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ABSTRACT

Muscle atrophy and cancer cachexia are two comorbidities

presented in chronic diseases, such as respiratory diseases,

cancer or muscle disuse. This also increases the mortality of

the patients independently of the disease prognosis that

caused the cachexia. Treatment with polyphenolic compounds

such as curcumin or resveratrol may attenuate muscle mass

loss. In this thesis, a model of cancer induced cachectic mice

(LP07 adenocarcinoma lung cancer cells inoculation) were

treated with either curcumin or resveratrol. This two treatments

induced beneficial effects (total body and muscle weigths,

structure, apoptosis, proteolysis and signaling pathways) in

gastrocnemius and solesus muscles. The activation of Sirt-1

by curcumin and resveratrol respectivelly induce a protective

effect to the cachectic muscles of these mice, by inhibiting

proteolytic and NF-kB and FoxO pathways. These results show

the posible treatment of cancer cachexia with these

polyphenols.

Keywords: Cancer-induced cachexia, curcumin, resveratrol,

muscle function and structure, sirtuin-1, proteolysis, atrophy

signaling pathways.
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RESUMEN

La atrofia muscular y la caquexia cancerosa son dos

manifestaciones frecuentes en las enfermedades crónicas,

como las respiratorias y el cáncer. La afectación muscular

aumenta en gran medida la mortalidad de los pacientes con

independencia del pronóstico de la enfermedad de base. El

tratamiento de la caquexia con compuestos polifenólicos puede

reducir la pérdida de masa muscular y mejorar las condiciones

de estos pacientes. En la presente tesis, se empleó un modelo

de ratones con caquexia cancerosa (inoculación de células

tumorales LP07, cáncer de pulmón) que fueron tratados con

curcumina y resveratrol respectivamente. Ambos tratamientos

indujeron efectos beneficiosos (peso corporal y de los

músculos, estructura muscular, proteólisis y apoptosis) en

gastrocnemio y sóleo de los grupos de ratones caquécticos

tratados. Estos efectos beneficiosos se deben a la activación

de Sirtuin-1, inducida por la administración de curcumina y de

resveratrol. Esto indujo un efecto protector sobre los músculos

de los ratone con caquexia cancerosa mediante la inhibición de

la proteólisis y de las vías de señalización de atrofia como NF-

kB y FoxO. Estos resultados ilustran sobre la posible

aplicabilidad clínica de los polifenoles en pacientes con

caquexia cancerosa en futuros estudios.

Palabras clave: caquexia cancerosa, curcumina, resveratrol,

estructura y función muscular, sirtuina-1, proteólisis, atrofia

muscular, vías de señalización.
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ABREVIATURAS

ADN: ácido desoxirribonucleico

Akt: proteína quinasa B

AMP: adenosín monofosfato

AMPK: quinasa activada por AMP

Ang ll: Factor de la angiotensina ll

ARN: ácido desoxirribonucleico

ATP: Adenosin trifosfato

Atrogin-1: gen de atrofia muscular f box

CRH: hormona liberadora de corticotropina

CRH: hormona liberadora de corticotropina

EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva crónica

FoxO: Factor de transcripción fork-head box

H2O2: peróxido de hidrógeno

HATs: histona acetiltranferasas

HDACs: histona deacetilasa

HNE: 4-hidroxi-2-nonena

IFN- : interferón gamma

IGF-1: factor de crecimiento insulínico tipo 1

IL: interleukina

JAK: quinasa Janus
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MD: malondialdehído

mnSOD: manganeso superóxido dismutasa

mTORC1: complejo 1 de rampamicina

MuRF-1: proteína-1 del dedo anular delmúsculo

MyHC: Cadena pesada de la miosina

NF-kB: Factor nuclear kappa B

NO: óxido nítrico

NO2: dióxido de nitrógeno

O2-: anión superóxido

O2: Oxígeno

OH: radical hidroxilo

ONOO-: peroxinitrilo

RNS: Especies reactivas al nitrógeno

ROS: Especies reactivas al oxígeno

SIDA: Síndrome de inmunodeficiencia adquirida

Sirt-1: sirtuina 1

STAT: transductoras de señales y activadoras de la transcripción

TNF-α: Factor de necrosis tumoral alfa

UPS: Sistema ubiquitina-proteasoma
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INTRODUCCIÓN

1. Músculo esquelético
Existen tres tipos de tejido muscular: el cardíaco, el liso y el

esquelético. El músculo esquelético es el más abundante en

el cuerpo y se caracteriza por actuar de forma voluntaria sobre

distintas funciones del cuerpo (1). Supone el 40 % del peso

corporal, que incluye el 50-75 % de todas las proteínas

presentes en el cuerpo. Este tejido es un tejido especializado

con la capacidad de contraerse y relajarse de forma voluntaria

en respuesta a los mensajes (impulsos nerviosos) que

provienen del sistema nervioso. Su función principal es la de

producir movimiento y generar fuerza para las distintas

acciones diarias a la vez se encarga de mantener la postura.

Destaca por su plasticidad la cual le permite desarrollarse o

atrofiarse en función de distintos factores ambientales como el

ejercicio, el envejecimiento, el crecimiento o el desuso

muscular (2). Además, supone una reserva de nutrientes

básicos como carbohidratos y aminoácidos, que se emplearán

para preservar los niveles de glucosa en sangre o el déficit de

aminoácidos durante periodos de inanición y falta denutrientes

(3,4).

1.1 Estructura y organización del músculo
esquelético

El tejido muscular posee una estructura y una organización

muy bien descrita y que se compone en su mayoría de células

musculares también llamadas fibras musculares o miofibras,
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que, junto con las fibras nerviosas, los vasos sanguíneos y el

tejido conectivo formarán los músculos del cuerpo (1). Las

fibras musculares son la unidad principal del músculo

esquelético y se encuentran rodeadas y separadas entre si por

una capa de tejido conectivo llamada endomisio (Fig. 1) (1,3).

Los músculos esqueléticos están compuestos por

agrupaciones de estas fibras musculares llamadas fascículos,

donde estas fibras o células musculares están organizadas

con su eje longitudinal en paralelo. Los fascículos están

formados por al menos diez fibras musculares organizadas y

rodeadas por otra capa de tejido conectivo, el perimisio, que

formará y mantendrá la unidad de estas agrupaciones de

fibras musculares. Finalmente, el músculo esquelético se

encuentra rodeado por una tercera capa de tejido conectivo, el

epimisio, la capa más externa, que se encarga de la conexión

entre el músculo y el tendón y de la inserción de este

en el hueso, permitiendo así el movimiento independiente de

cada músculo (Fig. 1) (1,4).
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Figura 1. Organización del músculo esquelético y sus coberturas
conectivas. Los músculos esqueléticos están formados por fibras (células) 

musculares, que forman fascículos y se encuentran rodeadas detres capas 

de tejido conectivo. En el sarcoplasma están presentes los elementos

contráctiles de las miofibrillas (Adapted from Hall Je 2015 (5))

Por su parte cada fibra muscular se encuentra rodeada de una

membrana celular llamada sarcolema, y posee un citoplasma

llamado sarcoplasma. En este sarcoplasma se encuentran

múltiples núcleos para cada fibra muscular, mitocondrias, y

miofibrillas, que son la principal estructura intracelular en

músculos estriados. Estas miofibrillas están formadas por

distintos tipos de proteínas: Contráctiles como actina y

miosina; reguladoras como troponina y tropomiosina; y

proteínas accesorias como tinina y nebulina (4). Las moléculas

21



de actina se encuentran agrupadas en racimos formando así

los filamentos delgados, mientras que las de miosina se

encuentran unidas juntas formando los filamentos gruesos

(2,4).

La disposición de estos filamentos delgados y gruesos forman

un patrón repetitivo de bandas claras y oscuras, que es una de

las principales características del músculo esquelético (1).

Cada unidad de este patrón se conoce como sarcómero, que

es la unidad funcional de las fibras musculares. Los

sarcómeros se sitúan entre dos regiones proteicas densas

conocidas como discos Z, el área entre estos discos alterna

bandas claras y oscuras, conocidas como bandas I y A

respectivamente. Las bandas A están compuestas de

filamentos gruesos y las I exclusivamente de filamentos finos.

La actina y la miosina se encuentran superpuestas en las

regiones externas de las bandas A mientras que, en la región

central, conocida como región H sólo contienen miosina. En el

centro de la región H se encuentra la línea M, donde se unen

los filamentos gruesos (Fig. 2A) (6,7).

22



Figura 2. Disposición de los filamentos en el músculo esquelético. A)
Las fibras musculares están formadas por dos tipos de miofilamentos, los

finos y los gruesos, que conjuntamente forman el sarcómero. B) Estructura

de los filamentos finos y gruesos. Los filamentos gruesos tienen colas de

miosina que forman su eje y sus uniones. Los filamentos finos están

formados por actina y proteínas reguladoras como troponina y

tropomiosina (Adapted from Tortora GJ et al. 2012 (1))

La principal diferencia entre filamentos finos y gruesos se

encuentra en su composición y en su actuación: Los

componentes principales de los filamentos gruesos son

miosina, proteínas C de unión a miosina, tinina y oscurina; por

su parte los filamentos finos se componen principalmente de

A 

B 
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actina, troponina, tropomiosina y nebulina (6,7). En cuanto a

su actuación, los filamentos gruesos y finos se diferencian por

sus proteínas contráctiles principales, la actina y la miosina. La

miosina actúa como motor proteico transformando la energía

química del adenosin-trifosfato (ATP) en energía mecánica en

forma de movimiento y/o fuerza. El resto de las proteínas de

estos filamentos también desempeñan funciones esenciales

en el músculo esquelético, de forma que la troponina y la

tropomiosina actúan regulando la unión entre la proteína C de

unión a miosina y la actina para realizar la contracción

muscular. Además, la tinina, la oscurina y la nebulina

desempeñan un papel estructural proporcionando la

elasticidad, alineamiento y estabilidad de las miofibras (Fig.
2B) (1,6,7).

1.2. Tipos musculares
1.2.1. Músculos de las extremidades

Los músculos de las extremidades son los músculos que van

a realizar el proceso fisiológico del movimiento y apoyo del

cuerpo, se caracterizan porque su movimiento es totalmente

voluntario. En humanos se dividen en músculos superiores e

inferiores, mientras que en animales la terminología sería

delanteros y traseros según la región en la que se encuentran

en ambos casos. Los principales músculos de estudio difieren

también entre humanos y animales: en humanos los

principales músculos de estudio de contracción rápida son el

cuádriceps y el tibial anterior, mientras que en modelos

animales son el gastrocnemio y el tibial anterior; por su parte
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el soleo es el músculo de contracción lenta más empleado en

ambas especies. En nuestro grupo, el gastrocnemio y el sóleo

son dos músculos ampliamente estudiados en animales

roedores (8–12).

1.2.1.1. Gastrocnemio

El gastrocnemio, popularmente conocido como gemelos, es el

músculo más superficial de la parte posterior de la pierna y

recibe popularmente este nombre, debido a que se compone

de dos cabezas similares conocidas como medial y lateral.

Está principalmente compuesto de fibras musculares de

contracción rápida debido a las funciones que realiza: La

flexión plantar del pie en la articulación del tobillo y la flexión

de la pierna en la articulación de la rodilla. Debido a su

composición fibrilar el gastrocnemio permite correr, saltar y

otros movimientos rápidos de la pierna, además de contribuir

a andar y a mantener la postura en menor grado (13–15).

1.2.1.2. Sóleo

El sóleo es un músculo ancho y pequeño ubicado en la pierna

debajo del gastrocnemio. Se une al extremo proximal de la

tibia y peroné y a ligamentos tendinosos. Junto al

gastrocnemio ayuda en la flexión plantar del pie, pero su

importancia se debe a que es vital para funciones esenciales

como caminar, correr y mantenimiento de la postura, para los

cuales requiere su composición rica en fibras de activación

lenta (13).
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1.3 Composición fibrilar de los músculos

Los músculos del cuerpo destacan por su gran

heterogeneidad y por su característica más importante, su

plasticidad, las cuales le permite a un mismo músculo

contribuir en una gran variedad de capacidades funcionales

(15–17).

La plasticidad de los músculos les confiere la habilidad de

adaptarse a los cambios de requerimientos funcionales que se

pueden dar a lo largo de la vida, cuando estos ocurren de

forma prolongada. Esto ocurre mediante variaciones de las

propiedades funcionales y estructurales de estos músculos.

Estos cambios pueden ser de transición de un tipo fibrilar a

otro, es decir, pasar de una composición de fibras

mayoritariamente de actuación lenta a una con mayor

proporción de fibras rápidas o viceversa, pero principalmente

se tratan de cambios en el tamaño de las fibras musculares

(16,17). Esta capacidad adaptativa debida a la plasticidad de

los músculos puede darse en respuesta al envejecimiento del

cuerpo (18), a enfermedades crónicas (19–21), al ejercicio o

entrenamiento (22), y a factores ambientales.

Como origen de esta heterogeneidad, se encuentra la

variedad de fibras musculares existentes, lo que permite a los

individuos adaptarse a las diferentes condiciones fisiológicas

del día a día (23). Las características y la función de la fibra

muscular estarán determinadas a su vez por la expresión de

las distintas isoformas de la cadena pesada de la miosina

(MyHC). Esto confiere a las fibras una gran variedad deperfiles
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y propiedades metabólicas (2,3,23).

Debido a esta gran variabilidad existen numerosos criterios de

clasificación de fibras musculares, siendo los principales y más

usados: 1) Fatigabilidad, que se relacionara con el contenido

mitocondrial de la fibra (fatigable contra resistentes a la fatiga),

2) color (blancas y rojas), 3) por la predominancia de un

mecanismo metabólico (glucolíticas contra oxidativas), 4) por

sus propiedades contráctiles, 5) por el metabolismo del calcio

en el retículo endoplasmático (rápidas contra lentas), 7) por la

isoforma proteica predominante (24,25). Con sus diferentes

clasificaciones la más usada en el ámbito científico es la que

destaca la isoforma proteica expresada en la fibra, ya que se

emplea como marcador molecular de los distintos tipos

fibrilares. Bajo estos criterios las fibras musculares se dividen

en las cuatro isoformas principales de la miosina enmamíferos,

llamadas tipo I, tipo IIa, tipo IIx y por último tipo IIb,a pesar de 

que puedan coexistir con otras isoformas de miosina de

manera temporal, como son la embriónica, laneonatal o la

extraocular (3,15,26). A pesar de ser las principales isoformas,

no todos los mamíferos presentan todas las isoformas: los

roedores poseen las cuatro isoformas en susmúsculos, pero sin 

embargo, los músculos humanos carecen de la isoforma IIb

(15). Las características de las cuatro isoformas se diferencian

a varios niveles entre los que destacamos el nivel metabólico,

el nivel bioquímico, el fisiológico y por último el morfológico

como se puede comprobar en la tabla a continuación:
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Tipo I Tipo IIa Tipo IIx Tipo IIb

Especies Todos los

mamíferos

Todos los

mamíferos

Todos los

mamíferos

Sólo

roedores

Velocidad de
contracción

Lenta Rápida Muy rápida Muy rápida

Resistencia
al uso

Resistente

a fatiga

Poco

resistente a

la fatiga

Poco

fatigable

Fatigable

Metabolismo Aeróbico

oxidativo

Aeróbico-

anaeróbico

Oxidativo-

glucolítico

Anaeróbico

glucolítico

Anaeróbico

glucolítico

Actividad
ATPasa

Baja Alta Muy alta Muy alta

Las fibras tipo I son fibras de contracción lenta y con

metabolismo aeróbico exclusivamente. Se encuentran

rodeadas por gran cantidad de vasos sanguíneos y poseen

numerosas mitocondrias que generaran continuamente ATP

de forma aeróbica, lo que le confiere a este tipo fibrilar una

importante resistencia contra la fatiga. A su vez son

generalmente las fibras más pequeñas en diámetro y se

caracterizan por tener color rojizo debido a su gran contenido

en mioglobinas (5,16,24,26). En segundo lugar, las fibras tipo
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IIa son fibras de contracción rápida con metabolismo tanto

oxidativo como glucolítico. Esto les permite generar ATP a

través de la respiración aeróbica y a través de la glucólisis

anaeróbica. Son semejantes las fibras de tipo I, ya que poseen

numerosos vasos sanguíneos y mitocondrias como ellas, pero

debido a la contracción rápida de las fibras tipo IIa , se produce 

en ellas una mayor hidrólisis de ATP, lo que les confiere una 

menor resistencia a la fatiga (15,16,24,26). Por su parte, las

fibras tipo IIx y IIb son de contracción rápida y conmetabolismo

glucolítico exclusivamente. Este metabolismo glucolítico 

genera una hidrolización del ATP más rápida en el músculo, y 

por lo tanto causa que este se fatigue con mayor facilidad 

(15,16,24,26). De esta forma cabe destacar, que a pesar de

que la mayoría de las fibras musculares solo expresan una 

isoforma de miosina, existen fibras musculares que expresan 

varias isoformas y son conocidas como fibras híbridas (21).

La heterogeneidad muscular no solo ocurre entre los distintos

músculos de un mismo individuo, sino que también se da entre

los músculos equivalentes entre especies y géneros

(15,23,27). En roedores, por ejemplo, el diafragma, músculo

respiratorio de función continua, posee un 10% de fibras de

tipo I y un 90% de fibras tipo II, mientras que en humanos las

proporciones rondan el 55% de fibras tipo I y 45% de fibras

tipo II (27). Por su parte, los músculos de las extremidades,

están formados principalmente por fibras tipo II, siendo el más

representativo en humanos el vasto lateral, que contiene

alrededor de 30% fibras tipo I y 70% fibras tipo II, y el

gastrocnemio en roedores con una proporción aproximada al
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13% de fibras tipo II y 87% de fibras tipo II (14,15).

De esta forma el ejercicio y una buena alimentación

aumentaría el área de las fibras musculares y con esta la masa

muscular y el porcentaje de fibras tipo I, confiriendo al músculo

mayor fuerza y resistencia para realizar funciones que

requieran más energía y potencia muscular. Por otra parte, el

desuso, las enfermedades crónicas o una mala alimentación

provocaría el efecto contrario sobre los músculos, haciendo

que estos pierdan masa muscular, por la reducción del área

de las fibras musculares, y se produciría una transición de

fibras tipo I a fibras tipo II, lo que provocaría que el músculo

tenga menor fuerza y que sea más fatigable (5,14,16,22,28).

2. Caquexia muscular

Para hablar de la caquexia muscular debemos hablar de la

disfunción y pérdida de masa muscular, ya que son las

características principales asociadas a la caquexia. Esta

disfunción muscular se define como la reducción en fuerza y

resistencia que puede sufrir el músculo esquelético (29,30).

Estas son las dos características principales del músculo

esquelético: siendo la fuerza la capacidad del músculo de

realizar un esfuerzo, mayor o menor, a través de la contracción

muscular y que está relacionada directamente con la masa del

músculo, es decir a mayor masa, mayor fuerza y viceversa;

mientras que por su parte la resistencia es la capacidad que

tiene el músculo de mantener esa fuerza y estará relacionada

con la composición fibrilar de cada músculo (30).
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De esta forma, la caquexia se define por consenso como el

síndrome multifactorial caracterizado por la pérdida continua

de músculo esquelético, acompañado o no de pérdida de

masa adiposa, que no puede ser revertido con una nutrición

convencional y deriva en un impedimento funcional progresivo

asociado a una enfermedad crónica (31). Se caracteriza por

un equilibrio proteico y energético negativo, con mayor

degradación que síntesis. Además, la caquexia produce un

gran aumento en los niveles de inflamación, estrés oxidativo y

nitrosativo y en los niveles de marcadores de proteólisis. Por

ello la caquexia es una complicación en muchasenfermedades 

severas como el cáncer, sepsis, síndrome de

inmunodeficiencia adquirida (SIDA), fallos cardíacos o

enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC) (32–35). La

pérdida de masa muscular no solo causa una reducción de la

fuerza del músculo, sino que además causa un importante

deterioro de la calidad de vida del paciente, aumentando en

gran medida el riesgo de hospitalización. Con todo ello este

desgaste muscular también provoca una mala prognosis del

paciente acompañada de una reducción de tolerancia al

tratamiento [36,37].

Debido a las distintas fases de la caquexia, a sus distintas

causas y a la distinta forma de afectar a cada paciente, se

realizó un consenso internacional para poder diagnosticar si

un paciente padece caquexia, que determinó la presencia de

caquexia si se daba en el paciente al menos una de las

siguientes condiciones; 1) Pérdida de peso mayor al 5% en los

últimos 6 meses en ausencia de ayuno; o 2) Índice de masa

corporal menor a 20 y cualquier pérdida de peso corporal
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mayor del 2%; o 3) Índice apendicular del musculo esquelético

compatible con sarcopenia y cualquier grado de pérdida de

peso mayor del 2% (31). Con este consenso se permitió el

diagnóstico de la caquexia y su posterior clasificación en tres

estados en los que se dividió el avance de la patología, a pesar

de que no todos los pacientes sufran todas las etapas (Fig. 3)
(31,36).

Figura 3. Fases de la caquexia. La caquexia se clasifica por convenio en

tres estadios clínicos: pre-caquexia, caquexia y caquexia refractaria. La

caquexia refractaria es la más crítica, y generalmente la expectativa de vida

no es mayor a tres meses (adaptado de Fearon k et al 2011 (31)).

La importancia de la caquexia se debe a que está presente en

las últimas etapas en casi la totalidad de enfermedades

crónicas, afectando hasta al 42% de los pacientes con fallos

cardíacos, al 30% de los pacientes que padecen EPOC, o

incluso llegando a afectar al 80% de los pacientes con cáncer

de páncreas, o al 60% en los pacientes de cáncer de pulmón.

En segundo lugar, su importancia se debe a que estos
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porcentajes de prevalencia están relacionados directamente

con la mortalidad de estos pacientes caquécticos, que además

verán su calidad de vida reducida en gran manera, a causa de

la caquexia, que además reducirá la efectividad del

tratamiento de la enfermedad causante de dicha caquexia

(38).

2.1 Condiciones asociadas a caquexia y desgaste
muscular

2.1.1 Caquexia cancerosa

Como se mencionó anteriormente, la caquexia está asociada

a una gran variedad de enfermedades crónicas como EPOC,

SIDA o diabetes, que afecta a estos pacientes de distinta

forma y con distinta prevalencia. Con estos dos factores en

cuenta, cabe destacar la caquexia cancerosa o caquexia

causada por cáncer ya que afecta a más del 50% de los

pacientes de cáncer. Más de la mitad de los pacientes con

cáncer de pulmón, además de otros pacientes con cánceres

crónicos, sufren una importante pérdida muscular, con una

gran bajada de peso al desarrollar caquexia (31,39,40).

Además la caquexia no afecta únicamente al músculo de

forma directa, sino que además los pacientes que sufren

caquexia cancerosa experimentan numerosas complicaciones

que reducen enormemente su calidad de vida y limitan su

supervivencia, debido a que empeoran la respuesta a la

quimioterapia (31,40). El efecto de la caquexia cancerosa

dependerá completamente del tipo de cáncer que padece el
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paciente, lo que hace variar la prevalencia y la gravedad de la

caquexia (41).

En nuestro grupo se estudió un modelo animal sinérgico que

desarrollase caquexia cancerosa. El modelo animal se basó

en una inyección subcutánea de células tumorales, que

provoca el crecimiento rápido del tumor a los 15 días de la

inyección, con el consecuente desarrollo de caquexia

cancerosa (42). Numerosos estudios de nuestro grupo han

empleado células de adenocarcinoma de pulmón P07 para

desarrollar la caquexia cancerosa en el modelo animal, debido

al potencial carcinogénico de estas células (8,43–45). Se

demostró, con este modelo el desgaste muscular producido

por la caquexia cancerosa, que se observó en la reducción de

las áreas de sección transversal de las fibras musculares en

ratones, además de una proteólisis aumentada debida al

aumento en la expresión del sistema ubiquitina proteasoma

(UPS), causada por las desregulación de sus principales

factores nucleares, los factores nucleares kappa B (NF-KB) y

la familia de factores de transcripción Fox (Forkhead box)

(8,43–47).

3. Mecanismos moleculares implicados en la
caquexia cancerosa

3.1 Estrés oxidativo y nitrosativo

El estrés oxidativo y nitrosativo ocurre normalmente en

músculos esqueléticos que están sufriendo atrofia, y se les

considera importantes reguladores del proceso de síntesis y
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degradación de proteínas. El estrés oxidativo y nitrosativo se

produce debido al aumento en la producción de especies

reactivas al oxigeno (ROS) y/o especies reactivas al nitrógeno

(RNS) en las mitocondrias. Tienen un importante papel en la

modulación de las rutas de síntesis y degradación de

proteínas, resultando en un importante aumento de la atrofia

del músculo esquelético. Estas especies reactivas se definen

como radicales libres que en este caso se asocian con oxígeno

o sus equivalentes, teniendo gran reactividad con otras

moléculas (48–52). En las especies ROS destacamos la

molécula de oxígeno (O2), anión superóxido (O2-), el radical

hidroxilo (OH), y el peróxido de hidrógeno (H2O2). Y en las

especies RNS destacan EL peroxinitrito (ONOO-), el dióxido

de nitrógeno (NO2) y el óxido nítrico (NO) (48,49).

En condiciones normales, es necesario la presencia de cierto

nivel de estrés oxidativo y nitrosativo, ya que, a niveles

basales, se encargan de regular varios procesos fisiológicos

como el mantenimiento del tono vascular o la defensa ante

agentes infecciosos. En estas condiciones normales hay un

perfecto equilibrio entre la formación de ROS y RNS y la

formación de sistemas antioxidantes. Este equilibrio, durante

enfermedades o inflamación crónica va a verse alterado, por

un aumento de las especies reactivas, por pérdida de

antioxidantes de defensa o por ambas (48,51).

Las enfermedades crónicas traen consigo normalmente un

proceso inflamatorio crónico que acompaña a la enfermedad.

Esta inflamación crónica es una de las principales causas del

aumento de especies ROS y RNS debido a los mediadores
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inflamatorios que se liberan durante este proceso, destacando

los elevados niveles de interleuquina-6, del factor de necrosis

tumoral alfa (TNF), de la angiotensina II (Ang II) y de la

proteína C-reactiva (53). Entre estos factores, TNF y Ang II

desempeñan un papel principal en el aumento de la

producción de ROS en las fibras de los músculos esqueléticos.

Se determinó que la producción intracelular de ROS se inicia

por acción de TNF al activar el receptor TNF-1 del sarcolema,

lo cual activa una cascada de señalización que finaliza con el

aumento de la producción de superóxido (O2-) en las

mitocondrias (53,54). Por su parte Ang II aumenta sus niveles

en el plasma por acción de diferentes enfermedades crónicas

y actúa aumentando la caquexia y la producción de ROS por

medio del aumento de los niveles de citoquinas circulantes

incluyendo TNF, que incrementará los niveles de ROS, por el

mecanismo comentado anteriormente. Y además Ang II se

unirá a receptores de angiotensina I en el sarcolema,

activando así la oxidasa NAD(P)H que generará radicales de

superóxido (O2-). Por su parte la producción de RNS se da por

la presencia de altos niveles de citoquinas circulantes como

TNF (55).

El efecto negativo de este aumento, en los niveles de especies

reactivas a oxígeno y nitrógeno, se da usualmente por que

causan daños en las estructuras celulares tales como

membranas proteicas o lipídicas y daño en las cadenas de

ácido desoxirribonucleico (ADN). La peroxidación de los

lípidos, a causa de la presencia de ROS, contribuye al

aumento del daño celular por la formación de productos de
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oxidación como 4-hidroxi-2-nonena (HNE) y malondialdehído

(MD), que son considerados a su vez marcadores de estrés

oxidativo. Además de contribuir al aumento del daño celular,

las especies ROS y RNS inhiben la síntesis proteica, ya que

bloquean la fosforilación de la proteína quinasa B (Akt) lo que

provoca la inactivación de la diana en mamíferos para el

complejo 1 de rampamicin (mTORC1). De esta forma uno de

los principales mecanismos de síntesis de proteínas en

músculo, el sistema del factor de crecimiento insulínico tipo 1

(IGF-1) y la Akt queda inhibido por las especies reactivas de

oxígeno y nitrógeno (48,49,51–56).

3.2 Inflamación

La inflamación es un mecanismo defensivo de los seres vivos

que protege el organismo contra alteraciones en su

homeostasis, que pueden darse por diferentes estímulos

biológicos, físicos o químicos, y también protege frente a

células dañadas, infectas o neoplásicas. Para ello, larespuesta

inflamatoria posee un mecanismo de autorregulación del 

equilibrio entre agentes inflamatorios y antinflamatorios, pero 

este mecanismo cuando la inflamación ocurre de forma 

persistente puede fallar y darse un proceso de inflamación 

crónica. De esta forma, la inflamación crónica provocaría un

aumento en los niveles de citoquinas proinflamatorias

circulantes, que como se explicó anteriormente, son capaces 

de afectar a diferentes vías de expresión y señalización

relacionadas con caquexia, causando así daños en la 

estructura muscular y alterando la contracción muscular

(29,48).
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3.2.1 Citoquinas inflamatorias

El inicio y la progresión del cáncer en un paciente está

estrechamente relacionado con las citoquinas presentes en el

cuerpo, siendo consideradas como las principales

determinantes de la respuesta al tratamiento, de la progresión

de la caquexia, de la calidad de vida del paciente y de su

supervivencia. Estas citoquinas ejercen su efecto sobre las

células al unirse a receptores específicos en la membrana de

la célula diana, de forma que inducen proliferación, activación,

diferenciación o muerte celular. Las citoquinas no son

reguladoras exclusivas de la inflamación, sino que se

encuentran formando una red interactiva de comunicación

celular (57),(58)

En la caquexia cancerosa se distingue dos tipos de citoquinas:

las proinflamatorias y las antinflamatorias. Las citoquinas

proinflamatorias también son conocidas como citoquinas

procaquecticas siendo las principales IL-6, IL-1, TNF-α y el

interferón gamma (IFN)- (58). Como se comentó

anteriormente, el estrés oxidativo y nitrosativo y la inflamación,

están estrechamente relacionados como desencadenantesdel 

desgaste muscular, ya que la inflamación puede alterar la

expresión de ROS y RNS, y el estrés oxidativo puede activar

la expresión de citoquinas inflamatorias (54,55).

Entre las citoquinas proinflamatorias destacamos TNF-α, ya

que se encuentra muy relacionada con la progresión de la
caquexia cancerosa en el paciente (58). Actúa mediante varios

mecanismos como el aumento que produce en los niveles de
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la hormona liberadora de corticotropina (CRH) o la reducción

en la toma de alimentos lo que lleva a la anorexia. Entre estos

mecanismos también destacamos el efecto de TNF-α sobre la

energía metabólica, ya que induce el aumento en su

producción, que de igual forma aumenta la degradación de

proteínas miofibrilares y causa la activación de rutas

catabólicas por medio del sistema ubiquitina-proteasoma (59).

TNF-α actúa sobre las rutas catabólicas por medio de la

activación de la cascada de NF-kB, que provoca el aumento

en la expresión de muscle RING-finger protein-1 (MuRF-1), y

con este la degradación proteica. Además de estimula las

rutas catabólicas, TNF-α va a regular a su vez los procesos

anabólicos reduciéndolos en gran medida por la inhibición que

produce sobre la vía de señalización transduccional de

Akt/mTOR (59–63).

IL-6, como se comentó anteriormente, es una de las citoquinas

proinflamatorias más importantes junto a TNF-α, ya que se la

ha relacionado con el aumento de mortalidad y se ha

correlacionado con el ratio de supervivencia de los pacientes

con cáncer (64,65). A pesar de ello, IL-6 también posee un

efecto antiinflamatorio, ya que en relación al ejercicio, IL-6

adopta un papel inhibitorio sobre IL-1 y TNF-α y se le ha

relacionado con el aumento en la producción de citoquinas

antiinflamatorias como IL-1RA e IL-10 (66). En ausencia de

ejercicio y presencia de infección o inflamación crónica IL-6

adopta su papel proinflamatorio induciendo la activación de la

quinasa Janus (JAK) cuya función es activar las proteínas

transductoras de señal y activadoras de la transcripción
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(STAT) desencadenando una importante degradación

proteica. Además, IL-6 inhibe de forma indirecta la vía

Akt/mTOR e induce NF-kB y la quinasa activada por AMP

(AMPK) (64,66–68).

3.3 Regulación epigenética

Las proteínas tienen un proceso complejo de síntesis desde la

transcripción del ADN en ácido ribonucleico (ARN), seguido de

la traducción del ARN en la cadena de aminoácidos que va a

formar la proteína, hasta los numerosos plegamientos que van

a sucederse en la cadena proteica, a razón de las distintas

fuerzas de unión y enlaces, para formar la estructura terciaria,

es decir la conformación en la que dicha proteína es funcional.

Durante el proceso de formación de su estructura terciaria,

estas proteínas se someten a diferentes modificaciones

postraduccionales como fosforilación, ubiquitinación y

acetilación, que van a determinar su estado de activación y su

función. Este conjunto de modificaciones postraduccionales se

les conoce como modificaciones o control epigenéticos, que

se define como el proceso de regulación de la expresión

genética por mecanismo heredados que no modifican la

secuencia nucleotídica de ADN. De esta forma se regulan

numerosos procesos como la adaptación muscular a los

factores ambientales, a la inmovilización o desuso (69–71).

Una de las principales modificaciones epigenéticas en los

músculos de las extremidades son las acetilaciones de

histonas, a través de dos tipos de enzimas; las histonas

acetiltransferasas (HATs) y las deacetilasas (HDACs). Las
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primeras se encargan de añadir una molécula de acetilo y las

segundas de quitarla. Se observó que durante enfermedades

crónicas como el cáncer o EPOC, con desgaste muscular para

el paciente, este proceso regulatorio se ve alterado y se

produce un desequilibrio entre acetilación y desacetilación,

produciéndose lo q se conoce como hiperacetilación de las

proteínas, lo cual provoca que el mecanismo de control no

realice su función normal sobre la regulación de la

diferenciación muscular, el desarrollo muscular y la

determinación del tipo fibrilar, que por lo tanto se verán

alteradas contribuyendo al proceso de desgaste muscular y

caquexia (72,73).

La acetilación está relacionada con la activación de factores

de transcripción asociados con la atrofia muscular, como el

factor nuclear (NF)-kB y el factor fork-head box (FoxO) (74–

76). Los factores de transcripción FoxOs regulan la atrofia

muscular por medio de su acción sobre las dos E3 ligasas del

sistema ubiquitina-proteasoma: Atrogin-1 también conocido

como gen de atrofia muscular F-box; y sobre muscle ring

finger-1, más conocido como MuRF-1. De esta forma la

hiperacetilación de esta familia de factores de transcripción

supone el incremento de la expresión de estos genes de

atrofia muscular y por la tanto el aumento de la pérdida de

masa muscular (75,77–80). Este proceso de hiperacetilación

también puede ocurrir sobe los factores NF-kB, que resultaría

en una mayor activación de las vías de atrofia muscular.

Ante esta hiperacetilación se requiere de la actuación de las

anteriormente mencionadas deacetilasas (HDACs), como
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HDAC3, HDAC6 o sirtuin-1, que es una importante deacetilasa

de clase III. Durante procesos de desgaste muscular, se

observó, como se comentó anteriormente, un aumento de la

expresión y de la actividad de las HAT y una importante

reducción en la expresión de las HDACs, lo cual explica los

altos niveles de acetilación observados en los factores de

transcripción de estos modelos de atrofia muscular

(72,73,75,76). Además, se observó que el aumento de los

niveles de estas deacetilasas, en especial sirtuin-1 (Sirt-1),

reducían en gran medida los niveles de acetilación de los

factores de transcripción, inactivándolos, y también produce

un aumento de los niveles de antioxidantes, como el

manganeso superóxido dismutasa (MnSOD), reduciendo

gradualmente la atrofia muscular mediante estos dos

mecanismos (72,73,75,76).

Como se mencionó con anterioridad, sirt-1 es una deacetilasa

de clase III, que ha mostrado numerosos efectos protectores

contra enfermedades cardiovasculares, inflamación,

enfermedades neurodegenerativas y además contra el cáncer.

Su acción como deacetilasa se realiza normalmente sobre

histonas, pero Sirt-1 además ejerce su efecto sobre factores

de transcripción y proteínas del citoplasma (72). Sirt-1 actúa

deacetilando proteínas como parte de la modificación

postraduccional, lo que puede determinar la activación o

desactivación de la proteína afectada, que además puede ver

comprometida sus estabilidad para unirse a ADN o a otras

proteínas (72,73,81).
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Sirt-1 es la principal deacetilasa en humanos, a pesar de existir

7 tipos diferentes, es la más estudiada y la que desempeña un

papel más relevante. Su acción principal es la regulación del

coactivador del receptor gamma 1- alfa (PGC1-α) que es un

factor de transcripción que regula la biogénesis mitocondrial, y

que en situación de atrofia muscular se encuentra reprimido,

es decir su expresión es menor de lo normal. Sirt-1 regula

PGC1-alfa de forma directa, ya que PGC1-alfa permanece

inactivo mientras se encuentra acetilado, por lo que necesita

la acción de sirt-1 sobre el para poder activarse y ejercer su

efecto protector contra la atrofia muscular (72,73,81).

Las actividades de la célula están reguladas no únicamente

por el contenido genético sino por el conjunto de procesos que

regulan la expresión de este. De esta forma cunado un

estímulo, interno o externo, activa un receptor específico, se

inician una serie de procesos bioquímicos en la célula para dar

respuesta a ese estímulo. Generalmente esta cascada de

señalización conlleva numerosos pasos que van a amplificar

la respuesta a la señal. De esta forma en el músculo

esquelético existen varias vías implicadas en el equilibrio

homeostático entre síntesis y degradación de proteínas. Las

principales vías de la atrofia muscular son: factor nuclear kB

(NF-kB), la familia de factores forkhead box O (FoxO)que

estará relacionada a su vez con la vía del factor de crecimiento

insulínico tipo I/PI3K/Akt/mTOR.
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3.4.2 Vía IGF1-Akt-mTOR-FoxO

Como se mencionó anteriormente, para la homeostasis

muscular es necesario el equilibrio entre la síntesis de

proteínas y su degradación. De esta forma las proteínas

deterioradas o que ya han realizado su función se degradan y

se generan nuevas para cumplir estas funciones, formando un

equilibrio perfecto. Cuando se produce un desequilibrio a favor

de la degradación de proteínas se ocasiona el desgaste y

atrofia muscular. La principal vía de señalización de síntesis

de proteínas en el músculo esquelético es la vía de

IGF1/PI3K/Akt, que por medio de IGF-1 activa la vía PI3K, que

tras varios pasos finaliza con la activación de Akt (54,82). La

activación de Akt conllevara dos acciones: por una parte,

activa mTOR; y por otro inhibe los factores de transcripción

FoxOs. Esto conlleva un efecto protector con diferentes

efectos biológicos, como un efecto antiapoptótico y un

aumento de la supervivencia celular (83–86). La principal

función de mTOR es la estimulación de la síntesis de proteínas

y del proceso de traducción. Mientras que la inactivación de

FoxO por Akt va a inhibir el sistema ubiquitina-proteasoma

disminuyendo los procesos catalíticos dentro del músculo

esquelético (35,82,86). Además, algunos estudios reportaron

la capacidad de activación de la atrofia muscular a partir

únicamente de la actividad de la familia FoxO (79,80,87).

La supresión que realiza Akt sobre FoxO está basada en la

adición de un grupo fosfato, lo cual provoca la represión de

este, y con ella la inhibición de la inducción de las dos ligasas
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de ubiquitina principales (87–89). La fosforilación de FoxO

promueve la salida de FoxO del núcleo al citoplasma, donde

queda recluido y no puede realizar su función (89–91).

Durante procesos de atrofia muscular, Akt se encuentra

deprimido y ve reducida su expresión, lo que conlleva una

menor fosforilación de FoxO, y por lo tanto una importante

acumulación de FoxOs en el interior del núcleo. Esta

acumulación va a promover un perfil de atrofia muscular (89).

Por su parte FoxO estará regulado por diferentes

modificaciones postraduccionales, como la citada

fosforilación, acetilación y ubiquitinación. Estas modificaciones

vienen inducidas por el estrés oxidativo o energético, o pueden

deberse a acetilaciones donde destaca el papel regulador de

la sirtuina-1 (SIRT-1). De esta forma, el conjunto de

modificaciones post transducionales van a determinar la

actividad o inhibición de estas rutas de atrofia muscular.

3.4.2 Vía NF-kB

La familia de factores de transcripción del factor nuclear kB

(NF-kB), son una familia muy conservada, que desempeñan

una función muy importante en la regulación del músculo

esquelético y se compone de cinco miembros: RelA/p65, RelB,

c-Rel,p50 y p52(92). Esta familia de factores de transcripción

se caracteriza por que cada uno de sus miembros puede

formar homodímeros o heterodímeros entre ellos, lo cual va a

determinar su estado de represión o activación,

respectivamente. Los homodímeros de p50/50 o p52/52, son

la forma inactiva de trasncripción, mientras que los
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heterodímeros p65/p50 o p65/p52 son la forma activa (92,93).

Como se mencionó anteriormente, la activación de NF-kB se

verá potenciada por la acción de citoquinas inflamatorias,

como TNF-α e IL-1, del estrés oxidativo, y de factores de

crecimiento (93,94). Dependiendo de los factores de

transcripción, de las vías de señalización que se activen, y de

la subunidad del complejo quinasa IkB (IKK) que intervenga,

la activación de NF-kB puede ocurrir de dos maneras, la

clásica o la alternativa. En un estado de no atrofia los factores

NF-kB permanecen inactivos por su unión a la familia de

proteínas inhibitorias IkB. En este contexto, la activación

clásica ocurre por el aumento de la expresión de TNF-α, lo cual

induce la activación del complejo IKK y en especial de IkB,

fosforilándolo lo cual provoca su poliubiquitinacion y su

posterior degradación en la proteasoma. Finalmente, NF-kB se 

transloca al núcleo celular donde activa la transcripción de

genes proapoptóticos, además de interferir en la

diferenciación celular de las células musculares impidiendo su

regeneración (51,93–97). Se demostró que la inactivación de

la vía clásica coincide con la activación de la vía alternativa

(94).
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Figura 4. Vías de señalización NF-kB clásica y alternativa. La activación
clásica ocurre por la unión de TNF-α a su receptor, y el reclutamiento del
complejo IKK con la resultante fosforilación de IkB, lo cual promociona su
poliubiquitinación y consecuente degradación, lo que permite la
translocación del heterodímero clásico p65/p50 que mediará la
transcripción de los factores NF-kB. La vía alternativa se inicia por la unión
de otros ligandos (CD40L, lymphotoxinB y BAFF) lo cual finaliza con la
activación de NIK, que fosforila IKKα, que a su vez fosforila p100 que
genera la subunidad p52. La formación del complejo RelB/p52 se
translocará al núcleo transcribiendo los genes NF-kB (Extraído de Bakkar
N et al. 2010 (94))

3.4.3 Sistemas proteolíticos
3.4.3.1 Sistema Ubiquitina-proteasoma

Durante los procesos de atrofia muscular se produce, como se

comentó anteriormente, un importante aumento de la ratio de

degradación de proteínas. Esta degradación incrementada es

la causante del desequilibrio proteico y por lo tanto de la
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caquexia. Se ha visto relacionada con el aumento de los

niveles de ubiquitinación de las proteínas musculares (89, 98).

El principal sistema de degradación proteica durante la

caquexia cancerosa es el sistema Ubiquitina-proteasoma

(UPS)(89).

El UPS es un sistema dependiente de ATP, e inicia su función

por medio de 3 tipos de componentes proteicos enzimáticos:

En primer lugar, la enzima activadora de ubiquitina E1, recluta

las moléculas de ubiquitina y las activa, transfiriéndolas a los

segundos componentes enzimáticos, las conjugasas de

ubiquitinas E2. Estas enzimas añaden un valor energético a

las moléculas de ubiquitina por la unión de un tioléster, para

finalmente producirse la unión entre estas moléculas de

ubiquitina y el sustrato diana. La unión se realiza por el tercer

componente enzimático del sistema, las E3 ligasas, cuya

expresión se ha visto aumentada durante los procesos de

atrofia muscular (98,99). Finalmente, la proteína diana a la que

se ha unido la cadena de ubiquitinas, va a ser guiada por

quimiotaxis hasta el proteasoma. El proteasoma gracias a la

cadena poliubiquitnada, va a identificar a la proteína diana y la

va a degradar en sus correspondientes aminoácidos.

Los genes que se encuentran sobreexpresados en situación

de atrofia muscular, se les conoce como genes relacionados a

la atrofia o atrogenes, y necesitan de una regulación específica

durante la atrofia muscular, por lo que están controlados por

una gran variedad de rutas de señalización y factores de

trasncripción (87,89,98,99).
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Las E3 ligasas musculares más importantes son MuRF-1 y

Atogin-1, también conocido como Fbox de atrofia muscular

(MAFbx1). La expresión de estas ligasas se encuentra

inducida en la mayoría de los modelos de atrofia muscular, lo

que destaca su importancia y su lugar clave en la vía de la

atrofia muscular.

4. Enfoques terapéuticos

Como se comentó anteriormente, la acetilación de factores de

transcripción relacionados con la atrofia muscular puede

revertirse por la inhibición de HAT y la activación de HDAC. La

hiperacetilación de factores de transcripción como NF-kB y

FoxOs se relacionó con el aumento de la atrofia muscular

debido al aumento de la expresión de atrogenes como MuRF-

1 y atrogin-1 (77,87,100). De esta forma la reducción en los

niveles de acetilación de estos factores puede ser una

importante diana terapéutica en patologías y condiciones

relacionadas con la pérdida de masa y atrofia muscular.

Varios fármacos y compuestos naturales tienen la función de

inhibir HATs o de inducir HDACs, como la garcinola, el ácido

anacardino o los polifenoles como curcumina o resveratrol

(100,101). Estos polifenoles, como muchos otros compuestos

farmacológicos, tienen diversas formas de actuación, entre las

que destacan la activación de Sirtuin-1, que gracias a su

acción de eliminación de grupos acetilo- de factores de

transcripción de atrofia, ejerce un efecto protector sobre los

músculos esqueléticos. Por ello en nuestro grupo se comenzó
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a estudiar el efecto de estos polifenoles sobre modelos de

atrofia muscular (102–104).

4.1 Curcumina

La curcumina (diferuloilmetano) es un compuesto polifenólico

extraído de la especia cúrcuma (Curcuma longa), que ha sido

parte de la medicina tradicional asiática y que se ha

relacionado con numerosos efectos favorables para los tejidos

del cuerpo (105,106). La curcumina se usó para tratar

diferentes patologías, como los problemas respiratorios,

enfermedades hepáticas, anorexia, reumatismo y sinusitis

(106,107). Además entres las aplicaciones más importantes

que se le dio a la curcumina fue la curación de heridas, su uso

como agente antiinflamatorio y su uso como agente

anticancerígeno (105–107).

Uno de sus principales mecanismos de acción es la activación

de la expresión que produce de Sirtuin-1, con los efectos

protectores que esto conlleva, además de tener un importante

efecto antioxidante, antiinflamatorio y anticancerígeno (108–

112).

Numerosos estudios demostraron la efectividad de la

curcumina para aumentar la expresión de Sirt-1, lo cual

confiere un efecto protector contra el daño muscular, gracias

a la inhibición de los factores NF-kB(112,113) y a la inhibición

de la familia FoxO (114–116). Además, se relacionó con la

promoción de la biosíntesis de mitocondrias, y con la

reducción de la degradación de proteínas en modelos de
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sepsis y otras enfermedades (117,118).

Con estos antecedentes, se seleccionó la curcumina, como un

posible tratamiento para reducir e inhibir los mecanismos que

inducen la perdida de masa y función muscular en pacientes y

modelos animales de caquexia cancerosa, por medio de la

activación de Sirt-1.

4.2 Resveratrol

El resveratrol es un compuesto natural polifenólico, que se

caracteriza por sus propiedades antioxidantes, y cuyo efecto

beneficioso se ha relacionado con el aumento que provoca en

la expresión de Sirt-1 (119). Se extrae de la piel de las uvas,

arándanos, frambuesas y moras, donde se produce de

manera natural como respuesta al ataque de patógenos (120).

Entre sus propiedades más características destacan sus

propiedades antioxidantes, que reducen el estrés oxidativo y

los procesos inflamatorios (102,121–123).

Como se mencionó anteriormente, el resveratrol es un potente

activador de sirtuin-1, lo cual lo coloca en la lista de posibles

terapias contra la caquexia cancerosa. La activación de sirt-1

ejerce su efecto protector a través de la regulación de los

factores NF-kB y FoxOs, por medio de su desacetilación, lo

cual inhibe la expresión de estos factores y por lo tanto, inhibe

también la consecuente atrofia que se provocaría con su

activación (102,103,121,122,124,125). Diferentes estudios

relacionaron el tratamiento con resveratrol con atenuación de

esteatosis hepática en ratones (123), con la reducción del
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estrés oxidativo en ratas con patologías cardíacas (121) o

diabetes (125) , además de en células humanas de modelo de

diabetes (119).

Estos estudios previos, sugieren que el aumento de la

expresión de Sirt-1 por efecto del tratamiento con resveratrol,

puede prevenir la atrofia muscular por desacetilación, y

consecuente inhibición, de factores de transcripción de la

atrofia muscular (102,103,121,122,124,125).
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HIPÓTESIS GENERAL

En la presente tesis, se propuso la hipótesis de que, en un

modelo murino de caquexia cancerosa y atrofia muscular, el

tratamiento intraperitoneal de estos ratones con curcumina o

resveratrol tendrá un efecto protector contra la pérdida de

masa y función muscular.

Además, se planteó, que este efecto se debería a la activación

de la sirtuina-1, por parte de tanto curcumina como resveratrol,

y a la inhibición de factores de atrofia muscular que esta

activación produce. De esta forma, los grupos de ratones

tratados presentarían un mayor tamaño fibrilar, mayor peso

corporal y muscular, especialmente en gastrocnemio y sóleo.
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OBJETIVOS

Los objetivos específicos de la presente tesis son:

1. Analizar la variación en fuerza y peso muscular de los

grupos de ratones caquécticos como resultado a los

diferentes tratamientos.

2. Explorar la morfometría y composición fibrilar del

gastrocnemio y sóleo de los distintos grupos de ratones

caquécticos al finalizar el estudio.

3. Estudiar la estructura muscular y determinar el

porcentaje de fracción normal en cada grupo de

estudio.

4. Identificar los niveles de proteínas estructurales del

músculo y de la sirtuina-1 como resultado de los

diferentes tratamientos.

5. Reconocer las proteínas marcadoras de proteólisis y

factores de transcripción de atrofia muscular como

resultado de los diferentes tratamientos
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MÉTODOS

DISEÑO EXPERIMENTAL

Inducción
caquexia
cancerosa

de la Cepa
modelo

del Grupos

Inyección Ratones Balb/c (1) LC-induced cachexia

subcutánea de (N=10)

células cancerosas (2) LC-cachexia+curcumin

de adenocarcinoma (N=10)

LP07 (3) LC-cachexia+resveratrol

(N=10)

MEDICIONES EN VIVO Y TRATAMIENTOS

Mediciones Tratamientos

Peso corporal (1) suero salino (Día 15→30)

Peso muscular (2) 1mg/kg/24h curcumina (Día 15→30)

Fuerza de las (3) 20 mg/kg/24h resveratrol (Día 15→30)

extremidades

Ingesta de alimentos

Extracción de sangre

(Día 0, 15 y 30)

DURACIÓN DEL ESTUDIO Y OBTENCION DE MUESTRAS

Duración Recolección de muestras

Músculo Tumor Sangre
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30 días Gastrocnemio,

diafragma y

sóleo

Si Si

ANÁLISIS DE BIOLOGÍA MOLECULAR

Técnicas Análisis

Inmunohistoquímica/

Tinción con hematoxilina

y eosina y microscopio

óptico

Composición y morfometría muscular

Daño muscular

Enzyme-Linked

ImmunoSorbent Assay

(ELISA)

Niveles de troponina I en sangre

Inmunoblotting de

electrophoresis de una

dimensión

Proteínas contráctiles y funcionales del

músculo

Marcadores de proteólisis

Sirtuina-1
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Resultados

Estudio #1

Curcumin and Resveratrol Improve Muscle Function and
Structure through Attenuation of Proteolytic Markers in

Experimental Cancer-Induced Cachexia

Artículo publicado: Curcumin and Resveratrol Improve

Muscle Function and Structure through Attenuation of

Proteolytic Markers in Experimental Cancer-Induced Cachexia

Penedo-Vázquez, A; Duran, X; Mateu, J; López-Postigo, A;

Barreiro, E. Molecules 2021, 26 , 4904.
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3. Results
3.1. Physiological Characteristics of the Study Animals

Table 1. 
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LC-Cachexia + Resveratrol 
(N = 10) 

− − −

64



Molecules 2021 26

≤ ≤ ≤ 

3.2. Structural Phenotypic Characteristics 
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Muscle structural 
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Table 2. 

LC-Cachexia + 

(N = 10) Curcumin Resveratrol 
(N = 10) (N = 10) 

Muscle fiber type, % 

Cross-sectional areas 

μ
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Figure 3. A B

 LC-induced cachexia  LC-cachexia+curcumin LC-cachexia+resveratrol

A 

B 

67



3.3. Sirtuin-1 Protein Content 

Figure 4. A B
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3.4. Muscle Specific Proteins 

3.5. Muscle Proteolytic Markers 
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Figure 7. 
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4. Discussion
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RESULTADOS DESTACABLES:

En grupos de ratones con tumor tratados con curcumina o

resveratrol comparados con ratones tumor no tratados:

El peso corporal y muscular se presenta aumentado junto

con el tamaño fibrilar y la fuerza muscular. Además, el

daño muscular producido por el tumor se ve disminuido

en ambos grupos tratados con polifenoles, lo que

también se ve reflejado en el descenso en los niveles de

troponina I en sangre. Por su parte los niveles de Sirtuin-

1 se vieron incrementados como efecto de ambos

tratamientos, mientras que los niveles de marcadores de

proteólisis descendieron significativamente, destacando:

MuRF-1, Atrogin-1 y proteasoma. Por último, destacó la

importante disminución de los factores de transcripción

NFkB-p50 y FoxO3, como resultado de la sobreexpresión

de Sirt-1, por parte de ambos grupos tratados con

polifenoles.
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DISCUSIÓN

La caquexia cancerosa supone un proceso de progresivo

deterioro y pérdida de masa muscular. Este deterioro resulta

como consecuencia del desarrollo de una enfermedad crónica,

como el cáncer o EPOC, lo cual afectará desde un primer

momento a las características principales del músculo

esquelético, que son la fuerza y la resistencia (11,31,126–

130).

Este desgaste muscular va a acarrear una mala prognosis

para el paciente, que sufrirá unos efectos cada vez más

agudizados de la patología que originó la caquexia. De esta

forma, un paciente con cáncer, al desarrollar caquexia,

disminuye enormemente su probabilidad de supervivenciaante

este. Por una parte, el cuerpo del paciente está demasiado

debilitado para luchar contra el avance de la enfermedad de 

forma natural, lo cual acaba favoreciendo el progreso de la

enfermedad, y por otro lado, esta menor fuerzay resistencia

disminuye en gran medida la tolerancia del paciente al 

tratamiento, lo que junto con la perdida de las defensas

naturales va a disminuir en gran medida su supervivencia y su 

calidad de vida (11,126–128). Ante esta situación, y teniendo

en cuenta que la caquexia puede asociarse a numerosas

enfermedades, es importante y necesario, la búsqueda de un 

tratamiento efectivo contra la caquexia, que mejore la calidad 

y la esperanza de vida de estos pacientes.

Estudios anteriores, confirmaron el modelo animal de

caquexia cancerosa por inoculación subcutánea de células

LP07, que permiten el desarrollo de un modelo murino de
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caquexia cancerosa (11,12,128,131). De esta forma se logró

representar esta afección a la perfección, con una pérdida de

masa y fuerza muscular similar a la caquexia natural, y con

una importante activación de las rutas de proteólisis, con

aumento de sus componentes como MuRF-1 o Atrogin-1 y de

marcadores moleculares de atrofia en los grupos tumor

comparados a los grupos control sanos (11,12,57,128,131–

135). A partir de la bibliografía del modelo animal de caquexia

y de estudios que relacionaban la curcumina y el resveratrol

con una menor pérdida de masa muscular (123), desarrollo de

tumores, menor perfil oxidativo y mayor presencia de

antioxidantes, permitieron el diseñó del estudio de la presente

tesis, para tratar de observar y validar el efecto protector de

curcumina y resveratrol en un modelo murino de caquexia

cancerosa.

Estos estudios previos anteriormente citados (10–

12,57,126,128,131–135), confirmaron que en un modelo

murino de caquexia cancerosa por inoculación de células

tumorales, el peso corporal y muscular, el área de sus fibras y

la fracción normal del músculo se ven enormemente reducidas

por efecto del desarrollo del tumor, que aumenta el estrés

oxidativo, el proceso inflamatorio y aumenta la expresión de

marcadores de proteólisis.

Con estos precedentes se trató de probar la hipótesis

mediante un modelo murino (Balb/c) de atrofia y caquexia

muscular, por inoculación de células LP07, tratados con

curcumina o resveratrol. De esta forma, como se mostró en la

presente tesis, la hipótesis ha sido confirmada. Los
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tratamientos con los dos polifenoles curcumina y resveratrol,

activadores de la sirtuina-1, ejercieron un efecto protector

contra la caquexia en un modelo murino ya que los ratones

tratados presentaron un mayor peso corporal y muscular,

mayor tamaño de sección en sus fibras musculares

(gastrocnemio y sóleo) y además presentaron un menor perfil

proteolítico que el grupo tumor no tratado.

En primer lugar, los grupos tratados presentan una

disminución mucho menor en la variación del peso total de los

ratones de cada grupo, donde se observó un descenso

abrumador del peso de los ratones caquécticos no tratados,

hasta valores no compatibles con la vida de los animales. Por

su parte, en ambos grupos tratados, el descenso fue muy leve

y significativamente menor que el del grupo no tratado.

Además, destacó también el efecto protector de ambos

polifenoles en la perdida de músculo concentrado, como

ocurre en el caso del peso de los gastrocnemios de losratones,

donde se observa un significativo aumento de peso en los

grupos tratados frente al grupo caquéctico sin tratamiento.

Lógicamente este mayor peso total y muscular enlos grupos

tratados, también marcaron diferencia en la pruebade fuerza,

donde ambos grupos tratados mostraron un

aumento de la fuerza de las extremidades durante el proceso

de estudio, es decir desde el día 0 al 30, en comparación al

grupo no tratado que disminuyó su fuerza a lo largo del

proceso, como consecuencia del desarrollo de la caquexia sin

tratamiento.

En segundo lugar, los tratamientos además mostraron cierto
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efecto protector a nivel de la estructura molecular del musculo

esquelético de las extremidades. Tanto el gastrocnemio como

el sóleo de ambos grupos de ratones caquécticos tratados,

tanto con curcumina como resveratrol, mostraron una mayor

área de sus fibras musculares, tanto de las fibras tipo I como

de las fibras tipo II. Este mayor tamaño fibrilar se ve traducido

en una mayor masa muscular, y por lo tanto en mayor fuerza

muscular. A su vez, el deterioro que causa el tumor en las

fibras, rompiéndolas, inflamándolas o necrosándolas se vio

significativamente reducido en los grupos de ratones

caquécticos tratados en comparación con el control caquéctico

no tratado.

Por último, para completar el estudio in vivo y el análisis

estructural, se realizaron diferentes pruebas para medir la

proteólisis y el estado de las proteínas estructurales y

funcionales de los distintos grupos de ratones. Se midió la

concentración de la troponina I en sangre, que se utiliza en

numerosos estudios como marcador de la proteólisis, y se

realizaron pruebas de western-blotinmunoblot para hacer una

comparación semicuantitativa, entre los grupos caquécticos

tratados y el control caquéctico no tratado, de los marcadores

proteicos claves en el estudio: desde los marcadores más

comunes implicados en la proteólisis (MuRF-1, Atrogin-1,

proteasoma, Ubiquitina total), proteínas estructurales del

músculo (actina y miosina), proteínas implicadas en la

señalización de la atrofia muscular (FoXO3, NFkB-p50) y por

último se midió la concentración de Sirtuina-1 de cada grupo

para comprobar la activación de esta deacetilasa por parte de
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los dos polifenoles. Como resultado, se observó el efecto

activador de los polifenoles ya que se confirmó el significativo

aumento de Sirt-1 en ambos grupos tratados comparados con

el grupo caquéctico control sin tratamiento. Esta activación de

la sirtuina-1 por parte de los grupos tratados con curcumina o

resveratrol podría ser la clave para los resultados observados

en los marcadores de proteólisis y señalizadores de caquexia:

Tanto los ratones caquécticos tratados con curcumina , como

los tratados con resveratrol mostraron un perfil proteico con

significativamente menor componente proteolítico y atrófico

que el grupo control no tratado, que consecuentemente,

mostró un perfil proteico con elevada presencia de marcadores

de proteólisis y atrofia muscular.

Como se mostró anteriormente, ambos compuestos por

separado ejercieron un efecto similar. Presentan ciertas

cualidades estructurales comunes, ya que ambos son

polifenoles, pero su origen natural es muy distinto. Por lo tanto,

la razón de su efecto común se debe a su principal mecanismo

de actuación: la activación de la deacetilasa sirtuina-1.

Estos descubrimientos resultaron en acuerdo con la biografía

previa. El efecto protector de ambos polifenoles (105–

107,119) por separado, para evitar la acelerada pérdida de

peso corporal y muscular en procesos caquécticos, ya se

había observado en modelos animales de otras patologías

como problemas respiratorios, enfermedades hepáticas,

anorexia reumatismos y sinusitis (102,106,107,121–123).

Ambos tratamientos presentan, como se comentó, un

mecanismo común, la activación de la sirtuina-1. Esta
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activación, como se vio en estudios previos del grupo (9) y en

la presente tesis produce una cascada de señalización, por

aumento de la expresión de Sirt-1, que inhibe la expresión de

los factores NF-kB y FoxO (102,103,112–

116,121,122,124,125), factores clave en la proteólisis

muscular, y por lo tanto disminuye la pérdida de masa

muscular y la reducción del área de las fibras que forman los

músculos de los animales tratados por causa del tumor.

El efecto protector de la curcumina contra la proteólisis, ya se

había observado en estudios anteriores del grupo (9), en los

cuales el tratamiento con curcumina de animales con atrofia

muscular por inmovilización, disminuía significativamente el

perfil proteolítico, medido por la liberación tirosina y la

concentración de troponina I en sangre, que se verían

significativamente reducidas. Además numerosos estudios

confirmaron la regulación celular que ejerce la activación de

Sirt-1, reduciendo la respuesta al estrés de las células,

alterando su metabolismo y mejorando la supervivencia

celular por desacetilación de proteínas diana (136–138). De

esta forma se confirmarían estos anteriores resultados con los

obtenidos en la presente tesis, en los que los valores de

troponina I en sangre, usado como marcador de proteólisis en

numerosos estudios, disminuyen en ambos grupos

caquécticos tratados con curcumina o resveratrol en

comparación con el grupo caquéctico control sin tratamiento.

A este resultado se le une una menor fracción anormal

presente en las fibras de los músculos de los grupos tratados

con curcumina o resveratrol frente al grupo tumor no tratado,
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confirmando este efecto protector de los polifenoles sobre la

apoptosis de las células musculares inducida por daño en el

material genético y por el estrés oxidativo (139–141).

La principal vía de proteólisis y desgaste muscular asociado a

atrofia y a caquexia es el UPS. Es un sistema regulado por dos

E3 ligasas de ubiquitina, atrogin-1 y MuRF-1 principalmente.

Cuando se padece de caquexia o atrofia muscular por

diferentes patologías o condiciones, estas ligasas se

sobreexpresan, lo cual se ve traducido en un desequilibrio

entre síntesis y degradación de proteínas, que lleva a los

músculos a aun estado de pérdida de masa muscular. Este

aumento de atrogin-1 y MuRF-1 será responsable de una

mayor ubiquitinación de proteínas que posteriormente serán

degradadas por el proteasoma (77,87,142). Estudios previos

del grupo y externos han confirmado el aumento de los

distintos componentes del UPS en modelos de atrofia

muscular por enfermedad crónica (12,104,128,143) o

inmovilización (11,87,144) de las extremidades. Partiendo de

estos conocimientos, para que la curcumina y el resveratrol

fueran tratamientos válidos para la caquexia, debería

observarse cierta reducción de esta sobreexpresión de

marcadores de proteólisis. Destacaría aquí las diferencias

significativas obtenidas de los grupos tratados con curcumina

y resveratrol, que ambos grupos disminuyeron

significativamente sus concentraciones de las E3 ligasas

nombradas, MuRF-1 y atrogin-1, tanto en gastrocnemio como

en soleo, además de que se observó una disminución

significativa de la expresión de la subunidad C8-20S del
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proteasoma. Estas disminuciones de los marcadores de

proteólisis del UPS confirmaron los resultados obtenidos en el

ELISA de troponina I en sangre y en el análisis de la fracción

anormal de los músculos de las extremidades (gastrocnemio y

sóleo). Estos resultados implican como consecuencia directa

los resultados fisiológicos obtenidos, en los que los dos grupos

tratados tanto con curcumina como con resveratrol presentan

un menor perfil proteolítico, lo cual lógicamente se traduce en

una mayor masa muscular como se ve reflejada en un mayor

peso corporal y del gastrocnemio en los grupos tratados frente

al grupo caquéctico no tratado.

Entre otros, estas alteraciones del UPS durante la caquexia

cancerosa, vienen reguladas por factores de transcripción,

siendo los más importantes las familias de NF-kB y FoxOs. Por

su parte los niveles proteicos de los factores FoxO se

encuentran aumentados durante los procesos de atrofia y

desgaste muscular por caquexia o inmovilización muscular,

como se confirmó por anteriores estudios (11,80,87,144). Este

aumento se ha relacionado con una mayor activación de las

E3 ligasas de ubiquitina, que se traduce en una mayor

degradación muscular. En la presente tesis, la desregulación

de los factores FoxO se vio reducida en los dos grupostratados

con polifenoles, en gastrocnemio y sóleo, en comparación con 

el grupo no tratado. Estos resultados serían acordes al

resultado obtenido para las concentraciones de lasE3 ligasas, 

ya que la disminución de FoxO3 concuerda con ladisminución

de MuRf-1 y atrogin-1.

A la par que FoxO, como se comentó con anterioridad, la vía
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de señalización NF-kB ejerce un papel regulatorio

fundamental del desgaste y la atrofia muscular. Durante

condiciones de atrofia y desgaste muscular, asociado a

caquexia o inmovilización muscular, la familia NF-kB se

encuentra en mayor concentración en comparación con un

individuo sano. Estudios previos (145,146) reportaron que una

mayor expresión de factores de transcripción NF-kB inducen

una mayor atrofia fibrilar y una mayor pérdida de masa

muscular, a través de una sobreexpresión y activación del

UPS. Los resultados obtenidos en la presente tesis confirman

la disminución de la expresión del factor de transcripción NF-

kB p50 como consecuencia de ambos tratamientos

comparados con el control caquéctico no tratado.

Este proceso regulatorio vendrá desempeñado por la sirtuina-

1, una deacetilasa implicada en la regulación de la atrofia y

desgaste muscular. Sirt-1, tras su activación por parte de tanto

la curcumina como del resveratrol, ejerce su acción principal

sobre las familias de factores NF-kB y FoxOs, regulando

función a través de la desacetilación de estos factores. Estos

resultados iban acordes a los publicados en otros estudios en

el que estos factores eran desacetilados por la sirtuina-1(147–

149). La reducción del perfil atrófico de los grupos caquécticos

tratados puede deberse a la reducción tanto en autofagia

como en proteólisis en respuesta a su tratamiento con los

compuestos polifenólicos, como ponen de acuerdo otros

estudios que afirman que el tratamiento con compuestos

polifenólicos reduce la ratio de núcleos apoptóticos en el

músculo (150–152).
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Tomando en consideración los resultados obtenidos, junto con

las afirmaciones de otros estudios sobre los efectos positivos

de la curcumina sobre el aumento de la síntesis proteica, por

medio del bloqueo de la vía NF-kB, indican los efectos

beneficiosos que ejerce la curcumina sobre el gastrocnemio

de los ratones, gracias a la reducción de la proteolísis y al

aumento de la síntesis (109,118,153). Además, el resveratrol

también se vio relacionado con el aumento de la proliferación

de precursores miogénicos, mejorando la reparación muscular

tras el daño. De esta forma estos dos compuestos se ha

confirmado que por una parte inhiben las rutas proteolíticas y

atróficas por medio de la activación de Sirt-1, y por otra parte

potencian la síntesis proteica. Esta afirmación con la

confirmación de la hipótesis de la presente tesis, pone de

manifiesto la importancia de tanto la curcumina y resveratrol

como tratamiento contra la caquexia producida por

enfermedades crónicas, como en este caso el cáncer de

pulmón.
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CONCLUSIÓN

Los compuestos polifenólicos, curcumina y resveratrol, 

ejercieron un efecto protector sobre los músculos rápidos y 

lentos en ratones caquécticos, debido a la activación que 

ejercen sobre el mecanismo dependiente de sirtuina-1.

La fuerza muscular, el peso total y muscular, el tamaño de las 

fibras musculares y la reducción del daño muscular y niveles 

de troponina I mejoraron en gran medida en los ratones 

tratados con curcumina o resveratrol.

El efecto protector de los polifenoles viene determinado 

además de por la activación de Sirt-1, por la inactivación de 

mecanismos de atrofia como el de la familia FoXO y NF-kB.

Los tratamientos de la caquexia cancerosa con curcumina y 

resveratrol en ratones ejercieron un poderoso efecto protector 

contra la caquexia, con una importante mejora de la función y 

la estructura muscular. Este descubrimiento nos permite 

presentar a ambos polifenoles como un posible tratamiento 

contra la caquexia. 
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PRESPECTIVAS FUTURAS

Investigaciones futuras deberían tratar de explorar el potencial

de estos polifenoles con un tratamiento más prolongado, para

tratar de comprender los beneficios totales de estos

polifenoles y su efecto protector. Podría realizarse con este

cometido un estudio comparativo entre diferentes periodos de

tratamiento y tratar de hallar la pauta de tratamiento que

mejores beneficios produzca.

Además, estos tratamientos con polifenoles no son tan

invasivos como otros tratamientos contra estas patologías, por

lo que se podría también, tratar de hallar una combinación

entre un tratamiento químico, como sería el tratamiento con

polifenoles, y un tratamiento físico, como un entrenamiento

muscular, también poco invasivo y que con cierta certeza sería

una buena terapia frente a la caquexia y atrofia muscular.

Con esta idea se podría tratar de diseñar un tratamiento

paralelo, poco invasivo y centrado en la caquexia cancerosa,

para complementar el tratamiento a la enfermedad que

produce esta caquexia. En nuestro caso se trataría de

desarrollar un entrenamiento y una pauta nutritiva

complementaria a la quimioterapia, que mejore el estado físico

del paciente, permitiéndole una mayor resistencia a la

quimioterapia, y por lo tanto una mejor calidad de vida y

mejores perspectivas de futuro.
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