)-1H-indol-5-yl)acrylamide (HY-CHAL), induced apoptosis along with a
decrease in mitochondrial membrane potential in human leukemia cells and showed no
cytotoxicity against fresh or proliferating peripheral blood mononuclear cells. However,
the potential significance of this specific hybrid chalcone in antimelanoma therapy has not
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been explored to date. The main aim of this work was to investigate whether HY-CHAL is
a potential apoptotic inducer in melanoma cells and to elucidate the signal transduction
pathways involved in cell death.

2. Results and Discussion
2.1. The Synthetic Hybrid Chalcone HY-CHAL Decreases the Viability of Human Melanoma Cells

Recently, we showed that an a-bromoacryloylamido indole-pyridine-chalcone deriva-
tive (HY-CHAL, Figure 1a) displayed high antiproliferative activity against human leukemia
cells and showed less cytotoxicity (up 0.1 uM) to either fresh or proliferating normal human
peripheral blood mononuclear cells. To determine the effect on SK-MEL viability, cells
were treated with increasing concentrations of HY-CHAL and evaluated the mitochondrial
respiratory function by colorimetric MTT. As expected, HY-CHAL decreased the metabolic
activity in a concentration-dependent manner with an ICsj value (the concentration that
induces a 50% inhibition of cell growth) of 0.15 £ 0.04 uM (Figure 1b). The antiproliferative
and cytotoxic effects of HY-CHAL were also explored in an additional melanoma cell line
MEL-HO, a human epithelial-like adherent cell line which has been described to contain the
BRAFV600E mutation as well as the SK-MEL-1 cells [25]. This mutation leads to permanent
mitogen-activated extracellular-signal-regulated kinase kinase (MEK) and extracellular
signal-regulated kinase (ERK) activation. As shown in Figure 1b, HY-CHAL decreased the
MTT reduction of MEL-HO in a concentration-dependent manner with an ICsy value of
0.3 + 0.1 uM, similar to the value obtained for SK-MEL-1 cells. The effect of HY-CHAL on
melanoma cells was further analyzed by phase-contrast microscopy using the most effec-
tive concentration (3 uM). As shown in Figure 1c, untreated SK-MEL-1 cells were round
and healthy, while cells incubated in the presence of HY-CHAL showed important mor-
phological changes, accompanied by a clear reduction in their number were also observed
in the epithelial-like adherent MEL-HO cells. Together, these data indicate cytotoxicity of
HY-CHAL against melanoma cells. In the following experiments, concentrations 10-30-fold
higher than the antiproliferative IC5y values were used in order to identify the primary
targets and early mechanism of action of HY-CHAL, since the reported ICs values were
determined at 72 h of treatment, while the potential targets were analyzed after a shorter
incubation time.

2.2. HY-CHAL Induced Cell Death by Apoptosis on Human Melanoma Cells

To determine whether the cytotoxicity triggered by HY-CHAL was due to regulated
cell death induction, treated cells were analyzed by fluorescent microscopy and flow cytom-
etry. As shown in Figure 2a, HY-CHAL induced important morphological changes charac-
teristic of apoptotic cells (condensed and fragmented chromatin) as detected by fluorescent
microscopy after Hoechst 33,258 staining. Flow cytometric analyses revealed an increase
in the percentage of hypodiploid cells (i.e., apoptotic cells). The histogram shows that
the percentage of apoptotic cells increased ~8 fold (5.4% vs. 42.4%) in HY-CHAL-treated
SK-MEL-1 cells, after 24 h exposure at a concentration as low as 3 M. A similar trend was
observed in MEL-HO cells. HY-CHAL (3 uM, 24 h) increased ~5-fold the percentage of
hypodiploid cells indicating apoptotic cell death (Figure 2b). Dose-response experiments
revealed an increase in the percentages of hypodiploid cells dependent on concentration
(Figure 2¢). In addition, HY-CHAL also led to the exposure of phosphatidylserine on the
outside of the plasma membrane, which is an early marker of apoptosis, as detected by
Annexin V-FITC staining (Figure 2d). These results demonstrated that HY-CHAL induced
apoptosis in SK-MEL-1 and in MEL-HO and this effect was concentration-dependent.

2.3. HY-CHAL Induces Cell Death by a Caspase-Dependent Pathway in Human Melanoma Cells

Caspases are essential for the execution of apoptosis. To determine whether caspase
activation was associated with the cell death induced by HY-CHAL, enzymatic analysis of
these cysteine proteases was performed in time-course experiments using specific colori-
metric tetrapeptide substrates (DEVD-pNA, IETD-pNA and LEHD-pNA for caspase-3/7,
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caspase-8 and caspase-9, respectively). As shown in Figure 3a, treatment of SK-MEL-1
cells with 3 uM HY-CHAL induced activation of the executioner caspase-3/7 which was
detected after 6 h and activity was more pronounced at 12 h of treatment. At this time, an
increase of the activity of the initiator caspases, caspase-8 and -9, was also observed.

(@) (b) SK-MEL-1 MEL-HO
% 100} L oyt
Br o < *
H & 75 5 -
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\\ | 3 50F -
o Z N 2 25+ L
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Figure 1. The hybrid chalcone (HY-CHAL) reduced the viability of human SK-MEL-1 and MEL-HO melanoma cells.
(a) Chemical structure of the synthetic HY-CHAL; (b) Dose-response study on MTT reduction (means =+ SEs; * indicates
significant difference from the control at 0.05 significance level). Cells were incubated in the presence of increasing
concentrations of HY-CHAL for 72 h, and thereafter mitochondrial respiratory function was determined by the MTT assay;
(c) Cells were incubated with 3 uM HY-CHAL for different time periods and images were obtained with an inverted
phase-contrast microscope; original magnification 20 x.
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Figure 2. HY-CHAL induced apoptosis in melanoma cells. (a) Cells were incubated with increasing
concentrations of HY-CHAL for 24 h, stained with bisbenzimide trihydrochloride, and images of
representative fields were obtained with a fluorescence microscopy; (b) Representative histograms
of flow cytometry study. Cells were incubated with 3 uM HY-CHAL, fixed and analyzed by flow
cytometry after propidium iodide labeling. Hypodiploid cells (i.e., apoptotic cells) are shown in
the region marked with a double edge arrow; (c) Cells were treated with increasing concentrations
of HY-CHAL and the percentage of hypodiploid cells was determined by flow cytometry. Bars
represent the means + SEs of three independent experiments each were performed in triplicate.
* p <0.05, significantly different from untreated control; (d) Cells were incubated with the specified
concentrations of HY-CHAL for 24 h, stained with annexin V-FITC and propidium iodide and
analyzed by flow cytometry. Data shown are representative of three independent experiments with
similar results.
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Figure 3. HY-CHAL induced caspase cascade in SK-MEL-1 melanoma cells. (a) Cells were treated with 3 uM HY-CHAL for
the indicated times and caspase activation was determined using specific colorimetric substrates; (b) Cells were treated
with the specified concentrations of HY-CHAL and poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) cleavage and caspase processing
was determined by immunoblotting. The membrane was stained with Ponceau S before antibody detection to control equal
protein loading; (c) Cells were pretreated with 100 uM z-VAD-fmk for 1 h and then incubated in the absence or in the
presence of 3 uM HY-CHAL for 24 h and images were obtained with an inverted phase-contrast microscope; (d) Cells were
treated as in (c) and hypodiploid cells (i.e., apoptotic cells) were analyzed by flow cytometry. Bars represent the mean + SE
of three independent experiments each performed in triplicate. * Indicates p < 0.05 for comparison with untreated control.
# Indicates p < 0.05 for comparison with HY-CHAL treatment alone; (e) Cells were treated as in (c) and cell viability was
determined by the trypan blue exclusion method using a TC counter; (f) Cells were pretreated with the selective caspase
inhibitors z-DEVD-fmk (iC3, 50 uM), z-IETD-fmk (iC8, 50 uM) and z-LEHD-fmk (iC9, 50 uM) for 1 h before the addition of
3 uM HY-CHAL and apoptotic cells were quantified as in (d).
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Processing of caspases was also determined by western blot using specific antibodies
against caspases and the DNA repair enzyme poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) which
is a known caspase-3 and caspase-7 substrate [26]. To this end, SK-MEL-1 cells were
incubated with increasing concentrations of HY-CHAL for different time periods and
lysates were analyzed by immunoblotting. The results showed PARP cleavage leading
to the formation of the characteristic ~85 kDa fragment which was evident after 6 h of
treatment with 3 uM HY-CHAL. Using MTT assay, SK-MEL-1 cells viability was 40%
at 3 uM for 24 h. Processing of caspases-3 and -7 was also detected by an increase in
the corresponding fragments and in the case of caspase-7 by a decrease in the zymogen
as well. These results are in accordance with PARP cleavage. Processing of initiator
caspases, caspases-8 and -9, which were detected by the generation of the fragments as
well as by an important decrease in the corresponding proenzyme in the case of caspase-9
(Figure 3b). In these experiments, Ponceau S staining before antibody detection was used
as an alternative loading control. To define which caspases are involved in MEL-HO
cell death, the enzymatic activity of cell lysates was analyzed after 24 h of treatment. As
shown in Figure Sla (Supplementary materials), dose-response experiments revealed that
a low concentration (3 uM) of the chalcone activated the executioner caspase-3/7 activity,
as well as the initiator caspases-8 and 9. The processing of caspases was analyzed by
immunoblotting. As shown in Figure S1b (Supplementary materials), HY-CHAL stimulated
the cleavage of caspase-3 and the initiator caspases (caspase-8 and -9). In accordance with
the activation of caspase-3/7 and caspase-3 processing, PARP was effectively cleaved to
the 85 kDa fragment.

We evaluated whether the pan-caspase inhibitor z-VAD-fmk could rescue SK-MEL-1
melanoma cells from HY-CHAL-induced cell death. To this end, cells were pretreated with
z-VAD-fmk (100 uM) and cultured in the absence or the presence of HY-CHAL for 24 h and
visualized with an inverted phase-contrast microscope. As shown in Figure 3c, the cells
appeared healthy in the combination group (z-VAD-fmk plus HY-CHAL). In addition, the
general inhibitor of caspases was able to block in great part the increase in the percentage
of apoptotic cells as determined by flow cytometry and to rescue the cells from death as
determined by the trypan blue exclusion method (Figure 3d,e). z-VAD-fmk also blocked
HY-CHAL-induced cell death in MEL-HO cells, as visualized by phase-contrast microscopy
and determined by flow cytometric analysis of annexin V-FITC and propidium iodide
stained cells (Supplementary materials, Figure Slc,d). The results showing that z-VAD-fmk
inhibited cell death induced by HY-CHAL indicate that caspase activation has a key role
in cell death. To deep knowledge about which specific caspase is involved in HY-CHAL-
induced cell death, SK-MEL-1 cells were pretreated with permeable and selective caspase
inhibitors for caspase-3/7, -8, and -9. As shown in Figure 3f, not only the caspase-3/7
inhibitor was able to block the increase in the percentage of hypodiploid cells, but also the
specific caspase-8 and -9 inhibitors blocked completely cell death triggered by HY-CHAL.

2.4. HY-CHAL Down-Regulated the Pro-Survival Bcl-2 Members and Up-Regulated the
Pro-Apoptotic Bcl-2 Proteins and Death Receptors and Its Ligand in Human Melanoma
SK-MEL-1 Cells

The effects of HY-CHAL on B-cell lymphoma-2 (Bcl-2) family proteins expression
were evaluated since these proteins control the intrinsic apoptotic pathway and play a
crucial role in protecting against cancer. To this end, cells were treated with increasing con-
centrations of HY-CHAL and different time periods and whole cell lysates were analyzed
by immunoblotting (Figure 4a). Among the Bcl-2 proteins with anti-apoptotic activities,
the expression of Bcl-2 itself, Bcl-xi, (B-cell lymphoma-extra-large), and Mcl-1 (Myeloid
cell leukemia 1), one of the most potent anti-apoptotic protein of the Bcl-2 family, were
analyzed. There was a decrease in Bcl-2 levels which was evident with 3 uM and 10 uM
HY-CHAL after 24 h of treatment. Although 3 uM HY-CHAL slightly upregulated Mcl-1,
the levels of this pro-survival factor decreased after 6 h and 12 h of treatment with 10 uM
HY-CHAL. In contrast, there were no changes in Bcl-x, levels at any time assayed.
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Figure 4. Role of the mitochondria, TRAIL and Death Receptors in the apoptotic cell death triggered by HY-CHAL in
SK-MEL-1 melanoma cells. (a) Cells were treated with the specified concentrations of HY-CHAL for the indicated times
and whole cell lysates were probed with antibodies raised against the indicated Bcl-2 family proteins, TRAIL, and death
receptors by immunoblotting. Equal protein loading was controlled by staining the membranes with Ponceau S before the
incubation with antibodies (a representative section of the stained membrane is shown); (b) Cells were treated with 3 uM
HY-CHAL for the indicated times and cytosolic fractions prepared, separated by SDS-PAGE and cytochrome ¢ was detected
by immunoblotting. Equal protein loading was controlled by staining the membranes with Ponceau S; (c) Cells were
incubated with the indicated concentrations of HY-CHAL for 6 h and AYy, analyzed by flow cytometry after staining with
the JC-1 probe as described in the Experimental Section; (d) Cells were incubated in control conditions or in the presence
of the indicated concentrations of HY-CHAL for the specified times, and the percentage of cells with reduced AY, was
quantified by flow cytometry using the fluorescent probe JC-1. * Indicates p < 0.05 for comparison with untreated control.

Expression of the pro-apoptotic Bcl-2 proteins Bax (Bcl-2-associated X protein) and
Bak (Bcl-2 antagonist killer) were analyzed since they are involved in the increase in
permeability of the outer mitochondrial membrane and the release of proteins from the
intermembrane space into the cytoplasm [27], which lead the subsequent initiation of the
caspase cascade. As shown in Figure 4a, an increased levels of Bax and Bak were observed
for all times assayed.

The BH3-only proteins of the Bcl-2 family are involved in the inhibition of pro-survival
Bcl-2 proteins as well as in the direct activation of Bax and Bak. Therefore, the mechanism
of action HY-CHAL was explored in relation to changes in the levels of the BH3-only
proteins Bid (BH3-interacting domain death agonist) and Bim (Bcl-2 interacting mediator of
cell death). Time-course and dose-response experiments revealed up-regulation of BimEL
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isoform at 6 h of treatment with 3 uM HY-CHAL and all three major Bim isoforms (BimEL,
BimL, and BimS) increased at 24 h of treatment with 3 and 10 pM HY-CHAL. Among
the three Bim isoforms generated by alternative splicing, the shortest form, BimS, is the
most cytotoxic and is generally only transiently expressed during apoptosis [28]. Slight
increases in Bid levels were observed at 6 h and 12 h with 3 uM HY-CHAL, while there was
a decrease at the same times with the highest concentration of the compound and at 24 h
with both assayed concentrations, in accordance with the caspase-8 activation. Although
we were unable to detect truncated Bid, the decrease in full-length Bid levels is probably a
consequence of Bid cleavage by caspase-8.

Since HY-CHAL induced caspase-8 activation, this could be caused by TRAIL (tumor
necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) and/or Death Receptors as DR4 (Death
Receptor 4) and DR5 (Death Receptor 5) up-regulation. To test this hypothesis, cells were
treated with increasing concentrations of compound for the specified times and TRAIL,
DR4, and DR5 were analyzed by Western blot. As shown in Figure 4a, a low concentration
of HY-CHAL (3 uM) induced up-regulation of DR5 at 6 h and 12 h, whereas DR4 and TRAIL
only slightly increased and this was more evident after 24 h of treatment. These results
indicate that Death Receptors were differentially up-regulated following different kinetics.

2.5. HY-CHAL Induced Cytochrome c Release and Mitochondrial Membrane Potential
Depolarization in Human Melanoma Cells

The release of cytochrome c of the mitochondrial intermembrane space to cytoplasm
is a key event in the intrinsic pathway of cell death. To examine whether HY-CHAL-
induced apoptosis involves the release of cytochrome c from intermembrane space to
cytoplasm, time-course experiments were performed and cytosolic fractions were analyzed
by immunoblotting. As shown in Figure 4b, a significant increase in the quantity of
cytochrome c in the cytosol was detected at all times assayed after treatment with 3 uM
HY-CHAL. The mechanism of cell death in MEL-HO was also examined to investigate
whether it is involved in the mitochondrial cytochrome c release. The results revealed a
significant increase in the amount of this hemoprotein in the cytosol, even after treatment
with a concentration as low as 1 uM of compound (Supplementary materials, Figure S1b).
Since the mitochondrial membrane potential (A¥m) dissipation is also a crucial event in
the mitochondrial pathway, it was also interesting to investigate whether a disruption of
the A¥m was associated with the release of cytochrome c. To this end, cells were incubated
for 6 h with increasing concentrations of HY-CHAL and analyzed by flow cytometry using
the fluorescent probe JC-1. As shown in Figure 4c, the chalcone induced a significant loss
of AYm, which suggests that the dissipation of the mitochondrial membrane potential
might be involved in the mechanism of cell death. Maximal levels of reduced A¥Ym
were observed after treatment with 10 pM of compound for 6 h (Figure 4d). A similar
trend was observed in MEL-HO cells. HY-CHAL induced a fast dissipation of AYm and
maximal levels of reduced A¥m were detected with the highest concentration of chalcone
(Supplementary materials, Figure Sle,f). In summary, these results showed that HY-CHAL
induced apoptosis in SK-MEL-1 and MEL-HO cells which were associated with the release
of cytochrome c and activation of the extrinsic and intrinsic apoptotic pathway of cell death.

2.6. HY-CHAL Activated the Mitogen-Activated Protein Kinase Pathway and Inhibited AKT in
Human Melanoma SK-MEL-1 Cells

The effect of HY-CHAL on mitogen-activated protein kinases (MAPK) pathways was
also evaluated due to their implication in cell proliferation, survival, and death. Specifically,
the activation of the MAPK pathway is a central step in melanoma pathogenesis [29]. To this
end, SK-MEL-1 cells were treated with increasing concentrations of chalcone for different
time periods and activation of MAPKs was determined by western blot using specific
antibodies. As shown in Figure 5a, HY-CHAL induced the phosphorylation of ERK1/2,
JNK/SAPK and p38MATK, All MAPKs were fast activated starting at 1 h and remained
elevated for up to at least 6 h, following similar kinetics and dependent on concentration.
Interestingly, there was a fast downregulation of total ERK1/2 after treatment with 10 uM
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HY-CHAL. In addition to the MAPK pathway, the phosphoinositide 3-kinase (PI 3-kinase)
pathway can also be activated by interactions between receptor tyrosine kinases and their
ligands. Protein kinase B (PKB/AKT) is a downstream target of growth factor receptor
activation and promotes cell survival. To investigate the role of AKT in the mechanism of
cell death, the effect of HY-CHAL on phosphorylation status on Ser473, which is involved
in its activation, was analyzed. As shown in Figure 5b, phospho-AKT levels were high on
SK-MEL-1 cells and HY-CHAL reduced AKT phosphorylation in a time-dependent manner
as detected by immunoblotting.
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Figure 5. Effect of HY-CHAL on MAPK and AKT pathways. (a) Time-dependent phosphorylation of ERK1/2, JNK/SAPK
and p38MAPK and (b) of AKT and GSK-3 by HY-CHAL. Cells were incubated with the concentrations specified for the time
periods shown. Lysates were analyzed on Western blots probed with specific antibodies to ascertain the phosphorylation of
MAPKSs, AKT, and GSK-3f3. Membranes were stripped and reprobed with specified antibodies as loading controls. Equal
protein loading was also controlled by staining the membrane with Ponceau S; (c) Effect of MAPKSs and PI3K inhibitors
on HY-CHAL-induced cell death. Cells were preincubated with the p38MAPK inhibitor SB203580 (2 tM), the JNK/SAPK
inhibitor SP600125 (10 uM), the indicated concentrations of the MEK1/2 inhibitors U0126 and PD98059 or the PI3K inhibitor
LY294002 (20 uM) and then treated with 3 uM HY-CHAL for 24 h. The percentages of hypodiploid cells were determined by
flow cytometry after propidium iodide staining. Bars represent means + SEs of two independent experiments performed in
triplicate. * Indicates p < 0.05 for comparison with untreated control. # Indicates p < 0.05 for comparison with HY-CHAL
treatment alone.
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AKT is involved in cell cycle regulation by preventing glycogen synthase kinase-
33 (GSK-3p)-mediated phosphorylation and degradation of cyclin D1 and by negatively
regulating the cyclin-dependent kinase inhibitors p27 and p21 [30,31]. GSK-3f is a protein
serine/threonine kinase and a critical downstream component of the PI3 kinase/AKT
cell survival pathway whose activity can be inhibited by AKT-mediated phosphorylation
at Ser9 [32]. To explore the effect of HY-CHAL on the activity of GSK-33 we performed
time-course and dose-response experiments and determined the levels of phosphoSer9
GSK-3f3 which is indicative of inactivation. As shown in Figure 5b, there was a fast (1 h)
phosphorylation of GSK-3f3 even at concentrations as low as 3 uM HY-CHAL.

To investigate the potential impact of the MAPK and PI-3K/AKT cascades in the signal
transduction pathway of cell death we used specific inhibitors (Figure 5c). The results
indicated that activation of both, JNK/SAPK and p38MAPK, is not involved in cell death
since the specific inhibitors SP600125 (10 uM) and SB203580 (2 uM) were unable to block
the increase in the percentage of hypodiploid cells triggered by HY-CHAL. In contrast,
the MEK inhibitors PD98059 and U0126 amplified cell death. These results indicate that
cell death triggered by HY-CHAL is enhanced by MEK inhibitors and is independent on
JNK/SAPK and p38MAPK, nhibition of phosphoinositide 3-kinase pathway with LY294002
did not affect significantly the increase in the percentage of hypodiploid cells, revealing
that the PI3K/AKT pathway is not involved in the induction of apoptosis.

2.7. HY-CHAL Downregulated B-Catenin, c-Myc and p21CP1/WAFL aud Inhibited NF-xB Pathway
in Human Melanoma SK-MEL-1 Cells

The effect of HY-CHAL on the 3-catenin levels was investigated, since the Wnt/f3-
catenin pathway plays a key role in the regulation of proliferation and apoptosis in
melanoma cells [33,34]. SK-MEL-1 cells express nuclear 3-catenin under resting con-
ditions and treatment with HY-CHAL reduced the levels of this transcription factor in a
time- and concentration-dependent manner (Figure 6a). This result is surprising in terms
of the effects of HY-CHAL on GSK-3 enzyme activity (see Figure 5b). GSK-3f is part
of the multiprotein destruction complex which regulates the turnover of the free pool of
cytoplasmic 3-catenin. Targeting 3-catenin by phosphorylation determines its proteasomal
degradation. Therefore, it would be expected that the GSK-3f inhibition would block
[-catenin degradation and allow its migration to the nucleus to activate the transcription of
specific pro-oncogenic proteins. A possible explanation could be the existence of different
pools of this protein kinase that would reflect an imbalance between oncogenic (nuclear)
and pro-apoptotic (cytoplasmic) GSK-33, as previously reported [35]. The results showed a
clear downregulation of 3-catenin starting at 6 h of treatment with 10 uM HY-CHAL. This
effect may be caused by proteolytic cleavage of 3-catenin and could be related to caspase-3
activation. Additional studies are necessary to confirm the cleavage of 3-catenin by this
executioner caspase as proposed previously [36—41].
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Figure 6. HY-CHAL downregulated f-catenin, c-myc and p21€iP1/WAF1 and inhibited NF-«B.
(a,b) Cells were treated with the specified concentrations of HY-CHAL for the indicated times and

cell lysates were probed with the specified antibodies. Equal loading was controlled by staining the
membrane with Ponceau S.
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Next, we examined the level of the transcription factor c-myc, an end product of the
Wnt signaling pathway that is regulated by (-catenin/Tcf-Lef transactivation. To this end,
cells were treated during different time periods and with increasing concentrations of
HY-CHAL. As shown in Figure 6a, c-myc levels were downregulated and this effect was
time- and concentration-dependent. The search for compounds able to suppress c-myc
expression is of great interest since this transcription factor regulates the expression of
many genes involved in multiple cellular processes including cell cycle [42], plays a key
role in the development of a wide variety of cancers and it is upregulated in approximately
70% of human tumors [43,44]. Previous work has also described that the downregulation
of c-myc increases the sensitivity of melanoma cells to cisplatin [45].

The cyclin-dependent kinase inhibitor p21€P1/WAFl may cause cell cycle arrest but
also it may act as an inhibitor of apoptosis. For example, the reduction of endogenous
p21CiP1/WAFL expression in cells that express high levels, such as MCE-7 cells, attenuates
the growth arrest and promotes cell death [46]. In addition, it seems that the normal
function of p21CP1/WAFL ig t protect thymic tumor cells against apoptosis, since loss of
p21CiPT/WAFL enhances the apoptotic response [47]. As shown in Figure 6a, SK-MEL-1 cells
express high levels of p21€iP1/WAFL and the treatment with HY-CHAL decreased the levels
in a time- and concentration-dependent manner. p21€"P1/WAFl may be a target of caspase-3
which is activated after treatment with HY-CHAL, as shown above. Previous studies have
demonstrated that human cancer cell lines treated with DNA-damaging agents undergo cell
cycle arrest mediated by p21©iP1/WAFL and this was followed by apoptosis after caspase-
3-mediated cleavage of this cell cycle inhibitor [48]. These authors suggested that the
inactivation of p21-P1/WAFl mediated by caspase-3 is a consequence of the removal of the
C-terminal domain, which is essential for its interaction with the proliferating cells nuclear
antigen and the nuclear localization. In addition, it has been proposed that compounds
that downregulate p21€P1/WAF1 may improve the action of anticancer agents, since the
loss of p21©iP1/WAF! ygyally enhances the sensitivity of tumor cells to apoptosis induced
by different chemotherapeutic drugs [49].

The transcription factor NF-«B is a potential target in antimelanoma therapy because it
is constitutively activated in this cancer [50] and regulates the expression of genes involved
in cell proliferation, survival, angiogenesis, metastasis, and inhibition of apoptosis [51].
To investigate the effect on NF-kB, cells were treated for different time periods with
increasing concentrations of HY-CHAL and total p65 and phospho-p65 were determined by
western blot. As shown in Figure 6b, SK-MEL-1 cells showed basal phosphorylation of p65
indicating a basal activity of this transcription factor. Phospho-p65 levels were decreased
by HY-CHAL, while total p65 amounts remained unchanged, indicating inhibition of the
NF-«B canonical pathway.

2.8. HY-CHAL Increased Reactive Oxygen Species (ROS) Generation and Glutathione Blocked
ROS Formation and Cell Death in Human SK-MEL-1 Melanoma Cells

Increased reactive oxygen species production is known to induce cell death and many
anticancer agents are known to increase ROS levels and causing cell death [20,52]. To
determine whether HY-CHAL induces ROS, cells were analyzed using the fluorochrome
H,DCF-DA. The results revealed that HY-CHAL (3 M) induced a fast (1 h) elevation of
ROS (Figure 7a). To further confirm the relevance of these chemical species in the mecha-
nism of cell death triggered by the chalcone, different antioxidants were used including
ascorbic acid (100 uM), an analogue of vitamin E (trolox, 2 mM), N-acetyl-L-cysteine (NAC,
5 mM), catalase (500 units/mL) and glutathione (GSH, 5 mM). The results showed that
catalase, NAC, and GSH were able to block apoptosis, being the tripeptide glutathione the
most effective (Figure 7b). The levels of ROS increased ~2.5-fold after treatment with 3 uM
HY-CHAL and these decreased in the presence of glutathione (Figure 7c). These results
indicate that cell death induced by the chalcone is dependent on ROS generation.

Many reports have emphasized that chalcones may be an alternative and safe approach
in the prevention and treatment of cancer. Previous studies have shown that isoliquir-
itigenin (4,2 4'-trihydroxychalcone) decreases the viability of LNCaP and C4-2 prostate
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cancer cells, without sparing normal IEC-6 epithelial cells [53]. An analog containing a
N-methylindole similar to HY-CHAL, JAI-51, selectively inhibits cancer cells in comparison
to normal human nucleated blood cells and normal human skin fibroblasts cells [54]. This
chalcone displayed antitumor activity in an in vivo glioblastoma model and has potential
against taxane-resistant cancers [55]. Hydroxysafflor yellow A was well tolerated and non-
toxic in humans and had reasonable pharmacokinetic properties [56]. A naturally occurring
chalcone, millepachine, had antitumor activity in a HepG2 tumor-bearing xenograft mice
model in vivo and showed less toxicity than doxorubicin [57]. Licochalcone A has been
reported to inhibit cisplatin-induced kidney and liver damage [58] and similar results
were obtained with isoliquiritigenin which was able to reduce chemotherapy-induced
kidney and liver toxicity [59]. Interestingly, this chalcone induced a significant reduction
in metastasic nodules in the lung in a renal mouse cell carcinoma model without caus-
ing leukocytopenia, a common feature of chemotherapeutic drugs [60]. Future studies
to determine the potential of HY-CHAL in human medicine are needed to address its
pharmacokinetic and pharmacodynamic properties.
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Figure 7. Role of ROS in HY-CHAL-induced cell death. (a) Representative histogram obtained
by flow cytometry of the fluorescence of oxidized HyDCF after treatment of SK-MEL-1 with 3 uM
HY-CHAL for 1 h; (b) Cells were preincubated with catalase (500 units/mL), N-acetyl-L-cysteine
(56 mM), or glutathione (5 mM) and then treated with HY-CHAL (3 uM) for 24 h and thereafter the
percentage of hypodiploid cells was determined by flow cytometry; (c) Fluorescence obtained by
the oxidation of HyDCF of cells preincubated with glutathione (5 mM) for 2 h and then incubated
with HY-CHAL (3 uM) as in (a). * Indicates p < 0.05, significantly different from untreated control.
# Indicates p < 0.05, significantly different from HY-CHAL.

3. Materials and Methods
3.1. Chemicals and Antibodies

The hybrid chalcone HY-CHAL was prepared by the condensation of a-bromoacrylic
acid and a 5-aminoindole chalcone derivative as previously described [24]. HY-CHAL
was dissolved in DMSO (dimethyl sulfoxide, Sigma, St. Louis, MO, USA) and kept
under dark conditions at —20 °C. Before each experiment HY-CHAL was dissolved in
culture media at 37 °C and the final concentration of DMSO did not exceed 0.3% (v/v).
The inhibitor benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp(OMe) fluoromethyl ketone (z-VAD-fmk,
Calbiochem, Darmstadt, Germany) was from Calbiochem (Darmstadt, Germany). The
inhibitors benzyloxycarbonyl-Asp(OMe)-Glu(O-Me)-Val-Asp(O-Me) fluoromethyl ketone
(z-DEVD-fmk), benzyloxycarbonyl-Ile-Glu-Thr-Asp(OMe) fluoromethyl ketone (z-IETD-
fmk), and benzyloxycarbonyl-Leu-Glu-His-Asp(OMe) fluoromethyl ketone (z-LEHD-fmk)
were purchased from BD Pharmingen (San Diego, CA, USA). The inhibitors PD98059,
U0126, SP600125, and SB203580 were purchased from Tocris (Bristol, UK). Acrylamide,
bisacrylamide, ammonium persulfate and N,N,N’,N'-tetramethylethylenediamine were
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from Bio-Rad (Hercules, CA, USA). PVDF membranes and Immobilon Western Chemilu-
miniscent HRP Substrate were from Millipore (Billerica, MA, USA). All other chemicals
were obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA).

The primary antibodies used for Western blots were purchased from the follow-
ing companies: anti-PARP [poly(ADP-ribose) polymerase,#551024, 1:5000 dilution], BD
Pharmingen (San Diego, CA, USA), anti-caspase-3 (#ADI-AAP-113, 1:2000 dilution) from
Enzo (Ann Arbor, MI, USA); anti-caspase-7 (#9494, 1:1000 dilution), anti-caspase-8 (#9746,
1:1000 dilution) and anti-caspase-9 (#9502S, 1:1000 dilution) from Cell Signaling Technology
(Beverly, MA, USA); anti-cytochrome ¢ (556433, 1:1000 dilution) from BD Pharmingen
(San Diego, CA, USA); anti-Bcl-2 (#4223, 1:1000 dilution), anti-Bax (#2772, 1:1000 dilution),
anti-Bcl-xg, (#2764, 1:1000 dilution), anti-Bak (#12105, 1:1000 dilution), anti-Mcl-1 (#4572,
1:1000 dilution), anti-Bid (#2002, 1:1000 dilution), anti-Bim (#2933, 1:1000 dilution), anti-
JNK/SAPK (#9252, 1:1000 dilution), antiphospho-JNK/SAPK (phosphor T183 + Y185)
(#9251, 1:1000 dilution), anti- p44/42 MAP Kinase (ERK1/2) (#9102, 1:1000 dilution), anti-
Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) (#9101, 1:1000 dilution), anti-p38MAPK
(#9212, 1:1000 dilution), anti-phospho-p38MAPK (T180/Y182) (#9211, 1:1000 dilution);
GSK-3p (#9315, 1:1000 dilution), anti-Phospho-GSK-3f3 (Ser9 (#9322, 1:1000 dilution), anti-
Phospho-Akt (Ser473) (#9271, 1:1000 dilution), anti-B-actin (#4967, 1:1000 dilution); anti-p-
p65 Phospho-NF-kB p65 (ser536) (#3033, 1:1000 dilution); anti-NF-kB p65 (#8242, 1:1000
dilution); anti-p21 (1:1000 dilution) antibodies from Cell Signaling Technology (Beverly,
MA, USA). Anti-AKT (SC-1618, 1:1000 dilution) anti-c-myc (SC-40, 1:500 dilution) were
from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Anti-TRAIL (ab9959, 1:1000 dilu-
tion), anti-DR4 (ab8414, 1:1000 dilution) and anti-DR5 (ab47179, 1:1000 dilution) were from
Abcam (Cambridge, UK). Anti-3-actin (clone AC-74, A2228, 1:1000 dilution) was from Sigma-
Aldrich (Saint Louis, MO, USA); Horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies
(NA9310 and NA9340, 1:10,000 dilution) were from GE Healthcare (Little Chalfont, UK).

3.2. Cell Culture and Viability Assays

Human melanoma cell lines SK-MEL-1 (ACC-303) and MEL-HO (ACC-62) were ob-
tained from the German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (Braunschweig,
Germany). SK-MEL-1 are mostly round cells growing singly or in clumps in suspension [61].
They grow very slowly with a doubling time of several days, but with rapid medium acidifi-
cation. Cells were described to produce pigment [62]. MEL-HO are epithelial-like adherent
cells with doubling times of ca. 24 h. This cell line has significant tyrosinase mRNA ex-
pression and has been recently used as a model of TRAIL-sensitive cell lines that may still
develop inducible TRAIL resistance [63]. Both cell lines have been reported to contain the
BRAF V600E mutation [25,64]. Cells were cultured in RPMI 1640, 2 mM L-glutamine supple-
mented with 10% (v/v) heat-inactivated fetal bovine serum and 100 units/mL penicillin and
100 ug/mL streptomycin and maintained at 37 °C and 5% CO, in a humidified atmosphere.
Cell viability was assessed using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bro-
mide (MTT) assay. Briefly, cells were seeded at a density of 5000 cells per well into a 96-well
plate and incubated with increasing concentrations of HY-CHAL for 72 h. The supernatant
was removed and 0.5 mg/mL MTT was added and incubated for 4 h at 37 °C. The reaction
products were solubilized with sodium dodecyl sulfate (10% w/v) in 0.05 M HCl overnight
under dark conditions. Absorbance was measured at 570 nm with a reference wavelength
of 570 nm using an ELISA reader (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Each experimental con-
dition was analyzed in triplicate. The ICsy values were determined graphically for each
experiment by a nonlinear regression using the curve-fitting routine implemented within
the software Prism 5.0 (GraphPad, La Jolla, CA, USA).

3.3. Evaluation and Quantification of Apoptosis

Fluorescence microscopy and flow cytometric analysis of propidium iodide-stained
nuclei and of annexin V-FITC and propidium iodide-stained cells was carried out using
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a BD FACSVerse™ cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) were performed as
previously described [65].

3.4. Western Blot Analysis

Immunoblot analysis of whole cell lysates and for cytosolic fraction was performed as
previously described. For whole cell lysates, cell pellets were resuspended in lysis buffer
[20 mM Tris-HClI (pH 7.4), 2 mM EDTA, 137 mM NaCl, 10% glycerol, 1% Triton X-100, 2 mM
tetrasodium pyrophosphate, 20 mM sodium (3-glycerophosphate, 10 mM sodium fluoride,
2 mM sodium orthovanadate], containing the protease inhibitors phenylmethylsulfonyl
fluoride (PMSF, 1 mM), leupeptin, aprotinin, and pepstatin A (5 ug/mL each) for 15 min at
4 °C. Lysates were homogenized by a sonifier (five cycles) and centrifuged at 11,000x g
for 10 min at 4 °C. Equal quantities of proteins from supernatants were boiled in SDS-
sample buffer for 5 min before loading on an SDS-polyacrylamide gel (10% for MAPKs and
12.5% for caspases). Proteins were electrotransferred to poly(vinylidene difluoride) (PVDF)
membranes and detected by enhanced chemiluminiscence. For subcellular fractionation,
cells were washed twice with PBS and then resuspended in ice-cold buffer [20 mM HEPES
(pH 7.5), 250 mM sucrose, 10 mM KCl, 1.5 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM
dithiothreitol, 0.1 mM PMSE, and 5 ug/mL aprotinin, leupeptin, and pepstatin A]. After
15 min on ice, cells were lysed by pushing them several times through a 22-gauge needle,
and the lysate was centrifuged at 1000 x g for 5 min at 4 °C to eliminate nuclei and unbroken
cells. This pellet was used as a nuclear fraction. The supernatant fraction was centrifuged
at 105,000x g for 45 min at 4 °C, and the resulting supernatant was used as the soluble
cytosolic fraction.

3.5. Assay of Caspase Activity

Caspase activity was determined in cell lysates using specific colorimetric substrates.
Briefly, cells were treated with increasing concentrations of HY-CHAL for 12 or 24 h,
harvested by centrifugation at 1000 g for 5 min at 4 °C and washed with PBS, and the cell
pellets were kept on ice. The cells were resuspended in lysis buffer (50 mM HEPES, pH 7.4,
0.1 mM EDTA, 1 mM dithiothreitol, 0.1% Chaps) and held on ice for 5 min. Lysates were
centrifuged at 17,000 x g for 10 min at 4 °C and the supernatants were collected. The total
protein concentration in the supernatants was determined using the Bradford dye-binding
assay. Equal quantities of protein from different treatments were used, and the assays
were set up on the ice. The net increase of absorbance at 405 nm after incubation at 37 °C
was indicative of enzyme activity. Specific colorimetric substrates for caspase-3/7, —8
and —9 activities were DEVD-pNA (N-acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroaniline), IETD-pNA
(N-acetyl-Ile-Glu-Thr-Asp-p-nitroaniline) and LEHD-pNA (N-acetyl-Leu-Glu-His-Asp-p-
nitroaniline), respectively.

3.6. Analysis of Mitochondrial Membrane Potential AY,, and Detection of Intracellular Reactive
Oxygen Species (ROS)

The membrane potential and intracellular ROS production were determined by flow cytom-
etry. The fluorochrome 5,5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3/-tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine
iodide (JC-1, 5 ug/mL) was used to measure mitochondrial membrane depolarization. The
fluorochrome 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H,-DCF-DA, 10 uM) was used to
determine ROS.

3.7. Statistical Analysis

Two-way ANOVA was used to test for differences between concentrations and be-
tween cell types, with a Tukey post-hoc test used to compare between treatment concentra-
tions and the control. The standard significance level (s.1.) of 0.05 was used. The GraphPad
Prism 5 software was used.
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4. Conclusions

We have evaluated the effects of a specific chalcone containing indole and pyridine
heterocyclic rings on cell viability and apoptotic pathways in human melanoma cell lines.
This hybrid chalcone, HY-CHAL, was a potent cytotoxic compound and an apoptotic
inducer in SK-MEL-1 and MEL-HO melanoma cells. The fact that both melanoma cell
lines were sensitive to HY-CHAL might be interesting given that melanoma is the most
aggressive and lethal form of skin cancer and frequently resists chemotherapy. Here
we explored the mechanism of cell death by investigating apoptotic pathways. In both
cell lines, the antiproliferative effect of HY-CHAL was associated with the release of
cytochrome ¢ and a mechanism dependent of caspases. Futures studies will be necessary
to determine whether additional pathways of cell death are involved in SK-MEL-1 and
MEL-HO melanoma cells. The sensitivity of melanoma cells to HY-CHAL suggests that
it should be considered for further preclinical and in vivo testing. The exploration of
the signal transduction pathway of cell death using SK-MEL-1 cells as a model revealed
that this compound induced (i) cell death by a mechanism that involves the intrinsic
and the extrinsic pathways, (ii) activation of the MAPK pathway and the blockade of
MEK/ERK cascade amplified the cell death, and (iii) downregulation of 3-catenin, c-myc,
p21CIPL/WAFL ‘and Mcl-1 and (iv) inhibition of NF-kB. In addition, cell death was dependent
on the generation of reactive oxygen species since HY-CHAL induced an increase in ROS
levels, and pre-incubation with glutathione suppressed the increase of ROS and inhibited
significantly the cell death. The studies described here may open new avenues of research
to understand the safety and full potential of HY-CHAL in human health.
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La Organizacion Mundial de la Salud estima que se diagnostican unos
132.000 nuevos casos de melanoma a nivel global cada afio y la incidencia
de este tipo de neoplasia se ha visto incrementada durante las ultimas
décadas. Algunas mutaciones inducen la adquisicion de un fenotipo
neoplasico que implican la inactivaciéon del proceso apoptdtico,
mecanismo fisiolégico que permite llevar a cabo la muerte celular
programada. El presente estudio proporciona evidencias acerca de la
inhibicion de la viabilidad de las células de melanoma humano SK-MEL-1 y
MEL-HO por una chalcona sintética. Este compuesto es mas citotoxico
qgue el antineoplasico etopdsido frente a células tumorales, mientras que
las células normales fueron sensiblemente mas resistentes. Se han
explorado las vias de sefializacion implicadas en la proliferacion, la
supervivencia y la muerte celular, especificamente las vias intrinseca y
extrinseca de la apoptosis, los cambios en la expresion y liberacion de
proteinas mitocondriales, las cascadas de fosforilacion y la generacion de
especies reactivas de oxigeno. Los resultados descritos sientan las bases
cientificas para la potencial utilizacion de este compuesto, solo o en
combinacion, en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas en la
lucha contra el cancer.
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