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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
(LPO7 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 cronicas,
como las respiratorias y el cancer. La afectacibn muscular
aumenta en gran medida la mortalidad de los pacientes con
independencia del pronostico de la enfermedad de base. El
tratamiento de la caquexia con compuestos polifendlicos puede
reducir la pérdida de masa muscular y mejorar las condiciones
de estos pacientes. En la presente tesis, se emple6 un modelo
de ratones con caquexia cancerosa (inoculacién de células
tumorales LPOQ7, cancer de pulmdn) que fueron tratados con
curcumina y resveratrol respectivamente. Ambos tratamientos
indujeron efectos beneficiosos (peso corporal y de los
musculos, estructura muscular, protedlisis y apoptosis) en
gastrocnemio y soleo de los grupos de ratones caquécticos
tratados. Estos efectos beneficiosos se deben a la activacion
de Sirtuin-1, inducida por la administracion de curcumina y de
resveratrol. Esto indujo un efecto protector sobre los masculos
de los ratone con caquexia cancerosa mediante la inhibicién de
la protedlisis y de las vias de sefializacion de atrofia como NF-
kB y FoxO. Estos resultados ilustran sobre la posible
aplicabilidad clinica de los polifenoles en pacientes con

caquexia cancerosa en futuros estudios.

Palabras clave: caquexia cancerosa, curcumina, resveratrol,
estructura y funcién muscular, sirtuina-1, protedlisis, atrofia

muscular, vias de sefalizacion.
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Parte de los resultados obtenidos en la tesis fueron
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ABREVIATURAS

ADN: acido desoxirribonucleico

Akt: proteina quinasa B

AMP: adenosin monofosfato

AMPK: quinasa activada por AMP

Ang llI: Factor de la angiotensina |l

ARN: &cido 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 cronica
FoxO: Factor de transcripcion fork-head box
H202: peréxido de hidrogeno

HATSs: histona acetiltranferasas

HDACSs: histona deacetilasa

HNE: 4-hidroxi-2-nonena

IFN-yy: interferon gamma

IGF-1: factor de crecimiento insulinico tipo 1
IL: interleukina

JAK: quinasa Janus
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MD: malondialdehido

mnSOD: manganeso superoxido dismutasa
mTORC1: complejo 1 de rampamicina

MuRF-1: proteina-1 del dedo anular delmusculo
MyHC: Cadena pesada de la miosina

NF-kB: Factor nuclear kappa B

NO: 6xido nitrico

NO2: diéxido de nitrégeno

02-: anion superoéxido

02: Oxigeno

OH: radical hidroxilo

ONOO-: peroxinitrilo

RNS: Especies reactivas al nitrégeno

ROS: Especies reactivas al oxigeno

SIDA: Sindrome de inmunodeficiencia adquirida
Sirt-1: sirtuina 1

STAT: transductoras de sefiales y activadoras de la transcripcién
TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa

UPS: Sistema ubiquitina-proteasoma
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INTRODUCCION

1. Musculo esquelético

Existen tres tipos de tejido muscular: el cardiaco, el liso y el
esquelético. El masculo esquelético es el mas 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 proteinas
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 funcién 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 funcion de distintos factores ambientales como el
ejercicio, el envejecimiento, el crecimiento o el desuso
muscular (2). Ademas, supone una reserva de nutrientes
basicos como carbohidratos y aminoacidos, que se emplearan
para preservar los niveles de glucosa en sangre o el déficit de
aminodacidos durante periodos de inanicion y falta denutrientes
(3,4).

1.1 Estructura y organizacion del musculo
esquelético

El tejido muscular posee una estructura y una organizacion
muy bien descrita y que se compone en su mayoria de células

musculares también llamadas fibras musculares o miofibras,
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que, junto con las fibras nerviosas, los vasos sanguineos y el
tejido conectivo formaran los musculos del cuerpo (1). Las
fiboras musculares son la unidad principal del musculo
esquelético y se encuentran rodeadas y separadas entre si por
una capa de tejido conectivo llamada endomisio (Fig. 1) (1,3).
Los mauasculos esqueléticos estdn compuestos por
agrupaciones de estas fibras musculares llamadas fasciculos,
donde estas fibras o células musculares estan organizadas
con su eje longitudinal en paralelo. Los fasciculos estan
formados por al menos diez fibras musculares organizadas y
rodeadas por otra capa de tejido conectivo, el perimisio, que
formara y mantendra la unidad de estas agrupaciones de
fiboras musculares. Finalmente, el muasculo esquelético se
encuentra rodeado por una tercera capa de tejido conectivo, el
epimisio, la capa mas externa, que se encarga de la conexion

entre el musculo y el tendony de la insercion de este

en el hueso, permitiendo asi el movimiento independiente de

cada musculo (Fig. 1) (1,4).
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Myofibril

Figura 1. Organizacion del musculo esquelético y sus coberturas
conectivas. Los musculos esqueléticos estan formados por fibras (células)
musculares, que forman fasciculos y se encuentran rodeadas detres capas
de tejido conectivo. En el sarcoplasma estan presentes los elementos
contractiles 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
multiples ndcleos para cada fibra muscular, mitocondrias, y

miofibrillas, que son la principal estructura intracelular en

musculos estriados. Estas miofibrillas estan formadas por
distintos tipos de proteinas: Contractiles como actina y
miosina; reguladoras como troponina y tropomiosina; y

proteinas accesorias como tinina y nebulina (4). Las moléculas
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de actina se encuentran agrupadas en racimos formando asi
los filamentos delgados, mientras que las de miosina se
encuentran unidas juntas formando los filamentos gruesos
(2,4).

La disposicién de estos filamentos delgados y gruesos forman
un patron repetitivo de bandas claras y oscuras, que es una de
las principales caracteristicas del musculo esquelético (1).
Cada unidad de este patrén se conoce como sarcomero, que
es la unidad funcional de las fibras musculares. Los
sarcomeros se sitlan entre dos regiones proteicas densas
conocidas como discos Z, el area entre estos discos alterna
bandas claras y oscuras, conocidas como bandas | y A
respectivamente. Las bandas A estdn compuestas de
filamentos gruesos y las | exclusivamente de filamentos finos.
La actina y la miosina se encuentran superpuestas en las
regiones externas de las bandas A mientras que, en la region
central, conocida como regién H sélo contienen miosina. En el
centro de la region H se encuentra la linea M, donde se unen

los filamentos gruesos (Fig. 2A) (6,7).
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Figura 2. Disposicion de los filamentos en el musculo esquelético. A)

Las fibras musculares estan formadas por dos tipos de miofilamentos, los
finos y los gruesos, que conjuntamente forman el sarcomero. 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 estan
formados por actina y proteinas 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 composicion y en su actuacion: Los
componentes principales de los filamentos gruesos son
miosina, proteinas C de unién a miosina, tinina y oscurina; por

su parte los filamentos finos se componen principalmente de
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actina, troponina, tropomiosina y nebulina (6,7). En cuanto a
Su actuacion, los filamentos gruesos y finos se diferencian por
sus proteinas contractiles principales, la actina y la miosina. La
miosina actia como motor proteico transformando la energia
quimica del adenosin-trifosfato (ATP) en energia mecanica en
forma de movimiento y/o fuerza. El resto de las proteinas de
estos filamentos también desempefian funciones esenciales
en el musculo esquelético, de forma que la troponina y la
tropomiosina actdan regulando la union entre la proteina C de
unibn a miosina y la actina para realizar la contraccion
muscular. Ademas, la tinina, la oscurina y la nebulina
desempeiian un papel estructural proporcionando la
elasticidad, alineamiento y estabilidad de las miofibras (Fig.
2B) (1,6,7).

1.2. Tipos musculares
1.2.1. Musculos de las extremidades

Los musculos de las extremidades son los musculos que van
a realizar el proceso fisiolégico del movimiento y apoyo del
cuerpo, se caracterizan porque su movimiento es totalmente

voluntario. En humanos se dividen en musculos superiores e

inferiores, mientras que en animales la terminologia seria
delanteros y traseros segun la region en la que se encuentran
en ambos casos. Los principales musculos de estudio difieren
también entre humanos y animales: en humanos los
principales musculos de estudio de contraccion rapida son el
cuadriceps 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 musculo de contraccion lenta mas empleado en
ambas especies. En nuestro grupo, el gastrocnemio y el séleo
son dos musculos ampliamente estudiados en animales
roedores (8-12).

1.2.1.1. Gastrochnemio

El gastrocnemio, popularmente conocido como gemelos, es el
musculo mas 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.
Estd principalmente compuesto de fibras musculares de
contraccion rapida debido a las funciones que realiza: La
flexion plantar del pie en la articulacion del tobillo y la flexion
de la pierna en la articulacion de la rodilla. Debido a su
composicién fibrilar el gastrocnemio permite correr, saltar y
otros movimientos rapidos de la pierna, ademas de contribuir

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

1.2.1.2. Soleo

El séleo es un musculo ancho y pequefio 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 flexion 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 composicion rica en fibras de activacion
lenta (13).
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1.3 Composicion fibrilar de los musculos

Los musculos del cuerpo destacan por su gran
heterogeneidad y por su caracteristica mas importante, su
plasticidad, las cuales le permite a un mismo musculo
contribuir en una gran variedad de capacidades funcionales
(15-17).

La plasticidad de los musculos 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 musculos.
Estos cambios pueden ser de transicion de un tipo fibrilar a

otro, es decir, pasar de una composicion de fibras

mayoritariamente de actuacién lenta a una con mayor
proporcion de fibras rapidas o viceversa, pero principalmente
se tratan de cambios en el tamafio de las fibras musculares
(16,17). Esta capacidad adaptativa debida a la plasticidad de
los musculos puede darse en respuesta al envejecimiento del
cuerpo (18), a enfermedades crénicas (19-21), al ejercicio o

entrenamiento (22), y a factores ambientales.

Como origen de esta heterogeneidad, se encuentra la
variedad de fibras musculares existentes, 1o que permite a los
individuos adaptarse a las diferentes condiciones fisiolégicas
del dia a dia (23). Las caracteristicas y la funcién de la fibra
muscular estaran determinadas a su vez por la expresion 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 metabdlicas (2,3,23).

Debido a esta gran variabilidad existen numerosos criterios de
clasificacion de fibras musculares, siendo los principales y mas
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 metabdlico (glucoliticas contra oxidativas), 4) por
sus propiedades contractiles, 5) por el metabolismo del calcio
en el reticulo endoplasmatico (rapidas contra lentas), 7) por la
isoforma proteica predominante (24,25). Con sus diferentes
clasificaciones la mas usada en el ambito cientifico 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 enmamiferos,
llamadas tipo I, tipo lla, tipo IIx y por dltimo tipo Ilb,a pesar de
gue puedan coexistir con otras isoformas de miosina de
manera temporal, como son la embriénica, laneonatal o la
extraocular (3,15,26). A pesar de ser las principales isoformas,
no todos los mamiferos presentan todas las isoformas: los
roedores poseen las cuatro isoformas en susmusculos, pero sin
embargo, los masculos humanos carecen de la isoforma llb
(15). Las caracteristicas de las cuatro isoformas se diferencian
a varios niveles entre los que destacamos el nivel metabdlico,
el nivel bioquimico, el fisiolégico y por ultimo el morfol6gico

como se puede comprobar en la tabla a continuacion:
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Tipo | Tipo lla Tipo lIx Tipo lIb

Todos los Todos los Todos los Sélo
mamiferos mamiferos mamiferos roedores

Velocidad de gE:ljie Rapida Muy rapida  Muy rapida

contraccion

NGO Resistente Poco Poco Fatigable
al uso a fatiga resistente a fatigable

la fatiga
Metabolismo [WatcIfe]e](ele] Aerobico- Anaerobico Anaerobico

oxidativo anaerobico glucolitico glucolitico
Oxidativo-

glucolitico

Actividad Baja Alta Muy alta Muy alta
ATPasa

Las fibras tipo | son fibras de contraccion lenta y con
metabolismo aerdbico exclusivamente. Se encuentran
rodeadas por gran cantidad de vasos sanguineos y poseen
numerosas mitocondrias que generaran continuamente ATP
de forma aerdbica, lo que le confiere a este tipo fibrilar una
importante resistencia contra la fatiga. A su vez son

generalmente las fibras mas pequefias en diametro 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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lla son fibras de contraccién rapida con metabolismo tanto
oxidativo como glucolitico. Esto les permite generar ATP a
través de la respiracion aerdbica y a través de la glucdlisis
anaerobica. Son semejantes las fibras de tipo |, ya que poseen
NnUMerosos vasos sanguineos y mitocondrias como ellas, pero
debido a la contraccion rapida de las fibras tipo lla, se produce
en ellas una mayor hidrélisis de ATP, lo que les confiere una
menor resistencia a la fatiga (15,16,24,26). Por su parte, las
fibras tipo lIx y lIb son de contraccién rapida y conmetabolismo
glucolitico exclusivamente. Este metabolismo glucolitico
genera una hidrolizacién del ATP mas rapida en el musculo, 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
gue la mayoria de las fibras musculares solo expresan una
isoforma de miosina, existen fibras musculares que expresan

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

La heterogeneidad muscular no solo ocurre entre los distintos
musculos de un mismo individuo, sino que también se da entre
los musculos equivalentes entre especies Yy géneros
(15,23,27). En roedores, por ejemplo, el diafragma, musculo
respiratorio de funcion continua, posee un 10% de fibras de
tipo 1 y un 90% de fibras tipo Il, mientras que en humanos las
proporciones rondan el 55% de fibras tipo | y 45% de fibras

tipo Il (27). Por su parte, los musculos de las extremidades,

estan formados principalmente por fibras tipo Il, siendo el méas
representativo en humanos el vasto lateral, que contiene
alrededor de 30% fibras tipo | y 70% fibras tipo Il, y el

gastrocnemio en roedores con una proporcion aproximada al

29



13% de fibras tipo Il y 87% de fibras tipo Il (14,15).

De esta forma el ejercicio y una buena alimentacion
aumentaria el area de las fibras musculares y con esta la masa
muscular y el porcentaje de fibras tipo I, confiriendo al musculo
mayor fuerza y resistencia para realizar funciones que
requieran mas energia y potencia muscular. Por otra parte, el
desuso, las enfermedades crénicas o una mala alimentacion
provocaria el efecto contrario sobre los musculos, haciendo
gue estos pierdan masa muscular, por la reduccién del area
de las fibras musculares, y se produciria una transiciéon de
fibras tipo | a fibras tipo Il, lo que provocaria que el masculo
tenga menor fuerza y que sea mas fatigable (5,14,16,22,28).

2. Caquexia muscular

Para hablar de la caquexia muscular debemos hablar de la
disfuncion y pérdida de masa muscular, ya que son las
caracteristicas principales asociadas a la caquexia. Esta
disfuncion muscular se define como la reduccién en fuerza y
resistencia que puede sufrir el muisculo esquelético (29,30).
Estas son las dos caracteristicas principales del musculo
esquelético: siendo la fuerza la capacidad del muasculo de

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

muscular y que esta relacionada directamente con la masa del
musculo, es decir a mayor masa, mayor fuerza y viceversa;
mientras que por su parte la resistencia es la capacidad que
tiene el musculo de mantener esa fuerza y estaré relacionada

con la composicion fibrilar de cada musculo (30).
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De esta forma, la caquexia se define por consenso como el
sindrome multifactorial caracterizado por la pérdida continua
de musculo esquelético, acompafiado o no de pérdida de
masa adiposa, que no puede ser revertido con una nutricién
convencional y deriva en un impedimento funcional progresivo
asociado a una enfermedad crénica (31). Se caracteriza por
un equilibrio proteico y energético negativo, con mayor
degradacion que sintesis. Ademas, la caquexia produce un
gran aumento en los niveles de inflamacion, estrés oxidativo y
nitrosativo y en los niveles de marcadores de protedlisis. Por
ello la caguexia es una complicacion en muchasenfermedades
severas como el cancer, sepsis, sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), fallos cardiacos o
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) (32-35). La
pérdida de masa muscular no solo causa una reduccion de la
fuerza del musculo, sino que ademas causa un importante
deterioro de la calidad de vida del paciente, aumentando en
gran medida el riesgo de hospitalizacion. Con todo ello este
desgaste muscular también provoca una mala prognosis del
paciente acompafiada de una reduccion 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
realizd un consenso internacional para poder diagnosticar si
un paciente padece caquexia, que determiné 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
ultimos 6 meses en ausencia de ayuno; o 2) indice de masa

corporal menor a 20 y cualquier pérdida de peso corporal
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mayor del 2%; o 3) indice apendicular del musculo esquelético
compatible con sarcopenia y cualquier grado de pérdida de
peso mayor del 2% (31). Con este consenso se permitié el
diagnéstico de la caquexia y su posterior clasificacion en tres
estados en los que se dividi6 el avance de la patologia, a pesar
de que no todos los pacientes sufran todas las etapas (Fig. 3)
(31,36).

|
Pre-caquexia Caquexia Caquexia refractaria

Pérdida de peso < 5% ! Pérdida de peso > 5% | Grado variable de
Anorexia y cambios I 61MC <20 y pérdida ! caquexia
metabdlicos de peso >2% o : No responden a
pérdida de peso > 2% I tratamiento

y sarcopenia | <3 meses de
Reduccion de ingesta | prondstico

de alimentos |

Inflamacidn sistémica |

Figura 3. Fases de la caquexia. La caquexia se clasifica por convenio en
tres estadios clinicos: pre-caquexia, caquexia y caquexia refractaria. La
caquexia refractaria es la mas critica, 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 esta presente en
las ultimas etapas en casi la totalidad de enfermedades
cronicas, afectando hasta al 42% de los pacientes con fallos
cardiacos, al 30% de los pacientes que padecen EPOC, o
incluso llegando a afectar al 80% de los pacientes con cancer
de pancreas, o al 60% en los pacientes de cancer de pulmén.

En segundo lugar, su importancia se debe a que estos
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porcentajes de prevalencia estan relacionados directamente
con la mortalidad de estos pacientes caquécticos, que ademas
veran su calidad de vida reducida en gran manera, a causa de
la caquexia, que ademas reducira 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 menciond anteriormente, la caquexia esta asociada
a una gran variedad de enfermedades cronicas 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 0 caquexia
causada por cancer ya que afecta a mas del 50% de los
pacientes de cancer. Mas de la mitad de los pacientes con
cancer de pulmoén, ademas de otros pacientes con canceres
cronicos, sufren una importante pérdida muscular, con una

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

Ademas la caquexia no afecta Unicamente al muasculo de
forma directa, sino que ademas 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
guimioterapia (31,40). El efecto de la caquexia cancerosa

dependera completamente del tipo de cancer 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 estudié un modelo animal sinérgico que
desarrollase caquexia cancerosa. El modelo animal se baso
en una inyeccién subcutanea de células tumorales, que
provoca el crecimiento rapido del tumor a los 15 dias de la
inyeccidén, con el consecuente desarrollo de caquexia
cancerosa (42). Numerosos estudios de nuestro grupo han
empleado células de adenocarcinoma de pulmén P07 para
desarrollar la caquexia cancerosa en el modelo animal, debido
al potencial carcinogénico de estas células (8,43-45). Se
demostrd, con este modelo el desgaste muscular producido

por la caquexia cancerosa, que se observo en la reduccion de

las areas de seccion transversal de las fibras musculares en
ratones, ademas de una protedlisis aumentada debida al
aumento en la expresion del sistema ubiquitina proteasoma
(UPS), causada por las desregulacién de sus principales
factores nucleares, los factores nucleares kappa B (NF-KB) y
la familia de factores de transcripcion 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
musculos esqueléticos que estan sufriendo atrofia, y se les

considera importantes reguladores del proceso de sintesis y



degradacion de proteinas. El estrés oxidativo y nitrosativo se
produce debido al aumento en la produccion de especies
reactivas al oxigeno (ROS) y/o especies reactivas al nitrégeno
(RNS) en las mitocondrias. Tienen un importante papel en la
modulacién de las rutas de sintesis y degradacién de
proteinas, resultando en un importante aumento de la atrofia
del musculo esquelético. Estas especies reactivas se definen
como radicales libres que en este caso se asocian con oxigeno
0 sus equivalentes, teniendo gran reactividad con otras
moléculas (48-52). En las especies ROS destacamos la
molécula de oxigeno (O2), anidn superoxido (O2-), el radical

hidroxilo (OH), y el perdéxido de hidrogeno (H202). Y en las
especies RNS destacan EL peroxinitrito (ONOO-), el dioxido
de nitrogeno (NO2) y el oxido nitrico (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 fisiolégicos
como el mantenimiento del tono vascular o la defensa ante
agentes infecciosos. En estas condiciones normales hay un
perfecto equilibrio entre la formacion de ROS y RNS y la
formacion de sistemas antioxidantes. Este equilibrio, durante
enfermedades o inflamacion cronica va a verse alterado, por
un aumento de las especies reactivas, por pérdida de
antioxidantes de defensa o por ambas (48,51).

Las enfermedades cronicas traen consigo normalmente un
proceso inflamatorio cronico que acompafa a la enfermedad.
Esta inflamacion cronica 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 Il (Ang Il) y de la
proteina C-reactiva (53). Entre estos factores, TNF y Ang Il
desempeiian un papel principal en el aumento de la
produccion de ROS en las fibras de los musculos esqueléticos.
Se determind que la produccion intracelular de ROS se inicia
por accion de TNF al activar el receptor TNF-1 del sarcolema,

lo cual activa una cascada de sefializacion que finaliza con el

aumento de la produccion de superoxido (O2-) en las
mitocondrias (53,54). Por su parte Ang Il aumenta sus niveles
en el plasma por accion de diferentes enfermedades cronicas
y actlia aumentando la caquexia y la produccion de ROS por
medio del aumento de los niveles de citoquinas circulantes
incluyendo TNF, que incrementara los niveles de ROS, por el
mecanismo comentado anteriormente. Y ademéas Ang Il se
unira a receptores de angiotensina | en el sarcolema,
activando asi la oxidasa NAD(P)H que generara radicales de
superoxido (Oz2-). Por su parte la produccion 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 oxigeno y nitrdgeno, se da usualmente por que
causan dafos en las estructuras celulares tales como
membranas proteicas o lipidicas y dafio en las cadenas de
acido desoxirribonucleico (ADN). La peroxidacion de los
lipidos, a causa de la presencia de ROS, contribuye al

aumento del dafio celular por la formacion de productos de

36



oxidacion como 4-hidroxi-2-nonena (HNE) y malondialdehido
(MD), que son considerados a su vez marcadores de estrés
oxidativo. Ademas de contribuir al aumento del dafio celular,
las especies ROS y RNS inhiben la sintesis proteica, ya que
bloguean la fosforilacién de la proteina quinasa B (Akt) lo que
provoca la inactivacion de la diana en mamiferos para el
complejo 1 de rampamicin (MTORCL1). De esta forma uno de

los principales mecanismos de sintesis de proteinas en

musculo, el sistema del factor de crecimiento insulinico tipo 1
(IGF-1) y la Akt queda inhibido por las especies reactivas de

oxigeno y nitrégeno (48,49,51-56).
3.2 Inflamacion

La inflamacion es un mecanismo defensivo de los seres vivos
gue protege el organismo contra alteraciones en su
homeostasis, que pueden darse por diferentes estimulos
biolégicos, fisicos o quimicos, y también protege frente a
células dafadas, infectas o neopléasicas. Para ello, larespuesta
inflamatoria posee un mecanismo de autorregulacion del
equilibrio entre agentes inflamatorios y antinflamatorios, pero
este mecanismo cuando la inflamacién ocurre de forma
persistente puede fallar y darse un proceso de inflamacion
cronica. De esta forma, la inflamacién cronica provocaria un
aumento en los niveles de citoquinas proinflamatorias
circulantes, que como se explicé anteriormente, son capaces
de afectar a diferentes vias de expresion y sefializacion
relacionadas con caquexia, causando asi dafios en la
estructura muscular y alterando la contraccion muscular
(29,48).
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3.2.1 Citoquinas inflamatorias

El inicio y la progresiéon del cancer en un paciente esta
estrechamente relacionado con las citoquinas presentes en el
cuerpo, siendo consideradas como las principales
determinantes de la respuesta al tratamiento, de la progresion
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 especificos en la membrana de
la célula diana, de forma que inducen proliferacion, activacion,
diferenciacion o muerte celular. Las citoquinas no son
reguladoras exclusivas de la inflamacion, sino que se
encuentran formando una red interactiva de comunicacion
celular (57),(58)

En la caguexia 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-a y el
interferon gamma (IFN)- yy (58). Como se comentd
anteriormente, el estrés oxidativo y nitrosativo y la inflamacion,
estan estrechamente relacionados como desencadenantesdel
desgaste muscular, ya que la inflamacion puede alterar la
expresion de ROS y RNS, y el estrés oxidativo puede activar

la expresion de citoquinas inflamatorias (54,55).

Entre las citoquinas proinflamatorias destacamos TNF-q, ya

que se encuentra muy relacionada con la progresion de la
caguexia cancerosa en el paciente (58). Actla mediante varios

mecanismos como el aumento que produce en los niveles de
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la hormona liberadora de corticotropina (CRH) o la reduccion
en la toma de alimentos lo que lleva a la anorexia. Entre estos
mecanismos también destacamos el efecto de TNF-a sobre la
energia metabdlica, ya que induce el aumento en su
produccion, que de igual forma aumenta la degradacion de
proteinas miofibrilares y causa la activacion de rutas
catabdlicas por medio del sistema ubiquitina-proteasoma (59).
TNF-a actua sobre las rutas catabodlicas por medio de la
activacion de la cascada de NF-kB, que provoca el aumento
en la expresion de muscle RING-finger protein-1 (MuRF-1), y
con este la degradacion proteica. Ademas de estimula las
rutas catabolicas, TNF-a va a regular a su vez los procesos
anabalicos reduciéndolos en gran medida por la inhibicion que
produce sobre la via de sefializaciéon transduccional de
Akt/mTOR (59-63).

IL-6, como se comentd anteriormente, es una de las citoquinas
proinflamatorias mas importantes junto a TNF-a, ya que se la
ha relacionado con el aumento de mortalidad y se ha
correlacionado con el ratio de supervivencia de los pacientes
con cancer (64,65). A pesar de ello, IL-6 también posee un
efecto antiinflamatorio, ya que en relacion al ejercicio, IL-6
adopta un papel inhibitorio sobre IL-1 y TNF-a y se le ha
relacionado con el aumento en la produccion de citoquinas
antiinflamatorias como IL-1RA e IL-10 (66). En ausencia de

ejercicio y presencia de infeccion o inflamacion crénica IL-6

adopta su papel proinflamatorio induciendo la activacién de la
quinasa Janus (JAK) cuya funcion es activar las proteinas

transductoras de sefal y activadoras de la transcripcion
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(STAT) desencadenando una importante degradacién
proteica. Ademas, IL-6 inhibe de forma indirecta la via
Akt/mTOR e induce NF-kB y la quinasa activada por AMP
(AMPK) (64,66—68).

3.3 Regulacion epigenética

Las proteinas tienen un proceso complejo de sintesis desde la
transcripcion del ADN en acido ribonucleico (ARN), seguido de
la traduccion del ARN en la cadena de aminoacidos que va a
formar la proteina, hasta los numerosos plegamientos que van
a sucederse en la cadena proteica, a razén de las distintas
fuerzas de union y enlaces, para formar la estructura terciaria,
es decir la conformacion en la que dicha proteina es funcional.
Durante el proceso de formacion de su estructura terciaria,
estas proteinas se someten a diferentes modificaciones
postraduccionales como fosforilacion, ubiquitinacion vy
acetilacion, que van a determinar su estado de activacion y su
funcion. Este conjunto de modificaciones postraduccionales se
les conoce como modificaciones o control epigenéticos, que
se define como el proceso de regulacion de la expresion
genética por mecanismo heredados que no modifican la
secuencia nucleotidica de ADN. De esta forma se regulan

numerosos procesos como la adaptacion muscular a los

factores ambientales, a la inmovilizacion o desuso (69-71).

Una de las principales modificaciones epigenéticas en los
musculos 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 afiadir una molécula de acetilo y las
segundas de quitarla. Se observo que durante enfermedades
cronicas como el cancer o EPOC, con desgaste muscular para
el paciente, este proceso regulatorio se ve alterado y se
produce un desequilibrio entre acetilacion y desacetilacion,
produciéndose lo g se conoce como hiperacetilacion de las
proteinas, lo cual provoca que el mecanismo de control no
realice su funcibn normal sobre la regulacion de la
diferenciacion muscular, el desarrollo muscular y la
determinacion del tipo fibrilar, que por lo tanto se veran
alteradas contribuyendo al proceso de desgaste muscular y
caquexia (72,73).

La acetilacion esta relacionada con la activacion de factores
de transcripcién asociados con la atrofia muscular, como el
factor nuclear (NF)-kB vy el factor fork-head box (FoxO) (74—
76). Los factores de transcripcion FoxOs regulan la atrofia
muscular por medio de su accién 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, mas conocido como MuRF-1. De esta forma la

hiperacetilacion de esta familia de factores de transcripcion
supone el incremento de la expresidn de estos genes de
atrofia muscular y por la tanto el aumento de la pérdida de
masa muscular (75,77-80). Este proceso de hiperacetilacién
también puede ocurrir sobe los factores NF-kB, que resultaria

en una mayor activacion de las vias de atrofia muscular.

Ante esta hiperacetilacion se requiere de la actuacion de las

anteriormente mencionadas deacetilasas (HDACs), como
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HDAC3, HDACSG o sirtuin-1, que es una importante deacetilasa
de clase lll. Durante procesos de desgaste muscular, se
observo, como se coment6 anteriormente, un aumento de la
expresion y de la actividad de las HAT y una importante
reduccién en la expresion de las HDACs, lo cual explica los
altos niveles de acetilacion observados en los factores de
transcripcion de estos modelos de atrofia muscular
(72,73,75,76). Ademas, se observo que el aumento de los
niveles de estas deacetilasas, en especial sirtuin-1 (Sirt-1),
reducian en gran medida los niveles de acetilacion de los
factores de transcripcion, inactivandolos, y también produce
un aumento de los niveles de antioxidantes, como el
manganeso superoxido dismutasa (MnSOD), reduciendo
gradualmente la atrofia muscular mediante estos dos
mecanismos (72,73,75,76).

Como se menciono con anterioridad, sirt-1 es una deacetilasa
de clase lll, que ha mostrado numerosos efectos protectores
contra  enfermedades  cardiovasculares, inflamacion,
enfermedades neurodegenerativas y ademas contra el cancer.
Su accion como deacetilasa se realiza normalmente sobre
histonas, pero Sirt-1 ademas ejerce su efecto sobre factores
de transcripcién y proteinas del citoplasma (72). Sirt-1 actta
deacetilando proteinas como parte de la modificacion
postraduccional, lo que puede determinar la activacion o
desactivacion de la proteina afectada, que ademas puede ver
comprometida sus estabilidad para unirse a ADN o a otras
proteinas (72,73,81).
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Sirt-1 es la principal deacetilasa en humanos, a pesar de existir
7 tipos diferentes, es la mas estudiada y la que desempefia un
papel mas relevante. Su accién principal es la regulacién del
coactivador del receptor gamma 1- alfa (PGC1-a) que es un
factor de transcripcion que regula la biogénesis mitocondrial, y
gue en situacion de atrofia muscular se encuentra reprimido,
es decir su expresion es menor de lo normal. Sirt-1 regula
PGCl-alfa de forma directa, ya que PGC1l-alfa permanece
inactivo mientras se encuentra acetilado, por lo que necesita
la accion 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 estan reguladas no Uunicamente
por el contenido genético sino por el conjunto de procesos que
regulan la expresion de este. De esta forma cunado un
estimulo, interno o externo, activa un receptor especifico, se
inician una serie de procesos bioquimicos en la célula para dar
respuesta a ese estimulo. Generalmente esta cascada de
sefalizacion conlleva numerosos pasos que van a amplificar
la respuesta a la sefial. De esta forma en el musculo
esquelético existen varias vias implicadas en el equilibrio
homeostatico entre sintesis y degradacion de proteinas. Las
principales vias de la atrofia muscular son: factor nuclear kB
(NF-kB), la familia de factores forkhead box O (FoxO)que
estara relacionada a su vez con la via del factor de crecimiento
insulinico tipo I/PI3K/Akt/mTOR.
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3.4.2 Via IGF1-Akt-mTOR-FoxO

Como se menciond anteriormente, para la homeostasis
muscular es necesario el equilibrio entre la sintesis de
proteinas y su degradacién. De esta forma las proteinas
deterioradas o que ya han realizado su funcion se degradan y
se generan nuevas para cumplir estas funciones, formando un
equilibrio perfecto. Cuando se produce un desequilibrio a favor
de la degradacion de proteinas se ocasiona el desgaste y
atrofia muscular. La principal via de sefializacién de sintesis

de proteinas en el musculo esquelético es la via de

IGF1/PI13K/Akt, que por medio de IGF-1 activa la via PI3K, que
tras varios pasos finaliza con la activacién de Akt (54,82). La
activacion de Akt conllevara dos acciones: por una parte,
activa mTOR; y por otro inhibe los factores de transcripcion
FoxOs. Esto conlleva un efecto protector con diferentes
efectos biolégicos, como un efecto antiapoptético y un
aumento de la supervivencia celular (83—86). La principal
funcion de mTOR es la estimulacion de la sintesis de proteinas
y del proceso de traduccion. Mientras que la inactivacion de
FoxO por Akt va a inhibir el sistema ubiquitina-proteasoma
disminuyendo los procesos cataliticos dentro del musculo
esquelético (35,82,86). Ademas, algunos estudios reportaron
la capacidad de activacion de la atrofia muscular a partir

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

La supresion que realiza Akt sobre FoxO esta basada en la
adicion de un grupo fosfato, lo cual provoca la represion de

este, y con ella la inhibicion de la induccién de las dos ligasas
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de ubiquitina principales (87-89). La fosforilacion de FoxO
promueve la salida de FoxO del nucleo al citoplasma, donde

gueda recluido y no puede realizar su funcién (89-91).

Durante procesos de atrofia muscular, Akt se encuentra
deprimido y ve reducida su expresion, lo que conlleva una
menor fosforilacion de FoxO, y por lo tanto una importante
acumulacion de FoxOs en el interior del nucleo. Esta
acumulacion va a promover un perfil de atrofia muscular (89).

Por su parte FoxO estara regulado por diferentes

modificaciones  postraduccionales, como la citada
fosforilacion, acetilacion y ubiquitinacion. 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 inhibicidn de estas rutas de atrofia muscular.

3.4.2 Via NF-kB

La familia de factores de transcripcion del factor nuclear kB
(NF-kB), son una familia muy conservada, que desempeiian
una funcion muy importante en la regulacion del muasculo
esquelético y se compone de cinco miembros: RelA/p65, RelB,
c-Rel,p50 y p52(92). Esta familia de factores de transcripcion
se caracteriza por que cada uno de sus miembros puede
formar homodimeros o heterodimeros entre ellos, lo cual va a
determinar su estado de represion 0 activacion,
respectivamente. Los homodimeros de p50/50 o p52/52, son

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

Como se mencion6 anteriormente, la activacion de NF-kB se
vera potenciada por la accion de citoquinas inflamatorias,
como TNF-a e IL-1, del estrés oxidativo, y de factores de
crecimiento (93,94). Dependiendo de Ilos factores de
transcripcion, de las vias de sefalizacién que se activen, y de

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

la activacion de NF-kB puede ocurrir de dos maneras, la
clasica o la alternativa. En un estado de no atrofia los factores
NF-kB permanecen inactivos por su union a la familia de
proteinas inhibitorias IkB. En este contexto, la activacion
clasica ocurre por el aumento de la expresion de TNF-q, lo cual
induce la activacion del complejo IKK y en especial de kB,
fosforilandolo lo cual provoca su poliubiquitinacion y su
posterior degradacion en la proteasoma. Finalmente, NF-kB se
transloca al nucleo celular donde activa la transcripcion de
genes proapoptéticos, ademas de interferir en la
diferenciacion celular de las células musculares impidiendo su
regeneracion (51,93-97). Se demostré que la inactivacion de
la via clasica coincide con la activacion de la via alternativa
(94).
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Figura 4. Vias de senalizacion NF-kB clasica y alternativa. La activacion
clasica ocurre por la uniéon de TNF-a a su receptor, y el reclutamiento del
complejo IKK con la resultante fosforilacion de IkB, lo cual promociona su
poliubiquitinacién y consecuente degradacion, lo que permite la
translocacion del heterodimero clasico p65/p50 que mediara la
transcripcion de los factores NF-kB. La via alternativa se inicia por la unién
de otros ligandos (CD40L, lymphotoxinB y BAFF) lo cual finaliza con la
activacion de NIK, que fosforila IKKa, que a su vez fosforila p100 que
genera la subunidad p52. La formacion del complejo RelB/p52 se
translocara al nucleo transcribiendo los genes NF-kB (Extraido de Bakkar
N et al. 2010 (94))

3.4.3 Sistemas proteoliticos
3.4.3.1 Sistema Ubiquitina-proteasoma

Durante los procesos de atrofia muscular se produce, como se

comentd anteriormente, un importante aumento de la ratio de

degradacion de proteinas. Esta degradacion 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 ubiquitinacion de las proteinas musculares (89, 98).
El principal sistema de degradacién proteica durante la
caquexia cancerosa es el sistema Ubiquitina-proteasoma
(UPS)(89).

El UPS es un sistema dependiente de ATP, e inicia su funcion
por medio de 3 tipos de componentes proteicos enzimaticos:
En primer lugar, la enzima activadora de ubiquitina E1, recluta
las moléculas de ubiquitina y las activa, transfiriéndolas a los
segundos componentes enzimaticos, las conjugasas de
ubiquitinas E2. Estas enzimas afiaden un valor energético a
las moléculas de ubiquitina por la unién de un tioléster, para
finalmente producirse la unién entre estas moléculas de
ubiquitina y el sustrato diana. La unién se realiza por el tercer
componente enzimatico del sistema, las E3 ligasas, cuya
expresion se ha visto aumentada durante los procesos de
atrofia muscular (98,99). Finalmente, la proteina diana a la que
se ha unido la cadena de ubiquitinas, va a ser guiada por
guimiotaxis hasta el proteasoma. El proteasoma gracias a la
cadena poliubiquitnada, va a identificar a la proteina diana y la

va a degradar en sus correspondientes aminoacidos.

Los genes que se encuentran sobreexpresados en situacion
de atrofia muscular, se les conoce como genes relacionados a

la atrofia 0 atrogenes, y necesitan de una regulacion especifica

durante la atrofia muscular, por lo que estan controlados por
una gran variedad de rutas de sefializacion y factores de
trasncripcion (87,89,98,99).
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Las E3 ligasas musculares mas importantes son MuRF-1 y
Atogin-1, también conocido como Fbox de atrofia muscular
(MAFbx1). La expresion de estas ligasas se encuentra
inducida en la mayoria de los modelos de atrofia muscular, lo
que destaca su importancia y su lugar clave en la via de la

atrofia muscular.

4. Enfoques terapéuticos

Como se comento6 anteriormente, la acetilacion de factores de
transcripcion relacionados con la atrofia muscular puede
revertirse por la inhibicion de HAT y la activacién de HDAC. La
hiperacetilacién de factores de transcripcion como NF-kB y
FoxOs se relacioné con el aumento de la atrofia muscular
debido al aumento de la expresion de atrogenes como MuRF-
1 y atrogin-1 (77,87,100). De esta forma la reduccion en los
niveles de acetilacion de estos factores puede ser una
importante diana terapéutica en patologias y condiciones

relacionadas con la pérdida de masa y atrofia muscular.

Varios farmacos y compuestos naturales tienen la funcion de
inhibir HATs o de inducir HDACs, como la garcinola, el acido
anacardino o los polifenoles como curcumina o resveratrol

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

farmacoldgicos, tienen diversas formas de actuacion, entre las
gue destacan la activacion de Sirtuin-1, que gracias a su
accion de eliminacién de grupos acetilo- de factores de
transcripcion de atrofia, ejerce un efecto protector sobre los

musculos esqueléticos. Por ello en nuestro grupo se comenzé
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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 polifendlico
extraido de la especia curcuma (Curcuma longa), que ha sido
parte de la medicina tradicional asidtica y que se ha
relacionado con numerosos efectos favorables para los tejidos
del cuerpo (105,106). La curcumina se us6 para tratar
diferentes patologias, como los problemas respiratorios,
enfermedades hepéticas, anorexia, reumatismo y sinusitis
(106,107). Ademés entres las aplicaciones mas importantes
gue se le dio a la curcumina fue la curaciéon de heridas, su uso
como agente antiinflamatorio y su uso como agente

anticancerigeno (105-107).

Uno de sus principales mecanismos de accion es la activacion

de la expresion que produce de Sirtuin-1, con los efectos
protectores que esto conlleva, ademas de tener un importante
efecto antioxidante, antiinflamatorio y anticancerigeno (108—
112).

Numerosos estudios demostraron la efectividad de la
curcumina para aumentar la expresion de Sirt-1, lo cual
confiere un efecto protector contra el dafio muscular, gracias
a la inhibicion de los factores NF-kB(112,113) y a la inhibicion
de la familia FoxO (114-116). Ademas, se relaciond con la
promocion de la biosintesis de mitocondrias, y con la

reduccion de la degradacion de proteinas en modelos de
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sepsis y otras enfermedades (117,118).

Con estos antecedentes, se selecciond la curcumina, como un
posible tratamiento para reducir e inhibir los mecanismos que
inducen la perdida de masa y funcion muscular en pacientes y
modelos animales de caquexia cancerosa, por medio de la

activacion de Sirt-1.

4.2 Resveratrol

El resveratrol es un compuesto natural polifendlico, que se
caracteriza por sus propiedades antioxidantes, y cuyo efecto
beneficioso se ha relacionado con el aumento que provoca en
la expresion de Sirt-1 (119). Se extrae de la piel de las uvas,
arandanos, frambuesas y moras, donde se produce de
manera natural como respuesta al ataque de patégenos (120).
Entre sus propiedades mas caracteristicas destacan sus
propiedades antioxidantes, que reducen el estrés oxidativo y

los procesos inflamatorios (102,121-123).

Como se mencion0 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 activacion de sirt-1
ejerce su efecto protector a través de la regulacién de los
factores NF-kB y FoxOs, por medio de su desacetilacion, lo
cual inhibe la expresion de estos factores y por lo tanto, inhibe
también la consecuente atrofia que se provocaria con su
activacion (102,103,121,122,124,125). Diferentes estudios
relacionaron el tratamiento con resveratrol con atenuacion de

esteatosis hepatica en ratones (123), con la reduccion del
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estrés oxidativo en ratas con patologias cardiacas (121) o
diabetes (125) , ademas de en células humanas de modelo de
diabetes (119).

Estos estudios previos, sugieren que el aumento de la
expresion de Sirt-1 por efecto del tratamiento con resveratrol,
puede prevenir la atrofia muscular por desacetilacion, y
consecuente inhibicién, de factores de transcripcion de la
atrofia muscular (102,103,121,122,124,125).
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HIPOTESIS GENERAL

En la presente tesis, se propuso la hipétesis de que, en un
modelo murino de caquexia cancerosa y atrofia muscular, el
tratamiento intraperitoneal de estos ratones con curcumina o
resveratrol tendra un efecto protector contra la pérdida de

masa y funcion muscular.

Ademas, se planteo, que este efecto se deberia a la activacion
de la sirtuina-1, por parte de tanto curcumina como resveratrol,
y a la inhibicion de factores de atrofia muscular que esta
activacion produce. De esta forma, los grupos de ratones
tratados presentarian un mayor tamafio fibrilar, mayor peso
corporal y muscular, especialmente en gastrocnemio y séleo.
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OBJETIVOS

Los objetivos especificos de la presente tesis son:

1. Analizar la variacion en fuerza y peso muscular de los
grupos de ratones caquécticos como resultado a los
diferentes tratamientos.

2. Explorar la morfometria y composicion fibrilar del
gastrocnemio y séleo de los distintos grupos de ratones
caquécticos al finalizar el estudio.

3. Estudiar la estructura muscular y determinar el
porcentaje de fraccion normal en cada grupo de
estudio.

4. ldentificar los niveles de proteinas estructurales del
musculo y de la sirtuina-1 como resultado de los
diferentes tratamientos.

5. Reconocer las proteinas marcadoras de protedlisis y
factores de transcripcion de atrofia muscular como

resultado de los diferentes tratamientos



METODOS

DISENO EXPERIMENTAL

Induccion de la| Cepa del | Grupos

caquexia modelo

cancerosa

Inyeccién Ratones Balb/c | (1) LC-induced cachexia

subcutanea de (N=10)

células cancerosas (2) LC-cachexia+curcumin

de adenocarcinoma (N=10)

LPO7 (3) LC-cachexiatresveratrol
(N=10)

MEDICIONES EN VIVO Y TRATAMIENTOS

Mediciones Tratamientos

Peso corporal (1) suero salino (Dia 15—30)

Peso muscular (2) 1Img/kg/24h curcumina (Dia 15—30)
Fuerza de las (3) 20 mg/kg/24h resveratrol (Dia 15—30)

extremidades
Ingesta de alimentos
Extraccion de sangre
(Dia 0, 15y 30)

DURACION DEL ESTUDIO Y OBTENCION DE MUESTRAS

Duracion Recoleccion de muestras

Musculo Tumor Sangre
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30 dias

Gastrocnemio, Si
diafragma y

séleo

Si

ANALISIS DE BIOLOGIA MOLECULAR

Técnicas

Analisis

Inmunohistoquimica/
Tincién con hematoxilina
y eosina y microscopio

optico

Composicion y morfometria muscular

Dafo muscular

Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay
(ELISA)

Niveles de troponina | en sangre

Inmunoblotting de
electrophoresis de una

dimension

Proteinas contractiles y funcionales del

musculo

Marcadores de protedlisis

Sirtuina-1
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Abstract: Muscle wasting and cachexia are prominent comorbidities in cancer. Treatment with
polyphenolic compounds may partly revert muscle wasting. We hypothesized that treatment with
curcumin or resveratrol in cancer cachectic mice may improve muscle phenotype and total body weight
through attenuation of several proteolytic and signaling mechanisms in limb muscles. In gas-
trocnemius and soleus muscles of cancer cachectic mice (LP07 adenocarcinoma cells, N = 10/group):
(1) LC-induced cachexia, (2) LC-cachexia+curcumin, and (3) LC-cachexia + resveratrol, muscle struc-
ture and damage (including blood troponin I), sirtuin-1, proteolytic markers, and signaling pathways
(NF-kB and Fox03) were explored (immunohistochemistry and immunoblotting). Compared to non-
treated cachectic mice, in LC-cachexia + curcumin and LC-cachexia + resveratrol groups, body and
muscle weights (gastrocnemius), limb muscle strength, muscle damage, and myofiber cross-sectional
area improved, and in both muscles, sirtuin-1 increased, while proteolysis (troponin I), proteolytic
markers, and signaling pathways were attenuated. Curcumin and resveratrol elicited beneficial effects
on fast- and slow-twitch limb muscle phenotypes in cachectic mice through sirtuin-1 activation,
attenuation of atrophy signaling pathways, and proteolysis in cancer cachectic mice. These findings
have future therapeutic implications as these natural compounds, separately or in combination, may be
used in clinical settings of muscle mass loss and dysfunction including cancer cachexia.

Keywords: cancer-induced cachexia mouse model; curcumin; resveratrol; muscle function and
structure; sirtuin-1; troponin I; muscle proteolysis; atrophy signaling pathways

1. Introduction

Cachexia and muscle wasting are major systemic manifestations in many chronic
diseases and in cancer [1,2]. Specifically, cancer-induced cachexia deteriorates the quality
of life of the patients independently of the underlying tumor status [1,2]. The prognosis

of the cancer patients is also severely influenced by the presence of cachexia and muscle
wasting [1,2]. The etiology of cancer cachexia is complex, and several factors are involved.

Oxidative stress, inflammation, signaling pathways, and increased proteolysis are
important contributors to the process of muscle wasting and cachexia, as has been shown in
different studies [3-7]. For instance, in several models [3-7] a rise in proteolysis, proteolytic
markers, and the expression of atrophy signaling pathways was shown in the diaphragm
and limb muscles of tumor-bearing mice that developed severe cachexia. In the peripheral
muscles of patients with oncologic cachexia, mechanisms that enhance proteolysis and lead
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to the loss of muscle mass and function were also shown along with increased oxidative
stress and systemic inflammation [8]. Despite recent progress in the identification of the
underlying biology leading to muscle wasting and cachexia, more therapeutic opportunities
are still needed.

Polyphenols are a large family of phytochemicals with diverse chemical properties
usually present in several plants, food, nutraceuticals, and species. Despite the reported
beneficial effects in many investigations, the potential value of polyphenols as predictors
of disease progression and staging may be questionable given their complex and variable
structure and their interactions with other bioactive components from the diet [9]. The
polyphenolic compound curcumin is the component of the turmeric plant (root of the
Curcuma longa plant) with the largest reported effects on health. Important benefits of
treatment with curcumin have been demonstrated on tissues through the action of a wide
range of mechanisms. For instance, smooth muscle and endothelial cell senescence were
hindered in response to curcumin therapy, as a result of sirtuin-1 activity [10]. Interestingly,
the inhibition of NF-kB activity elicited by curcumin was shown to improve the phenotype
and function of skeletal muscles in several models characterized by alterations of this
tissue [11-13]. Furthermore, treatment of mice with the NF-kB inhibitor curcumin also
favored the process of muscle regeneration in experimental models of disuse muscle
atrophy [14,15]. In a subacute model of oncologic cachexia in rats, however, curcumin
significantly reduced tumor growth, while it was not able to attenuate muscle protein
loss [16]. Whether curcumin may exert anticachectic effects in other models of cancer
cachexia of longer duration remains to be fully identified.

Resveratrol is also a natural polyphenol extracted from grapes, red wine, peanuts, and
other plants. It is a powerful antioxidant [17], while it also induced beneficial effects on
several tissues probably through the action of sirtuin-1 activity [18-21]. As such, exercise
and resveratrol through a sirtuin-1 dependent mechanism was shown to improve muscle
biogenesis in mice [22]. Resveratrol also ameliorated the lifespan of animals as a result
of different mechanisms [19,21,23]. Muscle injury also diminished in the gastrocnemius
of the rats that received treatment with resveratrol [24]. In mice exposed to hindlimb
immobilization, muscle recovery and regeneration following atrophy were also significantly
favored by the action of resveratrol treatment [15]. In subacute in vivo models of cancer
cachexia, however, resveratrol did not elicit an improvement in muscle wasting [25].

Whether beneficial effects on muscle mass loss and enhanced proteolysis may be seen
in other models of cancer, cachexia needs to be identified. Selection of the best polyphenol
with therapeutic purposes to be administered to animal models or patients is not simple due

to the lack of reliable quantitative biomarkers [26]. In the current investigation, curcumin
and resveratrol were selectively used as they are easily available and previous studies have
proven their beneficial effects on skeletal muscles in diverse experimental models [15,26,27].
Hence, we hypothesized that treatment of muscle wasting with either curcumin or
resveratrol in cancer-induced cachexia may attenuate the loss of muscle mass and function,
muscle phenotype, and total body weight through mitigation of several proteolytic and
signaling mechanisms in limb muscles of mice. Hence, the study objectives were that in two
hindlimb muscles, namely gastrocnemius and soleus, of lung cancer (LC) cachectic mice
treated with either curcumin or resveratrol for 15 consecutive days: (1) limb muscle strength
and weight, (2) muscle fiber type and morphometry, (3) muscle structural abnormalities,
(4) sirtuin-1 and muscle-specific protein content, (5) proteolytic markers including troponin
I, and (6) signaling mechanisms were examined. A group of cancer cachectic mice that
received no treatment with any of the polyphenolic compounds was used as the control
animals. Female mice were used for the sake of consistency with previously reportedresults
in our group [3,7,15,27-29]. Specifically, trans-resveratrol was used in the current
investigation.
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2. Methods
2.1. Animal Experiments
2.1.1. Tumor Inoculation and Treatments

LPO7 cell line was acquired from an in vitro subculture of P07 LC tumor, which
is a transplantable adenocarcinoma that naturally emerged in the lungs of a BALB/c
mouse [3,29-31]. The cell line was validated for its characteristics as an identical tumor de-
veloper, tumor incidence, pathological features, and the potential to induce cachexia, like its
progenitor P07 tumor [3,29-31]. The model used in the current study has been extensively
validated [3,7,28,31]. Resveratrol was purchased from Fagron Ibérica (Terrassa, Barcelona,
Spain): molecular weight 228.2 g, C14H1203, 98.6% purity, and the trans conformation was
used. Curcumin (CURCUMA COMPLEX 10,000 mg) was purchased from Airbiotic Health
and Wellness Research Ltd. (Northumberland, UK), containing 95% purity.

2.1.2. Experimental Protocol

Ten-week-old female BALB/c mice (weight ~20 g) were acquired from Harlan Inter-
fauna Iberica SL (Barcelona, Spain). Female mice were used for practical reasons, since most
investigations have also been carried out in this type of rodent in our group [3,7,15,27-29].

With the aim to reproduce a model of cancer cachexia, the mice were subcutaneously
inoculated in the left flank (day 1) with the LPO7 cells (4 X 10°), which were resuspended
in 0.2 mL minimal essential medium (MEM), [3,29-31]. The research was conducted for a

period of one month for all the groups (n = 10/group).

The study protocol is shown in Figure 1. Mice were subdivided randomly into three
different groups: (1) LC control, inoculation of LP07 cells and concomitant daily intraperi-
toneal injection with saline for the last 15 days (LC-induced cachexia), (2) LC cachexia group
treated with curcumin, inoculation of LP07 cells and concomitant daily intraperitoneal
treatment with 1 mg/kg/day curcumin for the last 15 days (LC-cachexia+curcumin), and
(3) LC cachexia mice treated with resveratrol, inoculation of LP07 cells and concomitant
intraperitoneal treatment with 20 mg/kg/day resveratrol for the last 15 days (LC-cachexia
+ resveratrol, Figure 1). In this protocol, administration of the different treatments started on
day 15, when the tumors were visible in the mice. Before that timepoint, administration of
the treatments was not justified for ethical reasons as advised by the Animal Research
Committee (see below). Moreover, also for ethical reasons, a nontumor control group of
mice was not included in the investigation. Differences between nontumor animals and
tumor-bearing mice have been extensively described in this model of lung cancer-induced
cachexia [3,7,28,31].

LC-induced cachexia

Day 0 Day 15 Day 30
| ' |
I 1
:’;‘r‘rw'
LPOT cals
e O oo ot
LC-cachexia+curcumin
Day 0 Day 15 Day 30

| | , |

Suboutarec

LPOT colls.
oCAston gy day Curcumin nlrapenioneal
moautaton
LC-cachexia+resveratrol
Day 0 Day 15 Day 30
I l |
I 1

Suboutanesus. s
LPOT cols
nocuanon 20meggyday msventrol

intraperitoneal inoculation

Figure 1. Schematic representation of the study protocol for all the groups of mice.

Animals were kept under pathogen-free conditions with a 12:12 hour light-dark cycle.
All the animal experiments were conducted in the animal facilities of the building Barcelona
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Biomedical Research Park (PRBB). Ethical regulations on animal experimentation set by
the European Community Directive 2010/63/EU, Spanish legislation (Real Decreto 53/2013,
BOE 34/11370-11421), and the European Convention for the Protection of Vertebrate
Animals Used for Experimental and Other Scientific Purposes (1986) were all followed in
the present study. All animal experiments were approved by the Animal Research
Committee at PRBB (Animal Welfare Department in Catalonia, Spain, protocol # EBP-17-
0005).

2.1.3. Studies in Mice: In Vivo Measurements

The parameters food intake and total body weight were recorded on daily basis. Water
and food were supplied ad libitum daily. In all the animals, grip strength was quantified using
a grip strength meter (Bioseb, Vitrolles, France). Plasma samples were extractedon day
0, on day 15 before starting the different treatments, and on day 30, right beforethe
sacrifice of the mice [3,15,27-29,31]. Limb strength and total body weight gains were
calculated as the percentage of the measurements obtained on day 30 with respect tobaseline
measurements (day 0) [3,15,27-29,31].

2.1.4. Sacrifice and Sample Collection

All the mice were sacrificed 30 days after the start of the study protocol. All the
animals received an intraperitoneal injection containing 0.1 mL sodium pentobarbital
(60 mg/Kg). Total anesthetic depth (pedal and blink reflexes) was verified in all the animals
prior to their sacrifice. Animals were sacrificed upon diaphragm removal. Immediately
afterwards, the gastrocnemius and soleus muscles were extracted from all the animals
simultaneous to the time of sacrifice in order to keep the muscles oxygenated. A fragment
of the muscle samples was snap-frozen in liquid nitrogen to be stored frozen at 86 °C up
until further use. An additional part of the gastrocnemius and soleus muscles was
paraffin-embedded for morphometrical analyses [3,15,27-29,31].

2.2. Biological Analyses
2.2.1. Immunoblotting of 1D Electrophoresis

Immunoblotting was used to detect levels of the different antigens as also reported in
previous investigations [3,15,27-29,31]. Stored frozen samples from the gastrocnemius and
soleus muscles were homogenized in a buffer containing the following compounds: 50 mM 4-
(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES), 150 mM NacCl, 100 mM NaF, 10
mM Na pyrophosphate, 5 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 0.5% Triton-X, 2
micrograms/mL leupeptin, 100 micrograms/mL phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF), 2
micrograms/mL aprotinin, and 10 micrograms/mL pepstatin A. The myofibrillar
compartment was also isolated to detect the contractile proteins actin and myosin heavy
chain (MyHC) as previously reported [3,15,27-29,31].

Proteins in each muscle sample were separated through electrophoresis, transferred
to polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes, and blocked with bovine serum albumin
(BSA) to be incubated overnight with specific primary antibodies. The following primary
antibodies were used in the investigation to detect the target antigens: NAD-dependent
protein deacetylase sirtuin-1 (anti-sirtuin-1 antibody, ProteinTech Group Inc., Rosemont, IL,
USA), nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-kB) p50 (anti-p50
antibody, Santa Cruz Biotechnology), Forkhead box 03 (Fox0-3) (anti-FoxO-3 antibody,
Acris, Herford, Germany), MyHC (anti-MyHC antibody, clone A4.1025, Upstate-Millipore,
Temecula, CA, USA), X-actin (anti-alpha-sarcomeric actin antibody, clone 5C5, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) total ubiquitinated proteins (anti-protein ubiquitination
antibody, Boston Biochem, Cambridge, MA, USA), 20S proteasome subunit C8 (anti-C8
antibody, Biomol, Plymouth Meeting, PA, USA), ubiquitin-ligase atrogin-1 (anti-atrogin-1
antibody, Acris), ubiquitin-ligase muscle ring finger (MURF)-1 (anti-MURF-1 antibody,
Santa Cruz Biotechnology), and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH,
anti-GAPDH antibody, Santa Cruz Biotechnology).

62



Molecules 2021, 26, 4904

50f18

Following an overnight incubation with the primary antibodies, horseradish peroxi-
dase (HRP)-conjugated secondary antibodies (IgG) were also incubated for two more hours
at room temperature. A chemiluminescence kit was also used to detect the specific antigen
bands in the different immunoblots.

Samples from the different groups were always run together for all the immunoblots.
Moreover, membranes from all the samples were always analyzed simultaneously under
identical exposure times for the sake of comparisons. Antibody specificity was tested
by omission of the primary antibodies for each specific antigen. PVDF membranes were
scanned using the spectral fluorescence imaging system Alliance Q9 Advanced (UVITEC,
Cambridge, UK) using the software NineAlliance Q9 (UVITEC). Optical densities of the
target protein bands were also calculated using the software NineAlliance Q9 (UVITEC).
Optical densities obtained in each specific group of muscle and mice corresponded to those
of the mean values of the different samples for each target antigen. The glycolytic enzyme
GAPDH was used as the protein loading control in all the immunoblots.

2.2.2. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) Plasma Skeletal Muscle Troponin-I
Levels

In the plasma compartment of the study animals, muscle troponin-I levels were
detected using a specific ELISA kit (Troponin I ELISA kit, Elabscience Biotechnology Inc.,
Houston, Texas, USA) and standard procedures in our group [15,27,28]. Plasma samples
and reagents were equilibrated to room temperature prior to the initiation of the assay. A
standard curve (100 pL/standard) was always run with each assay following the
manufacturer’s instructions. Samples were diluted (1:3 dilution) and equal volumes of
each sample (100 pL) were loaded onto the plates. All the samples were incubated with 100
pL of biotinylated detection antibody at 37 °C for one hour. Following three washes with
wash buffer, samples were additionally incubated with 100 pL. HRP-secondary antibody at
37 °C for 30 min. The samples were washed five more times with wash buffer and were
then incubated with substrate reagent at 37 °C for 15 minutes. The reaction was stopped
using 50 YL of the stop solution. Optical densities were measured at 450 nm wavelength
in a microplate reader (Infinite M200, TECAN, Mannedorf, Switzerland). Intra-assay
coefficients of variation for the measurements of plasma skeletal muscle troponin-I levels
ranged from 2 to 10%. As all the samples were analyzed on the same day, no interassay
coefficients of variation could be calculated.

2.2.3. Muscle Fiber Typing and Morphometry

Paraffin-embedded gastrocnemius and soleus muscle sections were cut on a microtome
(Leica RM 2035, Leica Biosystems, Nussloch, Germany) into three-micrometer sections.
Slow- and fast-twitch muscle fibers were identified using immunohistochemical procedures
with mouse specific monoclonal anti-MyHC [ antibody (ab11083, Abcam) and anti-MyHC
II antibody (ab51263, Abcam), respectively [15,27,28]. The cross-sectional area, mean least
diameter, and proportions of type I and type Il fibers were assessed using a conventional
optical microscope (X20 objective, Olympus BX61, Olympus, Tokyo, Japan) coupled with
an image-digitizing camera (Olympus U-TV1X-2, Olympus, Tokyo, Japan) and the Image ]
software (National Institute of Health, available at http://rsb.info.nih.gov/ij/, accessed on
1 April 2020). In each muscle cross-section, a minimum number of 100 fibers were counted
for each limb muscle (gastrocnemius and soleus) in all the study groups of mice [15,27,28].

2.2.4. Muscle Morphological Features

Three-micrometer paraffin-embedded sections of gastrocnemius and soleus of all
groups of mice were used to assess the area fraction of normal and abnormal muscle. The
sections were stained using hematoxylin-eosin to quantify the proportions of mor-
phological features in the study muscles. Quantitative analyses were conducted using
computer-assisted morphometric procedures. The setup consisted of an IBM-compatible
computer with a stereology software package (The Gridder; WillRich Technologies, Ameri-
can Megatrends Inc., Georgia, United States) and a Nikon light microscope with a camera
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lucida. Using this software program, a grid consisting of 63 point-intercepts (X9 rect-
angular pattern) was projected from the computer monitor via the camera lucida and
superimposed onto the image of the muscle cross sections viewed down the light micro-
scope. The observer was blinded to the identity of all the slides. The following features
were evaluated in each one of the 63 point-intercepts of every image: (1) normal muscle;
(2) internal nuclei; (3) inflammatory cells; (4) lipofuscin; (5) abnormal fibers; (6) necrotic
or inflamed fibers; (7) blood vessels. The sections were divided into normal muscle (1),
abnormal muscle (2-6), or blood vessels (7), and the percentages of normal and abnormal
muscle were calculated for each sample type [4].

2.2.5. Statistical Analysis

Results are presented as mean values and standard deviations. The normality of the
study variables was explored using the Shapiro-Wilks test. Sample size was calculated
according to body weight change in all the study groups. Ten mice in each group were
sufficient to achieve a 90% statistical power in the investigation.

The variables of food intake and percentage of change of both total body weight and limb
strength for all the study mouse groups are represented in a table, while the biological
variables are represented in figures (whiskers and box plots).

Potential differences among the study groups were explored using one-way analysis
of variance (ANOVA) with Dunnett’s post hoc analysis (to adjust for multiple comparisons
among the study groups) for all the study variables. A level of significance of p<0.05 was
established. All the statistical analyses were performed using the software for Statistics
and Data Science (STATA, StataCorp LLC, College Station, TX, USA).

3. Results
3.1. Physiological Characteristics of the Study Animals

Compared to nontreated cachectic mice, the loss of body weight was significantly
attenuated in the cachexia groups treated with either curcumin or resveratrol, while food
intake did not vary across groups (Table 1). The weight of the gastrocnemius and soleus
muscles significantly improved in the cachexia groups treated with either curcumin or
resveratrol compared to nontreated cachectic mice (Table 1). In comparison with the
nontreated cachectic mice, tumor weight significantly decreased in the cachectic animals
treated with resveratrol (xB0% reduction), whereas no significant differences were seen in
the mice treated with curcumin (17% reduction, Table 1). Limb strength gain was greater in
the animals treated with either curcumin (larger increase) or resveratrol compared to the
nontreated cachectic mice (Table 1).

Table 1. Physiological parameters in the experimental groups of mice.

LC-Induced Cachexia

LC-Cachexia + Curcumin

LC-Cachexia + Resveratrol

(N=10) (N=10) (N=10)
Age at baseline (weeks) 10 10 10
Body weight at baseline (g) 20.43 (1.08) 20.31(1.13) 20.3 (1.08)
Final body weight (g) 15.76 (1.67) 18.5 (1.31) *** 19.25 (1.55) ***
l%ody weight €ain (%)] —22.87 (6.98) —8.87 (4.35) *** —5.22 E3.8 ok
ood intake (g/24 h 2.53 (0.52) 2.64 (0.58) 2.69 (0.58)
Gastrocnemius weight (g) 0.086 (0.01) 0.105 (0.01) *** 0.104 (0.008) ***
Soleus weight (g) 0.0064 (0.001) 0.0075 (0.001) * 0.0073 (0.001) *
Tumor weight (g) 2.136 (0.56) 1.77 (0.41) (17%) 1.49 (0.79) * (30%)
Limb strength gain (%) —25.01 (2.29) —1.51 (3.29) ***, +93% —5.27 (6.9) ¥, +78%

Variables are presented as mean (standard deviation). Abbreviations: LC, lung cancer; g, grams; h, hour. Statistical significance is
represented as follows: * p<.05; *** p 6001 between any of the cachectic mice treated with either curcumin or resveratrol and the
nontreated LC-induced cachexia mice.
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3.2. Structural Phenotypic Characteristics

No significant improvements in the proportions of muscle fiber types were detected in
any of the analyzed muscles in the mice treated with the polyphenolic compounds (Table 2
and Figure 2A,B). Importantly, the areas of both type I and type II fibers were significantly
greater in the gastrocnemius and soleus muscles of cachectic mice treated with either
curcumin or resveratrol than in nontreated cachectic rodents (Table 2 and Figure 2A,B).
The proportions of muscle abnormalities, including the proportions of internal nuclei and
inflammatory cells, were significantly lower in the gastrocnemius and soleus of the
cachectic mice treated with either curcumin or resveratrol compared to nontreated cachectic
animals (Table 2 and Figure 3A,B).

Table 2. Structural characteristics of the gastrocnemius and soleus muscles in the study groups of mice.

LC-Cachexia + LC-Cachexia +

LC-Induced Cachexia

Muscle N 1m Curcumin Resveratrol
(N=10) (N=10)
Muscle fiber type, %
Type I fibers Gastrocnemius 12.34(1.9) 16.03 (4.4) 14.16 (3.4)
Soleus 49.08 (5.01) 52.98(9.38) 54.87 (5.94)
Type Il fibers Gastrocnemius 87.65 (1.9) 83.97 (4.4) 85.83 (3.4)
Soleus 50.92 (5.01) 47.02 (9.38) 45.13 (5.94)
Cross-sectional areas
ok
Type I fibers (Um?) Gastrocnemius 499.34 (71.9) 695.06 (136.63) *, +34% 71144 (240.26) 7,
+36%
Soleus 528.65 (111.06) 799 (159.48) **, +51% 770.66 (102.86) **, +46%

Type II fibers (um?)

Muscle structural
abnormalities, %
Total abnormal fraction

Internal nuclei

Inflammatory cells

Gastrocnemius

464.79 (53.88)

688.04 (132.61) ***,
+49%

648.2 (134.2) **, +34%

Soleus 443.16 (69.50) 603.17 (103.95) **,+36%  592.01 (99.27) *, +34%
Gastrocnemius 3.8(0.84) 2.85(0.94) * 1.9 (0.27) ***
Soleus 9.25(1.88) 3.57 (0.55) *** 3.73 (0.39) ***
Gastrocnemius 2.34(0.54) 2.23(0.8) 1.21(0.2) **
Soleus 6.08 (1.36) 3.17 (0.43) *** 2.3 (0.5) ***
Gastrocnemius 1.26 (0.59) 0.5(0.32) * 0.58 (0.31) *
Soleus 1.56 (1.48) 0.36 (0.29) * 0.49 (0.3) *

Variables are presented as mean (standard deviation). Abbreviations: LC, lung cancer; ym?, square micrometers. Statistical significance is

represented as follows: ¥, p 8.05; **, [4 0501 ***, [4 0901 between any of the cachectic mice treated with either curcumin or resveratrol and
the nontreated LC-induced cachexia mice.
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Figure 2. (A) Representative images of muscle fibers (X200) of gastrocnemius (A) and soleus (B) muscle of all study groups of
mice. Slow-twitch fibers (I symbol within the fibers) werepositively stained with the corresponding antibody (brown color), while
the nonstained fibers were fast-twitch ones (II symbol within the fibers).
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Figure 3. Representative images of cross gastrocnemius (A) and soleus (B) muscle sections with H&E staining. An example of an
internal nucleus (red arrow) and an inflammatory cell(blue arrow) are indicated.
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3.3. Sirtuin-1 Protein Content

Sirtuin-1 protein levels significantly increased in both limb muscles of the cachectic
mice treated with either curcumin or resveratrol compared to nontreated cachectic rodents
(Figure 4A-C).

A d d h LC h +curcumin LC-cachexia+resveratrol
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Figure 4. Representative immunoblots of sirtuin-1 and GAPDH proteins in the gastrocnemius (A) and soleus (B) muscles of all
study groups of mice. Definition of abbreviations: MW, molecular weight; kDa, kilodalton; OD, optical densities; a.u.,
arbitrary units; LC, lung cancer; GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; (C) box plots of sirtuin-1 protein
content in gastrocnemius and soleus muscles of the different study groups of mice, as measured by optical densities in
arbitrary units (OD, a.u.). Statistical significance is represented as follows: *, p < 0.05; **, p < 0.01 between any of the study
groups and the LC-induced cachexia mice in gastrocnemius and soleus muscles.

3.4. Muscle Specific Proteins

No significant differences in protein levels of actin or myosin heavy chain were
detected in either gastrocnemius or soleus muscles among the study groups of mice
(Figure 5A-D).

3.5. Muscle Proteolytic Markers

A significant increase in plasma troponin I levels was detected in the cachectic mice
only on day 30 compared to levels on days 0 and 15 (Figure 6). Interestingly, a significant
decline in systemic troponin I levels was seen in mice treated with either curcumin or
resveratrol only in the 30-day time-point (Figure 6). A significant reduction in protein
levels of MuRF-1 and atrogin-1 was observed in the gastrocnemius and soleus muscles of
cachectic mice treated with either curcumin or resveratrol compared to limb muscles in
the nontreated mice (Figure 7A-D). Protein levels of the 20S subunit of the C8 proteasome
marker were significantly lower only in the gastrocnemius, but not in the soleus, of the
cachectic mice treated with either curcumin or resveratrol compared to nontreated cachectic
animals (Figure 7A,B,E). Total levels of protein ubiquitination did not significantly differ
among the study groups for any of the study muscles (Figure 7A,B,F).
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Figure 5. Representative immunoblots of actin, MyHC, and GAPDH protein content in the gastrocnemius (A) and soleus
(B) muscles of all study groups of mice. Box plots of actin (C) and MyHC (D) protein content in gastrocnemius and soleus
muscles of the different study groups of mice, as measured by optical densities in arbitrary units (OD, a.u.). Definition of
abbreviations: a.u., arbitrary units; MW, molecular weight; kDa, kilodalton; LC, lung cancer; MyHC, myosin heavy chain;
GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. ns, non significant.
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Figure 6. Box plots of plasma troponin I (ng/mL) of the different study groups of mice on days 0,

15 and 30. Definition of abbreviations: ng, nanogram; mL, milliliter; LC, lung cancer. Statistical
significance is represented as follows: 8, p < 0.05 levels in plasma of LC-induced cachexia mice

between day 30 and day 0: *, p < 0.05; plasma levels in cachectic mice treated with either curcumin

or resveratrol and the nontreated cachectic mice at day 30.
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Figure 7. Representative immunoblots of C8-20S, total ubiquitinated proteins, MuRF-1, Atrogin-1, and GAPDH protein content
in the gastrocnemius (A) and soleus (B) muscles of all study groups of mice. Box plots of MuRF-1 (C), Atrogin-1 (D), 20S
subunit of the C8 proteasome marker (E), and total ubiquitinated proteins (F) protein content in gastrocnemius and soleus
muscles of the different study groups of mice, as measured by optical densities in arbitrary units (OD, a.u.). (Definition of
abbreviations: OD, optical densities; a.u., arbitrary; MW, molecular weight; kDa, kilodalton; LC, lung cancer; C8-20S, 20S
proteasome alpha subunit; MuRF-1, muscle ring finger protein 1; GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase.
Statistical significance is represented as follows: *, p < 0.05; **,p < 0.01; ***, p < 0.001, ns, non significant, between any of

the study groups and the LC-induced cachexia mice in gastrocnemius and soleus muscles.

3.6. Muscle Atrophy Signaling Markers
Total levels of the signaling marker NF-kB p50 significantly decreased in the soleus, but
not in the gastrocnemius, of the cachectic mice treated with either curcumin or resveratrol

70



Molecules 2021, 26, 4904 130f18

compared to nontreated animals (Figure 8A-C). Total protein levels of Fox03 significantly
declined in both limb muscles of the cachectic mice treated with either curcumin or resver-
atrol compared to nontreated mice (Figure 8A,B,D).
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Figure 8. Representative immunoblots of NF-kB p50, Fox03, and GAPDH protein content in the gastrocnemius (A) and
soleus (B) muscles of all study groups of mice. Box plots of Nf-kB p50 (C) and Fox03 (D) protein content in gastrocnemius
and soleus muscles of the different study groups of mice, as measured by optical densities in arbitrary units (OD, a.u.).
Definition of abbreviations: OD, optical densities; a.u., arbitrary units; MW, molecular weight; kDa, kilodalton; LC, lung
cancer; NF-kB, nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells; Fox03, Forkhead box 03; GAPDH,
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. Statistical significance is represented as follows: *, p < 0.05; **, p < 0.01;
**% p < 0.001, ns, non significant, between any of the study groups of mice treated with either curcumin or resveratrol and the
LC-induced cachexia mice in gastrocnemius and soleus muscles.
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4. Discussion

In the current study, the most relevant results were that treatment with the polypheno-
lic compounds curcumin and resveratrol via a sirtuin-1 mechanism elicited beneficial effects
in tumor-bearing mice with severe cachexia as demonstrated by the clear improvement
seen in body and muscle weights as well as in limb muscle strength. Importantly, cross-
sectional areas of both slow- and fast-twitch muscle fibers also significantly increased in the
limb muscles of the cachectic mice treated with either curcumin or resveratrol. Moreover,
muscle proteolysis and the expression of the target proteolytic markers was also attenuated
by the effects of curcumin and resveratrol in both slow- and fast-twitch type muscles in
this model of cancer cachexia. Expression levels of atrophy signaling markers were also
attenuated as a result of treatment with either resveratrol or curcumin in both limb muscle
types. The most relevant findings are discussed below.

In this model of cancer cachexia, treatment with either resveratrol or curcumin elicited
an improvement in muscle phenotype of the target limb muscles. Furthermore, the weights
of the gastrocnemius and soleus muscles were significantly greater in the cachectic mice
treated with the polyphenolic compounds. The degree of muscle structural abnormalities
also declined in the hindlimb muscles of the treated animals. Altogether these are relevant
findings that may partly account for the amelioration observed in limb muscle strength in the
cachectic mice treated with the polyphenolic compounds compared to the nontreated
animals. In line with this, similar results were also reported in different models, in which the
mouse limb muscles were exposed to disuse muscle atrophy [15,27] and animals received
treatment with curcumin and resveratrol.

Biological events such as DNA repair, cell survival, and aging [32,33] are regulated
by the nicotinamide adenine dinucleotide (NAD)+ dependent histone deacetylase sirtuin-
1. Muscle proteolysis may also be modulated by the action of sirtuin-1 activity [27]. In
keeping with this, a decline in sirtuin-1 protein levels was also demonstrated in limb
muscles and myotubes of patients with COPD and severe muscle wasting [34], as well
as in mice exposed to hindlimb unloading [15,27]. In the present investigation, treatment
with resveratrol and curcumin of the cancer cachectic mice elicited favorable effects in a
similar fashion in both slow- and fast-twitch limb muscle types. Interestingly, a significant
rise in sirtuin-1 protein content was detected in the gastrocnemius and soleus muscles of
mice treated with either curcumin or resveratrol. These relevant findings suggest that the
benefits observed in the cachectic limb muscles are mediated to a great extent by the
actions of sirtuin-1. Furthermore, skeletal muscle damage, a common feature in cancer-
induced cachexia [3,4,7,28,31], also decreased in the animals treated with any of the two
polyphenolic compounds compared to the nontreated mice. Interestingly, the reduction
in muscle structural abnormalities was further confirmed by the significant reduction
observed in plasma troponin I levels of the treated mice. In addition, protein levels of the
E3 ligases MuRF-1 and atrogin-1 and the 20S proteasome C8 subunit also decreased in the
limb muscles in response to treatment with either resveratrol or curcumin in the cachectic
rodents. Collectively, these results suggest that the polyphenolic compounds most likely
exerted their beneficial effects on muscle phenotype and function through the action of
sirtuin-1, as also previously reported in models of disuse muscle atrophy [15,27]. In fact,
curcumin was demonstrated to attenuate the expression of atrophy signaling pathways
and muscle protein degradation [27].

Another point that warrants attention is to explore whether the administration of a
combined therapy with curcumin and resveratrol may enhance the beneficial effects on the
skeletal muscles in this mouse model of cancer-associated cachexia as previously shown to
occur in patients with chronic kidney failure [35]. Indeed, this will be an excellent avenue for
research in the near future. Another aspect that also deserves special attention was the
significant reduction seen in tumor weight in the cachectic mice treated with resveratrol
(30%), but not in those treated with curcumin (17%). Despite that the reduction in tumor
size was not very large, in the animals treated with resveratrol, a potential direct effect on the
muscles resulting from the smaller tumor burden cannot be ruled out. On the other
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hand, curcumin predominantly exerted its beneficial effects directly on muscle proteolysis
and function. Indeed, the improvement in limb muscle strength elicited by curcumin was
larger than that induced by resveratrol. Previous results put forward that resveratrol also
significantly reduced tumor burden through inhibition of proliferation and induction of
autophagy in mice with ovarian cancer for several weeks [36].

Resveratrol-related effects on health and lifespan are dependent on the activation of
sirtuin-1 [37]. Muscle mass and function also significantly improved in elderly subjects
in response to combined treatment with aerobic exercise training and resveratrol [38]. In
a model of muscle-specific sirtuin-1-deficient mice, resveratrol elicited a beneficial effect
on mitochondrial function and biogenesis [22]. On the other hand, sirtuin-1 has also been
implicated in the negative regulation of insulin-like growth factor (IGF)-I and downstream
Akt/mTOR signaling in skeletal muscles during senescence [39]. In one review [39], the
role of sirtuin-1 in maintaining skeletal muscle mass in healthy aging was thoroughly
discussed. Furthermore, in mice, resveratrol was also shown to induce beneficial effects on
the process of muscle regeneration following unloading for several days [15].

Importantly, it has been recently proposed that resveratrol may exert dichotomic
effects in different experimental models [40,41]. Previous work clearly demonstrated that
tyrosyl-tRNA synthetase is a biological and physiological target of resveratrol and that
this step is crucial in the conversion of trans- to cis-resveratrol [41]. Also, trans-resveratrol
was shown to convert to cis-resveratrol in physiological processes, and cis- and trans-
resveratrol forms were identified in the metabolic profiles of cells and tissues exposed to
trans-resveratrol treatment [40,42]. Thus, the trans- to cis- conversion accounts for a novel
thiol-dependent mechanism that mediates the favorable effects of resveratrol in in vivo
models [40]. The tyrosyl-tRNA synthetase signaling mechanism probably accounts for
most of the beneficial effects of resveratrol, including anti-inflammatory properties [43].
However, full elucidation of the biological significance of the two distinct conformations
of resveratrol is still needed in different models. Future research should focus on the
identification of whether cis- or trans- conformations exert the beneficial effects seen in
different experimental models.

In the present investigation, expression of the signaling pathway NF-kB p50 subunit
declined only in the gastrocnemius of the animals treated with the polyphenolic compounds
compared to nontreated mice. These findings imply that the NF-kB pathway partly signaled
the process of loss of muscle mass and function in the cachectic mice. Hence, it is likely
that the decrease in NF-kB pathway expression observed in the mice treated with either
resveratrol or curcumin partly elicited the beneficial effects seen on muscle function,
structure, and biology. Likewise, similar effects were also reported in other models such as
in aged muscles, in which NF-kB was also involved [19-21,23].

Importantly, expression levels of Fox03 also experienced a decline in both muscle
types as a result of the treatment with either resveratrol or curcumin of the cachectic
mice. These relevant observations suggest that FoxO3 may be is a prominent pathway in
this model of muscle wasting and that the polyphenolic compounds may also exert their
beneficial effects through attenuation of Fox03 signaling pathway. These results also confirm
previous findings reported in other models of muscle wasting and sarcopenia, inwhich
Fox03 was also involved in the process of muscle wasting [8,28].

Study Critique

A limitation in this study is related to the potential extrapolation of the results to clinical
settings of patients with cancer-associated cachexia. In view of the present findings, future
investigations targeted to identify whether resveratrol and curcumin or even other
polyphenolic compounds may attenuate muscle proteolysis in patients with oncologic
cachexia should be designed. On other hand, it should also be mentioned that previous
investigations did not show positive effects on muscle wasting in rats or mice in subacute (7-
14 days) cancer-induced cachexia models [16,25]. In the latter model [25], in vitro ad-
ministration of resveratrol did elicit beneficial effects as a reduction in protein degradation
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as observed in rat limb muscles. The nature of the cancer cells inoculated to the rodents, the
different conformations of resveratrol (cis- and trans-) [40], the different doses used in vivo
and in vitro, and the duration of the experimental models may account for discrepancies
or differences in the reported results among studies [16,25,40].

Despite these concerns, in the present study, a significant improvement in limb muscle
strength was observed in the cachectic mice treated with either polyphenolic compound. In
the mice treated with curcumin, this improvement was even greater, while tumor size did not
differ significantly from the nontreated controls. Thus, curcumin exerted anticachectic effects
in this mouse model of cancer cachexia.

Another potential limitation was related to the use of female mice in the study. For
the sake of coherence and consistency with previously published results [3,7,15,27-29,31],
female mice were used in the current investigation. Furthermore, cancer cachexia usually
develops at a relatively late stage in life, time at which differences between men and female
patients are less likely.

5. Conclusions

The polyphenolic compounds curcumin and resveratrol elicited beneficial effects on
fast- and slow-twitch limb muscle types in cachectic mice through attenuation of atrophy
signaling pathways and induction of a sirtuin-1 dependent mechanism. Limb muscle
strength, body and muscle weight, and the size of both slow- and fast-twitch myofibers
along with reduced muscle damage and troponin I levels notably improved in response to
treatment with either curcumin or resveratrol through attenuation of muscle proteolysis
in cancer cachectic mice. Curcumin exerted more powerful anticachectic effects as tumor
size was not significantly modified by this compound, while a larger improvement in
muscle function, structure, and biology was demonstrated in the cancer cachectic mice.
Future studies should specifically target the profile of the biological and physiological
outcomes resulting from the two distinct resveratrol conformations. Furthermore, the
potential beneficial enhancement of combination therapy with curcumin and resveratrol on
cachectic muscles should also be explored in future investigations. The findings reported
herein have future therapeutic implications, as these natural compounds may be used in
clinical settings for muscle mass loss and dysfunction including cancer cachexia.
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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 tamario fibrilar y la fuerza muscular. Ademas, el
dafio 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 | 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
protedlisis descendieron significativamente, destacando:
MuRF-1, Atrogin-1 y proteasoma. Por ultimo, destaco la
importante disminucion de los factores de transcripcion
NFkB-p50 y FoxO3, como resultado de la sobreexpresion
de Sirt-1, por parte de ambos grupos tratados con
polifenoles.
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DISCUSION

La caquexia cancerosa supone un proceso de progresivo
deterioro y pérdida de masa muscular. Este deterioro resulta
como consecuencia del desarrollo de una enfermedad croénica,
como el cancer o EPOC, lo cual afectara desde un primer
momento a las caracteristicas principales del musculo
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 sufrirA unos efectos cada vez mas
agudizados de la patologia que origind la caguexia. De esta
forma, un paciente con cancer, al desarrollar caquexia,
disminuye enormemente su probabilidad de supervivenciaante
este. Por una parte, el cuerpo del paciente esta 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 situacién, y teniendo
en cuenta que la caquexia puede asociarse a numerosas
enfermedades, es importante y necesario, la busqueda 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 inoculacion subcutanea de células

LPO7, que permiten el desarrollo de un modelo murino de
80



caquexia cancerosa (11,12,128,131). De esta forma se logré
representar esta afeccion a la perfeccion, con una pérdida de
masa y fuerza muscular similar a la caquexia natural, y con
una importante activacion de las rutas de protedlisis, con
aumento de sus componentes como MuRF-1 o Atrogin-1y de
marcadores moleculares de atrofia en los grupos tumor
comparados a los grupos control sanos (11,12,57,128,131—
135). A patrtir de la bibliografia 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 disefié 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 inoculacion de células
tumorales, el peso corporal y muscular, el area de sus fibras 'y
la fraccién normal del musculo se ven enormemente reducidas
por efecto del desarrollo del tumor, que aumenta el estrés
oxidativo, el proceso inflamatorio y aumenta la expresion de

marcadores de protealisis.

Con estos precedentes se tratd de probar la hipotesis
mediante un modelo murino (Balb/c) de atrofia y caquexia
muscular, por inoculaciéon de células LPOQ7, tratados con
curcumina o resveratrol. De esta forma, como se mostr6 en la

presente tesis, la hipétesis 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 tamafio de seccion en sus fibras musculares
(gastrocnemio y soleo) y ademas presentaron un menor perfil

proteolitico que el grupo tumor no tratado.

En primer lugar, los grupos tratados presentan una
disminucién mucho menor en la variacion del peso total de los
ratones de cada grupo, donde se observé 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.
Ademas, destac6 también el efecto protector de ambos
polifenoles en la perdida de musculo 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.
Légicamente 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 dia 0 al 30, en comparacion al
grupo no tratado que disminuyo su fuerza a lo largo del
proceso, como consecuencia del desarrollo de la caquexia sin

tratamiento.

En segundo lugar, los tratamientos ademas mostraron cierto

82



efecto protector a nivel de la estructura molecular del musculo
esquelético de las extremidades. Tanto el gastrocnemio como
el séleo de ambos grupos de ratones caquécticos tratados,
tanto con curcumina como resveratrol, mostraron una mayor
area de sus fibras musculares, tanto de las fibras tipo | como
de las fibras tipo Il. Este mayor tamario 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, inflaméandolas o necrosandolas se vio
significativamente reducido en los grupos de ratones
caquécticos tratados en comparacion con el control caquéctico

no tratado.

Por udltimo, para completar el estudio in vivo y el analisis
estructural, se realizaron diferentes pruebas para medir la
protedlisis y el estado de las proteinas estructurales y
funcionales de los distintos grupos de ratones. Se midio la
concentracion de la troponina | en sangre, que se utiliza en
numerosos estudios como marcador de la protedlisis, y se
realizaron pruebas de western-blotinmunoblot para hacer una

comparaciéon semicuantitativa, entre los grupos caquécticos

tratados y el control caquéctico no tratado, de los marcadores
proteicos claves en el estudio: desde los marcadores mas
comunes implicados en la proteolisis (MuRF-1, Atrogin-1,
proteasoma, Ubiquitina total), proteinas estructurales del
muasculo (actina y miosina), proteinas implicadas en la
sefializacion de la atrofia muscular (FoXO3, NFkB-p50) y por
altimo se midio la concentracion de Sirtuina-1 de cada grupo

para comprobar la activacion de esta deacetilasa por parte de
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los dos polifenoles. Como resultado, se observo el efecto
activador de los polifenoles ya que se confirmé el significativo
aumento de Sirt-1 en ambos grupos tratados comparados con
el grupo caquéctico control sin tratamiento. Esta activacion de
la sirtuina-1 por parte de los grupos tratados con curcumina o
resveratrol podria ser la clave para los resultados observados
en los marcadores de protedlisis y sefalizadores de caquexia:
Tanto los ratones caquécticos tratados con curcumina , como
los tratados con resveratrol mostraron un perfil proteico con
significativamente menor componente proteolitico y atréfico
que el grupo control no tratado, que consecuentemente,
mostro un perfil proteico con elevada presencia de marcadores

de protedlisis y atrofia muscular.

Como se mostré 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 razon de su efecto comun se debe a su principal mecanismo

de actuacion: la activacion de la deacetilasa sirtuina-1.

Estos descubrimientos resultaron en acuerdo con la biografia
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
habia observado en modelos animales de otras patologias
como problemas respiratorios, enfermedades hepéticas,
anorexia reumatismos y sinusitis (102,106,107,121-123).
Ambos tratamientos presentan, como se comentd, un

mecanismo comun, la activacion de la sirtuina-1. Esta
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activacion, como se vio en estudios previos del grupo (9) y en
la presente tesis produce una cascada de sefializacion, por
aumento de la expresion de Sirt-1, que inhibe la expresién de
los factores NF-kB y FoxO (102,103,112—-
116,121,122,124,125), factores clave en la protedlisis
muscular, y por lo tanto disminuye la pérdida de masa
muscular y la reduccién del area de las fibras que forman los

musculos de los animales tratados por causa del tumor.

El efecto protector de la curcumina contra la protedlisis, ya se
habia observado en estudios anteriores del grupo (9), en los
cuales el tratamiento con curcumina de animales con atrofia
muscular por inmovilizacion, disminuia significativamente el
perfil proteolitico, medido por la liberacion tirosina y la
concentracion de troponina | en sangre, que se verian
significativamente reducidas. Ademas numerosos estudios
confirmaron la regulacién celular que ejerce la activacién de
Sirt-1, reduciendo la respuesta al estrés de las células,

alterando su metabolismo y mejorando la supervivencia

celular por desacetilaciéon de proteinas diana (136—138). De
esta forma se confirmarian estos anteriores resultados con los
obtenidos en la presente tesis, en los que los valores de
troponina | en sangre, usado como marcador de protedlisis en
numerosos estudios, disminuyen en ambos grupos
caquécticos tratados con curcumina o resveratrol en
comparacion con el grupo caquéctico control sin tratamiento.
A este resultado se le une una menor fracciébn anormal
presente en las fibras de los musculos 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 dafio en el

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

La principal via de protedlisis 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 patologias o condiciones, estas ligasas se
sobreexpresan, lo cual se ve traducido en un desequilibrio
entre sintesis y degradacion de proteinas, que lleva a los
musculos a aun estado de pérdida de masa muscular. Este
aumento de atrogin-1 y MuRF-1 serd responsable de una
mayor ubiquitinacion de proteinas que posteriormente seran
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 croénica (12,104,128,143) o

inmovilizacién (11,87,144) de las extremidades. Partiendo de
estos conocimientos, para que la curcumina y el resveratrol
fueran tratamientos validos para la caquexia, deberia
observarse cierta reduccién de esta sobreexpresion de
marcadores de protedlisis. Destacaria aqui 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, ademas de que se observdé una disminucion

significativa de la expresion de la subunidad C8-20S del
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proteasoma. Estas disminuciones de los marcadores de
protedlisis del UPS confirmaron los resultados obtenidos en el
ELISA de troponina | en sangre y en el analisis de la fraccion
anormal de los musculos de las extremidades (gastrocnemio y
séleo). Estos resultados implican como consecuencia directa
los resultados fisioldgicos obtenidos, en los que los dos grupos
tratados tanto con curcumina como con resveratrol presentan
un menor perfil proteolitico, lo cual Ibgicamente 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 caqueéctico no tratado.

Entre otros, estas alteraciones del UPS durante la caquexia
cancerosa, vienen reguladas por factores de transcripcion,
siendo los mas 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 inmovilizacion muscular,
como se confirmo por anteriores estudios (11,80,87,144). Este
aumento se ha relacionado con una mayor activacion de las
E3 ligasas de ubiquitina, que se traduce en una mayor
degradacion muscular. En la presente tesis, la desregulacion
de los factores FoxO se vio reducida en los dos grupostratados
con polifenoles, en gastrocnemio y séleo, en comparacion con
el grupo no tratado. Estos resultados serian acordes al
resultado obtenido para las concentraciones de lasi3 ligasas,
ya que la disminucion de FoxO3 concuerda con ladisminucién
de MuRf-1y atrogin-1.

A la par que FoxO, como se comentd con anterioridad, la via
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de sefalizacion NF-kB ejerce un papel regulatorio
fundamental del desgaste y la atrofia muscular. Durante
condiciones de atrofia y desgaste muscular, asociado a
caquexia o inmovilizacion muscular, la familia NF-kB se
encuentra en mayor concentracion en comparacion con un
individuo sano. Estudios previos (145,146) reportaron que una
mayor expresion de factores de transcripcion NF-kB inducen
una mayor atrofia fibrilar y una mayor pérdida de masa
muscular, a través de una sobreexpresion y activacion del
UPS. Los resultados obtenidos en la presente tesis confirman
la disminucion de la expresion del factor de transcripcion NF-
kB p50 como consecuencia de ambos tratamientos

comparados con el control caquéctico no tratado.

Este proceso regulatorio vendra desempefiado por la sirtuina-
1, una deacetilasa implicada en la regulacion de la atrofia y
desgaste muscular. Sirt-1, tras su activacion por parte de tanto
la curcumina como del resveratrol, ejerce su accién principal
sobre las familias de factores NF-kB y FoxOs, regulando
funcion a través de la desacetilacion 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 reduccién del perfil atréfico de los grupos caquécticos
tratados puede deberse a la reduccion tanto en autofagia
como en protedlisis en respuesta a su tratamiento con los
compuestos polifendlicos, como ponen de acuerdo otros
estudios que afirman que el tratamiento con compuestos
polifendlicos reduce la ratio de nucleos apoptoticos en el
musculo (150-152).

88



Tomando en consideracion los resultados obtenidos, junto con
las afirmaciones de otros estudios sobre los efectos positivos
de la curcumina sobre el aumento de la sintesis proteica, por
medio del bloqueo de la via NF-kB, indican los efectos
beneficiosos que ejerce la curcumina sobre el gastrocnemio
de los ratones, gracias a la reduccion de la proteolisis y al
aumento de la sintesis (109,118,153). Ademas, el resveratrol
también se vio relacionado con el aumento de la proliferacion
de precursores miogénicos, mejorando la reparacion muscular
tras el dafo. De esta forma estos dos compuestos se ha
confirmado que por una parte inhiben las rutas proteoliticas y

atréficas por medio de la activacion de Sirt-1, y por otra parte

potencian la sintesis proteica. Esta afirmacién con la
confirmacién de la hipotesis de la presente tesis, pone de
manifiesto la importancia de tanto la curcumina y resveratrol
como tratamiento contra la caquexia producida por
enfermedades crénicas, como en este caso el cancer de

pulmén.
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CONCLUSION

Los compuestos polifendlicos, curcumina y resveratrol,
ejercieron un efecto protector sobre los musculos rapidos y
lentos en ratones caquécticos, debido a la activacion que

ejercen sobre el mecanismo dependiente de sirtuina-1.

La fuerza muscular, el peso total y muscular, el tamafio de las
fibras musculares y la reduccién del dafio muscular y niveles
de troponina | mejoraron en gran medida en los ratones

tratados con curcumina o resveratrol.

El efecto protector de los polifenoles viene determinado
ademas de por la activacion de Sirt-1, por la inactivacién 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 funcién 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 deberian tratar de explorar el potencial
de estos polifenoles con un tratamiento méas prolongado, para
tratar de comprender los beneficios totales de estos
polifenoles y su efecto protector. Podria realizarse con este
cometido un estudio comparativo entre diferentes periodos de
tratamiento y tratar de hallar la pauta de tratamiento que

mejores beneficios produzca.

Ademas, estos tratamientos con polifenoles no son tan
invasivos como otros tratamientos contra estas patologias, por
lo que se podria también, tratar de hallar una combinacién
entre un tratamiento quimico, como seria el tratamiento con
polifenoles, y un tratamiento fisico, como un entrenamiento
muscular, también poco invasivo y que con cierta certeza seria

una buena terapia frente a la caquexia y atrofia muscular.

Con esta idea se podria tratar de disefiar 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 trataria de
desarrollar un entrenamiento y una pauta nutritiva
complementaria a la quimioterapia, que mejore el estado fisico
del paciente, permitiéndole una mayor resistencia a la
guimioterapia, y por lo tanto una mejor calidad de vida y

mejores perspectivas de futuro.
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