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Resumen

Introduccidn: El receptor de melanocortina 1 (MC1R) es un gen clave para el desarrollo del melanoma, ya que esta implicado en
la pigmentacion de la piel y la proteccion contra la radiacion ultravioleta. Ademas, estudios recientes sugieren que también podria
tener un papel importante en la regulacion de las especies reactivas de oxigeno (ROS).

Objetivo: Nuestro objetivo fue analizar si la estimulacion de MC1R afecta a los principales genes implicados en la biogénesis
mitocondrial y la respuesta antioxidante.

Material y Métodos: Se estudiaron las lineas celulares de melanoma HBL, con el MC1R salvaje, y A375, con el receptor mutado,
y fueron tratadas con un analogo de la hormona estimuladora de melanocitos, la NDP-MSH.

Resultados: Los resultados obtenidos muestran que, en condiciones basales, 10s niveles de expresion de genes que controlan
la biogénesis mitocondrial y la respuesta antioxidante son significativamente mayores en la linea HBL, que presenta el receptor
funcional. Ademéas, en estas células la estimulacion del MC1R producia un aumento de la expresion de estos genes y una menor
produccion de ROS, a diferencia de lo observado en la linea A375.

Conclusiones: Por tanto, la funcionalidad del MC1R puede considerarse un factor de riesgo para el desarrollo del melanoma, ya
que disminuye los ROS activando la melanogénesis y regulando la biogénesis y funcion mitocondrial, siendo PGC-1a una proteina
central en ambos procesos.
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Abstract

Introduction: Melanocortin 1 receptor (MC1R) is a key gene for melanoma development, since it is involved in skin pigmentation
and protection against ultraviolet light. Recent studies suggest that it may also play an important role in the regulation of reactive
oxygen species (ROS).

Purpose: Our am was to study whether the stimulation of MC1R has any effects on the main genes regulating mitochondrial
piogenesis and antioxidant response.

Materials and Methods: For this purpose, the melanoma cell lines HBL, which has the wild-type receptor, and A375, with a
mutated receptor, were analysed and treated with an agonist of the melanocyte-stimulating hormone, NDP-MSH.

Results: The results show that, under basal conditions, the expression of genes involved in mitochondrial biogenesis and antioxi-
dant response was significantly higher in the HBL cell line, with the functional receptor.

Conclusions: Furthermore, stimulation of MC1R in this cell line, unlike in the A375 line, resulted in an increased expression of
these genes and a lower ROS production. In conclusion, functionality of MC1R can be a risk factor for developing melanoma, as it
reduces ROS by activating melanogenesis and regulating mitochondrial biogenesis and function, with PGC-1a as a central protein
in both processes..

Keywords: Melanoma, MC1R, mitochondrial biogenesis, PGC-1a, antioxidant response
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Introduccion

El melanoma es el tipo de cancer de piel mas peligroso
y la causa principal de muerte por enfermedades de
la piel. Su incidencia ha aumentado en mas del 300%
en los dtimos 40 anos, siendo responsable del 80%
de las muertes por cancer cutéaneo. Este crecimiento
exponencial de casos podria estar relacionado con la
mayor exposicion a la radicacion solar, principal factor
etiopatogénico en el desarrollo del melanoma maligno1.
Es este uno de los motivos por los que la mayor incidencia
de melanoma en Espafa se sitla en las Islas Baleares y
las Canarias, zonas asociadas al sol.

El receptor de la melanocortina’ (MC1R) es uno de los
genes mejor caracterizados, ya que se considera un
gen de predisposicion al melanoma?. MC1R responde
al estimulo de la hormona adrenocorticotropa (ACTH)
y la hormona estimulante del melanocito (a-MSH),
estimulando la produccion de eumelanina. Si el receptor
MC1R esta inactivo o blogueado por alguna mutacion,
se produce feomelanina®, Asi, la accion de MC1R como
determinante genético del tipo de pigmentacion cutanea
y, por tanto, de la capacidad de la piel de filtrar la UVR esta
fuertemente establecida. No obstante, MCR1 parece
desempafar otros papeles mas complejos y menos
conocidos en la carcinogénesis cutanea, relacionados
con la participacion de las especies reactivas de oxigeno
(ROS). En este sentido, recientemente se ha demostrado
que MC1R activa vias de reparacion de ADN y estimula
mecanismos antioxidantes* °. Estos efectos regulados
por el MC1R pueden denominarse “no pigmentarios”,
ya que no dependen directamente de la presencia o
ausencia de un determinado tipo de melanina, y podrian
estar relacionados con la respuesta al estrés oxidativo y
la funcion mitocondrial, procesos asociados a la etiologia
y desarrollo del cancer.

Otto Warburg describid que las células cancerosas
experimentan una alteracion metabdlica hacia un fenotipo
glucolitico con el fin de proveer a la célula tumoral de la
energia requerida para la proliferacion celular, y que era
como consecuencia de un dafio irreversible de la funcion
mitocondrial®. Sinembargo, nuevos indicios apuntan aque la
mayoria de las mitocondrias tumorales no son defectuosas
en su capacidad para llevar a cabo la fosforilacion
oxidativa7. Parece ser que, durante la proliferacion
celular, el metabolismo mitocondrial se reprograma para
afrontar los requerimientos de sintesis macromolecular,
y la célula cancerosa va adquiiendo caracteristicas de
mayor malignidad. Recientes estudios han relacionado
el PGC-1a (Peroxisome proliferator-activated  receptor
gamma coactivator 1-alpha), principal regulador de la
biogénesis mitocondrial, con el desarrollo del melanoma vy
la supervivencia en enfermos con esta neoplasia® °. Parece
ser que pacientes con melanomas negativos para el PGC-
1a presentan una mayor supervivencia que los pacientes
positivos para dicho coactivador.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objetivo del
presente estudio fue evaluar los efectos de la estimulacion
del MC1R sobre los principales genes relacionados con
la biogénesis mitocondrial y la respuesta antioxidante. Los
resultados indican que la estimulacion de estos genes es
dependiente de la presencia y activacion de MC1R.

Material y métodos

Reactivos

El medio de cultivo DMEM (Dulbecco’'s Modified Eagle’s
medium) rico en glucosa se obtuvo de GIBCO (Paisley,
UK) y la hormona [Nle4, DPhe7]-a-MSH (NDP-MSH) de
Tocris (Bristol, UK). Los reactivos de rutina se compraron
en Sigma-Aldrich  (St. Louis, MO, EEUU), Roche
(Barcelona, Espana), Panreac (Barcelona, Espana) i Bio-
Rad Laboratories (Hercules, CA, EEUU).

Cultivos celulares y tratamientos

Las lineas celulares de melanoma HBL (silvestre para el
receptor MC1R) y A375 (mutado para el receptor MC1R)
fueron cultivadas en medio DMEM suplementado con
un 10% de suero fetal bovino (FBS). Las células fueron
tratadas con 10-7 M de NDP-MSH, un potente analogo
de la hormona estimulante de melanocitos, durante 4
horas. Tres horas antes del tratamiento se cambio el
medio de cultivo por uno libre de suero.

PCR cuantitativa

Se aislo el ARN celular de las células control y tratadas con
a-MSH mediante el reactivo TriPure® (Roche, Barcelona,
Espana) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
retrotranscribid a ¢cDNA 1 pg de ARN total a 42 °C
durante 60 min con la siguiente mix: 10 mM Tris-HCI (pH
9,0), 50 MM KClI, 0,1% Triton X-100, 2,56 mM MgCl,, 2,5
uM de random hexamers, 10 U inhibidor de RNasa, 500
UM de cada dNTP y 25 U de retrotranscriptasa inversa
MuLV. Cada cDNA obtenido se diluyd 1/10.

Se analizaron los niveles de expresion de PGC1a, SIRT1
(Sirtuin 1), SIRT3 (Sirtuin 3), UCP2 (Uncoupling protein
2), GPx (Glutathione peroxidase), CAT (Catalase), NRF1
(Nuclear respiratory factor 1), NRF2 (Nuclear respiratory
factor 2), mtSSB (Mitochondrial single stranded DNA-
binding protein), TFAM (mitochondrial transcription factor
A) y COXV (Cytochrome ¢ Oxidase Subunit 1V) con los
cebadores especificados en la Tabla |, mediante una
PCR a tiempo real basada en la tecnologia SYBR Green
en un termociclador LightCycler 480 System Il (Roche
Diagnostics, Basel, Suiza). Se anadieron 2,5 ulL de cDNA
y 7,5 UL de Lightcycler® 480 SYBR Green 1 Master
(conteniendo 0,5 UM de los cebadores) y se procedio a
la amplificacion del cDNA de la siguiente manera: ciclo
de desnaturalizacion del cDNA a 95 °C durante 5 min, 45
ciclos de desnaturalizacion de 10 s a 95 °C, un ciclo de
hibridacion de 10 sy a la temperatura especifica de cada
cebador, y un ciclo de elongacion de 12 sa 72 °C. Los
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Tabla I: Secuencia y condiciones de los cebadores de la PCR a tiempo real

Gen Forward primer (5°- 3’) Temperatura
Reverse Primer (3’- 5°) de hibridacion

18S ggACACggACAggATTgACA 61

ACCCCACggAATCgAgAAAgA

PGCla TCAgTCCTCACTggTggACA 60
TgCTTCgTCgTCAAAAACAG

NRF1 CCCgTTACAgggAggTgAg 60
TgTAgCTCCCTgCTgCATCT

NRF2 gCgACggaaaGaGTATgAgC 60
gTTggCAgATCCACTggTTT

mtSSB TgTgAAAAAggggTCTCgAA 60

TggCCAAAgGAATCATCC
TFAM AgATTggggTCgggTCACT 61
CAAgACAgATgAAAACCACCTC

COXIV AACgAgTggAAgACggTTgT 60
TCATgTCCAgCATCCTCTTg

UucP2 ggTggTCggAgATACCAAAY 60
CTCgggCAATggTCTTgTAg

GPx gCggCggCCCAgTCggTgTA 61
gAgCTTggggTCggTCATAA

CAT CATCgCCACATgAATggATA 61
CCAACTgggATgAgAgggTA

valores Ct y las eficiencias de la reaccion se analizaron y
se refirieron al total de ADN mediante el programa GenEx
Standard (Multi-DAnalises, Suecia).

Produccion de ROS

Para medir la produccion intracelular de radicales libres
se uso el Amplex® Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase
Assay Kit (Molecular Probes, Eugene, Oregon, EEUU).
Se utilizd un tampon Krebs-Ringer con 50 pM del reactivo
de Amplex red y 0,1 U/mL de peroxidasa de rabano. La
fluorescencia fue medida a las longitudes de onda de
excitacion y emision de 571 y 585 nm, respectivamente.
Se utilizd un fluorimetro para microplacas FLx800 (Bio-Tek
Winooski, Vermont, EEUU). Los valores se normalizaron
por nUmero de células viables determinados por el
ensayo de cristal violeta.

Cristal violeta

La viabilidad celular se analizd con el ensayo de cristal
violeta. Las células fueron tefiidas durante 10 min con
0,5% (p/v) de cristal violeta en un 30% (v/v) de acido
acético. Después de dos lavados en agua destilada, se
anadieron 100 pL de metanol y se midio la absorbancia a
595 nm en un espectrofotometro PowerWave XS (Biotek
Instruments, Inc.).

Analisis estadistico

El programa estadistico SPSS (version 21.0; SPPS Inc,
Chicago, IL) se utilizd para todos los analisis estadisticos.
Los datos se presentan como la media + el error estandar
de la media (SEM) de seis experimentos independientes.
Los datos se referencian al valor del grupo control HBL,
atribuyendo en las determinaciones de expresion el valor 1
y en las de produccion de ROS el valor 100. Las diferencias
estadisticas se analizaron con el andlisis de la varianza
(ANOVA) de dos factores (P<0,05). En caso de efecto
interactivo, se realizo el test de la t de Student (P<0,05).

Resultados

En primer lugar, se determinaron los niveles de la expresion
génica de PGC-1a en las lineas celulares de melanoma HBL
y A375, caracterizadas por la presencia de MC1R salvaje
y mutado, respectivamente. La Figura 1 muestra que las
células salvajes para MC1R (HBL) presentaban unos mayores
niveles de PGC-1a que las células mutadas para dicho
receptor (A375). Ademés, la activacion del receptor mediante
el tratamiento con la hormona NDP-MSH, fuerte agonista
de MCR1, durante 4 horas aumento significativamente
la expresion de PGC-1a en las células HBL respecto a
las no tratadas. En cambio, las células mutadas A375 no
experimentaron ninglin cambio tras el tratamiento.

Tras observar las diferencias de expresion de PGC-
1a en ambas lineas celulares, se determinaron los
niveles de ARNm de las sirtuinas SIRT1 vy SIRT3. Los
resultados muestran que el tratamiento con NDP-MSH
incrementd en mas de un 50% la expresion de SIRTT
en las células HBL, mientras que en las células A375
tratadas con la hormona se observéd un comportamiento
distinto, mostrando una tendencia a disminuir los niveles
de SIRTT (Figura 1). En el caso de SIRT3 el perfil fue
similar, observando menores niveles de expresion en la
linea celular mutada para el receptor MC1R respecto a la
linea salvaje, tanto si las células eran sometidas o no al
tratamiento con la hormona NDP-MSH (Figura 1).

En la Figura 2 aparecen representados los niveles
génicos de los sistemas antioxidantes UCP2, GPx vy
catalasa. En primer lugar destacan los menores niveles
de UCP2 en las células A375 respecto a las células
HBL (<10% frente al 100%, respectivamente), tanto
en la situacion control como tras el tratamiento con la
hormona NDP-MSH. Respecto a los niveles de GPx,

Figure 1: Expresion de PGC-1a, SIRT1 y SIRT3 en las células de melanoma HBL
y A375. Efecto de la hormona NDP-MSH sobre los niveles de expresion

ANOVA: L efecto linea; T efecto tratamiento (con NDP-MSH); v, L x T efecto interactivo.
Test t-Student: * Control vs. células tratadas (con NDP-MSH); © células HBL vs. A375.

[l HBL Control
A375 Control

¥ HBL NDP-MSH
A375 NDP-MSH

Niveles de ARNm (UA)

PCG-1a

L TLxT

SIRT1

SIRT3
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se observd un aumento significativo sélo en las células
HBL expuestas a la hormona. Este hecho, al comparar
el efecto de la NDP-MSH sobre la expresion de la GPx
entre las dos lineas celulares de estudio, se traduce en
unos niveles significativamente menores en las células
A375. Por Ultimo, el andlisis de la catalasa muestra que
las células HBL presentaban mayores niveles de este
enzima antioxidante que las células A375.

Una de las Ultimas determinaciones del estudio fue
analizar los genes relacionados con la biogénesis vy
funcién mitocondrial. A modo general, los resultados
muestran que las células A375 (caracterizadas por
tener MC1R mutado y una expresion baja de PCG-
1a) presentaban niveles de expresion génica de NRF1,
TFAM y COX IV significativamente menores respecto a

Figure 2: Niveles de ARNm de UCP2, GPx y catalasa en las células HBL y A375.
Efecto de la estimulacion de MC1R sobre los sistemas antioxidantes

ANOVA: L efecto linea; T efecto tratamiento (con NDP-MSH); y, L x T efecto interactivo.
Test t-Student: * Control vs. células tratadas (con NDP-MSH); © células HBL vs. A375.
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A375 Control A375 NDP-MSH
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las células HBL (caracterizadas por tener MC1R salvaje
y una expresion elevada de PGC-1a). Por tanto, las
células HBL. mostraban mayores niveles de estos genes,
aumentando aln mas su expresion tras ser tratadas con
la NDP-MSH. En cambio, en las células A375 los niveles
génicos de estos genes se mantuvieron invariables tras
el tratamiento con la hormona (Figura 3).

La produccion de ROS fue mucho mayor en las células
A375 (cerca de un 70%), con vy sin estimular el receptor
MC1R con la NDP-MSH. En cambio, las células HBL,
ademas de presentar menores niveles de ROS en
situacion control, experimentaron una caida significativa
tras el tratamiento con NDP-MSH (Figura 4).

Discusion
El presente estudio demuestra la importancia de la

presencia y activacion del receptor de la melanocortina
1 0 MC1R en la biogénesis y funcion mitocondrial, asf

Figure 3: Niveles de expresion de los genes relacionados con la biogénesis y
funcion mitocondrial: NRF1, NRF2, mtSSB, TFAM, COX V. Efecto de la hormona
NDP-MSH sobre los niveles de expresion

ANOVA: L efecto linea; T efecto tratamiento (con NDP-MSH); y, L x T efecto interactivo.
Test t-Student: * Control vs. células tratadas (con NDP-MSH); ° células HBL vs. A375.
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Figure 4: Andlisis de la produccion de ROS en las células de melanoma HBL y
A375. Efecto del tratamiento NDP-MSH sobre la generacion de ROS

ANOVA: L efecto linea; T efecto tratamiento (con NDP-MSH); v, L x T efecto interactivo.
Test t-Student: * Control vs. células tratadas (con NDP-MSH); © células HBL vs. A375.
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como en la respuesta antioxidante en las células de
melanoma HBL y A375. Las células HBL, caracterizadas
por tener MC1R salvaje, presentaron mayores niveles
de PGC-1a, NRF1, TFAM, COX IV, UCP2, catalasa,
SIRT1 y SIRT3 en comparacion con las células A375,
mutantes para el receptor. Ademés, y a diferencia de o
observado en las células A375, la expresion de estos
genes aumentd significativamente en las células HBL
tras ser tratadas con un potente analogo de la a-MSH,
la NDP-MSH, hormona que se une a MC1R activandolo.
Las diferencias encontradas en los niveles de expresion
de los genes citados entre las dos lineas de melanoma
también se hallaron en la regulacion de los ROS. Las
células A375 se caracterizaron por unos niveles basales
de ROS muy superiores a los de las células HBL, las
cuales experimentaron una disminucion significativa en
la produccion de ROS tras el tratamiento con NDP-MSH.
MC1R juega un papel crucial en la regulacion de la
pigmentacion’™. Es un gen extremadamente polimoérfico™,
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yla pérdida de sufuncion debido a estas variaciones es uno
de los principales factores de riesgo para la sensibilidad a
la radiacion ultravioleta y el desarrollo de melanoma. Esta
altamente establecido que la estimulacion de MC1R en los
melanocitos es un mecanismo de defensa contra el dafo
en el ADN inducido por la UV mediante la pigmentacion®
2, Sin embargo, recientes estudios también sugieren
que MC1R podria activar procesos antiapoptdticos y
disminuir el dafio en el ADN mediante mecanismos no
dependientes de la melanogénesis* ®.

El factor de transcripcion asociado con microftalmia (MITF)
es uno de los factores de transcripcion mas importantes
en la regulacion de la melanogénesis’. Se ha visto que en
diversos tipos de melanoma, MITF esta sobre-estimulado,
regulando directamente a PGC-1a'. Estudios previos
en nuestro grupo de investigacion, junto a otros de la
literatura, demuestran que PGC-1a, ademéas de regular
la melanogénesis, es un factor clave en la biogénesis vy
funcion mitocondrial, v en la respuesta antioxidante! "7,
Los resultados del presente estudio muestran como la
expresion de los niveles de PGC-1ahadefinido los dos tipos
de lineas celulares de estudio, siendo espectacularmente
mayores en las células salvajes para MC1R, es decir, en
las células HBL. Ademas, se observo una mayor expresion
de algunos de los genes situados corriente abajo en
relacion a PGC-1a en las células HBL en comparacion
con las A375, concretamente de los genes NRF1, TFAM y
COX V. Pero no solo las células HBL presentaron mayores
niveles de los genes relacionados con la biogénesis
y funcién mitocondrial en situacion basal, sino que la
estimulacion del receptor MC1R con la hormona NDP-
MSH aument6 significativamente la expresion de estos
genes, asi como de SIRT1. SIRT1 es una proteina clave
en el control e induccion de la biogénesis mitocondrial y en
la respuesta metabdlica al estrés, estando relacionada con
los mecanismos de respuesta que permiten una mayor
supervivencia'® 19, Por tanto, estos resultados sugieren
que las células con MC1R funcional, las HBL, podrian
exhibir un metabolismo mitocondrial mejorado.

El papel de la mitocondria en la produccion y regulacion
de los ROS es crucial para la viabilidad celular®®. En este
contexto, nuestro estudio indicaria que las células HBL, con
niveles de PGC1-a elevados, podrian ser mas resistentes
al dafo mediado por los ROS, ya que mostraron una
mayores niveles de los sistemas antioxidantes UCP2 vy
catalasa que las células A375. Ademas, se obsenvd el
mismo perfil en la expresion de SIRT3, supresor tumoral
que ayuda a preservar la integridad mitocondrial, inhibiendo
la produccion de ROS y desestabilizando el factor inducible
por hipoxia (HIF-1)?" 22, Una vez més, observamos que el
tratamiento con la NDP-MSH acentuaba las diferencias
entre las células HBL y A375, siendo los valores de
expresion mayores en las HBL e inferiores en las A375. Por
tanto, la presencia y activacion de MC1R vy los elevados
niveles de PGC1-a podrian afectar a la capacidad de las
células para sobrevivir bajo condiciones de estrés oxidativo.

En este sentido, observamos que, no sélo la produccion
de ROS en las células HBL era significativamente inferior en
comparacion con la de las A375, sino como la generacion
cala tras tratarlas con NDP-MSH, En cambio, en las células
A375 la produccion se mantuvo.

En definitiva, los resultados presentados sugieren que la
presencia y estimulacion de MC1R es un factor de riesgo
para el desarrollo de melanoma, pero no sdlo determinando
el fototipo de piel y la sensibilidad a la radicacion ultravioleta
através de la activacion de la melanogénesis, sino también
regulando la biogénesis y funcién mitocondrial, asi como
la respuesta antioxidante (Figura 5). Esta doble funcion
representaria un mecanismo de defensa contra el dafio en
el ADN inducido por la UV. Por tanto, una vez desarrollada
la enfermedad neoplésica, la mayor expresion de PGC-1a
regulado por la via de sefializacion de MC1R implicarfa una
ventaja para la célula tumoral contra el dafio oxidativo. Los
datos obtenidos apuntan a PGC-1a como posible diana
para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.

Figure 5: La estimulacion de MC1R determina el fototipo de piel v la sensibilidad
a la radicacion ultravioleta a través de la activacion de la melanogénesis, pero
también induce la biogénesis y funcién mitocondrial, asi como la respuesta anti-
oxidante. La mayor expresion de PGC-1a regulado por la via de senalizacion de
MC1R determinaria que las células de melanoma presentaran un mayor metabo-
lismo mitocondrial y capacidad antioxidante.
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