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INTRODUCCION

La melatonina, una molécula endégena con multitud de propiedades
bioldgicas

La melatonina (N-acetil-5-metoxi-triptamina) se aislé por primera vez
de la glandula pineal bovina [1] y desde entonces se ha convertido en
una de las moléculas bioldgicas mas ampliamente estudiadas. Su papel
ha sido investigado en mamiferos, aves, anfibios, reptiles y peces, y
recientemente también en los vegetales [2].

La primera funcién atribuida a la melatonina estaba relacionada con Ia
regulaciéon del ciclo reproductivo en los mamiferos sensibles al
fotoperiodo. Actualmente se sabe que se trata de una molécula que
exhibe un gran espectro de acciones bioldgicas, destacando sus
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, la regulacion del suefio,
la regulacién del peso, su papel como antidiabético y su funcion
antitumoral, entre otras [3-8].

En la gran mayoria de organismos estudiados, la sintesis de melatonina
ocurre durante la noche y la duracion de la biosintesis esta
directamente relacionada con la longitud del periodo de oscuridad [9].
Debido a esto, la melatonina es referida habitualmente como la
expresion quimica de la oscuridad [10].

En todas las especies de mamiferos, la glandula pineal sintetiza y libera
la melatonina siguiendo un ritmo circadiano, de modo que durante la
noche los niveles en circulacidon son mas elevados que durante el dia.
La ruta primaria de secrecién de la melatonina pineal es directamente
al fluido cerebroespinal mas que directamente al torrente circulatorio
[11]. Se piensa que los niveles elevados de melatonina en el fluido
cerebroespinal pueden proteger al cerebro del dafio oxidativo frente
a las especies reactivas del oxigeno (ROS). Se calcula que
aproximadamente el 4% del oxigeno consumido por los organismos
durante el metabolismo aerdbico es reducido parcialmente y
transformado en estas especies quimicas toxicas [12,13].
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La biosintesis de la melatonina tiene lugar a partir del triptéfano, un
aminoacido aromatico esencial en animales que las células obtienen
de la circulacién tras la ingesta de alimentos. La via metabdlica esta
constituida por cuatro etapas enzimaticas y la serotonina [5-
hidroxitriptamina) es un intermediario necesario (Figura 1). Para la
formacién de la melatonina, el triptéfano, en primer lugar, es
hidroxilado mediante la enzima triptéfano hidroxilasa (TPH) vy
transformado en 5-hidroxitriptéfano; este, a continuacién, es
descarboxilado por la enzima descarboxilasa de aminodcidos
aromdticos (AADC), originando serotonina [14]. La transformacién de
este intermediario en el producto final, melatonina, implica otras dos
reacciones enzimaticas. La serotonina es N-acetilada y transformada
en N-acetil-serotonina por la serotonina N-acetil-transferasa (SNAT,
también conocida como AANAT) y a continuacién la N-acetil-
serotonina es transformada en melatonina mediante la metilacion del
grupo hidroxilo, reaccion catalizada por la enzima N-acetil-serotonina
O-metiltransferasa (ASMT) [15].

Aunque inicialmente se pensd que la sintesis de melatonina era un
proceso citosélico, las investigaciones mas recientes avalan un modelo
en el que la mitocondria desempena el papel mas relevante y eficiente
[16]. Ademas de su capacidad biosintética, la mitocondria tiene
capacidad para concentrar la melatonina exdégena mediante la
participacion del transportador de oligopéptidos PET 1/2 y explica la
mayor concentracion de melatonina observada en este organulo en
comparacion con el citosol o la circulacion [17,18]. Dado el papel que
desempeiia también como antioxidante su alta concentracion
intramitocondrial favorece la neutralizacion del exceso de radicales
libres generados por la cadena transportadora de electrones [19].

La melatonina posiblemente esta presente en todos los organismos
vivos, incluyendo bacterias, levaduras y hongos. En las plantas, la
biosintesis de melatonina tiene lugar en las mitocondrias y también en
los cloroplastos; la existencia de dos orgdnulos productores de
melatonina explicaria los mayores niveles encontrados en las células
vegetales en comparacion con las células animales [3,20].
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Figura 1. Biosintesis de la melatonina en las células animales. El triptéfano es
transportado a la matriz mitocondrial donde es transformado en 5-hidroxitriptéfano
mediante hidroxilacion. Este, a su vez, es convertido en serotonina (5-
hidroxitriptamina) a través de su descarboxilacion. La serotonina es posteriormente
acetilada formandose N-acetilserotonina que, tras la metilacion de su grupo
hidroxilo, es finalmente transformada en melatonina. Las enzimas implicadas en esta
via metabdlica son: triptéfano 5-hidroxilasa (T5H), triptofano descarboxilasa (TDC),
serotonina N-acetil transferasa (SNAT; también conocida como arilquilamina N-acetil
transferasa, AANAT) y la N-acetilserotonina metiltransferasa (ASMT).

En la dieta humana los vegetales constituyen una fuente exdgena
importante de melatonina. El esquema general de la biosintesis de
melatonina en vegetales y en microorganismos es muy similar a la
descrita en animales ya que el triptéfano es el precursor y la
serotonina un intermediario obligatorio; no obstante, existen
importantes diferencias en las reacciones individuales durante la
conversion del triptéfano en serotonina y la posterior transformacion
de este intermediario en melatonina.

La gran mayoria de las células, tejidos y 6érganos en vertebrados
contienen melatonina y estan equipadas con la maquinaria enzimatica
para llevar a cabo su sintesis. Los tejidos que mas cantidad de
melatonina producen son el intestino y la piel, y los mecanismos
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reguladores de la produccién de melatonina extrapineal (excepto en
la retina) posiblemente sean distintos que los descritos en la glandula
pineal. En estos tejidos, la produccion de melatonina no responde a los
ciclos de luz-oscuridad y su regulaciéon parece estar sujeta a la
demanda local de los tejidos [4,21].

Muchos de los efectos fisioldgicos de la melatonina son atribuidos a su
interaccion con dos receptores de membrana muy bien
caracterizados, conocidos como MT1 y MT2, y que pertenecen a la
familia de receptores con siete dominios transmembrana acoplados a
proteinas G [22]. Estos receptores presentan un 60% de homologia,
estan ampliamente distribuidos por todo el cuerpo y su expresion varia
entre los distintos drganos y tejidos. La activacion de los receptores
MT1 y MT2 frecuentemente conlleva la reduccion en la formacién
AMP ciclico (AMPc) mediante la inhibicidon de la adenilato ciclasa via
acoplamiento con Gi, y la consecuente disminucién de la actividad
proteina quinasa A (PKA) y de los niveles del factor de transcripcion P-
CREB [9]. Ademds de esta via, otras vias de sefalizacion como
fosfolipasa C/proteina quinasa C (PLC/PKC), proteinas quinasas
activadas por sefales extracelulares (ERK1/2), canales de calcio y de
potasio, pueden también ser activadas por melatonina, a través del
acoplamiento via Gq [9,23,24]. Especificamente, durante la activaciéon
de MT2 se ha descrito la inhibicidn de la formacion de GMPc a través
de una via dependiente guanilato ciclasa soluble (Figura 2).

Aungque la afinidad de la melatonina por los receptores MT1 y MT2 es
muy similar, existen importantes diferencias en la formacién del
complejo ternario con la proteina G. Ademas, estos receptores pueden
coexistir en el mismo tejido y formar homodimeros y heterodimeros,
pudiendo generar efectos fisiolégicos mucho mds potentes que el
observado con los receptores individuales por separado [25]. La
sefalizacion mediada por los receptores MT1y MT2 es, por tanto, mas
compleja y diversa que la imaginada inicialmente [9].

Ademas de los efectos fisioldgicos atribuidos a la activacién de los
receptores de membrana, algunos de los efectos gendmicos de la
melatonina descritos podrian estar asociados con la interaccién de
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esta indolamida con el receptor huérfano relacionado con el acido
retinoico (ROR), principalmente los subtipos RORa y RORy. Ademas,
en el citosol, la melatonina puede unirse a la calmodulina [26-28] y
modular vias de sefializacién dependientes del calcio, y a altas
concentraciones (>100 uM) puede también unirse e inhibir a la enzima
quinona reductasa 2 (conocida también como MT3) y disminuir, por
tanto, la generaciéon de las especies reactivas de oxigeno producidas
como consecuencia de la metabolizacion de las quinonas [29].
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Figura 2. Seializacion mediada por la melatonina en las células animales. Muchos
procesos fisioldgicos debidos a la melatonina dependen de su unidn a receptores en
la superficie celular (MT1, MT2) e inhibicidn de la produccién del segundo mensajero
AMPc, modificando de esta manera la sefializacion de PKA y la actividad
transcripcional de P-CREB. Otras vias de sefializacion como PLC/PKC, ERK1/2 y JNK
pueden también ser activadas por melatonina. Ademads, la melatonina tiene
capacidad para unirse a proteinas citosdlicas como calmodulina (CaM), quinona
reductasa 2 (QR2) o a factores de transcripcidon nucleares (RORQ). En las células
normales la melatonina desempefia una funcidon esencial en la homeostasis
mitocondrial al proteger a este organulo del dafio oxidativo que pueden ocasionar
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las especies reactivas del oxigeno (ROS), generadas principalmente por la actividad
de los complejos | y Il de la cadena transportadora de electrones (ETC). Esto lo
consigue directamente, neutralizando a esas especies quimicas tdxicas, o bien
indirectamente, a través del aumento de la actividad de las enzimas antioxidantes
como superdxido dismutasa (SOD1, SOD2), catalasa (CAT) o glutation peroxidasa
(GPX). En la matriz mitocondrial la principal enzima antioxidante es SOD2 y su
actividad aumenta por desacetilacidn, proceso catalizado por la deacetilasa Sirtuin 3
(SIRT3) y cuya actividad es estimulada por la melatonina. Ademas, la melatonina
contribuye también en determinadas circunstancias a la inhibicién de la formacién
de ROS al unirse al sitio catalitico y bloquear la actividad enzimatica de la quinona
reductasa 2, implicada en procesos de destoxificacion. En contraposicidon con este
modelo, en gran variedad de células tumorales la melatonina exhibe propiedades
prooxidantes que puede estimular la muerte celular; estos efectos se alcanzan
normalmente con concentraciones elevadas, en el rango de micromolar a milimolar,
descartando por tanto la participacion de receptores de alta afinidad como MT1 y
MT2. Aunque la funcion fisioldgica de la unién de melatonina a calmodulina (CaM)
no se conoce bien, en ciertas células tumorales parece estar relacionado con el
aumento de ROS al favorecer la activacidn de fosfolipasa Az (PLAz). Existen evidencias
que la melatonina podria utilizar los transportadores de glucosa GLUT-1 y GLUT-4
para entrar en la célula y que posteriormente se concentra en la matriz mitocondrial
mediante la participacién del transportador de oligopéptidos PEPT1/2.

Un gran nimero de estudios avalan un papel muy importante de la
melatonina como agente antitumoral, influyendo en procesos
celulares como la proliferacion, la diferenciacion, la autofagia y la
apoptosis [30-32]. En este contexto se ha demostrado que
especificamente puede activar las diferentes vias que desencadenan
la muerte celular por apoptosis en diversos tipos de células
cancerigenas [33-36]. Ademas, esta molécula potencia la eficacia de
compuestos quimioterapéuticos tales como la puromicina, el
cisplatino, la vincristina, la ifosfamida, el etopdsido, el sorafenib
(inhibidor multiquinasas de superficie) o el ligando inductor de
apoptosis relacionado con el factor de necrosis tumoral (TRAIL) y de la
radiacion ionizante, en diferentes tipos de células tumorales humanas
[37-43], al mismo tiempo que puede proteger al organismo de los
efectos adversos de la quimioterapia y la radioterapia debido a sus
propiedades inmunomoduladoras y a su baja toxicidad incluso a
concentraciones muy elevadas [44].
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La hipertermia como tratamiento prometedor en la lucha contra el
cancer

Segun la Organizacion Mundial de la Salud cadncer es un término
genérico utilizado para designar un amplio grupo de enfermedades
gue puede afectar a cualquier parte del organismo. El cancer se
caracteriza por la multiplicacion rapida de células anormales,
pudiendo invadir tejidos adyacentes o propagarse a otros drganos en
un proceso que se denomina metastasis.

Se han identificado diez capacidades bioldgicas adquiridas por las
células cancerigenas que van a favorecer el crecimiento del tumory la
diseminacion de las células tumorales [45,46]. Estas son: i)
inmortalidad replicativa, ii) independencia de senales de crecimiento,
iii) insensibilidad a inhibidores del crecimiento, iv) evasién de la
apoptosis, v) induccidon de angiogénesis, vi) capacidad de invasion y
metastasis, vii) reprogramacion del metabolismo energético, viii)
evasion del sistema inmune, ix) contribucidn al mantenimiento de un
microambiente inflamatorio, x) inestabilidad y mutacién gendmica.

A pesar de los notables avances en la prevencion, el diagndstico precoz
y en los tratamientos, la incidencia del cancer continia aumentando.
De acuerdo con los datos publicados por GLOBOCAN, en el 2020 se
diagnosticaron en todo el planeta 19.3 millones de nuevos casos y casi
10 millones de fallecimientos. Se estima que en el 2040 la incidencia
sera de 30.2 millones y la mortalidad asociada aumentara hasta los
16.3 millones [47]. Debido al aumento de la esperanza de vida se
espera que la prevalencia de la enfermedad aumente también
gradualmente.

El cancer sigue siendo una enfermedad devastadora a pesar de los
grandes esfuerzos que se han hecho con el fin de desarrollar
modalidades terapéuticas alternativas. Los tratamientos mas comunes
son la cirugia, la quimioterapia y la radioterapia. Otras opciones mas
recientes y en desarrollo incluyen la terapia dirigida, la inmunoterapia
y la hipertermia o termoterapia.
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La hipertermia es una opcion terapéutica frente al cancer en la que un
area especifica del cuerpo, o bien el cuerpo entero, es expuesto a una
fuente de energia con el fin de incrementar la temperatura por encima
de los valores fisioldgicos, normalmente en el intervalo de 39-45 °C,
con el fin de conseguir efectos terapéuticos [48,49]. La utilizacion de
esta tecnologia en clinica implica la disponibilidad de equipamiento
especializado que consigue la elevacion controlada de la temperatura
mediante la radiacidn electromagnética, los ultrasonidos, la perfusion
o la conductividad [50].

El efecto terapéutico depende de la temperatura y de la duracién de
la exposicion, lo que se conoce como dosis térmica. A mayor
temperatura y dosis térmica la eficacia es mas alta, pero también se
asocia con niveles mas elevados de toxicidad térmica. Habitualmente
la temperatura elegida es de 43 °C y la duracién del tratamiento suele
ser de sesenta minutos como maximo [51]. La hipertermia ha
demostrado ser una potente modalidad de tratamiento frente al
cancer cuando se combina con quimioterapia o radioterapia [52-55].
El tratamiento se aplica tipicamente una o dos veces por semanay la
combinacidn ha demostrado potenciar el efecto terapéutico [50].

La hipertermia influye en el efecto de los agentes antitumorales a
través de varios mecanismos. El microambiente de los tumores
solidos, en comparacion con el tejido sano, se caracteriza por
presentar hipoxia y pH acido, consecuencia de una vascularizacién
andmala y del aumento en la glucdlisis. Esa vascularizacidén aberrante
favorece el calentamiento selectivo del tumor respecto al tejido sano
circundante debido a que el flujo sanguineo, responsable de la
disipacion del calor, es menor en el tumor [56,57]. Diversos estudios
sefalan, ademds, que durante la hipertermia aumenta el flujo
sanguineo y la oxigenacion del tejido tumoral, lo que puede ser
beneficioso: i) para el acceso al tejido enfermo de los agentes
guimioterapéuticos o inmunoterapéuticos [58,59] vy ii) para mejorar la
eficacia de la radioterapia o quimioterapia, ya que la formacion de
especies reactivas del oxigeno que desencadenan estos tratamientos
aumenta notablemente cuando los niveles de O; se elevan, lo que a su
vez deriva en un mayor dafio del DNA [49). Actualmente se investiga
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el uso de nanoparticulas con propiedades magnéticas para conseguir
incrementar la temperatura localmente y especificamente dentro del
tumor [60,61].

La hipertermia induce muerte celular por apoptosis

A nivel celular, la hipertermia interfiere con los mecanismos
encargados de la reparacion del DNA [62]. La respuesta de las células
a la hipertermia depende en gran medida de la intensidad y de Ila
duracién del tratamiento. La exposicion de las células a una situacion
de estrés térmico conduce a la activacion de varias vias de
sefnalizacidn, algunas implicadas en la supervivencia celular como es la
biosintesis de las proteinas del choque térmico (HSPs) y otras con la
activacion de la muerte celular, habitualmente mediante apoptosis
[63].

La muerte celular, independientemente de la modalidad, se manifiesta
con alteraciones morfoldgicas. En la apoptosis, estos cambios
consisten en la reducciéon del volumen celular, la condensacion de la
cromatina, la fragmentacion nuclear y la formacion de evaginaciones
en la membrana celular que terminan transformandose en vesiculas
que son fagocitadas en condiciones fisioldgicas. Todas estas
alteraciones son la manifestacién de los cambios bioquimicos que
ocurren durante la apoptosis. Los mediadores moleculares
fundamentales de este proceso son las caspasas (Figura 3), un grupo
de cistein-proteasas que promueve la fragmentacién de una gran
variedad de proteinas con funciones diversas y en sitios especificos. En
general, la secuencia reconocida finaliza en aspartato y la rotura es
inmediatamente después de este aminoacido [64].
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o Caspasa-2 — CARD — L H_ s |
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Caspasa-7 — L H s |

Figura 3. Organizacidon estructural y clasificacion funcional de las caspasas de
mamiferos involucradas en la apoptosis. Todas las procaspasas presentan tres regiones
denominadas prodominio, subunidad larga (L) y subunidad corta (S). Las dos ultimas
regiones estan separadas por uno o varios sitios sensibles a la rotura por la propia caspasa
una vez activada (rotura autocatalitica) o por otra proteasa, usualmente por otra caspasa.
Las caspasas iniciadoras presentan prodominios largos que contienen regiones (DED1,
DED2 o CARD) que interaccionan con proteinas adaptadoras. Por el contrario, las
caspasas ejecutoras tienen prodominios cortos que carecen de sitios de interaccién con
otras proteinas. Las caspasas iniciadoras preexisten en las células como mondmeros
inactivos y se activan mediante dimerizacién. La fragmentacién autoproteolitica
posterior va a favorecer que el dimero activo sea mucho mds estable. Las caspasas
responsables de ejecutar la apoptosis preexisten en las células como dimeros inactivos
que son activados por la rotura hidrolitica entre las subunidades grande y pequefia. Se
presenta un esquema simplificado de la estructura lineal de las diferentes caspasas, la
longitud y la posicién relativa de las diferentes regiones pueden diferir.

En condiciones fisioldgicas las células apoptéticas conservan la
integridad de la membrana plasmatica y cierto grado de actividad
metabdlica mientras el proceso avanza, lo que permite que sean
rapidamente eliminadas por macréfagos y otras células fagociticas.
Por el contrario, en los cultivos celulares, salvo que las células
presenten actividad fagocitica, la membrana de las células apoptéticas
terminan por romperse lo que conduce a una morfologia necrética,
proceso conocido como necrosis secundaria [65]. La apoptosis puede
iniciarse a través de dos vias que han sido ampliamente estudiadas.
Son las denominadas via intrinseca, también conocida como via
mitocondrial dado el papel central que desempefia este organulo, y la
via extrinseca, denominada asi porque la activacion del proceso es
dependiente de los receptores de muerte presentes en la membrana
celular [66].
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Activacion de la apoptosis por la via intrinseca

La via intrinseca es iniciada por perturbaciones en el microambiente
intracelular o extracelular, tales como dafio en el DNA, estrés del
reticulo endoplasmatico, aumento de las especies reactivas de
oxigeno, alteraciones en los microtubulos, defectos en la mitosis o
déficit de factores de crecimiento. El aumento de la permeabilidad de
la membrana mitocondrial externa (MOMP) es la etapa mas critica en
la via intrinseca, proceso controlado por un grupo de proteinas
reguladoras de la apoptosis con propiedades antiapoptéticas o
proapoptéticas pertenecientes a la familia BCL-2 (Figura 4).

(A) === BH4 == BH3 ——_ BH1 BH2 ™ =
(B)  Proteinas Proteinas
antiapoptoticas proapoptéticas

Activadoras Sensibilizadoras Efectoras

BCL-2 BID BAD
BCL-xL BIM BIK
BCL-w PUMA BMF
MCL-1 HRK
A1 NOXA
BH1- BH4 BH3 BH3 BH1-BH4

Figura 4. Organizacion estructural y funcional de las proteinas de la familia BCL-2.
(A) Representacion esquematica de la organizacion estructural de las proteinas de la
familia BCL-2, identificandose las regiones con homologia BCL-2 (BH1, BH2, BH3 y
BH4), enumeradas por orden cronoldgico de identificacion, y la regidn
transmembrana (TM). (B) Las proteinas de la familia BCL-2 se clasifican en
antiapoptdticas y proapoptoticas. Las tres clases de proteinas proapoptéticas son las
activadoras, las sensibilizadoras y las efectoras. Todas las activadoras vy
sensibilizadoras presentan solamente la regidon 3 con homologia BCL-2, por lo que se
les conoce también como proteinas solo BH3. Las proteinas efectoras y las proteinas
antiapoptdticas comparten las cuatro regiones con homologia BCL-2 (BH1-BH4).
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Las proteinas de esta familia presentan similitud estructural con la
proteina BCL-2, el prototipo de inhibidor de la apoptosis y
originariamente descrito como el producto de un protooncogén.
Todas ellas presentan al menos una regidon con homologia con algunos
de los cuatro dominios caracteristicos de la proteina BCL-2 y que se
conocen como BH1, BH2, BH3 y BH4 [67,68].

Las proteinas antiapoptoticas y las proapoptéticas con capacidad para
formar poros, denominadas efectoras, contienen los cuatro dominios
(BH1-BH4) y adoptan una estructura terciaria altamente conservada
en la que el dominio BH3 forma parte de una hendidura que actua
como receptor para el domino BH3 de los otros miembros de la familia.
Se han propuesto varios modelos de competicién para explicar como
las proteinas de la familia BCL-2 interaccionan entre si en la membrana
mitocondrial externa para controlar la permeabilidad de la misma. El
destino final de la célula va a depender de una compleja red de
interacciones entre los miembros de la familia BCL-2, que esta
condicionada por la abundancia de los distintos factores y la afinidad
gue presentan entre ellos [69,70].

En condiciones fisioldgicas la membrana mitocondrial externa es
permeable a moléculas de tamano inferior a 5 kDa y durante la
permeabilizacion se forman poros que permiten el paso al citosol de
proteinas de hasta 100 kDa [67,71]. En respuesta a un estimulo
apoptoético, el aumento de la permeabilidad mitocondrial esta
mediado por BAX, BAK y BOK, unicos miembros de la familia BCL-2 que
han demostrado capacidad para formar poros en la membrana
mitocondrial externa y posiblemente en otras membranas
intracelulares [70]. No obstante, si se compara con BAX o con BAK, la
relevancia de BOK en la apoptosis no es tan evidente ya que ha sido
muy poco estudiado.

En condiciones normales la localizacion de BAX oscila entre la
membrana mitocondrial externa y el citosol, proceso conocido como
retrotranslocacion. Por el contrario, BAK reside mayoritariamente en
la membrana mitocondrial externa a través de la interaccién de la
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hélice a-9 en el extremo C-terminal con la bicapa lipidica (es mas
hidrofdbica que la hélice a-9 de BAX). Una vez iniciada la apoptosis, la
retrotranslocacion se detiene. En la membrana mitocondrial, BAX y
BAK son activadas por las proteinas proapoptdticas solo BH3,
directamente (activadoras) o indirectamente (sensibilizadoras)
[72,73]. Las proteinas activadoras son BID, BIM y PUMA, vy tienen la
capacidad de interaccionar transitoriamente con BAX y con BAK en la
membrana mitocondrial externa. Como consecuencia de los contactos
BAX y BAK sufren cambios conformacionales que tienen las siguientes
consecuencias: i) liberacion de las proteinas activadoras, ii)
homodimerizacion (y en menor medida heterodimerizacién), iii)
oligomerizacién a partir de los dimeros y iv) formacién del poro
mitocondrial [74].

El aumento de la permeabilidad de la membrana mitocondrial externa
es antagonizado/neutralizado por los miembros antiapoptéticos de la
familia BCL-2 como son BCL-2, BCL-xL, BCL-w, BCL-2-A1l (también
conocido como BFL-1) y MCL-1. Todos estos factores contienen los
cuatro dominios BH, se encuentran generalmente insertados en la
membrana mitocondrial externa o en la del reticulo endoplasmatico a
través de la hélice a9 de la regién transmembrana y se unen y
neutralizan a los miembros proapoptoéticos. La mayoria de los factores
antiapoptoticos inhiben la capacidad de BAX y BAK para oligomerizar
y formar poros en la mitocondria a través de una accidon directa
(secuestrandolos en la membrana mitocondrial externa) o bien
indirecta (secuestrando a los activadores BH3 proapoptdticos). En el
caso de BCL-xL, su funcidn antiapoptdtica la ejerce mediante
retrotranslocacion de BAX y BAK desde la mitocondria al citosol, lo que
consigue reducir los niveles de estos ultimos en la membrana
mitocondrial externa [75]. Es importante destacar que algunas de las
proteinas BH3 proapoptdticas como BAD, BMF y HRK, promueven
MOMP en ausencia de contacto fisico con BAX o con BAK. Estas
proteinas, conocidas como sensibilizadoras, actian uniéndose a las
proteinas antiapoptéticas de modo que la disponibilidad de estas
ultimas para secuestrar a BAX, BAK o a sus activadoras con dominio
BH3 se vea comprometida (Figura 5).
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Figura 5. Activacion de la via intrinseca de la apoptosis. Las proteinas
antiapoptdticas protegen a la célula frente a la apoptosis secuestrando a las
proteinas activadoras y neutralizando directamente a las proteinas efectoras. La via
se activa con el aumento de los niveles de las proteinas proapoptdticas activadoras
y sensibilizadoras, en respuesta a estimulos como el dafio en el DNA (radiacidn,
agentes quimicos) o en los organulos, inhibicion de vias de sefializacidn, falta de
nutrientes o de factores de crecimiento, etc. El cambio en la proporcién de proteinas
proapoptdticas frente a las antiapoptdéticas conlleva que se altere la red de
interacciones entre los distintos factores. En estas condiciones, las proteinas
proapoptoticas activadoras interaccionan directamente con las proteinas efectoras
formadoras de poro (BAX y BAK) y secuestran a las proteinas antiapoptéticas. A
diferencia de las activadoras, las proteinas sensibilizadoras inducen la formacion de
poros de manera indirecta ya que se unen a las proteinas antiapopdticas e inducen
la liberacién y activacion de las proteinas efectoras que, en forma libre, oligomerizan
en la membrana mitocondrial externa y promueven el aumento de la permeabilidad.

El aumento de la permeabilidad de la membrana mitocondrial externa
promueve el acceso al citosol de factores apoptogénicos que residen
en el espacio intermembrana. Entre estas proteinas mitocondriales
estan el citocromo ¢ (12 kDa), SMAC (22 kDa) y AIF (67 kDa) y ello esta
favorecido por la remodelacién de las crestas mitocondriales [76]. El
citocromo ¢ citosélico se une a APAF-1, procaspasa-9 y dATP para
formar un complejo molecular denominado apoptosoma, que es el
responsable de la activacion y posterior maduracion autocatalitica de
procaspasa-9. Una vez activada, la caspasa-9 cataliza la activacion
proteolitica de la caspasa-3 y la caspasa-7, las enzimas encargadas de
la demolicion celular durante la apoptosis en las células de mamiferos,
por lo que se las conoce como caspasas ejecutoras (Figura 6).
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Figura 6. Activacion de la via intrinseca de la apoptosis. La via intrinseca se activa
en respuesta a diversos estimulos extracelulares o intracelulares como son el dafio
en el DNA causado por radiacion o por agentes quimicos, estrés oxidativo, falta de
nutrientes o de factores de crecimiento. El aumento en la proporcién de las proteinas
proapoptdticas frente a las antiapoptéticas conlleva que se altere la red de
interacciones entre los distintos miembros de la familia BCL-2. En estas condiciones
las proteinas proapoptdticas activadoras interaccionan directamente con las
proteinas efectoras formadoras de poro como BAX y/o BAK y promueven el aumento
de la permeabilidad de la membrana mitocondrial externa (MOMP) y la liberacion
de factores apoptogénicos al citosol, principalmente citocromo c. En el citosol, el
citocromo c facilita la formacidn del apoptosoma y la activacién de la caspasa-9 que,
a su vez, activa a las caspasas ejecutoras (principalmente caspasa-3) responsables
del desmantelamiento de las estructuras y funciones esenciales de la célula. Aunque
la participacion de BAX y BAK en el aumento de la permeabilidad de la membrana
mitocodrial externa estd ampliamente documentada, no se conoce de qué forma
estas proteinas permeabilizan la membrana mitocondrial y la naturaleza (proteica o
lipidica) del poro. La informacién experimental sobre BOK es mas limitada; se
desconoce su contribucién a la apoptosis en condiciones de ausencia de las otras dos
proteinas efectoras y como promueve la permeabilidad mitocondrial.

15



INTRODUCCION

Las caspasas ejecutoras aceleran el desmantelamiento de la estructura
celular y son las responsables de los cambios morfolédgicos y
bioquimicos asociados a la apoptosis como son la fragmentacion del
DNA, la externalizacién de la fosfatidilserina y la formacion de cuerpos
apoptéticos [77,78]. El aumento de la permeabilidad de la membrana
mitocondrial externa conduce a la disipacion del potencial
mitocondrial (AWm), consecuencia de una actividad respiratoria
reducida por la pérdida de la proteina transportadora de electrones
citocromo c. Las funciones que dependen del potencial mitocondrial,
como la sintesis de ATP y el transporte de proteinas codificadas por
genes nucleares al interior de la mitocondria, se ven también
comprometidas.

Activacion de la apoptosis por la via extrinseca

La via extrinseca (Figura 7) es iniciada por perturbaciones en el medio
extracelular e implica la participacion de receptores de membrana (i.e.
receptores de muerte) activados por la unién a ligandos especificos
[79]. Entre los receptores de muerte se incluyen a FAS (=CD95=AP01)
y a los miembros de la superfamilia de TNF como TNFR1, TRAILR1
(=DR4) y TRAILR2 (=DR5) [80,81]. Generalmente la union del ligando
promueve la formacién intracelular del complejo de sefalizacion
inductor de muerte (DISC), implicado en la activacion de la procaspasa-
8 (y también de la procaspasa-10). Tras la unidon del ligando se
estabiliza la estructura homotrimérica del receptor y este ultimo sufre
cambios conformacionales en el lado intracelular que tienen las
siguientes consecuencias: i) se exponen los dominios de muerte (DD)
del receptor que interaccionan con los dominios de muerte presentes
en el lado C-terminal de la proteina adaptadora FADD vy ii) los dominios
efectores de muerte (DED) presentes en el lado N-teminal de esta
ultima interaccionan a su vez con los dominios DED de la procaspasa-
8. La interaccién a través de los dominios DED favorece la
homodimerizacion de la procaspasa-8 y, consecuentemente, su
activacion que va a estar regulada positivamente o negativamente por
factores proteicos estructuralmente relacionados (c-FLIP) que se unen
a DISC, y posiblemente también por fosforilacion [82].
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Figura 7. Activacion de la via extrinseca de la apoptosis. La via extrinseca se inicia
con la unién de los receptores de muerte presentes en la membrana celular a sus
ligandos especificos. Existen muchas evidencias de que los receptores se encuentran
en forma trimérica antes de que ocurra la interaccion con el ligando. Tras la unidn
del ligando, el trimero sufre cambios conformacionales intracelulares complejos:
expone una region denominada dominio de muerte (DD) que presenta afinidad por
una proteina adapatadora (FADD) y cuya misidn es actuar de puente entre el
receptor y la procaspasa-8 (o procaspasa-10). Esta estructura macromolecular
intracelular se conoce como complejo de sefializacidn inductor de muerte (DISC) y
en en ella la procaspasa-8 adquiere actividad autocatalitica, liberdndose caspasa-8
con mayor capacidad para acceder a los sustratos proteicos. En las células de tipo |,
la actividad caspasa-8 es suficiente para activar a caspasa-3 y a caspasa-7 y, por lo
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tanto, para la ejecucidn de la apoptosis. Sin embargo, en otro tipo de células (células
de tipo Il) los niveles enddgenos de ciertos inhibidores de la caspasa-3 y de la
caspasa-7 como XIAP son muy elevados y es necesario neutralizarlos. Esto se
consigue a través del aumento de la permeabilidad de la membrana mitocondrial
externa mediante la participacién del activador proapoptotico t-BID y cuya
formacién es dependiente de la caspasa-8. La liberacidn al citosol de la proteina
mitocondrial SMAC conlleva la neutralizacion de XIAP y que las caspasas ejecutoras
aumenten su actividad enzimatica, pudiendo llevar a cabo la rotura de multiples
proteinas. En estas condiciones, la activacién de la caspasa-9 que precede a la
liberacién de citocromo c via t-BID contribuye también a la amplificacion de la sefial
apoptdtica. Aunque XIAP puede también inhibir a la caspasa-9, la afinidad que
presenta por esta caspasa ejecutora es sensiblemente inferior.

Una vez activada la via extrinseca, la apoptosis puede ejecutarse
siguiendo dos alternativas. En las células denominadas de tipo |, como
timocitos o linfocitos maduros, la activacion proteolitica de las
caspasas ejecutoras se lleva a cabo solo por la caspasa-8 ya que es
suficiente para producir apoptosis. En las células de tipo Il, es el caso
de los hepatocitos, células B-pancredticas o la mayoria de células
cancerigenas, la activacion de las caspasas ejecutoras por la accion
directa de la caspasa-8 es muy limitada debido a la presencia de
inhidores de las caspasas ejecutoras. Es el caso de XIAP, un miembro
perteneciente a la familia de proteinas inhibidoras de la apoptosis
(IAP) que bloquea la actividad catalitica de la caspasa-3 y de la caspasa-
7,y en menor medida de la caspasa-9 [83]. Para superar este bloqueo
es necesario que la caspasa-8 active proteoliticamente al factor
proapoptético BID. La forma madura o truncada de BID (t-BID) se
inserta en la membrana mitocondrial externa donde actia como
activador de BAX y BAK, favoreciendo el aumento de la permeabilidad
de la membrana mitocondrial externa y promoviendo de esta forma la
liberacion de citocromo c (y por tanto la activacion de la caspasa-9) y
de SMAC, que neutraliza el efecto inhibitorio de XIAP sobre las
caspasas efectoras.
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OBIJETIVOS

Existen muchas evidencias cientificas sobre las propiedades
antitumorales de la melatonina y su reducida toxicidad in vivo, incluso
cuando se utiliza a concentraciones que superan en varios érdenes de
magnitud los niveles que se alcanzan en la circulacién sanguinea
durante la noche [84-87].

En un estudio reciente realizado en ratas se consiguid reducir el
tamafio de los tumores inducidos con células de carcinosarcoma
Walker 256, utilizando como estrategia terapéutica la combinacion de
hipertermia y melatonina; los mecanismos involucrados en la actividad
antitumoral de ese tratamiento, sin embargo, no fueron investigados
[88]. En base a lo anteriormente expuesto sobre la melatonina y
teniendo en cuenta el uso cada vez mas frecuente de la hipertermia
como estrategia terapéutica frente al cancer, estudiar y valorar el
posible impacto del tratamiento con melatonina sobre la muerte
celular inducida por hipertermia es relevante.

Especificamente, en el presente trabajo se investigd la capacidad de la
melatonina para modular las propiedades antitumorales de la
hipertermia. Para alcanzar los objetivos se selecciond la linea de
leucemia mieloide aguda humana U-937, ampliamente utilizada como
modelo in vitro en el estudio de la muerte celular activada por calor
[48]. Los resultados de este trabajo revelan que la eficacia de la
hipertermia en la induccién de la muerte celular por apoptosis
aumenta notablemente cuando el tratamiento se hace en
combinacion con la indolamida. Para su comparacion se analizé
también el efecto de la melatonina en otras lineas de células de
leucemia humana como son HL-60, MOLT-3 y K-562.
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REACTIVOS
Reactivos y material para los cultivos celulares

El medio de cultivo RPMI 1640 y el suero bovino fetal se obtuvieron de
Gibco. La mezcla concentrada (100x) de los antibidticos
estreptomicina y penicilina G fue de Biowest. El material plastico
estéril como botellas de cultivo de 75 cm?, platos de 100 mm, placas
de 12 y 96 pocillos, pipetas de 5 ml y de 10 ml, tubos tipo Falcon de 50
ml y tubos de poliestireno de 12 ml se adquirieron de Becton-
Dickinson. El dimetilsulfoxido (DMSO) y el azul de tripan, ambos
estériles, fueron de Sigma.

Reactivos para la determinacion de la actividad caspasa

Los inhibidores de caspasas benciloxi-carbonil-Val-Ala-Asp (OMe)-
fluorometilcetona (z-VAD-fmk), benciloxi-carbonil-Val-Asp-Val-Ala-
Asp-(OMe)-fluorometilcetona (z-VDVAD-fmk), benciloxi-carbonil-Asp-
Glu-Val-Asp-(OMe)-fluorometilcetona (z-DEVD-fmk), benciloxi-
carbonil-Val-Asp-Val-Ala-Asp-(OMe)-fluorometilcetona (z-IETD-fmk) y
benciloxi-carbonil-Leu-Glu-His-Asp-(OMe)-fluorometilcetona (z-LEHD-
fmk), y los sustratos colorimétricos N-acetil-Val-Asp-Ala-Asp-p-
nitroanilina (Ac-VDVAD-pNA), N-acetil-Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilina
(Ac-DEVD-pNA), N-acetil-lle-Glu-Thr-Asp-p-nitroanilina (Ac-IETD-pNA)
y  N-acetil-Leu-Glu-His-Asp-p-nitroanilina  (Ac-LEHD-pNA) fueron
obtenidos de Sigma.

Reactivos para el andlisis por inmunoblot

La mezcla de acrilamida-bisacrilamida (bis N,N"-metilen-bis-
acrilamida) (40% p/v, proporcion de mondmeros totales respecto al
agente entrecruzante 29:1), el persulfato aménico, el N,N,N,N-
tetrametil-etilendiamina (TEMED), el dodecil sulfato sdédico (SDS) y el
marcador coloreado de pesos moleculares Precision Plus Protein Dual
Color Standards (10 kDa-250 kDa) se obtuvieron de Bio-Rad. El azul de
bromofenol, el B-mercaptoetanol, la glicina, asi como trizma-base y
trizma-HCl fueron de Sigma. El metanol se obtuvo de AppliChem.
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Los anticuerpos primarios que reconocen a caspasa-2 (Cat# 551093,
RRID:AB_394042), caspasa-6 (Cat# 556581, RRID:AB_396471),
caspasa-7 (Cat# 556541, RRID:AB_396460), caspasa-8 (Cat# 559932,
RRID:AB_397381), caspasa-9 (Cat# 551246, RRID:AB_394118),
citocromo ¢ (Cat# 556433, RRID:AB_396417), Bid (Cat# 550365,
RRID:AB_393636) y Bax (Cat# 554104, RRID:AB_395241) se obtuvieron
de BD Biosciences. El anticuerpo dirigido frente a caspasa-3 (Cat# ADI-
AAP-113, RRID:AB_10615972) se adquiri6 de Enzo Life Sciences
mientras que el anticuerpo frente a HSP70 (Cat#f sc-24,
RRID:AB_627760) se obtuvo de Santa Cruz Biotechnology y el de B-
actina (Cat# A2228, RRID:AB_476697) fue de Sigma.

Los anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano
anti-IgG de raton (Cat# NA9310, RRID:AB_772193) y anti-lgG de conejo
(Cat# NA9340, RRID:AB_772191) fueron de GE Healthcare. Las
membranas de PVDF (difluoruro de polivinilideno) y el sustrato de
revelado por quimioluminiscencia se obtuvieron de Millipore.

Reactivos para el andlisis por citometria de flujo y microscopia de
fluorescencia

El ioduro de propidio, el ioduro de 5,5,6,6'-tetracloro-1,1’,3,3 -
tetraetil-bencimidazol-carbocianina (JC-1), el cianuro m-clorofenil
hidrazona (CCCP), la RNasa A, la proteinasa K, el paraformaldehido y la
bisbencimida (Hoechst 33258) fueron suministrados por Sigma.

Otros reactivos

El PBS estéril y concentrado (10x), la melatonina, la albumina de suero
bovino (BSA), el fosfato monosddico, el fosfato disédico, el acido N-(2-
hidroxietil) piperazino N'-(2-etanosulfénico) (HEPES), el acido
etilendiamino-tetraacético (EDTA), el acido etilenglicol-bis-N,N’-
tetraacético (EGTA), el cloruro de sodio (NaCl), el cloruro de potasio
(KCI), el hidréxido de sodio (NaOH), el acido clorhidrico (HCI), el
glicerol, el bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio
(MTT), la sacarosa, los inhibidores de proteasas (aprotinina,
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leupeptina, pepstatina y PMSF), los inhibidores de fosfatasas (fluoruro
sodico, B-glicerofosfato sédico, ortovanadato sédico y pirofosfato
sédico), el agente reductor ditiotreitol (DTT) y los detergentes no
idnicos tritén X-100 y tween 20 provinieron de Sigma. El etanol de
grado analitico para la disolucién de la melatonina se adquirié de BDH
mientras que el utilizado para la esterilizacion de superficies de trabajo
relacionadas con los cultivos celulares se obtuvo de Artemi. El agua
desionizada y bidestilada se generd con un equipo Mili-Q (Water
Purification System) de Millipore. El reactivo de Bradford se adquirié a
Bio-Rad.

INFRAESTRUCTURA UTILIZADA

Para llevar a cabo los cultivos celulares y el mantenimiento de las
células se utilizaron las campanas de flujo laminar Cultair y Faster BHA
48 (ambas de Cultek), el incubador de CO; Shel Lab (Sheldon
Manufacturing), el microscopio de contraste de fases Axiovert 135
(Zeiss), la centrifuga de velocidad intermedia Universal 320R (Hettich)
y el bafio termostatico digital WBO1 (LBX Instruments).

El andlisis del ciclo celular (apoptosis) y el potencial de la membrana
mitocondrial interna se realizo con el citometro de flujo BD FACSVerse
(BD Biosciences).

Para el estudio de la morfologia nuclear se empled el microscopio
invertido de fluorescencia Axiovert 200M (Zeiss). Para el analisis de la
expresién de las proteinas se utilizd el equipo de electroforesis /
transferencia Mini-Protean Tetra System, la fuente de alimentacién
PowerPac 300 y el equipo de deteccién por quimioluminiscencia
ChemiDoc, todos de Bio-Rad.

El calentamiento en seco de las muestras de proteinas se realizé con
un termobloque digital Dry Bath-Dual Block (Labnet). El bafio de agua
utilizado para el tratamiento con hipertermia estaba equipado con
varios madulos independientes y fue de P-Selecta. La determinacion

23



MATERIALES Y METODOS

colorimétrica de la actividad caspasa y la concentracidn de proteinas
se realizd con el lector de microplacas modelo 680 (Bio-Rad).

Para la obtencién del nimero de células y la viabilidad celular en los
experimentos indicados se utilizd el contador automatico de células
TC-10 (Bio-Rad), para la sonicacién de las células se empled el
sonicador Labsonic 2000 (Braun-Biotech) y para la esterilizacion de
material plastico y liquidos (agua bidestilada y tampones) se usé un
autoclave Matachana.

La centrifugacion de las microplacas en los ensayos de MTT se realizé
con la centrifuga CS-15 R (Beckman), mientras que otras centrifugas
utilizadas durante el estudio fueron el modelo Universal 32 R (Hettich)
y las microcentrifugas refrigeradas de alta velocidad Allegra X-22R
(Beckman Coulter) y Mikro 200R (Hettich).

METODOS
Cultivos celulares

Las células U-937 (DSMZ Cat# ACC-5, RRID:CVCL_0007), HL-60 (DSMZ
Cat# ACC-3, RRID:CVCL_0002), K-562 (DSMZ Cat# ACC-10,
RRID:CVCL_0004) y MOLT-3 (DSMZ Cat# ACC-84, RRID:CVCL_0624) se
obtuvieron de la colecciéon alemana de cultivos celulares DSMZ,
mientras que la linea U-937/BCL-2 fue donada por la Dra. Jacqueline
Bréard (INSERM U749, Facultad de Farmacia Paris-Sud, Chéatenay-
Malabry, Francia).

Las células se cultivaron en medio de crecimiento RPMI 1640
suplementado con 10% (v/v) de suero bovino fetal (FBS) inactivado por
calor y antibiéticos (100 unidades/ml de penicilina y 100 pg/ml de
estreptomicina), en una atmésfera humidificada (37 °C y 5% CO»).
Durante la propagacion de las células, a estas se les cambié el medio
de cultivo unas tres veces por semana (cada 48-72 horas) y se mantuvo
en todo momento a una densidad inferior a 500.000 células/ml.
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La determinacion del numero y la viabilidad celular se llevé a cabo con
el método de exclusion del azul de tripan, utilizando para ello una
camara de Neubauer (hematocitdmetro) y un microscopio invertido
de constraste de fases Axiovert 135 (Zeiss). La tasa de duplicacion
celular fue aproximadamente de 24 horas. A las células se les cambid
el medio de crecimiento el dia anterior y también justo antes de
comenzar el experimento; este se inicid si la viabilidad celular era igual
o superior al 95%.

Tratamiento con hipertermia

Las células se transfirieron a tubos de polipropileno estériles, se
centrifugaron a 500 g durante 10 minutos a temperatura ambiente y
se elimind por decantacidn el medio de crecimiento. El precipitado de
células se resuspendié con medio de crecimiento fresco, ajustado a 37
°C, hasta alcanzar una densidad aproximada de 500.000 células/ml. Las
células (10-12 ml) se distribuyeron en platos de cultivo estériles de 100
mm, se les afiadid melatonina recién preparada o vehiculo (0.5% de
etanol, concentracion final), y se mantuvieron en el incubador durante
1 hora a 37 °C. Las células de cada plato se recogieron y rapidamente
se distribuyeron en dos tubos de polipropileno estériles, con la misma
cantidad de células en cada uno de ellos. A continuacidn, los tubos con
células tratadas con melatonina y con células tratadas solamente con
el vehiculo se sumergieron en un bano de agua ajustado previamente
a 37 °C (control) o bien a 43 °C (tratamiento con hipertermia), durante
30 minutos. Posteriormente las células se transfirieron a platos de 100
mm, placas de 12 pocillos o microplacas de 96 pocillos estériles
(dependiendo del objetivo), y se incubaron a 37 °C durante los
periodos de tiempo especificados en cada experimento (periodo de
recuperacién). Finalmente se recogieron las células para llevar a cabo
el andlisis bioldgico correspondiente (Figura 8).
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Figura 8. Esquema del proceso metodolégico llevado a cabo para estudiar el efecto
de la melatonina sobre la muerte celular inducida por hipertermia en células de
leucemia humanas que crecen en suspension. Las células se preincubaron en
ausencia (vehiculo, 0.5% etanol) o presencia de melatonina (disuelta en etanol) a la
concentracién especificada en cada experimento, durante 1 hora a 37 °C. A
continuacién, las células de cada grupo experimental se recogieron y se separaron
de manera equitativa en dos tubos. Los tubos se sumergieron seguidamente en un
bafio de agua ajustado a 37 °C o0 43 °C durante 30 minutos tras lo cual las células se
transfirieron a platos de 100 mm o bien a placas de 12 o 96 pocillos (dependiendo
del objetivo del ensayo) y se incubaron a 37 °C durante un periodo de tiempo que
oscilé entre 2 y 24 horas. Finalmente, se recogieron las células y se llevd a cabo el
analisis bioldgico especificado para cada experimento (viabilidad celular, actividad
metabdlica, apoptosis, actividad caspasa, inmunoblot o potencial de la membrana
mitocondrial). Las muestras se analizaron por triplicado.
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Andlisis de la morfologia nuclear por microscopia de fluorescencia

Una vez finalizado el periodo de recuperacion, las células (0.5 X 10°
células/pocillo) se transfirieron a tubos de 1.5 ml y se centrifugaron a
500 g durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se elimind el
medio de crecimiento por aspiracion con vacio, se lavaron las células
con 1 mlde PBSy se centrifugd nuevamente en las mismas condiciones
anteriores. El precipitado celular se resuspendié con 50 ul de
paraformaldehido al 3% (p/v) en PBS y se incubd durante 10 minutos
a temperatura ambiente. Seguidamente se centrifugd a 12 000 g
durante 1 minuto a temperatura ambiente y se elimind por aspiracion
la disolucidn de paraformaldehido. Las células fijadas se lavaron con 1
ml de PBS y se tifieron a continuacion con 30 pl de una disolucion que
contenia 20 pg/ml de trihidrocloruro de bisbencimida (Hoechst 33258)
en PBS, durante 15 minutos a temperatura ambiente y en la oscuridad.
Una alicuota (10 pl) se colocd sobre un portaobjetos de vidrio, se
cubrié con un cubreobjetos y se analizé la morfologia nuclear con un
microscopio de fluorescencia. Las células cuyos nucleos presentaban
condensacion de la cromatina o estaban fragmentados en pequenos
cuerpos densos fueron consideradas apoptdticas, mientras que las
gue exhibieron nicleos no condensados y con la cromatina dispersa se
tomaron como no apoptéticas [89].

Cuantificacion de las células apoptéticas por citometria de flujo:
fases del ciclo celular

Una vez finalizado el experimento, las células (0.5 X 10 células/pocillo)
se transfirieron a tubos de 1.5 ml y se centrifugaron a 500 g durante
10 minutos a 4 °C. Se elimind el medio de crecimiento por aspiracién
con vacio, se resuspendié el precipitado celular con 1 ml de PBS frio y
se centrifugd nuevamente en las mismas condiciones anteriores. Las
células se resuspendieron con 50 ul de PBS frio y se fijaron con 1 ml de
etanol al 70%, a -20 °C. La mezcla se agité con moderacién y los tubos
se guardaron a -20 °C hasta el siguiente dia; seguidamente se
centrifugaron a 500 g durante 10 minutos a 4 °C, se elimind la fraccidn
etandlica y el precipitado celular se lavé con 1 ml de PBS frio. El
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sedimento de células se resuspendid a continuacion con 200 ul de PBS
conteniendo ioduro de propidio (50 ug/ml) y RNasa A (100 ug/ml) y se
incubd durante 1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad.
Finalmente, las muestras fueron analizadas en un citometro de flujo
BD FACSVerse (Becton-Dickinson) de la siguiente forma: las muestras
se irradiaron a 488 nm con el laser de argdn para promover la
excitacion del complejo ADN-propidio y la fluorescencia emitida por el
propidio que forma parte del complejo (Emax=617 nm) se capturd con
el detector BlueD, equipado con el espejo 560LP y el filtro 586/42. Se
analizaron 10.000 células de cada muestra y los restos celulares se
excluyeron del andlisis.

La fluorescencia emitida por los fluorocromos que pueden unirse al
DNA, como el ioduro de propidio, permite determinar en una
poblacién celular el porcentaje de células existente en cada una de las
fases del ciclo celular. Asi, las células con capacidad de dividirse
pueden estar en fase Gi (primer pico), fase S (o de sintesis de DNA) o
en fase G2/M (segundo pico). Las células en fase Gi1 contienen menor
cantidad de DNA que las células en fase S y estas a su vez tendran
menor cantidad de DNA que las células en fase G2/M, y las que estan
en GzVM tendran doble cantidad de DNA que las que se encuentran en
la fase G1 del ciclo celular. Las células con reducida tincién del DNA por
el ioduro de propidio, resultado de contener menor cantidad de
cromatina o fragmentacién de la misma, se localizan a la izquierda del
pico G (fraccidn sub-Gi) y son consideradas apoptoticas.

Evaluacion de la morfologia ultraestructural por microscopia
electrénica de transmision

Una vez finalizado el experimento, las células (5x10° células/plato) se
transfirieron a tubos de poliestireno y se centrifugaron a 500 g durante
10 minutos a 4 °C. Se elimind el medio por aspiracién con vacio y el
precipitado celular se sometid a dos ciclos de lavado con PBS. Para ello
se resuspendieron las células con 5 ml de PBS frio, se centrifugd a 500
g durante 10 minutos a 4 °C y al precipitado celular obtenido se le
realizé6 la misma operacion por segunda vez. Posteriormente, las
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células fueron resuspendidas y fijadas con 1.4 ml de una disolucién de
glutaraldehido al 2.5% en tampdn fosfato sédico (200 mM, pH 7.2)
durante 24 horas a 4 °C. En este punto, las muestras se pasaron al
Servicio de Microscopia Electrénica de la Universidad de Las Palmas de
Gran Canaria donde se siguié con su procesamiento. Aqui las células
fueron lavadas tres veces con PBS, post-fijadas con tetréxido de osmio
(0s04) al 1% en tampdn fosfato sédico durante 4 horas a 4 °Cy lavadas
con agua destilada. Las células se deshidrataron con concentraciones
crecientes de etanol y se embebieron en la resina Epon 812. Se
hicieron cortes ultrafinos con un ultramicrotomo Reichert Ultracuts
(Leica) y estos se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de
plomo. Las fotografias se obtuvieron en un microscopio electrénico de
transmisidon Zeiss EM 912 (Carl ZEISS) equipado con la camara digital
Proscan Slow-Scan CCD (Proscan Elektronische Systeme GmbH).

Determinacion de la actividad caspasa

Una vez finalizado el experimento, las células (5x10° células/plato) se
transfirieron a tubos de poliestireno y se centrifugaron a 500 g durante
10 minutos a 4 °C. Se eliminé el medio por aspiracién y el precipitado
celular se sometid a dos ciclos de lavado con PBS. Para ello se
resuspendieron las células con 5 ml de PBS frio, se centrifugd a 500 g
durante 10 minutos a 4 °Cy al precipitado celular obtenido se le realizé
la misma operacién por segunda vez. Posteriormente, las células se
solubilizaron con tampdn de lisis [50 mM HEPES (pH 7.4), 1 mM DTT,
0.1 mM EDTA, 0.1% CHAPS) conteniendo inhibidores de proteasas (0.1
mM PMSF, 10 pg/ml de aprotininay 10 ug/ml de pepstatina A) a razon
de 30 ul de tampon por cada 108 células, se pasaron 10 veces través
de una aguja de calibre 29G y se centrifugaron a 16000 g durante 10
minutos a 4 °C. Se recogieron los sobrenadantes y se determiné la
concentracion de proteinas siguiendo el método de Bradford [90]. Las
muestras se ajustaron a la misma concentracion de proteinas,
utilizando para ello el tampdn de lisis con inhibidores de proteasas
anterior, y una fraccion de las mismas (20 pg de proteinas) se utilizé
para la determinacion de la actividad caspasa. El ensayo de la actividad
se realizd en microplacas de 96 pocillos y cada muestra se valord por
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triplicado en un volumen de reaccion de 100 pl, consistente en 10 pl
de muestra (20 ug de proteinas), 10 ul de sustrato especifico de
caspasa (200 uM) y 80 ul de tampon de ensayo [50 mM HEPES (pH 7.4),
10 mM DTT, 1 mM EDTA, 0.1% CHAPS, 100 mM NacCl, 10% glicerol]. La
microplaca se incubd a 37 °C durante un minimo de 1 hora y la
absorbancia a 405 nm asociada a la liberacidon del croméforo para-
nitroanilina (oNA), que forma parte de los sustratos, se determiné en
un lector de microplacas (Modelo 680, Bio-Rad). Los valores de
absorbancia asociados al aumento de actividad caspasa se obtuvieron
tras deducir los valores de absorbancia inespecificos de los blancos,
gue contenian 10 pl de tampdn de lisis (en vez de muestra), 10 ul del
sustrato especifico de caspasa (200 uM) y 80 pl de tampdn de ensayo.

Este método evalta la hidrdlisis de los sustratos cromogénicos
especificos de caspasas. Los sustratos utilizados fueron: i) N-acetil-Val-
Asp-Val-Ala-Asp-p-nitroanilina (Ac-VDVAD-pNA), para determinar la
actividad caspasa-2; ii) N-acetil-Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilina (Ac-
DEVD-pNA), para valorar la actividad caspasa-3/7; iii) N-acetil-lle-Glu-
Thr-Asp-p-nitroanilina (Ac-IETD-pNA), para evaluar la actividad
caspasa-8; iv) N-acetil-Leu-Glu-His-Asp-p-nitroanilina (Ac-LEHD-pNA),
para conocer la actividad caspasa-9. Los diferentes sustratos se
disolvieron con tampdn de ensayo a una concentracién de 2 mM y se
conservaron a -20 °C.

Andlisis de la expresion, procesamiento y translocacion de las
proteinas por inmunoblot

Una vez finalizado el experimento las células (5-10 x10° células/plato)
se transfirieron a tubos de poliestireno y se centrifugaron a 500 g
durante 10 minutos a 4 °C. Se elimin6 el medio por aspiraciéon con
vacio y el precipitado celular se sometié a dos ciclos de lavado con PBS.
Para ello se resuspendid el precipitado de células con 5 ml de PBS frio,
se centrifugd a 500 g durante 10 minutos a 4 °Cy al precipitado celular
obtenido se le realizé la misma operacién por segunda vez. Una vez
realizado los lavados con PBS, el precipitado celular finalmente
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obtenido fue procesado de diferente forma, dependiendo de la
localizacion de las proteinas de interés:

i) Obtencion del lisado celular total: las células se solubilizaron con
tampon de lisis A (20 mM Tris-HCl [pH 7.4], 2 mM EDTA, 137 mM Na(l,
10% glicerol, 1% Triton X-100) conteniendo inhibidores de proteasas
(1 mM PMSF, 5 ug/ml de leupeptina, 5 ug/ml de aprotinina y 5 ug/ml
de pepstatina A) y fosfatasas (2 mM pirofosfato sddico, 2 mM
ortovanadato sddico, 10 mM fluoruro sédico, 20 mM B-glicerofosfato
sodico) a razén de 30 ul de tampdn por cada 10° células, y se
mantuvieron durante 15 minutos en hielo; a continuacion las muestras
se sonicaron en frio (cuatro ciclos de 5 segundos), se centrifugaron a
16 000 g durante 10 minutos a 4 °Cy la fraccidn soluble (sobrenadante)
se transfirid a tubos de microcentrifuga limpios, que se conservaron a
-20 °C hasta el momento del analisis. Este procedimiento se realizo
para analizar los niveles de expresidn y/o procesamiento proteolitico
de caspasa-2, caspasa-3, caspasa-6, caspasa-7, caspasa-8, caspasa-9,
HSP70 y B-actina.

ii) Fraccionamiento subcelular. Las células se resuspendieron con
tampon isoténico B [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 sacarosal
conteniendo inhibidores de proteasas (1 mM PMSF, 5 pg/ml de
leupeptina, 5 pg/ml de aprotinina y 5 ug/ml de pepstatina A), a razén
de 30 ul de tampdn por cada 10° células, y se mantuvieron durante 15
minutos en hielo; a continuacion, las células se lisaron haciéndolas
pasar a través de una aguja de calibre 29G y se centrifugaron a 1000 g
durante 5 minutos a 4 °C. El precipitado (fraccion nuclear) se desechd
y el sobrenadante resultante se transfirid a un tubo limpio que se
centrifugd a 22000 g durante 15 minutos a 4 °C. El sobrenadante
resultante (fraccién citosélica soluble) se transfirio a un tubo de
microcentrifuga limpio y el precipitado (fraccion mitocondrial) se
resuspendid con tapén A, a razéon de 10 pl de tampdn por cada por
cada 10° células. Las muestras se conservaron a -20 °C hasta su analisis.
Este procedimiento se realizé para analizar los niveles de expresién y/o
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translocacidon de citocromo c y BAX entre las fracciones mitocondrial y
citosélica.

La concentracion de proteinas de las diferentes muestras se determind
siguiendo el método de Bradford. Para llevar a cabo los estudios
comparativos, dentro de cada experimento las muestras se ajustaron
a la misma concentracion de proteinas, utilizando para ello el tampdn
especifico empleado para su obtencidon. Se tomaron volumenes
idénticos de los lisados celulares (25 pl, 80 pg de proteinas) y se
calentaron durante 10 minutos a 100 °C en tampdn de carga [50 mM
Tris-HCI (pH 6.8), 15% sacarosa, 2 mM EDTA, 3% SDS, 5 mM B-
mercaptoetanol y 0.01% azul de bromofenol]. Seguidamente, las
muestras se sometieron a electroforesis en un gel de poliacrilamida al
7.5% (si se van a analizar las caspasas, B-actina o HSP70) o al 15% (si se
va a analizar BID, BAX o citocromo ¢) conteniendo 0.1% SDS. Como
referencia se utilizé el marcador coloreado de pesos moleculares
Precision Plus Protein Dual Color Standards (10 kDa-250 kDa) de Bio-
Rad. Una vez las proteinas se separaron en funcién de sus pesos
moleculares, estas se transfirieron a una membrana de PVDF (Bio-Rad)
gue se conservo a 4 °C hasta su analisis.

Para la determinacidon de la expresion y/o procesamiento de las
proteinas, las membranas se incubaron con 5 ml de tampén TBST [20
mM Tris-HCI (pH 7.5), 137 mM NacCl, 0.1 % Tween-20] conteniendo
leche desnatada al 10% (p/v) durante 1 hora a temperatura ambiente
(etapa de bloqueo), seguido de una incubacién con 1-2 ml del
anticuerpo primario especifico (1:1000), diluido en TBST con un 3% de
leche desnatada, durante 24 horas a 4 °C y con agitacién suave. El
anticuerpo primario especifico para B-actina se utilizé para demostrar
que las muestras analizadas contenian la misma cantidad de proteinas.
Las membranas se sometieron a tres ciclos de lavados con 5 ml de TBST
durante 15 minutos a temperatura ambiente cada uno, y se incubaron
a continuacién con un anticuerpo secundario apropiado (1:10000),
diluido en TBST con un 3% de leche desnatada, durante 1 hora y con
agitacion suave. Finalmente, las membranas se lavaron con TBST a
temperatura ambiente y las proteinas especificas se visualizaron por
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la emision de quimioluminiscencia, utilizando el kit comercial
Immobilon Western (Millipore) y deteccién de la misma mediante un
equipo ChemiDoc (Bio-Rad).

La intensidad de las bandas de proteinas se determind con la version
v.1.52u del programa de procesamiento de imagen digital de dominio
publico Imagel) (National Institutes of Health, USA) y la expresion
relativa se normalizé con el correspondiente control de carga,
utilizando B-actina.

Andlisis del potencial de la membrana mitocondrial por citometria
de flujo

Las células (0.5 X 108 células/pocillo) se incubaron con 10 uM de la
sonda fluorescente JC-1 a 37 °C durante los uUltimos 30 minutos del
periodo de recuperacién, y una vez finalizado el experimento se
transfirieron a tubos de microcentrifuga de 1.5 ml de capacidad y se
centrifugaron a 500 g durante 10 minutos a 4 °C. Se elimind el
sobrenadante por aspiracion con vacio y las células se lavaron con 1 ml
de PBS a temperatura ambiente y se centrifugaron en las mismas
condiciones anteriores. El precipitado celular resultante se
resuspendié con 200 ul de PBS a temperatura ambiente y las células
se analizaron en un citometro de flujo BD FACSVerse (Becton-
Dickinson), utilizando una longitud de onda de excitacion de 488 nmy
los detectores BlueD (equipado con el espejo 560LP vy el filtro 586/42)
y BlueE (equipado con el espejo 507LP y el filtro 527/32) para capturar
la fluorescencia emitida por los agregados y por los monémeros de JC-
1, respectivamente. Se analizaron 10000 células de cada muestra y los
restos celulares se excluyeron del analisis.

La sonda fluorescente JC-1 ha sido ampliamente utilizada para estimar
el potencial mitocondrial (AWm) de las células. Debido a la carga
positiva que presenta, JC-1 se acumula en las mitocondrias
energizadas, principalmente en las células sanas, y las altas
concentraciones que se alcanzan en el interior de estos organulos
favorecen la formacion de agregados (denominados agregados J) que
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presentan un espectro de emision distinguible respecto al exhibido por
los mondmeros de JC-1. Cuando es excitada a 488 nm, JC-1 emite
fluorescencia con un pico maximo a 529 nm (verde), mientras que si
se encuentra en forma de agregados, el pico maximo de emisién se
desplaza a 590 nm (naranja-rojo). Consecuentemente, la
despolarizacién mitocondrial estd asociada con la reduccién en la
intensidad de fluorescencia del cociente verde/rojo. El uso mas
extendido de JC-1 esta relacionado con la deteccién de Ia
despolarizacion mitocondrial en el estudio de la apoptosis. La
disipacion del potencial mitocondrial puede ser un evento temprano
en el mecanismo de induccidn de apoptosis, como ha sido demostrado
en numerosos estudios [91,92].

La representacion grafica bidimensional de la fluorescencia emitida
por los mondmeros (eje X) y la fluorescencia de los agregados (eje Y)
permite visualizar a las células sanas con elevado potencial
mitocondrial (maxima fluorescencia de los agregados, cuadrante
superior) de las que no lo son (minima fluorescencia de los agregados,
cuadrante inferior), como es el caso de las células apoptdticas. Como
control positivo se utilizaron células a las que se les afiadié la sonda JC-
1, tal y como se describié anteriormente, y a continuacién 50 uM de
carbonil cianuro m-clorofenil hidrazona (CCCP), un iondforo de
protones que promueve rapidamente la disipacion del potencial
mitocondrial.

Determinacion del numero de células y de la viabilidad celular

Una vez finalizado el tiempo de tratamiento y el periodo de
recuperacién programado, las células (0.5 X 108 células/pocillo) se
transfirieron a tubos de 1.5 ml y se centrifugaron a 500 g durante 10
minutos a 4 °C. El medio de crecimiento (sobrenadante) se eliminé por
aspiracion con vacio y las células se resuspendieron con 1 ml de PBS
frio. Seguidamente se mezclaron a temperatura ambiente 20 ul de la
suspension celular con 20 ul de una disolucién salina (0.85% de cloruro
sédico) conteniendo 0.4% (p/v) del colorante azoico azul de tripan;
alicuotas de 10 pul de la mezcla anterior se analizaron en un contador
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autématico de células TC-10 (Bio-Rad). Para cada muestra original se
obtuvo el nimero de células totales, el nUmero de células viables y el
porcentaje de viabilidad.

Valoracion de la actividad metabdlica por reduccion del MTT

Una vez finalizados los 30 minutos del periodo de tratamiento con
calor, las células se recogieron en tubos de polipropileno estériles y de
cada grupo experimental se transfirid 6 muestras de 100 pl (50 000
células) a una placa de 96 pocillos. Las células se mantuvieron en el
incubador durante 24 horas. Finalizado el periodo de recuperacion, la
placa se centrifugd a 500 g durante 10 minutos a temperatura
ambiente y se eliminé el sobrenadante mediante aspiracion con vacio.
Seguidamente a cada pocillo se le afiadié 100 ul de MTT (0.5 mg/ml en
RPMI con antibidticos) y la placa se incubé durante 1-2 horas a 37 °C.
La reaccidn se pard con 100 pl de una disolucidén al 20% (p/v) de SDS
en 0.02 M de acido clorhidrico y se incubé la mezcla a 37 °C hasta el
siguiente dia.

La actividad metabdlica de las células se determind por su capacidad
de transformar el MTT (color amarillo) en su forma reducida e
insoluble (color purpura), catalizado por el enzima succinato
deshidrogenasa mitocondrial. La absorbancia de las muestras se
obtuvo a 570 nm en un lector de microplacas (modelo 680 de Bio-Rad).
La absorbancia especifica de cada muestra se determind deduciendo
el valor de la absorbancia media obtenida de los pocillos utilizados
como blancos, consistentes estos en tres pocillos sin células y a los que
se les afiadié 100 pl de MTT (0.5 mg/ml en RPMI con antibidticos). Las
absorbancias especificas de las muestras se transformaron en
porcentajes, tomando como 100% la absorbancia especifica media de
los controles.

La disminucidn de la capacidad de las células para reducir el MTT en
respuesta a un tratamiento determinado puede indicar bloqueo de la
proliferaciéon celular (agente citostatico), aumento de la tasa de
muerte celular (agente citotoxico) o ambos. Esta técnica, aunque es
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muy util para evaluar la actividad citotoxica de los agentes
quimicos/fisicos, debe complementarse con otras (con el método de
exclusién del azul-tripan, por ejemplo) para conocer con mas precision
de qué forma afecta el compuesto de interés a las células.

Andlisis estadistico

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 * E.S.M.). La comparacidon entre los distintos
tratamientos se realizé 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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La melatonina potencia el efecto citotoxico de la hipertermia en las
células leucémicas U-937

Para determinar el efecto que presenta la melatonina sobre la
viabilidad de las células U-937 expuestas a hipertermia se empled una
concentracion que ha demostrado reducir la proliferacion celular e
inducir la diferenciacion, la apoptosis y la autofagia en una gran
variedad de lineas de células tumorales humanas.

Para conseguir ese objetivo, las células se cultivaron en ausencia o
presencia de 1 mM de melatonina durante 1 hora y posteriormente se
sometieron a hipertermia (30 minutos a 43 °C). Tras un periodo de
recuperacién de 24 horas a 37 °C, las células se recogieron y
analizaron. Como se observa en la Figura 9A, el numero de células
viables disminuyd significativamente en respuesta al tratamiento con
hipertermia (~60% de células viables respecto al control), y el
pretratamiento con melatonina incrementd notablemente la eficacia
de la hipertermia (~25% de células viables en comparacién con el
control). Estos resultados también evidencian que la melatonina, por
si misma, no es toxica para las células.

Consistente con los anteriores resultados, las células U-937 incubadas
solo con melatonina durante 24 horas presentaron morfologia
redondeada y citosol difuso, caracteristicas de las células sanas,
cuando se visualizaron mediante microscopia de contraste de fases
(Figura 9B). Al contrario, la combinacién de melatonina e hipertermia
incrementd notablemente el nimero de células que presentaron
citosol granular y aspecto insano, en comparacion con el grupo tratado
Unicamente con hipertermia. Globalmente, estos resultados sugieren
gue la melatonina potencia la citotoxicidad de la hipertermia en las
células U-937.
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Figura 9. Efecto de la melatonina sobre la viabilidad de las células U-937 expuestas

a hipertermia. Las células se preincubaron en ausencia (control) o presencia de
melatonina (MEL, 1 mM) durante 1 hora a 37 °C, se expusieron a continuacion a
hipertermia (HT, 30 minutos a 43 °C) y posteriormente se analizaron tras un periodo
de recuperacién de 24 horas a 37 °C. (A) El nimero de células viables se determiné
mediante el método de la exclusion del azul de tripan. (B) Visualizacion de las células
mediante microscopia de contraste de fases; se muestra un campo representativo
de cada grupo experimental. La barra en el cuadrante inferior derecho representa
una longitud de 30 pum. "P<0.05 vs. control; #*P<0.05 vs. tratamiento solo con
hipertermia.

La melatonina incrementa la apoptosis activada por la hipertermia
en células U-937

La apoptosis es una modalidad de muerte celular y es, ademds, un
importante proceso fisioldgico que ocurre en todos los tejidos y que
es critico para el correcto desarrollo del organismo y para la
homeostasis. En una gran variedad de células tumorales, incluidas las
células U-937, la activacion de la apoptosis es desencadenada por
hipertermia [93]. Para determinar si la melatonina es capaz de
modular la respuesta apoptética en condiciones de hipertermia, las
células U-937 se preincubaron con la indolamida (1 mM) vy
posteriormente se trataron con calor durante 30 minutos a 43 °C.
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Como se aprecia en la Figura 10, el tratamiento con hipertermia indujo
importantes cambios morfoldgicos en el nucleo como son Ia
fragmentacidn y la condensacion de la cromatina, caracteristicas de las
células apoptodticas, y que pueden detectarse mediante microscopia
de fluorescencia. Una inspeccidn mas detallada de las imagenes revela
gue el numero de nucleos apoptdticos aumentd notablemente en las
células tratadas conjuntamente con melatonina e hipertermia.

Control MEL HT HT + MEL

Figura 10. Efecto de la melatonina sobre la muerte celular por apoptosis en células
U-937 expuestas a hipertermia. (A) Las células fueron preincubadas en ausencia
(control) o presencia de 1 mM de melatonina (MEL) durante 1 hora, se expusieron a
hipertermia (HT, 30 minutos a 43 °C) y se permitié un periodo de recuperaciéon de 24
horas a 37 °C. Seguidamente las células se recogieron, se tifieron con tri-hidrocloruro
de bisbencimida y se analizaron mediante microscopia de fluorescencia. Se
presentan campos representativos de células con el fin de evaluar la condensacion y
la fragmentacion de la cromatina nuclear (i.e. apoptosis).

Resultados similares se observaron cuando las células se tifieron con
ioduro de propidio y se analizé el ciclo celular mediante citometria de
flujo (Figura 11A). Los histogramas evidencian un aumento
significativo en la proporcidn de células apoptodticas (fraccidon Sub-Gi)
en el grupo tratado con hipertermia mdas melatonina respecto al grupo
que solo se tratd con hipertermia (60% vs 30%) tras un periodo de
recuperaciéon de 24 horas a 37 °C.

El efecto de la melatonina sobre la hipertermia se analizd siguiendo
diferentes periodos de recuperacion (Figura 11B). Un aumento
importante en el porcentaje de células apoptoticas se observé desde
las 2 horas en el grupo tratado conjuntamente con hipertermia y
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melatonina comparado con el tratado exclusivamente con hipertermia
(40% vs 25%). El nivel de potenciacién fue similar cuando se analizaron
periodos de recuperaciéon mas prolongados (4-24 horas).
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Figura 11. Efecto de la melatonina sobre la muerte celular por apoptosis en células
U-937 expuestas a hipertermia. (A) Las células se preincubaron en ausencia (control)
o presencia de 1 mM de melatonina (MEL) durante 1 hora, se expusieron a
hipertermia (HT, 30 minutos a 43 °C) y se permitio la recuperacion durante 24 horas
a 37 °C. A continuacion, se recogieron las células y se determind la distribucion
celular en funcién del contenido de DNA mediante citometria de flujo, utilizando el
método de tincién con ioduro de propidio; las células incluidas en la regién sub-G1
(i.e. células apoptdticas) estan delimitadas por una linea de puntos. Se presentan
histogramas representativos. (B) Las células se preincubaron en ausencia (control) o
presencia de 1 mM de melatonina (MEL) durante 1 hora, se expusieron a hipertermia
(HT, 30 minutos a 43 °C) y se permitié su recuperacion a 37 °C durante los periodos
indicados; las células se recolectaron y el porcentaje de las mismas con un contenido
sub-G1 de DNA se determind por citometria de flujo. "P<0.05 vs. células no tratadas
(control); #P<0.05 vs. tratamiento solo con hipertermia.
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Puesto que existe cierta confusién sobre cual es la concentraciéon
fisiolédgica de melatonina [94], se decidid evaluar el efecto de
concentraciones crecientes de la misma sobre la apoptosis estimulada
por hipertermia. Como se observa en la Figura 12A, el porcentaje de
células apoptéticas fue significativamente mayor en las células
tratadas simultaneamente con hipertermia y 1 mM de melatonina
respecto a las tratadas solamente con hipertermia, tanto a las 2 horas
de recuperacién (22% vs 40%) como a las 4 horas (40% vs 60%);
concentraciones inferiores de melatonina (1 nM 6 1 uM) carecieron de
efectos.
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Figura 12. Efecto de la melatonina sobre la muerte celular por apoptosis en células
U-937 expuestas a hipertermia. (A) Las células fueron preincubadas en ausencia o
presencia de las concentraciones indicadas de melatonina durante 1 hora, se
expusieron a hipertermia (HT, 30 minutos a 43 °C) y se permitié su recuperacion a
37 °C durante los periodos de tiempo especificados. Las células se recogieron y el
porcentaje de células apoptodticas se determind mediante citometria de flujo.
"P<0.05 vs. células no tratadas (control); #P<0.05 vs. tratamiento solo con
hipertermia. (B) Las células se preincubaron en ausencia (control) o presencia de 1
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mM de melatonina (MEL) durante 1 hora, se expusieron a hipertermia (HT, 30
minutos a 43 °C) y se permitid la recuperaciéon durante 4 horas a 37 °C. A
continuacion, las células se recolectaron y se analizaron mediante microscopia de
transmision electrénica. Todas las imagenes mostradas presentan el mismo
aumento (9 000 x). Las barras insertadas en el lado inferior derecho de las imagenes
presentan una longitud de 2 um.

La concentracion de melatonina utilizada (1 mM) no tuvo influencia
sobre el nivel de apoptosis basal, independientemente del periodo de
recuperacién utilizado. Las células se analizaron también mediante
microscopia de transmision electrénica y no se apreciaron diferencias
entre las células tratadas Unicamente con hipertermia respecto a las
tratadas con hipertermia en combinacién con melatonina; ademas,
cambios estructurales caracteristicos de las células apoptdticas fueron
detectados en los dos grupos experimentales (Figura 12B).

Efecto diferencial de la melatonina sobre la apoptosis activada por la
hipertermia en células leucémicas humanas

Para determinar si el efecto potenciador de la melatonina sobre la
apoptosis detectado en las células U-937 expuestas a hipertermia es
extensible a otras lineas de leucemia humanas, las lineas celulares HL-
60 (células de leucemia mieloide aguda), K-562 (células de leucemia
mieloide crénica) y MOLT-3 (células linfoides) fueron también
incluidas en este estudio. Para ello, el efecto de la melatonina sobre
las células tratadas con hipertermia se evalué y cuantificd por
citometria de flujo, utilizando la tincidn con ioduro de propidio (Figura
13). En células HL-60, el porcentaje de células apoptdticas aumentd
con la exposicién a hipertermia y con periodos de recuperacidn mas
prolongados (36% a las 24 horas vs. 12% a las 4 horas; apoptosis basal
~4%). Un importante incremento en el porcentaje de células
apoptéticas se observd ya desde las 4 horas en el grupo tratado
conjuntamente con hipertermia y melatonina en comparacion con el
grupo tratado solamente con hipertermia (18% vs. 12%; apoptosis
basal ~4%). La potenciacion fue similar (51% vs. 36%; apoptosis basal
~4%) si el periodo de recuperacion era considerablemente mas largo
(24 horas). Por el contrario, la inclusién de la melatonina atenud la

42



RESULTADOS

respuesta apoptética frente a la hipertermia tanto en las células K-562
(18% vs. 9%; apoptosis basal ~3%) como en las células MOLT-3 (39%
vs. 28%; apoptosis basal ~7%), determinada tras un periodo de
recuperacion de 24 horas.
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Figura 13. Efecto de la melatonina sobre la muerte celular por apoptosis en lineas
celulares de leucemia humanas expuestas a hipertermia. Las células se
preincubaron en ausencia (control) o presencia de 1 mM de melatonina (MEL)
durante 1 hora, se expusieron a hipertermia (HT, 30 minutos a 43 °C) y se permitio a
continuacion su recuperacion a 37 °C durante el periodo de tiempo especificado. (A)
Las células se recogieron tras el periodo de recuperacién y se determind la
distribucion de las fases del ciclo en funcion del contenido de DNA mediante
citometria de flujo, utilizando el método de la tincidon con ioduro de propidio; se
muestra el porcentaje de células en la region sub-G: (i.e. células apoptdticas).
"P<0.05 vs. células no tratadas (control); #P<0.05 vs. tratamiento solo con
hipertermia.
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Entre las lineas celulares analizadas, las células K-562 fueron las mas
resistentes a la activacion de la apoptosis por hipertermia y un
aumento significativo en el porcentaje de células apoptdticas solo
pudo apreciarse con periodos prolongados de recuperacion (24 horas).
Es importante destacar que la presencia de melatonina favorecié que
las células K-562 expuestas a hipertermia se acumulen en la fase G>-M
del ciclo celular (Figura 14).
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Figura 14. Efecto de la melatonina sobre la muerte celular por apoptosis en lineas
celulares de leucemia humanas expuestas a hipertermia. Las células se
preincubaron en ausencia (control) o presencia de 1 mM de melatonina (MEL)
durante 1 hora, se expusieron a hipertermia (HT, 30 minutos a 43 °C) y se permitio a
continuacion su recuperacién a 37 °C durante 24 horas. Seguidamente las células se
analizaron por citometria de flujo mediante el marcaje con ioduro de propidio; el
porcentaje de células incluidas en la regidn sub-G: (i.e. células apoptdticas) aparece
indicado.
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En consonancia con los resultados anteriores, el nimero de células
viables disminuyé en el grupo tratado simultaneamente con
hipertermia y melatonina en comparacién con el que fue expuesto
exclusivamente a hipertermia en las células HL-60, pero no en las
células K-562 y en las células MOLT-3 (Figura 15).

Estos resultados demuestran también que, en las condiciones vy
tiempos de tratamiento analizados, la melatonina por si misma no
presenta efectos apreciables sobre la apoptosis ni sobre la viabilidad
celular, al menos en las células HL-60 y K-562; sin embargo, esta
indolamida modula de forma diferencial la respuesta apoptdtica
frente a la hipertermia en las las lineas de leucemia humanas.
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Figura 15. Efecto de la melatonina sobre la viabilidad en lineas celulares de
leucemia humanas expuestas a hipertermia. Las células se preincubaron en
ausencia (control) o presencia de 1 mM de melatonina (MEL) durante 1 hora, se
expusieron a hipertermia (HT, 30 minutos a 43 °C) y se permitid a continuacion su
recuperaciéon a 37 °C durante 24 horas. Se recogieron las células y se determind el
numero de células viables siguiendo el método del azul de tripan. “P<0.05 vs. células
no tratadas (control); #P<0.05 vs. tratamiento solo con hipertermia.
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El procesamiento y la actividad catalitica de las caspasas promovidos
por la hipertermia es favorecido por melatonina en células U-937

Uno de los mas importantes marcadores moleculares de la apoptosis
es la activacién de las caspasas, una clase de enzimas con actividad
proteolitica que desempeiia una funcién clave en este tipo de muerte
celular, tanto en células normales como en células tumorales. Para
determinar el papel que desempefan las caspasas en el efecto de la
melatonina sobre la apoptosis inducida por hipertermia se obtuvieron
lisados de células U-937 y se analizaron posteriormente mediante
inmunoblot (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de la melatonina sobre la actividad del procesamiento de las
caspasas en células U-937 tratadas con hipertermia. Las células fueron expuestas a
hipertermia (HT) en ausencia o presencia de 1 mM de melatonina (MEL) y la rotura
de las procaspasas especificadas se analizé mediante inmunoblot a los tiempos de
recuperacioén indicados; la B-actina se incluyé como control de carga homogénea de
proteinas en los diferentes canales del gel.

46



RESULTADOS

Como puede observarse, la combinacién de hipertermia y melatonina
fue mas eficiente en promover el procesamiento (indicativo de
activacion) de la procaspasa-2, la procaspasa-3, la procaspasa-8 y la
procaspasa-9 que el tratamiento Unicamente con hipertermia. Los
resultados fueron similares con periodos cortos (4 horas) o mas
prolongados (12 horas) de recuperacion. Por el contrario, no se
detectd procesamiento de procaspasa-6 ni de procaspasa-7 en
respuesta al tratamiento con hipertermia, sola o combinada con
melatonina. En consonancia con los resultados mostrados en las
Figuras 10, 11 y 12, el tratamiento solo con melatonina carecié de
efecto sobre el procesamiento de las caspasas analizadas, en
cualquiera de los periodos de recuperacion evaluados.

Para confirmar que la hidrdlisis de las procaspasas detectadas por
inmunoblot estaba asociada con un aumento de la actividad
enzimatica, se obtuvieron lisados celulares y se analizd la hidrdlisis de
los sustratos tetrapeptidicos Ac-VDVAD-pNA (caspasa-2), Ac-DEVD-
PpNA (caspasa-3/7), Ac-IETD-pNA (caspasa-8) y Ac-LEHD-pNA (caspasa-
9).

Los resultados (Figura 17) indican que la exposicién a la hipertermia
incrementa de forma apreciable las actividades enzimaticas de la
caspasa-2, la caspasa-3, la caspasa-8 y la caspasa-9, y que la eficacia de
la hipertermia en relacién a la induccién de la actividad catalitica de
estas proteasas fue notablemente mayor en combinacion con
melatonina. Como cabia esperar, en las células expuestas a
hipertermia las actividades de las caspasas iniciadoras (caspasa-2,
caspasa-8 y caspasa-9) fueron significativamente menores que la
actividad de caspasa-3, la principal caspasa ejecutora. Ademas,
consistente con los resultados de inmunoblot (ver Figura 16), el
tratamiento Unicamente con melatonina no tuvo influencia sobre la
actividad basal de ninguna de las caspasas analizadas. Conjuntamente,
estos resultados sugieren que las dos modalidades de la apoptosis, la
via extrinseca (caspasa-8 dependiente) y la via intrinseca (caspasa-9
dependiente), son activadas en las células U-937 expuestas a
hipertermia y que la melatonina desempefia un papel sensibilizador,
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favoreciendo el aumento de la actividad caspasa-3/7, involucrada en
el desmantelamiento celular.
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Figura 17. Efecto de la melatonina sobre la actividad caspasa en células U-937
tratadas con hipertermia. Las células fueron expuestas a hipertermia (HT) en
ausencia o presencia de 1 mM de melatonina (MEL) y tras un periodo de
recuperacién de 4 horas se obtuvieron los lisados celulares y se determind la
actividad de las caspasas indicadas haciendo uso de sustratos colorimétricos
especificos. *P<0.05 vs. células no tratadas (control); #P<0.05 vs. tratamiento solo
con hipertermia; u.a. (unidades arbitrarias).
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Las caspasas son esenciales en la induccion de la apoptosis por la
hipertermia y en el aumento de la citotoxicidad por la melatonina

La importancia de las caspasas en la induccion de la apoptosis por
hipertermia y en la potenciacion de este tipo de muerte celular por
melatonina se evalu6 en presencia de z-VAD-fmk, un inhibidor general
de caspasas ampliamente utlilizado en este tipo de estudios. Los
resultados (Figura 18A) ponen de manifiesto que el pretratamiento
con el inhibidor suprimié completamente la induccién de la muerte
celular por hipertermia, sola o combinada con melatonina, en los
diferentes tiempos de recuperacién estudiados.

El efecto inhibitorio de z-VAD-fmk sobre la induccion de la apoptosis
se correlaciond con el aumento del nimero de células viables en los
grupos expuestos a hipertermia e hipertermia combinada con
melatonina (Figura 18B). Ademas, la potenciacién de la melatonina
sobre la reduccién del nimero de células fue suprimida por z-VAD-fmk
y no se apreciaron diferencias en el nimero de células viables en los
dos grupos experimentales anteriores.

Estos resultados sugieren que el efecto de la melatonina sobre la
citotoxicidad inducida por hipertermia es atribuible al aumento de la
actividad de las caspasas. Es interesante destacar que se observé una
ligera reduccion en el nimero de células por la presencia de z-VAD-
fmk, en comparacion con el vehiculo, tanto en el grupo control como
en el grupo tratado solo con melatonina (Figura 18B), a pesar de que
el inhibidor carecié de citotoxicidad (96 + 1% y 98 + 1% de células
viables en el control y en el grupo correspondiente a las células
tratadas con melatonina, respectivamente). Ademds, aunque z-VAD-
fmk suprimié completamente la apoptosis promovida por hipertermia,
en ausencia o en presencia de melatonina, el tratamiento con este
inhibidor no logrd que se recuperasen todas las células; asi, un menor
numero de células se detectd en los grupos tratados con hipertermia
o con hipertermia combinada con melatonina, en comparacién con los
correspondientes grupos control, a pesar de que la viabilidad celular
estuviera proxima a los niveles del control (~90% vs. ~97%).
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Figura 18. Efecto del inhibidor general de las caspasas z-VAD-fmk sobre la
modulacion de la apoptosis por melatonina en células U-937 expuestas a
hipertermia. (A) Las células se preincubaron con z-VAD-fmk (100 uM) o el vehiculo
correspondiente (0.1% DMSO) durante 1 hora, se expusieron a hipertermia (HT) sola
0 en combinacién con 1 mM de melatonina (MEL), se recogieron en los periodos de
recuperaciéon seialados y se analizaron por citometria de flujo utilizando el método
de tincidn con ioduro de propidio. (B) Las células se preincubaron con z-VAD-fmk
(100 uM) o el vehiculo correspondiente (0.1% DMSO) durante 1 hora, se expusieron
a hipertermia (HT) sola o en combinacion con 1 mM de melatonina (MEL) y tras un
periodo de 24 horas de recuperacion se determind el numero de células viables
mediante el método de exclusion del azul de tripan. *P<0.05 vs. control (con
vehiculo); $P<0.05 vs. hipertermia (con vehiculo) o hipertermia mas melatonina (con
vehiculo); #P<0.05 vs. hipertermia.
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Se sabe que ciertos inhibidores de las caspasas, como es el caso de z-
VAD-fmk, pueden unirse a sitios no especificos e incluso facilitar otras
modalidades de muerte celular [95,96]. Futuros estudios seran
necesarios para valorar estos aspectos en las células U-937.

La apoptosis inducida por la hipertermia y su potenciacion por la
melatonina es dependiente de la via extrinseca

Con el fin de identificar qué caspasas son importantes en la
potenciacidn de la muerte celular por la melatonina, las células U-937
fueron expuestas a hipertermia en presencia de inhibidores
permeables especificos de las caspasas y tras 2 horas de recuperacion
se cuantificaron las células apoptdticas mediante citometria de flujo.
Los inhibidores analizados fueron z-VDVAD-fmk (inhibidor de caspasa-
2), z-DEVD-fmk (inhibidor de caspasa-3/7), z-IETD-fmk (inhibidor de
caspasa-8) y z-LEHD-fmk (inhibidor de caspasa-9).

Como puede observarse en la Figura 19, los inhibidores de caspasa-3/7
y de caspasa-8 suprimieron completamente la induccién de la
apoptosis en las células expuestas a hipertermia y también en las
células tratadas simultdaneamente con hipertermia y melatonina. Por
el contrario, cuando las células fueron tratadas con los inhibidores
especificos de caspasa-2 o de caspasa-9 se obtuvieron diferentes
resultados. Asi, el inhibidor de caspasa-2 suprimio parcialmente la
apoptosis estimulada por hipertermia (28% de células apoptdticas en
ausencia de inhibidor vs. 18% en presencia de inhibidor) y neutralizé
completamente el efecto de la melatonina sobre la hipertermia. El
inhibidor de la caspasa-9 bloqued parcialmente la apoptosis tanto en
las células tratadas solo con hipertermia (29% en ausencia de inhibidor
vs. 15% en presencia de inhibidor) como en las células sometidas al
tratamiento combinado de hipertermia mdas melatonina (40% en
ausencia de inhibidor vs. 25% en presencia de inhibidor); sin embargo,
la presencia del inhibidor de la caspasa-9 no interfirio en el efecto
potenciador de la melatonina sobre la hipertermia (15% en las células
tratadas con hipertermia vs. 25% en las células expuestas al
tratamiento combinado, hipertermia mas melatonina).
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Figura 19. Efecto de los inhibidores especificos de las caspasas sobre la modulacién
de la apoptosis por melatonina en células U-937 expuestas a hipertermia. Las
células se preincubaron durante 1 hora en ausencia (DMSO, 0.1%) o presencia de 50
UM de z-VDVAD-fmk (inhibidor de caspasa-2), z-DEVD-fmk (inhibidor de caspasa-
3/7), z-IETD-fmk (inhibidor de caspasa-8) o z-LEHD-fmk (inhibidor de caspasa-9), se
expusieron a hipertermia (HT) o a hipertermia combinada con 1 mM de melatonina
(MEL), se recogieron tras un periodo de recuperacion de 24 horas y se analizaron por
citometria de flujo utilizando el método de tincidn con ioduro de propidio. *P<0.05
vs. control (con vehiculo); $P<0.05 vs. hipertermia (con vehiculo) o hipertermia mas
melatonina (con vehiculo); #P<0.05 vs. hipertermia.

La melatonina potencia la activacion de la via intrinseca de la
apoptosis sin perturbar el potencial de la membrana mitocondrial

La liberacién de citocromo ¢ desde la mitocondria al citosol constituye
un evento fundamental en la iniciacidon de la apoptosis a través de la
via intrinseca e implica la activacion de la caspasa-9. Como puede
observarse (Figura 20), no se aprecid citocromo ¢ en las fracciones
citosdlicas de células control o de células tratadas solo con melatonina;
por el contrario, si se detectd esta importante proteina en las
fracciones citosdlicas obtenidas de células expuestas a hipertermia
después de un corto periodo de recuperacién (2 horas), y los niveles
de este factor apoptogénico fueron mayores en las células tratadas
conjuntamente con hipertermia y melatonina.
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Puesto que la via intrinseca de la apoptosis esta controlada por la
familia de proteinas BCL-2 [97], la expresion de BID y de BAX se evalud
también mediante inmunoblot. El factor proapoptético BID es un
sustrato de la caspasa-8 que estd muy bien caracterizado. Es
fragmentado en su forma activa, conocida también como forma
truncada (tBID), y desempefiia un papel central en la apoptosis ya que
conecta las vias intrinseca y extrinseca.

La forma completa (no truncada) e inactiva de BID (25 kDa) disminuyd
sensiblemente en las fracciones citosélicas de las células tratadas con
hipertermia, lo que es indicativo de activacion de este factor, y la
reduccion fue incluso mayor en las células expuestas simultaneamente
con hipertermia y melatonina (Figura 20). Estos resultados estan en
concordancia con un mayor aumento de la actividad caspasa-8 en las
células tratadas con hipertermia combinada con melatonina en
comparacion con las células expuestas solo a hipertermia (ver Figuras
16y 17).

Se sabe que una vez BID es activado, rapidamente se asocia con la
membrana mitocondrial externa y puede activar al factor citosélico y
proapoptético BAX que, a continuacion, se inserta en esa misma
membrana mitocondrial para promover el aumento de la
permeabilidad de la mitocondria [98]. De acuerdo con este modelo,
BAX (21 kDa) disminuyd en el citosol y paralelamente aumento en la
fracciéon mitocondrial de las células tratadas con hipertermia, sola o
combinada con melatonina. Ademas, los niveles citosdlicos de este
factor fueron inferiores en las células expuestas al tratamiento
combinado en comparacion con las células tratadas solo con
hipertermia, mientras que a nivel mitocondrial no se observaron
diferencias (Figura 20). Este ultimo resultado puede ser consecuencia
de diferencias en la afinidad que exhibe tBID por BAX y por BAK, y por
tanto de la extension en la activacion de de estos factores
proapoptoéticos formadores de poros.
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Figura 20. Efecto de la melatonina sobre la liberacién de citocromo c al citosol y
sobre las proteinas de la familia BCL-2 relacionadas con su movilizacién en células
U-937 expuestas a hipertermia. (A) Las células se expusieron a hipertermia (HT) en
ausencia o presencia de 1 mM de melatonina (MEL) y tras un periodo de
recuperacion de 2.5 horas se obtuvieron las fracciones citosdlicas y mitocondriales y
se analizaron por inmunoblot; como control de carga de proteinas se incluyé a la B-
actina. *P<0.05 vs. células no tratadas (control); #P<0.05 vs. tratamiento solo con
hipertermia.

54



RESULTADOS

Las proteinas mitocondriales del espacio intermembrana como el
citocromo ¢ también pueden liberarse al citosol debido a la
permeabilidad mitocondrial transitoria. Esto ocurre como
consecuencia de un aumento brusco de la permeabilidad de Ia
membrana mitocondrial interna a moléculas de bajo peso molecular,
lo que promueve la disipacién del potencial mitocondrial
transmembrana (Aym) y la inhibicidon de actividades mitocondriales
muy importantes como es la sintesis de ATP.

Para conocer si la liberacién de citocromo ¢ esta asociada con la
reduccion del potencial mitocondrial, células U-937 tratadas se tifieron
con la sonda fluorescente JC-1 y se analizaron por citometria de flujo.
Como se muestra en la Figura 21A, un aumento en la fraccién de
células con AYm reducido se observé en el grupo tratado con
hipertermia en comparacion con el control (6.9% vs. 1.4%) tras 4 horas
de recuperacion. Por el contrario, el tratamiento con melatonina, sola
o combinada con hipertermia, no tuvo influencia sobre el porcentaje
de células con Apm reducido comparado con el control (1.3% vs. 1.4%)
o con hipertermia sola (9.5% vs. 6.9%), respectivamente.

Aunque la exposicion a hipertermia promueve elevadas proporciones
de células apoptodticas tras 2-4 horas de recuperacion (ver Figura 11),
solamente una pequeia fraccion de estas células presentd Aym
reducido. Ademas, este efecto fue suprimido por z-VAD-fmk (Figura
21B), indicando que la disipacion de Aym es probablemente
consecuencia de la activacion proteolitica de las caspasas.

Globalmente, estos resultados sugieren que la potenciacion de la
liberacion de citocromo ¢ por melatonina en células expuestas a
hipertermia parece ser independiente de Ila permeabilidad
mitocondrial transitoria e implica la activacion de los factores
proapoptdticos BID y BAX.
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Figura 21. Efecto de la melatonina sobre el potencial mitocondrial transmembrana
en células U-937 expuestas a hipertermia. (A) Las células se sometieron a
hipertermia (HT) en ausencia o presencia de 1 mM de melatonina (MEL) y después
de un periodo de recuperacién de 4 horas se tifieron con la sonda fluorescente JC-1
y se analizaron mediante citometria de flujo. Los valores numéricos insertados en los
diagramas de puntos representan el porcentaje de células con potencial
mitocondrial transmembrana (Aym) reducido. Como control positivo de disipacién
del potencial mitocondrial se utilizaron células U-937 incubadas con 50 uM del
ionéforo de protones carbonil cianuro m-clorofenil hidrazona (CCCP) durante 30
minutos. (B) Las células se preincubaron en presencia de 100 uM de z-VAD-fmk o del
correspondiente vehiculo (0.1% DMSO) durante 1 hora, posteriormente se trataron
con hipertermia (HT), en ausencia o presencia de 1 mM de melatonina (MEL), y
transcurrido el periodo de recuperacion (4 horas) se analizaron por citometria de
flujo como se ha sefialado en el apartado anterior; el inhibidor general de caspasas
estuvo presente durante todo el tiempo, incluido el periodo de recuperacion.
*P<0.05 vs. células no tratadas (control).
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La melatonina incrementa las propiedades citotoxicas de Ila
hipertermia en células que expresan niveles elevados del factor de
supervivencia BCL-2

Para profundizar en el papel que desempeiia la via mitocondrial de la
apoptosis, el efecto de la melatonina sobre la muerte celular inducida
por hipertermia se evalud en la linea celular U-937/BCL-2 (Figura 22).
Estas células expresan elevados niveles de la proteina BCL-2 humana,
un factor antiapoptotico de la familia de proteinas BCL-2 que bloquea
la permeabilizacién de la membrana mitocondrial externa [99].
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Figura 22. Efecto de la melatonina sobre la apoptosis y sobre el potencial
mitocondrial transmembrana en células U-937/BCL-2 expuestas a hipertermia. (A)
Las células se preincubaron en ausencia (control) o presencia de 1 mM de melatonina
(MEL) durante 1 hora, se trataron con hipertermia (HT, 30 minutos a 43 °C) y se
permitid su recuperaciéon durante 24 horas a 37 °C. Seguidamente las células se
recogieron y se determind la distribucion celular en funcién del contenido de DNA
mediante citometria de flujo, utilizando el método de tincidn con ioduro de propidio;
las células incluidas en la regidn sub-G: (i.e. células apoptdticas) esta indicada por
una linea de puntos. Se presentan histogramas representativos. (B) Las células se
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preincubaron en ausencia (control) o presencia de 1 mM de melatonina (MEL)
durante 1 horay se expusieron a hipertermia (HT) durante 30 minutos a 43 °C; una
vez finalizados los periodos indicados de recuperacién, el porcentaje de células
apoptoticas se determind por citometria de flujo como en el apartado anterior. (C)
Las células se expusieron a hipertermia (HT) en ausencia o presencia de 1 mM de
melatonina (MEL) y tras un periodo de 24 horas de recuperacion se determind el
numero de células viables mediante el método de exclusidon del azul de tripan
*P<0.05 vs. células no tratadas (control); #P<0.05 vs. células tratadas solo con
hipertermia.

Los resultados (Figura 22 A,B) muestran que la melatonina también
potencia la muerte celular por apoptosis debida a la hipertermia en las
células U-937/BCL-2 (~20% de células apoptoticas en el tratamiento
combinado vs. ~11% en las células tratadas solo con hipertermia,
después de 24 horas de recuperacién). Este efecto se correlaciona
también con un menor numero de células viables en el tratamiento
combinado en comparacién con el grupo expuesto solo con
hipertermia (Figura 22 C).

Globalmente, estos resultados son analogos a los obtenidos con la
linea celular parental U-937 (ver Figura 12 B para su comparacion). Sin
embargo, las células U-937/BCL-2 demostraron ser mas resistentes al
tratamiento con hipertermia. Asi, la activacion de la apoptosis por
estrés térmico no se detectd a tiempos cortos de recuperacion (4
horas) o bien fue discreta (11% de células apoptdticas vs. 4% en el
control, aumento de 3 veces) con tiempos de recuperacién mas largos
(24 horas).

Como era de esperar, y al contrario que en las células U-937, no se
detecto disipacidn del potencial mitocondrial transmembrana en las
células U-937/BCL-2 expuestas a hipertermia; es mas, el tratamiento
con melatonina causé un ligero aumento en la fluorescencia de los
agregados de JC-1 (Figura 23). Conjuntamente, estos resultados
sugieren que la potenciacion de la apoptosis por accion de la
melatonina es independiente de la disipacion del potencial de la
membrana mitocondrial.
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Figura 23. Efecto de la melatonina sobre la apoptosis y sobre el potencial mitocondrial
transmembrana en células U-937/BCL-2 expuestas a hipertermia. (A) Las células se
sometieron a hipertermia (HT) en ausencia o presencia de 1 mM de melatonina (MEL) y
después de un periodo de recuperacion de 24 horas se tifieron con la sonda fluorescente JC-1
y se analizaron mediante citometria de flujo. Los valores numéricos insertados en los
diagramas de puntos representan el porcentaje de células con potencial mitocondrial
transmembrana reducido. Como control positivo de disipacion del potencial mitocondrial se
utilizaron células incubadas con 50 uM del ionéforo de protones carbonil cianuro m-clorofenil
hidrazona (CCCP) durante 30 minutos. (B) Las células se preincubaron en ausencia o presencia
de 1 mM de melatonina (MEL) durante 1 hora, se sometieron a hipertermia (HT) y después de
un periodo de recuperacion de 24 horas se determind el potencial mitocondrial
transmembrana (Apm), de la misma forma que en el apartado anterior. "P<0.05 vs. células no
tratadas (control); #P<0.05 vs. células tratadas solo con hipertermia.
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El efecto potenciador de la melatonina sobre las propiedades
citotoxicas de la hipertermia es independiente del vehiculo utilizado

La melatonina es una biomolécula de naturaleza anfipatica y para
determinar sus propiedades bioldgicas habitualmente se disuelve en
etanol o, con menor frecuencia, en dimetilsulféxido, DMSO [100-103].
Para llevar a cabo el presente trabajo se eligié como vehiculo el etanol
y los resultados preliminares no evidenciaron efectos citotoxicos. El
etanol estuvo presente en el medio de cultivo (0.5% v/v) durante todo
el tiempo de duracion del experimento.

En un trabajo reciente, realizado en condiciones experimentales
similares a las empleadas en el presente estudio, se ha descrito que el
etanol posee un importante impacto sobre la respuesta celular a la
hipertermia [104]. Por tal motivo, se decidid investigar si el efecto
potenciador de la melatonina observado utilizando etanol como
vehiculo era reproducible con DMSO. Los resultados (Figura 24 A)
demuestran que la melatonina también potencia el efecto
proapoptético de la hipertermia utilizando DMSO (12% de células
apoptéticas con hipertermia vs. 25% con hipertermia mas
melatonina), lo que sugiere que este efecto es debido a una propiedad
especifica de la indolamida.

Ademas, la presencia de etanol en el medio de crecimiento potencié
la respuesta proapoptdtica de la hipertermia en comparacion con las
células sometidas a hipertermia en ausencia de cualquier vehiculo
(25% vs. 10%), lo que esta en consonancia con los estudios publicados
en células leucémicas humanas [104]. Es importante destacar que este
efecto potenciador no se reprodujo con DMSO, independientemente
de la proporcién empleada (0.05% o 0.1%), lo que evidencia que se
trata de un efecto especifico del alcohol. Aunque el incremento del
numero de células apoptdticas por el tratamiento combinado fue
mayor con etanol (43%) que con DMSO (25%), cabe destacar que el
aumento relativo respecto a sus controles fue superior con DMSO
(25% vs. 10%,; 2.5 veces) que con etanol (43% vs. 25%; 1.7 veces).
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Figura 24. Efecto del vehiculo sobre la accién potenciadora de la melatonina sobre
la citotoxicidad inducida por hipertermia en células U-937. (A) Las células se
preincubaron durante 1 hora en ausencia o presencia de 1 mM de melatonina (MEL)
disuelta en etanol (0.5%) o en DMSO (0.05% o 0.1%); las células no tratadas con
melatonina se preincubaron a su vez en ausencia de etanol o DMSO (sin vehiculo) o
en presencia de las proporciones indicadas de esos dos vehiculos. A continuacidn, se
trataron con hipertermia (HT, 30 minutos a 43 °C), se permitié su recuperacion
durante 2.5 horas a 37 °C y seguidamente se recogieron y se determind la
distribucion celular en funcién del contenido de DNA mediante citometria de flujo,
utilizando el método de tincién con ioduro de propidio; se representa el porcentaje
de células apoptoéticas (i.e. células en la region sub-G: del ciclo celular). (B) Las células
se preincubaron durante 1 hora en ausencia o presencia de 1 mM de melatonina
(MEL) y los porcentajes indicados de etanol o DMSO; las células no tratadas con
melatonina se preincubaron a su vez en ausencia de etanol o DMSO (sin vehiculo) o
en presencia de las proporciones indicadas de esos dos vehiculos. Seguidamente las
células se trataron con hipertermia (HT, 30 minutos a 43 °C), se incubaron a 37 °C
durante 24 horas y finalmente se evalud el efecto la viabilidad celular mediante el
ensayo de la reduccion de las sales de tetrazolio (MTT).
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Consistente con los resultados anteriores, datos similares se
obtuvieron cuando se analizé el efecto citotdxico de la hipertermia
mediante el ensayo de la reduccion mitocondrial de la sal de tetrazolio
MTT, que valora la actividad metabdlica celular (Figura 24 B) como una
medida de la viabilidad celular; asi, por ejemplo, la viabilidad celular
en el tratamiento combinado de hipertermia y melatonina fue
significativamente menor en presencia de etanol que con DMSO (25%
vs. 52%).

Numerosos estudios indican que la hipertermia es un potente inductor
de la respuesta al estrés, caracterizada por la estimulacion de la
expresion de las proteinas del choque térmico. Puesto que uno de los
miembros de esta familia, la proteina HSP70, ha demostrado
desempefiar un importante papel como modulador en la muerte
celular mediante su interaccion con varios componentes de las vias
apoptaéticas [105], el impacto de la melatonina sobre la expresion de
HSP70 se determind en células U-937 mediante inmunoblot. Los
resultados (Figura 25) demuestran que la exposicidon de las células a
hipertermia promueve el aumento de los niveles basales de la proteina
HSP70 y que este efecto es completamente suprimido cuando las
células son pretratadas con melatonina.

(A) «oa) (B) @
HSP70 (S5 S . S| 70 g
- 3
<
B-Acting | SEG_— R
G o

S T £ o T T 4T o

5 = = 5 = =

&) + o +

= =

I T

Figura 25. Efecto de la melatonina sobre la expresion de HSP70 en células U-937
expuestas a hipertermia. Las células se preincubaron en ausencia (control) o
presencia de 1 mM de melatonina (MEL) durante 1 hora, se expusieron a hipertermia
(HT, 30 minutos a 43 °C) y se permitid a continuacidn su recuperacion a 37 °C durante
4 horas. Se obtuvieron los lisados celulares y se analizaron por inmunoblot; se incluyd
a la B-actina como control de carga de proteinas. (B) Analisis densitométrico de la
expresion de HSP70, expresado en unidades arbitrarias (u.a.). “P<0.05 vs. células no
tratadas (control); #P<0.05 vs. tratamiento solo con hipertermia.
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La hipertermia es una opcion terapéutica en la lucha contra el cancer
puesto que en el rango de temperaturas entre 40 °C y 44 °C ha
demostrado reducir la proliferacién e inducir muerte celular. Este
procedimiento ha sido empleado con éxito en combinacién con
guimioterapia o con radioterapia [52-55,106]. Se conocen diversas
modalidades para inducir hipertermia de forma controlada; el enfoque
con ultrasonidos de alta intensidad y el uso de nanomateriales
acoplados a una fuente de energia externa son utilizados en el
tratamiento local [60,61). Las propiedades antitumorales de la
hipertermia han sido notablemente mejoradas mediante la utilizacion
de compuestos que sensibilizan a las células [107-110].

En el presente trabajo se evalud el efecto de la melatonina sobre la
respuesta celular a la hipertermia, ya que es conocida la capacidad que
presenta esta indolamida para potenciar la citotoxicidad de ciertos
agentes quimioterapéuticos [37-42]. Los resultados del presente
estudio indican que el co-tratamiento con melatonina incrementa
notablemente la citotoxicidad de la hipertermia en las células
leucémicas humanas U-937, y evidencian que esta indolamida actua
como un agente sensibilizador.

Existen dos subtipos de receptores de membrana para la melatonina,
conocidos como MT1 y MT2, ambos acoplados a proteinas G. Estos
regulan diversas vias de sefializacion que incluyen adenilato ciclasa,
fosfolipasa C/proteina quinasa Cy las proteinas quinasas activadas por
mitogenos (MAPK). Los dos subtipos de receptores se expresan solos
o conjuntamente en muchos tejidos u érganos, modulando de este
modo la melatonina muchos aspectos de la fisiologia humana
[111,112]. También ha sido descrita la existencia y relevancia funcional
de heterodimeros formados por la asociacion de MT1y MT2, lo que le
aflade aun mas complejidad a la sefializacion mediada por estos
receptores [113].

Normalmente los receptores MT1 y MT2 son activados

completamente con concentraciones de melatonina en el rango
inferior de nanomolar [9]. Sin embargo, a estas concentraciones la
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melatonina fue incapaz de potenciar la muerte celular inducida por
hipertermia en las células tumorales U-937. El efecto potenciador solo
pudo observarse con elevadas concentraciones (1 mM), si se compara
con las concentraciones plasmaticas encontradas durante el periodo
nocturno (0.1-0.5 nM), lo que sugiere la existencia de un mecanismo
independiente de los receptores de membrana de alta afinidad.

Se sabe que las membranas bioldgicas son permeables a la
melatonina, sin embargo, las concentraciones de esta molécula en las
distintas partes del cuerpo no estan en equilibrio y los niveles
intracelulares pueden ser varios érdenes de magnitud superior a los
del torrente sanguineo [87,94,114]. Se han propuesto mecanismos
reguladores para intentar explicar por qué habitualmente son
necesarias concentraciones elevadas de melatonina para ejercer
efectos farmacoldgicos [94]. Se sabe, ademds, que esta biomolécula es
producida también en las células del sistema inmune, aunque sus
concentraciones intracelulares no se conocen. Algunos autores han
sugerido que la inhibicion de la enzima soluble quinona reductasa 2
puede explicar algunos de los efectos protectores descritos con
concentraciones altas de melatonina en enfermedades neuroldgicas
degenerativas [29]. Estudios futuros podran aclarar si la accién de
melatonina sobre la hipertermia en células U-937 implica la
participacidén de sitios de unién de baja afinidad como los descritos
para quinona reductasa 2 y también para la calmodulina.

Existen muchas evidencias que indican que la hipertermia reduce la
viabilidad celular principalmente a través de un mecanismo que
promueve la apoptosis [48,115,116]. Los resultados del presente
trabajo demuestran que la melatonina potencia la respuesta
apoptotica en células U-937 expuestas a hipertermia. Si bien en la
mayoria de los experimentos la melatonina fue anadida a las células 1
hora antes de iniciarse el periodo de hipertermia, no se observaron
diferencias si la preincubacion era mas larga (3 horas) o mas corta, esto
es, si se anadia justo en el momento de iniciarse el tratamiento con
calor.
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El efecto de la indolamida sobre la apoptosis inducida por hipertermia
fue evidente desde las 2 horas de recuperacioén y se extendié durante
tiempos de recuperacion mds prolongados (24 horas). Resultados
similares se observaron en las células de leucemia humanas HL-60
(células de leucemia mieloide aguda) pero no en las células K-562
(leucemia mieloide crénica) o MOLT-3 (leucemia linfoblastica aguda).
Por el contrario, la presencia de melatonina protegio a las células K-
562 frente a la hipertermia ya que redujo notablemente el porcentaje
de células apoptoticas e incremento la supervivencia celular. Estudios
futuros seran necesarios para identificar posibles mecanismos
moleculares que puedan explicar la capacidad de la melatonina para
atenuar la respuesta apoptotica frente a la hipertermia, tanto en las
células K-562 como en las células MOLT-3. Es probable que pueda
influir sobre diferentes vias de sefializacién ya que, por ejemplo, las
células K-562, pero no las células MOLT-3, expresan la oncoproteina
BCR/ABL con actividad tirosina quinasa constitutiva que a su vez actla
activando vias como PI3K/AKT, MAPK o STAT5, favoreciendo la
supervivencia e inhibiendo la apoptosis.

Estudios previos sugieren que la melatonina por si misma puede
reducir la proliferacion de las células cancerigenas a través de
mecanismos que conducen a la activacion de la apoptosis, y que para
ello frecuentemente se requieren tiempos de incubacidn prolongados
[33,34]. Los resultados del presente trabajo indican que la melatonina
no afecta a los niveles basales de apoptosis en células U-937, incluso a
tiempos largos de recuperacion (24 horas).

La muerte celular por apoptosis puede ocurrir con o sin activacion de
las caspasas, una familia de enzimas proteoliticas involucradas en el
control de la muerte celular y la inflamaciéon [117]. Existen dos rutas
gue conducen a la activacion de la apoptosis en las células de
mamiferos, son las denominadas via intrinseca (o via mitocondrial) y
via extrinseca (o via de los receptores de muerte). Estas dos vias son
las responsables de la apoptosis dependiente de caspasas en la
mayoria de los casos [118]. Los estudios de inmunoblot y de actividad
enzimatica con lisados celulares revelaron un incremento significativo
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en el procesamiento y en la actividad de las caspasas-2, -3, -8 y -9 en
células U-937 tratadas con la combinacion hipertermia mas
melatonina comparado con la exposicion solo a hipertermia, después
de 4 horas de recuperacion. Con el fin de delimitar el papel que
desempeiian las caspasas en el efecto de la melatonina sobre la
hipertermia, se utilizaron inhibidores especificos y de amplio espectro
de estas proteasas. Los resultados indican que la potenciacién de la
muerte celular debido a la melatonina fue dependiente de la
activacion de las caspasas, ya que la apoptosis fue completamente
suprimida por el inhibidor general de caspasas z-VAD-fmk. Los mismos
resultados se obtuvieron haciendo uso de los inhibidores de caspasa-
3 y caspasa-8. Respecto a los inhibidores especificos de caspasa-2 y
caspasa-9, estos solo pudieron reducir parcialmente el porcentaje de
células apoptodticas inducida por hipertermia y iUnicamente el inhibidor
de caspasa-2 logré interferir con el efecto potenciador de melatonina.
Estos resultados sugieren que, en las condiciones experimentales
utilizadas, la muerte celular por apoptosis estimulada por el
tratamiento con hipertermia implica la activacion de la via extrinseca
a través de la caspasa-8 y la ejecucion de la apoptosis mediante la
caspasa-3.

La activacion de la caspasa-8 es iniciada por la union de los receptores
de muerte (FAS, TNFR, DR4 [TRAIL-R1] o DR5 [TRAIL-R2]) a sus
correspondientes ligandos (FasL, TNF o TRAIL) en la membrana celular.
Estudios previos en células U-937 han demostrado que Ia
externalizacidn de FAS esta asociada con el efecto potenciador de
ciertos compuestos sintéticos sobre la apoptosis inducida por
hipertermia [119,120]. La melatonina también incrementa la
expresion de los receptores de muerte y sus ligandos en lineas
celulares de cancer hematoldgico y en los blastos de pacientes con
leucemia mieloide aguda, y tanto FAS como FASL parecen desempefiar
un papel central en la toxicidad de melatonina en células leucémicas
[121]. Puesto que las células U-937 expresan la mayoria de receptores
de muerte y sus ligandos [122], investigaciones futuras podran aclarar
el papel que desempefian estas biomoléculas en la potenciacion de la
melatonina sobre muerte celular iniciada por hipertermia.
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La caspasa-8 activa directamente a la caspasa-3 para iniciar la
apoptosis y también activa a BID mediante la liberacién de un
fragmento de 15 kDa con capacidad para insertarse en la membrana
mitocondrial externa (forma truncada, t-BID). Este ultimo factor
proapoptético facilita la conexién con la via mitocondrial (células del
tipo 1) y, por tanto, la amplificacién de la respuesta apoptotica. La
caspasa-2 también utiliza a BID como sustrato natural pero la
eficiencia en la fragmentacion de este factor proteico es mucho menor
si se compara con la caspasa-8 [123]. La funcidn fisioldgica de caspasa-
2 es enigmatica ya que exhibe caracteristicas de caspasa iniciadora y
de caspasa ejecutora, y comparte la mayoria de los sustratos con otras
caspasas, principalmente con caspasa-3/7 y con caspasa-8 [124]. Cabe
destacar también que z-VDVAD-fmk es un potente inhibidor de
caspasa-2 y de caspasas-3/7, y que caspasa-2 no parece jugar un papel
relevante en la muerte inducida por hipertermia en la linea celular
humana Jurkat (leucemia linfoide crénica) [125].

Muchos estudios sugieren que BID, una vez activado, se asocia
rapidamente con la membrana mitocondrial externa donde se une
transitoriamente con BAX (presente en el citosol) o con BAK (presente
en la membrana mitocondrial) y promueve la activacion de estos
factores. El modelo mdas ampliamente aceptado asume que BAX y BAK
oligomerizan en la membrana mitocondrial externa, facilitando de
este modo el aumento de la permeabilidad a proteinas como
citocromo c y otros factores mitocondriales [98]. Los resultados de
inmunoblot demuestran que la hidrdlisis de BID fue superior con el
tratamiento combinado de hipertermia y melatonina, y es consistente
también con una mayor actividad caspasa-8 observada en este grupo
experimental. La liberacién de citocromo ¢ mitocondrial se detecté a
tiempos tempranos en células tratadas con hipertermia y los niveles
de este factor apoptogénico fueron también mayores cuando la
exposicidon a hipertermia se hizo en presencia de melatonina. Los datos
experimentales muestran también evidencias de que la liberacion de
citocromo ¢ causada por el tratamiento con hipertermia no estaba
asociada con la disipacion del potencial mitocondrial transmembrana
[AYm). A los tiempos de tatamiento en los que maximos niveles de
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células apoptodticas fueron detectados (2-4 horas), solo una pequefia
fraccion de células presentd disminucion de Aym en respuesta a
hipertermia sola o combinada con melatonina. Este efecto marginal,
ademas, demostro ser un evento caspasa-dependiente puesto que fue
neutralizado totalmente mediante el inhibidor general de caspasas z-
VAD-fmk. En este contexto se sabe que, en condiciones apoptéticas, la
subunidad p75 del complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial
es fragmentada por accién de la caspasa-3, lo que desencadena el
bloqueo del transporte de electrones, la disipacion de Aym vy la
reduccion de los niveles de ATP [126]. Estudios previos han
demostrado, ademas, que cambios en APpm no son absolutamente
necesarios para lograr la completa liberacién de citocromo c a través
del aumento de la permeabilidad de la membrana mitocondrial
externa [127].

La relevancia de la via mitocondrial de la apoptosis en la potenciaciéon
de la melatonina sobre la muerte celular inducida por hipertermia se
evalué mediante dos aproximaciones experimentales, la inhibicién de
la actividad caspasa-9 y la supresidén del aumento de la permeabilidad
de la membrana mitocondrial externa. En U-937, el uso de un inhibidor
especifico frente a la caspasa-9 (z-LEHD-fmk) redujo el nimero de
células apoptodticas debido a hipertermia a tiempos cortos (2 horas),
pero no consiguid bloquear el efecto de melatonina. En U-937/BCL-2,
una linea celular que sobreexpresa el factor antiapoptético BCL-2 que
inhibe el aumento de la permeabilidad de la membrana mitocondrial
externa y por lo tanto la via mitocondrial, el efecto potenciador de la
melatonina sobre la apoptosis inducida por hipertermia se conserva.
La respuesta apoptdtica en esta linea fue, sin embargo, mas lenta y
menos intensa en comparacion con la linea celular parental. Aunque
el porcentaje de células apoptéticas fue similar en las células U-937
cultivadas en presencia del inhibidor de caspasa-9 y en las células U-
937/BCL-2, la respuesta mas temprana (2-3 horas) observada en las
células parentales respecto a las células que sobreexpresan BCL-2 (24
horas) sugiere que otros factores apoptogénicos, ademas de
citocromo ¢, puedan liberarse de la mitocondria y modular la
respuesta apoptotica. En este contexto, se sabe que SMAC neutraliza
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la represion ejercida por los antagonistas XIAP sobre las caspasas
efectoras y que ello es esencial para la muerte celular inducida por FAS
en las células del tipo Il [128]. En las células U-937/BCL-2 expuestas a
hipertermia no se detectd disipacidon de Aym, como cabia esperar. Es
destacable que el tratamiento con melatonina, sola o combinada con
hipertermia, promovié el aumento de la fluorescencia debida a los
agregados JC-1, lo que ha sido interpretado como un aumento de Aym
o del volumen de las mitocondrias [129].

Colectivamente, estos datos indican que la apoptosis inducida por
hipertermia en células U-937 implica la activacion de la via extrinseca
y de BID; este factor favorece a su vez la entrada en escena de la via
mitocondrial y la amplificacion de la respuesta apoptdtica. La
melatonina modula las dos vias de la apoptosis, aumenta la actividad
caspasa-8 y la liberacion de citocromo c. Este ultimo se asocia en el
citosol con el factor APAF-1 para formar un complejo con multiples
subunidades, el apoptosoma, y activar a la caspasa-9. La potenciacién
debida a melatonina de la apoptosis inducida por hipertermia en las
células U-937/BCL-2 es relevante ya que se sabe que las células
cancerigenas evaden la apoptosis de multiples formas, siendo una de
las mas ampliamente descritas el aumento en la expresion de los
miembros antiapoptéticos de la familia BCL-2, bloqueando de esta
manera la permeabilidad de la membrana mitocondrial externa
[99,130]. Consecuentemente, la melatonina puede incrementar la
sensibilidad de las células tumorales sometidas a hipertermia al
favorecer la utilizacidon de la via mitocondrial. En este contexto, es
destacable que la melatonina redujo la expresiéon de la proteina
HSP70, cuya sintesis es inducida por hipertermia. Esta proteina es un
miembro de la familia de proteinas del choque térmico que se
sobreexpresa frecuentemente en los tumores y desempefia un papel
protector frente a la apoptosis. Se ha demostrado que HSP70 inhibe la
formacion del apoptosoma, interfiriendo de este modo con la
activacion de la caspasa-9 y de la caspasa-3, y que también puede
bloguear otras etapas de la via apoptdtica como es la liberacion de
citocromo ¢ mitocondrial [131].
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La transcripcidon del gen de HSP70 esta regulado por el factor de
transcripciéon del choque térmico 1 (HSF1), que se activa en respuesta
a hipertermia entre otros estimulos de estrés [132]. La activacidn
transcripcional de HSF1 es un proceso complejo que, secuencialmente,
implica: i) latranslocacién desde el citosol al nucleo, ii) la trimerizacion,
iii) la unién al elemento de respuesta del choque térmico (HSE) en el
DNA, y iv) la fosforilacién [133]. Se sabe que durante el periodo de
hipertermia ocurre la activacién de HSF1 y su union al DNA, mientras
que la expresion de HSP70 tiene lugar durante el periodo de
recuperaciéon [134].

Se ha descrito que la catalasa, utilizada frecuentemente como
antioxidante natural por su capacidad para descomponer al peréxido
de hidrégeno, aumenta el porcentaje de células apoptéticas en células
U-937 expuestas a hipertermia y disminuye la expresién de HSP70 a
través de un mecanismo en el que parece estar involucrado el factor
de transcripcion HSF1 [134]. Puesto que la melatonina desempefia un
importante papel como antioxidante natural, es sugerente pensar que
esta indolamida pueda alterar la respuesta al estrés térmico de
manera andloga a como lo hace la catalasa. Investigaciones futuras
podran aclarar si la melatonina modula la activacién de HSF1y el papel
gue desempena HSP70 en la potenciacion de la muerte celular.

En resumen, la hipertermia como opcién terapéutica implica la
elevacion de la temperatura de un area especifica del cuerpo o del
organismo completo para conseguir los efectos deseados. La
hipertermia de cuerpo entero estd siendo usada en combinacién con
otros tratamientos antitumorales en aquellas situaciones con
metastasis; habitualmente implica la elevacidon sistémica de la
temperatura dentro del rango de la fiebre. En el presente trabajo se
muestran evidencias de que la melatonina potencia la efectividad de
la hipertermia en la destruccion de las células tumorales in vitro (Figura
26). Aunque estd documentado que altas concentraciones de
melatonina exhiben muy baja toxicidad, futuros estudios in vivo
podran elucidar los beneficios de esta indolamida como agente
sensibilizador de la termoterapia frente al cancer.

70



DISCUSION

Ligando
ptor
Ll g
gg auuu
. T a:ﬁ ...... > HSP70 =———> MCL-1
Citosol M| o T ] .\..
< g :
S g8 MEL \qux.\
U T
g o
o O
L o PORO
T T BAX / BAK
©

BLIPUOJOYIN

|
0
|
9
l

MEL
“HT: -.-> HSP70 XIAP p—— ..'..':... .i

,,,,,

Casp-3

Casp-7
\\ ,

i e APAF-t

Apoptosis “HFE:

Figura 26. La melatonina potencia la muerte celular por apoptosis inducida por
hipertermia en células de leucemia humana. El tratamiento solamente con
hipertermia (HT) estimula la apoptosis a través de un mecanismo en el que estan
implicadas caspasa-8 y caspasa-3, y ademas promueve el aumento de los niveles del
factor proteico de supervivencia HSP70. Un gran numero de evidencias indican que
esta proteina es capaz de: i) estabilizar el factor antiapoptético MCL-1, ii) bloquear
la translocacién de BAX, iii) interferir en la formacion del apoptosoma a través de su
unién con APAF-1, y iv) inhibir directamente las actividades enzimaticas de caspasa-
8 y caspasa-3. El pretratamiento con melatonina previene el aumento de HSP70 por
hipertermia a través de un mecanismo desconocido, lo que se traduce en: i) aumento
de la actividad caspasa-8, ii) estimulacién de la proteolisis (activacion) de BID, iii)
incremento de la translocacion de BAX, iv) mayor liberacion de factores
proapoptdticos mitocondriales (citocromo ¢, SMAC) y finalmente, v) aumento de las
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actividades caspasa-9 y caspasa-3. Se sabe que la afinidad de XIAP por las caspasas 3
y 7 es muy elevada en comparacion con la que presenta por la caspasa-9 (baja
afinidad) o por la caspasa-8 (nula afinidad). HT, hipertermia; MEL, melatonina; Cit c,
citocromo c.
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CONCLUSIONES

La hipertermia es una modalidad terapéutica en la lucha contra el
cancer, particularmente en combinacion con la quimioterapia y la
radioterapia. En el presente trabajo se evalué el efecto de la
melatonina sobre las células de leucemia humanas expuestas a la
hipertermia y se observo que esta indolamida exhibe propiedades
sensibilizadoras, probablemente a través de un mecanismo
independiente de los receptores de membrana.

Hay muchas evidencias que indican que la hipertermia reduce la
viabilidad celular activando la apoptosis. Los resultados de este trabajo
demuestran que la melatonina potencia la respuesta proapoptotica de
la hipertermia en las células U-937 y HL-60, pero no en las lineas de
leucemia humanas K-562 o MOLT-3; en estas uUltimas parecid ejercer
mas bien un papel citoprotector.

Se sabe que la melatonina, por si misma, puede reducir la proliferacion
de las células cancerigenas a través de la activacién de diversas vias de
sefalizacidon que promueven la apoptosis. Sin embargo, en las células
U-937 y HL-60 no se detecté aumento de los niveles basales de
apoptosis.

La muerte celular por apoptosis puede ocurrir con o sin participacion
de las caspasas. Se observo un incremento en el procesamientoy en la
actividad de las caspasas-2, -3, -8 y -9 en las células U-937 tratadas con
la combinacion de hipertermia y melatonina, comparado con las
células expuestas solo a hipertermia. Ademas, la potenciacion de la
muerte celular por la melatonina es dependiente de la activaciéon de
las caspasas.

La exposicion de las células U-937 a hipertermia estimula la activaciéon
de la via extrinseca y la amplificacion de la respuesta apoptdtica
mediante la hidrélisis de BID, la liberacidon de citocromo cy la posterior
ejecuciéon de la via mitocondrial. Los resultados del estudio
comparativo de U-937 y U-937/BCL-2 sugieren que otros factores
apoptogénicos, ademas del citocromo ¢, pueden liberarse de las
mitocondrias y promover la apoptosis.
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CONCLUSIONES

La melatonina incrementd la sensibilidad de las células tumorales,
activando la via mitocondrial a través de la proteolisis de BID y de la
represién de la expresion de la proteina del choque térmico HSP-70,
proteina citoprotectora que se induce por la hipertermia y que
interfiere en la formacion del apoptosoma.

Aunque estd ampliamente documentado que la melatonina exhibe
muy baja toxicidad en humanos cuando es utilizada a altas
concentraciones, futuros estudios in vivo podran elucidar sus
beneficios como molécula sensibilizadora en la termoterapia frente al
cancer.
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1 | INTRODUCTION

Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine) is an ancient
molecule with a wide range of physiological functions.! It
influences the biological clock, regulates the immune system
and displays antioxidant actions.? For many years after its
discovery, melatonin was thought to be exclusively produced

1,3 |
1.3

Abstract

Melatonin is an endogenous indoleamine with a wide range of biological functions.
Tn addition to modulating circadian rhythms, it plays important roles in the health as
an antioxidant. Melatonin has also the ability to induce apoptosis in cancer cells and
to enhance the antitumoral activity of chemotherapeutic agents. In this study, the
effect of melatonin on hyperthermia-induced apoptosis was explored using human
leukemia cells. The results demonstrate that melatonin greatly improved the cytotox-
icity of hyperthermia in U937 cells. The potentiation of cell death was achieved with
1 mmol/L concentrations of the indoleamine but not with concentrations close to
physiological levels in bloed (1 nmol/L). This elfect was associaled (o an enhance-
ment of the apoptotic response, revealed by an increase in cells with hypodiploid
DNA content and activatien of multiple caspases (caspase-2, caspase-3, caspase-8,
and caspase-9). Melatonin also increased hyperthermia-induced Bid activation as
well as translocation of Bax from the cytosol to mitochondria and cytochrome ¢
release. Hyperthermia-provoked apoptosis and potentiation by melatenin were abro-

gated by a broad-spectrum caspase inhibitor (z-VAD-fmk) as well as by specific

inhibitors against caspase-8 or caspase-3. In contrast, blocking of the mitochondrial
pathway of apoptosis either with a caspase-9 inhibitor or overexpressing the anti-
apoptotic protein Bel-2 (U937/Bcl-2) reduced the number of apoptotic cells in
response to hyperthermia but it was unable to suppress melatonin enhancement.
Melatonin appears to modulate the apoptotic response triggered by hyperthermia in
a cell type-specific manner as similar results were observed in HL-60 but not in K562
or MOLT-3 cells.

KEYWORDS

apoptosis, caspases, hyperthermia, leukemia, melatonin

in the pineal gland and secreted into the blood where it exhib-
its a circadian day—night rhythm and regulates seasonal bio-
rhythms.? Currently, it is known that melatonin biosynthesis
also occurs in extrapineal tissues through the same metabolic
pathway as that described in the pineal gland, although it is
not regulated by the photoperiod A

Melatonin concentrations up te 0.5 nmel/L. may be
achieved in mammalian blood at night, while extrapineal
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