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Resumen

Los compuestos naturales que tienen efectos beneficiosos para la salud han tomado relevancia como
nuevos farmacos, al presentar la capacidad de modular distintos procesos celulares. Dentro de este grupo
encontramos la capsaicina que es la responsable de la “sensacion de calor’ que produce el picante.
Recientemente ha provocado gran interés debido a sus efectos antitumorales en muchos tipos de células,
aunque su mecanismo de accion en muchos casos no ha sido descrito. Como recientemente se ha
descrito que la desregulacion metabdlica es una caracteristica de las células cancerosas y la quinasa
activada por AMP (AMPK) es el sensor clave en el metabolismo, nos planteamos si la capsaicina es
capaz de modular la actividad de AMPK y el posible mecanismo implicado. Los resultados mostraron que
la capsaicina activa AMPK en las células HepG2 al aumentar su fosforilacion y la de su sustrato directo
ACC. Por otro lado, determinamos que la activacién de AMPK inducida por capsaicina, se produce a
través de la proteina quinasa de la quinasa dependiente de calcio/calmodulina tipo f (CaMKKR). Ya que
se bloquea al silenciar CaMKK  con siRNA o al bloquearla farmacoldgicamente con el inhibidor STO-609.
Ademas, la capsaicina disminuye la viabilidad celular en células HepG2, efecto que ejerce a través de la
activacion de AMPK.
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Introduccién

El cancer hepatico o carcinoma hepatocelular (HCC) es un cancer de alta incidencia dentro de los
canceres primarios hepaticos y una de las neoplasias malignas mas comunes y letales en todo el mundo a
pesar del continuo desarrollo de diversas estrategias terapéuticas. El principal tratamiento es la cirugia,
pero no es posible en estados avanzados de la enfermedad, siendo el prondstico para pacientes con HCC
avanzado extremadamente pobre debido a las altas tasas de recurrencia y metastasis. Esto ha generado la
necesidad de buscar nuevos farmacos para el HCC (1).

Los compuestos naturales y los productos dietéticos proporcionan un area de investigacion interesante
debido a su baja toxicidad y su potente eficacia. La capsaicina (CAP) es un alcaloide natural y el principal
ingrediente activo de los pimientos picantes que pertenecen al género Capsicum. Es la responsable de la
sensacion de calor o ardor que se experimenta al contacto con los chiles. Aunque tradicionalmente se
asocia con efectos analgésicos, se ha propuesto recientemente que la capsaicina también muestra
actividad antitumoral en varios tipos de células y aumenta la sensibilidad de las células cancerosas a los
farmacos citotéxico (2-4). Ademas, los datos de laboratorio respaldan la idea de que la capsaicina podria
actuar como un medicamento contra la obesidad al aumentar el gasto de energia (5-7).

El higado es el principal 6rgano metabdlico y se ha descrito que la desregulacion del metabolismo causa
enfermedades hepaticas, incluido el cancer. Las células cancerosas se someten a una reprogramacion
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metabdlica para satisfacer las demandas de energia de un crecimiento continuo. Incluso en presencia de
oxigeno, los tumores mantienen la glucdlisis anaerdbica para asegurar niveles suficientes de carbohidratos
intermedios para las reacciones anabolicas, como lo describié Otto Warburg (8). Por lo tanto, estudiar las
reacciones metabolicas en las células cancerosas puede ser una nueva estrategia terapéutica para esta
enfermedad.

El sensor metabolico clave para el estado de energia celular es la quinasa activada por AMP (AMPK). Su
activacion conduce a la activacion de vias catabolicas para restaurar los niveles de ATP. AMPK es una
serin/treonin quinasa heterotimérica, compuesta por una subunidad catalitica o y dos subunidades
reguladoras  y y. La activaciéon de AMPK esté regulada por la fosforilacion y la modulacion alostérica.
La fosforilacion en el residuo conservado de Thr172 en el dominio catalitico o aumenta aproximadamente
500 veces la actividad de AMPK.

Las principales quinasas situadas por encima de la cascada de fosforilacion de AMPK son la quinasa
hepatica B1 (LKB1) y la quinasa de la quinasa dependiente de Ca?'/calmodulina de tipo B, (CaMKK},
también conocida como CaMKK?2) y TASK (9). Ademas, AMPK puede activarse alostéricamente por
uniéon de nucleodtidos a la subunidad gama, lo cual produce un cambio conformacional que aumenta la
actividad de AMPK. Esto se da en situaciones de estrés celular en los que la relacion AMP/ATP aumenta,
provocando que AMP se una a subunidad gama de AMPK ejerciendo una activacion alostérica y un
aumento de la actividad de AMPK en 5 veces (10).

La importancia de AMPK como objetivo terapéutico en el cancer estd comenzando a describirse. Los
datos clinicos sugieren un mayor beneficio de la terapia anticancerigena en pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 tratados con metformina, un activador de AMPK (11). También se ha observado
recientemente que AMPK puede estar involucrada en la aparicion de fenotipos resistentes. Por ejemplo, la
pérdida de LKB1 en las células de cancer de mama aumenta la agresividad, la capacidad de migracion y
la aparicion del fenotipo de células troncales, mientras que la activacion de LKBI1 y, en consecuencia, de
AMPK, reduce la formacion de mamosferas y la expresion de factores pluripotentes (12).

Por lo tanto, AMPK estd emergiendo como un nuevo objetivo terapéutico que, a través del metabolismo y
la regulacion de la sefializacion, podria reducir la progresion del cancer. En el presente estudio
examinamos si CAP podria modular AMPK en células HCC HepG2.

Materiales y Metodos

Reactivos quimicos usados

La capsaicina se obtuvo de Tocris (Ellisville, EE. UU.). STO-609 se obtuvo de Sigma (St. Louis, MO,
EE. UU.). El inhibidor de AMPK Dorsomorfina se obtuvo de Tocris Bioscience (Bristol, Reino Unido).

Cultivo de células

Se utilizé la linea celular tumoral epitelial de higado humana HepG2 (ATCC N° BH-8065) obtenida de
ATCC (American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA). Es una linea celular que proviene de
un vardn caucasico de 15 afios de edad. La linea celular se descongela en pases bajos, y se mantiene hasta
un maximo de 25 pases. Las células se cultivaron de manera rutinaria en frascos de cultivo con medio
DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino y 1% de solucion de antibidtico, a 37°C en un
ambiente humedo y con un 5% de CO,. El medio se cambiaba cada cuatro dias y cuando las células
llegaban a un 70 % de confluencia, se les anadia tripsina/EDTA para levantarlas y se recogian con medio
para volver a sembrar.

Viabilidad celular

La viabilidad celular se determindé mediante el método del bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich). En resumen, se sembr6 un total de 5000 células / pocillo en una
placa de 12 pocillos en un volumen final de 1 ml. Después de los tratamientos, se afiadieron 20 pl de
soluciéon MTT (5 mg / ml en PBS) al medio y las células se incubaron a 37 © C durante 4 h. Luego, se
descarté el sobrenadante y se afiadi6 isopropanol para disolver los cristales de formazano. Los
tratamientos se llevaron a cabo por triplicado. La densidad 6ptica en cada pocillo se evalu6 midiendo la
absorbancia a 490 y 650 nm usando un lector de microplacas (ELX 800 Bio-Tek Intruments, INC). Los
valores de IC50 se calcularon usando GraphPad Prism frente a 6.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla,
CA, EE. UU.). La viabilidad celular también se determin6 contando células viables y muertas mediante
tincion con azul tripan. Se contaron las células negativas y positivas de Trypan azul usando un contador
celular automatizado Countess ™ (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.). Los resultados se expresaron en
relacion con el numero total de células contadas.



Western Blot

Las células se lisaron en tampoén de lisis (Tris 50 mM, pH 7,4, NaCl 0,8 M, MgCl _ {2} 5 mM, Triton X -
100 al 0,1%) que contenian inhibidores de la proteasa y cdcteles inhibidores de la fosfatasa (Roche,
Basilea, Suiza). Las concentraciones de proteina se midieron mediante el ensayo de proteinas BioRad ™
(Richmond, CA, EE. UU.). Se separ6 una cantidad igual de proteina (20 pg) de cada muestra en geles de
SDS-PAGE al 8% y se transfiri6 a membranas de PVDF (BioRad). Las membranas se bloquearon con
tampon de bloqueo (1 x TBS, 0,1% de Tween 20 con 5% p / v de leche descremada sin grasa), se lavaron
¢ incubaron con anticuerpos primarios a 4 ° C durante 12 h. Las membranas se lavaron posteriormente
con TBS-T (1 x TBS y 0,1% de Tween 20) y se incubaron con anticuerpos IgG anti-raton o anti-conejo
conjugados con peroxidasa de rabano picante (Sigma, St Louis, MO, EE. UU.) A temperatura ambiente
durante 1 h. El complejo inmune se visualizd con un sistema ECL (Cell Signaling Technology).Las
peliculas se analizaron por densitometria. El anti-pAMPKal-thr172, pACC-ser79, pLKB1 y los
anticuerpos contra las formas totales y anti-CaMKKJf correspondientes se obtuvieron de Cell Signaling
Technology (Danvers, MA, EE. UU.). Todos los demas productos quimicos se obtuvieron de Sigma (St.
Louis, MO, EE. UU.).

Silenciamiento de AMPK y CaMKK

Para silenciar AMPK o CaMKK, las células HepG2 se transfectaron con 5 nM de siRNAs interferentes
selectivos para AMPK o CaMKK y un control negativo siRNA (Ambion-Life Technologies, Carlsbad,
CA, EUA) utilizando lipofectamina RNAi Max (Life Technologies, Espaiia) y siguiendo las instrucciones
del fabricante. El control del silenciamiento de las proteinas se llevd a cabo mediante transferencia
Western usando anticuerpos especificos de AMPK y CaMKKS(, respectivamente, Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, EE. UU.

Microscopia de fluorescencia

Los cambios morfoldgicos en la cromatina nuclear de las células que experimentan apoptosis se
detectaron mediante tincion con el fluorocromo de unién al ADN 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). Las
células se cultivaron en cubreobjetos de vidrio y después del tratamiento, los cubreobjetos se incubaron
con una gota de 1 pug / ml de DAPI durante 20 min. Luego se lavaron los cubreobjetos en PBS, se
montaron con Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EE. UU.) Y se observaron por
microscopia de fluorescencia.

Determinacién de apoptosis

Se utilizé el Kit comercial Annexin V-FITC apoptosis detection Kit (BD, Nueva Jersey). Las células se
sembraron en placas de seis pocillos a una densidad de 15x103 células/cm?. Una vez finalizados los
tratamientos las células se tripsinizaron y se centrifugaron a 400 g durante 5 min a 4 °C. Posteriormente,
se resuspendieron en 150ul de tampon de union, se afadieron 5ul de Anexina V-FITC y se incubaron 15
min en oscuridad a temperatura ambiente. Finalizado el tratamiento, se afiadieron 300ul de tampon de
union y Spl de ioduro de propidio (1mg/ml). Las células se analizaron con un citometro FACSCalibur.

Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se realizdo mediante una prueba de ANOVA de una via seguida de la
diferencia minima significativa de Fisher (LSD) o la prueba de comparacion multiple de Tukey, usando el
intervalo de confianza del 95%.Cuando se indicd, la prueba t de Student se realizd para comparar la
activacion de AMPK entre los grupos tratados con 8¢ y los grupos de control. La estadistica se realizo con
Microsoft Office Excel 2013. Los niveles de significacion se definieron como P <0.05 (*, #) y P <0.01
(**, ##). Todos los graficos fueron dibujados usando el software de Origin.

Resultados

La capsaicina activa AMPK en células HepG2

Para estudiar si la capsaicina activa AMPK en las células HepG2 del carcinoma hepatocelular, incubamos
las células con capsaicina durante 1 hora y determinamos la fosforilacion de AMPK en Thr172, asi como
la fosforilacion de el objetivo de AMPK aguas debajo de su principal sustrato Acetil CoA carboxilasa
(ACCQ).

La Ca-calmodulina quinasa quinasa 3 esta implicada en la activacion de AMPK por capsaicina
en células HepG2

AMPK puede ser fosforilada por dos quinasas principales, LKB1 y la proteina quinasa dependiente de
calcio / calmodulina quinasa B, CaMKKp. Para estudiar qué quinasa estuvo involucrada en la
activacion de AMPK inducida por capsaicina, determinamos los niveles de fosforilacion de LKB1 en



ser428 después del tratamiento celular con capsaicina. Como se muestra en la figura 2, la
fosforilacion de LKB1 no aumento, ni los niveles de LKBI1 total, lo que indica que la capsaicina no
activa o aumenta los niveles de LKB1 en las células HepG2.

Para continuar con nuestro estudio, investigamos la participacion de CaMKKJp. Primero, pretratamos
las células con el inhibidor de CaMKK STO-609 y determinamos la activacion de AMPK. Como
observamos en la Figura 3 A, el pretratamiento con STO-609 evit6 tanto la fosforilacion de AMPK
como la fosforilacion de ACC, lo que indica que CaMKKp era el mecanismo subyacente de la
activacion dependiente de capsaicina de AMPK. Para confirmar este hallazgo, silenciamos CaMKKf
con siRNA selectivo. Como se muestra en la figura 3 B, la regulacion negativa de CaMKKJ bloqued
la fosforilacion inducida por capsaicina en AMPK, asi como la de ACC, confirmando que CaMKKf
es la quinasa por encima implicada en la activacion de AMPK por capsaicina.
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Figura 1. La capsaicina activa AMPK en las células HepG2. Las células se incubaron con capsaicina 200 uM en
presencia o no de dorsomorfina 10 uM durante 1 h y los niveles de pAMPK, pACC y sus formas totales
correspondientes se determinaron mediante Western. La B-tubulina sirve como control de carga. El analisis
densitométrico de las bandas se muestra a la derecha. Los datos se presentan como la media = SEM de tres
experimentos diferentes. *, p <0.05 comparado con el grupo control y # p <0.05 comparado con capsaicina por la
prueba t de Student.
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Figura 2. La activacion de AMPK es independiente de LKB1. Las células se incubaron con capsaicina 200 uM
durante 1 h y los niveles de fosfo-LKBI, y el total de LKB1 se determinaron mediante transferencia Western. La f3-
tubulina sirve como control de carga. El analisis densitométrico de las bandas se muestra a la derecha. Los datos se
presentan como la media + SEM de tres experimentos diferentes. *, p <0.05 comparado con el grupo control y # p
<0.05 comparado con capsaicina por la prueba t de Student.

El efecto antiproliferativo de la capsaicina implica la activacion de AMPK

Continuamos estudiando el efecto de la activacion de AMPK en la proliferacion de células HepG2.Para
ello, pretratamos las células con Dorsomorfina y aumentamos las dosis de capsaicina durante 24 horas,
midiendo la proliferacion celular mediante MTT y recuento celular. Como se muestra en la Figura 4 A, la
capsaicina reduce la viabilidad celular y la proliferacion celular de forma dependiente de la dosis. El
efecto inhibidor de la capsaicina sobre la viabilidad celular fue bloqueado por el inhibidor de AMPK
dorsomorfina, lo que sugiere que la capsaicina inhibe la proliferacion celular a través de la AMPK.

Para confirmar la participacion de AMPK en la muerte celular inducida por capsaicina, AMPK fue
silenciada mediante transfeccion de células con siRNA selectivo como vemos en la Figura 4B. La
eliminacion de AMPK redujo el efecto antiproliferativo de la capsaicina en las células HepG2 indicando
que AMPK estad implicada en el efecto antiproliferativo de la capsaicina.
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Figura 3. La Ca-calmodulina quinasa quinasa 3 esta implicada en la activacion de AMPK por capsaicina en las
células HepG2. A), Efecto del inhibidor de CaMKK STO-609 sobre la activacion de AMPK. Las células se incubaron
previamente con STO-609 10 uM y luego se trataron con capsaicina 200 uM durante 1 hora. Los niveles de pAMPK,
pACC y sus formas totales correspondientes se determinaron mediante transferencia Western. B), Las células se
transfectaron con siRNA (siControl) o siRNA CaMKKJ selectivo y se incubaron con capsaicina 200 uM durante 1
h. Los niveles de pAMPK, pACC y sus formas totales correspondientes se determinaron por Western blot. La f-
tubulina sirve como control de carga. Derecha, el analisis densitométrico de CaMKKGp y el analisis densitométrico de
pAMPK y pACC. Los datos se presentan como la media £+ SEM de tres experimentos diferentes. *, p <0.05
comparado con el grupo control y # p <0.05 comparado con capsaicina por la prueba t de Student.
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Figura 4. La activacion de AMPK estd implicada en la muerte celular inducida por capsaicina. A), Efecto del
inhibidor de AMPK dorsomorfina sobre la proliferacion de células HepG2. Las células se preincubaron con
dorsomorfina 10 uM y luego se trataron con dosis crecientes de capsaicina durante 24 horas. Izquierda, viabilidad
celular determinada por MTT. Derecha, recuento celular con azul tripan. B), Efecto del silenciamiento de AMPK
sobre la muerte de células HepG2 inducida por capsaicina. Las células se transfectaron con siRNA (siControl) o
siRNA selectivo de AMPK y se incubaron con capsaicina 200 uM durante 24 h. La viabilidad celular se determind
por MTT. Los datos se presentan como la media + SEM de tres experimentos diferentes. *, p <0.
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La capsaicina induce la muerte celular por apoptosis.

Para investigar si el tratamiento con capsaicina indujo apoptosis en células HepG2. Analizamos la
apoptosis en células tratadas con capsaicina mediante anexina V / PI y citometria de flujo. Como se ve
en la Figura 5 A, el tratamiento con capsaicina indujo un aumento de las células apoptoticas
dependiente de la dosis, lo que confirma que la capsaicina induce la muerte de las células HepG2 al
promover la apoptosis. Los cuerpos apoptoticos y la contraccion de los nicleos podrian observarse
mediante microscopia de fluorescencia con la sonda DAPI que tifie especificamente los nucleos
Figura 5 B.
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Figura5. Mecanismo de la muerte celular inducida por capsaicina. A), Las células HepG2 se trataron con vehiculo
(control) o las dosis indicadas de capsaicina, durante 24 horas y luego se tifieron con anexina V y PI. Los graficos
representan fluorescencia PI (Y ax) versus fluorescencia de anexina V (x ax). Las primeras células apoptéticas
(células positivas para anexina V, negativas para PI) y las células apoptoticas tardias (positiva para anexina
V, Células positivas para PI) se indican como el porcentaje de células activadas. El histograma representa las células
apoptoticas tardias para cada dosis. Los datos son la media £ SEM de tres experimentos. * p <0.05 vs control
comparado por la prueba t de Student. B), las células se trataron con vehiculo (control) o las dosis indicadas de
capsaicina durante 24 h, los nucleos teflidos con DAPI se detectaron por inmunofluorescencia (azul) 20X. Los
cuerpos apoptoticos se indican con una flecha.

Conclusiones

En la Gltima década, los fitoquimicos se han utilizado mucho como agentes quimioterapéuticos debido a
su inhibicion del tumor a través de la inhibicion del crecimiento, la invasion, la progresion y la metastasis

).

Ademas, los fitoquimicos tienen baja toxicidad, bajo coste y aceptacion publica como suplementos
dietéticos. En particular, la capsaicina ha demostrado ejercer efectos anticancerigenos en una variedad de



tipos de tumores, incluido el hepatocarcinoma, aunque el mecanismo subyacente sigue sin estar claro. La
capsaicina presenta propiedades antiobesidad y aumenta el gasto de energia mediante la activacion de
rutas catabolicas, proporcionando asi una estrategia novedosa para modular el metabolismo de las células
cancerosas. La homeostasis de las células metabolicas se rige por el sensor de energia AMPK. De hecho,
apuntar a AMPK se ha convertido en una estrategia novedosa para la prevencion y el tratamiento del
cancer (13).

En este estudio investigamos el mecanismo que sustenta la activacion de AMPK por capsaicina y la
participacion de AMPK en la muerte celular inducida por capsaicina en células de hepatocarcinoma
HepG2. Encontramos que la capsaicina activa AMPK al inducir su fosforilacion por CaMKKp, que se
convierten en objetivo potencial para modular la actividad de AMPK y la muerte celular. Por otro lado, la
activaciéon de AMPK por capsaicina reduce la viabilidad celular mediante un mecanismo que involucra la
apoptosis.

Esto resalta la importancia de estudiar el metabolismo celular para inhibir la proliferacion y considerar a
AMPK como una nueva opcion terapéutica para el HCC. La activacion de AMPK por la capsaicina
proporciona un nuevo mecanismo molecular para la accion de la capsaicina y contribuye a las futuras
aplicaciones de la capsaicina en la medicina.
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