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1. TUMORES HEMATOLOGICOS

1.1. DEFINICION Y ASPECTOS HISTORICOS

Los tumores hematologicos comprenden un grupo heterogéneo de enfermedades,
originadas a partir de las células de la médula dsea y del sistema linfatico. La clasificacion
se basa en una combinacion de caracteristicas clinicas, morfologicas, inmunofenotipicas y
genéticas, dividiéndolas inicialmente en leucemia, linfoma y neoplasia de células

plasmaticas (Rodriguez Abreu y cols, 2007; Vardiman, 2010).

En 1832, Thomas Hodgkin describio el primer tumor hematoldgico en la literatura,
que treinta y tres afios después, fue descrito en los nodulos linfaticos y en el bazo por
Samuel Wilks, denominandolo “enfermedad de Hodgkin” (Kaplan HS, 1980). Los
primeros casos de leucemia fueron descritos por John Hughes Bennett y Rudolph Virchow
en 1845 (Pillar GJ, 1997). Estos autores observaron una acumulacion de leucocitos en la
sangre, que fue considerado su caracteristica diferencial. La primera descripcion del
mieloma data de 1844, y fue realizada por los Doctores William Macintyre, Thomas
Watson y John Dalrymple. Posteriormente, se describieron las caracteristicas de estas
células tumorales, que se identificaron como células plasmaticas. Mas tarde, Henry Bence
Jones analizo la orina del paciente, describiendo una reaccion de precipitacion en la misma
e identificando cadenas ligeras monoclonales, conocidas actualmente como proteina de
Bence Jones (Kyle, 1994). El término “mieloma multiple” fue atribuido al patdlogo ruso
von Rustizky en 1873, basandose en las observaciones de tumores multiples en la médula
Osea y en el hueso. Sin embargo, hasta el descubrimiento de los rayos X por Roentgen no
se identificaron las lesiones liticas en los huesos. Posteriormente el desarrollo de técnicas
de estudio de proteinas plasmadticas permitiria su asociacion con el mieloma (Putnam,

1983).

Durante los 120 afios transcurridos entre 1830 y 1950, se describieron y clasificaron
los distintos subtipos de tumores hematoldgicos. Asi, la leucemia, segiin su origen se
divide en mieloide y linfoide (Figura 1), y a su vez, seglin la presentacion de la enfermedad

se clasifica en aguda o crénica. Aunque los linfomas son mas heterogéneos, una primera

Tesis Doctoral -3-
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clasificacion los divide en linfoma del tipo Hodgkin y linfomas no Hodgkin. Sin embargo,
la clasificacion realizada por la OMS reconoce 3 categorias principales de neoplasias
linfoides basdndose en la morfologia y el linaje celular: neoplasia de células B, neoplasias
de células T y células asesinas naturales (Del inglés, NK, natural killer), y linfoma de
Hodgkin. Tanto los linfomas como las leucemias linfoides caen bajo esta clasificacion
porque tanto las fases solidas como las circulantes se encuentran en muchas neoplasias
linfoides y la distincién entre ambos es artificial. Por ejemplo, la leucemia linfocitica
cronica de células B y el linfoma linfocitico pequefio de células B no son mas que
diferentes manifestaciones de la misma neoplasia como lo son los linfomas linfoblasticos y
las leucemias linfociticas agudas. Dentro de las categorias de células B y células T, se
reconocen 2 subdivisiones: neoplasias precursoras que corresponden a los estadios mas

tempranos de diferenciacion y neoplasias maduras diferenciadas.

Debido a la gran variedad de tumores hematoldgicos, en este trabajo se describiran

los tipos mas comunes encontrados en la clinica.
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Figura 1. Clasificacion de la leucemia segun las células progenitoras de las que deriva.
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1.2. LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

1.2.1. Descripcién vy sintomatologia

La Leucemia Mieloide Aguda (LMA), representa un grupo de desordenes
hematopoiéticos en los cuales se produce un fallo en la diferenciacién y proliferacion
incontrolada de los precursores mieloides, induciendo una acumulaciéon de células no
funcionales llamadas mieloblastos (Stone y cols, 2004). Debido a este fallo en la médula
Osea, los pacientes con esta enfermedad sufren de neutropenia, anemia y trombocitopenia,

manifestandose en fatiga, hemorragias o producciéon de hematomas, fiebre e infecciones

(Tallman y cols, 2005; Jabbour y cols, 2006).

1.2.2. Epidemiologia

Es una enfermedad principalmente de adultos, afectando a personas con una media
de edad de 64 afios. Constituye el 30% de las leucemias en adultos, y el 0,6% de todos los
canceres (Rodriguez-Abreu, 2007). Su incidencia es un poco mayor en hombres que en

mujeres, siendo también mayor en caucasicos (Deschler y Liibbert, 2006).

1.2.3. Factores de riesgo

Los factores de riesgo de la enfermedad incluyen la edad, antecedentes de otra
enfermedad hematologica, desérdenes genéticos, exposiciones a radiaciones, agentes
quimicos, virus y quimioterapia previa (Pogoda JM y cols, 2002; Pui, 1995; Aquino VM,
2002). También puede ser secundaria a la progresion de desordenes mielodisplasicos o a
desordenes cronicos de la médula 6sea, como la policitemia vera, la leucemia mieloide
cronica, trombocitosis primaria. Entre todos estos factores, la adquisicion de anomalias
cromosoOmicas clonales, se encuentran entre un 50-80% de los nuevos casos de Leucemia
Mieloide Aguda diagnosticados, con un riesgo de incidencia alto en pacientes con
leucemia secundaria o edad adulta (Heim S y cols, 1992; Moorman y cols, 2001).
Multiples estudios han demostrado la importancia de estas anormalidades genéticas como

un factor de prediccion de la mejoria.

Tesis Doctoral -5-
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1.2.4. Clasificacion

Existen 8 subtipos de Leucemia Mieloide Aguda segun la clasificacion Franco-
Estadounidense-Britanica (FAB), descritos en la Tabla 1. Sin embargo, la Organizacion

Mundial de la Salud (OMS), las clasifica en 5 subtipos (Tabla 2).

Tipo Caracteristicas
MO Leucemia mieloblastica aguda sin diferenciacion localizada
M1 Leucemia mieloblastica aguda sin maduracioén
M2 Leucemia mieloblastica aguda con maduracion
M3 Leucemia promielocitica aguda (con translocacion t(15;17))
M4 Leucemia mielomonocitica aguda (LMMA)

M4eo Leucemia mielomonocitica aguda con eosinofilia en médula dsea
M35 Leucemia monocitica aguda (LMoA)

MS5a LMoA sin diferenciacion (monoblastica)

M5b LMoA con diferenciacion (monocitica)
M6 Eritroleucemia aguda; precursoras de los glébulos rojos
M7 Leucemia megacariocitica aguda

Tabla 1. Clasificacion de la Leucemia Mieloide Aguda segiin la FAB. LMoA, leucemia
monocitica aguda.

Tipo Caracteristicas
LMA con anomalias genéticas
caracteristicas t(8;21); inv(16); t(15;17)

LMA con displasia multilinaje | Sindrome mielodisplasico o mieloproliferativo previo
LMA y SMD asociados al

tratamiento Secundaria a la quimioterapia o radiaciones
LMA no categorizada Subtipos no incluidos en ninguna clasificacion
Leucemias agudas de linaje
ambiguo Fenotipo mixto, con células mieloides y linfoides

Tabla 2. Clasificacion de la Leucemia Mieloide Aguda segin la OMS. LMA, leucemia
mieloide aguda; SMD, sindrome mielodisplasico.

-6-Accion citotoxica de la melatonina en tumores hematologicos: Caracterizacion de los mecanismos de muerte
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1.3. LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

1.3.1. Descripcién v sintomatologia

La Leucemia Mieloide Cronica es un desorden mieloproliferativo clonal de células
madre pluripotentes, que fue descrito por primera vez por John Hughes Bennett en 1845
(Abramson y cols, 1977). Fue la primera neoplasia asociada con una anomalia
cromosomica, que se denomind cromosoma Philadelphia, que mas tarde se definiria como
resultado de la translocacion cromosomica t(9;22), que implica a los genes ABLI
(Abelson), en el cromosoma 9 y BCR (Del inglés, breakpoint cluster region) en el
cromosoma 22. El descubrimiento de la patogénesis molecular de esta enfermedad se
dirigié a la investigacion de terapias diana contra el producto de esta translocacion,
convirtiendo el tratamiento de la Leucemia Mieloide Crénica en pionero en este tipo de
terapias (Novell y cols, 1960; Rowley, 1973; Bartram y cols, 1983; Groffen y cols, 1984;
Goldman y Melo, 2001; Kantarjian y cols, 2002; O’Brien y cols, 2003; Druker y cols,
2006).

La Leucemia Mieloide Cronica se presenta en tres fases: la fase cronica (CP, del
inglés, chronic phase), la fase acelerada (AP, del inglés, accelerate phase) y la fase blastica
(BP, del inglés, blast phase). Casi el 90% de los pacientes con Leucemia Mieloide Croénica
son diagnosticados en la fase crdnica, aunque inicialmente tienen un sistema inmune
competente y permanecen asintomaticos durante largos periodos de tiempo. Cuando los
sintomas aparecen debido a la expansion de las células malignas, los pacientes presentan
malestar, pérdida de peso y esplenomegalia (Kantarjian y cols, 1985; Quintds-Cardama y
cols, 2006). La leucocitosis es una caracteristica comun de la fase cronica, que a veces
puede llevar a sintomas como la hiperviscosidad, la hemorragia retinal, el priapismo,
accidentes cerebrovasculares, actifenos, confusion y estupor. Tras una media de 3 a 5 afos,
los pacientes que no son tratados pasan inevitablemente a la fase acelerada, que se
caracteriza por una parada en la maduracion. Esta fase dura de 6 a 18 meses, pasando a la
fase blastica, una forma agresiva de leucemia aguda, en la que los pacientes experimentan
signos y sintomas relacionados con la diseminacion del tumor, incluyendo la leucocitosis,
fiebre, sudores nocturnos, anorexia, malestar, pérdida de peso, infartos esplénicos debido a

la esplenomegalia masiva, dolor o6seo e incremento del riesgo de infecciones y

Tesis Doctoral -7-
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hemorragias. Esta fase es altamente refractaria a la quimioterapia y es rapidamente fatal

(Quintas-Cardama y cols, 2006).

1.3.2. Epidemiologia

La Leucemia Mieloide Croénica es una enfermedad rara. La mayoria de los casos
ocurren en adultos con una media de edad de 65 afios. Solo representa el 2-3% de todas las
leucemias diagnosticadas en pacientes menores de 20 afios, aunque la incidencia se
incrementa con la edad. Es mas comtin en hombres y en caucasicos (Jemal A y cols, 2004;

Deininger y cols, 2000).

1.3.3. Factores de riesgo

No se conoce un componente hereditario, familiar, geografico, étnico o econdémico
asociado con la Leucemia Mieloide Cronica. En muchos pacientes, el factor responsable de
la induccién del cromosoma Philadelphia es desconocido, aunque se ha visto incrementada
su frecuencia en individuos expuestos a la bomba atomica en Japon en 1945, en radidlogos,
y en pacientes con espondilitis anquilosante tratados con radioterapia (Bizzozero y cols,

1967).

Un diagnoéstico definitivo de la Leucemia Mieloide Cronica se basa en la
citogenética para la identificacion de la translocacion t(9;22)(q34.1:q11.21) y/o el gen
hibrido BCR-ABLI1, que es patognomonico de esta enfermedad (Novell y cols, 1960;
Rowley, 1973). El cromosoma Philadelphia es detectado en 95% de los pacientes con
Leucemia Mieloide Cronica y en el 5% de los nifios y 15% al 30% de los adultos con
leucemia linfoblastica aguada. Ademas, aproximadamente un 2% de los pacientes con
Leucemia Mieloide Aguda pueden presentar esta anomalia citogenética (Kurzrock y cols,
1988). Un 5-10% de los pacientes con caracteristicas clinicas de Leucemia Mieloide
Cronica no expresa el cromosoma Philadelphia, denomindndose Leucemia Mieloide

Cronica atipica, y cuyo pronostico y tratamiento es distinto.

-8-Accidn citotoxica de la melatonina en tumores hematologicos: Caracterizacion de los mecanismos de muerte
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1.4. LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA

1.4.1. Descripcién v sintomatologia

La leucemia linfoide aguda es un grupo heterogéneo de desordenes linfoides como
resultado de una proliferacion y expansion monoclonal incontrolada de células linfoides
inmaduras en la médula dsea, sangre y otros 6rganos (Jabbour y cols, 2005). Los sintomas
de la enfermedad son debidos a la expansion de las células leucémicas en la médula 6sea,
sangre periférica, y zonas extramedulares. Estos sintomas son fatiga, falta de energia,
disnea, mareo, hemorragia, hematomas e infecciones. El dolor en las extremidades y las
articulaciones puede presentarse en nifos. El examen fisico revela palidez, equimosis o
petequias (Faderl y cols, 2003). La linfadenopatia y hepatoesplenomegalia son sintomas
raros, que se observan en el 20% de los pacientes, con alta incidencia en los pacientes con
los subtipos de células T y de células B maduras (Jabbour y cols, 2005). La afectacion del
sistema nervioso central (neuropatias craneales, infiltracion meningea) es mas comin en
algunos subtipos como el de células B maduras y se observa en el 5-8% de los pacientes

(Cortes, 2001).

1.4.2. Epidemiologia

La leucemia linfoide aguda no es comun en adultos, en los que representa el 15%
de las leucemias, pero es la forma méas comuin de leucemia en personas menores de 20
afios, constituyendo el 80% de todas las leucemias agudas y el 30% de todos los canceres
en nifos (Rodriguez-Abreu y cols, 2007). Es mas comin en hombres y en caucasicos

(Faderl y cols, 2003).

1.4.3. Factores de riesgo

En muchos pacientes, la causa de la leucemia linfoide aguda es desconocida
(Bunin, 2004; Lightfoot y Roman, 2004). Aunque se ha observado que existe una posible
predisposicion genética. Pacientes con trisomia 21, el sindrome de Klinefelter, y
enfermedades hereditarias con fragilidad cromosémica excesiva como anemia de Fanconi,
Bloom sindrome, y ataxia-telangiectasia tienen un alto riesgo de desarrollar leucemia
linfoide aguda (Metens y cols, 1998; Chessells y cols, 2001; Toledano y Lange, 1980;

Shaw y cols, 1992). Se ha observado un incremento de los casos de leucemia linfoide
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aguda tras explosiones de bombas atomicas, el accidente de Cherndbil y la exposicion a
radioterapia terapéutica (Faderl y cols, 2003). En la leucemia pediatrica, datos recientes
sugieren que las translocaciones cromosomica y los clones preleucémicos se producen en
el utero durante la hematopoyesis fetal, ocurriendo las segundas alteraciones genéticas tras
el nacimiento (Greaves, 2005). También se ha asociado el virus linfotréfico de células T
humano tipo I con la leucemia de células T adulta, y el virus de Epstein-Barr con la
leucemia linfoide aguda de células, ademas del virus de inmunodeficiencia humano (VIH)
con los desérdenes linfoproliferativos (Greaves y Alexander, 1993; Mahieux y Gessain,

2003; Lombardi y cols, 1987).

El inmunofenotipo es importante en el pronostico de la enfermedad. Los blastos de
leucemia linfoide aguda se dividen en los siguientes tipos: precursor de células B; células
B maduras, y células T (Ben y cols, 1995; Ludwing y cols, 1994). Las anormalidades
citogenéticas moleculares ocurren en el 80% de los nifios y 60-70% de los adultos (Faderl
y cols, 1998). El cromosoma Philadelphia, con una frecuencia de 15-30%, es la anomalia
citogenética mas comun en el adulto (Faderl y cols, 1998). Una de las anomalias
cromosdmicas mas comunes en leucemia linfoide aguda en nifios (85%) y un 3-8% en
adultos es t(4;11)(q21;23) (Faderl y cols, 2003). Pero la translocacion mas comun en
leucemia linfoide aguda de tipo B es t(12;21)(p13;922), que da lugar al gen TEL-AMLI,
esta translocacion se ha identificado en un 30% de los nifios con LLA (Raynaud S y cols,
1996; Romana y cols, 1995). La expresion de esta proteina esta asociada con un pronostico
excelente, con un rango de supervivencia libre de enfermedad del 90%. Ademas este
pronostico favorable es independiente de la edad y el recuento leucocitico y es consistente
en pacientes con distintos protocolos terapéuticos. La expresion de TEL-AMLI se
identifica en pacientes con LLA pre-B y pueden ser candidatos a recibir una terapia

intensiva menor (Rubnitz y cols, 1997; Rubnitz y cols, 1999).

1.4.4. Clasificacion

El diagnostico de la leucemia linfoide aguda se basa en la morfologia,
determinacion del inmunofenotipo y la identificacion de anormalidades citogenéticas-
moleculares. Respecto a la morfologia, el Grupo Francés-Americano-Britanico (FAB, de
sus siglas en inglés), describe tres tipos de leucemia linfoide aguda (L1, L2; L3), que se

distinguen por el tamafio celular, la cantidad de citoplasma, la prominencia del nucleolo, el
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grado de basofilia del citoplasma y la vacuolizacion (Tabla 3). Sin embargo, la
Organizaciéon Mundial de la Salud propone unas nuevas guias diagnosticas para este tipo
de enfermedades. También sugiere abandonar la distincion entre L1, L2 y L3, ya que L1 y
L2 no predicen el inmunofenotipo, las aberraciones cromosémicas o el comportamiento

clinico (Faderl y cols, 2003; Jabbour y cols, 2005; Foa y Vitale, 2002).

Leucemia
linfoblastica
precursora | En la mayoria de los casos infantiles, las células involucradas tienden a ser
aguda de precursores de linfocitos B, que en sangre periférica dan origen a células
células B pequefias denominadas L1

Leucemia
linfoblastica
precursora | En la mayoria de los casos adultos, las células involucradas tienden a ser
aguda de precursores de linfocitos T y producen en sangre periférica células
células T relativamente grandes denominadas L2

L3 Linfoblastos idénticos a las células del linforma de Burkitt

Tabla 3. Clasificacion de la Leucemia Linfoide Aguda.

1.5. LEUCEMIA LINFOIDE CRONICA

1.5.1. Descripcién vy sintomatologia

La Leucemia Linfoide Crénica (LLC), es una enfermedad hematologica
caracterizada por la acumulacion de linfocitos B CD5" en sangre periférica, médula dsea,
nddulos linfoides y bazo (Ghia y cols, 2007). En un 25% de los pacientes la enfermedad es
asintomatica, siendo esta fase de duracion variable. En las primeras fases de la enfermedad,
los pacientes presentan linfocitosis, una ligera linfadenopatia de los nodulos cervicales,
supraclaviculares y/o auxiliares y esplenomegalia. También es comln en estas primeras
fases que entre un 25-50% de los pacientes presenten anemia y trombocitopenia. La
invasion cutdnea se produce en el 5% de los pacientes en forma de infiltraciones nodulares
y difusas en la piel, eritroderma, dermatitis exfoliativa, e infecciones secundarias en la piel.

Con la progresion de la enfermedad, se infiltra en los 6rganos produciendo adenopatia con
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esplenomegalia, hiperesplenismo, y citopenias periféricas. Estos pacientes presentan
sintomas de tipo B como fiebre, pérdida de peso y sudores nocturnos. La médula 6sea tiene
una infiltracion mayor por las células neoplasicas, produciendo una anemia severa,
trombocitopenia y neutropenia debido a que las células normales son sustituidas por
células tumorales. Como consecuencia de la trombocitopenia se producen hemorragias,
que comprometen la hemostasis. También se ve comprometida la actividad inmunologica.
Un 50% de los pacientes presentan hipogammaglobulinemia, lo cual induce una
susceptibilidad mayor a las infecciones, encontrandose en el tracto respiratorio, urinario y
piel. Se produce enfermedad autoinmune en el 25% de los pacientes (Inamdar y Bueso

Ramos, 2007).

1.5.2. Epidemiologia

La Leucemia Linfoide Crénica es una enfermedad de adultos, el 90% de los casos
ocurren después de los 50 afios, con una media de edad de 70 afios al diagnostico. Es la
leucemia mas comun en adultos en paises occidentales, no siendo comun en Asia. En
Estados Unidos es el tipo mas comuin de leucemia en hombres caucésicos adultos

(Rodriguez-Abreu y cols, 2007).

1.5.3. Factores de riesgo

La enfermedad no se produce debido a factores ambientales como radiacioén
ionizante, componentes quimicos, no siendo mas frecuente en pacientes
inmunodeprimidos. Sin embargo, se ha observado que existe una cierta predisposicion
genética y familiar, que parece ser relevante en la patogénesis de la enfermedad (Kalil y

Cheson, 1999).
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1.6. LINFOMA DE BURKITT HUMANO

1.6.1. Descripcién v sintomatologia

Fue descrito por Dennis Burkitt en 1958. El linfoma de Burkitt es un linfoma no-
Hodgkin altamente agresivo, que usualmente se presenta en zonas extranodales o como
leucemia aguda (Lukes y cols, 1975). Los sintomas pueden incluir dolor abdominal,
nauseas, vomitos, obstruccion intestinal, hemorragias gastrointestinales, o sindromes que
mimetizan la apendicitis aguda. Normalmente se ven afectados el intestino o los nédulos
linfaticos abdominales, aunque también pueden verse afectados los rifiones, el pancreas, el
higado, el bazo, mamas o el ovario. También se observa afectacion de la médula dsea y del
Sistema Nervioso Central en un 30-38% y 13-17% de los casos de adultos (Blum y cols,

2006).

1.6.2. Epidemiologia v factores de riesgo

Se observan tres variantes clinicas distintas de Linfoma de Burkitt: endémica,
esporadica e inmunodeficiente. Sin embargo, sus caracteristicas tanto clinicas como
genéticas son similares. La forma endémica se observa en Africa ecuatorial, asociada al
virus de Epsteim Barr en la mayoria de los casos, en nifios de edades entre 4 a 7 afios, con
afectacion de la mandibula y los rifiones, aunque también se observa en el ileon, ovario y
mama. La forma esporadica no tiene una distribucion geografica especifica, y representa
entre el 1-2% de los linfomas en adultos y hasta el 40% de los linfomas en nifios en
Estados Unidos y Europa occidental (Blum y cols, 2004). El subtipo inmunodeficiente, se
observa en personas con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), pero también en
receptores de transplantes e individuos con inmunodeficiencia congénita (Ferry, 2006). Los
pacientes adultos con los subtipos esporddicos o inmunodeficiente, tipicamente presentan

enfermedad extranodal, afectando principalmente al abdomen.

El 80% de los casos de linfoma de Burkitt portan la translocacion t(8;14),
produciendo la yuxtaposicion del gen c-myc en el cromosoma 8 con los elementos
potenciadotes de IgH en el cromosoma 14, que inducen el mRNA de c-Myc y la
produccion de proteinas que intervienen en la regulacion del ciclo celular, apoptosis,

crecimiento celular, adhesion y diferenciacion (Hecht y Aster, 2000). En el 20% de los
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casos, las translocaciones ocurren entre los cromosomas 2 y 8, o los cromosomas 8 y 22,

entre el c-myc y las cadenas ligeras k o A (Ferry, 2006).

1.7. TRATAMIENTO DE TUMORES HEMATOLOGICOS

A pesar de las diferencias entre los distintos tipos de tumores hematologicos, el
nexo comun entre todos ellos es el abordaje terapéutico, que se divide principalmente en

tres fases:

- Terapia de induccion, con la cual se intenta eliminar de la médula Osea las

células malignas, permitiendo la repoblaciéon de células normales. En el caso de la
leucemia mieloide aguda, se utiliza la combinacion de citarabina con una antraciclina
como daunorrubicina o idarrubicina. Para mejorarlo, en ocasiones se combina este
tratamiento con etoposido, fludarabina o topotecan. En pacientes con leucemia
promielocitica aguda se tratan con acido all-trans retindico (ATRA) y una antraciclina.
(Dillman y cols, 1990; Yates y cols, 1982; Rowe y cols, 1997; Bishop y cols, 1990; Hann y
cols, 1997; Estey y cols, 2001; Stone y cols, 2004). En pacientes con leucemia linfoide
aguda, se usan tres quimioterdpicos vincristina, prednisona/dexametasona mas L-
aspararginasa con terapia intratecal. Este protocolo induce una remision completa en mas
del 95% de los pacientes durante aproximadamente 18 meses. En pacientes con un riesgo
mayor de fallo en el tratamiento se pueden tratar con la quimioterapia anterior a mayor
intensidad y la adicion de una antraciclina. Sin embargo, la mitad de los pacientes pueden
morir debido a la toxicidad del tratamiento (Pui y cols, 2006). Una terapia similar se utiliza
en pacientes con linfoma de Burkitt, usando una combinacion de ciclofosfamida,
vincristina, metotrexato, doxorrubicina y citarabina, que elevado a dos afios la
supervivencia libre de enfermedad en pacientes pediatricos hasta en un 75-89% de los
casos (Murphy y cols, 1986; Patte y cols, 1991; Schwenn y cols, 1991; Bowman y cols,
1996; Reiter y cols, 1992; Magrath y cols, 1996). Sin embargo, si la enfermedad afecta a la
médula 6sea o al sistema nervioso central, esta combinacion es menos efectiva. Muchos
estudios sugieren que el tratamiento con quimioterapia intensiva y adecuada profilaxis del
sistema nervioso central puede ser curativo en la enfermedad avanzada o en el tipo

inmunodeficiente (Blum y cols, 2004). En la leucemia mieloide cronica, historicamente se
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ha utilizado arsénico, hidroxiurea, esplenectomia y radiacion. Sin embargo, estos abordajes
se utilizaron para mejorar la calidad de vida, reduciendo la extension del tumor. El
incremento en la supervivencia surgio tras la introduccidon de agentes alquilantes como el
busulfan (Wilkinson y cols, 1947; Wintrobe y cols, 1947; Galton, 1953). La introduccion
del interferén alfa recombinante humano (rIFN-a), ha mostrado una accién antitumoral
significativa, induciendo la remision citogenética e incrementando la supervivencia
(Talpaz y cols, 1983). Con el desarrollo de pequefias moléculas que actian contra el
producto de la translocacién ber/abl, como el imatinib, se ha conseguido una mejoria
notable en pacientes con este tipo de leucemia (Jabbour y cols, 2006; Druker y cols, 2001).
En la leucemia linfoide crénica, aunque en un principio se us6 un tratamiento basado en
un agente alquilante como el clorambucil solo o en combinacion con corticosteroides,
actualmente se utiliza para el tratamiento paliativo (Robertson y cols, 1994). Aunque se
han utilizado tratamientos combinados de quimioterapia, como CHOP (ciclofosfamida,
adriamicina, vincristina y prednisona), CAP (ciclofosfamida, doxorrubicina y prednisona)
y COP (ciclofosfamida, vincristina y prednisona), que muestran una respuesta alta, pero no
se traduce en incremento de la supervivencia (Rafael y cols, 1991), por esta causa, este
tratamiento no es recomendado. El uso de andlogos de purina como agente inico como
fludarabina ha mostrado una respuesta bastante alta, que se potencia con su combinacién
con ciclofosfamida, aunque no existen diferencias en la supervivencia. Algunos estudios
indican que la combinacion de fludarabina, ciclofosfamida y rituximab (un anticuerpo
contra CD20) producen remisiéon completa en muchos casos y también incrementan la

supervivencia de los pacientes (Ghia y cols, 2007).

- Terapia de consolidacion. Cuando se consigue la remision, se requiere una

terapia adicional para reducir las células tumorales que son indetectables. Principalmente,
en la leucemia mieloide aguda se utiliza citarabina, en bajas dosis 0 en combinacidén con
antraciclina para conseguir esta consolidacion (Lowenberg y cols, 1998; Craig y Schiller,
2008). En el caso de la leucemia linfoide aguda, se suelen usar los mismos
quimioterapicos que en la terapia de induccion, pero ademas se utilizan dosis medias o
altas de metotrexato, combinaciones de ciclofosfamida, vincristina, doxorrubicina y
dexametasona, alternando con citarabina y concentraciones altas de L-aspararginasa
(Seibel, 2008). El abordaje mas efectivo en todos los casos es el transplante de células

madre hematopoiéticas, autdlogo o heterélogo (Jabbour y cols, 2005). Sin embargo, en el
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caso del transplante heterdlogo, supone un riesgo por la mortalidad de la enfermedad del
injerto versus huésped, particularmente importante en pacientes ancianos (Stone y cols,
2004). En el linfoma de Burkitt, aunque se ha intentado incorporar a la terapia el
transplante autdlogo de células madre, este no ha mejorado los resultados. Ademas, debido
a la quimioterapia muchos pacientes sufren de mielosupresion e infecciones, mucositis,
toxicidad cerebelar y trombocitopenia. Para minimizar estos efectos, muchos regimenes
incorporan profilaxis infecciosa, y la administracion de factores estimuladores de colonias,
sin embargo, la eficiencia de estos agentes para el tratamiento es aun desconocida
(McMaster y cols, 1991; Bernstein y cols, 1986). Dada la alta toxicidad de los
quimioterapicos clasicos, se intentan introducir nuevas terapias moleculares, similares a las
anteriormente descritas para otros tipos de tumores hematolégicos. En la leucemia linfoide
cronica, la terapia de consolidacion es similar a la terapia de induccidn, sin embargo, en
ensayos clinicos se estudia el uso el Alemtuzumab (un anticuerpo monoclonal contra
CD52, un antigeno expresado en linfocitos B, T, células NK, monocitos y algunos
granulocitos) en combinacion con rituximab (Kalil y Cheson, 1999; Abbott, 2006). El
transplante alogénico de células madre produce una remision completa de la LLC, pero no
es la cura definitiva, estando limitado su uso por la avanzada edad del paciente y el riego
de mortalidad asociado a la terapia (Sutton y cols, 1998; Pavletic y cols, 1998; Doney y
cols, 2002; Montserrat, 2004).

- Terapia de post-remisiéon. Se han utilizado varias estrategias para eliminar la

enfermedad minima residual. En la leucemia mieloide aguda, se utilizan altas dosis de
citarabina, sin embargo, aunque ha resultado ser eficaz en pacientes pediatricos, su
utilizacion en pacientes ancianos es controvertida por los efectos toxicos de la misma. El
tratamiento es diferente para pacientes con leucemia linfoide aguda, en los que
generalmente se utilizan dosis diarias de mercaptopurina oral y semanales de metotrexato;
en algunos protocolos se usan pulsos de vincristina y corticosteroides. La curacion con este
abordaje es alta, sugiriendo que el transplante alogénico es una estrategia mas arriesgada y
que podria reservase para recaidas tempranas o una remision completa secundaria. Sin
embargo, este es el tratamiento de eleccion en pacientes ancianos, sobre todo el transplante
alogénico combinado con agentes alquilantes, como la ifosfamida (Bennett y cols, 1997;

Cassileth y cols, 1992; Mayer y cols, 1994; Stone y cols, 2004; Craig y Schiller, 2008).
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Esta constituye la fase mas larga de la terapia y se continua después de 2 o 3 afios tras la

remision completa.

1.8. PRONOSTICO

- Leucemia Mieloide Aguda. Aproximadamente, entre el 50-75% de los adultos

con LMA consiguen una remisién completa. Sin embargo, s6lo 20-30% de los pacientes
disfrutan de una supervivencia libre de enfermedad durante mucho tiempo. La mayoria de
los pacientes mueren por su enfermedad, principalmente por la persistencia o recaida de la

misma (Tallman y cols, 2005).

- Leucemia Linfoide Aguda. Aproximadamente un 80% de los nifios con LLA y

un 40% de los adultos muestran un indice de supervivencia libre de enfermedad de cinco
afos. Si se incluyen los casos de recaidas que responden bien a la terapia de remision, los
indices de curacion (definidos como la ausencia de evidencia de enfermedad durante al
menos diez afios) con el uso de los tratamientos actuales es del 80% en nifios y 40% en

adultos (Pui y cols, 2004).

- Linfoma de Burkitt. La quimioterapia intensiva con tratamientos profilacticos
para el sistema nervioso central, obtiene remisiones completas en el 75-90% de los adultos,

con supervivencias globales que llegan al 50-70% de los adultos (Blum y cols, 2004).

- Leucemia Linfoide Croénica. Las mejoras recientes en los regimenes

terapéuticos, han permitido llegar a un alto porcentaje de remisiones completas (entre el
60-70%), aunque muchos pacientes sufren recaidas. Sin embargo, la supervivencia global

tiene una media de entre 7.5-10 afios, no mejorandose con los nuevos tratamientos (Ghia y

cols, 2007).

- Leucemia Mieloide Croénica. El tratamiento con Interferon produce una

respuesta citogenética completa en mas del 50% de los pacientes, con una media de
supervivencia de 7 afios. El tratamiento con imatinib ha mejorado la respuesta citogenética,
encontrando una remision completa en el 90% de los pacientes, con unos indices de

supervivencia a 5 afos del 90% (Fausel, 2007; Cotta y Bueso-Ramos, 2007).
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2. APOPTOSIS

2.1. DEFINICION

El término apoptosis fue propuesto por Kerr y colaboradores en 1972 para describir
un patron morfologico especifico de muerte celular observado en células que fueron
eliminadas durante el desarrollo embrionario, sin destruccion del tejido y sin inflamacion,
permitiendo la reutilizacion de los componentes celulares. Por esta causa, el término
apoptosis, que viene del griego y significa “caida”, haciendo referencia a la caida de las
hojas de los arboles (Kerr y cols, 1972). El término se refiere a un proceso fisioldgico
controlado de eliminacion de componentes individuales de un organismo sin destruccion o

dano.

La apoptosis se caracteriza por un encogimiento celular, haciendo que las células
sean mas pequefias en tamafio, el citoplasma mas denso y los organulos estén mads

empaquetados. Ademas se produce la condensacion de la cromatina.

El proceso termina con la formacion de vesiculas y la separacion de fragmentos
celulares en lo que se denomina cuerpos apoptoticos. Los cuerpos apoptoticos estan
formados por citoplasma y organulos empaquetados con o sin fragmentos nucleares. Estos
cuerpos son fagocitados por macréfagos o c€lulas parenquimatosas y degradados a través
de fagolisosomas. No se produce un proceso inflamatorio porque las células apoptoticas no
liberan sus componentes celulares a los tejidos intersticiales; son fagocitadas rapidamente
por las células vecinas, previniendo las necrosis secundarias y sin producir citoquinas

inflamatorias (Savill y Fado, 2000; Kurosaka y cols, 2003).

- Caracteristicas Bioquimicas

Las células apoptéticas muestran una serie de caracteristicas bioquimicas como la
ruptura protéica, la degradacion del ADN y el reconocimiento fagocitico.
La primera modificacion bioquimica, implica a las proteinas iniciadoras y efectoras

de la apoptosis, las caspasas. Las caspasas son una familia de cistein-proteasas que
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participan en la muerte celular programada, siendo de especial importancia en el transcurso
de la apoptosis. Las caspasas se expresan en forma de proenzima inactiva y cuando son
activadas, pueden activar a otras procaspasas por rotura de residuos de acido aspartico,
permitiendo la iniciacidn de la cascada proteolitica (Hengartner, 2000). Se han identificado
diez caspasas y han sido categorizadas en iniciadoras (caspasa-2, 8, 9, 10), efectoras o
ejecutoras (caspasa-3, 6, 7) e inflamatorias (caspasas-1, 4, 5) (Cohen, 1997; Rai y cols,

2005).

Uno de los eventos finales de la apoptosis, es la rotura del ADN. Esta rotura es
dependiente de Ca”" y Mg”" endonucleasas, que producen fragmentos de ADN de 180-200
pares de bases (Bortner y cols, 1995).

Otro de los indicadores bioquimicos de la apoptosis es la expresion en la superficie
celular de proteinas que permiten el reconocimiento fagocitico de las células apoptoticas
por las células vecinas, induciendo una rapida fagocitosis. Esto se debe principalmente a la
exposicion de fosfatidilserina al exterior, fosfolipido que se encuentra en la bicapa lipidica
(Bratton y cols, 1997). Sin embargo, también otras proteinas se exponen a la superficie

celular, como la Anexina I y la calreticulina.

2.2. ViAS DE INDUCCION DE APOPTOSIS

Existen dos vias apoptoticas principales: la via extrinseca o de los receptores de
muerte y la intrinseca o via mitocondrial, aunque ambas pueden estar conectadas (Igney y
Krammer, 2002). Existe una via adicional que implica la citotoxicidad mediada por las
células T y la muerte dependiente de perforina-granzima. Esta via puede inducir apoptosis
mediante la granzima B o la granzima A. La via extrinseca, intrinseca y la dependiente de
granzima B, convergen en la via ejecutora. Esta via es iniciada por la rotura de las caspasas
efectoras, produciendo la fragmentacion del ADN, la degradacion del citoesqueleto y
proteinas nucleares, la formacion de cuerpos apoptoticos y la expresion de ligandos para
los receptores de células fagociticas y su posterior fagocitosis. La via de la granzima A
activa una via paralela independiente de caspasa por el dafio al ADN (Martinvalet y cols,

2005).
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2.2.1.Via extrinseca

La via extrinseca de la apoptosis implica la accion de los receptores de muerte, que
son miembros de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral (TNF)
(Locksley y cols, 2001). Los miembros de esta familia comparten dominios extracelulares
ricos en cisteina y dominios citoplasmaticos de 80 aminoacidos llamados “dominio de
muerte” (Ashkenazi y Dixit, 1998). Este dominio de muerte juega un papel critico en la
transmision de las sefiales de muerte desde la superficie celular. Los receptores de muerte
que han sido caracterizados, asi como sus ligandos son los siguientes: FasL/FasR, TNF-
a/TNFR1, Trail/DR4, Trail/DRS5 (Chicheportiche y cols, 1997; Ashkenazi y cols, 1998;
Peter y Kramer, 1998; Suliman y cols, 2001; Rubio-Moscardo y cols, 2005).

La secuencia de eventos para desencadenar la apoptosis es similar en todos los tipos
de receptores. La union del ligando al receptor induce la trimerizacion del mismo, que
provoca el reclutamiento de una serie de proteinas que forman un complejo citoplasmatico
alrededor del receptor, el complejo de sefializacion de iniciacion de la muerte o DISC
(Wyllie, 1997). En el caso de FasL/FasR y de TRAIL/DR4-DRS5, el dominio de muerte
situado en el dominio carboxi-terminal se une a una secuencia similar en el dominio
carboxi-terminal de la proteina del dominio de muerte asociada a Fas (FADD). FADD
contiene un dominio amino-terminal distinto, denominado dominio efector de muerte, que
se une a una region homologa en el dominio amino-terminal de la procaspasa-8,
provocando la autocatalisis y por tanto activacion de esta proteina con la consecuente
activacion de la cascada de las caspasas (Kischkel y cols, 200; Sprick y cols, 2000). En el
caso de TNF-o/TNFRI1, se produce la union de la proteina adaptadora TRADD, que
permite el reclutamiento de FADD y RIP (del inglés, “Receptor Interacting Protein’) (Hsu
y cols, 1995; Grimm y cols, 1996; Wajant, 2002). Cuando la Caspasa-8 es activada, se
desencadena la apoptosis de la forma descrita arriba. Esta via apoptotica es regulada por
proteinas inhibidoras que controlan el proceso. De esta forma, la apoptosis puede ser
inhibida por una proteina llamada c-FLIP, que puede unirse a FADD y caspasa-8 (Kataoka
y cols, 1998; Scaffidi, 1999).

En base a la respuesta a los estimulos proapoptoticos, las células se pueden
clasificar en dos grupos: tipo I y tipo II. Las células tipo I, en las que la activacion de

caspasa-8 es suficiente para desencadenar la apoptosis. Las células Tipo II, que requieren
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la activacion de la via intrinseca para amplificar la sefial apoptotica (Barnhart y cols,
2003). Para esta amplificacion, caspasa-8 puede romper la proteina pro-apoptotica Bel-2,

Bid (Li y cols, 1998; Esposti, 2002), desencadenando la via mitocondrial.

2.2.2. Via intrinseca

La via intrinseca es activada por estimulos no mediados por receptor, como por
ejemplo la radiacion, toxina, hipoxia, hipertermia, infecciones virales y radicales libres.
Todos estos estimulos producen cambios en la membrana mitocondrial interna, que
inducen la apertura del poro de la permeabilidad transitoria mitocondrial (MPT, del inglés,
mitocondrial permeability transition), pérdida del potencial mitocondrial transmembrana y
la liberacion al citosol de dos grupos principales de proteinas proapoptdticas, que
normalmente se encuentran en el espacio intermembrana (Saelens y cols, 2004). Al primer
grupo pertenecen el citocromo ¢, Smac/DIABLO, y la serin proteasa HtrA2/Omi (Cai y
cols, 1998; Du y cols, 2000; Loo y cols, 2002; Garrido y cols, 2005). Estas proteinas
activan la cascada de las caspasas. Smac/DIABLO y HtrA2/Omi promueven la apoptosis
por inhibicion de las proteinas inhibidoras de apoptosis (IAP, del inglés, inhibitors of
apoptosis proteins). El citocromo c se une y activa Apaf-1 (del inglés, apoptosis protease-
activating factor 1), y a la procaspasa-9, formando el apoptosoma, de forma que la caspasa-

9 reguladora se activa (Chinnaiyan, 1999; Hill y cols, 2004; Schimmer, 2004).

El segundo grupo de proteinas proapoptoticas liberadas desde la mitocondria son el
AIF (del inglés, Apoptosis inducing factor), la endonucleasa G y la CAD (del inglés,
caspase-activated DNase), aunque su liberacion es un evento tardio. AIF se transloca al
nicleo y produce la fragmentacion del ADN en 50-300 kb y la condensacién de la
cromatina nuclear (Joza y cols, 2001). La endonucleasa G también se transloca al nicleo
donde rompe la cromatina nuclear para producir fragmentos de ADN oligonucleosomales
(Li y cols, 2001). AIF y endonucleasa G actiian de forma independiente de caspasa. CAD
es liberada desde la mitocondria y translocada al nucleo, donde, tras la rotura por la
caspasa-3, produce fragmentacion de ADN oligonucleosomal y un estado mas avanzado de

condensacion de la cromatina (Enari y cols, 1998).

El control y la regulacion de estos eventos apoptdticos mitocondriales ocurre a

través de los miembros de la familia de proteinas Bcl-2 (Cory y Adams, 2002). Esta
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familia regula la permeabilidad de la membrana mitocondrial. Se pueden clasificar en dos
grupos: pro-apoptdticas o antiapoptdticas. Algunas de las proteinas anti-apoptdticas
incluyen Bcl-2, Bcl-x, Bcel-XL, Bcl-XS, Bel-w, BAG y algunas de las pro-apoptoticas
incluyen Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik, y Blk. El mecanismo de accion principal
de estas proteinas es la regulacion de la liberacion del citocromo c¢ desde la mitocondria
mediante la modificacion de la permeabilidad de la membrana mitocondrial (Schuler y

Green, 2001).

2.2.3. Via de la perforina/granzima

Los linfocitos T citotoxicos son capaces de eliminar células diana utilizando la via
extrinseca de apoptosis y la interaccion FasL/FasR (Brunner y cols, 2003). Sin embargo,
también son capaces de producir estos efectos citotdoxicos en células tumorales y células
infectadas por virus, mediante una via que implica la secrecion de la molécula formadora
de poro transmembrana denominada perforina con la liberacion de granulos
citoplasmaticos a través del poro y en la célula diana (Trapani y Smyth, 2002). Las serin
proteasas granzimas A y B son los componentes mas importantes de estos granulos (Pardo

y cols, 2004).

Grazima B rompe proteinas en residuos aspartato y activa procaspasa-10 y puede
romper factores como ICAD (Del inglés, Inhibitor of CAD, Caspase Activated DNase)
(Sakahira y cols, 1998). Algunos estudios indican que la granzima B puede utilizar la via
mitocondrial para la amplificacion de la sefial de muerte por la rotura especifica de Bid e
induccion de la liberacion del citocromo ¢ (Barry y Bleackley, 2002; Russell and Ley,

2002). Granzima B también puede activar directamente caspasa-3.

Granzima A es importante en la apoptosis inducida por los linfocitos T citotdxicos
y activa vias independientes de caspasas. Cuando se encuentra en la célula granzima A

activa la rotura del ADN via DNAsa NM23-H1 (Fan y cols, 2003).
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2.2.4. La via efectora

Las vias extrinseca e intrinseca finalizan con la fase efectora, el final de la
apoptosis, desencadenada por la activacion de las caspasas efectoras. Estas caspasas
activan endonucleasas citoplasmaticas, que degradan el material nuclear, y proteasas, que
degradan las proteinas nucleares y citoesqueléticas. Las principales caspasas efectoras son
la Caspasa-3, Caspasa-6 y Caspasa-7, que rompen varios sustratos, incluyendo
citoqueratinas, PARP (Del inglés, Poly-ADP-Ribose-Polymerase), la proteina
citoesquelética de la membrana plasmatica alpha fodrina, la proteina nuclear NuMA y
otros, que producen los cambios bioquimicos y morfoldgicos, caracteristicos de las células

apoptoticas mencionadas anteriormente (Slee y cols, 2001).

La caspasa-3 es considerada la caspasa efectora mas importante, activada por las
caspasas iniciadoras (caspasa-8, caspasa-9, o caspasa-10). Caspasa-3 activa
especificamente la endonucleasa CAD, que en células proliferativas estd formando un
complejo junto con su inhibidor ICAD. En células apoptoticas, la caspasa-3 rompe ICAD
para liberar CAD (Sakahira y cols, 1998). CAD degrada el ADN cromosémico y produce
la condensacion de la cromatina. Caspasa-3 también induce reorganizacion del
citoesqueleto y desintegracion de las células en cuerpos apoptoticos. Gelsolina, es una
proteina de unién a actina y ha sido identificada como uno de los sustratos de la caspasa-3.
La caspasa efectora produce la rotura proteolitica de la proteina y sus fragmentos rompen
los filamentos de actina de manera independiente de calcio. Esto provoca una disrupcion
del citoesqueleto, transporte intracelular, division celular y transduccion de la senal

(Kothakota y cols, 1997).

La fagocitosis es el ultimo paso de la apoptosis. La asimetria fosfolipidica y la
externalizacion de fosfatidilserina en la superficie de las células apoptoticas facilita el
reconocimiento fagocitico no inflamatorio (Fadok y cols, 2001). Este proceso es esencial

para evitar la liberacion de constituyentes celulares.

En la figura 3 se presenta un resumen de la sefializacion de las dos vias apoptoticas

principales, asi como su interconexion.
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Fas, TRAIL, TNFa

APOPTOSIS

Figura 3. Esquema de las dos vias apoptoticas principales, extrinseca e intrinseca.
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2.3. PAPEL. DEL ESTRES OXIDATIVO EN LA SENALIZACION
APOPTOTICA

El estrés oxidativo se origina como consecuencia de un desequilibrio entre la
generacion de radicales libres y la capacidad de una célula para defenderse de sus efectos
nocivos (Harman, 1956; Halliwel y Cross, 1994; Sies, 1997). Un radical libre es cualquier
especie quimica capaz de tener una existencia propia e independiente y que contenga uno o
mas electrones desapareados (Halliwell y cols, 1985). Esto hace que sean capaces de captar
electrones de otras moléculas para completar sus orbitales desapareados, oxidandose asi la
molécula donadora. Las especies reactivas del oxigeno mas comunes son las especies
reactivas del oxigeno, que incluyen el anion superoxido (O;7), el peroxido de hidrogeno
(H,0,) y el radical hidroxilo (OH). Son altamente reactivos con su entorno y aunque
poseen una vida media muy corta, son capaces de reaccionar y dafiar el ADN, las
proteinas y los lipidos (Maxwell, 1995), que se relaciona con la induccion de procesos
neurodegenerativos como el cancer (Troll y Wiesner, 1985; Feig y cols, 1994). Ademas de
esta accion nociva, se ha visto que las especies reactivas del oxigeno, pueden funcionar
como segundos mensajeros en distintas vias de sefializacion intracelular actuando en
ultimo término sobre la regulacion de la transcripcion (Droge, 2002; Martindale y
Holbrook, 2002; Carmody y Cotter, 2001; Chandra y cols, 2000; Curtin y cols, 2002; Le
bras y cols, 2005; Ueda y cols, 2002).

Particularmente, las especies reactivas del oxigeno pueden desencadenar la via
apoptdtica mitocondrial. Lo hacen mediante interacciones con las proteinas del complejo
de permeabilidad mitocondrial, PTP (del inglés, Protein Tyrosine Phosphatase), viz,
VDAC (Del inglés, Voltage-dependent anion channel), ANT (Del inglés, Adenine
Nucleotide Translocator) y cypD (Del inglés, Cyclophilin D), cuyas modificaciones
oxidativas tienen un impacto significativo en el flujo de aniones mitocondriales. Por otro
lado, la liberacion del citocromo ¢ de la mitocondria desencadena un incremento de las
especies reactivas del oxigeno debido a la disrupcion de la cadena de transporte de
electrones (Tsujimoto y Shimizu, 2007; Madesh y Hajnoczky, 2001; Giron-Calle y cols,
1994; Baines y cols, 2005; Chen y Lesnefsky, 2006).

En lo referente a la via extrinseca:
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1. Se ha demostrado que las especies reactivas del oxigeno son capaces de regular
la expresion del receptor FasR (Minana y cols, 2002; Denning y cols, 2002). También se
ha observado su papel en la activacion de los receptores de muerte (Berg y cols, 2007). A
un nivel mas avanzado de sefializacion apoptotica, Fas induce la generacion de H,O, y Oy
dependiente de NADPH oxidasa, regulando a la baja la proteina antiapoptotica FLIPI a
través de su ubiquitinacion/degradacion proteasomal o a través de la eliminacion de NO

que previene la S-nitrosacion y citoproteccion de FLIP1 (Wang y cols, 2008).

2. Como sucedia con Fas, la activaciéon de TNF-R1 puede estar mediada por las
especies reactivas del oxigeno a través del agrupamiento de los receptores y la interaccion
con NO (Schneider-Brachert y cols, 2004; Micheau y Tschopp, 2003; Lin y cols, 1999).
Durante la sefializacion de TNFRI1, se activa IKK, gracias a alguna de las proteinas
adaptadoras como TRADD, TRAF2, y RIP. NF-«xB regula enzimas/proteinas antioxidantes
por lo tanto puede actuar como un supresor intracelular de la formacion de especies
reactivas del oxigeno, dirigiendo la sefializacion de TNFa hacia la supervivencia, mediante
la induccion de proteinas antiapoptoticas FLIPI, Bel-x1, A1/Bfl-1, XIAP y c-IAP 1y 2
(Delhalle y cols, 2002; Jones y cols, 1997). Ademas, NF- kB induce la expresion de los
genes XIAP y GADDA458, que producen un efecto inhibitorio en JNK (Tang y cols, 2001;
Papa y cols, 2004). La activacion de JNK estd asociada con la activacion de la quinasa 1
reguladora de la sefializacion apoptotica (ASK1), sensible al estado redox, cuya actividad
es inhibida por interacciones con proteinas sensibles al estado redox (Grx, Trx), proteinas
del choque térmico y 14-3-3, y es estimulada por proteinas TRAF, AIP1, Daxx, y
JASP/JIP2. La activacion de JNK provoca la degradacion proteasomica de FLIPI,
induciendo la apoptosis (Hsu y cols, 1995; Shim y cols, 2005; Zong y cols, 1999; Stehlik y
cols, 1998; Micheau y cols, 2001; Chang y cols, 2006; Pantano y cols, 2003).

3. Por ultimo, parece que las especies reactivas del oxigeno también tienen un papel
proapoptdtico en la inducciéon de sefializacion por TRAIL, ya que se produce una
acumulacion de especies reactivas del oxigeno en células tumorales tratadas con TRAIL y
el tratamiento con antioxidantes inhibe la apoptosis inducida por esta molécula (Lee y cols,
2002a; Lee y cols, 2002b). Al igual que sucedia en los casos anteriores, parece que las
especies reactivas del oxigeno podrian ejercer este efecto proapoptdtico mediante la

regulacion a la alta de los receptores como DRS5 (Jung y cols, 2005).
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2.4. APOPTOSIS Y CANCER

El cancer es una enfermedad de etiologia multifactorial en la cual se producen una
serie de mutaciones genéticas (Burz y cols, 2009). Muchos canceres, entre ellos los
tumores hematologicos, estan asociados con defectos en el mecanismo de induccion de
muerte celular. Estos defectos son importantes para la supervivencia y la proliferacion del
clon tumoral y contribuyen al desarrollo de la resistencia de estas células a las terapias
antitumorales. La investigacion de los defectos en la induccién de la apoptosis en las
células tumorales puede llevar al desarrollo de nuevos tratamientos que actuen sobre los
mecanismos funcionales apoptoticos, evitando asi los aberrantes. Muchos agentes
quimioterapicos inducen apoptosis en células tumorales a través de las vias comentadas
previamente. La pérdida de sensibilidad a la apoptosis en estas células representan uno de

los mecanismos de resistencia a la terapia (Bianco y cols, 2006).

2.4.1. Mecanismos de resistencia relacionados con los receptores de muerte

El descenso en la expresion de los receptores de muerte puede contribuir a la
resistencia de las células tumorales a los quimioterapicos. De esta manera, se ha observado
un descenso en la expresion del receptor de Fas en hepatomas al compararlo con
hepatocitos sanos, y esta regulacion a la baja puede contribuir a la evasion del sistema
inmune durante la carcinogénesis del higado (Hiroshige y cols, 2004). Ademas DR4 y DRS
parece que se expresan en una variedad de células tumorales, pero no en tejido normal. Se
han identificado muchos receptores sefiuelo (del inglés, decoy) de la familia del receptor
TNF, siendo el mas importante DcR3. Este se encuentra expresado en gran medida en
muchos tumores humanos, como colon, pulmén, y estdémago. Algunos estudios sugieren
que DcR3 puede ser usado para predecir la invasion de nddulos linfaticos en pacientes con
tumor gastrico (Wu y cols, 2008). El incremento en los niveles de estos receptores sefiuelo
esta relacionado también con la resistencia a TRAIL en leucemia mieloide aguda y cronica

(Riccioni y cols, 2005; Bruserud, 2005).

2.4.2. Mecanismos de resistencia relacionados con las caspasas reguladoras

Otro de los mecanismos relacionados con la inhibicion de la via extrinseca se
produce a nivel la caspasa reguladora, caspasa 8. Se produce una regulacion a la baja de la

misma por moléculas especificas como c-FLIP. Asi, el ratio entre la caspasa-8 y cFLIP es
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critico para el ensamblaje del DISC y el subsecuente desencadenamiento de la apoptosis.
La sobreexpresion de c-FLIP se ha observado en muchos carcinomas, en lineas celulares
de tumores hematologicos y tumores primarios, incluyendo el linfoma de Hodgkin,
linfoma de células B no-Hodgkin, leucemia linfoide crénica de células B (Li y cols, 2008;

Mathas y cols, 2004; Dutton y cols 2004; Thomas y cols, 2002).

2.4.3. Mecanismos de resistencia relacionados con la via intrinseca de la apoptosis

La familia BCL2 representa a las proteinas reguladoras clave en la via apoptotica
mitocondrial. El descenso en la sensibilidad a la apoptosis mitocondrial estd asociado con
la resistencia a la quimioterapia en muchos tumores. El incremento en la expresion de los
miembros antiapoptoticos de esta familia confiere resistencia a la apoptosis en células
tumorales. La sobreexpresion de Bcl-2 es un distintivo del linfoma folicular, y su
desregulacion es comun en leucemia linfoide crénica, linfoma difuso de células B,
mieloma multiple y leucemias agudas. El virus de Epstein-Barr, implicado en el desarrollo
del linfoma de Burkitt, linfomas relacionados con el VIH, y linfomas que se producen tras
el transplante, codifica un homoélogo de Bcel-2, BHRFI1. La regulacion a la alta de Mcl-1,
otra de las proteinas antiapoptdticas pertenecientes a la familia Bcl-2, se observa en
mieloma multiple y leucemia linfoide cronica (Hockenbery y cols, 1990; Letai, 2005;
Derenne y cols, 2002). También se observan mutaciones o regulaciones a la baja de Bax y

Bak en algunos tipos de tumores (Kondo y cols, 2000).

2.4.4. Mecanismos de resistencia relacionados con las proteinas reguladoras de la

apoptosis

Las proteinas inhibidoras de la apoptosis (del inglés, IAP, inhibitors of apoptosis
proteins) se encuentran sobreexpresadas en muchos tumores humanos, y su nivel de
expresion ha sido asociado con la resistencia al tratamiento. Por ejemplo, la sobreexpresion
de c-IAPI, c-IAP2, NAIP, XIAP y survivina se ha detectado en cancer de mama. Ademas
c-IAP2 es sobreexpresado en lesiones neoplésicas intraepiteliales pancreaticas de alto y
bajo grado y adenocarcinomas pancreaticos ductales. Por tanto, se considera un evento
temprano en la progresion del cancer pancreético. XIAP estd sobreexpresado en tejidos de

cancer de eso6fago comparados con tejidos normales y confiere resistencia a la induccion de
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apoptosis por caspasa-3,promoviendo la tumorigénesis (Peng y cols, 2007; Esposito y cols,

2007; Zhang y cols, 2007).

A un nivel superior de regulacion, la activacion de la via PI3K-Akt/PKB-mTOR se
encuentra en muchos tumores. La activacion de varias isoformas de PI3K produce la
generacion de un segundo mensajero fosfatidilinositol-3,4,5-tris-fosfato (PIPs), que recluta
a Akt/PKB del citosol a la membrana plasmatica, donde Akt es activado por PDK1 (del
inglés 3’-phosphoinositide-dependent kinase 1). Fosfo-Akt fosforila (activa o inhibe) una
serie de sustratos, incluyendo BAD (lo cual permite su union a la proteina 14-3-3, que lo
secuestra impidiendo su accidn proapoptotica), GSK-3 (del inglés, glycogen-synthase
kinase-3), 6xido nitrico sintasa, mTOR, y el factor de transcripcion FOXO, que suprime la
transcripcion de genes proapoptoticos, incluyendo FAS-L y BIM. Asi, la activacion de la
via PI3K-Akt produce la inhibicion de la apoptosis. PTEN (del inglés, phosphatase and
tensin homolog) es una fosfatasa supresora de tumores que ejerce su funcion por la
defosforilacion de PIP;, impidiendo la cascada de PI3K-Akt. Es frecuente en muchos tipos
de tumores que PTEN se pierda por mutacion o delecion, y como resultado, la via de Akt

estd activada constitutivamente (Zivny y cols, 2010).

Las MAPKs (del inglés, Mitogen-activated protein kinase) son una familia de
serin/treonin quinasas que regulan respuestas celulares de varios estimulos extracelulares e
intracelulares, incluyendo citoquinas y factores de crecimiento. MAPKSs, regulan
principalmente  procesos celulares como proliferacion celular, supervivencia,
diferenciacion y apoptosis. Se han identificado tres subfamilias de MAPKs: ERK (del
inglés, extracelular signal-regulated kinases), JNK (del inglés, c-Jun N-terminal kinases) y
p38-MAPKSs. La translocacion de MAPKSs activadas al nucleo produce la fosforilacion de
varios factores de transcripcion, que consecuentemente pueden alterar la expresion génica
en los procesos celulares anteriormente mencionados. La disrupcion de la sefializacion de
MAPK juega un papel importante en la patogénesis del cancer incluyendo los tumores
hematoldgicos (Platanias, 2003). Por ejemplo, se ha detectado la activacioén constitutiva o
la sobreexpresion de ERK quinasa en la mayoria de las leucemias agudas, lo cual provoca
que la hematopoyesis se desarrolle de forma independiente de citoquinas (Milella y cols,

2005).
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El factor nuclear-kappa B (NF-KB) es importante en tumorigénesis, ya que la
pérdida de su regulacion normal estd asociada a un acelerado crecimiento, la resistencia a
la apoptosis y la formacién de metéstasis. Se ha observado una actividad constitutiva
nuclear de NF-KB en un gran ntimero de tumores sélidos y hematologicos, incluyendo
mieloma multiple, linfoma de Hodgkin, leucemia linfoide crénica de células B y subtipos

de linfoma no-Hodgkin (Nishikori y cols, 2003; Emmerich y cols, 1999).
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3. LA MELATONINA

3.1. INTRODUCCION

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) (Figura 5) fue descrita por primera
vez por Lerner y colaboradores en 1958. Es una indolamina conservada a lo largo de la
evolucion, desde bacterias, algas e invertebrados hasta vertebrados tanto mamiferos como
no mamiferos (Handerland, 1999). En vertebrados, es una hormona sintetizada en la
glandula pineal a partir de triptofano, pero también se ha observado su sintesis en la retina,
en el tracto digestivo y en otros muchos 6rganos (revisado en Vijayalaxmi y cols, 2002).
Dado que es una molécula lipo e hidrosoluble, atraviesa todas las membranas bioldgicas
incluida la barrera hematoencefalica (Poeggeler y cols, 2002). Ademads, recientemente se
ha visto que las células la captan de una forma dependiente de dosis y tiempo,
posiblemente a través de un transportador activo (Hevia y cols, 2008). Su sintesis y
secrecion en la glandula pineal siguen un ritmo circadiano, con un pico de secrecion

nocturno (Reiter, 1991).

8 > 3 || 5
CH,—CH,— NH—C—CH,
&

Melatonina

Figura 5. Estructura molecular de la melatonina

En un primer momento, la melatonina fue estudiada por su papel como mediador de
fenomenos dependientes del ritmo luz-oscuridad (Tamarkin y cols, 1976) y como
modulador de la conducta reproductiva en animales con reproduccion estacional (Reiter y

cols, 1976). Mas adelante, se descubridé que la melatonina poseia un amplio espectro de

Tesis Doctoral -31-



INSTITUTO
) s
Sara Casado Zapico 21| il

acciones entre las cuales cabe destacar su papel antioxidante (Tan y cols, 1993; Antolin y
cols, 1996; Mayo y cols, 2003), inmunomodulador (Maestroni y cols, 1986; Guerrero y
Reiter, 1992 y 2002), oncostatico (Hill y Blask, 1988; Mediavilla y cols, 1999; Sainz y
cols, 2005; Martin y cols, 2006) y citotoxico (Trubiani y cols, 2005; Garcia-Santos y cols,
2005; Bejarano y cols, 2009).

3.2. MECANISMOS DE ACCION

Los posibles mecanismos de accion de la melatonina pueden dividirse en dos

grupos:

3.2.1. Mediados por receptor

Se han descrito tres receptores de membrana para la melatonina. MT1 y MT2, son
proteinas con siete dominios transmembrana acoplados a proteinas G (Reppert y cols, 1994
y 1996). El ultimo, MT3, presenta un 95% de homologia con la quinona reductasa 2
humana (Nosjean y cols, 2000), un enzima con actividad oxidorreductasa implicada en los
mecanismos de detoxificacion celular. La via de transduccion de la sefial va a depender del
tipo de proteina G al que se encuentre acoplado el receptor. La mas clésica es la via de la
proteina G inhibidora (Gi), por la cual inhibe la adenilato ciclasa y como consecuencia
reduce los niveles de AMP ciclico. Debido a esto, se produce la inhibicidon de la protein
kinasa A, que a su vez afecta a factores de transcripcion implicados en el control del ritmo
circadiano, la regulaciéon de enzimas antioxidantes y también en algunos de sus efectos
antiproliferativos (Blask y cols, 2002; Rodriguez y cols, 2004). Ademas, esta transduccion
de la sefial por medio de las proteinas G puede activar fosfolipasa C, que a su vez activa la
via de la proteina quinasa C, estimulando la fosforilacién de calmodulina y modificando
los niveles de Ca*" intracelular (Soto-Vega y cols, 2004; Turjanski y cols, 2004; Dai y cols,
2002). La union de la melatonina a sus receptores de membrana también puede modular la
activacion de las cascadas de MAPK (Woo y cols, 2001; Chan y cols, 2001). Dado que
estas enzimas estan implicadas en la regulacion de la proliferacion y la muerte celular, se
sugiere que esta via podria dirigir la acciones antiproliferativas y diferenciadoras de la

melatonina (Woo y cols, 2001).

Existen también trabajos que demuestran que algunas de las acciones de la

melatonina podrian estar mediadas por su modulacion de la activaciéon a receptores

-32-Accion citotoxica de la melatonina en tumores hematoldgicos: Caracterizacion de los mecanismos de muerte



A2

A \ A
Y\ AL .y
A‘:“s‘“e;)h“& Introduccién

huérfanos nucleares (Steinhilber y cols, 1995; Urata y cols, 1999). RORal y RORa2
parece que estan implicados en algunos aspectos de la modulacién inmune, mientras que

RZRB se expresa en el sistema nervioso central, incluyendo la glandula pineal

(Weisenberg y cols, 1995; Carlberg, 2000).

3.2.2. Efectos no mediados por la unidn al receptor

La capacidad antioxidante directa de la melatonina no esta mediada por su union al
receptore. La melatonina es una molécula que actia como un donador de electrones y
detoxifica las especies reactivas del oxigeno. Debido a esta reaccion, la melatonina se
convierte en el radical catién indolil, puesto que tiene un electron desapareado. La
reactividad de este radical es baja, pero puede reaccionar con el oxigeno singlete para
producir N-acetil-N-formil-5-metoxikinuramina, que por si mismo es un potente depurador
de radicales libres (Tan y cols, 2001). Si la melatonina reacciona con dos moléculas de
radical hidroxilo, se convierte en 3-hidroximelatonina ciclica, que por numerosas
reacciones enzimaticas y no-enzimaticas se convierte en AFMK (Pandi-Perumal y cols,
2006). Es importante esta capacidad que muestra la N-acetil-N-formil-5-metoxikinuramina
para depurar el oxigeno singlete, ya que en ultimo término reduce la formacion de
radicales hidroxilo altamente reactivos y de aniones peroxinitrito (Ressmeyer y cols, 2003)

(Figura 6).

Gracias a esta accion depuradora de radicales libres, la melatonina media la
inhibicién de vias de sefalizacion implicadas en la proliferacion de ciertas células
tumorales, como células de glioma C6, en las cuales la melatonina produce un descenso de
los radicales libres que inhiben PKC y Akt asi como NF-kB, implicados en la
supervivencia y proliferacion de estas células tumorales, dando lugar por tanto a una

accion oncostatica de la indolamina (Martin y cols, 2006 y 2007).
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Figura 6. Capacidad de la melatonina para eliminar los radicales libres.

Otra de las acciones no mediadas por los receptores de la melatonina es su union e
inhibicién del complejo Ca®’-Calmodulina (Benitez-King y cols, 1993). Este complejo
ejerce su funcién a través de la regulacion de la actividad de una serie de quinasas
(denominadas CaM-quinasas), que actiian sobre numerosos procesos celulares, entre ellos
la proliferacion celular (Rasmussen y Jeans, 1987). De este modo, otro posible mecanismo
de accion de la melatonina seria la inhibicion tanto de la calmodulina (Benitez-King y cols,
1991 y 1993) como de sus moléculas efectoras, las CaM quinasas (quinasas dependientes
de calmodulina) (Benitez-King y cols, 1996). Por esta causa, este antagonismo de la
melatonina frente al complejo Ca**-Calmodulina se ha relacionado con los cambios en la
reorganizacion del citoesqueleto (Benitez-King y cols, 1993) y con la inhibicién de la
proliferacion en células MCF-7, de cancer de mama (Dai y cols, 2002; Del Rio y cols,

2004).
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3.3. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE LA MELATONINA

Se han realizado diversos estudios tanto in vitro como in vivo que demuestran la
capacidad de la melatonina para depurar distintos radicales. Asi, en estudios in vitro se ha
observado cémo depura las Especies Reactivas del Oxigeno como el radical hidroxilo
(OH) (Tan y cols, 1994), el radical superoxido (O,") (Cagnoli y cols, 1995) y el radical
peroxilo (ROO") (Mayo y cols, 2003). En los estudios realizados in vivo se ha demostrado
que la melatonina previene el dafio oxidativo sobre las proteinas, lipidos de membrana e
incluso ADN, inducido por agentes que producen radicales libres tales como el safrol (Tan
y cols, 1994), la radiacion (Vijayalaxmi y cols, 1995) o el paraquat (Melchorri y cols,
1995).

Ademas de una accion directa depuradora de radicales libres, también se ha visto
que la melatonina estimula los sistemas indirectos de defensa, es decir los enzimas
antioxidantes y el glutation. Los enzimas antioxidantes constituyen la primera linea de
defensa en la proteccion de células frente a las especies reactivas del oxigeno y del
nitrogeno mediante su metabolizacion a productos inocuos (Droge, 2002). La primera
reaccion enzimatica relativa al oxigeno implica a la enzima superdxido dismutasa (SOD,
del inglés, superoxide dismutase), mediante la cual dos moléculas de O, se transforman
en H,O,. Esta enzima tiene dos isoformas: CuZnSOD, que se encuentra en el citosol y
MnSOD, que se encuentra en la matriz mitocondrial. Estos enzimas poseen metales de
transicién (Cu®” y Mn’") en sus centros activos, permitiendo el rapido intercambio de
electrones entre dos O,". Aunque H,O; no es un radical por si mismo, es reactivo y se
convierte rapidamente en ‘OH en presencia del i6n hierro (Fe’") mediante la reaccion de
Fenton. Otros enzimas, como peroxidasas y catalasa (CAT, de sus siglas en inglés),
participan en la eliminacion de H,O, del ambiente celular. La peroxidasa mas abundante es
la glutatién peroxidasa (GPx, del inglés, glutathione peroxidase), que estd presente en el
citosol y en la mitocondria. Este enzima porta selenio en su centro activo. Utiliza glutation
reducido como sustrato para transferir electrones a H,O, (y otros peroxidos), generando
dos moléculas de agua. La catalasa es el segundo enzima que metaboliza H,O,. Se
encuentra principalmente en peroxisomas. Tiene una molécula de hierro en su centro
activo, y convierte dos moléculas de H,O, en una molécula de agua y oxigeno diatomico

(Sies, 1997). La melatonina aumenta la actividad de los principales enzimas antioxidantes
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(glutation peroxidasa, superoxido dismutasa y catalasa) (Barlow-Walden y cols, 1995;
Reiter, 1995; Okatani y cols, 2000). También aumenta el ARNm de estos enzimas y lo
hace tanto en tejidos como en lineas celulares sometidos a estrés oxidativo (Antolin y cols,
1996, Mayo y cols, 1998; Kottler y cols, 1998; Gémez y cols, 2005), como en células en
condiciones basales (Mayo y cols, 2002). Inhibe ademas las enzimas que cuentan con un
papel prooxidante como la 6xido nitrico sintasa (Pozo y cols, 1994) y la lipooxigenasa

(Steinhilber y cols, 1995).

Como resultado de estas acciones, se ha demostrado que presenta un efecto
citoprotector en células normales, puesto que previene el dafo producido por el estrés
oxidativo tanto in vitro como en modelos experimentales in vivo. Se ha observado que la
melatonina inhibe el dafio oxidativo inducido por compuestos usados para mimetizar los
dafios que se producen en enfermedades neurodegenerativas como la 6-OHDA (Mayo y
cols, 1998; Rodriguez-Blanco y cols, 2008), el glutamato (Herrera y cols, 2007) y el MPTP
(Acufia-Castroviejo y cols, 1997; Ortiz y cols, 2001; Antolin y cols, 2002). Este efecto
antioxidante también es responsable de su efecto antiproliferativo (Sainz y cols, 1993;

Martin y cols, 2006).

3.4. ACCION PROOXIDANTE DE LA MELATONINA

Estudios in vitro recientes en algunos tipos de células tumorales, describen un
incremento en la produccion de especies reactivas del oxigeno, un descenso en las defensas
antioxidantes y una disminucion del glutation reducido intracelular tras el tratamiento con
concentraciones elevadas del indol. Esta accion parece estar relacionada con la capacidad
citotoxica de esta molécula en dichas células, que es inhibida por otras moléculas
antioxidantes, lo cual sugiere que las especies reactivas del oxigeno se requieren para
producir este efecto (Osseni y cols, 2000; Wolfler y cols, 2001; Cristofanon y cols, 2009;
Bejarano y cols, 2011).
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3.5. CAPACIDAD INMUNOMODULADORA

Una de las principales dianas de la melatonina en el organismo es el sistema
inmunitario, puesto que parece ejercer un efecto inmunomodulador y potenciador de la
respuesta inmunitaria. Se ha observado la produccion de cantidades relevantes de
melatonina en células mononucleadas sanguineas humanas, lo cual indicaria un efecto
intracrino y paracrino en la regulacion del sistema inmune (Carrillo-Vico y cols, 2004). Se
ha visto que esta regulacion estd mediada por los receptores de melatonina tanto nucleares
como de membrana observados en linfocitos T CD4" y CDS8 y en células B. A través de
estos receptores, la melatonina modula la respuesta proliferativa de linfocitos estimulados e
induce la produccidn de citoquinas en células mononucleares sanguineas humanas mediado
por su receptor nuclear (Garcia-Maurino y cols, 1997; Pozo y cols, 1997; Maestroni,

2001).

También potencia la presentacion de antigenos a las células T en macrofagos
esplénicos con un incremento en la expresion de MHC de clase II y sintesis de citoquinas
proinflamatorias IL-1 y TNF-f3. Ademas, la melatonina induce la produccion de IL-12 para
la diferenciacion de células T en el fenotipo Thl. El efecto activador de la melatonina en el
sistema inmune estd mediado por la regulacion de la expresion de citoquinas en el bazo,
timo, nddulos linfaticos y médula dsea. Se ha observado un incremento en la expresion de
M-CSF, TNF-a, TGF-3 y SCF en macrofagos peritoneales, mientras que IL-1[3, IF-y, M-
CSF, TNF-a y SCF se incrementa en células esplénicas de ratones tratados con
melatonina. Gracias a esta estimulacién en la produccion de citoquinas, la melatonina
potencia la fagocitosis e incrementa la actividad de las células Natural Killer (Maestroni y
cols, 1986; Angeli y cols, 1987; Pioli y cols, 1993; Lin y cols, 2001). Ademas, la
melatonina dirige la respuesta inmune hacia las células T-helper, produciendo un aumento
en la sintesis de citoquinas, principalmente de interleukina-2 e interferén y y de péptidos

opioides (Del Gobbo y cols, 1989; Maestroni y Conti, 1990; Colombo y cols, 1992).
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3.6. ACCION ANTITUMORAL

La accion antitumoral de la melatonina es distinta segun el tipo de cancer, por ello
se dividen sus efectos en antiproliferativos, es decir impide el crecimiento de las células

tumorales y citotoxicos, induce un proceso de muerte en células tumorales.

3.6.1 Efectos antiproliferativos

Las vias intracelulares implicadas en los efectos citostaticos de la melatonina han
sido estudiadas fundamentamente en tumores endocrinos, y dentro de estos la mayor parte
de los estudios se centran en el cancer de mama. Estos efectos citostaticos se han

observado a concentraciones bajas (nanomolares).

Este efecto parece estar relacionado fundamentalmente con su union a receptores de

membrana o al complejo Ca-Calmodulina, o con sus efectos antioxidantes.

Asi, en el cancer de mama, el receptor MT1 induciria una disminucién en los
niveles de AMP (Gonzélez y cols, 2007), que inhibiria la expresion génica de promotores
especificos de la aromatasa (Martinez-Campa et al, 2009), cuya disminucion produciria a
su vez inhibicidn de la sintesis del receptor de estrogenos (Cos y cols, 2006). Ademas de
inhibir la sintesis del receptor de estrogenos, la union de melatonina a su receptor y
consecuente activacion de las proteinas Gi estd implicada en la inhibicion de la

transactivacion de este receptor (Lai y cols, 2008).

La union de melatonina al complejo Ca-Calmodulina induce cambios
conformacionales en el complejo receptor de estrogenos a-calmodulina, inhibiendo su
unién al ADN y previniendo la transcripcion dependiente de estrogenos (Del Rio y cols,
2004). Uno de los genes cuya transcripcion depende de esta union es el de la Ciclina D1,
cuya inhibicion transcripcional induce la parada en el ciclo en G1 (Cini y cols, 2005)
descrita previamente por el grupo de Cos (Cos y cols, 1991; Cos y cols, 1995; Cos y cols,
1996).

Las propiedades antioxidantes de la melatonina también estdn implicadas en este
efecto, ya que la melatonina necesita del glutation para tener un efecto antiproliferativo en
el cancer de mama (Blask y cols, 1997). Esta molécula es un sustrato necesario para la

actividad de la enzima glutation peroxidasa, cuya expresion se ha visto elevada por la
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melatonina a concentraciones bajas en otros modelos experimentales (Kotler y cols, 1998;
Martin y cols, 2002; Mayo y cols, 2002; Rodriguez y cols, 2004; Gémez y cols, 2005). La
implicacion de la capacidad antioxidante de la melatonina en sus efectos antitumorales ha

sido demostrada por Chiang y cols (2003) y ha sido revisada por Karbownik (2002).

Durante los ultimos afios también se ha involucrado en los efectos antiproliferativos
de la melatonina la inhibicion de la captacion por las células tumorales de acidos grasos del
plasma, como el linoléico (Blask y cols, 1999; Blask y cols, 2003) y a la inhibicién de la
actividad telomerasa inducida por estrogenos (Martinez-Campa y cols, 2008). Estos efectos

estarian mediados por MT1, al menos en hepatoma (Sauer y cols, 2001; Blask, 2004).

En el cancer de prostata se ha visto que la activacion de MT1 activa PKC y PKA
que median la elevacion de p27, que sera la responsable de la inhibicion del ciclo celular.
Estas también median la inhibicion de la via de sefalizacion del receptor de estrogenos
activado (Tam y cols, 2007; Tam y cols, 2008). La uniéon a MT1 hace que la melatonina
regule el metabolismo celular en el hepatoma, inhibiendo la captacion de acidos grasos del

plasma.

Aunque la melatonina presenta efectos citostaticos, en la mayoria de los tumores
estudiados, a concentraciones bajas (nanomolares), hay otros tumores resistentes a estas
condiciones en los que si se eleva la concentracion de melatonina (micromolar) esta
también puede inhibir su proliferacion. Este es el caso del cancer de ovario (Sainz y cols,
2003), del cancer de prostata andrégeno independiente (Sainz y cols, 2005), o del glioma
(Martin y cols, 2006). En estos casos el mecanismo de accion es diferente, no estando
implicados los receptores de la hormona y estando mas en relacion con su efecto
antioxidante. En el glioma, por ejemplo, la melatonina reduce los niveles basales de
oxidantes intracelulares, lo cual impide la activacién de la protein quinasa C con la
consecuente inhibicion de la activacion de AKT y NF kappa B, y a su vez la inhibicion de
p21, modulando el ciclo celular y en ultima instancia, induciendo la inhibiciéon de la

proliferacion (Martin y cols, 2006; Martin y cols, 2007).
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3.6.2. Efectos citotoxicos

La melatonina también ejerce una accidén proapoptética en algunos tipos de células
tumorales. Estos efectos se han observado en linfoma de Burkitt (Trubiani y cols, 2005), en
cancer de colon (Wenzel y cols, 2005), en tumores de la familia del sarcoma de Ewing
(Garcia-Santos y cols, 2006), en hepatocarcinoma (Martin-Renedo y cols, 2008), en
leucemia mieloide aguda (Rubio y cols, 2007; Bejarano y cols, 2009) y en céancer de

pancreas (Leja-Szpak y cols, 2010).

Ademas, a estos estudios habria que afadir algunos otros que demuestran que la
melatonina aumenta la sensibilidad a la quimioterapia (Wilson y Blask, 1992; Wdlfler y
cols, 2001; Sainz y cols, 2008; Casado-Zapico y cols, 2010), asi como reduce la toxicidad
de estos tratamientos en pacientes con distintos tipos de tumores (Lissoni y cols, 1996 y

1999).

Los mecanismos de accién proapoptdtica de la melatonina son variados,
dependiendo del tipo de tumor. Parece que esta accion estd mediada en algunos casos por
la via intrinseca de la apoptosis, ya que se ha observado una regulacion a la baja de Bcl-2 y
a la alta de Bax, depolarizacion de la membrana mitocondrial, liberacién del citocromo ¢ e
induccion de la actividad Caspasa-9, en varios tipos tumorales como el linfoma de Burkitt
(Trubiani y cols, 2005) y leucemia mieloide aguda (Rubio y cols, 2007; Bejarano y cols,
2009). En otros tipos tumorales, como el hepatocarcinoma, se ha observado que la accién
proapoptética de la melatonina esta mediada por ambas vias apoptoéticas, la intrinseca y la
extrinseca, por activacion de la caspasa-8. También se ha visto que la melatonina regula a
la alta JNK y p38, asi como una inducciéon a la parada en G2/M con un aumento
simultaneo de la expresion de p53 y p21 (Martin-Renedo y cols, 2008). Més recientemente,
la induccion de apoptosis por la melatonina en células de carcinoma pancreatico
demuestran que la melatonina ejerce su accidn citotoxica a través de la via intrinseca por
estimulacion de Bax y Caspasa-9, ademas en este caso podrian estar implicados los

receptores de melatonina Mel-1 A/B (Leja-Szpak y cols, 2010).
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Actualmente el tratamiento de los tumores hematologicos se aborda
principalmente a través de la quimioterapia, los nuevos farmacos antitumorales
biologicos y en algunos casos el transplante tanto autdlogo como heterélogo de
progenitores hematoldgicos. Aunque estos tratamientos han aumentado la supervivencia
de los pacientes con este tipo de tumores, la mortalidad sigue siendo alta sobre todo en
algunos subtipos de leucemia, debido principalmente a la propia enfermedad o a los
efectos secundarios derivados del tratamiento. Por este motivo, se requieren nuevas

terapias que, a ser posible, no produzcan estos efectos indeseables en el paciente.

La melatonina ha demostrado tener capacidades antiproliferativas y citotoxicas
en una amplia variedad de células tumorales, ademés de su efecto citoprotector sobre
células normales. Por estas razones, los objetivos abordados en este trabajo han sido los

siguientes:

1. Estudiar el efecto de la melatonina sobre lineas celulares derivadas de
tumores hematoldgicos asi como en células de pacientes mediante ensayos ex vivo.

2. Analizar las posibles vias intracelulares implicadas en los efectos
biologicos de la melatonina sobre estos tumores hematoldgicos.

3. Estudiar el posible efecto de la combinacion de la melatonina con
quimioterapicos utilizados habitualmente en el tratamiento de tumores hematolédgicos.

4. Comprobar los efectos observados en cultivos celulares y en las células

de pacientes en un modelo animal in vivo.
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Material y Métodos

1. MATERIALES

Todos los reactivos utilizados para el cultivo celular fueron suministrados por
Sigma (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), excepto el suero fetal bovino (FBS) y
el factor de crecimiento rthGM-CSF (Recombinant Human Granulocyte-Macrophage
Colony Stimulating Factor), que fueron adquiridos a GIBCO (Invitrogen Life
Technologies, Barcelona, Espafa). Los frascos y las placas de cultivo fueron comprados a
Falcon (Becton Dickinson BioScience, Le Pont de Claix, Francia). La melatonina y el resto

de los reactivos fueron adquiridos a Sigma, salvo indicacion expresa.
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2. CULTIVOS CELULARES

2.1. LINEAS CELULARES DE TUMORES HEMATOLOGICOS

Para llevar a cabo el estudio se han utilizado seis lineas celulares derivadas de
tumores hematologicos. HL-60 (Leucemia Mieloide Aguda, LMA); REH (Leucemia
Linfoide Aguda, LLA); CA-46 y RAMOS-1 (Linfoma de Burkitt Humano, LB); RAJI
(Linfoma de Burkitt Humano, LB con el virus de Epstein-Barr), que fueron suministradas
por la DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures, Braunschweig,
Alemania). La linea celular K-562 (Leucemia Mieloide Cronica, LMC) fue cedida por el
Dr. Ricardo Sanchez Prieto (Universidad de Albacete, Albacete, Espana). Las lineas
celulares de Leucemia Mieloide Aguda U-937 y MV-4-11, fueron suministradas por la
ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA). Las lineas celulares
fueron cultivadas en medio Roswell Park Memorial Institute 1640 medium (RPMI),
suplementado con 10% de suero fetal bovino (excepto para la linea celular REH, con la
que fue usado un 20% de FBS), 100 pg/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y 25
Hg/ml de anfotericina B. El cultivo se mantuvo en un Flask T75 y se incub6 a 37°C en una
atmosfera con 5% de CO,. Las células fueron subcultivadas al menos una vez por semana

utilizando una dilucion 1:20.

La linea celular HL-60 fue transfectada en el laboratorio del Dr. Malcolm A.S.
Moore (Memorial Sloan Kettering Cancer Center, NY, USA) con un vector lentiviral que
expresa el gen de fusion proteina fluorescente verde mejorada (eGFP)/luciferasa. Esta linea
celular fue cultivada en medio Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM)
suplementado con 10% de FBS, 100 pig/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y 25
Hg/ml de anfotericina B. El cultivo se mantuvo en las mismas condiciones descritas para

las anteriores lineas celulares.

En los procesos de subcultivo y recogida asi como en los cambios de medio, al ser

células en suspension se centrifugaron a 500xg durante 5 minutos. El sedimento resultante
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se utiliz6 para el mantenimiento del cultivo o para la realizacion de experimentos. Las
lineas celulares fueron sembradas 24 horas antes de realizar los tratamientos, a una
densidad constante de 20000 células/ml, excepto para la linea celular REH con la que se

usaron 75000 células/ml. Los experimentos se llevaron a cabo entre los subcultivos 4 y 22.

3. AISLAMIENTO DE CELULAS MONONUCLEADAS

Las muestras de médula 6sea y de sangre periférica de pacientes con LMA al
diagnostico y las muestras de sangre periférica de donantes sanos fueron suministradas por
el Hospital Universitario Central de Asturias. Las muestras fueron recogidas durante un
examen de rutina tras la obtencion del consentimiento informado de acuerdo a los
protocolos aprobados por el Comité de Etica del Servicio de Salud del Principado de
Asturias. Las células mononucleadas fueron aisladas por un gradiente de densidad de
Ficoll y fueron cultivadas en medio RPMI suplementado con 10% de FBS, 100 pg/ml de
penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y 25 pg/ml de anfotericina B y el factor de
crecimiento hGM-CSF. Las células fueron mantenidas en un Flask T25 y se incubaron a

37°C en una atmosfera con 5% de CO,.

En los procesos de subcultivo y recogida asi como en los cambios de medio, se

realizaron los mismos procedimientos que en las lineas celulares.

Para los experimentos, las células fueron sembradas 24 horas antes de realizar los

tratamientos, a una densidad constante de 50000 células/ml.
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4. TRATAMIENTOS

Para realizar los distintos experimentos, las células fueron sembradas a la densidad
indicada anteriormente en la placa correspondientes a cada ensayo, siendo los volimenes

de medio de cultivo usados en cada caso ajustados de la siguiente manera:

Tipo de placa Volumen
Placas de 96 pocillos 100 pl
Placas de 24 pocillos 600 pl

Placas de 6 pocillos 3ml
Placas de 60 mm 4,5 ml
Placas de 100 mm 12 ml

4.1. FARMACOS

Los distintos compuestos se afiadieron al medio de cultivo a las concentraciones
indicadas en el apartado de “Resultados”, a partir de disoluciones 10X para las placas de
96 y 24 pocillos y 100X para las placas de 6 pocillos y de 60 mm y 100 mm
respectivamente. Las soluciones stock de las que se partid para preparar dichas soluciones

aparecen en la siguiente tabla:

Farmaco Solucion

Doxorrubicina 5 mM al 100% de DMSO
Etoposido 10 mM al 50% de DMSO
Ifosfamida 100 mM en H,O
Melatonina 100 mM al 20% de DMSO
Vincristina 1 mM al 100% de DMSO
Wortmanina 10 mM al 100% de DMSO
Clon ZB4 1 mg/ml en PBS
Clon NOK1 1 mg/ml en PBS
DCFH-DA 10 mM al 100% de DMSO
SB216763 20 mM al 100% de DMSO
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En todos los casos se afiadidé un grupo control con la concentracion mas alta del

solvente, en funcion del farmaco utilizado.

5. ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR

5.1. ENSAYOS DE REDUCCION DE MTT

Esta técnica estd basada en la reaccion de reduccién por la succinato
deshidrogenasa mitocondrial de la sal de tetrazolium bromuro de 3-[4,5-dimetil-2-tiazol-
i1]2,5-difenil tetrazolio (MTT) a MTT formazan. Este compuesto puede ser cuantificado
espectrofotométricamente utilizando una longitud de onda de 570 nm. La cantidad de
formazan producido es directamente proporcional al nimero de células metabolicamente
activas (Denizot y cols, 1986).

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos en el volumen final y la
concentracion adecuados para cada caso. Por cada experimento se realizaron siete réplicas
de cada grupo. Una vez realizados los tratamientos correspondientes con los distintos
farmacos, se afadié a cada pocillo 10 pl de una solucion de MTT (5 mg/ml en PBS,
esterilizada por filtracion), incubandose las células durante 4 h a 37°C y en una atmoésfera
con 5% de CO, en oscuridad. Tras este tiempo, se afiadieron 100 pl de una solucion de lisis
(20% Sodium Dodecil Sulfato y 50% de N-N-dimetilformamida pH4,7), y se incubo toda
la noche a 37°C y en oscuridad. Las muestras se midieron a una longitud de onda de 570
nm en un espectrofotometro de placa pQuant (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT,
USA).

5.2. DETERMINACION DE LA LDH

Este ensayo consiste en la determinacion indirecta de la muerte celular mediante la
actividad de un enzima citosélico constitutivo, lactato deshidrogenasa (LDH). Este enzima
citosolico puede encontrarse en el medio si se produce una rotura de la membrana celular.
La medida de la actividad de este enzima en el medio (LDH liberada), es relativizada con

respecto a la actividad total presente en el cultivo celular (LDH total); siendo esta ultima
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proporcional al nimero total de células existentes en el cultivo celular. La relacion LDH
liberada/LDH total nos permite diferenciar entre procesos de muerte celular (en los que
aumenta la LDH liberada al medio, y la LDH total que disminuye) e inhibicion de la
proliferacion celular (donde no aumenta la LDH liberada al medio y la LDH total
disminuye).

La reaccion catalizada por la lactato deshidrogenasa (Figura ) es la reaccion de
oxidacion del lactato a piruvato a pH 8,5, empleando el NAD" como aceptor de H'. El
NADH resultante actua como cofactor de otro enzima, la diaforasa, que reduce la sal de
tetrazolio, INT (p-lodonitetrazolio violeta, 2-[4-iodofenil]-3-[4-nitrofenil]-5-feniltetrazolio
clorhidrico), a INT formazan, que puede ser medido espectrofotométricamente utilizando
una longitud de onda de 490 nm (Decker y Lohmann-Matthe, 1988). La medida de

reduccion de esta sal es directamente proporcional a la cantidad de enzima presente en la

muestra.
LACTATO FADH,
NAD+ * T
LDH 1aforasa
NADH ORMAZAN
v v
PIRUVATO FAD

Figura 7. Esquema de las reacciones que tienen lugar en el ensayo de liberacion de LDH.
LDH, lactato deshidrogenasa; NAD+, nicotidamina-adenina-dinucleotido; NADH, nicotidamina-
adenina-dinucledtido reducido; FAD, flavina-adenina-dinucle6tido; FADH,, flavina-adenina-
dinucleotido reducido.

Para los ensayos de actividad LDH, las células se sembraron en placas de 24
pocillos con el volumen final y la concentracion apropiados a cada caso. Por cada
experimento se realizaron 3 réplicas de cada grupo. Tras el tiempo correspondiente a los
distintos tratamientos, se determind la actividad LDH en el medio de cultivo (LDH
liberada) y la actividad total (LDH total) siguiendo las instrucciones del kit comercial /n
Vitro Toxicology Assay, LDH based Tox-7. Se retiraron 100 pl del medio de cultivo de
cada pocillo (dos réplicas por muestra) y se pasaron a una placa de 96 pocillos para
determinar la LDH liberada por las células. Para determinar la LDH total se lisaron las

células, afiadiendo al medio de cultivo 40 pl de tampon de lisis (Tris-HCL 50 mM, pH 7,4
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y Triton X-100 10% (v/v)), incubandolas durante 1 h a 37°C. Una vez lisadas las células, se
retiraron 100 pl del lisado celular y se pasaron a la placa de 96 pocillos. Para la reaccion de
deteccion de la actividad LDH, se preparé una mezcla de reaccion Lactato:INT:Diaforasa
1:1:1, en fresco a partir de los stocks:
1) Solucién de Lactato 36 mg/ml en Tris 10 mM, pH 8,5;
2) Solucién de INT 2 mg/ml en 10% v/v DMSO en PBS;
3) Solucién 13,5 U/ml diaforasa, 3% p/v BSA, 1,2% p/v Sacarosa, 3 mg/ml
NADH en PBS.
A cada pocillo de la placa de 96 se afiadieron 60 pl de la mezcla de reaccion y se
incubaron 20 minutos en oscuridad a temperatura ambiente y en agitacion. Tras este
tiempo se realizd la medida espectrofotométrica de las muestras a 490 nm en un

espectrofotometro de placa pQuant (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA).

6. ENSAYOS MORFOLOGICOS MEDIANTE
MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Para llevar a cabo el analisis morfologico las células HL-60 se sembraron en placas
de 100 mm a la densidad adecuada. Una vez finalizados los tratamientos, se recogieron las
células y se resuspendieron en 500 pl de medio de cultivo sin suero. Se anadieron 500 pl
de glutaraldehido al 3% (volumen/volumen) en tampon fosfato 0,1 M (pH 7,3). Se dejaron
fijar las células durante 2 horas a temperatura ambiente. Tras este tiempo, se centrifugaron
a 500xg durante 5 minutos, se retird el sobrenadante y se resuspendieron en 25 pl de
tampon fosfato 0,1 M (pH 7,3). Se afiadieron 25 pl de agar al 2% (peso/volumen) en PBS,
y se sumergio la gota con las células en tetradxido de osmio durante 15 minutos a 4°C.
Finalmente, las células fueron deshidratadas en acetona y sumergidas en resina SPURR
(EMS, Fort Washington, PA, USA) y los bloques fueron polimerizados a 70°C durante 48
horas. Se obtuvieron secciones ultrafinas (70-90 nm) con ayuda de un ultramicrotomo
(Ultracut-E, Reichert-Jung, Austria). Estas secciones se contrastaron con acetato de uranilo

al 2% (peso/volumen) en agua y citrato de plomo segin Reynolds (1973), siendo después

Tesis Doctoral-53-



INSTITUTO
UNIVERSITARIO
. / DEONCOLOGIA
Sara Casado Zapico gﬁ&( Liil

observados y fotografiados con un microscopio electrénico de transmision modelo Jeol

EM-1011 (JEOL, Japdn) trabajando a 100 KV.

7. ESTUDIOS DE CITOMETRIA DE FLUJO

7.1. DETERMINACION DE APOPTOSIS: ENSAYO DE ADHESION DE LA
ANEXINA V

La apoptosis se caracteriza por ciertas caracteristicas morfologicas, entre ellas la
pérdida de la asimetria de la membrana plasmatica, siendo este uno de los sucesos
acaecidos durante los estadios iniciales del proceso apoptotico. En las células apoptoticas,
el fosfolipido de membrana fosfatidilserina, es translocado de la parte interna de la

membrana plasmatica a la externa.

La anexina V es una proteina de entre 35-36 KDa, dependiente de Ca”", que se une
a fosfolipidos y especialmente tiene una alta afinidad por la fosfatidilserina, uniéndose a

las células que la exponen en su superficie (Pigault y cols, 1994).

Para la determinacién de los niveles de apoptosis por este método, se utiliza
anexina V conjugada con el fluorocromo ficoeritrina (PE) en combinacion con 7-Amino-
Actinomicina (7-AAD), que nos permite determinar la viabilidad celular, ya que su entrada

en la célula indica roturas de membrana y por tanto, pérdida de la viabilidad.

Los resultados se obtienen en forma de grafico, donde uno de los ejes representa la
fluorescencia emitida por la anexina V-PE mientras que el otro representa la fluorescencia
emitida por el 7-AAD (Figuras 8 y 9). De esta manera podemos distinguir cuatro

poblaciones celulares:

1) Células viables: no incorporan 7-AAD ni presentan la union de anexina-V.

2) Células necroéticas: Incorporan 7-AAD pero no presentan la union de
anexina-V.

3) Células apoptoéticas tempranas: No incorporan 7-AAD pero si presentan

union de anexina-V.
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4) Células apoptoticas tardias: Incorporan 7-AAD y presentan union de

anexina-V.

a5

Anexina

7-AAD

=

134

=

101

=

10" 10! 10? 10®

Anexina

Figura 8. Ejemplo de la determinacion de cuadrantes para el andlisis de la apoptosis
medida por citometria de flujo mediante el método de union de la anexina.

Asi, la grafica quedaria dividida en cuatro cuadrantes correspondientes a estas

poblaciones celulares:

FL-3 (7-AAD)

Células Necroticas Células AROPtOtlcaS
tardias
Células Vivas C¢lulas Apoptoticas
tempranas
FL-1 (Anexina-V-PE)

Figura 9. Representacion esquematica de las cuatro poblaciones determinadas por los
cuadrantes en el analisis de apoptosis medido por el método de unién de anexina.
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El protocolo se llevo a cabo siguiendo las especificaciones del PE Annexin V
Apoptosis Detection Kit I (BD BioSciences). Las células se sembraron en placas de 100
mm a la densidad apropiada. Tras realizar los tratamientos pertinentes, se recogieron las
células y se centrifugaron 5 minutos a 500xg y a temperatura ambiente. Una vez retirado el
sobrenadante, se lavaron una vez con PBS. Tras el lavado se resuspendieron en el tampon
de union (10 mM HEPES/NaOH, pH 7,4; 140 mM NaCl; 2,5 mM CaCl,), a una densidad
aproximada de 10> células/ml y se tomaron 500 pl de dicha suspension celular a los que se
anadieron 5 pl de anexina y 5 pl de 7-AAD. Se incubaron las células 15 minutos en
oscuridad a temperatura ambiente. Tras este tiempo, las muestras se midieron en un
citometro de flujo FACScalibur (Becton Dickinson, Franklin Lanes, New Jersey, USA)
equipado con un laser de argdn, a una longitud de onda de 488 nm para la excitacion y 585
nm para la emision en el caso de la anexina (FL2) y 488 nm para la excitacion y 670 para
la emision del 7-AAD (FL3). En todos los casos se midieron 10000 células por muestra y
tres muestras por grupo experimental. El andlisis de los resultados se llevo a cabo con el

software FlowJo (TriStar, Ashland, Oregon, USA).

7.2. _CUANTIFICACION DE__LOS NIVELES DE __PEROXIDOS
INTRACELULARES

Este ensayo permite analizar el estado oxidativo intracelular utilizando diacetato de
2’,7 -diclorofluoresceina (DCFH-DA), molécula de bajo peso molecular, no fluorescente y
no polar, que difunde libremente a través de la membrana celular. En el citoplasma,
estearasas intracelulares catalizan la escision del grupo diacetato (DA), liberando DCFH
(2°,7’-diclorofluoresceina), que es un compuesto polar, no fluorescente, incapaz de
difundir libremente a través de la membrana celular. Este compuesto puede ser oxidado por
radicales libres intracelulares, principalmente peroxidos intracelulares, dando como
resultado la molécula fluorescente 2°,7’-diclorofluoresceina (DCF). La fluorescencia

emitida es indicativa del nivel de perdxidos intracelulares.

Las células se sembraron en placas de 6 pocillos con el volumen final y la
concentracion apropiados para cada caso. Por cada experimento se realizaron tres réplicas
de cada grupo. Una vez realizados los tratamientos, se recogieron las células y se
centrifugaron durante 5 minutos a 500xg. El sedimento resultante fue resuspendido en 500

pl de medio sin suero con 10 pM de DCFH-DA, también se incluyé un grupo sin
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fluorocromo. Las células fueron incubadas en esta solucion en oscuridad, 20 minutos a
37°C. Tras este tiempo, se centrifugaron durante 5 minutos a 500xg. Se retiro el
sobrenadante y el sedimento resultante fue resuspendido en 500 pl de PBS, al que se
anadid también 5 Yl de Ioduro de propidio (IP) de un stock de 50 pg/ml en PBS
(concentracion final por muestra 0,5 pg/pl) con la excepcion del grupo correspondiente al
control de fluorescencia basal. La incorporacion de IP a las células es un marcador de

muerte celular, y lo utilizamos para descartar las células muertas de la poblacion a analizar.

La fluorescencia de cada muestra celular emitida por la DCF fue medida en un
citometro de flujo Beckman Coulter FC500 equipado con un laser de argon, con un filtro
de excitacion para 488 nm y otro de emision para 525 nm. Para detectar el IP incorporado

se utilizo un filtro de excitacion para 488 nm y otro de emision para 675 nm.

En todos los casos se determind la fluorescencia de 10000 células vivas por
muestra. Los datos obtenidos fueron analizados con el software Cytomics RXP (Beckman
Coulter). Se obtuvo asi la mediana de la fluorescencia emitida por la poblacion analizada
que posteriormente fue utilizada para el analisis estadistico. Un ejemplo del analisis de
datos para la determinacion de estos oxidantes intracelulares se muestra en la figura 10, en
ella se observa la fluorescencia de la DCF, del IP, y en la ultima ventana se delimitan las

células a analizar, ya que gracias al IP descartamos las células muertas.
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Figura 10. Representacion en forma de histograma de la fluorescencia obtenida para el
ioduro de propidio (IP) y la fluorescencia obtenida para la DCF. Representacion integrada, en
forma de citograma de los niveles de fluorescencia para la DCF (eje de abscisas) y el IP (eje de
ordenadas).
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8. MEDIDAS DE ACTIVIDADES CASPASAS

Las caspasas son una familia de cistein-proteasas que participan en la muerte
celular programada, siendo de especial importancia en el transcurso de la apoptosis. La
caspasa-8, es principalmente, la caspasa iniciadora del proceso apoptédtico mediado por la
via extrinseca; la caspasa-9, en cambio es la iniciadora cuando la apoptosis ocurre por la
via intrinseca. La caspasa-3 es la caspasa efectora de la apoptosis por las dos vias, y es la
mas estudiada en mamiferos ya que su activacion indica que el proceso de muerte celular

por apoptosis es irreversible (Nicholson y cols, 1995).

8.1. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD CASPASA-3

Para la determinacion de la actividad caspasa-3 se utiliz6 un kit fluorimétrico
(Caspasa-3 assay kit, fluorimetric, Sigma). El ensayo se basa en la hidrolisis del péptido
sustrato  acetil-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-metilcumarina (Ac-DEVD-AMC) por la
caspasa-3, dando lugar a un producto fluorescente 7-amino-4-metilcumarina (AMC),
siendo las longitudes de onda de excitacion y emision de este compuesto de 360 nm y 460

nm respectivamente (Figura 11).

Ac-DEVD-AME—— Ac-DEVD + AMC
Caspasa-3

Figura 11. Esquema de la reaccion de hidrolisis catalizada por Caspasa-3. Ac-DEVD-
AMC, acetil-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-metilcumarina; Ac-DEVD, acetil-Asp-Glu-Val-Asp;
AMC, 7-amino-4-metilcumarina.

La concentracion de AMC que se genera en la reaccion es calculada en base a una
curva patroén que se obtiene partir de concentraciones conocidas de AMC.

Para determinar la actividad caspasa-3, las células se sembraron en placas de 100
mm a la concentracion y el volumen adecuados para cada caso. Tras el tratamiento de las
células con los farmacos pertinentes, se recogieron y posteriormente se centrifugaron

durante 5 minutos a 500xg y a temperatura ambiente. Se retird el sobrenadante y el
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sedimento celular fue lavado con PBS. Para extraer las proteinas, las células fueron
resuspendidas en 100-150 pl de solucién de lisis (50 mM HEPES, pH 7,4, 5 mM CHAPS,
5 mM DTT), tras lo cual fueron incubadas en hielo durante 20 minutos. Transcurrido este
tiempo, las muestras se centrifugaron a 14000xg durante 15 minutos a 4°C, recogiéndose
los sobrenadantes. Estos extractos protéicos obtenidos se almacenaron a -80°C hasta que se

realiz6 la medicion de la actividad enzimatica.

La medicién de la actividad enzimatica fue realizada en placas de 96 pocillos. En
cada pocillo se afiadieron 200 pl de la mezcla de reaccion (20 mM HEPES ph 7.4, 0,1%
p/v CHAPS, 5 mM DTT, 2 mM EDTA, 10 mM Ac-DEVD-AMC) y 5 ul del extracto
protéico o de las distintas diluciones de AMC para el caso de la curva patrén. Las
concentraciones empleadas para realizar la curva patréon fueron 5 UM, 2,5 uM, 1,25 uM,
625 nM, 312,5 nM. Con el fin de comprobar la especificidad de la reaccion medida, se
llevo a cabo una réplica de todas las muestras a las que se afnadieron 2 pl/muestra de un

inhibidor especifico de la actividad caspasa-3 (Ac-DEVD-CHO).

Todas las muestras se incubaron durante 1,30 h en oscuridad y a temperatura
ambiente. Las diluciones de AMC para la curva patron se anadieron justo antes de
proceder a la medida de la actividad caspasa en un fluorimetro de placa (FLx800, Bio-Tek
Instruments, Inc., Winooski, VT, USA), a las longitudes de onda previamente

mencionadas.

Los resultados obtenidos fueron relativizados respecto a la cantidad de proteinas
presentes en cada muestra, la cual fue determinada empleando un reactivo colorimétrico
(Protein Assay, Biorad, Hércules, CA, USA) basado en el método descrito por Bradford

(1976). Para cada muestra se preparo6 la siguiente mezcla:

795 pl de H,O
5 Pl de muestra protéica
200 pl de reactivo colorimétrico
Las muestras se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente y se midieron
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 595 nm en un espectrofotdmetro de

placas (UQuant, Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA). La concentracion de
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proteinas se calcul6 a partir de una recta patron realizada con concentraciones conocidas de
albiimina estando estas comprendidas entre 0-20 pg/ml.
Los resultados finales de la actividad caspasa-3 se expresaron como nmol AMC/ug

de proteina.

8.2. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD CASPASA-8

Para la determinacién de la actividad Caspasa-8 se utilizdé un kit fluorimétrico
(Caspasa-8 Activity Assay kit, fluorimetric, Calbiochem). El ensayo se basa en la hidrolisis
del péptido sustrato acetil-Ile-Glu-Thr-Asp-7-amino-4-trifluorometilcumarina (Ac-IETD-
AFC) por la caspasa-8, dando lugar a un producto fluorescente 7-amino-4-
trifluorometilcumarina (AFC), siendo las longitudes de onda de excitacion y emision de

este compuesto de 400 nm y 505 nm respectivamente (Figura 12).

Ac-IETD-AFC—AC-IETD + AFC
Caspasa-8

Figura 12. Esquema de la reaccion de hidrolisis catalizada por Caspasa-8. Ac-IETD-AFC,
acetil-lle-Glu-Thr-Asp-7-amino-4-trifluorometilcumarina; ~ Ac-IETD,  acetil-Ile-Glu-Thr-Asp;
AFC, 7-amino-4-trifluormetilcumarina.

En este caso la actividad enzimatica se mide como Unidades de Fluorescencia
Relativas.

Para determinar la actividad caspasa-8, las células se sembraron en placas de 100
mm a la concentracion y el volumen adecuados para cada caso. Tras el tratamiento de las
células con los farmacos pertinentes, se recogieron, y posteriormente se centrifugaron
durante 5 minutos a 500xg y a temperatura ambiente. Se retird el sobrenadante y el
sedimento celular fue lavado con PBS. Para extraer las proteinas, las células fueron
resuspendidas en 50 pl de solucion de lisis (50 mM HEPES, pH 7,4, 5 mM CHAPS, 5 mM
DTT) por cada 1x10° células, tras lo cual fueron vortexeadas e incubadas en hielo durante
10 minutos. Transcurrido este tiempo, las muestras se centrifugaron a 14000xg durante 15
minutos a 4°C, recogiéndose los sobrenadantes. Los extractos protéicos obtenidos se

almacenaron a -80°C hasta que se realiz6 la medicion de la actividad enzimatica.

La medicién de la actividad enzimatica fue realizada en placas de 96 pocillos. En

cada pocillo se afiadieron 50 pl del tampdn de ensayo (20 mM de HEPES, 100 mM NaCl,
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10 mM de DTT, 1 mM de EDTA, 0,1% (peso/volumen) CHAPS, 10% sacarosa pH 7,2),
50 ul del extracto protéico y 10 pl del sustrato de la Caspasa-8. Con el fin de comprobar la
especificidad de la reaccion medida, se llevo a cabo una réplica de todas las muestras a las

que se afiadieron 1 pl/muestra de un inhibidor especifico de la actividad caspasa-8 (Ac-

IETD-CHO).

Todas las muestras se incubaron durante 2 h en oscuridad y a temperatura ambiente.
Tras este tiempo, se midio la actividad del enzima en un fluorimetro de placa (FLx800,
Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA), a las longitudes de onda previamente

mencionadas.

8.3. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD CASPASA-9

Para la determinacion de la actividad Caspasa-9 se utilizé un kit fluorimétrico (HTS
Caspasa-9 Activity Assay HTS, fluorimetric, Calbiochem). El ensayo se basa en la
hidrolisis del péptido sustrato acetil-Leu-Glu-His-Asp-7-amino-4-trifluorometilcumarina
(Ac-LEHD-AFC) por la caspasa-9, dando lugar a un producto fluorescente 7-amino-4-
trifluorometilcumarina (AFC), siendo las longitudes de onda de excitacion y emision de

este compuesto de 400 nm y 505 nm respectivamente (Figura 13).

Ac-LEHD-AFC ——— »AC-LEHD + AFC
Caspasa-9

Figura 13. Esquema de la reaccion de hidrélisis catalizada por Caspasa-9. Ac-LEHD-
AFC, acetil-Leu-Glu-His-Asp-7-amino-4-trifluorometilcumarina; Ac-LEHD, acetil-Leu-Glu-His-
Asp; AFC, 7-amino-4-trifluormetilcumarina.

En este caso la actividad enzimatica se mide como Unidades de Fluorescencia
Relativas.

Para determinar la actividad caspasa-9, las células se sembraron en placas de 100
mm a la concentracion y el volumen adecuados para cada caso. Tras el tratamiento de las
células con los farmacos pertinentes, se recogieron, y posteriormente se centrifugaron
durante 5 minutos a 500xg y a temperatura ambiente. Se retird el sobrenadante y el

sedimento celular fue lavado con PBS. Para separar las proteinas, las células fueron
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resuspendidas en 50 pl de solucion de lisis (50 mM HEPES, pH 7,4, 5 mM CHAPS, 5 mM
DTT) por cada 1x10° células, tras lo cual fueron vortexeadas e incubadas en hielo durante
10 minutos. Transcurrido este tiempo, las muestras se centrifugaron a 14000xg durante 15
minutos a 4°C, recogiéndose los sobrenadantes. Los extractos protéicos obtenidos se

almacenaron a -80°C hasta que se realizo la medicion de la actividad enzimatica.

La medicién de la actividad enzimatica fue realizada en placas de 96 pocillos. En
cada pocillo se afiadieron 50 pl del tampén de ensayo 20 mM de HEPES, 100 mM NaCl,
10 mM de DTT, 1 mM de EDTA, 0,1% (peso/volumen) CHAPS, 10% sacarosa pH 7,2),
50 ul del extracto protéico y 10 pl del sustrato de la Caspasa-9. Con el fin de comprobar la
especificidad de la reaccion medida, se llevd a cabo una réplica de todas las muestras a las
que se afiadieron 1 pl/muestra de un inhibidor especifico de la actividad caspasa-9 (Ac-

LEHD-CHO).

Todas las muestras se incubaron durante 2 h en oscuridad y a temperatura ambiente.
Tras este tiempo, se midi6 la actividad del enzima en un fluorimetro de placa (FLx800,
Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA), a las longitudes de onda previamente

mencionadas.

9. WESTERN BLOT

9.1. EXTRACCION DE PROTEINAS

Para realizar el analisis de la expresion protéica, las células se sembraron en placas
de 100 mm con el volumen final y la concentracion indicados anteriormente. Una vez
finalizados los tratamientos, se recogieron las células y se centrifugaron durante 5 minutos
a 500xg y a temperatura ambiente. Posteriormente, se realizd un lavado en PBS. Los
sedimentos resultantes se resuspendieron en el tampdn de lisis (150 mM NaCl, 1 mM de
EDTA, 1 mM EGTA, 1% Triton X-100 v/v, 2,5 mM pirofosfato sddico, 1 mM [3-
glicerofosfato, 1 mM Naz;VO,, 1 pg/ml de leupeptina, 2 pg/ml de aprotinina, 1 pg/ml
pepstatina-A, 10 nM NaF, 1 mM PMSF, 20 mM Tris-HCI pH 7,5) y se sonicaron,

Tesis Doctoral-63-



INSTITUTO
uuuuuuuuuuu
. / DEONCOLOGIA
Sara Casado Zapico gﬁ&( Liil

manteniendo posteriormente las muestras en hielo durante 20 minutos. El lisado celular se
centrifug6 a 4°C durante 15 minutos a 14000xg para precipitar los restos celulares, tras lo
que se recogid el sobrenadante en el que se encuentran las proteinas. La cantidad de
proteinas se cuantifico por el método Bradford (1976), anteriormente descrito, y las

muestras se almacenaron a -20°C hasta su uso.

9.2. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)
Y TRANSFERENCIA DE LAS PROTEINAS

Tras la cuantificacion, de cada muestra experimental se tomaron 30 g de proteinas
a las que se afiadi6 el volumen adecuado de tampdn de carga 4X (Tris-HCl 62,5 mM pH
6.8, Glicerol 10% v/v, SDS 2% p/v, B-mercaptoetanol 5% v/v, y azul de bromofenol 0,05%
p/v). Se incubaron 5 minutos a 95°C, y se cargaron en un gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes, SDS-PAGE (Sodium Dodecil Sulphate-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis). Este tipo de geles se divide en dos partes: la superior, o gel de
empaquetamiento (Tris-HC1 250 mM pH 6,8; SDS 0,1% p/v, Acrilamida y bisacrilamida
en proporcion 37,5:1 3,6% p/v, PSA 0,06% p/v, TEMED 0,1%), que permite concentrar las
proteinas en el mismo punto de partida antes de la separacion electroforética; y la inferior,
o gel de resolucion (Tris-HC1 375 mM pH 8.8, SDS 0,1% p/v, Acrilamida y bisacrilamida
en proporcion 37,5:1 12% p/v, PSA 0,1% p/v, TEMED 0,2%), que separa las proteinas por
su tamafo. Las muestras se corrieron a 100 V durante 1-1,5 h, en una solucion de Tris-

Glicina pH 8,6 (Tris 5 mM, Glicina 50 mM, SDS 0,1% p/v).

Tras la electroforesis se realizd una electrotransferencia de las proteinas desde el
gel de acrilamida a un filtro de fluoruro de polivinilideno (PVDF) (Amershan GE-
Healthcare, Buckinghamshire, UK), mediante la aplicacion de un voltaje constante de 100
V, 4°C durante un tiempo variable entre 1,5 a 3 horas (dependiendo de la proteina objeto
de estudio), con todos los elementos sumergidos en el tampon de transferencia (Tris 2,5
mM, Glicina 25 mM, Metanol 20% v/v, pH 8,6). La correcta transferencia de las proteinas
a la membrana de PVDF se comprob¢ tifiendo la misma con una solucion de Rojo Ponceau
(Rojo Ponceau 0,1% p/v y acético 1% v/v). El filtro de PVDF se lavo varias veces con
TBS-T (Tris-Buffered-Saline-Tween 20, 137 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 7,3, 0,05%

Tween-20 v/v), para iniciar el proceso de incubacion con los anticuerpos.
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9.3. INCUBACION CON LOS ANTICUERPOS

Las membranas se bloquearon a temperatura ambiente durante 1 h y en agitacion
continua con el agente bloqueante comercial Blotto (Sta. Cruz Biotechnologies, Santa Cruz
Cruz, CA, USA) al 5% p/v en TBS-T. A partir del bloqueo, las condiciones de incubacion
con los anticuerpos primarios y secundarios variaron en cuanto a las soluciones en que

estos fueron disueltos, asi como las concentraciones utilizadas a partir del stock comercial

(Tabla 4).

. . Incubacién 4°C Anticuerpo 2°
Anticuerpo 1 "overnight" (conjugado con
g peroxidasa) Incubacién RT 2 h
Caspasa-3 1:1000 5% BSA TBS- Anti-rabbit 1:3000 5% Blotto TBS-
(CellSig.) T (Calb.) T
Caspasa-7 1:1000 5% BSA TBS- Anti-rabbit 1:3000 5% Blotto TBS-
(CellSig.) T (Calb.) T
Caspasa-8 (Calb.) 1:1000 5% Blotto TBS- Anti-mouse 1:3000 5% Blotto TBS-
i ) T (Calb.) T
Caspasa-9 1:1000 5% BSA TBS- Anti-rabbit 1:3000 5% Blotto TBS-
(CellSig.) T (Calb.) T
. [ - 1o 1 . Y -
Bid (CellSig.) 1:1000 5 AyTBSA TBS Ar(lgarlib;nt 1:3000 5 A?lotto TBS
. [ - 1o 1 . Y -
p-Akt (CellSig.) 1:1000 5 AyTBSA TBS Ar(lgarlib;nt 1:3000 5 A?lotto TBS
. [ - T 1 . Y -
Akt (CellSig.) 1:1000 5 AyTBSA TBS Ar(lgarlib;nt 1:3000 5 Ayl}?lotto TBS
p-GSK-3B 1:1000 5% Blotto TBS- Anti-rabbit 1:3000 5% Blotto TBS-
(CellSig.) T (Calb.) T
. [ _ 1o 1 . Y -
GSK-3B (CellSig.) 1:1000 5 /oll?lotto TBS Ar(lgarlib)blt 1:3000 5 /o]]:%lotto TBS
GAPDH (Sta. 1:1000 5% Blotto TBS- Anti-rabbit 1:3000 5% Blotto TBS-
Cruz) T (Calb.) T

Tabla 4. Lista de anticuerpos 1° y 2° utilizados y condiciones experimentales utilizadas.
BSA, “bovine serum albumina”; CellSig.: Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA; Calb.:
Calbiochem, La Jolla, CA, USA; Sta. Cruz: Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA; RT,
room temperature (temperatura ambiente).

Tras la incubacion con el anticuerpo primario correspondiente, las membranas se
lavaron 3 veces durante 10 minutos con TBS-T 0,05% v/v, en agitacion y a temperatura
ambiente, con el fin de eliminar el exceso de anticuerpo sobre la superficie del filtro.
Después de la fase de incubacion con el anticuerpo secundario, se realizaron nuevamente 3
lavados con TBS-T 0,05% en las mismas condiciones anteriormente descritas para eliminar

el exceso de anticuerpo antes de proceder a la deteccion de la sefial por bioluminiscencia.
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9.4. DETECCION DE LAS SENALES

La deteccion de las sefiales se realizo empleando el kit comercial ECL (Amersham
GE- Healthcare, Buckinghamshire, UK). Dado que los anticuerpos secundarios usados
estan ligados a peroxidasa, el kit ECL contiene los sustratos necesarios para que los lugares
en los que esta unido este enzima emitan luminiscencia. La membrana se incubd en
oscuridad durante 1 minuto con las proporciones de sustratos indicadas por el fabricante,
tras lo cual se expuso placas fotograficas Kodax BIOMAX (Amersham GE- Healthcare,
Buckinghamshire, UK). El tiempo de exposicién estuvo comprendido entre 1 y 10
minutos. La densidad optica de la sefnal obtenida fue estimada utilizando un escaner Agfa
SnapScan Touch y el program de andlisis Scion Image Alpha 4.0.3.2

(http://www.scioncorp.com).

9.5. REHIBRIDACION

Después de la deteccion de la proteina de interés, la membrana se incubd a 50°C
durante 20 minutos con solucion de lavado (Tris-HCI 62,5 mM pH 6,7, B-mercaptoetanol
100 mM, y SDS 2% p/v) para eliminar la unién de los anticuerpos con las proteinas del
filtro. Tras esto, se lavo minuciosamente con TBS-T y se comenzé de nuevo el proceso de

hibridacion para detectar una nueva proteina.

10. ESTUDIOS DE EXPRESION GENICA

10.1. EXTRACCION DE ARN

Para extraer el ARN total, las células fueron sembradas en placas de 60 mm a la
concentracion y el volumen adecuado en cada caso. Después de realizar los tratamientos
pertinentes, se recogieron las células y se lavaron una vez con PBS. La extraccion del ARN
se llevo a cabo siguiendo las indicaciones del GenElute Mammalian Total RNA Miniprep
Kit (Sigma). A cada sedimento celular se afiadieron 250 pl de la solucién de lisis a la que
se afiadié 10 pl/ml de 2-mercaptoetanol para inactivar las RNasas. Vortexeamos la mezcla

y la pasamos por la columna de filtracion, centrifugando a 14000xg durante 2 minutos,
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quedandonos con el lisado filtrado. A este lisado se afiaden 250 pl de etanol al 70%,
vortexeando para mezclar. Estos 500 pl se afiaden a la columna GenElute Binding,
centrifugando a 14000xg durante 15 segundos. Se elimina el liquido y a la columna se
anaden 500 pl de Solucion de Lavado 1, centrifugando a 14000xg 15 segundos. Después,
se afiaden 500 pl de Solucion de Lavado 2, centrifugandose a 14000xg 15 segundos. Se
repitio este ultimo paso, centrifugando a 14000xg 2 minutos. Adicionalmente, se
centrifugod la columna una vez mas a 14000xg 1 minuto para eliminar los restos de etanol
que hubieran quedado. Para eluir el ARN, se anadieron 35 pl de la Solucién de Elucion a la

columna, y se centrifug6 a 14000xg 1 minuto.

La cuantificacion de ARN se realiz6 utilizando una diluciéon del mismo 1:50 en
agua y midiendo su absorbancia a 260 en un espectrofotometro de placa pQuant (Bio-Tek
Instruments, Inc., Winooski, VT, USA). El ARN purificado se mantuvo a -80°C hasta su

uso.

10.2. SINTESIS DE ADNc¢ (RETROTRANSCRIPCION)

Para sintetizar el ADN copia del ARN extraido, utilizamos el kit cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Este kit utiliza random
primers y puede sintetizar cCADN a partir de 200 ng de ARN. Realizamos la siguiente

mezcla de reaccion por muestra:

2 ul de 10X RT Buffer

0,8 pl de 25X dANTP Mix

2 pl de 10X RT Random Primers

1 pl de la Transcriptasa Reversa MultiScribe

4,2 pl de agua libre de nucleasas

A esta mezcla de reaccion se afiadieron 200 ng de ARN en un volumen final de 10
pl, de forma que el volumen final de la mezcla fue 20 pl. Las condiciones de la reaccion de
retrotranscripcion fueron las siguientes:

10 minutos a 25°C
120 minutos a 37°C

5 segundos a 85°C
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Una vez completada la reaccion, las muestras se mantuvieron a -20°C hasta su uso.

10.3. PCR A TIEMPO REAL

Para el andlisis cuantitativo de la expresion de los niveles de ARN mensajero de
DR4, DRS5, TRAIL, FasR, FasL y GAPDH, se utiliza el método de la PCR a tiempo real
basado en SYBR Green (ABI systems, Foster City, CA, USA), en un sistema AB7700 Real
Time (ABI systems, Foster City, CA, USA). El incremento en la fluorescencia del SYBR
Green durante la PCR cuantitativa, es debido a la union de este compuesto a la doble

cadena de ADN. Las secuencias de los oligos sentido y antisentido se muestran en la Tabla
5.

Gen Oligo 5'—> 3'
FAS-R Sentido: 5'-AGCTTGGTCTAGAGTGAAAA-3'
Antisentido: 5'-GAGGCAGAATCATGAGATAT-3'
FAS-L Sentido: 5'-CACTTTGGGATTCTTTCCAT-3'
Antisentido: 5'-GTGAGTTGAGGAGCTACAGA-3'
DR4 Sentido: 5'-CGATGTGGTCAGAGCTGGTACAGC-3'
Antisentido: 5'-GGACACGGCAGAGCCTGTGCCATC-3'
DRS Sentido: 5'-GGGAGCCGCTCATGAGGAAGTTGG-3'
Antisentido: 5'-GGCAAGTCTCTCTCCCAGCGTCTC-3'
TRAIL Sentido: 5'-CGTGTACTTTACCAACGAGCTGA-3'
Antisentido: 5'-"ACGGAGTTGCCACTTGACTTG-3'
GAPDH Sentido: 5'-ATGGGGAAGGTGAAGGTCGG-3'
Antisentido: 5'-GACGGTGCCATGGAATTTGC-3'

Tabla 5. Oligos usados para la PCR a tiempo real.
Para la realizar la PCR cuantitativa utilizamos 1 pl del cADN vy se le afiadio la
siguiente mezcla de reaccion:
12,5 pl de SYBR Green
0,5 pl del cebador sentido (10 uM)
0,5 pl del cebador antisentido (10 uM)
10,5 pl de Agua estéril
Las condiciones de la reaccion de PCR cuantitativa fueron las siguientes:
Desnaturalizacion a 95°C durante 15 segundos
Anillamiento/Extension 60°C durante 1 minuto
Estas condiciones se repitieron durante 40 ciclos. Se afiadi6é un paso adicional que
es la curva de disociacion, que indica la correcta y especifica amplificacion del producto,

asi como su homogeneidad. Esta curva se construye por el incremento de temperatura de
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60°C a 95°C con un rango de transicion de temperatura de 0,2°C/s. Cada muestra fue
analizada por duplicado y se analizd la expresion relativa de los genes utilizando el método
2T Para calcular el incremento en los niveles de ARNmMm, el cambio en el ciclo umbral
(CT) de cada gen fue calculado restando su ciclo umbral el ciclo umbral de la GAPDH que
actia como control interno. El ACT fue calculado restando la media de CT del grupo
control del CT de cada grupo experimental. Los cambios en la expresion génica fueron

definidos como x-veces de incremento (2°") relativizadas al grupo control.

10.4. RT-MLPA

RT-MLPA (de sus siglas en inglés, Reverse Transcriptase-Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification), es una técnica que se utiliza como alternativa a la PCR
cuantitativa y a los microarrays. En nuestro caso hemos utilizado el kit SALSA RT-MLPA
KIT RO11-C1 Apoptosis mRNA, (MRC Holland, Amsterdam, Holanda), que nos permite
realizar un perfil de ARNm de 46 genes implicados en apoptosis (Tabla  6).

Este kit no detecta directamente ARNm, por esta causa se requiere un paso previo
de sintesis de cADN mediante una mezcla de oligos para retrotranscripcion, cada uno
complementario a cada una de las sondas que se utilizaran posteriormente para la PCR
multiple. En este primer paso, se incuban 2,5 ul de la muestra de ARN con 1 pl del buffer
para la retrotranscripciéon y 1 pl de la mezcla de oligos para la retrotranscripcion. Esta
mezcla, se incuba durante 1 minuto a 80°C y 5 minutos a 45°C. Posteriormente, a la mezcla
se afiaden 1,5 pl de la Transcriptasa Reversa (MMLV Reverse Transcriptase, M1701,
Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA), incubandose durante 15 minutos a
37°C. El enzima se inactiva a 98°C durante 2 minutos, y después enfriando las muestras a
25°C.

Tras la reaccion de retrotanscripcion, se procede a la hibridacion de las sondas
SALSA, anadiendo 1,5 pl de la mezcla de sondas SALSA y 1,5 ul del buffer MLPA a la
reaccion de retrotranscripcion. Se incuba durante 1 minuto a 95°C, seguido de la
incubacion a 60°C durante 16 horas. Cada sonda estd compuesta por dos partes que
hibridan sobre secuencias diana adyacentes al ADN, por ello se requiere el siguiente paso
de ligacion.

Al dia siguiente, se procede a la ligacion de las dos partes de cada sonda, que se
lleva a cabo mediante el uso de una ligasa termoestable. Se reduce la temperatura del

termociclador a 54°C. A esta temperatura, se anaden 32 pul de la mezcla de ligasa-65 y se
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mezclan con la muestra. Se incuba durante 15 minutos a 54°C, y posteriormente, se

mantienen durante 5 minutos a 98°C.

Posicion
Longitud Gen cromosémica

116 TNFRSF21 06p21.1
130 CDKN1A 06p21.2
136 HTRA2 02p13.1
142 BCL2L2 14q11.2
148 CFLAR 02g33.1
154 BCL2L1 20g11.21
160 PMAIP1 18g21.32
166 BCL2 18g21.33
172 BCL2A1 15q24.3
178 CFLAR 02g33.1
184 MCL1 01g21.3
193 B2M 15¢g21.1
202 BAD 11g13.2
211 BAX 19q13.33
216 BOK 02g37.3
229 BAK1 06p21.3
238 BCL2L11 02913
247 BID 22q11.21
256 MIL1 22q11.21
265 BCL2L14 12p13.2
274 HRK 12qg24.2
292 BIRC1 05g13.2
298 BIRC2 11922
310 BIRC3 11922
321 XIAP Xq25
328 BIRC5 17q925.3
337 BIRC6 02p23.2
346 BIRC7 20g13.33
355 SERPINB9 06p25.2
362 BBC3 19q13.32
373 PARN 16p13.1
382 AIFM1 Xq25
391 MOAP1 14g32.1
400 GUSB 07g11.21
409 BNIP3L 08p21
418 APAF1 12g23.1
427 GZMB 14q12
435 PRF1 10g22.1
445 BNIP3 10g26.3
454 DIABLO 12g24.31
463 BMF 15q15
474 BIK 22g13.31
480 BCL2L10 15qg21.2
489 BIRC2 11g22.1
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Tabla 6. Descripcion de las 46 sondas del kit SALSA RT-MLPA KIT R011-C1 Apoptosis
mRNA. Longitud de los fragmentos, nombre de los genes y posicion cromosomica.

Todos los productos de ligacion de las sondas tienen la misma secuencia de
terminacion y fue amplificada mediante PCR usando un unico par de oligos. Para esta
reaccion, se toman 10 pl de la reaccion de ligacion anterior, con 4 ul del buffer para PCR
de SALSA y 26 ul de agua. Mientras los tubos estan en el termociclador a 60°C, se afiaden
10 pl de la mezcla que contiene los oligos para PCR y la polimerasa. Las condiciones para
la PCR son las siguientes: 30 segundos a 95°C; 30 segundos a 60°C; 60 segundos a 72°C
durante 35 ciclos. Se finaliza con 20 minutos de incubacion a 72°C. Los productos fueron,
a continuacion analizados en un secuenciador ABI Prism 3100 y con el Peak Scanner
Software v1.0 (Applied Biosystems, Warrington, UK).

Para los experimentos de MLPA se utiliz6 ARN control procedente de sangre de siete
sujetos sanos (donantes), ARN procedente de las tres lineas celulares HL-60, CA-46, y K-
562 y ARN de los pacientes tratados y sin tratar con melatonina. E1 ARN fue extraido
segun los protocolos anteriormente citados. E1 ARN de los donantes sanos fue usado para
calcular los valores de la mediana de referencia y las desviaciones estandar de cada sonda.
Para definir la existencia de un incremento o descenso de la expresion de cada uno de los
genes de una muestra hay que normalizar los datos obtenidos. Para cada gen, la expresion
relativa fue calculada dividiendo el promedio relativo del area del producto de cada gen de
la muestra del paciente y/o linea celular entre la mediana relativa del area del producto de
cada gen de las muestras de referencia normales. Cuando la relacion tumor/control es
mayor de 1,3 y la desviacion estandar es >1 se interpreta como incremento, si es menor de

0,7 y la desviacion estandar es <1 se interpreta como descenso.

Un esquema de la técnica se observa en la figura 14.
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Figura 14. Esquema de la técnica RT-MLPA. En un primer paso se produce una reaccion de
retrotranscripcion, posteriormente se procede a la hibridacion y ligacion de las sondas y por ultimo
la amplificacion por PCR. Los productos obtenidos se analizan mediante un secuenciador, dando
lugar a un electroferograma.
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11. EVALUACION DE LOS EFECTOS COMBINADOS DE
LOS FARMACOS

Para evaluar los efectos combinados de la melatonina con los quimioterapicos, los
datos de los ensayos MTT fueron analizados de acuerdo con el método de Chou-Talalay
(1981, 1984), utilizando el programa CalcuSyn, version 2.1 (Biosoft, Cambridge, UK). El
programa realiza las curvas dosis-respuesta de melatonina y cada quimioterdpico y las
ajustas a las graficas Chou-Talalay. Después, la melatonina y los quimioterdpicos fueron
combinados en diferentes dosis de cada uno. Cada experimento fue repetido al menos tres
veces. La curva de la combinacion fue ajustada a la grafica Chou-Talalay, y se aplico la
ecuacion del efecto medio para farmacos cuyos efectos fueron mutuamente no excluyentes,

es decir que actiian de forma independiente:

(fana _ (fay | (o , (fay+(fa: _ (D) . (D) ,  (Dp+(D):
(fuy2  (fun  (fu)2 (fun+(fu): (EDsoyq  (EDso)2  (EDso)+ (EDso)2

siendo fa, la fraccion afectada debido al tratamiento y fu, la fraccion no afectada; D
el efecto producido por el farmaco y EDs, la concentracion del farmaco que se requiere
para producir el 50% del efecto. Mediante esta ecuacién obtenemos los Indices de
Combinacién (CIs), que nos indicaron si lo que se produce es un antagonismo, con CI>1,

aditividad CI entre 0,9 y 1,1 y sinergia CI<0,9.
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12. EXPERIMENTO IN VIVO

Para analizar la accion directa de la melatonina in vivo, se utilizé un modelo de
raton NOD/SCID (acrénimo de no-obeso-diabético/inmunodeficiencia severa combinada),
ya que estos animales tienen una deficiencia severa del sistema inmune, afectando al
desarrollo de los linfocitos B y T asi como células Natural Killer no funcionales. Los
animales fueron adquiridos en Harlan (Harlan laboratories, UK). Se utilizaron machos de
7-8 semanas de vida, mantenidos en el animalario de la Universidad de Oviedo en cajas
estériles con filtro para gases, dentro de armarios de aislamiento con presion positiva, con
comida estéril. Se mantuvieron en un ciclo de 12 h de luz/ 12 h de oscuridad. Todos los
procedimientos realizados con los animales, quirdrgicos o no, se realizaron bajo una
campana de flujo laminar tipo II (FASTER srl) y se esper6 al menos 1 semana, entre la
recepcion de los animales y el inicio de los experimentos para que se aclimataran al

entorno.

Para realizar este experimento, se utilizaron las células HL-60 que expresaban la
proteina de fusion eGFP/luciferasa, que fueron cultivadas en un Flask T75 hasta alcanzar
un 70-80% de confluencia. Se recogieron las células y se lavaron con PBS. Se prepar6 una

suspension de 20 x 10° células/ml en 100% de PBS estéril.

Se inyectd 100 pl de la suspension celular en la vena de la cola de cada ratén,
introduciendo por tanto, 2 x 10° células/ratén. Una semana tras el implante, los ratones se
dividieron en dos grupos. El grupo control, no tratado, compuesto por 8 ratones y el grupo
melatonina, 11 ratones tratados con melatonina 10 mM disuelta en el agua de bebida,
teniendo en cuenta que los ratones beben 5 ml de agua al dia los miligramos de melatonina
consumidos fueron de 11,6. Se cambi6 el agua de bebida con la melatonina dos veces por

s€mana.

Para analizar el desarrollo y extension del tumor, a las cuatro y cinco semanas de la
inyeccion, los ratones fueron anestesiados con una combinacion de xilacina (Rompun,

Bayer HealthCare, Kiel, Alemania) y ketamina (Imalgene 500, Merial laboratorios,
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Barcelona, Espafa) y se les administré D-luciferina (Xenogen, Alameda, CA, USA) a una
dosis de 75 mg/kg de peso corporal por inyeccidon retro-orbital. Los ensayos de
bioluminiscencia fueron iniciados 2 minutos después de la inyeccion de luciferina
utilizando IVIS y el programa Living Image 3.1 (Xenogen, Hopkinton, MA, USA). Los
datos fueron analizados usando el mismo programa y expresados como emisiones de
fotones (fotones/segundo/centimetro cuadrado). Ademas se realizdé un seguimiento de la
supervivencia de los animales, para evaluar el impacto del tratamiento sobre la mortalidad

asociada al tumor.

13. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los experimentos fueron realizados al menos por triplicado y los resultados
fueron presentados como la media + el error medio estdndar de tres experimentos

independientes.

Las curvas Kaplan-Meier fueron realizadas utilizando el programa Microsoft Excell

2007 ( Microsoft Corporation, 2007).

Los datos fueron analizados usando un andlisis de la varianza de una via
(ANOVA), seguido de un test de Student-Newman-Keuls empleando el programa
estadistico SigmaStat 3.1 (Systat Sofware). La representacion grafica de los datos se llevo
a cabo con el programa SigmaPlot 9.0 (Systat Sofware). La significacion estadistica fue

aceptada cuando P<0,001.
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1. LA MELATONINA INDUCE MUERTE EN LAS LINEAS
CELULARES DERIVADAS DE TUMORES
HEMATOLOGICOS

Con el objeto de evaluar la accion de la melatonina en las lineas celulares derivadas
de tumores hematoldgicos, hemos realizado una serie de ensayos para determinar la
viabilidad celular tras el tratamiento con concentraciones crecientes de melatonina y

durante distintos tiempos de incubacion.

1.1. LA MELATONINA PRODUCE UNA DISMINUCION EN EL. NUMERO
DE CELULAS DEPENDIENTE DE CONCENTRACION Y DE TIEMPO

Se incubaron las distintas lineas celulares derivadas de tumores hematologicos con
concentraciones crecientes de melatonina (entre 100 nM y 1 mM) durante 72 y 144 horas
(6 dias). Tras la realizacion del ensayo de reduccion de MTT, observamos que la
indolamina produce una disminucién en el nimero de células metabolicamente activas
dependiente de concentracion y de tiempo (Figura 15). Aunque la significacion es variable
entre concentraciones de melatonina de 100 nM a 100 uM, el efecto de la misma es patente
y significativo con concentraciones superiores a 100 pUM, pronuncidndose dicho efecto al
incrementar el tiempo de exposicion al compuesto. En el caso de linea celular HL-60, la
incubacion con 1 mM de melatonina, reduce el numero de células, que pasa de un 60% a
las 72 horas a casi un 100% a los 6 dias. Algo similar ocurre con linea celular REH, en la
que la reduccion en el numero de células pasa de un 43% a las 72 horas a un 94% a los seis
dias. En linea celular K-562, la reduccion es un poco menor, pasando de un 46% a las 72

horas a un 74% a los seis dias.

Se observa una reduccion menor del numero de células en el caso de las dos lineas
celulares de linfoma de Burkitt Humano, RAMOS-1 y RAJI. En la primera, la reduccion
pasa de un 33% a las 72 horas a un 46% a los seis dias, mientras que en la linea celular
RAJI, la reduccion pasa de un 29% a las 72 horas a un 37% a los seis dias. Sin embargo, y
a pesar de que esto sugiere una cierta resistencia a la accion de la melatonina en las lineas

celulares de linfoma de Burkitt Humano, cuando realizamos el ensayo de reduccion de
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MTT en la linea celular CA-46, también de linfoma de Burkitt Humano, los resultados son

similares a los obtenidos con las lineas celulares de

leucemia, con una reduccién en el

nimero de células que pasa de un 39% a las 72 horas a un 96% a los seis dias.
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Figura 15. La melatonina produce una disminucion en el numero de células
metabolicamente activas, de forma dependiente de concentracion y de tiempo, en todas las lineas
derivadas de tumores hematologicos estudiadas. El nimero de células fue determinado mediante el
ensayo de reduccion de MTT. * p < 0,001 vs. grupo sin tratamiento (Control).
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1.2. LA REDUCCION EN EL. NUMERO DE CELULAS ES DEBIDA A UN
EFECTO CITOTOXICO

El ensayo de reduccion de MTT anteriormente realizado nos indica el numero de
células viables a través de la medida de su metabolismo celular. Sin embargo, la
melatonina podria tanto inhibir la proliferacion celular como ejercer un efecto citotoxico o
incluso alterar el metabolismo celular. Para dilucidar este hecho y distinguir entre dichos
procesos en las lineas celulares derivadas de tumores hematoldgicos se realizd la
determinacion de la liberacion del enzima Lactato Deshidrogenasa (LDH) al medio, puesto
que es un enzima intracelular que sélo se libera al exterior cuando se produce rotura de la

membrana plasmatica, lo cual nos da una medida del porcentaje de muerte celular.

Se selecciond la concentracion de melatonina mas eficaz en los ensayos de
reduccion de MTT, 1 mM y se observd que la indolamina produce un aumento
significativo de la liberaciéon de LDH en las lineas celulares ensayadas, dependiente en este
caso del tiempo de tratamiento, siendo mayor su efecto tras seis dias de exposicion (Figura
16). Al igual que sucedia con el ensayo de reduccion de MTT, observamos resultados
similares en las lineas celulares HL-60, CA-46 y K-562, en las cuales la liberacion de LDH
pasa de un 140% a las 72 horas a un 230% aproximadamente a los seis dias. Sin embargo,
en la linea de leucemia linfoide aguda, REH, Ia liberacion de LDH es menor a las 72 horas,
123% pasando a un 197% a los seis dias. De nuevo, encontramos ciertas discrepancias en
los resultados obtenidos con las lineas de linfoma de Burkitt humano. En la linea celular
RAJI la liberacién de LDH pasa de un 179% a las 72 horas a un 230% a los seis dias. En la
linea celular RAMOS-1, la liberaciéon de LDH a las 72 horas es muy reducida, 115%,

incrementandose de manera significativa a los seis dias, llegando a un 307%.

Los datos obtenidos mediante este ensayo demuestran que la reduccion en el
numero de células se debe principalmente a un efecto citotdxico y no a una inhibicion de la
proliferacion. También se confirma el efecto diferencial entre las distintas lineas celulares

derivadas de tumores hematologicos.
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Figura 16. La melatonina produce un incremento de la muerte celular en las lineas
celulares derivadas de tumores hematoldgicos. Se ha representado la citotoxicidad de 1 mM de
melatonina durante 72 horas y 6 dias de tratamiento utilizando el ensayo de LDH liberada. * p <
0,001 vs. grupo sin tratamiento (Control).
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1.3. LA MUERTE CELULAR INDUCIDA POR LA MELATONINA ES DE
TIPO APOPTOTICO

El efecto citotoxico de la melatonina en las lineas celulares derivadas de tumores
hematoldgicos puede implicar distintos mecanismos de muerte celular. De estos
mecanismos, los que han sido mejor estudiados y caracterizados son la apoptosis y la
necrosis. La necrosis implica un proceso de muerte accidental con dafo vy
desestructuracion de las membranas bioldgicas y pérdida de la funcién de organulos
celulares. La apoptosis, en cambio, se refiere a un proceso de muerte celular programada,
regulado por la sintesis protéica y donde se mantiene la funcionalidad de los organulos
celulares hasta el final del proceso (Wyllie, 1997). Para conocer el tipo de muerte celular
implicado en el efecto citotoxico de la melatonina, realizamos dos técnicas: la union de

Anexina-V y el analisis morfologico mediante Microscopia Electronica de Transmision.

Uno de los procesos que se producen durante la apoptosis es la translocacion de la
fosfatidilserina de la cara interna a la cara externa de la membrana citoplasmatica (Kerr y
cols, 1994). Este proceso esta mediado por unas proteinas transmembrana denominadas
flipasas. Anexina V es una proteina que se une a fosfolipidos, particularmente cuenta con
alta afinidad por la fosfatidilserina, pudiendo detectar gracias a esta proteina el proceso
apoptotico. Para aplicar esta técnica tratamos las lineas celulares HL-60, CA-46 y K-562
durante 72 horas con 1 mM de melatonina. Seleccionamos estas lineas ya que mostraron
los mejores resultados tras el tratamiento con la indolamina en los estudios previos. En las
tres lineas celulares se observa un incremento de las células anexina V positivas, siendo, en
el caso de las HL-60 y CA-46 incluso el doble que en el control (Figura 17). Estos
resultados indican que el proceso citotoxico mediado por la melatonina es de tipo

apoptotico.
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Figura 17. La melatonina produce un incremento de células apoptoticas en las lineas
celulares derivadas de tumores hematologicos HL-60, CA-46 y K-562. Se muestra el porcentaje de
células apoptoticas tras el tratamiento durante 72 horas de las lineas celulares con 1 mM de
melatonina. * p<0,001 vs. grupo sin tratamiento (Control).

La muerte de tipo apoptotico fue confirmada mediante el uso de la Microscopia
Electronica de Transmision, permitiéndonos visualizar los cambios morfologicos
ultraestructurales producidos durante el proceso citotoxico mediado por la melatonina, en

la linea celular HL-60. Tras el tratamiento durante 48 horas con 1 mM de melatonina
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observamos las diferencias respecto a la célula control (Figura 18A). El resto de las figuras
muestran los distintos estadios apoptoticos, que se caracterizan por la condensacion y
marginacion progresiva de la cromatina en masas bien definidas que son mas pequefias en
estadios iniciales del proceso (Figura 18B) que en estadios mas avanzados (Figura 18C), en
los que se mantiene la integridad de la membrana plasmatica. En las ultimas fases, se
pierde la integridad de la membrana plasmatica debido a necrosis asociada a apoptosis

(Figura D).

Figura 18. Imagenes de microscopia electronica de la apoptosis inducida por la melatonina
1 mM en células HL-60 tras 48 horas de incubacion. A) Célula sin tratamiento (Control). B-E)
Estadios progresivos del proceso apoptotico. Barra: 1 uM.
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2. VIAS APOPTOTICAS IMPLICADAS EN LA ACCION DE
LA MELATONINA EN LAS CELULAS DERIVADAS DE
TUMORES HEMATOLOGICOS

2.1. ESTUDIO DE LA ACTIVACION DE CASPASAS EFECTORAS

La apoptosis se asocia clasicamente a la activacion de la cascada de cisteina
proteasas, denominadas caspasas, entre las que se encuentran las caspasas 3 y 7, caspasas

efectoras, puesto que cuando se activan el proceso apoptoético es irreversible.

Una vez comprobado que la melatonina induce apoptosis en las lineas celulares
derivadas de tumores hematoldgicos se analizé la actividad de la caspasa-3 en las tres
lineas celulares anteriormente utilizadas, HL-60, CA-46 y K-562. Se trataron las cé¢lulas
durante 48 y 72 horas con 1 mM. Tanto en la linea celular HL-60 como en la linea celular
CA-46, observamos un incremento de la actividad caspasa-3, de un 185% a las 48 horas a
aproximadamente un 230% a las 72 horas (Figura 19A). Sin embargo, la linea celular K-
562 no muestra un incremento en la actividad de esta caspasa efectora. Por esta causa, en
estas células decidimos analizar la activacion mediante analisis Western blot de la caspasa
efectora, caspasa-7 tras 24, 48 y 72 horas de incubacion con 1 mM de melatonina. Ya a las
48 horas se observa la rotura y por tanto, la activacion de esta caspasa efectora, indicando

que en estas cé¢lulas la apoptosis se desencadena utilizando la Caspasa-7 (Figura 19B).
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Figura 19. La melatonina produce un incremento de la actividad caspasa-3 y de la
activacion de la caspasa-7 en células derivadas de tumores hematologicos. A) Actividad caspasa-3
determinada en células HL-60, CA-46 y K-562 tras 48 y 72 horas de tratamiento con 1 mM de

melatonina. * p< 0,001. B) Analisis Western blot de la activacion de caspasa-7 en las células K-562
tras 24, 48 y 72 horas de incubacion con 1 mM de melatonina.
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2.2. ANALISIS DE LAS VIAS APOPTOTICAS IMPLICADAS EN LA
ACCION DE LA MELATONINA

Existen dos vias apoptdticas desencadenantes del proceso de muerte celular

programada:

- La via intrinseca o mitocondrial, que responde principalmente a sefiales no
dependientes de receptores de muerte para la activacion del proceso apoptoético y cuya
caspasa reguladora es la caspasa-9. La sefal de muerte celular produce la salida del
citocromo ¢ de la mitocondria, que se asocia al complejo procaspasa-9/Apaf 1 para formar
el apoptosoma. Su formacion induce la rotura proteolitica y por tanto activacion de la
procaspasa-9. Una vez activada, ésta puede activar a su vez a otros miembros de la familia

de las caspasas, como las caspasas 3 o 7, inicidndose con ello el proceso apoptotico.

- La via extrinseca o la via de los receptores de muerte, puesto que es inducida por
sefiales extracelulares, estd principalmente asociada a la union de un ligando a los
receptores de muerte que se encuentran en la superficie celular y que producen la
activacion de la maquinaria apoptotica, para finalmente inducir la muerte celular. En este

caso, la caspasa reguladora que activara a las caspasas efectoras es la caspasa-8.

Ambas vias se interrelacionan a través de la proteina de la familia Bcl-2, Bid. La
caspasa-8 puede activar esta proteina mediante proteolisis, produciendo el fragmento
activo tBid (Li y cols, 1998; Luo y cols, 1998), que a su vez produce la activacion de Bax o
Bak (Eskes y cols, 2000; Wei y cols, 2000), que inducen la liberacion del citocromo ¢ y la

activacion de la caspasa-9.

Dado que la melatonina induce un proceso apoptotico en las lineas celulares
derivadas de tumores hematologicos, y que se activan las caspasas efectoras de estas vias,
la caspasa-3 y la caspasa-7, decidimos estudiar las vias apoptoticas implicadas en este
efecto, mediante el andlisis Western blot de la activacion de las principales proteinas
reguladoras de estas vias, las caspasas 8 y 9. Al igual que en experimentos previos,
tomamos como modelo las tres lineas celulares HL-60, CA-46 y K-562 y las tratamos
durante 24, 48 y 72 horas con 1 mM de melatonina. En los tres casos, observamos la

activacion de la caspasa-8 ya a las 24 horas de incubacion con la indolamina (Figura 20A).
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También es patente la activacion de la caspasa-9, activandose a distintos tiempos
dependiendo de la linea celular. De esta manera, a las 24 horas se observa la activacion de
la caspasa-9 en la linea celular HL-60, retrasandose a las 48 horas en las lineas celulares
CA-46 y K-562 (Figura 20A). Dada la activacién de ambas vias, el paso siguiente era
analizar la activacion de Bid en estas células tras 24, 48 y 72 horas de tratamiento con 1
mM de melatonina. Como se observa en la Figura 20B, se produce un descenso en la
expresion de Bid total, lo que sugiere un incremento de la forma truncada y activa tBid, en
las tres lineas celulares analizadas. Estos datos indican que la activacion de la via
extrinseca de la apoptosis podria amplificar la sefial apoptdtica mediante la activacion de
Bid, que subsecuentemente, activaria la via intrinseca mitocondrial, provocando ambas

vias la muerte celular.
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Figura 20. La melatonina produce la activacion de las vias apoptoticas en las lineas
celulares derivadas de tumores hematologicos. A) Analisis Western blot de la activacion de las
caspasas reguladoras de las vias apoptoticas, Caspasa-8 (via extrinseca) y Caspasa-9 (via
intrinseca) y la expresion de GAPDH tras el tratamiento con 1 mM de melatonina durante los
tiempos de incubacion indicados. B) Analisis Western blot de la expresion de Bid total y de
GAPDH tras el tratamiento con Melatonina 1 mM durante los tiempos de incubacion indicados.

-90- Accion citotoxica de la melatonina en tumores hematologicos: caracterizacion de los mecanismos de muerte



B,

AN

A
e\&
Jith, Resultados

3. MECANISMOS DE ACCION DE LA MELATONINA

3.1. IMPLICACION DEL ESTRES OXIDATIVO INTRACELULAR EN LA
SENALIZACION DE LA ViA EXTRINSECA DE LA APOPTOSIS

Uno de los principales efectos descritos para la melatonina es su accidén
antioxidante, de forma directa o potenciando las defensas antioxidantes intracelulares. En
células de cancer de ovario o de glioma, se ha observado que las propiedades antioxidantes
de la melatonina podrian mediar los efectos antitumorales de la misma. Teniendo en cuenta
estos estudios y los resultados previos obtenidos en las lineas celulares derivadas de
tumores hematologicos, decidimos estudiar el papel del estrés oxidativo intracelular en la

induccién de apoptosis en estas células.

Tomando de nuevo como modelo las lineas HL-60, CA-46 y K-562, se trataron
durante 2, 4, 6, 8, 24, 48 y 72 horas con melatonina 1 mM. Tras los tiempos de incubacion
se analizaron los oxidantes intracelulares generados, utilizando el profluorégeno oxidable
diacetato de 2°, 7 -diclorofluoresceina (DCFH-DA) (Figura 21). En las tres lineas celulares
se observaron dos fases de aumento de los radicales libres dependientes del tiempo. Un
incremento temprano, que en la linea celular HL-60 aparece entre las 6-8 horas de
tratamiento, y un incremento tardio, que empieza a las 48 horas y se continua a las 72
horas. En el caso de la linea celular CA-46, el incremento temprano se produce ya a las 2
horas, y el tardio nuevamente empieza a las 48 horas. La linea celular K-562, muestra
también un incremento entre las 2-4 horas, volviendo a aumentar los radicales libres a

partir de las 48 horas.

Estos resultados estan en contraposicion con los previos observados en otros tipos
de células tumorales y con las propiedades cladsicas de la melatonina, que es considerada
una molécula antioxidante. Sin embargo, estas dos fases de incremento de radicales libres
podrian mostrar dos etapas del proceso apoptotico mediado por la indolamina: una etapa

temprana en la que se observa un incremento transitorio de oxidantes intracelulares,
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relacionandose este probablemente con la sefializacion de la via extrinseca de la apoptosis
después del ensamblaje del DISC; y una etapa tardia en la que el incremento de radicales

libres seria consecuencia del dafio celular generado por el propio proceso apoptotico.
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Figura 21. La melatonina induce un incremento de oxidantes intracelulares en las lineas
celulares derivadas de tumores hematoldgicos. La melatonina 1 mM induce un incremento
transitorio de los perdxidos intracelulares entre las 2-8 horas de incubacion dependiendo de la linea
celular. El segundo aumento se produce tras 48 y 72 horas de incubacion. * p < 0,001 vs. grupo sin
tratamiento (Control).
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32. LA MELATONINA INDUCE LA ACTIVACION DE_LOS
RECEPTORES DE MUERTE Y SUS LIGANDOS

Para que la via extrinseca de la apoptosis sea activada, se requiere la union de los
correspondiente ligandos a los receptores de muerte presentes en la membrana celular,
entre los que se incluyen el TNFR, Fas/CD95, DR3, DR4 y DRS5. Estos receptores de
muerte se caracterizan por la presencia de un dominio intracelular Unico denominado
dominio de muerte, crucial para la transduccion de la sefal apoptdtica. Los ligandos para
estos receptores de muerte son TNF-a, para TNFR, FasL para Fas/CD95 y TRAIL para
DR3, DR4 y DRS.

Puesto que la melatonina, en las lineas celulares derivadas de tumores
hematoldgicos produce la activacion de la via extrinseca de la apoptosis, decidimos
analizar si esta activacion podria estar relacionada con la accién de los receptores de

muerte.

Para tal fin, y tras 8 y 24 horas de tratamiento con 1 mM de la indolamina,
analizamos en las tres lineas celulares objeto de estudio, la expresion de Fas, DR4 y DRS
asi como sus ligandos FasL y TRAIL, mediante PCR a tiempo real (Figura 22).
Encontramos un incremento tanto de los ligandos como de los receptores en las tres lineas
estudiadas, aunque con diferencias entre las mismas. En la linea celular HL-60, se observa
un incremento a las 24 horas de Fas, FasL, DR4, DR5 y TRAIL. La expresion de FasL
aumenta hasta 7 veces mas respecto al control. En la linea celular CA-46, en cambio, es
FasR el que tiene un aumento mas acusado tras 24 horas de incubacion (mas de seis veces
respecto al control), encontrando un incremento mas moderado en FasL, TRAIl, DR4 y
DRS. En la linea celular K-562, TRAIL aumenta el doble su expresion a las 8 horas de
tratamiento. Sin embargo, los que parecen activarse mas son FasR y su ligando, que
muestran un aumento muy acusado (hasta 4 y 3 veces respectivamente), tras 24 horas de

tratamiento.
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Figura 22 . La muerte celular inducida por la melatonina en las lineas celulares derivadas
de tumores hematologicos es mediada por un incremento en la expresion de los receptores de
muerte y sus ligandos. Niveles de ARNm de los receptores de muerte Fas, DR5, DR4 y sus
ligandos FasL y TRAIL, analizados por PCR a tiempo real tras 8 y 24 horas de tratamiento con 1
mM de melatonina. * p < 0,001 vs. linea basal (linea discontinua, control no tratado).

Dado que es el tindem FasR/FasL el que modifica su expresion mas acusadamente
en las tres lineas celulares, decidimos analizar si este incremento en la expresion de ARNm
venia acompaiado de un incremento en la expresion protéica. Para ello, tratamos las tres

lineas celulares durante 24 y 48 horas con 1 mM de melatonina, tras este tiempo recogimos
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extractos protéicos y analizamos la activacion de FasL. mediante analisis Western blot. En
las tres lineas celulares, se observa un incremento en la expresion de esta proteina,
principalmente tras 24 horas de incubacién con la indolamina. Para analizar la expresion de
FasR, tratamos las células durante 24 horas con 1 mM de melatonina, observamos

igualmente un incremento en la activacion de esta proteina (Figura 23).
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Figura 23. Analisis Western blot de la activacion de FasL y FasR en las lineas celulares
HI-60, CA-46 y K-562 tras el tratamiento con 1 mM de melatonina. A) Analisis Western de la
activacion de FasL tras 24 y 48 horas de tratamiento. B) Analisis Western de la activacion de FasR
tras 24 horas de tratamiento.

Para saber si este incremento en la expresion de los receptores de muerte y sus
ligandos es la causa principal de la muerte celular inducida por la melatonina en estas
células, decidimos bloquear la union de FasR y de su ligando y analizar mediante el ensayo

de liberacion de LDH, si la muerte celular inducida por la melatonina se veia afectada.

Para ello, pretratamos las tres lineas celulares con 750 ng/ml de un anticuerpo
bloqueante de Fas R, el clon ZB4 y 750 ng/ml de un bloqueante de FasL, el clon NOKI.
Después de 2 horas de incubacion, tratamos las células con 1 mM de melatonina. A las 72
horas de incubacién con los compuestos, observamos en las tres lineas celulares un

descenso en la muerte celular inducida por la melatonina tanto con su combinacién con
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7ZB4 como con su combinacion con NOKI, indicando que la uniéon de FasR/FasL es

necesaria para el efecto citotéxico de la melatonina (Figura 24).
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Figura 24. La union FasR/FasL es necesaria para el efecto citotoxico de la melatonina. Las
tres lineas celulares fueron preincubadas con un anticuerpo bloqueante de Fas R, el clon ZB4 y un
bloqueante de FasL, el clon NOK1. Tras 72 horas de tratamiento con melatonina 1 mM la muerte
celular fue determinada por el ensayo de liberacion de LDH. * p < 0,001 vs. grupo control; # p <
0,001 vs. grupo tratado s6lo con melatonina.
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33. LA ACTIVACION DE Akt POR LA MELATONINA ESTA
RELACIONADA CON LA REGULACION DE LA VIA EXTRINSECA DE LA
APOPTOSIS

La proteina Akt, también llamada proteina quinasa B (PKB), es conocida por
participar en el proceso de supervivencia celular ya que fosforila e inactiva muchas
proteinas implicadas en la cascada de sefializacion apoptotica o activa vias que inducen la
sintesis de moléculas antiapoptéticas. Sin embargo, recientemente se ha observado que la
via PI3K/Akt podria regular la expresion de Fas/FasL (Ivanov y cols, 2002; Lu y cols,
2006). Teniendo en cuenta lo anterior y que la melatonina parece regular la activacion de
Akt (Martin y cols, 2006), decidimos analizar la posible implicacion de Akt en el efecto

citotoxico de la melatonina en las lineas celulares derivadas de tumores hematologicos.

Tras 24 horas de tratamiento con 1 mM de melatonina, mediante analisis Western
blot observamos que la fosforilacion de Akt, y por tanto su activacion, se incrementa en las

tres lineas celulares tomadas como modelo para el estudio (Figura 25).
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Figura 25. La melatonina induce la fosforilacion de Akt. Andlisis Western blot de la
fosforilacion de Akt (activacion) en HL-60, CA-46 y K-562 tras 24 horas de tratamiento con 1 mM
de melatonina, utilizando anticuerpos contra Akt fosforialado y total. La GAPDH fue utilizada
como un control de carga de proteina.

Para conocer si esta fosforilacion de Akt es determinante en el efecto citotdxico de
la melatonina, pretratamos durante dos horas las células con un inhibidor de la via
PI3K/Akt, la wortmanina a una concentracion de 10 UM. Tras este tiempo, tratamos las
células con 1 mM de melatonina durante 72 horas. Analizamos entonces el efecto del

inhibidor sobre la citotoxicidad de la melatonina mediante el ensayo de liberaciéon de LDH.
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En las tres lineas celulares, la wortmanina previene parcialmente el efecto citotoxico de la
melatonina (Figura 26). En el caso de la linea celular HL-60 el porcentaje de liberacion de
LDH pasa de un 294% al tratar las células con melatonina solamente a un 195% al tratarlas
con melatonina y wortmanina. En la linea celular CA-46 pasa de un 197% a un 148%.

Obtuvimos resultados similares en la linea celular K-562, pasando de un 220% a un 154%.
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Figura 26 . La muerte celular inducida por la melatonina en las lineas celulares derivadas
de tumores hematologicos esta mediada por la activacion de Akt. HL-60, CA-46 y K-562 fueron
incubadas durante 72 horas con melatonina y co-incubadas con el inhibidor de PI3K, wortmanina
en concentracion 10 WM. La muerte celular fue determinada mediante el ensayo de liberacion de
LDH. * p < 0,001 vs. grupo sin tratamiento (Control); # p < 0,001 vs. grupo tratado con
melatonina.
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Debido a estos resultados, estudiamos también si la wortmanina podria prevenir el
incremento de la expresion del receptor de muerte FasR y su ligando FasL tras el
tratamiento con melatonina. De nuevo, pretratamos las células con wortmanina 10 uM
durante dos horas y posteriormente las incubamos 24 horas con melatonina, analizando
mediante PCR a tiempo real la expresion de FasR y FasL. En la figura 27, en las tres lineas
celulares observamos que la expresion de FasL es inhibida parcialmente por la
wortmanina, pasando los niveles de expresion de un 8,3 con la melatonina solamente a un
5,1 al afiadir el inhibidor en la linea celular HL-60. En la linea celular CA-46, la expresion
disminuye de un 3,6 a un 2,5. Por ultimo en la linea celular K-562, la expresion de FasL
pasa de un 2,6 a un 1,2. No encontramos los mismos resultados al analizar la expresion del
receptor, FasR, ya que observamos que tanto en la linea celular HL-60 como en la linea
celular CA-46 su expresion es completamente inhibida, pasando de un 2 a un 0,7 y de un
2,5 a un 0,8 respectivamente. En la linea celular K-562, su expresion es parcialmente

inhibida, pasando de un 4 a un 1,8 al tratarlas conjuntamente con el inhibidor.

El resultado de estos experimentos indica que la activacion de Akt esta implicada
en el efecto citotoxico de la melatonina y en la activacion de la via extrinseca de la

apoptosis.

Tesis Doctoral-99-



INSTITUTO
Sara Casado Zapico % )

HL-60 CA-46

10 5
- () ()
* == MEL ot * == MEL
T 3. = \WORT + MEL | 4. = \WORT + MEL
(] o
a # <
< * o # *
Q 4| £ 3 *
£ Z
pd (1'4
Et: g
Q 1
o ] s 2
< g
> * ) #
Z 2 21
# Z
O-J ! 0 .
Fas L FasR Fas L Fas R
K-562
()
L |==ME *
o 5 1= WORT + MEL
o
<
9 4;
£ *
X 2.
<’ 4
()
1:2_
2 #
g’ |
z 1 .
0.

Fas L Fas R

Figura 27. El incremento en la expresion de Fas/FasL inducido por la melatonina en las
lineas celulares derivadas de tumores hematologicos estd mediado por un incremento en la
activacion de Akt. Las células fueron tratadas durante 24 horas con melatonina y co-incubadas con
wortmanina 10 UM, analizando los niveles de expresion del ARNm de FasR y FasL mediante PCR
a tiempo real. Los niveles de expresion fueron relativizados respecto al nivel basal (grupo sin
tratamiento). * p < 0,001 vs. grupo sin tratamiento (Control); # p < 0,001 vs. grupo tratado con
melatonina.
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3.4. EN _EL _EFECTO APOPTOTICO DE LA MELATONINA ESTA
IMPLICADA LA GLUCOGENO SINTASA 3 QUINASA 3, UNA DE LAS DIANAS
DE Akt

La Glucégeno Sintasa 3 quinasa (GSK-3, del inglés “glycogen synthase kinase 3”)
es una serin/treonin quinasa evolutivamente muy conservada y constitutivamente activa en
células no estimuladas, inactivindose mediante fosforilacion en la serina 9 (Cohen y
Frame, 2001). Principalmente, esta quinasa es fosforilada por Akt. En los mamiferos este
enzima presenta dos isoformas, con gran homologia, la GSK-3a y la GSK-33 (Woodgett,
1990), de las cuales la mas estudiada y caracterizada en los procesos bioldgicos es la GSK-
3B. Esta enzima esta implicada en diversos procesos esenciales tales como el desarrollo
embrionario, la sintesis protéica, proliferacion y diferenciacion celular, motilidad celular o
apoptosis (Frame y Cohen, 2001). De hecho, se ha visto el papel ambivalente de la GSK-
3B en la regulacion del proceso apoptdtico (Beurel y Jope, 2006), configurandose como
una pieza central en el delicado balance entre muerte y supervivencia celular ya que entre
sus sustratos se encuentran factores de transcripcion como NF-ATc, que dependiendo de
las senales intracelulares puede inducir la transcripcién de factores antiapoptoticos o

apoptoéticos, como FasL (Remy y Michnick, 2004).

La melatonina induce la activacion de Akt mediante su fosforilacién y parece ser
clave en el efecto proapoptotico. GSK-3[3 es una de las dianas de Akt, y estudios previos
demuestran que esta implicada en la regulacion del proceso apoptotico. Teniendo en cuenta
estos dos puntos, decidimos analizar la fosforilacion y por tanto el estado de activacion de

GSK-3[3 tras el tratamiento con la indolamina.

Después de 24 horas de tratamiento con 1 mM de melatonina, mediante analisis
Western blot observamos que la fosforilacion y por tanto desactivacion de GSK-3f3 se

incrementa en las tres lineas celulares (Figura 28).
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Figura 28. La melatonina induce la fosforilacion de GSK-3[3. Analisis Western blot de la
fosforilacion de GSK-3[3 (inactivacion) en HL-60, CA-46 y K-562 tras 24 horas de tratamiento con
1 mM de melatonina, utilizando anticuerpos contra GSK-3f3 fosforilado y total. La GAPDH fue
utilizada como un control de carga de proteina.

Para conocer si la desactivacion de esta proteina es determinante en el efecto
proapoptoético de la melatonina, pretratamos durante dos horas las células con 20 uM de un
inhibidor de la actividad de este enzima, el SB216763. Después de este tiempo, tratamos
las células con 1 mM de melatonina durante 72 horas. Analizamos entonces el efecto del
inhibidor sobre la citotoxicidad de la melatonina mediante el ensayo de liberacion de LDH.
En las tres lineas celulares, el inhibidor previene parcialmente el efecto citotdxico de la
melatonina (Figura 29). En el caso de la linea celular HL-60, la liberacion de LDH pasa de
un 159% con la melatonina a un 123% al combinarla con el inhibidor. Resultados similares
obtenemos con la linea celular CA-46, que pasa de un 157% a un 119% con el inhibidor.

Por ultimo en la linea celular K-562, se pasa de un 174% a un 128% con el inhibidor.
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Figura 29. La muerte celular inducida por la melatonina en las lineas celulares derivadas
de tumores hematoldgicos esta mediada por la desactivacion de GSK-33. HL-60, CA-46 y K-562
fueron incubadas durante 72 horas con melatonina y co-incubadas con el inhibidor de GSK-3[3,
SB216763 en concentracion 20 pUM. La muerte celular fue determinada mediante el ensayo de
liberacion de LDH. * p < 0,001 vs. grupo sin tratamiento (Control); # p < 0,001 vs. grupo tratado
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Debido a estos resultados, y a que uno de los factores de transcripcion dianas de
GSK-3[3, cuando es activado puede desencadenar tanto sefales proapoptdticas mediante la
transcripcion de FasL, estudiamos si el inhibidor podria prevenir el incremento de
expresion de este ligando tras el tratamiento con melatonina. De nuevo, pretratamos las
células con el inhibidor 20 UM durante dos horas y posteriormente las incubamos durante
24 horas con melatonina, analizando mediante PCR a tiempo real la expresion de FasL
(Figura 30). En las tres lineas celulares observamos que la expresion de FasL es inhibida
parcialmente por el inhibidor, pasando de un 7,1 a un 3 en la linea celular HL-60. En la
linea celular CA-46, se pasa de un 6 a un 1,5 al afiadirle el inhibidor. Por ultimo, en la linea

celular K-562, se pasade un 2 aun 1,3.

Estos resultados indican que la fosforilacion y por tanto inactivacion de GSK-3f3
mediante Akt estd implicada en el efecto apoptdtico de la melatonina y la activacion de la

via extrinseca a través del incremento en la transcripcion de FasL.
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Figura 30 . El incremento en la expresion de FasL inducido por la melatonina en las lineas
celulares derivadas de tumores hematologicos estda mediado por un incremento en la inactivacion
de GSK-3B. Las células fueron tratadas durante 24 horas con melatonina y co-incubadas con
SB216763 20 pM, analizando los niveles de expresion del ARNm de FasL mediante PCR a tiempo
real. Los niveles de expresion fueron relativizados respecto al nivel basal (grupo sin tratamiento)
*p <0,001 vs. grupo sin tratamiento (Control); # p < 0,001 vs. grupo tratado con melatonina.
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4. EFECTO SINERGICO DE LA COMBINACION DE
MELATONINA Y LOS QUIMIOTERAPICOS EN
LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

4.1. LA MELATONINA Y LOS QUIMIOTERAPICOS PRODUCEN UNA
DISMINUCION EN EL. NUMERO DE CELULAS

Teniendo en cuenta el efecto citotoxico de la melatonina en lineas celulares
derivadas de tumores hematologicos, seria interesante averiguar si la melatonina podria
usarse como coadyuvante en las terapias habituales para estos tumores. De esta manera,
decidimos estudiar si la melatonina y dos quimioterapicos utilizados en el tratamiento de la
leucemia mieloide aguda, como son la doxorrubicina y la ifosfamida, producen un efecto
sinérgico sobre las lineas celulares HL-60, U-937 y MV-4-11. El primer paso fue analizar
el efecto de cada uno de estos fArmacos por separado y asi seleccionar las concentraciones
adecuadas para los estudios de sinergia posteriores. Para tal fin, se utiliz6 el ensayo de
reduccion de MTT, de forma que obtuvimos tres curvas dosis-respuesta tras 24, 48 y 72
horas de tratamiento con cada sustancia ensayada. Para realizar estas curvas dosis-
respuesta, en el caso de la doxorrubicina, se utilizaron concentraciones entre 1 nM y 1
uM; con la ifosfamida, estuvieron entre 0.01 y 10 mM; con Ila melatonina las
concentraciones estuvieron entre 100 nM y 1 mM. Con los tres fdrmacos y en las tres
lineas celulares, se observd una disminucion del numero de células dependiente de

concentracion y de tiempo.

En la linea celular HL-60 (Figura 31), con la doxorrubicina tras 24 horas de
incubacién se observa una disminucion notable en el nimero de células con una
concentracion de 250 nM. A las 48 horas, empieza a hacerse patente esta disminucion con
la concentracién de 100 nM, requiriéndose una concentracion menor a las 72 horas: 50 nM.
La dosis letal 50 en este ultimo tiempo fue de 72,6 nM. Con la ifosfamida, a las 24 horas,
la disminucion en el nimero de células se muestra con 5 mM del quimioterapico. A las 48
horas, la disminucién empieza a ser notable con 0,75 mM de ifosfamida. A las 72 horas, en
cambio, esta disminucion se observa a partir de 0,01 mM del quimioterapico, obteniendo

una dosis letal 50 de 1,55 mM. Por ultimo, tras 24 horas de incubacion con la melatonina,
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la disminucién en el nimero de células comienza a observarse con la concentracion de 500
MM. A las 48 horas, en cambio, la disminucion empieza con 100 nM, al igual que a las 72
horas, con la que empieza a ser significativa pero mayor que tras dos dias de incubacion.

La dosis letal 50 de estas células fue de 3,6 mM.
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Figura 31. Curvas dosis-respuesta de Doxorrubicina (A), Ifosfamida (B), Melatonina (C)
en las células HL-60 tratadas durante 24, 48 y 72 horas. El nimero de células fue evaluado
mediante el ensayo de reduccion de MTT. D) Tabla con las dosis letales 50 de cada farmaco. * p <
0,001 vs. grupo sin tratamiento. DL50, Dosis Letal 50.
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En la linea celular U-937 (Figura 32), tanto a las 24 como a las 48 horas, no existen
muchas diferencias con las concentraciones mas bajas de doxorrubicina, observandose en
ambos casos una disminucién notable del numero de células a partir de 250 nM. A las 72
horas, en cambio, esta disminucién empieza a hacerse ver con 50 nM de doxorrubicina,
siendo la dosis letal 50 a este tiempo de 57,83 nM. Con la ifosfamida, a las 24 horas la
disminucién en el numero de células sucede con la concentracion mas alta utilizada, 10
mM. Tanto a las 48 como a las 72 horas, la disminucidn en el nimero de células comienza
con 0,5 mM de ifosfamida, observandose en mayor medida a las 72 horas, encontrandonos
en este tiempo una dosis letal 50 de 1,2 mM. Por tltimo, con la melatonina a las 24 horas,
la disminucién en el nimero de células comienza con 500 UM de la indolamina. Tanto a
las 48 como a las 72 horas, esta disminucién comienza ya con 100 nM, siendo mayor tras
tres dias de incubacion con la indolamina. Con la melatonina la dosis letal 50 fue 7,2 mM

a las 72 horas.
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Figura 32. Curvas dosis-respuesta de Doxorrubicina (A), Ifosfamida (B), Melatonina (C)
en las células U-937 tratadas durante 24, 48 y 72 horas. El niimero de células fue evaluado
mediante el ensayo de reduccion de MTT. D) Tabla con las dosis letales 50 de cada farmaco. * p <
0,001 vs. grupo sin tratamiento. DL50, Dosis Letal 50.
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En la linea celular MV-4-11 (Figura 33), con la doxorrubicina, y al igual que
sucedia en la linea celular U-937, tanto a las 24 como a las 48 horas, la disminucién en el
numero de células comienza con 250 nM del quimioterapico. A las 72 horas, se hace
patente con 10 nM de doxorrubicina, siendo la dosis letal 50 de 40,83 nM. Con la
ifosfamida, a las 24 horas la disminucion en el nimero de células comienza con 10 mM de
ifosfamida. A las 48 horas, la disminucién empieza a observarse con 0,75 mM del
quimioterapico, empezando con la concentraciéon mas baja utilizada, 0,01 mM a las 72
horas. En este tiempo la dosis letal 50 es de 2,17 mM. Por tltimo, con la melatonina a las
24 horas, la disminucién en el namero de células comienza con 500 UM de la indolamina,
siendo mayor esta disminucion a la misma concentracion tras 48 horas de tratamiento. Por
ultimo, a las 72 horas de incubacién, la disminucidn en el nimero de células comienza ya

con 100 nM de la indolamina, siendo la dosis letal 50 de 11,9 mM.
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Figura 33. Curvas dosis-respuesta de Doxorrubicina (A), Ifosfamida (B), Melatonina (C)
en las células MV-4-11 tratadas durante 24, 48 y 72 horas. El nimero de células fue evaluado
mediante el ensayo de reduccion de MTT. D) Tabla con las dosis letales 50 de cada farmaco. * p <
0,001 vs. grupo sin tratamiento. DL50, Dosis Letal 50.
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4.2. ANALISIS DEL EFECTO COMBINADO DE LA MELATONINA Y LOS
QUIMIOTERAPICOS SOBRE LA VIABILIDAD CELULAR

En el apartado anterior demostramos que la melatonina y los quimioterapicos
analizados, disminuyen el nimero de células HL-60, U-937 y MV-4-11 de forma
dependiente de concentracion y de tiempo. El siguiente paso, fue analizar si la
combinacion de melatonina con los quimioterdpicos produce algun efecto a nivel
farmacoldgico: antagonista, aditivo o sinérgico. Para ello, y en base a las curvas dosis-
respuesta anteriores, se seleccionaron varias concentraciones de melatonina y del
quimioterapico y tras 72 horas, se realizaron los correspondientes ensayos de reduccion de

MTT.

4.2.1. La combinacion de melatonina v doxorrubicina produce un efecto aditivo o

antagonista sobre el namero de células, dependiendo de la linea celular analizada.

Para realizar los estudios de interaccion entre la melatonina y la doxorrubicina, se
utilizaron concentraciones de melatonina entre 100 nM y 1 mM. Las concentraciones de
doxorrubicina utilizadas estuvieron entre 1 y 100 nM. Los ensayos se realizaron a las 72
horas, mostrandose los resultados en las graficas de la figura 34.

En las tres lineas celulares, el patron de interaccion entre la melatonina y la
doxorrubicina es el mismo, no se observan diferencias significativas cuando combinamos
ambos compuestos. De hecho, no existe una variaciéon importante en la curva de
doxorrubicina al anadir la melatonina. Al analizar los resultados mediante el programa
Calcusyn, en el caso de la linea celular HL-60, el indice de combinacion es 0,98, lo cual
indicaria aditividad. En el caso de las otras dos lineas celulares, los indices de combinacion

son de 1,3, lo cual indicaria antagonismo.
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Figura 34. Efecto de la combinacion de la melatonina entre concentraciones de 0,1 y 1000
MM y la doxorrubicina entre concentraciones de 1 y 100 nM, evaluado mediante el ensayo de
reduccion de MTT. Se representa la curva dosis-respuesta de melatonina y la combinacion de estas
concentraciones de melatonina con las concentraciones de doxorrubicina indicadas tras el
tratamiento durante 72 horas. * p < 0,001 vs. melatonina (misma concentracion) y doxorrubicina
(misma concentracion). Dox, doxorrubicina; CI, indice de combinacion (del inglés, Combination
Index).
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4.2.2. La combinacidén de melatonina e ifosfamida presenta un efecto sinérgico.

Para estos estudios de interaccidén, se seleccionaron las concentraciones de
melatonina anteriormente indicadas, es decir, entre 100 nM y 1 mM y de ifosfamida, las
concentraciones entre 100 uM y 5 mM.

Los resultados, se observan en las graficas de la figura 35. En la linea celular HL-
60, las diferencias significativas comienzan con una de las concentraciones mas bajas del
quimioterapico, 0,5 mM y a partir de las concentraciones intermedias de melatonina, 50
MM. Con 0,75 mM de ifosfamida, estas diferencias comienzan a ser significativas con la
concentracion mas baja de melatonina utilizada, 100 nM, observandose una reduccion
mayor en el nimero de células con 1 mM de melatonina. Pero las diferencias mas notables
se observa con 1 mM de ifosfamida, pasando de una reduccion del 25% a una reduccion
del 35% con la primera concentracion de melatonina utilizada, 100 nM. Esta reduccion en
el nimero de células es mayor conforme vamos incrementando las concentraciones de
melatonina, llegando a un 85% con 1 mM de la indolamina. Por ultimo, incluso con la
concentracion mas alta del quimioterapico utilizada, 5 mM de ifosfamida, las diferencias al
combinarla con la melatonina son significativas a partir de 100 nM de melatonina.
Utilizando el programa Calcusyn, analizamos el efecto de la combinacién de ambas
sustancias, obteniendo un indice de combinacion de 0,32, lo cual indica un efecto

sinérgico.

En la linea celular U-937, y a las concentraciones mas bajas tanto de la melatonina
como de la ifosfamida, como es en este caso 0,5 mM del quimioterapico, empiezan a
observarse diferencias significativas. Sin embargo, las diferencias mas claras se muestran
con concentraciones mas altas del quimioterdpico. Asi, con 1 mM de ifosfamida, la
disminucion del niimero de células pasa de un 30% a casi un 60% al combinarlo ya con
100 nM de melatonina. Al incrementar la concentraciéon de melatonina, esta disminucion
en el nimero de células es mucho mayor, llegando a casi un 80% con 1 mM de la
indolamina. Incluso con la concentracion mas alta utilizada del quimioterdpico, 5 mM de
ifosfamida, se observa un efecto significativo al combinarlo con concentraciones crecientes
de melatonina, llegando a un 90% de reduccion en el nimero de células con 1 mM de la
indolamina. El indice de combinacién en este caso fue de 0,017, que indica un sinergismo

bastante acusado.
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En la lineca celular MV-4-11, los resultados son similares a los observados
anteriormente. En este caso, las diferencias significativas comienzan con las
concentraciones mas bajas del quimioterapico, 0,5 mM de ifosfamida, y con
concentraciones intermedias de melatonina, a partir de 10 UM. Sin embargo, y al igual que
en el caso anterior, las diferencias son mas notables con 1 mM de ifosfamida, que pasa de
una reduccion del 35% con el quimioterapico solo, a un 65% con la concentracion mas alta
de melatonina utilizada, 1 mM. A pesar de que la reduccioén en el nimero de células es
notable con la concentracion de ifosfamida mas alta utilizada, 5 mM, su combinacidén con
melatonina, también produce diferencias significativas y una reduccion aun mayor que la
obtenida con cada uno de los compuestos por separado. El indice de combinacion fue de

0,27, que implica, al igual que en los casos anteriores un efecto sinérgico.
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Figura 35 . Efecto de la combinacion de la melatonina entre concentraciones de 0,1 y 1000
MM vy la ifosfamida entre concentraciones de 0,1 y 5 mM, evaluado mediante el ensayo de
reduccion de MTT. Se representa la curva dosis-respuesta de melatonina y la combinacion de estas
concentraciones de melatonina con las concentraciones de ifosfamida indicadas tras el tratamiento
durante 72 horas de las tres lineas celulares.* p < 0,001 vs. melatonina (misma concentracion) y
ifosfamida (misma concentracion). IF, ifosfamida; CI, indice de combinacion (del inglés,
Combination Index).

-116- Accion citotdxica de la melatonina en tumores hematoldgicos: caracterizacion de los mecanismos de muerte



H
An e .Y
il = /8 Resultados

4.3. ANALISIS DE LA CITOTOXICIDAD INDUCIDA POR LA
COMBINACION DE IFOSFAMIDA Y MELATONINA

En el apartado anterior, demostramos que la combinacién de la melatonina con la
ifosfamida producia un efecto sinérgico en la reduccion del numero de células. Para
conocer si este efecto se manifiesta a nivel de citotoxicidad, realizamos el ensayo de
liberacion de lactato deshidrogenasa. Este ensayo se llevo a cabo con la ifosfamida y la
melatonina individualmente y con su combinacion después de 48 y 72 horas de incubacion.

Para la realizacion de este ensayo, y teniendo en cuenta los experimentos anteriores
de reduccion de MTT, se selecciond la concentracion de ifosfamida que parecia mas
efectiva en su combinacion con la melatonina, en este caso fue 1 mM. Por la misma razon,
se ha utilizado 1 mM de melatonina. Se trataron las células con 1 mM de melatonina, 1
mM de ifosfamida y la combinacion durante 48 y 72 horas.

En la figura 36, observamos que en las tres lineas celulares, la melatonina
individualmente produce un incremento en la liberacion de LDH y por tanto un aumento en
la muerte celular, dependiente de tiempo. Sin embargo, el incremento en la muerte celular
inducida por el quimioterapico solo, es significativo en la linea celular HL-60 solamente.
El efecto combinado de ambos compuestos produce un incremento significativo de la
muerte celular, tanto a las 48 como a las 72 horas, siendo este dependiente de tiempo.

En la linea celular HL-60, a las 72 horas la muerte celular pasa de un 140% con la
melatonina, y un 125% con la ifosfamida, llegando a un 200% al combinar ambos
compuestos.

En la linea celular U-937, a las 72 horas, la muerte celular pasa de un 170% con la
melatonina, y un 140% con la ifosfamida, a un 250% al combinar las dos sustancias.

Lo mismo sucede con las MV-4-11, donde la citotoxicidad pasa de un 170% con la
melatonina, y un 120% con la ifosfamida, a un 225% de muerte celular con la

combinacion.
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Figura 36. Citotoxicidad de | mM de melatonina, 1 mM de ifosfamida y la combinacion
de ambos compuestos después de 48 y 72 horas en la lineas celulares HL-60, U-937 y MV-4-11. *
p <0,001 vs. grupo control: # p < 0,001 vs. resto de grupos; IF, ifosfamida; Mel, melatonina.
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4.4. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD DE LA CASPASA-3

Tanto la melatonina como la ifosfamida ejercen un efecto citotdxico,
individualmente o en combinacion, sobre las células de leucemia mieloide aguda. Caspasa-
3 es una de las caspasas efectoras en el proceso apoptotico; cuando se activa, este proceso
es irreversible. Para conocer si el efecto citotoxico observado por la combinacion de
melatonina e ifosfamida es de tipo apoptdtico, decidimos estudiar la actividad de esta
caspasa. Para realizar estos estudios, se trataron las células con 1 mM de ifosfamida, 1
mM de melatonina y su combinacion y tras 72 horas de tratamiento se recogieron extractos
protéicos que fueron utilizados para analizar la actividad Caspasa-3. Se utilizd un kit
fluorimétrico, que mide su capacidad para hidrolizar un sustrato, que da lugar a un
producto fluorescente que puede ser cuantificado mediante fluorescencia.

En la figura 37, se observan los resultados obtenidos de este analisis de actividad.
En la linea celular HL-60, tanto la melatonina como la ifosfamida individualmente,
aumentan la actividad de esta caspasa efectora, de manera significativa, en
aproximadamente casi un 200% cada una por separado. Al combinar ambos compuestos, la

actividad de esta caspasa se incrementa de manera significativa hasta casi un 400%.

En la linea celular U-937, tanto la melatonina como la ifosfamida individualmente,
aumentan la actividad de esta caspasa efectora, de manera significativa, en
aproximadamente en un 125% en el caso de la indolamina y un 175% con la ifosfamida. Al
combinar ambos compuestos, la actividad de esta caspasa se incrementa de manera

significativa hasta casi un 225%.

Por ultimo, en la linea celular MV-4-11, tanto la melatonina como la ifosfamida
individualmente, aumentan la actividad de esta caspasa efectora, de manera significativa,
en aproximadamente en un 150% en el caso de la indolamina y un 175% con la ifosfamida.
Al combinar ambos compuestos, la actividad de esta caspasa se incrementa de manera

significativa hasta un 250%.
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Figura 37. Actividad Caspasa-3 en las lineas celulares HL-60, U-937, MV-4-11, tratadas
durante 72 horas con 1 mM de melatonina, 1 mM de ifosfamida y su combinacion. * p < 0,001 vs.
control; # p < 0,001 vs. otros grupos: Mel, melatonina; IF, ifosfamida.

-120- Accion citotdxica de la melatonina en tumores hematoldgicos: caracterizacion de los mecanismos de muerte



H
4 e\m
il = /8 Resultados

4.5. ESTUDIO DE LAS VIAS APOPTOTICAS IMPLICADAS EN EL
EFECTO SINERGICO DE LA MELATONINA CON LA IFOSFAMIDA

Una vez que averiguamos que el tipo de muerte celular inducida tanto por la
melatonina como por la ifosfamida es de tipo apoptdtico y que la combinacion de ambos
potencia la apoptosis inducida por cada uno individualmente, decidimos estudiar si este
efecto se producia a nivel de los dos tipos de vias apoptdticas. Para ello, se analizo la
actividad de las caspasas iniciadoras de ambas vias, Caspasa-8, de la via extrinseca de la
apoptosis, y la Caspasa-9, iniciadora de la via intrinseca. Estas vias se estudiaron mediante
analisis de la actividad de las proteinas a las 72 horas.

Se trataron las células HL-60, U-937, MV-4-11 con 1 mM de ifosfamida, 1 mM de
melatonina y su combinacidon durante 72 horas. Tras este tiempo se recogieron extractos
protéicos para el andlisis mediante fluorimetria de las actividades Caspasa-8 y Caspasa-9.

En la figura 38 se observan los resultados relativos a la actividad Caspasa-8. En la
linea celular HL-60, se observa un incremento de la actividad Caspasa-8, con la melatonina
individualmente, de 150%, con la ifosfamida, de casi un 200%, y mucho mayor cuando
combinamos ambos compuestos, llegando a un 275%. Se obtienen resultados similares en
el caso de la linea celular U-937, pasando de un 150% con la melatonina y casi un 200%
con la ifosfamida a un 275% con la combinacion. El incremento en la actividad Caspasa-8
es también mayor en la linea celular MV-4-11, pasando de un 175% con la melatonina y

200% con la ifosfamida individualmente a un 275% con la combinacién.
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Figura 38. La melatonina y la ifosfamida activan la via extrinseca de la apoptosis.
Actividad Caspasa-8 mediad mediante un ensayo fluorimétrico en las células HL-60, U-937 y MV-
4-11 tras 72 horas de tratamiento con 1 mM de melatonina, 1 mM de ifosfamida y su combinacion.

Con respecto a la actividad de la Caspasa-9 (Figura 39), en la linea celular HL-60,
tras el tratamiento con melatonina, se observa un incremento en la actividad de esta
caspasa de un 200%, siendo menor con la ifosfamida, un 175%. Cuando combinamos estos
dos compuestos, el incremento en esta actividad es de un 300%. En la linea celular U-937,

la melatonina individualmente produce un incremento en la actividad de un 150%, y la
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ifosfamida de un 175%; este incremento es mucho mayor al combinar ambos compuestos
225%. Sucede lo mismo con la linea celular MV-4-11, siendo de un 175% con la
melatonina, un 200% con la ifosfamida, y resultando su combinacidn en un incremento de

casi 300% en la actividad.
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Figura 39. La melatonina y la ifosfamida activan la intrinseca de la apoptosis. Actividad
Caspasa-9 medida mediante un ensayo fluorimétrico en las células HL-60, U-937 y MV-4-11 tras
72 horas de tratamiento con 1 mM de melatonina, 1 mM de ifosfamida y su combinacion. * p <
0,001 vs. control; # p < 0,001 vs. otros grupos. Mel, melatonina; IF, ifosfamida; Mel + IF,
melatonina + ifosfamida.
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A la vista de los resultados obtenidos, la combinacion de la melatonina y la
ifosfamida activan las dos vias apoptoticas, extrinseca por la activacion de Caspasa-8, e

intrinseca, por la activacion de Caspasa-9.

4.6. EL EFECTO SINERGICO DE LA MELATONINA Y LA IFOSFAMIDA
SE _MANIFIESTA EN_EL__INCREMENTO DE_EXPRESION DE _LOS
RECEPTORES DE MUERTE Y SUS LIGANDOS

Los resultados previos observados en las lineas celulares derivadas de tumores
hematoldgicos, mostraron la accién de la melatonina sobre la expresion de los receptores
de muerte y sus ligandos, siendo el incremento mediado por la misma un factor clave en el

efecto apoptético de la indolamina.

Por esta causa, y dado que la combinacion de la melatonina con la ifosfamida
produce en las lineas celulares estudiadas un incremento en la activacion de la via
extrinseca con respecto a la que se da cuando se administran individualmente, decidimos
analizar la expresion de los ligandos y los receptores de muerte también se beneficiaba de

la combinacion de ambos farmacos.

Para tal fin, y tras 8 y 24 horas de tratamiento con 1 mM de la indolamina, 1 mM de
ifosfamida y su combinacion, analizamos en las tres lineas celulares objeto de estudio, la
expresion de Fas, DR4 y DRS asi como sus ligandos FasL y TRAIL, mediante PCR a
tiempo real (Figuras 40, 41, 42). Encontramos un incremento tanto de los ligandos como

de los receptores en las tres lineas estudiadas, aunque con diferencias entre las mismas.

En la linea celular HL-60 se observa un incremento a las 8 horas de DR4 con la
melatonina, y con la ifosfamida, encontrdndose un incremento mucho mayor en la
combinacion. A las 24 horas la expresion de este receptor con la melatonina sigue siendo
alta, pero menor que en tiempo previo, incrementdndose con la combinacion pero en
menor medida que tras 8 horas. El incremento observado en DRS no es significativo ni a
las 8 ni a las 24 horas. El incremento de TRAIL se observa tras 24 horas de tratamiento
con Melatonina y tras 8, pero no tras 24 horas de tratamiento con ifosfamida. Con la
combinacion de ambos farmacos soélo se produce el incremento tras 24 horas de
tratamiento. Por ultimo, el incremento en FasR y FasL se observa principalmente a las 8

horas, no mejorando la combinacion de ambos farmacos la expresion de FasR con
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respecto a su administracion por separado, pero haciéndolo de forma muy llamativa en el

caso de FasL.
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Figura 40. La melatonina y la ifosfamida producen un incremento en la expresion de los
receptores de muerte y sus ligandos en la linea celular HL-60. A) Niveles de¢ ARNm de DR4, DRS
y TRAIL medidos mediante PCR a tiempo real tras 8 y 24 horas de tratamiento con 1 mM de
melatonina, | mM de ifosfamida y su combinacion. B) Niveles de ARNm de FasR y FasL medidos
mediante PCR a tiempo real tras 8 y 24 horas de tratamiento con 1 mM de melatonina, 1 mM de
ifosfamida y su combinacion. * p < 0,001 vs. control; # p < 0,001 vs. otros grupos. Mel,
melatonina; IF, ifosfamida; Mel + IF, melatonina + ifosfamida.

En el caso de la linea celular U-937, no se observa un incremento en la expresion
de DR4 con la melatonina individualmente, aunque si con la ifosfamida tras 24 horas de
tratamiento, la combinacion de ambas produce un incremento muy importante de su
expresion tanto a las 8 como a las 24 horas. DRS, observamos un incremento tras 24
horas con la melatonina individualmente, pero no con la ifosfamida. Este incremento es
mucho mayor con la combinacidon de ambas sustancias tras este tiempo. La expresion de

TRAIL se incrementa de manera similar a DRS. Al igual que sucedia con la linea celular
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HL-60, la expresion de FasR se ve incrementada tras 8 horas de tratamiento tanto con la

melatonina, como con el quimioterapico, la combinacion de ambas no mejora la

conseguida por los farmacos individualmente. Sin embargo, su ligando, FasL aumenta su

expresion tanto a las 8 como a las 24 horas cuando son tratadas con melatonina, y solo a

las 8 horas cuando son tratadas con la ifosfamida. Este incremento se ve potenciado tras 24

horas de tratamiento con ambas sustancias.
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Figura 41. La melatonina y la ifosfamida producen un incremento en la expresion de los
receptores de muerte y sus ligandos en la linea celular U-937. A) Niveles de ARNm de DR4, DRS
y TRAIL medidos mediante PCR a tiempo real tras 8 y 24 horas de tratamiento con 1 mM de
melatonina, | mM de ifosfamida y su combinacion. B) Niveles de ARNm de FasR y FasL medidos
mediante PCR a tiempo real tras 8 y 24 horas de tratamiento con 1 mM de melatonina, 1 mM de
ifosfamida y su combinacion. * p < 0,001 vs. control; # p < 0,001 vs. otros grupos. Mel,
melatonina; IF, ifosfamida; Mel + IF, melatonina + ifosfamida.
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En la linea celular MV-4-11, los resultados son similares a los obtenidos con la
linea U-937. DR4, incrementa su expresion principalmente cuando se combinan la
melatonina y el quimioterapico durante 24 horas. DRS, aumenta su expresion ligeramente
con la melatonina y de una forma muy importante con la combinacion de ambas
sustancias tras 24 horas de tratamiento. Lo mismo sucede con TRAIL, en el cual la
combinacion incrementa casi cinco veces su expresion. La expresion de FasR, se ve
incrementada con la melatonina y la combinacién de los dos farmacos la aumentan en
mayor medida tras 8 horas de tratamiento. FasL, muestra este incremento ligeramente tras
el tratamiento con la melatonina y de forma mdés importante con la ifosfamida. La

combinacion de las dos sustancias no mejora este rendimiento.
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Figura 42. La melatonina y la ifosfamida producen un incremento en la expresion de los

receptores de muerte y sus ligandos en la linea celular MV-4-11. A) Niveles de ARNm de DR4,
DR5 y TRAIL medidos mediante PCR a tiempo real tras 8 y 24 horas de tratamiento con 1 mM de
melatonina, | mM de ifosfamida y su combinacion. B) Niveles de ARNm de FasR y FasL medidos
mediante PCR a tiempo real tras 8 y 24 horas de tratamiento con 1 mM de melatonina, 1 mM de
ifosfamida y su combinacion. * p < 0,001 vs. control; # p < 0,001 vs. otros grupos. Mel,
melatonina; IF, ifosfamida; Mel + IF, melatonina + ifosfamida.
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5. EXPERIMENTO IN VIVO

En vista de los resultados obtenidos in vitro, en cuanto a la induccion del proceso
apoptotico en las lineas celulares derivadas de tumores hematologicos, decidimos realizar
un estudio in vivo sobre un modelo animal de este tipo de tumores. Con el fin de analizar
la accion directa in vivo de la melatonina sin interferencias del sistema inmune y sobre
todo debido a la necesidad de evitar el rechazo de los roedores frente a las células de
origen humano, elegimos para desarrollar nuestro modelo tumoral ratones NOD/SCID, que
tienen una inmunodeficiencia severa. Esta inmunodeficiencia afecta al desarrollo de los
linfocitos B y T, reduciéndose también el nimero de células NK (del inglés, natural killer),

macrofagos y granulocitos.

En 19 ratones NOD/SCID se inyectaron en la vena de la cola, 2 x 10° células HL-
60 que fueron transfectadas con eGFP/luciferasa. Una semana después de la inyeccion se
dividieron los ratones en dos grupos, 11 ratones que serian tratados con melatonina en el
agua de bebida y 8 ratones controles. Se partié de una soluciéon de melatonina en el agua a
una concentracion de 10 mM, teniendo en cuenta que los ratones beben al dia una media de

5 ml, la cantidad de melatonina ingerida fue de 11,61 mg.

Gracias a la luciferasa contenida en las células inyectadas, a partir de la tercera
semana de inyeccion, se monitorizd la evolucion del tumor, utilizando el bioimagen, una
técnica no invasiva de observacion. En la figura 43, se muestran imagenes representativas
de las semanas 4 y 5 tras la inyeccion. Se eligieron estas dos semanas debido a que en ellas
la extension de los tumores era notable, y el nimero de ratones o era el mismo que
inicialmente o ligeramente inferior, empezando a fallecer a partir de la quinta semana.
Como se observa en la figura, a nivel visual, existen diferencias entre los grupos controles
y melatonina, observando un desarrollo mucho menor de los tumores tras el tratamiento
con la indolamina. Parece que al menos en el caso de los ratones tratados, el desarrollo del

tumor es mucho menor en el pecho.
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Figura 43. Imagenes de Bioluminiscencia de los ratones NOD/SCID en las semanas 4 y 5
tras la inyeccion de la linea celular HL-60 transfectadas con eGFP/luciferasa. A) Imagenes de
Bioluminiscencia del lomo. B) Imagenes de Bioluminiscencia del pecho.

La cuantificacion del bioimagen asi como su analisis estadistico se observa en la
Figura 44A. En ella se muestra como la melatonina reduce significativamente la extension
del tumor, expresado aqui en emision de fotones/s/cm?, debido a la cuantificacion del
bioimagen. Esta reduccion en el tumor por la indolamina, se produce en las dos semanas
analizadas, aunque parece que en la semana 5 la reduccion es mucho mayor con respecto al
control. La cuantificacion de estos resultados corresponde con las imagenes presentadas en
las que observamos que los ratones del grupo control tienen un desarrollo mayor del tumor
que los tratados con la melatonina, siendo este desarrollo mayor tras cinco semanas de

inyeccion de las células.

Las diferencias observadas tanto a nivel visual como cuantitativo, se traducen en un
aumento en la supervivencia de los ratones tratados con la melatonina. En la figura 44B,

se observa la curva de Supervivencia, Kaplan-Meier. Se observa una diferencia de 16
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dias entre el momento de deceso del ultimo animal del grupo control y el Gltimo animal

del grupo tratado con melatonina. Tras la aplicacion del test Long-Rank, nos encontramos

que este incremento en la supervivencia encontrado en el grupo tratado es estadisticamente

significativo respecto al grupo no tratado.
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Figura 44. Resultados del experimento in vivo realizado en ratones NOD/SCID tratados
con melatonina en el agua de bebida. A) Analisis estadistico de la emision de fotones/s/cm’ tras
cuatro y cinco semanas de inyeccion de las células. B) Curva Kaplan-Meier de supervivencia.

*p<0.05 vs. control.
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6. EFECTO DE LA MELATONINA EN CELULAS
DERIVADAS DE PACIENTES

6.1. LA MELATONINA PRODUCE MUERTE CELULAR EN CELULAS
DERIVADAS DE PACIENTES CON TUMORES HEMATOLOGICOS

Dados los resultados obtenidos en las lineas celulares derivadas de tumores
hematologicos y en el ensayo in vivo, decidimos estudiar si el efecto de la melatonina era
extensible a células derivadas de pacientes hematologicos. Para ello, se aislaron blastos de
médula 6sea o sangre periférica de treinta y un pacientes con tumores hematoldgicos al

diagnostico. Las caracteristicas de estos pacientes se muestran en la Tabla 7.

Para analizar el efecto citotoxico de la melatonina en estas células, se trataron
durante 72 horas y seis dias con 1 mM de melatonina y tras este tiempo se realizé el ensayo
de liberacion de LDH. Los resultados se muestran en la figura 45. Los resultados mas
significativos se observan en los pacientes con leucemia mieloide aguda. En cuatro
pacientes, ya a las 72 horas es patente el efecto citotoxico de la indolamina, siendo este
efecto dependiente de tiempo. La melatonina indujo muerte celular en muestras de sangre
periférica de 4 de los 6 pacientes analizados, y en muestras de médula 6sea de 6 de los 14

pacientes analizados.

Respecto a los cinco pacientes con leucemia linfoide crénica, so6lo uno de ellos fue
ligeramente sensible a la melatonina. Por ultimo, los dos pacientes con leucemia linfoide
aguda, no fueron sensibles a la indolamina. En estos dos ultimos tipos de leucemia no
podemos extraer conclusiones definitivas respecto al efecto de la melatonina debido al

escaso numero de pacientes analizado.
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PACIENTE EDAD SEXO MUESTRA DIAGNOSTICO
1 20 afios hombre SP LMA M4 Eosinofilia
2 27 aios hombre SP LLA CELULAS B
3 78 anos hombre SP LMA M3 Promielocitica
4 75 afios mujer MO LMA M2 secundaria
5 57 afos mujer SPY MO LMA M4-Eo
6 88 afios mujer MO LMA M2
7 73 afos mujer MO LMA Mb5a secundaria
8 47 afios hombre MO LMA M4-Eo
9 54 afios mujer SP LMA-M2 con dismega
10 72 anos mujer SP LLC
11 18 afios hombre SP LLA2-T
12 26 anos mujer SP LMA-M2
13 54 aios hombre MO LMA-M2 displasia trilineal
14 8 afos hombre SP LMA-M5b
15 65 anos mujer MO LLA2-T
16 50 afios hombre SP LLA2-B
17 29 afos hombre MO LMA M4-Eo
18 75 aios hombre SP LMA-M2 con displasia trilineal
19 19 afios hombre MO LMA-M5a
20 73 afios mujer MO LMA-M5a secundaria Recaida
21 76 aios mujer MO LMA-M2 Secundaria Recaida
22 39 afios mujer MO LMA 5b
23 60 afios hombre MO LMA 5a
24 72 anos hombre SP LLC
25 75 afios mujer SP LLC
26 52 afios mujer SP LLC
27 73 afos hombre MO LMA-M1
28 84 afios hombre SP LLC
29 88 afios mujer SP LMA-M1
30 76 afios mujer SP SLPc (LLC)
31 77 afios mujer MO Crisis blastica

Tabla 7. Informacion clinica de los pacientes con tumores hematoldgicos. SP, Sangre
Periférica; MO, Médula Osea; LMA, Leucemia Mieloide Aguda; LLC, Leucemia Linfoide
Cronica; LLA, Leucemia Linfoide Aguda; LMA M-Eo, Leucemia Mieloide Aguda, con eosinofilia;
SLPc, Sindrome Linfoproliferativo.
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Figura 45. La melatonina induce muerte celular en los blastos de pacientes con distintos
tipos de tumores hematologicos. Los blastos obtenidos de médula 6sea y sangre periférica de
pacientes con con tumores hematoldgicos fueron tratados con 1 mM de melatonina, 72 horas y
seis dias. La muerte celular fue determinada por el ensayo de liberacién de LDH. A) LDH liberada
tras 72 horas y seis dias de tratamiento con la indolamina en pacientes con leucemia mieloide
aguda. B) LDH liberada tras 72 horas y 6 dias de tratamiento con melatonina en pacientes con
leucemia linfoide cronica. C) LDH liberada tras 72 horas y 6 dias de tratamiento con melatonina en
pacientes con leucemia linfoide aguda. S.P., Sangre Periférica. * p < 0,001 vs. control (sin

tratamiento, linea discontinua).
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6.2. LA MELATONINA PRODUCE UN INCREMENTO EN LA
EXPRESION DE FASR Y FASL EN LAS CELULAS DE PACIENTES CON
LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

Los resultados anteriores indican que la melatonina produce muerte celular
principalmente en blastos derivados de pacientes con LMA. Cabria esperar, que a nivel de
sefalizacion apoptotica, la melatonina en estas células se comportara de manera similar a
como se observo en las lineas celulares derivadas de tumores hematoldgicos. Uno de los
eventos clave en esta sefializacion de dichas células fue el incremento en la expresion del
tandem FasR/FasL, determinante en la accion citotoxica de la indolamina. Para analizar el
comportamiento de las células de los pacientes a este respecto, primeramente, decidimos
analizar los niveles de expresion del ARNm de FasR y FasL en los pacientes con leucemia
mieloide aguda, tanto en los que la melatonina ejerce un efecto citotoxico como en los que
no produce ningln efecto, y compararlos con su expresion en las células mononucleadas
derivadas de la sangre periférica de tres donantes sanos. En la Figura 46A, observamos que
los pacientes tienen un descenso en la expresion de FasL cuando son comparados con las
células mononucleadas de pacientes sanos. Sin embargo, no se observan diferencias en la
expresion del receptor, que a la vista de la dispersion, parece ser debido a que existe una

expresion variable de FasR entre los distintos subgrupos de pacientes.

Una vez conocidos los niveles basales de expresion de FasR/FasL en los pacientes
analizados, estudiamos la expresion de estas moléculas tras el tratamiento con 1 mM de
melatonina durante 24 horas en los blastos de estos pacientes. En la Figura se muestra que
la expresion del ligando y del receptor se vio incrementada tras el tratamiento con la
indolamina, observando variabilidad entre los pacientes, como sucedia al compararlos con
los controles. Al realizar la media de estos resultados, en FasL, se observa un incremento
significativo en la expresion de 3 (Figura 46B) y, consecuentemente, un incremento
significativo de la expresion del receptor de 4.5. Los resultados aqui presentados parecen
confirmar lo observado en las lineas celulares derivadas de tumores hematologicos

respecto a la expresion de FasR/FasL.
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Figura 46. La melatonina induce un incremento en la expresion de FasR y FasL en blastos
derivados de pacientes con Leucemia Mieloide Aguda (LMA). A) Niveles de expresion de Fas R y
Fas L analizados por PCR a tiempo real en células mononucleares de sangre periférica de tres
donantes sanos y de los pacientes. La expresion génica fue relativizada respecto al nivel basal
(donantes sanos). X, dato individual ; [J, media de todos los individuos de cada grupo. B) Los
blastos de los pacientes fueron tratados durante 24 horas con melatonina 1 mM, analizandose los
niveles de expresion de FasR y FasL por PCR a tiempo real. La expresion génica fue relativizada
respecto al nivel basal (sin tratamiento, linea discontinua). Después, se realizdé la media de los
niveles de expresion de FasR y FasL de estos pacientes. * p < 0,001 vs. grupo sin tratamiento

(Control).
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6.3. EL. TRATAMIENTO CON MELATONINA PRODUCE UN AUMENTO
EN LA EXPRESION DE GENES PROAPOPTOTICOS EN CELULAS DE
PACIENTES CON LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

La técnica MLPA (del inglés, Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification),
es un método que nos permite detectar el cambio en el nimero de copias de hasta 50
secuencias de acidos nucléicos en una reaccion simple. Particularmente, y en nuestro caso,
se usa una variante de esta técnica, RT-MLPA, que se utiliza para cuantificar los niveles de
expresion de 46 genes implicados en la sefializacion apoptdtica en una muestra de ARN,

obteniendo un perfil de ARNm.

Tratamos los blastos de pacientes diagnosticados de leucemia mieloide aguda
durante 24 horas con 1 mM de melatonina. Tras este tiempo extrajimos el ARN en el que
se realiz6 la técnica de RT-MLPA, de acuerdo a lo descrito en el apartado de Material y
Meétodos. En el andlisis de los resultados, se compard la expresion de los genes apoptoticos
de los pacientes sin tratar frente a controles sanos y, posteriormente de los blastos tratados
con melatonina frente a su control sin tratar. Se considera una expresion normal los valores
de los ratios entre 0,7 y 1,3. Valores por debajo de 0,7 indican una disminucion de la

expresion, valores por encima de 1,3, indican un incremento de la misma.

Los resultados se muestran en las figura 47, en la que se observa la comparacion de
la expresion de los pacientes frente a los controles sanos, que muestra un incremento en la
expresion de los genes proapoptoticos BAD, BAX, BAK1, MIL1, AIFM1, APAF1, BBC3,
BNIP3, DIABLO, BMF. Pero también, es importante destacar que se produce un
incremento en genes anti-apoptoticos, CFLAR, BCL2L1, BID, BIRC1, BIRC6. Se produce
un descenso en los genes pro-apoptoticos BCL2L11, Granzima y perforina, pero también
en anti-apoptoticos como BCL2, BIRC3 y Serpina-9. La expresion del resto de los genes se

encuentra dentro de los valores normales.
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Figura 47. Perfil de ARNm de los pacientes frente a los controles sanos, analizado
mediante la técnica de RT-MLPA.

En la figura 48, se muestra el cambio en la expresion de los genes en pacientes tras
el tratamiento con la indolamina. Se produce un aumento en la expresion de los genes
proapoptoticos TNFRSF21, CDKN1A, HTRA2, PMAIP1, BAD, BBC3, APAF1 y BMF,
aunque también un descenso de GMZB, PRF1 y BIK. El resto de los genes, incluidos los
antiapoptoticos no muestran cambios en su expresion, encontrandose entre los valores de

normalidad 0,7-1,3.

Tesis Doctoral-137-



INSTITUTO
UNIVERSITARIO
. DE ONGOLOGIA
Sara Casado Zapico %me

Pacientes tratados con melatonina/Pacientes sin Tratar

18 -
16 -
14

12

08

04 -

02 -

0 A —_— B
il 2 = 2 0E = 8 s
“ZEHSSEEN5UQ§§m<;mgmrzzzﬁzzzzm<§<3&45551::2"’;;
2 2 E0 85T = o5 = b ki o ®m @ m®@g 2o F 00 =2 g = =z o m

=] m L o o m L
EU o e o @ &5 = e o
a

Figura 48. La melatonina induce un incremento en la expresion de los genes
proapoptoéticos. Perfil de ARNm de los pacientes frente a su control no tratado, analizado mediante
la técnica de RT-MLPA.
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran la capacidad de la
melatonina para inducir muerte celular de tipo apoptotico en lineas celulares derivadas de
tumores hematoldgicos mediante la activacion de la via extrinseca de la apoptosis.
Ademads, mostramos la capacidad de la melatonina para potenciar el efecto de
quimioterdpicos utilizados en el tratamiento de la leucemia mieloide aguda al encontrar un
efecto sinérgico en combinacion con la ifosfamida. Tanto en los estudios in vivo, en
ratones NOD/SCID, como ex vivo, en células de pacientes, conseguimos resultados
paralelos a los obtenidos en las lineas celulares. La melatonina disminuye el crecimiento
del tumor en estos ratones y ejerce un efecto citotoxico en células de pacientes,
acompafiado de un incremento en la expresion de Fas/FasL, asi como de otros genes
implicados en la sefializacién proapoptotica.

A lo largo de este estudio hemos demostrado que la melatonina posee la capacidad
de inducir muerte en células derivadas de tumores hematologicos. Existe un amplio
numero de publicaciones que documentan la capacidad de la melatonina para inhibir la
proliferacion de células tumorales a concentraciones fisiologicas, especialmente en
tumores neuroendocrinos, como el cancer de mama (Hill y Blask, 1988; Séanchez-Barcelo,
2003); ovario (Futagami y cols, 2001); endometrio (Kanishi y cols, 2000) o en otros
tumores como el neuroblastoma (Cos y cols, 1996). También se ha observado que
concentraciones farmacoldgicas de esta indolamina tienen un efecto antiproliferativo en
otros tipos de células tumorales resistentes a las concentraciones fisioldgicas como cancer
de colon (Garcia-Navarro y cols, 2007); glioma (Martin y cols, 2006) o cancer de prostata
androgeno independiente (Sainz y cols, 2005; Sainz y cols, 2008). La induccién de muerte
celular a concentraciones altas de la melatonina se ha descrito en la literatura solo en
algunos tipos de células tumorales como el cancer de colon (Winczyk y cols, 2002);
hepatocarcinoma (Osseni y cols, 2000; Martin-Renedo y cols, 2008); Sarcoma de Ewing
(Garcia-Santos y cols, 2006) y tumores hematologicos como la Leucemia Mieloide Aguda
(Rubio y cols, 2007; Bejarano y cols, 2009) o el Linfoma de Burkitt (Trubiani y cols,
2005). Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que la melatonina
administrada a concentraciones altas presenta un efecto citotdéxico en todos los tipos de
tumores hematologicos analizados, concretamente Leucemia Linfoide Aguda; Leucemia

Mieloide Aguda, Leucemia Mieloide Crénica y Linfoma de Burkitt.
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La muerte celular es por apoptosis, que aparece de una forma tardia a partir de las
72 horas de tratamiento. En los estudios previos en los que se habia analizado el tipo de
muerte inducida por esta indolamina, se habia descrito que dicha muerte era de tipo
apoptotico (Osseni y cols, 2000; Winczyk y cols, 2002). Estudios realizados por nuestro
grupo han demostrado también el efecto citotoxico de la indolamina en células derivadas
de Sarcoma de Ewing (Garcia-Santos y cols, 2006). Con respecto a los tumores
hematoldgicos, los datos en la literatura indican que la induccidon de apoptosis temprana es
en linfoma de Burkitt (Trubiani y cols, 2005) y tardia en Leucemia Mieloide Aguda (Rubio
y cols, 2007). Las discrepancias con el trabajo de Linfoma de Burkitt pueden deberse a que
en ese caso se utilizo el doble de concentracion de indolamina de la que se us6 en nuestros

estudios.

Existen principalmente dos vias de sefializacion intracelular en la induccion de
apoptosis, la via extrinseca y la via intrinseca. La razén para que se induzca una u otra
radica en las sefiales de activacion. La via extrinseca estd mediada por la interaccion entre
una sefial externa de muerte celular y una serie de receptores de la membrana
citoplasmatica pertenecientes a la familia de receptores del TNF o receptores de muerte
celular (DR, del inglés “death receptors”). La via intrinseca o mitocondrial se activa en
respuesta a estimulos de muerte independientes del receptor, tales como radiacion, estrés
celular, etc (Newmeyer y Ferguson-Miller, 2003). A pesar de estas diferencias entre las dos
vias, ambas convergen en las caspasas efectoras, Caspasa-3 y Caspasa-7, que
desencadenan el proceso apoptotico. En nuestro estudio, la Caspasa-3 es la caspasa
efectora en el proceso apoptdtico inducido por la melatonina en Leucemia Mieloide Aguda
y Linfoma de Burkitt, coincidiendo con lo observado previamente en la literatura en lineas
celulares derivadas de este tipo de tumores (Trubiani y cols, 2005; Rubio y cols, 2007;
Bejarano y cols, 2009). La Caspasa-7 es la caspasa efectora en la induccion del proceso
apoptoético en Leucemia Mieloide Cronica. No se ha descrito en la literatura previamente la
actuacion de esta caspasa en la induccidon de apoptosis por la melatonina. Sin embargo, la
induccion de apoptosis en la linea celular de Leucemia Mieloide Cronica (K-562) por
quimioterapicos utilizados cldsicamente para el tratamiento de esta enfermedad, indican
que ambas caspasas pueden participar en este proceso (Miyoshi y cols, 2007; O’Hara y

cols, 2010; Yoshida y cols, 2011). La activacion exclusiva de la Caspasa-7 en nuestro
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modelo puede deberse a las diferentes lineas clonales de K-562 y a las condiciones de
cultivo. Estas circunstancias podrian dar lugar a las diferencias observadas en los estudios
realizados previamente en esta linea celular asi como en los trabajos previos relativos al
efecto proapoptético de la melatonina, cuya caspasa efectora clasica es la Caspasa-3.

La activacion de la via intrinseca de la apoptosis parece estar implicada en el efecto
apoptotico de la melatonina en las células derivadas de tumores hematologicos, como nos
indica la activacion de la Caspasa-9, principal caspasa reguladora de esta via. Estos
resultados estan en concordancia con los descritos previamente en la literatura en células
derivadas de Sarcoma de Ewing (Casado-Zapico y cols, 2010), hepatocarcinoma (Martin-
Renedo y cols, 2008) y mas concretamente, en lineas celulares derivadas de linfoma de
Burkitt (Trubiani y cols, 2005) y Leucemia Mieloide Aguda (Rubio y cols, 2007; Bejarano
y cols, 2009). En nuestro modelo experimental observamos también la implicacion de la
via extrinseca de apoptosis, con la activacion de la caspasa reguladora de esta via, la
Caspasa-8. La implicacion de esta caspasa en el proceso apoptotico desencadenado por
melatonina, solo se ha descrito previamente en el caso del Sarcoma de Ewing y del
hepatocarcinoma. Particularmente, en el caso del hepatocarcinoma, dicha activacion
conlleva a la activacion de la Caspasa-8, que no se acompafia de un incremento en la
expresion del ligando de Fas (Martin-Renedo y cols, 2008), mientras que no se analizaron
ninguno de los receptores de muerte. En los estudios previos relativos a tumores
hematoldgicos, solamente se analizo la Caspasa-8 en Leucemia Mieloide Aguda, no
obteniéndose diferencias en la activacion de la misma (Rubio y cols, 2007). Esto podria
deberse a las diferencias en el clon de células utilizado en nuestro estudio. En nuestro
trabajo se observa el incremento en la activacion de esta caspasa en todas las lineas
celulares analizadas, indicandonos que este es uno de los mecanismos clave por los cuales
la melatonina ejerceria su accion apoptotica. El descenso en la expresion de Bid total nos
indica su activacion, inducida por la Caspasa-8. Bid es el nexo entre la via extrinseca y la
intrinseca, ya que cuando la via extrinseca es activada, la Caspasa-8 puede activar Bid, que
a su vez activa la via intrinseca, potenciando la apoptosis. Los resultados aqui presentados
sugieren que la melatonina ejerceria su accion apoptotica a través de la via extrinseca,
potenciando la apoptosis por la activacion de la via intrinseca mediante la activacion de
Bid. Estos resultados son similares a los descritos previamente en Sarcoma de Ewing

(Casado-Zapico y cols, 2010).
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En el efecto citostatico de la melatonina estan implicados mecanismos mediados y
no mediados por receptor. Uno de los objetivos principales de este trabajo ha sido tratar de
dilucidar las vias intracelulares de sefializacion a través de las cuales la melatonina induce
apoptosis en las células derivadas de tumores hematologicos. La melatonina es conocida
como un potente antioxidante, efecto que estd implicado en su capacidad antiproliferativa
cuando se utiliza a concentraciones altas en algunos tumores (Sainz y cols, 2005; Martin y
cols, 2006). Sin embargo, en nuestro modelo experimental, hemos observado que la
melatonina, lejos de ejercer una accidon antioxidante en las lineas celulares estudiadas,
induce un aumento de los oxidantes intracelulares. Aunque en principio puede parecer
sorprendente que un compuesto que quimicamente se comporta como depurador de
radicales libres y que se ha comprobado que ejerce un efecto potenciador de las defensas
antioxidantes induzca un aumento del estrés oxidativo, este mismo efecto ha sido descrito
con anterioridad en lineas celulares derivadas de tumores hematoldgicos (Wolfler y cols,
2001; Buyukavci y cols, 2006) y de hepatoma (Osseni y cols, 2000), dos de los tipos
celulares donde esta indolamina presenta igualmente una accion citotoxica. Estudios
recientes de nuestro grupo han demostrado que en las lineas celulares en las que las
concentraciones altas de melatonina inducen inhibicién de la proliferacion celular, esta
molécula disminuye los oxidantes intracelulares, mientras que en las lineas celulares en las
que induce citotoxicidad, aumenta los oxidantes intracelulares (Sdnchez-Sanchez y cols,
2011).

El efecto prooxidante de la melatonina en las lineas celulares estudiadas en el
presente trabajo se presenta en dos fases, que marcarian dos momentos temporales
distintos del proceso apoptotico. El primer incremento se produce durante las primeras 2-8
horas de tratamiento. Este aumento de radicales libres podria ser parte de la via de la
induccion de la apoptosis. Se ha visto que la activacion de los receptores de muerte
produce un aumento de oxidantes intracelulares (Chandra y cols, 2000; Shen y cols, 2006).
De hecho, se ha demostrado la implicacion de los radicales libres en la apoptosis inducida
por TNFa. Asi, en estudios en los que se estimularon las células con este ligando se indujo
un incremento rapido de los niveles de oxidantes intracelulares (Larrick y Wright, 1990).
También se ha observado la implicacion de los radicales libres en la sefializacion inducida
por TRAIL, en la que se produce una acumulacion de oxidantes intracelulares tras el

tratamiento de las células tumorales con este ligando, mientras que la adicion de un
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antioxidante es capaz de inhibir su accion (Lee y cols, 2002). Resultados similares se han
observado con el receptor de Fas (CD95); su activacién mediante la uniéon de su ligando
promueve la produccioén de oxidantes intracelulares y varios antioxidantes como N-acetil-
L-cisteina (NAC), bloquean la induccion de la apoptosis (Devadas y cols, 2003; Sato y
cols, 2004). Se ha intentado dilucidar el papel de los oxidantes intracelulares en la muerte
celular inducida por Fas. Diversos estudios indican que los radicales libres son capaces de
regular a la alta la expresion de Fas (Minana y cols 2002; Denning y cols, 2002).
Relacionado con estos trabajos, se demostrd previamente que la melatonina potencia tanto
el aumento de oxidantes intracelulares como la apoptosis inducida por la activacion de Fas
(Wolfler y cols, 2001). Estos estudios nos sugieren que el incremento transitorio de
oxidantes intracelulares observado en las lineas celulares derivadas de tumores
hematoldgicos podria jugar un papel importante en la activacion de la via extrinseca de la
apoptosis.

Ademas de este incremento transitorio de radicales libres, observamos un nuevo
incremento tardio de estos oxidantes intracelulares entre las 24-72 horas de tratamiento. En
este caso y teniendo en cuenta el hecho de que a la vez que aumentan los radicales libres
aumenta también la activacion de la Caspasa-3 y la Caspasa-7, y puesto que la mitocondria
es el organulo que genera una mayor cantidad de dichos oxidantes, podemos pensar que
este aumento de oxidantes intracelulares puede ser una consecuencia del desarrollo del
propio proceso de apoptosis durante el desacoplamiento de la cadena de transporte de
electrones mitocondrial. Estos resultados coinciden con los descritos previamente en la
literatura en tumores hematoldgicos (Biiylikavci y cols, 2006) y los estudios desarrollados
por nuestro grupo en Sarcoma de Ewing (Casado-Zapico y cols, 2010) y en distintas lineas
celulares tumorales, en los que la melatonina produce efectos antiproliferativos o
citotoxicos (Sanchez-Sanchez y cols, 2001), relaciondndose este incremento tardio de

radicales libres con el efecto citotoxico de la indolamina.

La activacion de la via extrinseca por los receptores de muerte (DR4, DRS, Fas) y
sus ligandos (TRAIL y FasL) fue observada en las lineas celulares estudiadas, confirmando
los resultados anteriores relativos a la implicacion de la via extrinseca en el efecto
apoptdtico de la melatonina. Particularmente, hemos encontrado un incremento en la

expresion de Fas y su ligando, FasL, que junto con el uso de bloqueantes para estas
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moléculas nos permite confirmar el papel clave de estas moléculas en la accion apoptotica
de esta indolamina. El papel tanto de Fas como de su ligando en la apoptosis inducida por
quimioterapicos en diversos tumores ha sido ampliamente estudiado en la literatura. Asi, se
ha observado que los quimioterapicos clasicos tales como cisplatino, doxorrubicina,
mitomicina C, fluoruracilo y camptotericina, incrementan la expresion de Fas en células
HT-29, de carcinoma de colon. También se ha visto este incremento de expresion tras el
tratamiento con cisplatino en otras lineas celulares de carcinoma de colon y en células
leucémicas U-937, induciéndose citotoxicidad en las mismas (Micheau y cols, 1997). En
otros tipos celulares como en células de glioma y meduloblastoma, se observéd que tanto la
quimioterapia (doxorrubicina y/o cisplatino) como la radiaciéon vy, inducen apoptosis,
demostrandose la implicacion igualmente del receptor de Fas y su ligando (Fulda y cols,
1998). Del mismo modo, en células de Leucemia Mieloide Aguda (HL-60) tratadas con
apicidina, un inhibidor de histona deacetilasa, se produce un incremento transitorio en la
expresion de Fas y su ligando. Al igual que en nuestro estudio, la inhibicién de esta
interaccion mediante un bloqueante interfiere en la sefializacion apoptotica mediada por la
apicidina, inhibiendo la liberacion del citocromo c, la activacion de la caspasa-3 y la
fragmentacion del ADN (Kwon y cols, 2002). También, en células U-937, de Leucemia
Mieloide Aguda, el 4cido araquidénico induce una regulacion a la alta del receptor de Fas
y su ligando, mediado por la activacion de p38 y la supresion de ERK (Liu WH y cols,
2009).

Ademas de la implicacion de Fas y FasL en la apoptosis inducida en células
tumorales, se ha observado el efecto sinérgico del ligando de Fas y TRAIL en la induccién
de apoptosis en células de leucemia mieloide crénica (Dicker y cols, 2005). Este ultimo
estudio concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo, en los que se ha observado
no solo el incremento en la expresion de FasL si no también de TRAIL, pudiendo estar
implicados ambos en el efecto proapoptdtico de la melatonina. De hecho, en cuanto a los
receptores DR4, DR5 y TRAIL, cabe destacar un incremento acusado de la expresion de
TRAIL en el linfoma de Burkitt, la expresion de estos receptores y su ligando aumenta
significativamente, aunque no de forma tan marcada como en el caso de Fas y FasL. Los
resultados obtenidos en DR4, DR5 y TRAIL, estdn en concordancia con resultados previos
del grupo, en los que la melatonina sensibiliza las células de glioma a TRAIL e incrementa

la expresion del receptor de muerte DR4 (Martin y cols, 2010). Ademas, se ha visto que
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TRAIL soluble recombinante induce apoptosis en un gran niamero de células tumorales,
incluidas las derivadas de tumores hematologicos, tanto como agente terapéutico Uinico
(Plasilova y cols, 2002; Clodi y cols, 2000; Gazitt, 1999; Mitsiades y cols, 2001; Snell y
cols, 1997) o como en combinacién con otras terapias (Liu Q y cols, 2001; Chen y cols,
2001; Nimmanapalli y cols, 2001). También lo hace in vivo en modelos xenografts de
canceres humanos (Walczak y cols, 1999). Estos estudios manifiestan la importancia de
TRAIL en la induccién de apoptosis en este tipo de tumores.

El resumen del mecanismo de accidon apoptdtico de la melatonina se muestra en la

figura 48.
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Figura 48. Mecanismo de accion en la apoptosis inducida por la melatonina en células
derivadas de tumores hematologicos. La melatonina induce un incremento en la expresion de FasR
y su ligando, desencadenando la cascada apoptotica de activacion de las caspasas efectoras, 3 (HL-
60y CA-46) y 7 (K-562). Durante el proceso se generan radicales libres.
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Numerosas vias intracelulares regulan la apoptosis por la via extrinseca. Entre ellas,
PI3K/Akt juega un papel clave en la supervivencia celular. Se ha observado que los
inhibidores de esta via, como la perifosina, inducen apoptosis en leucemias linfoides
(Nyakern y cols, 2006), aunque otro de los inhibidores de Akt, GSK690693, no la induce
en lineas celulares derivadas de la estirpe mieloide (Levy y cols, 2009). Los resultados
obtenidos en las lineas celulares derivadas de tumores hematoldgicos estudiadas, indican
una clara relacion entre la activacion de Akt y la apoptosis inducida por la melatonina. El
bloqueo de la activacion de Akt inducida por la melatonina previene parcialmente la
muerte producida por esta indolamina, asi como el aumento de expresion tanto de Fas
como de FasL, claves en la citotoxicidad de esta molécula. Aunque no es un mecanismo
muy comun, se ha descrito previamente el efecto proapoptotico de Akt tras la activacion de
FasL en otros tipos celulares (Lu y cols, 2006), asi como la induccion de un incremento en
la expresion de Fas tras la activacion de Akt (Ivanov y cols, 2002; Lu y cols, 2006). La
activacion de Akt observada en las lineas celulares derivadas de tumores hematoldgicos
estudiadas en el presente trabajo, produce la fosforilacion, y por tanto desactivacion de una
de sus dianas, GSK-3[3. La inhibicion de esta proteina igualmente produce un descenso en
la citotoxicidad inducida por la indolamina asi como un descenso en la expresion de FasL.
Entre las muchas dianas de fosforilacion de GSK-3(3 se encuentran factores de
transcripcion que pueden dar lugar a produccion de factores antiapoptoticos (como
interleuquina-2 (IL-2)) y proapoptoticos (como el ligando de Fas), dependiendo de la
homeostasis celular. Cuando GSK-3p fosforila a estos factores de transcripcion, no se
pueden unir a su promotor, bloquedndose por tanto la transcripcion de estos genes. La
activacion de Akt fosforila y por tanto desactiva GSK-3p, inhibiendo de esta manera la
fosforilacion de los factores de transcripcion y permitiendo la transcripcion de genes como
FasL. Existen pocos trabajos en la literatura que describan esta relacion entre GSK-33 y
Fas/FasL (Badorff y cols, 2002; Remy y Michnick, 2004). En el trabajo descrito por Remy
y Michnik se indica que las propias proteinas reguladoras de Akt podrian inducir esta via
apoptotica, potenciando su fosforilacion. Nuestro estudio confirma estos resultados, ya que
demostramos la relacion entre la activacion de Akt, la consecuente desactivacion de GSK-

3B y la induccién de apoptosis mediada por la melatonina a través de Fas/FasL.
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En nuestro grupo habiamos descrito previamente la desactivacion de Akt tras el
tratamiento con melatonina de células de glioma (Martin y cols, 2006). Las discrepancias
con estos resultados podrian estar relacionadas con el estado oxidativo celular. Uno de los
eventos clave en la accion antiproliferativa de la melatonina en las células de glioma es la
inhibicion de Akt, que esta mediado por el descenso en los oxidantes intracelulares (Martin
y cols, 2006). Sin embargo, en las lineas celulares descritas en este trabajo, la melatonina
ejerce una accion proapoptotica e incrementa el estrés oxidativo intracelular de manera
transitoria, en las primeras horas de tratamiento, que coincide con la activacion de la via
extrinseca de la apoptosis ya descrita previamente (Shen y Pervaiz, 2006). Estos resultados
estan en concordancia con los descritos por Lu y cols, que demuestran la existencia de un
incremento de oxidantes intracelulares previo a la activacion de Akt, que desencadenaria la
cascada de sefalizacion descrita previamente e implicaria GSK-3(3. Nuestros resultados
indican que Akt tiene un importante papel en la apoptosis inducida por la melatonina en
lineas celulares de tumores hematoldgicos. Un posible mecanismo para la implicacion de

Akt en la apoptosis inducida por la melatonina se muestra en la figura 49.
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Figura 49. Posible implicacion de Akt en la apoptosis inducida por la melatonina. El
incremento en la expresion de FasR y su ligando por la melatonina incrementaria los radicales
libres que activarian la via PI3K/Akt, potenciando en este caso la sefializacion apoptotica por un
aumento en la transcripcion de FasL. FT, Factor de Transcripcion.
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La Leucemia Mieloide Aguda constituye el 30% de las leucemias en adultos y el
0,6% de todos los canceres (Rodriguez-Abreu, 2007). Entre el 50-75% de los pacientes con
esta enfermedad consiguen una remision completa. Sin embargo, sélo un 20-30% de los
pacientes disfrutan de una supervivencia libre de enfermedad durante mucho tiempo. La
mayoria mueren por su enfermedad, principalmente por la resistencia o recaida de la
misma (Tallman y cols, 2005). Se requieren por tanto nuevas terapias, que ademdas no
produzcan efectos secundarios indeseables para los pacientes. La combinacion de
melatonina y doxorrubicina presenta un efecto antagonista en dos de las lineas celulares de
Leucemia Mieloide Aguda utilizadas en nuestro estudio, a pesar de que cada uno de estos
farmacos por separado induce un descenso en el nimero de células tumorales. En cambio,
en la linea celular HL-60 (Leucemia Mieloide Aguda), esta combinacién tiene un efecto
aditivo. Esta disparidad de resultados puede deberse al distinto estado de maduracion de las
lineas celulares. Asi, las dos lineas en las que la combinacion tiene un efecto antagonista,
estan mas diferenciadas (Leucemia Mielomonocitica Aguda), que esta tltima (Leucemia
Promielocitica Aguda). Los efectos de la combinacion de dos farmacos no dependen solo
del tipo de compuesto que se combina sino de las células tumorales de las que se trata. En
un estudio realizado por Fan y cols (2010), se combinaron concentraciones de melatonina y
doxorrubicina en carcinoma hepatocelualr, obteniendo un efecto sinérgico muy acusado en
las concentraciones micromolares. Otros autores describieron que la melatonina sensibiliza
células de leucemia de raton a los efectos de la doxorrubicina (Granzotto y cols, 2001).

La ifosfamida es un agente alquilante cuyo mecanismo de accién consiste en
alquilar el ADN mediante el ataque de la posicion N-7 de la guanina, induciendo
cruzamientos intra e interhebra, produciendo citotoxicidad y muerte celular (Zalupski y
cols, 1988). La combinacion de melatonina e ifosfamida presenta un efecto sinérgico en la
reduccion del nimero de células en las tres lineas celulares utilizadas. El nivel de
sinergismo varia de una linea celular a otra y es dependiente de concentracion y de tiempo,
existiendo diferencias significativas ya a las concentraciones mas bajas utilizadas tanto del
quimioterapico como de la melatonina. El efecto sinérgico de la melatonina y la ifosfamida
ya habia sido observado previamente por nuestro grupo en la linea celular de Sarcoma de
Ewing, SK-N-MC (Casado-Zapico y cols, 2010). De hecho, este trabajo es hasta ahora el
unico en la literatura que refiere un efecto sinérgico entre la ifosfamida y la melatonina en

lineas celulares tumorales. Los resultados aqui presentados indican que esta sinergia

-152- Accion citotoxica de la melatonina en tumores hematologicos: caracterizacion de los mecanismos de muerte



H
A . .7
J = Discusion
(/

también se produce en lineas celulares derivadas de tumores hematologicos, pero con
diferencias respecto al Sarcoma de Ewing, probablemente debidas al hecho de ser distintas
lineas celulares. Asi, se requiere una concentracion mayor de ifosfamida y mas tiempo de
incubacion para conseguir un efecto similar al obtenido en el Sarcoma de Ewing.

La sinergia entre estos dos fArmacos disminuyendo el nlimero de células es debida a
una potenciacion de la apoptosis inducida por cada uno individualmente, como indica la
actividad de la caspasa efectora, Caspasa-3, que se magnifica cuando se combinan ambos
compuestos. Previamente, habiamos comentado la implicacion de esta caspasa en la
muerte celular inducida por la melatonina en las lineas celulares estudiadas. Diversos
trabajos han puesto de manifiesto la implicacion de la apoptosis en la muerte inducida por
quimioterapicos en células derivadas de tumores hematoldgicos (Wen y cols, 2000;
Canestrato y cols, 2010). Sin embargo, y en algunos casos las caspasas efectoras solo se
activan cuando se combinan dos quimioterapicos (Zhang y cols, 2009; Maiso y cols,
2009). En las tres lineas celulares estudiadas en este trabajo, observamos que, al igual que
en el Sarcoma de Ewing (Casado-Zapico y cols, 2010) y en las células de carcinoma
hepatico (Fan y cols, 2010), la activacion de la caspasa-3 se produce tras el tratamiento con
los farmacos individualmente aumentando de forma llamativa en combinacion de estos.

Las dos caspasas reguladoras de las vias apoptodticas, la Caspasa-8, principal
caspasa reguladora de la via extrinseca, y la Caspasa-9, principal reguladora de la
intrinseca, también incrementa su actividad al combinar ambos compuestos. Estos
resultados se corresponden con los observados en la literatura, en cuanto a que la
combinacion de diversos quimioterdpicos induce apoptosis en lineas celulares tumorales
activando ambas vias (Canestrato y cols, 2010; Zhang y cols, 2009; Maiso y cols, 2009;
Casado-Zapico y cols, 2010).

La combinaciéon de ifosfamida y melatonina también induce un incremento en la
expresion de los receptores de muerte y sus ligandos en relacion al inducido por cada
farmaco individualmente. Fas/FasL, pero sobre todo FasL muestra un incremento bastante
acusado al combinar ambos farmacos. En este trabajo habiamos descrito previamente la
implicacion de Fas/FasL en la citotoxicidad inducida por la melatonina. En la literatura,
distintos trabajos demuestran la implicacion tanto de Fas como de FasL en la induccion de
apoptosis mediada por la ifosfamida individualmente o en combinacidn con otros agentes

(Duan y cols, 2004; Duan y cols, 2006). Aunque clasicamente se ha visto que la ifosfamida
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induce apoptosis por medio de la via intrinseca, propiciando la liberacion del citocromo c
de la mitocondria, en nuestro trabajo y como se ha publicado previamente con otros
quimioterapicos (Micheau y cols, 1997), se ha observado que también ejerce su accion a
través de la via extrinseca de la apoptosis. Ademas del incremento en la expresion de
Fas/FasL, se produce un incremento de DR4, DRS y TRAIL. En nuestro grupo habiamos
observado previamente que el tratamiento con melatonina sensibiliza a las células de
glioma frente a TRAIL (Martin y cols, 2010). En la literatura también se describe que el
uso de quimioterapicos antileucémicos, sensibiliza a lineas celulares derivadas de leucemia
mieloide aguda a este ligando (Wen y cols, 2000). La combinacion de melatonina e
ifosfamida incrementa el efecto apoptotico observado con cada agente individualmente,
potenciando tanto la via intrinseca, como la extrinseca, particularmente por la activacion de
los receptores de muerte.

El mecanismo de accion de la combinacion se observa en la figura 50.
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Figura 50. Mecanismo de accion apoptotico de la combinacion de melatonina e
ifosfamida. Ambos compuestos incrementan la expresion de los receptores de muerte y sus
ligandos, desencadenando la apoptosis.
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El efecto antitumoral de la melatonina en tumores hematoldgicos fue confirmado en
un modelo experimental in vivo de Leucemia Mieloide Aguda. El tratamiento de los
animales con melatonina en el agua de bebida se mostr6 capaz de reducir de manera
significativa la extension del tumor. En la literatura encontramos pocos estudios que
muestran la accidon antitumoral de la melatonina in vivo, (Cini y cols, 1998; Blak y cols,
1999; Leoén-Blanco y cols, 2003; Melancon y cols, 2005; Saez y cols, 2005; Martin y cols,
2006; Jung-Hynes y cols, 2011). Estos estudios se han centrado en el efecto de la
melatonina in vivo para el tratamiento de hepatoma (Cini y cols, 1998; Blask y cols, 1999);
prostata (Jung-Hynes y cols, 2011); glioma (Martin y cols, 2006); y cdncer de mama, en el
que se ha estudiado la indolamina como agente preventivo de estos tumores (Saez y cols,
2005), como tratamiento unico (Ledn-Blanco y cols, 2003) o en combinaciéon con
quimioterapicos (Melancon y cols, 2005). El trabajo aqui presentado es el primero en el
que se analiza el efecto de la melatonina en un modelo experimental in vivo de Leucemia
Mieloide Aguda. Los resultados obtenidos fueron similares a los estudios previos en otros
tipos de tumores: la melatonina disminuye el crecimiento y la extension del tumor. El
mecanismo de accion de la melatonina no se ha estudiado en este modelo experimental.
Deberiamos tener en cuenta que las propiedades inmunomoduladoras de la melatonina
(Maestroni y cols, 1986; Lin y cols, 2001) pueden estar colaborando en su efecto
antitumoral in vivo. Los ratones utilizados para este ensayo fueron ratones NOD/SCID,
que tienen una inmunodeficiencia severa. Esta inmunodeficiencia afecta al desarrollo de
linfocitos B y T, reduciéndose el nimero de células NK, macrofagos y granulocitos. La
melatonina podria estar potenciando el poco sistema inmune que poseen. También, los
resultados obtenidos in vitro nos inducen a pensar que es la propia molécula la ejerce
citotoxicidad en las células tumorales y las pocas células que puedan quedar tardarian mas
en desarrollar el tumor.

Para cuantificar el desarrollo del tumor, se utilizo la técnica del bioimagen, una
técnica no invasiva que permite analizar el efecto del fArmaco sin riesgo de dafiar al raton.
El uso de esta técnica permiti6 igualmente analizar la supervivencia de los ratones. Pocos
estudios han podido analizar la supervivencia de los roedores tratados con la indolamina
(Cini y cols, 1998), ya que normalmente se sacrifican para analizar otros parametros
moleculares. En nuestro estudio, ademas de un descenso en el crecimiento del tumor,

observamos un incremento en la supervivencia de los ratones tratados con melatonina.
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Nuestro estudio coincide con el realizado en hepatoma, en el que también se observo que la
melatonina aumentaba la supervivencia (Cini y cols, 1998). Este incremento en la

supervivencia probablemente se deba al enlentencimiento en el desarrollo del tumor.

Los ensayos ex vivo, realizados en células de pacientes con tumores hematologicos
confirmaron la accion citotoxica de la indolamina que habiamos observado en las lineas
celulares establecidas. Existe en los resultados variabilidad entre las distintas muestras,
probablemente debida a las propias caracteristicas individuales de los pacientes, entre ellas
el tipo de tumor hematoldgico, siendo principalmente, las muestras de Leucemia Mieloide
Aguda en las que se observa un efecto mas acusado de la melatonina.

La expresion basal de FasL en los pacientes es muy baja cuando se compara con la
expresion de esta molécula en controles sanos. La expresion de Fas, en cambio es variable.
En la literatura se han descrito mutaciones de Fas en una gran variedad de tumores
hematologicos y no hematoldgicos, como leucemia linfoide aguda infantil, enfermedad de
Hodgkin, linfoma no-Hodgkin y leucemia aguda (Sibley y cols, 2003). Por otra parte,
debido a un splicing alternativo del gen de Fas, se producen isoformas solubles, que
pierden el dominio transmembrana, impidiendo la trimerizacion del receptor y su union al
ligando. Se ha descrito que el incremento de los niveles en el suero de Fas soluble estan
asociados con una menor supervivencia y remision en adultos con leucemia de células T
(Debatin y cols, 2003; Fulda, 2009). También se ha observado una peor supervivencia en
pacientes con Fas soluble alto en suero antes del tratamiento, siendo este un importante
mecanismo de resistencia a los quimioterapicos (Pichon y cols, 2006).

Nuestros resultados concuerdan con los estudios realizados por Li y cols (2000), en
los que al igual que sucede en nuestro estudio, encontraron niveles de Fas variables en
pacientes con leucemia mieloide aguda, leucemia linfoide aguda y leucemia mixta. Otros
estudios describen la correlacion entre la expresion baja de Fas y un peor prondstico en
pacientes con leucemia mieloide aguda y leucemia linfoide aguda (Suminoe y cols, 2004;
Mata y cols, 2010). Ademas, en leucemia linfoide aguda infantil, los nifios recién
diagnosticados que presentan un alta expresion de FasL muestran una menor incidencia en
la recidiva y una supervivencia mayor (Volm y cols, 1999). También la mayor
supervivencia y la menor incidencia de recaida se correlaciona con la expresion en las

células de pacientes con leucemia mieloide aguda de DR4, DRS5 y Fas (Min y cols, 2004),
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induciendo la expresion de varios receptores de muerte un efecto sinérgico en la apoptosis
de células leucémicas.

En este trabajo hemos observado un aumento en la expresion de Fas y FasL tras el
tratamiento con melatonina en células de pacientes con leucemia mieloide aguda. Teniendo
en cuenta que la melatonina induce citotoxicidad en estas células, el incremento en el
receptor y el ligando tras el tratamiento con la indolamina, confirma igualmente los
resultados obtenidos en las lineas celulares derivadas de tumores hematologicos. La
citotoxicidad inducida por la melatonina podria estar mediada por el incremento de Fas y
su ligando. Estos resultados estarian en concordancia con las publicaciones previas
descritas que indican que el incremento de Fas y su ligando en los pacientes se
correlaciona con un mejor prondstico, menor incidencia de recaida y mayor supervivencia
(Volm y cols, 1999; Suminoe y cols, 2004; Min y cols, 2004; Mata y cols, 2010). De
hecho, se ha correlacionado la expresion de Fas con la respuesta a la quimioterapia (Min y
cols, 1996; lijima y cols, 1997), observandose que la expresion baja del receptor se asocia
a un bajo indice de remision completa tras la quimioterapia en leucemia mieloide aguda.
Esta capacidad de la melatonina para inducir citotoxicidad en células de pacientes con
leucemia mieloide aguda y el incremento en Fas y FasL, haria de esta molécula un
importante agente a considerar en la terapia de este tipo de tumores en combinacién con

otros quimioterapicos

Cuando se realizaron los estudios de expresion génica, se observo que las células de
pacientes con leucemia mieloide aguda muestran un patrén diferencial de expresion de
genes relacionados con la apoptosis respecto a los controles sanos. Los pacientes tienen un
incremento en la expresion de varios genes proapoptéticos. En primer lugar, se observa un
incremento en la expresion de genes proapoptoticos de la familia Bel-2 como BAD, BAX,
BAKI1, MIL1, BBC3, BNIP3 y BMF.

BAD (del inglés, Bcl-2 associated death promoter) induce muerte celular
interfiriendo en la union de BAX a Bcl-2 y Bel-XL. La fosforilacion de BAD estd mediada
por Akt, evitando su accion apoptotica (Zha y cols, 1996).

También se observa un incremento de BAX (del inglés, Bcl-2 associated X protein)

y BAKI (del inglés, Bcl-2 homologous antagonist killer), cuya funciéon es similar,
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incrementando la permeabilidad de la membrana plasmatica y permitiendo asi la liberacion
del citocromo c.

MIL1, también llamado BCL2L13 (del inglés, Bcl-2 like protein L13), Bcl-rambo,
es un facilitador de la apoptosis, su sobreexpresion induce apoptosis que es bloqueada por
inhibidores de caspasa (Kataoka y cols, 2001).

BBC(C3 (del inglés, Bcl-2 binding component 3), codifica para PUMA (del inglés,
p53 upregulated modulator of apoptosis). Este gen es inducible por p53, propiciando que
PUMA libere a BAX y desencadene la apoptosis (Misuhashi, 2008).

BNIP3 (del inglés, Bcl-2/adenovirus E1B 19 kd interacting protein) desencadena la
muerte celular por incremento en la permeabilidad de la membrana mitocondrial. Esta
accion induce una pérdida de potencial de membrana, y un incremento en la produccion de
especies reactivas del oxigeno (Murai y cols, 2005). Su baja expresion parece estar
relacionada con la resistencia al tratamiento con busulfidn en lineas celulares de leucemia
mieloide aguda (Valdez y cols, 2008). Esta baja expresion estd asociada a una metilacion
aberrante del gen en este tipo de tumores (Murai y cols, 2005).

El gen BMF (del inglés, Bcl-2 modifying factor), tiene también funcion
proapoptoética (Putalah y cols, 2001). Se ha visto incrementada su expresion en leucemia
linfoide cronica tras el tratamiento con citoquinas como TGF-3 (Romano y cols, 2008).

Varios genes proapoptdticos no pertenecientes a la familia Bcl-2 se ven
incrementados en los pacientes respecto a los controles sanos. Estos genes son AIFMI,
APAF1 y Smac/DIABLO.

AIFM1, (del inglés, apoptosis inducing factor 1 mitochondrial), se encuentra en el
espacio intermembrana de la mitocondria. Cuando se induce la apoptosis, esta proteina se
transloca al nucleo, en donde juega un papel importante en la condensacion de la cromatina
y en la fragmentacion. Ademas, induce la liberacion del citocromo ¢ y la Caspasa-9. El
incremento en su expresion ha sido correlacionado con un mejor prondstico en leucemia
mieloide aguda (Bradoudaki y cols, 2011).

APAF1, (del inglés, apoptotic protease activating factor 1), juega un papel
importante en la activacion de la via intrinseca de la apoptosis, ya que forma un complejo
con Caspasa-9, propiciando su activacion, y por tanto, la subsecuente rotura de la Caspasa-
3. Su baja expresion se ha asociado a una peor respuesta a la quimioterapia en pacientes

con leucemia mieloide aguda (Benites y cols, 2008).
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Smac/DIABLO (del inglés, Second mitochondria-derived activator of
caspase/diablo homolog (Drosophila)), se une a las proteinas inhibidoras de la apoptosis
(IAPs, de sus siglas en inglés), impidiendo la unidén de estas proteinas con las caspasas,
propiciando la apoptosis (Du y cols, 2000). Uno de los intentos en la terapia contra la
leucemia es la produccion de moléculas similares a DIABLO, que se unan e inhiban IAPs
(Guo y cols, 2002; Arnt y cols, 2002; Fulda y cols, 2002).

Algunos genes antiapoptoticos también se ven incrementados en los pacientes
respecto a los controles sanos. Se observa asi un incremento en los genes antiapoptéticos
de la familia Bel-2, BCL2L1 y BID.

BCL2L1, (del inglés, Bcl-2-like protein 1), codifica para la forma larga de la
proteina Bel-XL (del inglés, B cell lymphoma/leukemia X long fragment). Esta proteina
inhibe la apoptosis impidiendo la translocacion de BAX a la membrana mitocondrial. El
incremento de su expresion frente a los controles sanos concuerda con lo observado en la
literatura en pacientes con leucemia linfoide aguda (Huang y cols, 2010). Se ha visto que el
incremento en la expresion de Bcl-XL estd relacionado con un peor pronodstico en
pacientes con leucemia mieloide aguda y confiere resistencia a la quimioterapia tanto en
lineas celulares como en tumores hematologicos (Shangary y Johnson, 2003).

BID se localiza en el citosol como un precursor inactivo. Su forma activa se genera
por su rotura proteolitica inducida por la Caspasa-8 en la sefializacion extrinseca de la
apoptosis. Cuando es activado, se transloca a la mitocondria, induciendo la liberacion del
citocromo c. BID es el nexo de unién entre las dos vias apoptdticas, su activacion
incrementa la sefial apoptotica iniciada por la via extrinseca. En este caso, lo hemos
encuadrado dentro de los genes antiapoptdticos debido a que la expresion analizada es la
de la forma total, estado en el cual permaneceria inactivo en el citosol.

Algunos genes antiapoptodticos, no pertenecientes a la familia Bcl-2, también se ven
incrementados en pacientes. Estos genes codifican para proteinas inhibidoras de la
apoptosis y son CFLAR, BIRC1 y BIRC6.

CFLAR, (del inglés, Caspase-8 and FADD like apoptosis regulator), codifica para
la proteina inhibidora FLIP (del inglés, FLICE inhibitory protein), que se une al DISC (del
inglés, death-inducing signalling complex) e interfiere en la induccién de apoptosis. El
incremento en la expresion de FLIP se ha visto relacionado con un peor pronostico en

linfoma de Burkitt, disminuyendo la supervivencia y la remisiéon completa (Valnet-Rabier
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y cols, 2005), ocurriendo lo mismo en una gran variedad de malignidades de tipo B,
algunas leucemias mieloides agudas, y leucemias linfoides cronicas (Tschopp y cols, 1999;
Tschopp y cols, 1999).

Otros dos genes inhibidores de la apoptosis se ven incrementados en los pacientes
respecto a los controles sanos: BIRCI (del inglés, baculoviral IAP repeat containing
protein 1), también conocido como NAIP (del inglés, neuronal apoptosis inhibitory
protein) y BIRC6 (del inglés, baculoviral AP repeat containing protein 6), también
llamado Apollon. Nuestros resultados no son concordantes con el estudio realizado por
Tamm y cols, en el 2000. En este estudio se analizé la expresion en 60 lineas celulares
tumorales de los genes inhibidores NAIP, XIAP, cIAP1, cIAP2 y survivina. Se observo un
incremento en la expresion de XIAP y cIAPI, en cambio NAIP no fue detectable. En
nuestro caso, XIAP se encuentra dentro de los valores normales y survivina no es
detectable. La discrepancia de nuestros resultados con este estudio puede deberse a que en
nuestro caso se analiz6 en células de pacientes hematologicos, no en lineas celulares, lo
cual implica una variabilidad debida a las caracteristicas individuales de los pacientes.

Por otro lado, también se observa en los pacientes el descenso de algunos genes
proapoptoticos respecto a los controles sanos. Estos genes son BCL2L11, GZMB y PRF1.

BCL2L11, (del inglés, bcl-2-like protein 11), también llamado BIM, es un
activador de la apoptosis que interacciona con BCL2L1/BCL-X(L), y es importante en la
induccion de apoptosis en linfocitos (Hsu y cols, 2008). También, dos genes claves en la
via de la Granzima/perforina se muestran regulados a la baja, GMZB y PRF1. GRMZB
(granzima B) se expresa en la superficie de linfocitos T citotoxicos y células Natural Killer
y su expresion es crucial en la induccidon de apoptosis por estas células en la respuesta
inmune. PRF1 (perforina) también esta implicada en la respuesta inmune. Es una proteina
citolitica que se inserta en la membrana plasmatica de la célula diana, formando un poro y
propiciando su muerte.

Finalmente, algunos genes antiapoptoticos ven su expresion disminuida en
pacientes. Estos genes son Bcl-2, BIRC3 y SERPINBY.

Bcl-2, (del inglés, B cell lymphoma/leukemia 2 gene), estd implicado en la
regulacion de la homeostasis del calcio y el flujo de protones en la mitocondria (Zhu y
cols, 1999) y como consecuencia, inhibe la liberacion del citocromo ¢ (Murphy y cols,

2000). En la literatura se describe que este gen estd regulado a la alta en muchos tipos de
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tumores hematologicos como linfomas foliculares no-Hogkin de bajo grado, linfomas
difusos, leucemia linfoide cronica y leucemia mieloide aguda, relaciondndose esta alta
expresion con una menor supervivencia de los pacientes (Mounier y cols, 2003; Kitada y
cols, 2002; Andreef y cols, 2002; Campos y cols, 1998; Banker y cols, 1998). Las
discrepancias con estos estudios pueden ser debidas a las propias caracteristicas
individuales de los pacientes.

BIRC3, (del inglés, baculoviral IAP repeat containing protein 3), es miembro de la
familia de inhibidores de apoptosis e interfiere con la activacioén de las caspasas. Este gen
se muestra regulado a la baja, pese a que otros dos genes de la misma familia se encuentran
sobreexpresados respecto a los controles sanos. También se encuentra regulado a la baja un
gen implicado en la via de la Granzima/Perforina, SERPINBY, que codifica para Serpina 9,
un inhibidor de serin proteasas. Mediante esta funcidén es capaz de inhibir la via de
Granzima B.

Tras el tratamiento de las células de pacientes con melatonina, la expresion de
algunos genes antiapoptoticos disminuye en relacion a la presentada en células no tratadas,
llegando a los rangos que la técnica considera normales. La melatonina, al inducir un
efecto citotoxico en estas células, podria reducir los niveles de los genes antiapoptoticos
anteriormente sobreexpresados, permitiendo el correcto desarrollo de la apoptosis.

El tratamiento con melatonina incrementa la expresion de la mayoria de los genes
proapoptoéticos analizados: TNFRSF21, CDKNA, HTRA2, PMAIP1, BAD, APAF1 y
BMF. Previamente hemos descrito las funciones clave de BAD, APAF1 y BMF en la
induccion de apoptosis, por lo tanto no es extrafio que estos genes se vean incrementados
tras un tratamiento que induciria muerte celular.

TNFRSF21, codifica para el receptor de muerte DR6. Su expresion se ha visto
incrementada en algunas lineas celulares tumorales de carcinoma cervical, adenocarcinoma
colorrectal, carcinoma de pulmoén y cancer de prostata. En lineas celulares derivadas de
tumores hematologicos su expresion es baja (Pan y cols, 1998; Klima y cols, 2009). En
c¢lulas hematologicas, diversos estudios han puesto de manifiesto que los linfocitos By T
CD4+ deficientes en este receptor, muestran una hiperproliferacion (Liu y cols, 2001; Zhao
y cols, 2001; Schmidt y cols, 2003). Teniendo en cuenta lo anterior, y el efecto citotdoxico
de la melatonina en las células de pacientes, podriamos pensar que la expresion del

receptor se incrementaria para inducir la muerte celular.
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Otro de los genes que se incrementa tras el tratamiento es CDKNI1A, (del inglés,
cyclin-dependent kinase inhibitor 1A), que codifica para la proteina p21, regulador del
ciclo celular y cuya expresion esta controlada por el supresor tumoral p53, y se ha asociado
con el proceso apoptotico (Marone y cols, 2003). La melatonina, en su accion
antiproliferativa, altera la expresion de proteinas implicadas en la regulacion del ciclo
celular como p21 (Mediavilla y cols, 1999; She y cols, 2004), por lo que no es extrafio que
esta proteina se sobreexprese tras el tratamiento con la indolamina.

HTRA2, (del inglés, high temperatura requirement protein A2), también llamado
Omi, es una serin proteasa que se localiza principalmente en la mitocondria. Cuando se
induce la apoptosis, esta enzima se libera al citosol, en donde mimetiza a las caspasas de
forma que pueda unirse a los inhibidores de las mismas, IAP, inhibiéndolos y favoreciendo
el desarrollo de la apoptosis. También ejerce su accion proapoptdtica por su actividad
proteasa, independiente de IAP y de caspasa. El incremento de esta molécula como
resultado de un tratamiento inductor de apoptosis ya se ha observado previamente en lineas
celulares de leucemia mieloide aguda (Amran y cols, 2007; Sanchez y cols, 2008). En
estos trabajos, su incremento viene acompafnado de un descenso en el inhibidor XIAP, que
en nuestro estudio se mantiene dentro de los valores normales, antes y después del
tratamiento con la indolamina.

PMAIPI, (del inglés, phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1), que
codifica para NOXA, pertenece a la familia Bcl-2, y su funcién es la inactivacion de
proteinas Bcl-2 proapoptoticas especificas. Los resultados aqui obtenidos son concordantes
con los observados previamente en la literatura, en los cuales tras un tratamiento inductor
de apoptosis, se induce la expresion de este gen (Gomez-Bougie, 2007; Krige y cols, 2008;
Hagenbuchner y cols, 2009; Obexer y cols, 2009). La sobreexpresion de estos dos genes,
HTRA2 y PMAIPI, podria ser la explicacion de que los genes antiapoptdticos que estaban
regulados a la alta antes del tratamiento, desciendan hasta valores normales, permitiendo la
induccion de apoptosis por la melatonina.

Sin embargo, se observa un descenso de genes proapoptoticos, GMZB, PRF1 y
BIK. BIK, (del inglés, Bcl-2 interacting killer), interacciona con proteinas como Bcl-2 para
incrementar la sefial apoptodtica. La expresion de GMZB y PRF1 ya estaba disminuida
respecto a los controles sanos. Si tenemos en cuenta los resultados obtenidos en las lineas

celulares, la melatonina induce apoptosis por la via extrinseca, activando la intrinseca
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mediante BID, es de esperar por tanto que la via de la Granzima/Perforina no se vea

modificada ya que no acttia sobre ella.

Aunque existe cierta variabilidad en las expresiones de los genes relacionados con
la apoptosis, la melatonina parece que incrementa la expresion de los genes proapoptoticos,
manteniendo algunos de los genes inhibidores de la apoptosis dentro de los rangos de

normalidad o incluso disminuyendo su expresion.

En conclusion, los datos presentados en este trabajo demuestran la capacidad
citotoxica de la melatonina en células derivadas de tumores hematologicos, su efecto
sinérgico con quimioterapicos utilizados en el tratamiento de este tipo de tumores y la
extrapolacion de este efecto a los estudios in vivo, y a la clinica, mediante los estudios ex
vivo con células de pacientes. Todos estos resultados sugieren que la melatonina podria ser
un firmaco a tener en cuenta en la terapia de este tipo de tumores, ya sea como

coadyuvante de los tratamientos quimioterapicos actuales o como agente principal.
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Haematological malignancies comprise a heterogeneous group of neoplasias.
Survival and affectation differ depending on the tumor type. Currently the treatment
approaches imply chemotherapeutic drugs, new biological antitumoral compounds, and
autologous or heterologous stem cell transplantation. Despite the advance of these
treatments and the increase in the patient’s survival, mortality still remains high, specially
in some subtypes of tumours, due to the disease itself or the side effects of the treatment.
For this reason, new and safe therapies for patients are required.

Based on the antitumoral properties of melatonin, we decided to study in this
doctoral thesis the possible effects of this compound in human cell lines derived from
different haematological malignancies and patient cells. First of all, we tested the effect of
melatonin in human cell lines derived from acute myeloid leukemia (AML), acute
lymphoid leukemia (ALL), chronic myeloid leukemia (CML) and Burkitt’s lymphoma
(BL). We found that melatonin induced apoptotic cell death in cell lines studied by the
activation of the extrinsic apoptotic pathway. Such activation is mediated by the activation
of the members of the death receptors family Fas/FasL. Our data also indicate that
oxidative stress, Akt and one of its targets, GSK-3[3, play a key role in the activation of this
pathway by regulating the expression of Fas receptor, triggering the apoptotic effect of
melatonin.

Our data in acute myeloid leukemia also demonstrate that melatonin not only exert
a cytotoxic effect by itself but also exert a synergistic effect in combination with
ifosmamide (a chemotherapeutic drug used in the treatment of this disease) while we found
either an antagonist or an additive effect in combination with doxorubicin depending on
the cell line studied. This synergistic effect was apoptotic with the implication of the
extrinsic pathway through death receptors.

An in vivo experiment was developed using NOD/SCID mice injected with acute
myeloid leukemia cells transfected with eGFP/luciferase. Mice were treated with
melatonin in drinking water, which induces a decrease in the tumour burden respect control
group, measured by bioluminescence assay. Moreover, survival of treated mice was higher
than the control group.

We finally developed an ex vivo experiment using cells from haematological
malignancies of patients to test the effect of melatonin. Melatonin induced a cytotoxic

effect in these cells, mediated by Fas/FasL activation similar to the one we found in cell
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lines, mainly in patients with acute myeloid leukemia. Moreover when we analyzed the
expression of apoptotic genes we found an increase in proapoptotic genes and a decrease in
the expression of antiapoptotic genes after melatonin treatment.

In summary, in this work we demonstrated the apoptotic effect of melatonin in
haematological tumours. These results suggest that melatonin could be a drug to take into
account in the treatment of these tumours, as a main agent or in combination with the

current chemotherapeutic drugs.
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Conclusions

Results presented in this work allow us to obtain the following conclusions:

1. Melatonin induces an apoptotic process in cell lines derived from acute
myeloid leukemia, chronic myeloid leukemia, acute lymphoid leukemia, and
Burkitt lymphoma. This cytotoxic process is triggered by the extrinsic
pathway of apoptosis, by a mechanism that mainly implicates Fas receptor
activation by its ligand, intracellular peroxides induction and activation of
PI3K/Akt pathway.

2. The cytotoxic action of melatonin is also found in haematological
malignancies of patient cells, mainly with acute myeloid leukaemia, being
this effect variable between patients and also mediated by an increase in
FasR and FasL expression.

3. The combination of melatonin and ifosfamide presents a cytotoxic
synergistic effect in acute myeloid leukemia cell lines. This effect is
mediated by the extrinsic pathway of apoptosis with the implication of the
death receptors FasR, DR4, DRS and its ligands. On the contrary, the
combination of melatonin and doxorubicin induces either an antagonist or
additive effect depending on the cell line.

4. Antitumoral effect of melatonin is also demonstrated in an in vivo
experiment in NOD/SCID mice injected with acute myeloid leukemia cells,

with a decrease in tumor burden and an increase in animal survival.
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Regulation of the expression of death receptors and their ligands
by melatonin in haematological cancer cell lines and in leukaemia

cells from patients

Abstract: Incorporation of new therapeutic agents remains as a major
challenge for treatment of patients with malignant haematological disorders.
Melatonin is an indolamine without relevant side effects. It has been shown
previously to exhibit synergism with several chemotherapeutic drugs in
Ewing sarcoma cells by potentiating the extrinsic pathway of apoptosis. It
also sensitizes human glioma cells against TRAIL by increasing DRS
expression. Here, we report the induction of cell death by melatonin in
several human malignant haematological cell lines through the activation of
the extrinsic pathway of apoptosis. Such activation was mediated by the
increase in the expression of the death receptors Fas, DR4 and DR5 and
their ligands Fas L and TRAIL, with a remarkable rise in the expression of
Fas and Fas L. The cytotoxic effect and the increase in Fas and Fas L were
dependent on Akt activation. Results were corroborated in blasts from bone
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Introduction

Advances in chemotherapy have improved the quality and
live expectancy of cancer patients in general and for
malignant haematological disorders in particular. Also,
increased knowledge on the pathogenesis of leukaemias has
provided the base for the development of new targeted
therapies, but research for the incorporation of new
therapeutic agents still remains a major challenge.
Apoptosis is a type of cell death that protects multicel-
lular organisms against cells that might become malignant.
Defects in this process can result in the spread of those cells
and the development of cancer. When abnormal cells
appear, cytotoxic T cells and natural killer cells attack them
and activate the extrinsic pathway of apoptosis soon after
the activation of death receptors Fas -APO-1/CD95-,
TNFR, DR4, DRS5 by binding of their ligands (Fas L in
the case of Fas; TNF and TRAIL). Resistance to the
antitumoural properties of cytotoxic cells results in cancer

marrow and peripheral blood of acute myeloid leukaemia patients, where
melatonin induced cell death and increased both Fas and Fas L expressions.
We conclude that melatonin may be considered as a potential antileukaemic
agent and its therapeutic use, either alone or in combination with current
chemotherapeutic drugs, should be taken into consideration for further
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development. This resistance may be the result of several
mechanisms: death receptor down-regulation, decoy recep-
tor expression and overexpression of proteins that block
death receptor-induced apoptosis. Down-regulation of Fas
expression with decreased Fas signalling has been reported
in tumour progression [1], and disruption of the extrinsic
pathway of apoptosis has been shown in several types of
cancer including haematological malignancies [2]. For this
reason, the modulation of the Fas/Fas ligand system has
been a strategy proposed against cancer [3, 4].

The antitumoral properties of melatonin have been
studied for several years, often related to its antiprolifer-
ative effects in several types of tumours [5-8]. Additionally,
induction of apoptosis by melatonin has recently been
reported in several types of cancer [9, 10], including some
haematological cancer cell lines [11-14]. Moreover, synergy
between melatonin and several chemotherapeutic drugs in
the induction of apoptosis has also been published in a cell
line of the Ewing sarcoma family of tumours [15], a tumour
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type where melatonin was previously reported to induce
apoptosis [9]. The type of apoptosis enhanced by the
combination of drugs was the extrinsic apoptosis pathway
as well as the mitochondrial pathway through Bid activa-
tion. Martin et al. [16] recently reported that melatonin
sensitizes glioma cells to TRAIL cytotoxic effect by
increasing death receptor DRS expression. Although there
is one report that states that cell death induced by
melatonin in a leukaemia cell line is mediated by the
intrinsic pathway of apoptosis [14], no studies of the
extrinsic pathway were actually performed.

Melatonin has been previously reported to synergize the
cytotoxic effect of several drugs on cancer cells by poten-
tiating caspase-8 activation and to sensitize cancer cells to
TRAIL cytotoxic effect by increasing a death receptor
expression. Our hypothesis is that melatonin could also use
the same mechanism to induce its own cytotoxic effects in
melatonin-sensitive cells. In this report, we present data on
cell death induced by melatonin in haematological cancer
cells as well as the type of cell death induced and the
involvement of Fas and Fas-L expression regulation.
Results were corroborated in blasts from bone marrow
and peripheral blood of patients with acute myeloid
leukaemia (AML).

Material and methods
Cell culture and reagents

Human HL-60 (AML), REH [acute lymphoid leukaemia
(ALL)], and CA-46, RAMOS-1 and RAJI (Burkitt lym-
phoma) cell lines were purchased from DSMZ (German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures, Braunsch-
weig, Germany). Human K-562 (chronic myeloid leukae-
mia: CML) cell line was kindly donated by Dr. Ricardo
Sanchez Prieto (University of Albacete). All cell lines were
cultured in RPMI medium supplemented with 10% foetal
bovine serum (FBS) (except for REH cell line, were 20%
FBS was used) plus 1% antibiotic-antimycotic mixture
containing 10,000 U penicillin, 10 mg streptomycin and
25 ug amphotericin. Cells were maintained at 37°C in a 5%
CO, atmosphere. Cell culture reagents were purchased from
Sigma (St Louis, MO, USA) except for FBS, which was
from Gibco (Invitrogen Life Technologies, Barcelona,
Spain). Culture flask and dishes were form Falcon (Becton
Dickinson BioScience, Le Pont de Claix, France). Melato-
nin and all other reagents were purchased from Sigma,
unless otherwise indicated.

Isolation of leukaemic and normal cells

Bone marrow and peripheral blood samples from 12
patients with AML at diagnosis and peripheral blood
samples from three healthy donors were obtained from
Hospital Universitario Central de Asturias. All samples
were collected during routine examination after obtaining
informed patient consent according to protocols approved
by the Institution. Research was approved by the Clinic
Research Ethics Committee of the Health Institute of the
Principality of Asturias. Mononuclear cells were isolated by
Ficoll density-gradient centrifugation. Mononuclear leu-
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kaemic cells from patients were cultured in RPMI medium
supplemented with 10% FBS plus 1% antibiotic-antimy-
cotic mixture containing 10,000 U penicillin, 10 mg strep-
tomycin and 25 ug amphotericin. Cells were maintained at
37°C in a 5% CO, atmosphere. The experiments were
conducted as described previously with a density of
5 x 10* cells/mL.

Evaluation of cell number and cell death

Methyl thiazol tetrazolium bromide (MTT) assay was used
for the evaluation of the number of viable cells whilst the
lactate dehydrogenase (LDH) assay was used to distinguish
between a decrease in cell proliferation and induction of cell
death. Both assays were performed as described previously
[15].

Caspase-3 activity

This assay was carried out as previously reported [15].

Western blot

This was performed as previously reported [15]. Antibody
sources and dilutions are listed in Table 1.

Real-Time Quantitative PCR (Q-RT-PCR)

Assay was carried out as described previously [16]. The
sequences of the sense and antisense primers for human
DR4, DR5, TRAIL, FasR, FasL and GAPDH (as loading
control) are showed in the Table 2.

Flow cytometry analysis of intracellular free radicals

This was performed as previously reported [15].

Statistical analysis

Experiments were repeated at least three times, and data
were calculated as mean values + SE. Statistical analysis
were carried out using one-way ANOVA followed by
Student-Newman—Keuls test. Statistical significance was
accepted when P < 0.001.

Results

To determine whether melatonin decreases cell viability in
leukaemia cells, HL-60 (AML), K-562 (CML), REH (ALL)
and CA-46, RAMOS-1 and RAIJI cells (Burkitt lymphoma)
were treated with increasing concentrations of melatonin
for 2, 3 and 6 days and viable cells were evaluated by MTT
assays. Melatonin induces a dose-dependent decrease in the
number of cells in all the six cell lines (Fig. 1A). To test
whether the decreased cell number was attributed to cell
death induction, we next measured LDH release after
treatment with 1 mMm melatonin for 2, 3 and 6 days.
Released versus total LDH ratio showed a 50% increase
after 3 days rising to near 125% after 6 days in the myeloid
leukaemia cell lines; it reached 100% in the lymphoid
leukaemia cell line after 6 days of treatment; and 150-200%



Table 1. Antibodies and dilutions used for Western blot

Death receptors in melatonin leukaemia cell death

Primary antibodies 4°C ‘overnight’

Secondary antibodies

(peroxidase-conjugated) RT 2 hr

Caspase-3 (CellSig.)
Caspase-7 (CellSig.)
Caspase-8 (Ab-3) (Calb.)
Caspase-9 (CellSig.)

Bid (CellSig.)

tAkt (CellSig.)

pAkt (CellSig.)

GAPDH (FL-335) (Sta. Cruz)

1:1000 5% Blotto TBS-T
1:1000 5% Blotto TBS-T
1:1000 5% Blotto TBS-T
1:1000 5% Blotto TBS-T
1:1000 5% Blotto TBS-T
1:1000 5% Blotto TBS-T
1:1000 5% Blotto TBS-T
1:1000 5% Blotto TBS-T

Anti-rabbit (Calb.)
Anti-rabbit (Calb.)
Anti-mouse (Calb.)
Anti-rabbit (Calb.)
Anti-rabbit (Calb.)
Anti-rabbit (Calb.)
Anti-rabbit (Calb.)
Anti-mouse (Calb.)

1:3000 5% Blotto TBS-T
1:3000 5% Blotto TBS-T
1:3000 5% Blotto TBS-T
1:3000 5% Blotto TBS-T
1:3000 5% Blotto TBS-T
1:3000 5% Blotto TBS-T
1:3000 5% Blotto TBS-T
1:3000 5% Blotto TBS-T

Calb.: Calbiochem, La Jolla, CA, USA; CellSig.: Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA; Sta.: Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA; RT: room temperature; TBS-T: Tris-buffered saline-Tween 20.

Table 2. Primers used for quantitative

RT-PCR Primers name

Sequence 5 — 3’

FAS-R forward
FAS-R reverse
FAS-L forward
FAS-L reverse
DR4 forward
DR4 reverse
DRS5 forward
DRS reverse
TRAIL forward
TRAIL reverse
GAPDH forward
GAPDH reverse

5-AGCTTGGTCTAGAGTGAAAA-3
5-GAGGCAGAATCATGAGATAT-3’
5-CACTTTGGGATTCTTTCCAT-3’
5-GTGAGTTGAGGAGCTACAGA-3
5-CGATGTGGTCAGAGCTG-GTACAGC-3
5-GGACACGGCAGAGCCTGTGCCATC-3
5-GGGAGCCGCTCATGAGGAAGTTGG-3
5-GGCAAGTCTCTCTCCCAGCGTCTC-3’
5-CGTGTACTTTACCAACGAGCTGA-3’
5-ACGGAGTTGCCACTTGACTTG-3"
5-ATGGGGAAGGTGAAGGTCGG-3
5-GACGGTGCCATGGAATTTGC-3’

after 6 days of treatment in the Burkitt cell lines (Fig. 1B).
Images from light microscopy also show a reduced cell
number and increased number of dead cells and cellular
debris after melatonin treatment in the cell lines studied
(HL-60, CA-46 and K-562) (data not shown).

Our previous results showed that melatonin induced cell
death in SK-N-MC cancer cells through activation of
caspases [9]. We thus evaluated the activation of caspases
by 1 mM melatonin in the HL-60, CA-46 and K-562
haematological cancer cell lines. We first measured the
activity of the main executor caspase, caspase 3, and we
found a rise of activity in HL-60 — 185% after 48 hr; 225%
after 72 hr- and CA-46 cells — 185% after 48 hr; 250% after
72 hr (Fig. 2A). K-562 cells did not present such increase;
they did, however, show activation of another executor
caspase, caspase 7, as evaluated by Western blot after 48
and 72 hr (Fig. 2A).

To ascertain which particular apoptotic pathway was
activated by melatonin, we studied by Western blot the
activation of caspase 8 and caspase 9 in the same cell lines
following 24, 48 and 72 hr of melatonin treatment.
Caspase 8 was active after 24 hr of treatment in all the
three cell lines (Fig. 2B). Caspase 9 was also activated in
all the three cell lines (Fig. 2B). As activation of caspase 9
could be mediated by the activation of the Bcl-2 family
protein Bid as result of the activation of the extrinsic
apoptotic pathway, activation of this protein was also
evaluated by Western blot. We found a decrease in total
Bid after 48 and 72 hr of treatment — supposedly because
of an increase in the active form — in all the three cell lines
(Fig. 20).

Early production of reactive oxygen species (ROS) has
been reported in the extrinsic apoptotic signalling pathway,
and it was involved in cell death signalling after assembly of
the death inducing signalling complex (DISC) [17]. To
confirm that ROS are also implicated in the extrinsic
pathway of apoptosis initiated in these cells after treatment
with melatonin, we measured the intracellular production
of peroxides by flow cytometry and an increase in ROS was
found after 2-8 hr of treatment with melatonin, depending
on the cell line (Fig. 2D).

To elucidate how melatonin activates the extrinsic
pathway of apoptosis, we first analysed the expression of
Fas, DR4 and DRS receptors as well as their ligands (Fas-L
and TRAIL) by quantitative PCR. We found an increase in
all of them in all the three cell lines studied (Fig. 3A).
HL-60 cells showed more than sevenfold increase in Fas-L
after 24 hr of melatonin treatment, whilst they had a
moderate increase in Fas, DR4, DR5 and TRAIL. Fas
sixfolded in CA-46 cells after 24 hr of treatment whilst also
presenting a moderate increase in Fas-L, DR4, DRS5 and
TRAIL. Finally, K-562 cells presented a fourfold increase
in Fas and a moderate increase in Fas L and TRAIL.

To know whether the increase in death receptors and
ligands was the main cause of cell death induced by
melatonin in these cells, we treated all the three cell lines
with the Fas neutralizing antibody clone ZB4 and the Fas L
blocker clone NOK 1. We found that decrease in cell death
caused by melatonin was prevented by blocking Fas or Fas
L in all the three cell lines (Fig. 3B).

Given that the PI3K/Akt pathway regulation has been
reported to regulate Fas/Fas L expression [18, 19] and that
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Fig. 1. Melatonin induces cell death in haematological malignant cell lines. (A) HL-60 (acute myeloid leukaemia), CA-46 (Burkitt lym-
phoma), K-562 (chronic myeloid leukaemia), RAMOS-1 and RAJI (Burkitt lymphoma), and REH (acute lymphoid leukaemia: ALL) cells
were treated for 48, 72 or 144 hr with the indicated concentrations of melatonin. Cell number was determined by methyl thiazol tetrazolium
bromide assay. Data are expressed as the per cent of control (vehicle-treated cells) values. *P < 0.001 versus control. (B) Cell death was
determined by lactate dehydrogenase (LDH) assay in the same cell lines treated with or without 1 mm melatonin for 48, 72 or 144 hr. Cell
death was calculated as the ratio between released and total LDH activity on each experimental group. Data are expressed as the per cent of
control (vehicle-treated cells) values. *P < 0.001 versus control.

melatonin has been previously shown to regulate Akt ical cancer cell lines. After 24 hr of treatment with this
activation [7], we studied the possible implication of this molecule, phosphorylated Akt — meaning Akt activation —

protein in the cytotoxic effect of melatonin in haematolog- increased in all the three cell lines studied (Fig. 4A).
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Fig. 2. Cell death induced by melatonin in haematological malignant cell lines is associated with caspases activation and reactive oxygen
species increase. (A) Caspase 3 activity was measured in HL-60, CA-46 and K-562 cells treated with or without 1 mm melatonin for 48 and
72 hr. Results are represented as per cent values of the control (left panel). *P < 0.001 versus control. A representative blot showing an
increase in cleaved caspase 7 in K-562 cells analysed by Western blot after treatment with or without 1 mm melatonin for 24, 48 and 72 hr is
showed at the right panel. GAPDH was used as loading control. (B) Activation of caspase 8 and caspase 9 was analysed by Western blot in
HL-60, CA-46 and K-562 cells after treatment with or without 1 mM melatonin for 24, 48 or 72 hr. A representative blot is showed.
GAPDH was used as loading control. (C) Shows a representative blot of Bid expression analysed by Western blot as indicated in the
Material and Methods section in HL-60, CA-46 and K-562 cell lines after treatment with or without 1 mM melatonin for 24, 48 or 72 hr.
GAPDH was used as loading control. (D) Cells were incubated with or without melatonin 1 mM for the indicated times. Intracellular
oxidants were measured using the fluorescent probe DCFH-DA. Fluorescence was measured in a Beckman Coulter FC500 flow cytometer.
Data are expressed as percentage versus control (nontreated cells). *P < 0.001 versus control.
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Fig. 3. Cell death induced by melatonin in haematological malignant cell lines is mediated by an increase in the expression of death
receptors and their ligands. (A) HL-60, CA-46 and K-562 cells were treated with | mm melatonin for 8 or 24 hr. mRNA expression levels of
death receptors Fas, DRS and DR4 and their ligands Fas L and TRAIL were analysed by quantitative PCR. GAPDH was used as a house
keeping gene. Relative gene expression is represented as the fold increase compared to basal level (untreated: dotted line). *P < 0.001 versus
basal level. (B) HL-60, CA-46 and K-562 cells were cultured in the presence or absence of melatonin 1 mMm with or without co-incubation
with the Fas neutralizing antibody clone ZB4 or with the Fas L blocker clone NOK 1. Cell death was determined by lactate dehydrogenase
(LDH) assay. Cell death was calculated by the ratio between released and total LDH activity on each experimental group. Results are
expressed as the per cent of control (vehicle-treated cells) values. *P < 0.001 versus control. 7P < 0.001 versus group only treated with

melatonin.

Co-treatment with the inhibitor of the PI3K/Akt pathway,
wortmanin, could partially prevent cell death induced by
melatonin in the three cell lines (Fig. 4B). Moreover, Fas L
expression increase was also partially prevented by wortm-
anin in the three cell lines, whilst this molecule totally
prevented the increase in Fas expression in both HL-60 and
CA-46 cells. Fas expression rise in K-562 cells was
prevented partially by wortmanin (Fig. 4C).

Bone marrow blasts from six patients with AML and
peripheral blood blasts from another four patients with
AML (Table 3) were assayed to discern whether treatment
with melatonin might be also cytotoxic for patient leukae-
mia cells. Five of the six patients whose bone marrow was
analysed were sensitive to melatonin. This molecule proved
to be able to induce cell death in bone marrow cells showing
an increase in released versus total LDH of between 20%
and 100% after 6 days of treatment (Fig. SA). Three of
four patients whose peripheral blood was studied were also
sensitive to melatonin. Released versus total LDH in-
creased between 30% and 70% after 6 days of treatment
(Fig. 5A). One patient (no. 5) was common in both types of
samples analysed.

Expression of death receptors and their ligands was
analysed by quantitative PCR in bone marrow from four
patients, in peripheral blood from three patients and in
peripheral blood from three healthy donors. We first found
that blasts from peripheral blood of patients showed
decreased expression of Fas L when compared to healthy
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donors peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
(Fig. 5B). Although no differences were found in Fas
expression (Fig. 5B), it has to be noted that Fas expression
is variable and several subgroups of patients might be made
considering such data. Both Fas and Fas L expressions
were increased after treatment with melatonin in both bone
marrow and peripheral blood blasts (Fig. 5C, left panel).
Taking together all samples, a twofold increase in Fas L
and a 1.4-fold increase in Fas appeared after melatonin
treatment (Fig. 5C, right panel).

Discussion

Data reported here demonstrate the cytotoxic activity of
melatonin against a panel of haematological cancer cell
lines. Melatonin’s cytotoxic effects were attributed to the
activation of the extrinsic pathway of apoptosis, which was
dependent on the regulation of death receptors and the
expression of their ligands by the indole. Melatonin also
induced cell death in haematological cancer cells obtained
from the peripheral blood and bone marrow of patients
with AML. Blasts from patients with AML showed
decreased expression of Fas L and variable expression of
Fas when compared to PBMC from healthy donors.
Cytotoxic effect of melatonin in patient cells was also
accompanied by an increase in Fas and Fas L expression.

Haematological malignancies frequently show defective
apoptosis and down-regulation of death receptors [20-22].
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Fig. 4. Cell death and Fas/Fas L increase induced by melatonin in haematological malignant cell lines are mediated by an increase in Akt
activation. (A) Akt phosphorylation (meaning activation) was analysed by Western blot in HL-60, CA-46 and K-562 cells after treatment
with 1 mM melatonin for 24 hr using antibodies against both phosphorylated and total Akt. GAPDH was used as a loading control protein.
(B) The same cell lines were cultured during 72 hr in the presence or absence of | mM melatonin with or without co-incubation with the
inhibitor of PI3K Wortmanin (10 um). Cell death was determined by lactate dehydrogenase assay. *P < 0.001 versus control. “P < 0.001
versus group only treated with melatonin. (C) Cells were cultured for 24 hr in the presence or absence of melatonin with or without co-
incubation with wortmanin 10 um. Fas and Fas L mRNA expression levels were analysed by quantitative PCR. Relative gene expression is
represented as the fold increase compared to basal level (untreated: black bar). *P < 0.001 versus control. “P < 0.001 versus group only

treated with melatonin.

Table 3. Clinical information about patients with acute myeloid
leukaemia

Patient no. Sex Age Sample Type
4 Female 75 BM M2
5 Female 57 PB and BM M5
6 Female 88 BM M2
7 Female 73 BM
8 Male 47 BM M4
10 Female 54 PB
12 Female 26 PB
13 Male 54 BM
14 Male 8 PB

PB, peripheral blood; BM, bone marrow.

The extrinsic pathway of apoptosis is involved in cell death
induced by several cytotoxic drugs used in chemotherapy in
different types of cancer including haematological tumours.

Several anticancer drugs with different intracellular targets,
such as doxorubicin, etoposide or cisplatin, have been
shown to increase the expression of the Fas/FasL system
that activates the death receptor pathway [23-25]. Accord-
ing to this, disruption of apoptotic death receptor signalling
pathway has been shown to lead to lymphoproliferative
disorders [26] and to predict resistance to chemotherapy in
patients with AML [21]. Targeting death receptor pathway
of apoptosis in cancer cells was an attractive strategy
proposed by Ashkenazi [27]; however, toxicity of Fas L or
TNF o administration made it impractical [4]. Different
approaches to targeting the Fas/Fas L system have been
investigated since then. It has been shown that apicidin — a
histone deacetylase inhibitor — could increase Fas/Fas L
expression and induce apoptosis in AML cells [28]; and also
arachidonic acid upregulates Fas and Fas L in the U937
leukaemia cell line, being also cytotoxic [29]. Inhibitors of
the PI3K/Akt pathway have been found to increase Fas-
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Fig. 5. Melatonin induces cell death and increase in Fas and Fas L expression in blasts from patients with acute myeloid leukaemia (AML).
(A) Blasts obtained from bone marrow and peripheral blood of patients with AML were treated with | mm melatonin for 6 days. Cell death
was determined by lactate dehydrogenase (LDH) assay and calculated as the ratio between released and total LDH activity on each
experimental group. Data are expressed as the per cent of control (nontreated cells) values. *P < 0.001 versus control (vehicle-treated cells:
dotted line). (B) Fas and Fas L mRNA expression levels were analysed by quantitative PCR in peripheral blood mononuclear cells from
three healthy donors and seven patients. Relative gene expression is represented as the fold increase compared to basal level (healthy
donors). X: individual data; : media of all individual on each group. (C) Blasts from bone marrow and peripheral blood of patients with
AML were treated with or without melatonin 1 mM for 24 hr and Fas and Fas L mRNA expression levels were analysed by quantitative
PCR. Relative gene expression (left panel) is represented as the fold increase compared to basal level (untreated: dotted line). *P < 0.001
versus basal level. The mean values of all samples were calculated for mRNA expression levels of both Fas and Fas L. Results are showed in

the right panel.

Fas L induced apoptosis in ALL [30]. Melatonin has been
studied for a long time because of its cytostatic properties in
a wide spectrum of tumours. This indole, however, has
never been found to induce cell death or toxicity either in
normal or in most of the cancer cells studied, with a rare
exception on tumours from the Ewing sarcoma family of
tumours and on some leukaemia cell lines [11-14]. There-
fore, its lack of toxicity for normal cells makes this molecule
potentially useful in the treatment of sensitive tumours.
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In this work, we describe how melatonin induces
apoptosis through the extrinsic pathway in several haema-
tological cancer cell lines. The intrinsic pathway of apop-
tosis is also activated, although to a lesser extent and likely
due to the activation of the Bcl-2 family protein Bid found
after the activation of the extrinsic pathway. We had
previously shown that melatonin exhibited synergism with
several chemotherapeutic drugs in a cell line of the Ewing
sarcoma family of tumours [15]. This report showed that



such synergism was the result of the potentiation of the
extrinsic pathway of apoptosis. On the other hand, mela-
tonin sensitizes human glioma cells to TRAIL and also
increases the expression of the death receptor DR4 [16]. In
the present paper, we report the ability of melatonin to
regulate death receptors and their ligands in several
haematological cancer cell lines. Melatonin increased the
death receptors (Fas, DR4 and DR5) and their ligands (Fas
L and TRAIL) when analysed in all of the three cell lines
studied, although a greater increase in Fas L was found in
HL-60 cells and a higher elevation of Fas was found in
K-562 cells. This is in agreement with results of Dicker
et al. [31], who showed a synergistic effect of the expression
of Fas and DRS5 receptors inducing apoptosis in chronic
lymphoid leukaemia (CLL). Death receptor and ligand
regulation is a key mechanism for apoptosis induced by
melatonin in leukaemia cells, because treatment with
blocking antibodies prevents such cell death.

Activation of the PI3K/Akt pathway has been shown to
play an important role in haematological malignancies of
both myeloid [32] and lymphoid [33] type. Although
inhibitors of this pathway such as perifosine have been
shown to induce apoptosis in lymphoid leukaemias [34],
the Akt inhibitor GSK 690693 was not effective inducing
apoptosis in myeloid cell lines [35], suggesting that
different cellular signalling may be involved. Antiprolifer-
ative effects of melatonin showed in glioma cells were
mediated by a decrease in Akt phosphorylation [7].
Nevertheless, results showed here reveal an increase in
Akt activation in the cell lines studied. This increase was
important for both melatonin-induced cytotoxicity and
Fas/Fas L expression regulation. The pro-apoptotic role of
Akt has been previously reported in other cell types after
Fas activation [19], whilst Akt activation has been shown
to increase Fas expression [18, 19]. Our results show an
important role for Akt activation in apoptosis induced by
melatonin in haematological malignant cell lines and are in
support of an alternative pro-apoptotic role for Akt
depending on the cell type. Discrepancies with the results
reported in glioma cells for melatonin may be related to
the oxidative status of the cells. Melatonin has been shown
to possess antioxidant properties [36-38]. Inhibition of Akt
by this indolamine in glioma cells was mediated by the
decrease in intracellular ROS [7], whilst we found that the
cell lines studied here show a transitional increase in ROS
after melatonin treatment consistent with the induction of
the extrinsic pathway of apoptosis already reported by
others [17]. These data are in agreement with that reported
by Lu et al. [19], who also found an increase in ROS prior
to the activation of Akt whilst antioxidants inhibited Akt
signalling.

Fas expression is decreased in ALL and variable in CLL
and AML blasts from bone marrow and peripheral blood
of patients [39-41]. In support of the importance of such
data, it has been shown that (i) low Fas expression is a
predictor for poor prognosis in both AML and ALL [22,
42], (ii) children with newly diagnosed ALL who present
Fas L expression show higher relapse-free and overall
survival than those who were Fas L negative [43], (iii)
relapse-free survival also correlates with Fas, DR4- and
DR5-positive cells in patients with AML [44], and (iv)

Death receptors in melatonin leukaemia cell death

expression of several death receptors, such as Fas and DRS,
have synergistic effect inducing apoptosis in leukaemia cells
[31]. Indeed, altered Fas gene expression because of
variation in the Fas gene promoter modulates apoptosis
signalling and increases the risk of AML [45]. Our results in
haematological cancer cell lines were corroborated in
peripheral blood and bone marrow of patients with
AML. Melatonin also induces cell death in haematological
cancer cells obtained from both samples of these patients.
Such blasts showed decreased levels of Fas L and variable
levels of Fas when compared with PBMC from healthy
donors in agreement to previous reports by Li et al. [39].
Melatonin also increases Fas and Fas L expression in these
haematological cancer cells.

Given that melatonin has the ability to increase both
Fas and Fas L in haematological cancer cells and
considering that this increase is an important factor in
the induction of its cytotoxic effect, we conclude that this
molecule deserves further assessment to determine the
relevance of its effects in vivo and in human patients.
These studies must consider both the effects of melatonin
alone or in combination with other drugs, standard or
investigational, because its synergism with other chemo-
therapeutic drugs by activating the extrinsic pathway of
apoptosis has been previously shown in other cancer types.
Finally, its use as a strategy to reveal differences between
tumours in the regulation of Fas and Fas L expression
would pave the way to finding new therapeutic targets.
Certainly, the fact that melatonin does not induce cell
death but inhibition of cancer cell growth in most of the
tumours, makes it strategically important to study the
difference between melatonin-sensitive and melatonin-
resistant cancer cells.
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Synergistic antitumor effect of melatonin with several
chemotherapeutic drugs on human Ewing sarcoma cancer
cells: potentiation of the extrinsic apoptotic pathway

Abstract: Ewing sarcoma, the second most frequent bone cancer type,
affects mainly adolescents, who have a survival of 50% 5 yr after diagnosis.
Current treatments include a combination of surgery, radiotherapy and
chemotherapy, which present potential serious side effects. Melatonin,

a natural molecule without relevant side effects, has been previously shown
to induce cytotoxicity in SK-N-MC cells, a Ewing sarcoma cell line. Here,
we found that there is a synergy in the antitumor effect when melatonin
(50 um—1 mm) is combined with vincristine at the concentration of 5-10 nm
or with ifosfamide at the range of 100 uM—1 mMm. This synergism is due to the
potentiation of cell death, particularly to the potentiation of apoptosis,

i.e., mainly the extrinsic apoptotic pathway. There is a significant increase in
the activation of caspase-3, -8, -9 and Bid when melatonin is combined with
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in the treatment of the Ewing sarcoma family of tumors.

Introduction

The Ewing sarcoma family of tumors (ESFT) consists of a
group of neoplasias with different degrees of differentiation
and multiple phenotipic expressions, which have in com-
mon the shared expression of a chimeric protein product of
the gene fusion EWS-FLII (or other FLI1 closely related
genes of the ETS family) [1]. They include Ewing sarcoma,
primitive neuroectodermal tumors or Askin tumor among
others. Ewing sarcoma is the second most prevalent bone
cancer type, with near 300 new cases diagnosed per year in
the United States [2]. It appears mainly in childhood and
adolescence with a 50% survival 5 yr after diagnosis.
Current management of these tumors includes a combina-
tion of surgery, radiotherapy and chemotherapy. Protocols
in the United States generally alternate courses of vincris-
tine, cyclophosphamide, and doxorubicin with courses of
ifosfamide and etoposide [3], while European protocols
generally combine vincristine, doxorubicin and an alkylat-
ing agent with or without etoposide in a single treatment
cycle [4]. These agents have potentially serious side effects

72

vincristine or ifosfamide compared to the individual treatments. Finally,
there is also a potentiation of the early free radical production, likely
dependent on the extrinsic apoptosis pathway activation, when the drugs
are combined with melatonin. Other proteins which are related to this
pathway including mitogen-activated protein kinase or protein kinase B/Akt
are not involved in apoptosis induced by these agents separately or when
combined. The results shown here together with the facts that: (i) no relevant
side effects have been reported for melatonin and (ii) melatonin has a
cytoprotective effect on noncancer cells, opens the door for a new approach
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including neurotoxicity in the case of vincristine [5],
hematological side effects in the case of ifosfamide or
etoposide [6, 7], or cardiotoxicity in the case of doxorru-
bicin [8]. One approach to overcome these limitations is the
use of other combinations of agents to achieve a synergistic
antitumoral action greater than the administration of the
single agents alone.

We have reported some years ago that melatonin induces
apoptosis in the SK-N-MC cancer cell line [9]. This line is
currently considered to be an ESFT tumor cell line as it
shows the gene fusion EWS/FLII. Melatonin induces
apoptosis in these and other ESFT cancer cells through the
extrinsic apoptotic pathway, inducing the activation of Jun
kinase (JNK), extracellular signal-regulated kinase (ERK)
and the transcription factor NFkappa B (Garcia-Santos G,
Rodriguez-Blanco J, Herrera F, Antolin I, Martin V,
Casado-Zapico S, Rodriguez C, unpublished observations).
Melatonin is a natural compound that is produced in the
pineal gland [10]. It was first known to regulate circadian
rhythms, although its presence in every living organisms
studied — including the unicells [11] — may explain the
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discovery during the last 20 yr of several additional effects
[12, 13]. One of the most remarkable findings is the
antitumoral action of melatonin usually described as its
antiproliferative effects [14, 15]. There are however a several
publications reporting the proapoptotic effect of melatonin
in some particular cancer cell lines mainly of Ewing sarcoma
[9] and hematological cancers [16]. On the other hand,
melatonin has been shown to protect normal cells from a
variety of insults [17-19], in particular it is highly effective as
a neuroprotector against toxin exposure [20, 21]. Melatonin
has few relevant side effects even when high concentrations
of this molecule are given to animals or humans [22, 23]. On
the contrary, many studies have described melatonin’s ability
to reduce the side effects of chemotherapeutic drugs in
animals and patients [13, 24].

Our hypothesis was that the combination of melatonin
with cytotoxic drugs used in the treatment would synergis-
tically kill Ewing sarcoma cancer cells, therefore allowing
the use of lower doses of the cytotoxic drug. This reduction,
together with the reported cytoprotective effects of mela-
tonin in normal cells, would minimize the side effects of the
protocols currently used in the treatment of this cancer.

Material and methods
Cell culture and reagents

Ewing Sarcoma cell line (SK-N-MC) (from the European
Collection of Cell Cultures — EACC — Salisbury, United
Kingdom) was cultured in Eagle’s minimal essential
medium supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS) plus 110 ug/mL piruvate and 1% antibiotic—anti-
mycotic mixture containing 10,000 U penicillin, 10 mg
streptomycin and 25 ug amphotericin. Cells were main-
tained at 37°C in a 5% CO, atmosphere. Cell culture
reagents were from Sigma (Sigma Chemical Co., St Louis,
MO, USA), except for FBS, which was purchased from
GIBCO (Invitrogen Life Technologies, Barcelona, Spain).
Culture flasks and dishes were acquired from Falcon
(Becton Dickinson BioScience, Le Pont de Claix, France).
Melatonin, vincristine, ifosfamide and etoposide were from
Aldrich (Sigma Aldrich, Milwaukee, WI, USA). All other
reagents were purchased from Sigma (Sigma Chemical
Co.), unless otherwise indicated.

MTT assay

3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bro-
mide (MTT) is converted to formazan in living cells. To
carry out the MTT assay, the method described by Denizot
was followed [25]. Basically, cells were plated on 96-well
plates at a density of 2 x 10° cells/mL in a final volume of
100 uL of complete medium. Once the treatments were
completed, 10 uL of a MTT solution in phosphate buffered
saline (PBS; 5 mg/mL) was added. After 4 hr of incubation
at 37°C, one volume of the lysis solution [sodium dodecyl
sulfate (SDS) 20% and dimetylformamide pH 4.7, 50%]
was added. The mixture was incubated at 37°C overnight
and the samples were measured in an automatic microplate
reader (uQuant; Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT,
USA) at the wavelength of 570 nm.

Lactate dehydrogenase release assay

Lactate dehydrogenase (LDH) is released into the incuba-
tion medium when cellular membranes are damaged. For
LDH release assay, cells were plated on 24-well plates at a
density of 2 x 10° cells/mL in a final volume of 600 uL of
complete medium. After treatments, determination of total
and released LDH activity was undertaken following
specifications of In Vitro Toxicology Assay Kit LDH
based Tox-7 (Sigma-Aldrich Co.). Absorbance at 490 nm
was determined in an automatic microplate reader (uQuant;
Bio-Tek Instruments, Inc.). Cell viability is represented by
ratio between released and total LDH activity on each
experimental group and cell number is represented by
percentage of total LDH activity versus the control group.

Evaluation of combined drug effect

For evaluating the effects of melatonin plus chemothera-
peutic drugs combinations, data from MTT assays were
analyzed according to the Chou-Talalay method [26, 27].
Dose-response curves were performed for melatonin and
each of the chemotherapeutic drugs (vincristine, ifosfamide
and etoposide) and fitted to Chou-Talalay lines. 1C50
values (dose that causes 50% of the cells to be affected, i.e.,
50% survival) were calculated for each drug. Then,
chemotherapy agents and melatonin were added in combi-
nations, with each dose in each experiment plated admin-
istered at least in triplicate, and each experiment performed
three times. After fitting the combined dose-response curve
from a single representative experiment to a Chou-Talalay
line, Chou-Talalay combination indices (Cls) were calcu-
lated. Levels of interaction are defined as follows: CI > 1.1
indicates antagonism, CI between 0.9 and 1.1 indicates
additivity, and CI < 0.9 indicates synergy.

Caspase-3 activity

Cells were seeded in 60-mm plates at a density of
2 % 10° cells/mL in a final volume of 4 mL of complete
medium. After treatment, the cells were by trypsinizatio. To
measure the activation of caspase-3, the fluorometric
caspase-3 assay kit (Sigma Chemical Co.) was used follow-
ing the recommendations of the manufacturer. After 2-hr
incubation of the reaction mixture at room temperature in
darkness, samples were analyzed in a microplate fluorim-
eter FLX-800 (Bio-Tek Instruments, Inc.) at an excitation
wavelength of 360 nm and an emission wavelength of
460 nm.

Flow cytometry analysis of intracellular peroxides

Intracellular production of peroxides was evaluated by
using the fluorescent probe 6-carboxy-2’,7’-dichlorodi-
hydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) following a mod-
ification of the method described by Bass et al. [28]. When
it enters cells, this molecule leads to the fluorescence
compound 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein upon oxidation
by peroxides. Cells were seeded in 6-well plates at a density
of 2 x 10° cells/mL in a final volume of 3 mL of complete
medium. Once the treatments were completed, cells were
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incubated with 10 um DCFH-DA in serum free medium
during 20 min at 37°C in the dark. Afterwards, pellets were
resuspended in 500 uL. of PBS and 10 uL of a 50 ug/mL
propidium iodide solution was added to each tube and
incubated 10 min at room temperature in the dark. After
shaking, DCF fluorescence of 10,000 alive cells per group
(cells without propidium iodide uptake) was measured
in a Beckman Coulter FC500 flow cytometer (Beckton
Dickinson).

Western blot

For protein expression analysis, cells were seeded on
100-mm plates at a density of 2 x 10° cells/mL in a final
volume of 10 mL of complete medium. After treatments,
cells were lysed with ice-cold lysis buffer (150 mm NaCl,
1 mm EDTA, 1 mm EGTA, 1%v/v Triton X-100, 2.5 mMm
sodium pyrophosphate, 1 mM f-glycerophosphate, 1 mm
Na3VOy,, 1 pg/mL leupeptin, 10 nm NaF, 1 mm PMSF,
20 mM Tris-HCl pH 7.5). Thirty micrograms of total
proteins were separated by SDS-polyacrylamide gel elec-
trophoresis and transferred to polyvinylidene difluoride
membranes (Amersham GE-Healthcare, Buckinghamshire,
UK). Blots were incubated with appropriate antibodies
raised against cleaved caspase-3 (1:1000, Cell Signaling
Technology, Beverly, MA, USA), caspase-8 (1:1000, Cell
Signaling Technology) that recognized both full and
cleaved forms, caspase-9 (1:1000, Cell Signaling Techno-
logy) that recognized both full and cleaved forms, Bid
(1:1000, Cell Signaling Technology) that recognized both
full and cleaved forms, as well as either the phosphorylated

forms of ERK (anti-phospho p42/44 1:1000, Cell Signalling
Technology), JNK (anti-phospho JNK 1:1000, Cell Signal-
ling Technology), p38 (anti-phospho p38 1:1000, Cell
Signalling Technology), Akt (anti-phospho Akt 1:1000,
Cell Signalling Technology) and glyceraldehyde-3-phos-
phate dehydrogenase (GAPDH) — as loading control
(anti-GAPDH 1:1000, Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA). Immunoreactive polypeptide was visua-
lized using horseradish peroxidase conjugated secondary
antibodies (anti-rabbit IgG peroxidase conjugated and anti-
mouse [gG peroxidase 1:2000; Calbiochem, San Diego, CA,
USA) and enhanced-chemiluminescence detection reagents
(Amersham Bioscience) following manufacturer-supplied
protocols. Inmunoblots were analyzed by Scion Image
(http://www.scioncorp.com) to provide quantitative values
for relative expression of each protein (all normalized to its
own loading control).

Data analysis

Experiments were repeated at least three times, and data
were calculated as mean values = S.E. Statistical compar-
isons were carried out using one-way ANOVA followed by
a Student-Newman—Keuls multiple range test. Statistical
significance was accepted when P < 0.01.

Results

To determine the potential synergistic effect of melatonin
and each chemotherapeutic drug used against the ESFT, we
determined initially the sensitivity of SK-N-MC cells to the
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drugs used. Cells were incubated for 48 or 72 hr with rising
concentrations of melatonin, vincristine, ifosfamide or
etoposide and cell viability was calculated by the MTT
reduction assay. We found that SK-N-MC cells are
sensitive to melatonin with an IC50 value around 1 mm
after 48 hr of treatment and 0.5-1 mM after 72 hr. They are
also sensitive to vincristine, ifosfamide and etoposide with
IC 50 values around 10 nM, 0.5-0.75 mMm, and 1 um,
respectively, after 48 hr and 5-10 nm, 0.1-0.5 mM and
0.1-0.5 M, respectively, after 72 hr of treatment (Fig. 1A—
D). Thereafter, we selected four concentrations of each of
the compounds and cells were exposed for 48 hr to the
chosen concentrations either separately or in every possible
combination with melatonin and assessed for synergy.
Figure 2 shows the decrease in cell viability when the
selected concentrations of melatonin were combined with
vincristine (Fig. 2A), ifosfamide (Fig. 2B) or etoposide
(Fig. 2C). Exposure to a combination of melatonin with

vincristine or ifosfamide resulted in a clear synergy as
analyzed according to the method of Chou and Talay [27].
CI was lower than 0.9 (which, as indicated in the Material
and Methods section, indicates synergy) with the combina-
tion of vincristine in the range of 5-10 nM plus melatonin;
and with the combination of ifosfamide in the range of
100 um—1 mm plus melatonin, as showed in Fig. 2(D). The
combination of melatonin with etoposide could not be
analyzed due to the lack of parallelism between the
regression lines (Fig. 2D).

The next step was to test whether the synergy between
melatonin and the chemotherapeutic drugs is due to a
potentiation in the induction of cell death. For this
purpose, the most efficient concentration of each compound
was selected and induction of cell death by all the agents
individually and in combination was measured by the LDH
assay. Although each of the agents individually induced cell
death, combination of vincristine or ifosfamide with
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Fig. 2. Effect of the combination of melatonin with vincristine (A), ifosfamide (B) or etoposide (C) in the Ewing sarcoma family of tumors
SK-N-MC cell line. Cells were treated during 48 hr with the indicated concentrations of the used molecules. Data are expressed as percent
viable cells versus control measured by the MTT reduction assay. Seven samples per group were analyzed, and the experiments were
performed at least three times. *P < 0.001 versus same concentration of melatonin and same concentration of the corresponding che-
motherapeutic drug. CI values were calculated according to Chou and Talalay [27]. Synergism is showed for melatonin combined with
vincristine or ifosfamide but not with etoposide (ND, not determined) as it is depicted in the table (D). Induction of cell death by the agents
separately or combined after 24, 48 and 72 hr of treatment were measured by the lactate dehydrogenase (LDH) release to the culture media
(E,F) as it is explained in the Material and Methods section. Results are expressed as the percent of control values. Experiments were
performed at least three times. *P < 0.001 versus control group. #P < 0.001 versus all other groups.
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melatonin strikingly increased such effect as shown in
Fig. 2(E.F).

To investigate the possible potentiation of apoptosis
when they are combined, the activation of caspase-3, an
enzyme playing a central role in the execution phase of
apoptosis, was evaluated by Western blot and its activity
was also measured by a fluorimetric assay. As shown in
Fig. 3(A,B), single-agent exposure to melatonin, vincristine
or ifosfamide induced a significant increase in the cleavage
of caspase-3 after 24 hr in the case of vincristine or 48 hr in
the case of ifosfamide. However, when cells were treated
with each of the chemotherapeutic drugs in combination
with melatonin there was a dramatic rise in activated
caspase-3, which was statistically significant when com-
pared with the values of each individual treatment.

Similar results were obtained when measuring caspase-3
activity. The single compounds used (melatonin, vincristine
or ifosfamide) increased the activity significantly. However,
the combination of vincristine or ifosfamide with melatonin
increased it significantly compared to the single treatments
(Fig. 3C,D).

Melatonin has been shown to induce apoptosis in SK-N-
MC cells through the extrinsic pathway. In order to
determine which one of the apoptotic pathways, extrinsic,
intrinsic or both, was involved in apoptosis potentiation by
drug combinations, the activation of caspase-§8 (extrinsic
pathway), caspase-9 (intrinsic pathway), and Bid (Bcl-2
family protein involved in the activation of the intrinsic
pathway after activation of death receptors) was evaluated.
Figure 4(A,B) depicts the increases in cleaved caspase-8 after
a single treatment with melatonin, vincristine or ifosfamide.
It also shows a marked rise in caspase-8 activation when
melatonin is combined with vincristine or ifosfamide.
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Mel

Cleaved caspase-3 was analyzed by Wes-
tern blot as indicated in the Material and
Methods section. A representative blot is
showed in the inserts. Optical density
reading values of the cleaved caspase-3
versus the loading control protein GAP-
DH are represented as percent of the
control values. Caspase-3 activity was also
measured by a fluorimetric method (C,D).
Results are also represented as percent
values of the control. Experiments were
performed at least three  times.
*P < 0.001 versus control. #P < 0.001
versus all other groups.

IF Mel+IF
Neither melatonin nor ifosfamide individually activated
caspase-9; however, when they are combined there is a small
but significant increase in the activation of this protease
(Fig. 4D). Caspase-9 is minimally activated after the treat-
ment with vincristine; this activation increases moderately
but significantly after its combination with melatonin
(Fig. 4C). Finally, the total Bid decreases after the combi-
nations mentioned above thus indicating an activation that
may be the cause of the activation of the intrinsic pathway
after treatment with the combined molecules (Fig. 4E,F).

Early production of reactive oxygen species (ROS) has
been reported in the extrinsic apoptosis signaling pathway;
these species are involved in cell death signaling after the
death inducing signaling complex assembly [29, 30]. Mel-
atonin induces a transient increase of intracellular oxidants
in SK-N-MC cancer cells; these oxidants participate in the
cell death induced by melatonin and probably relate to the
activation of the extrinsic apoptosis pathway (Garcia-
Santos G, Rodriguez-Blanco J, Herrera F, Antolin I,
Martin V, Casado-Zapico S, Rodriguez C, unpublished
observations). It was of importance to determine if a
greater increase in ROS occurs with the combination
treatments that we were investigating. For this purpose,
we measured intracellular oxidants after treatment of the
cells with the agents either separately or in combination
with melatonin. We found an increase of free radicals
after 2 hr of treatment with melatonin or vincristine, but
not with ifosfamide alone; however, when combinations
of vincristine or ifosfamide with melatonin were assayed,
we found a significant and marked rise in free radical
production in both cases (Fig. 5SA,B).

Besides the activation of proteases, other extrinsic
apoptotic pathway-related proteins regulate cell death
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Fig. 4. Activation of caspase-8 (A,B), caspase-9 (C,D) and Bid (E.F) induced by melatonin, vincristine, or ifosfamide individually is
potentiated when melatonin is combined with each of the drugs. Cleaved caspases and total Bid were analyzed by Western blot as indicated
in the Material and Methods section. A representative blot is showed in the inserts. Optical density reading values of the cleaved caspases or
total Bid versus the loading control protein GAPDH are represented as percent of the control values. *P < 0.001 versus control.

#P < 0.001 versus all other groups.

occurring through this pathway. Protein kinase B/Akt
(PKB/Akt) and the proteins of the mitogen-activated
protein kinase (MAPK) family have been reported to be
regulated during extrinsic apoptosis in some experimental
models. JNK activation has been found to be downstream
of the death receptor activation and, once activated, it
induces apoptosis by upregulation of pro-apoptitic genes
[31]. Also, p38 mediates apoptosis induced by the extrinsic
pathway in some cases [32]. On the contrary, both ERK
and Akt usually behave as pro-survival proteins, and their
inhibition by antitumoral agents inducing extrinsic apop-
tosis has been reported [33, 34]. Phosphorylation and
thereby activation of these proteins were evaluated by
Western blot. No significant differences in the expression of
any of the kinases studied were found after treatment with
the drugs either separately or combined (Fig. 5C).

Discussion

The results presented here indicate that there is a synergism
in the antitumor activity against Ewing sarcoma cells
between melatonin and vincristine or ifosfamide but not
between melatonin and etoposide. Such synergism is due,
at least in part, to the potentiation of induced apoptosis.
Vincristine and ifosfamide are used in combination with
other chemotherapeutic drugs in the treatment of Ewing
sarcoma, but few reports describe the molecular events that
take place after the treatment of cells with these drugs.
Although there are few studies on the activation of specific
caspases by vincristine, some reports indicate that the
apoptotic intrinsic pathway may be involved in the cyto-
toxic effect [35, 36] while the extrinsic pathway seems not to
participate, at least in the reported cell lines [37, 38]. There
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Fig. 5. Intracellular oxidants increase after the treatment of SK-N-MC cells with melatonin or vincristine individually, but not when are
treated with ifosfamide. Combination of melatonin with each of the drugs potentiates the increase of oxidants induced by the agents alone
(A,B). Intracellular oxidants were assessed by the DFH-DA fluorochrome method as indicated in the Material and Methods section after
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Extrinsic apoptotic pathway-related proteins (the MAPK JNK, p38 and ERK and the protein kinase B/Akt) were analyzed by Western blot
measuring the expression of the phosphorylated and so activated form as well as the loading control protein GAPDH. No changes in the
amount of the active form were found for any of the proteins studied either after the treatment with the individual agents or after the

combination treatment. No signal was detected for p38 MAPK (C).

is also one report indicating that apoptosis induced by
vincristine in osteosarcoma is not mediated by caspase-3
[39]. Information about the molecular events occurring
after treatment with ifosfamide is even more rare. Ifosfa-
mide seems to induce caspases’ activation-dependent apop-
tosis in the B-cell precursor leukemia cell line REH [40], but
chloroacetaldehyde, a metabolite of ifosfamide, does not
induce apoptosis but rather necrosis in osteosarcoma Saos-2
cells [41]. The chemically activated form of ifosfamide,
4-hydroperoxyifosfamide, induces caspase-9 and caspase-8
activation in gliosarcoma cells [42]. When put together, these
data suggest that the molecular events underlying the
cytotoxic effect of these chemotherapeutic drugs depend on
the type of tumor cell studied. Previous data indicated that
vincristine alone induces low level of apoptosis in several
Ewing sarcoma cell lines, and co-treatment with imatinib, an
inhibitor of the kinase activity of KIT, greatly increased cell
death [43]. On the other hand, we had previously found that
melatonin specifically induces apoptosis in several Ewing
sarcoma cell lines, mainly through activation of the apoptotic
extrinsic pathway with activation of caspase-8 and several
down-stream molecules (Garcia-Santos G, Rodriguez-
Blanco J, Herrera F, Antolin I, Martin V, Casado-Zapico
S, Rodriguez C, unpublished observations).

Synergism between melatonin and vincristine or ifosfa-
mide in the antitumoral activity is due to an elevated cell
death induced by melatonin or each of the chemothera-
peutic drugs used separately. This rise corresponds to a
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large increase in the activation of the caspases 3 and 8 and
to a weak rise in caspase-9.

Treatment with melatonin or ifosfamide alone only
activates caspase-8 and does not activate either caspase-9
or Bid. The combination of both drugs markedly increases
caspase-8 activation while it induces Bid cleavage and the
activation of caspase-9. Bid is a pro-apoptotic bcl-2 family
protein that is cleaved and activated by activated caspase-8.
Truncated Bid activates the mitochondrial apoptotic path-
way giving way to an amplification loop of apoptosis. The
fact that neither melatonin nor ifosfamide alone can
activate Bid (they only did such in combination) suggests
that the increase in caspase-9 may be due to the stimulation
of the mitochondrial pathway induced by the activated Bid.

Treatment with vincristine alone activates both caspase-8
and -9 although not Bid in SK-N-MC Ewing sarcoma cells,
indicating activation of both the extrinsic and the intrinsic
apoptotic pathways in an independent manner. The fact
that after the combination of both drugs, Bid is activated
and caspase-9 activation by vincristine is strongly enhanced
suggests that the combined treatment with melatonin again
increases caspase-9, and thus the intrinsic apoptotic path-
way, due to the activation of Bid.

The reason that the combination of melatonin with
ifosfamide or vincristine activates Bid has not been eluci-
dated. Bid cleavage by caspase-8 is constitutively inhibited
by phosphorylation, depending at least of the kinases casein
kinase I and II (CKI and CKII), although other proteases
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may be also involved. Moreover, phosphorylation by CKI
and CKII must cooperate with other kinases such as
protein kinase C [44]. Melatonin has been previously shown
to inhibit protein kinase C in rat glioma cells [45]. The
additional inhibition of these kinases by melatonin and by
the chemotherapeutic drugs could allow the cleavage of Bid
by active caspase-8. This caspase is indeed also present at
higher concentrations with respect to the single treatments,
also likely contributing to its effect on Bid cleavage.

The early increase in intracellular oxidants and the
activation of MAPK and PKB/Akt were previously reported
asinvolved in the extrinsic apoptosis pathway. Our group has
found an early and transient increase of intracellular
oxidants on several Ewing sarcoma cell lines, including
SK-N-MC cells, a few hours after melatonin treatment
(Garcia-Santos G, Rodriguez-Blanco J, Herrera F, Antolin I,
Martin V, Casado-Zapico S, Rodriguez C, unpublished
observations). Results presented here indicate that the early
rise of ROS induced by the single agents assayed is also
fostered when such agents are combined, suggesting the
involvement of the extrinsic apoptotic pathway and its down-
stream machinery in the synergy showed in their antitumoral
action after the combinations used. It is not the case of PKB/
Akt and MAPK proteins, where phosphorylation seems not
to be involved neither in the apoptosis induced by the agents
separately nor after combination.

The search for new antitumor therapies includes biolog-
ical molecules inhibiting specific cancer signaling pathways.
Although current data on this approach are not abundant
in ESFT, inhibitors of tyrosine kinase [43], the kinase
activity of the insulin-like growth factor 1R [46] or the
vascular endothelial growth factor-mediated pathway [47,
48] have been reported to foster chemotherapeutic drugs in
Ewing sarcoma. In this work, we report the synergic boost
of the cytotoxic activity of some currently used chemother-
apeutic drugs in these tumors with melatonin. This indol-
amine also induces cell death in Ewing sarcoma cells and
has been previously reported to protect normal cells from
diverse insults. The study opens the door to a novel
therapeutic approach for the treatment of this family of
tumors based on combined regimes that would enhance the
cytotoxic effect of the used chemotherapeutic drugs.
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