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DESCRIPCION

Utilizacién de formoterol en el tratamiento profildctico y/o terapéutico de la pérdida muscular y/o el sindrome
caquéctico que estdn asociados con los estados catabdlicos de determinadas enfermedades, tales como el céncer, el
sida, las infecciones, las diabetes y otras.

La presente invencion se refiere al campo de la medicina humana, y especificamente a una nueva utilizacién de un
compuesto destinado al tratamiento de enfermedades o estados particulares en el ser humano.

Antecedentes de la técnica

Quiza la manifestacién mas comun de la enfermedad maligna avanzada es el desarrollo de caquexia de cancer. En
efecto, la caquexia se produce en la mayoria de pacientes de cancer, y es responsable de la muerte de 22% de ellos.
Ademads de en el cancer, la caquexia se produce asociada a otras enfermedades o estados, tales como el sindrome de in-
munodeficiencia adquirida (SIDA), traumatismo o sepsis. Entre las anormalidades asociadas a la caquexia se incluyen
anorexia, pérdida de peso, pérdida y atrofia musculares, anemia y alteraciones del metabolismo de los carbohidratos,
de los lipidos y de las proteinas (ver Argilés J.M. et al., “The metabolic basis of cancer cachexia”, Med. Res. Rev.
17:477-98, 1997). El grado de caquexia estd inversamente correlacionado con el tiempo de supervivencia del paciente
y siempre implica un prognéstico pobre. Una de las caracteristicas mds relevantes de la caquexia es la astenia (es
decir, la falta de fuerza muscular), que refleja la importante pérdida de masa muscular que tiene lugar en el paciente
caquéctico de cdncer. La astenia también se caracteriza por una debilidad general, asi como por fatiga fisica y mental.
Ademds, la reduccion de la masa corporal magra es una de las tendencias principales de la caquexia e implica no s6lo
el musculo esquelético sino que también afecta a las proteinas cardiacas, resultando en importantes alteraciones del
comportamiento cardiaco.

Se han propuesto varias estrategias para tratar la caquexia, aunque sélo algunas han alcanzado un nivel clinico con
resultados positivos. Sin embargo, la mayoria de ellas han mostrado problemas derivados de su utilizacién. Entre los
farmacos anticaquécticos mds ampliamente utilizados se encuentran varios derivados de la progesterona (por ejemplo
el acetato de megestrol y la medroxiprogesterona), que pueden mejorar el apetito y la ganancia de peso, aunque el
incremento observado de la masa corporal se debe principalmente a una masa grasa y retencion de agua incrementa-
dos, sin efectos significativos sobre el indice de Kamofsky (una medida del nivel de actividad para los pacientes de
céncer). El canabinoide dronabinol puede mejorar la caquexia en pacientes tanto de cdncer como de SIDA, aunque
muchos de ellos experimentan efectos secundarios, tales como euforia, mareo, somnolencia y confusién. Se ha utili-
zado la insulina como intensificador del apetito (con el fin de mejorar la anorexia), pero se ha demostrado que estd
asociada a un incremento del peso tumoral. Los corticoesteroides (por ejemplo la dexametasona o la prednisolona),
en el caso de que se utilicen en tratamientos prolongados, aparentemente conducen a un estado de debilidad, delirio,
osteoporosis € inmunosupresion, y aparentemente no presentan ningin efecto significativo sobre la reduccion de la
mortalidad. El clembuterol es otro compuesto que ha demostrado algiin efecto anticaquéctico, pero su toxicidad en el
ser humano y en animales (especialmente sus efectos negativos sobre el corazén) no ha permitido la realizacién de
ensayos clinicos (ver Carb6 N. et al., “Comparative effects of beta2-adrenergic agonists on muscle waste associated
with tumor growth”, Cancer Lett. 115:113-8, 1997; Hoffman R.J. et al., “Clembuterol ingestion causing prolonged
tachycardia, hypokalemia, and hypophosphatemia with confirmation by quantitative levels”, J. Toxicol. Clin. Toxicol.
39:339-44, 2001). La utilizacién de anticuerpos y receptores solubles de citoquinas es un enfoque prometedor para
tratar la caquexia, aunque estos tratamientos son excesivamente caros debido a que requieren un nimero muy grande
moléculas para bloquear por completo la accién de las citoquinas. La utilizacién de esteroides anabélicos (por ejemplo
la nandrolona y la oximetolona) presenta importantes efectos secundarios adversos, tales como la masculinizacién, la
retencién de fluidos y la toxicidad hepdtica. El sulfato de hidrazina ha sido utilizado como farmaco anticaquéctico,
pero presenta algunos problemas derivados de su toxicidad (ver Argilés J.M. et al., “Cancer cachexia: a therapeutic
approach”, Med. Res. Rev. 21:83-101, 2001).

De esta manera, resulta altamente deseable proporcionar nuevos agentes terapéuticos para el tratamiento de la
caquexia y la pérdida de masa muscular. En particular, resulta deseable disponer de nuevos agentes terapéuticos con
una eficiencia anticaquéctica elevada y consecuencias no téxicas.

Sumario de la invencion

En el contexto de la presente invencidn se ha descubierto que el formoterol, utilizado hasta ahora para el tratamiento
del broncoespasmo asociado al asma, muestra una potente eficiencia anticaquéctica con efectos secundarios adversos
relativamente reducidos y baja toxicidad.

El formoterol es un compuesto racémico que presenta la férmula quimica adjunta (mostrando la estereoquimica
relativa de uno de los dos enantiémeros) y es un agonista selectivo para el adrenoceptor 5, altamente potente que com-
bina las ventajas clinicas de un rapido inicio y una duracién prolongada de su accioén. Este compuesto se utiliza en el
ser humano para el tratamiento del broncoespamo asociado al asma. El formoterol in vitro es un potente relajante del
musculo liso de las vias respiratorias de eficacia elevada y muy elevada afinidad y selectividad para el adrenoceptor 3,.
Ademas de la relajacion del misculo liso de las vias respiratorias, el formoterol inhibe un abanico de procesos infla-
matorios agudos en modelos animales, incluyendo la activacién e infiltracion de eosindfilos en las vias respiratorias,
la fuga microvascular y la liberacién de mediador inducida por antigeno en los pulmones en el ser humano. Ademads,
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el formoterol relaja el musculo liso bronquial y también proporciona importantes beneficios clinicos en pacientes sin-
tomadticos con enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD). El formoterol, como otros agonistas adrenoceptores
[, de accidén prolongada, atentia la reaccién asmadtica tardia inducida por alérgeno y, bajo determinadas condiciones,
presenta mds efecto que otros agonistas adrenoceptores [3,, tales como el salbutamol y el salmeterol (ver Linden A. et
al., “Salmeterol, formoterol y salbutamol in the isolated guinea pig trachea: differences in maximum relaxant effect
and potency but not in functional antagonism”, Thorax 48:547-53, 1993).
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La presente invencion se refiere a la utilizacién del formoterol o de una sal farmacéuticamente aceptable del mis-
mo, o de un solvato farmacéuticamente aceptable de cualquiera de las mismas, para la preparacion de un medicamento
destinado al tratamiento profilactico y/o terapéutico de la reduccién de la masa muscular y/o del sindrome caquéctico,
encontrandose ambos asociados a un estado catabdlico en un mamifero, en particular en el ser humano. La expresién
“estado catabdlico” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a una situacion fisiopatoldgica en la que se
encuentran activadas las rutas catabdlicas. Son ejemplos de rutas catabdlicas la glucogenolisis hepatica, la lipolisis
en el tejido adiposo, la proteolisis en el muisculo esquelético y la termogénesis. De esta manera, la invencién pue-
de utilizarse para el tratamiento de un paciente que sufre de pérdida de masa muscular y/o de sindrome caquéctico,
asociados ambos a un estado catabdlico en un mamifero, en particular en el ser humano, que comprende la administra-
cion de una dosis terapéutica aceptable de formoterol o de sales y/o solvatos farmacéuticamente aceptables del mismo,
conjuntamente con excipientes farmacéuticamente aceptables. En una forma de realizacion particular, el fumarato de
formoterol, sin modificacién o en forma de dihidrato, se utiliza para dichas indicaciones terapéuticas.

El formoterol ejerce una accidn protectora selectiva potente sobre el corazén y el musculo esquelético mediante el
antagonismo de la degradacién incrementada de las proteinas que caracteriza la caquexia de cancer. De esta manera,
a la inversa de lo que se observa con otros agonistas 8, que presentan numerosos efectos secundarios y considerable
toxicidad en el ser humano, el formoterol es un agente terapéutico conveniente en estados patolégicos en los que
el hipercatabolismo de las proteinas musculares es una caracteristica critica, tal como la caquexia de cdncer u otras
enfermedades con reduccién de la masa muscular.

En las formas de realizacidn particulares de la invencion, el formoterol o las sales y/o solvatos farmacéuticamente
aceptables del mismo pueden utilizarse para el tratamiento de la pérdida de masa muscular o del sindrome caquécti-
co asociado a: céncer, sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), sepsis, diabetes, estados de inmovilizacion,
quemaduras severas, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, envejecimiento, patologias cardiovasculares, patolo-
gias hepdticas, artritis reumatoide, trastornos de la alimentacidn, acidosis, enfermedades neuromusculares, enfermedad
de Alzheimer, hiperadrenocortisolismo, hipertiroidismo, sindrome de Cushing, atrofias y distrofias musculares, coli-
tis ulcerosa, sindrome de fatiga crénica, insuficiencia renal, cirrosis hepatica, enfermedad de Crohn y un estado de
reduccién de la masa muscular debido a ingravidez.

El tratamiento con formoterol presenta un claro efecto protector del musculo esquelético y del corazén en términos
de peso de tejido himedo. Ademads, el formoterol proporciona una accién tréfica significativa sobre los musculos
también en no portadores de tumores, particularmente en los gastrocnemios, tibiales, EDL (extensor digital largo) y
en el musculo cardiaco, mientras que el séleo no resulta afectado significativamente. Respecto a los tejidos adiposos,
el tratamiento de formoterol induce un incremento del peso de tejido adiposo marrén. Ademds, el tratamiento de
formoterol no altera ni el peso de los tumores sélidos ni la cantidad de alimento ingerido.

Dependiendo de las circunstancias, un experto en la materia podrd seleccionar una via de administracién apropia-
da para el formoterol o las sales y/o solvatos farmacéuticamente aceptables del mismo, tal como la via oral, nasal,
parenteral, subcutdnea, topica, etc. El experto en la materia también podré seleccionar un sistema de administracién
adecuado para la via de administracién seleccionada.

Las formas de realizacion particulares y los dibujos siguientes se proporcionan a titulo ilustrativo, y no limitativo
de la presente invencion.

Descripcion de los dibujos

La figura 1 representa la transferencia northern de misculos gastrocnemios procedentes de ratas de control (C),
ratas tratadas con formoterol (C+F), ratas portadoras de tumor (hepatoma ascitico Yoshida AH-130) (TB) y ratas
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portadoras de tumor tratadas con formoterol (TB+F). La expresién de ARNm de ubiquitina (UB), de subunidad C8
del proteasoma (C8), de m-calpaina (m-cal) y de catepsina B (catB) en misculos gastrocnemios se detectd tras la
hibridacién con sondas de ADNc. Se utiliz6 una sonda de ARNr 18S (18S) para la cuantificacion total y la correccién
de carga. Se sometieron autorradiografias a densitometria de barrido.

La figura 2 representa la apoptosis en musculos tibiales procedentes de ratas de control (C), de ratas tratadas con
formoterol (C+F), de ratas portadoras de tumor (hepatoma ascitico Yoshida AH-130) (TB) y de ratas portadoras de
tumor tratadas con formoterol (TB+F). Los resultados son medias + SEM para cinco animales en cada grupo. Figuras
2A y 2B: se evalud la fragmentacién del ADN a partir del seguimiento del escalonado de los fragmentos en un gel
de agarosa. Se cuantificé el porcentaje de fragmentacién del ADN mediante densitometria de barrido. Se utilizaron
higados de ratones tratados con anticuerpo anti-Fas (C+) como control positivo. Figura 2C: se determin la actividad
de caspasa-3 mediante un ensayo colorimétrico; los resultados se expresan en nmoles/hora. Significancia estadistica
de los resultados (de pruebas t de Student): figura 2A: no tratados frente a F: {{p<0,01; figura 2C: C frente a TB:
*p<0,05, no tratado frente a F: {1p<0,001.

La figura 3 representa la transferencia northern de musculos gastrocnemios procedentes de ratones de control (C),
de ratones tratados con formoterol (C+F), de ratones portadores de tumor (carcinoma pulmonar de Lewis) (TB) y de
ratones portadores de tumor tratados con formoterol (TB+F). El procedimiento seguido y las abreviaturas son andlogas
alas de la figura 1.

Descripcion detallada de las formas de realizacion particulares
Animales y compuestos bioquimicos

En los diferentes experimentos se utilizaron ratas Wistar macho (Interfauna, Barcelona, Espafia) que pesaban apro-
ximadamente 110 gramos y ratones C57BI/6 (Criffa, Barcelona, Espafa) de aproximadamente 12 semanas de edad.
Los animales se mantuvieron a 22 + 2°C bajo un ciclo regular de luz-oscuridad (luz encendida entre 08:00 y 20:00)
y disponian de libre acceso a comida y agua. La dieta (B.K. Universal G.J./S.L., Sant Viceng dels Horts, Barcelona,
Espaiia) consistia en 45,5% a 48,5% de carbohidratos (3,5% de glucosa absorbible, 42% a 45% de almidén), 18,5%
de protefnas y 3,1% de grasas (el residuo era material no digerible). Se midi6 diariamente la cantidad de alimento
ingerido. Todas las manipulaciones de los animales se realizaron segun las directrices de la Comunidad Europea para
la utilizacién de animales de laboratorio. Todos los compuestos bioquimicos eran de grado reactivo y se obtuvieron de
Roche S.A. (Barcelona, Espaiia) o de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Los compuestos quimicos radioac-
tivos se obtuvieron de Amersham Int. (Amersham, Bucks., Reino Unido) y el fumarato de formoterol micronizado, de
Industriale Chimica s.r.l. (Saronno, Italia).

Inoculacion de tumores y tratamiento

Hepatoma ascitico Yoshida AH-130: es un tumor de rata que crece exponencialmente durante 4 a 5 dias y entra en
una etapa estacionaria alcanzado el dia 7 tras el trasplante. Las ratas se dividieron en dos grupos: controles y huéspedes
de tumor. Las dltimas recibieron una inoculacién intraperitoneal de 10® células de hepatoma ascitico Yoshida AH-130
obtenidas de tumores exponenciales. Ambos grupos se dividieron adicionalmente en tratadas y no tratadas, recibiendo
las primeras la administracién de una dosis intraperitoneal (i.p.) diaria de formoterol (2 mg/kg de peso corporal (pc),
disuelta en solucidn fisiolégica) y las tltimas un volumen correspondiente de solvente. El dia 7 después del trasplante
de tumores, se pesaron los animales y se anestesiaron con una inyeccién i.p. de mezcla de quetamina/xilazina (3:1)
(Imalgene® y Rompun®, respectivamente). Se recolectd el tumor de la cavidad peritoneal y se evalué su volumen y
celularidad. Se recogi6 sangre de la aorta abdominal en tubos heparinizados y se centrifugaron (3.500 xg, 10 minutos,
4°C) para obtener el plasma. Se extirparon rdpidamente los tejidos, se pesaron y se congelaron en nitrégeno liquido.

En el tratamiento de combinacion de formoterol y pentoxifilina, los grupos experimentales fueron los siguientes:
ratas de control y ratas portadoras de tumor, dos, cuatro y siete dias después de la inoculacién de los tumores. Ambos
grupos se dividieron adicionalmente en tratadas y no tratadas, recibiendo las primeras la administracién de una dosis
subcutédnea (s.c.) diaria de formoterol (3 mg/kg de peso corporal (pc) y de pentoxifilina (10 mg/kg de peso corporal
(pc), disuelta en solucién fisioldgica), y las dltimas con el volumen correspondiente de solvente. Los dias dos, cuatro
y siete después de la inoculacién de los tumores, se sacrificaron los animales.

En el tratamiento con dosis diferentes de formoterol, los grupos experimentales fueron los siguientes: ratas portado-
ras de tumor sin tratamiento y ratas portadoras de tumor tratadas subcutdneamente con diferentes dosis de formoterol
(0,3, 1, 3 y 10 mg/kg de peso corporal). El dia siete después de la inoculacién de los tumores, se sacrificaron los
animales.

En el tratamiento con dosis bajas de formoterol, los grupos experimentales fueron los siguientes: ratas de control
y ratas portadoras de tumor, dos, cuatro y siete dias después de la inoculacién de los tumores. Ambos grupos se
dividieron adicionalmente en tratadas y no tratadas, recibiendo las primeras la administracién de una dosis subcutdnea
(s.c.) diaria de formoterol (0,3 mg/kg de peso corporal (pc), disueltos en solucidn fisioldgica) y las dltimas el volumen
correspondiente de solvente. Los dias dos, cuatro y siete después de la inoculacion de los tumores, se sacrificaron los
animales.
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En el tratamiento de la lesién muscular, los grupos experimentales fueron los siguientes: ratas de control, ratas
con lesiones musculares provocadas por una inyeccién aguda de bupivacaina (al 0,5%), ratas con lesiones musculares
provocadas por una inyeccién aguda de bupivacaina (al 0,5%) y que habian sido tratadas con formoterol durante los
ultimos siete dias, ratas con lesiones musculares provocadas por una inyeccién aguda de bupivacaina (al 0,5%) y que
habian sido tratadas con formoterol durante los catorce dfas. El tratamiento de formoterol fue una dosis subcutdnea
diaria de formoterol de 0,3 mg/kg de peso corporal disueltos en solucién fisioldgica.

En todos los experimentos, se extirp6 el tumor de la cavidad peritoneal y se evalué su volumen y celularidad. Se
recogi6 sangre de la aorta abdominal en tubos heparinizados y se centrifugé (3.500 g, 10 minutos, 4°C) para obtener
el plasma. Los tejidos se extirparon rdpidamente, se pesaron y se congelaron en nitrégeno liquido.

Carcinoma pulmonar de Lewis: es un sistema modelo adecuado para estudiar los mecanismos implicados en el
establecimiento de la caquexia. Este tumor ha sido descrito como un epidermoide anapldsico de tendencia hemorré-
gica marcada, que regular, espontdnea y consistentemente produce multiples metastasis pulmonares. Su crecimiento
causa en el huésped una rdpida y progresiva pérdida de peso corporal y una reduccién de la masa de tejido, parti-
cularmente del musculo esquelético. Los ratones se dividieron en dos grupos: controles y huéspedes tumorales. Los
huéspedes tumorales recibieron una inoculacién de 5x10° células de carcinoma pulmonar de Lewis obtenidas de tu-
mores exponenciales, proporcionada intramuscularmente (muslo izquierdo). El desarrollo de un ndédulo en el flanco
de la inyeccion de tamafio creciente hasta 20% del peso del animal se considerd indicativo de la efectividad de la
inoculacién. Ambos grupos se dividieron adicionalmente en tratadas y no tratadas, recibiendo las primeras la adminis-
tracion, durante los dltimos 9 dias antes del sacrificio, de una dosis i.p diaria de formoterol (2 mg/kg p.c., disueltos en
solucidn fisioldgica) y las dltimas, un volumen correspondiente de solvente. El dia 15 después del trasplante tumoral,
los animales se pesaron y se anestesiaron con una mezcla de quetamina/xilazina (i.p.) (Imalgene® y Rompun®, res-
pectivamente). Se extirp6 el tumor de la pata trasera y se determind su masa. Se extirparon rdpidamente muestras de
los tejidos, se pesaron y se congelaron en nitrégeno liquido.

Aislamiento de ARN y andlisis de transferencia northern

Se extrajo el ARN total de musculo EDL utilizando el método de isotiocianato de guanidinio dcido/fenol/clorofor-
mo. Se desnaturalizaron muestras de ARN (20 ug), se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 1,2% que
contenian formaldehido al 6,3% y se transfirieron a membranas Hybond N (Amersham). Se fij6 el ARN a la membrana
con Genelinker. E1 ARN en los geles y en los filtros se visualiz6 con bromuro de etidio y se fotografié mediante
transiluminacién U.V. para garantizar la integridad del ARN, para comprobar la carga de cantidades equivalentes de
ARN y para confirmar que se habia producido correctamente la transferencia. E1 ARN se transfirié en solucidn salina
citrato estandar 20x (SSC, NaCl 0,15 M y citrato s6édico 15 mM, pH 7,0). La hibridacion se realizé a 65°C durante
la noche en el tampdn de hibridacién (Na,HPO, 0,25 M/SDS al 7%/EDTA 1 mM/BSA al 1%/dextran sulfato al
10%) y se afiadieron sondas marcadas desnaturalizadas (10° a 107 cpm/ml). Las sondas marcadas radioactivamente se
prepararon mediante el método del cebador aleatorio (Amersham). La sonda ubiquitina utilizada fue un clon de ADNc
que contenia 12 pares de la segunda secuencia codificante de ubiquitina mds una tercera y una cuarta secuencias
codificantes de ubiquitina y 120 pares de bases de la regién 3’ no traducida del gen UBI de la poliubiquitina de pollo.
También se hibridaron las membranas con sondas de ADNc codificantes de C8, C9, enzima conjugante E2, m-calpaina
de rata y catepsina B de rata. Los filtros se expusieron a pelicula Hyperfilm-MP (Amersham) a -80°C durante 1 a 4
dias y las peliculas se cuantificaron mediante densitometria de barrido. El andlisis estadistico de los datos se llevé a
cabo mediante pruebas t de Student.

Determinacion de la actividad del proteasoma

Se determind la actividad similar a quimotripsina del proteasoma muscular a partir de la evaluacién de los cortes
en el sustrato fluorogénico especifico succinil-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amido-4-metilcoumarina (LLVY). Se homogeneizé
el musculo gastrocnemio en Tris-HC1 20 mM, pH 7,2, que contenia EDTA 0,1 mM, 2-mercaptoetanol 1 mM, ATP 5
mM, glicerol al 20% y Triton X-100 al 0,04% (v/v). A continuacién, se centrifugaron los homogenados musculares
(13.000 g, 15 minutos, 4°C). Se recogio el sobrenadante y se determiné la concentracién de proteinas utilizando el
ensayo BCA (Pierce Chemical Co.). A continuacidn, se incubaron alicuotas de 40 ug de proteina durante 60 minutos
a 37°C en presencia de LLVY 40 uM. El tamp6n de incubacién para la evaluacion de la actividad del proteasoma era
HEPES 50 mM, pH 8,0, que contenia EGTA 5 mM. Se ley6 la fluorescencia con un espectrofluorémetro (longitudes de
onda de excitacién y de emision: 380 y 460 nm, respectivamente; espectrofluorofotémetro RF-5001 PC, Shimadzu).
La actividad, expresada como nkatales/mg de proteina referidos al reservorio total de proteinas, se calculé mediante la
utilizacién de la amidocoumarina libre como estdndar de trabajo. El resultado final es la diferencia entre los nkatales
obtenidos en presencia y en ausencia de lactacistina 25 uM, un inhibidor especifico del proteasoma.

Ensayos de la apoptosis

Se llevé a cabo un ensayo de fragmentacién del ADN en musculo tibial tal como se ha descrito anteriormente
(ver Van Royen M. et al., “DNA fragmentation occurs in skeletal muscle during tumor growth: a link with cancer
cachexia?”’, Biochem. Biophys. Res. Commun. 270:533-7, 2000). Se determiné la actividad de caspasa-3 en misculo
tibial utilizando el kit de ensayo colorimétrico de caspasa-3 BD Apoalert™ (BD Biosciences Clontech, USA).
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Andlisis de los cambios de movilidad electroforética (EMSA)

Se aislaron extractos de proteinas nucleares procedentes de musculo tibial tal como se ha informado anteriormente
(ver Blough E. et al., “Extraction of nuclear proteins from striated muscle tissue”, Biotechniques 26:202-4, 1999) y
la concentracién de proteinas se determiné utilizando el kit de ensayo de proteina BCA (Pierce, USA). Los oligonu-
cleétidos correspondientes a la secuencia de consenso de NF-«B (factor nuclear kappa B), AP-1 (proteina activadora
1) y C/EBP (proteina intensificadora de unién a CCAAT) se marcaron en los extremos utilizando [a*?P]dCTP y en-
zima Klenow. Los oligoucleétidos de doble cadena marcados en los extremos (30.000 cpm) se incubaron durante 10
minutos en hielo con 150 ug de extracto de proteinas nucleares. Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen
final de 20 ul que contenia glicerol al 12%, Hepes 12 mM (pH 7,9), Tris-HCI 4 mM (pH 7,9), EDTA 1 mM (pH 8),
ditiotreitol (DTT) 1 mM, KCI 25 mM, MgCl, 5 mM, 40 ug/ml de polidI-dC (4cido desoxinosinico-desoxicitidilico)
e inhibidores de proteasa (PMSF, aprotinina y leupeptina). Al final de la incubacién, las muestras mezcladas se so-
metieron a electroforesis a 4°C a 325 V durante 60 a 80 minutos en un gel de poliacrilamida desnaturalizante al 7%
en 0,5x Tris-borato-EDTA. Tras la electroforesis, el gel se secéd durante 120 minutos en un secador de gel BioRad
y se expuso durante la noche a pelicula sensible a los rayos X (Hyperfilm-MP, Amersham Biosciences) a -80°C con
pantallas intensificadoras. Se confirmo la especificidad de las bandas NF-«B, AP-1 y C/EBP mediante reacciones con
oligonucleétidos mutantes marcados en los extremos.

Determinacion de la expresion génica mediante PCR en tiempo real

La determinacién de la expresion génica de Pax-7 y de miogenina se llevé a cabo mediante PCR en tiempo real
en musculo tibial tal como se ha informado anteriormente (ver Edstrom E. et al., “Sarcopenia is not due to lack of
regenerative drive in senescent skeletal muscle”, Aging Cell 4:65-77, 2005).

Efecto del tratamiento de formoterol en ratas portadoras de hepatoma ascitico Yoshida AH-130

El nimero de células tumorales en huéspedes portadores del modelo Yoshida AH-130 no resulté significativamente
afectado por el formoterol, asi como tampoco la cantidad de alimento ingerido (observado en portadores tumorales).
La hipofagia durante el crecimiento tumoral persisti6 sin cambios en los animales tratados (ver la Tabla 1).

El patrén de los musculos esquelético y cardiaco era bastante diferente. De esta manera, tal como se muestra en
la Tabla 1, la implantacién del hepatoma ascitico Yoshida AH-130 resulté en una reduccién del peso muscular (13%
para el gastrocnemio, 16% para el tibial, 11% para el s6leo, 19% para EDL y 11% para el corazén). El tratamiento
de formoterol result6 en un incremento en la mayoria de tipos musculares, incluyendo el gastrocnemio (28%), tibial
(25%), EDL (32%) y cardiaco (21%) en el grupo de control. En los animales portadores de tumor, el formoterol
indujo un incremento del peso en el gastrocnemio (9%), tibial (11%), EDL (16%) y corazén (11%), evitando de esta
manera la reduccién de la masa muscular. El tratamiento con formoterol presentd, por lo tanto, un efecto protector, en
términos de peso de tejido himedo, para los musculos esqueléticos y para el corazén. Ademas, el formoterol también
proporciond una accion tréfica significativa sobre los musculos en no portadores de tumor, particularmente en los
musculos gastrocnemio, tibial, EDL y cardiaco, mientras que el séleo no result6 significativamente afectado. Respecto
a los tejidos adiposos, el crecimiento tumoral causé grandes reducciones de la masa de tejido adiposo blanco (46%).
Se observo una situacién similar para el tejido adiposo marrén (53%). En el modelo de tumor en la rata, el tratamiento
de formoterol se asocid a una tendencia hacia una reduccién de la masa de tejido adiposo blanco en animales tanto
de control como portadores tumorales, aunque los resultados no alcanzaron la significancia estadistica, mientras que
indujo un incremento del peso del tejido adiposo marrén (ver la Tabla 1).

La Tabla 1 muestra la cantidad de alimento ingerido, los pesos de tejido y el crecimiento tumoral en ratas portadoras
de hepatoma ascitico Yoshida AH-130. La cantidad de alimento ingerido se expresa en gramos y se refiere a la ingestion
durante el periodo del experimento antes del sacrificio (7 dias después de la inoculacion del tumor). Los pesos de tejido
se expresan en mg/100 g de peso corporal inicial. La carcasa (cuerpo sin érganos ni tumor) se expresa como g/100
g de peso corporal inicial. El contenido de células tumorales se expresa en millones de células. Los resultados son
medias + SEM para el niimero de animales indicado entre paréntesis. C = control; F = tratados con formoterol; TB
= portadores tumorales. Significancia estadistica de los resultados (de pruebas t de Student): C frente a TB: *p<0,05,
*%p<0,01, ***p<0,001. No tratadas frente a F: 1p<0,05, +1p<0,01, 111p<0,001.
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TABLA 1
C(4) C+F(5) TB(12) TB+F(12)
Cantidad de 12141 13512+t 105£4** 109+5**
alimento ingerido
peso de musculo:
-gastrocnemio 673112 85943811 585+10*** 639+161T1
-tibial 21947 275121 1841+4** 204411
-séleo 4611 5514 4111* 40£1**
-EDL 53+2 7031t 43£17%* 501+t
-cardiaco 43017 520+15%7 382+7** 426171
peso de tejidos
adiposos:
-blanco (dorsal) 963+103 759+126 516+90* 461+49*
-marron 26013 278121 123+11*** 177111+
(interescapular)
peso de la carcasa 92+1 113111 801+ 8111+
contenido de -- - 38861444(5) 3403+88(5)

células tumorales

La degradacion acelerada de las proteinas musculares en huéspedes tanto de AH-130 como de carcinoma pulmonar
de Lewis se produce basicamente debido a la activacién del sistema proteolitico dependiente de ATP-ubiquitina. De
esta manera, se investigaron los efectos del formoterol sobre la expresion génica de diferentes sistemas proteoliticos
presentes en el musculo esquelético. Se estudio la expresion génica en el musculo gastrocnemio de dos especies
de ARNm de poliubiquitina (2,4 kb y 1,2 kb), de la subunidad C8 del proteasoma (ambos implicados en la ruta
proteolitica dependiente de ATP-ubiquitina), de la m-calpaina (sistema dependiente del calcio) y de la catepsina B
(sistema lisosémico). Tal como se muestra en la Tabla 2, los animales portadores tumorales mostraron una expresion
incrementada de los genes poliubiquitina comparado con los animales de control correspondientes: mas de 2 veces (2,4
kb) y de 6 veces (1,2 kb) (ver la figura 1). Al recibir los animales portadores tumorales el formoterol, dicha activacién
resulté suprimida (Tabla 2). Resulta interesante que se encontraron resultados similares para las subunidades C8 y C9
del proteasoma y para el enzima conjugante E2, la expresion del cual se incrementd significativamente como resultado
del crecimiento tumoral y el tratamiento de formoterol suprimié esta activacién de la expresién génica (ver la Tabla
2 y la figura 1). Respecto a otros sistemas proteoliticos, la carga tumoral también resulté en un incremento de la
expresion del sistema m-calpaina dependiente del calcio (de 3 veces) pero el tratamiento de formoterol no eliminé
estd activacion en este modelo tumoral sometido a ensayo (ver la Tabla 2 y la figura 1). Finalmente, el tratamiento de
formoterol redujo la expresion de catepsina B lisosémica en las ratas portadoras tumorales (ver la Tabla 2).

La Tabla 2 muestra la expresion génica (ARNm) de diferentes sistemas proteoliticos en musculos gastrocnemios
de ratas que portan hepatoma ascitico Yoshida AH-130. Se detecté tras la hibridacién con sondas de ADNc. Se llevé
a cabo una correccién de carga mediante la preparacién de filtros con la sonda de subunidad ribosémica 18S de rata.
Las autorradiografias se sometieron a densitometria de barrido. Los simbolos son los utilizados en la Tabla 1.

TABLA 2
sistema proteolitico C C+F B TB+F
dependiente de ubiquitina:
-ubiquitina 2,4 kb 1001£12(4) 92+12(5) 233£23(3)* 128+x19(5)t
-ubiquitina 1,2 kb 52+10(3) 57+12(5) 311£71(3)* 73x15(4)t
-subunidad C8 del 1001+9(4) 62+7(5)t 165+7(5)*  78x9(5)Ttt
proteasoma
-subunidad C9 del 100+£5(4)  10417(5) 12616(5)* 80+4(5)ttt
proteasoma
-enzima conjugante E2 100+4(4)  91+3(5) 163x4(5)** 13615(5)Tt
1,8 Kb
-enzima conjugante E2, 100+7(4) 8816(5) 157+8(5)** 12815t
1,2 kb
dependiente del calcio:
-m-calpaina 100£13(4) 187+14(5)tt 282+33(5)** 21219(4)
lisosémico:
-catepsina B 100+£8(4) 10616(5) 11313(5) 65+6(5) 11+

7
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Considerando el incremento de actividad del proteasoma anteriormente descrita en musculo esquelético de ratones
portadores tumorales (ver Whitehouse A.S. et al., “Mechanism of attenuation of skeletal muscle protein catabolism in
cancer cachexia by eicosapentaenoic acid”, Cancer Res. 61:3604-9, 2001), se decidié someter a ensayo si el formo-
terol también era capaz de revertir su actividad en el misculo esquelético de ratas portadoras tumorales. Se midié la
actividad catalitica mds dominante (actividad similar a quimotripsina) en musculo gastrocnemio de ratas que portaban
el tumor Yoshida AH-130. Los resultados obtenidos muestran una reduccién de la actividad del proteasoma en ratas
tanto no portadoras (64%) como portadoras tumorales (47%) tratadas con formoterol (ver la Tabla 3).

La Tabla 3 muestra la actividad del proteasoma en homogenados de musculo esquelético procedente de ratas
portadoras tumorales. Las actividades, expresadas en nkatales/mg de proteina referida al reservorio total de proteinas,
se calcularon mediante la utilizacién de amidocoumarina libre como el estdndar de trabajo. El resultado final es la
diferencia entre los nkatales obtenidos en presencia y en ausencia de lactacistina 25 M, un inhibidor especifico del
proteasoma. Los simbolos son los utilizados en la Tabla 1.

TABLA 3
Grupo experimental Tratamiento  Actividad del proteasoma
Control Ninguno 13,31£2,5(3)

Formoterol 4,8+1,4(3)
Tumor Ninguno 20,3+4,7(3)

Formoterol 10,712 4(5)

Otro aspecto que se evalud fue la apoptosis muscular durante el cancer. Los resultados presentados en la figura 2
muestran que el crecimiento tumoral se asocia a una tasa incrementada de apoptosis, determinada como fragmentacién
del ADN (68%) (ver las figuras 2A y 2B) y como activacién de la caspasa-3 (59%) (ver la figura 2C). El tratamiento
de formoterol elimin6 por completo la tasa incrementada de apoptosis muscular (ver las figuras 2A, 2B y 2C).

Los resultados representados en la Tabla 4 muestran que ninguno de los factores transcripcionales estudiados (NF-
kB, AP-1 y C/EBP) se encontraba implicado en el desarrollo de la pérdida de masa muscular durante el crecimiento
tumoral.

La Tabla 4 muestra actividad ligante de ADN de NF-«b, AP-1 y C/EBP en los misculos tibiales de ratas portadoras
del hepatoma ascitico Yoshida AH-130. Se determiné la unién del ADN de NF-«b, AP-1 y C/EBP en extractos nu-
cleares procedentes de musculo tibial. Se sometieron autorradiografias a densitometria de barrido. Los simbolos son
los utilizados en la Tabla 1.

TABLA 4
C C+F B TB+F
Factor transcripcional
NF-kB 100+7(4) 118+7(5) 100+16(4) 93+13(5)
AP-1 100+£14(4) 85+8(5) 112+10(5) 105+£12(4)
C/EBP 100+20(4) 128+13(4) 122+20(4) 107£13(5)

La expresion génica tanto de UCP2 como de UCP3 se increment6 en el musculo esquelético como consecuencia
del crecimiento tumoral. En efecto, en el musculo gastrocnemio, se elevd el contenido de ARNm de UCP2 en un
factor de 3, mientras que el de UCP3 se incremento en un factor de 5. Al recibir las ratas portadoras de tumor el
formoterol, esta activacion se redujo significativamente en el caso de la expresion de UCP2 y se observé una tendencia
considerable en el caso de la expresion de UCP3 (ver la Tabla 5).

La Tabla 5 muestra la expresiéon génica (ARNm) de las proteinas desacoplantes (UCP2 y UCP3) en miisculos
gastrocnemios procedentes de ratas portadoras de hepatoma ascitico Yoshida AH-130. Se detect6 después de la hibri-
dacién con sondas de ADNc. Se llevd a cabo una correccion de carga mediante la preparacion de filtros con la sonda
subunidad ribosémica 18S de rata. Las autorradiografias se sometieron a densitometria de barrido. Los simbolos son
los utilizados en la Tabla 1.

TABLA 5
C C+F B TB+F
UCP2 100£14(3) 106£7(5)  317+56(4)*  212%31
(3) (p=0,1)
UCP3 100£11(4)  84+18(4)  573+66(4)™*  352+41(4)t
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Efecto directo del formoterol sobre las incubaciones de miisculo

La diseccién y el aislamiento de los musculo EDL se llevé a cabo bajo anestesia con una mezcla de quetami-
na/xilazina. Los musculos aislados se fijaron a un clip de acero inoxidable para mantener el misculo bajo una ligera
tension (de manera que fuese comparable a la longitud en reposo) durante la incubacion. Los musculos pueden asi
mantener concentraciones de ATP y fosfocreatina normales durante un periodo de incubacién de 3 horas. Los mus-
culos se incubaron en un bafio de agua bajo agitacidon-termostatizado a 35°C durante 3 horas en 2 ml de solucién
salina fisioldgica de Krebs-Henseleit, pH 7,4, que contenia glucosa 5 mM y HEPES 20 mM. Tras la adicién de los
musculos a los viales, se inici6 la incubacion a una tasa de agitacién de 45 ciclos/minuto. Los viales se gasificaron
con 0,/CO, 19:1 durante la totalidad del periodo de incubacién. Los misculos se preincubaron durante 60 minutos:30
minutos en tampén de Krebs-Henseleit y durante 30 minutos en medio suplementado que contenia formoterol 10~* M,
clembuterol 10™* M o nada, y después se incubaron durante 120 minutos en medio suplementado fresco.

Se calcul6 la degradacién de las proteinas totales en los musculos aislados como la tasa de tirosina liberada en
las dltimas dos horas de incubacién hacia el medio en presencia de cicloheximida 0,5 mM con el fin de bloquear la
reincorporacién de la tirosina en las proteinas del tejido. La tirosina se midi6 fluorimétricamente. El andlisis de los
datos se llevé a cabo mediante pruebas t de Student. Tal como puede observarse en la Tabla 6, el formoterol redujo
la tasa de degradacién de las proteinas (medida como la liberacién de tirosina hacia el medio de incubacién) en 20%,
confirmando de esta manera que la accién de la molécula se basa en una reduccién de la tasa proteolitica.

La Tabla 6 representa las tasas proteoliticas en musculos EDL aislados de ratas de control. Se midieron en presencia
de cicloheximida (0,5 mM) y se expresan en nmoles/gramos en 2 horas y son medias = SEM para el nimero de
animales indicado entre paréntesis. Significancia estadistica de los resultados (de pruebas t de Student): agonista £3,
afiadido frente a ninguna adicién; ***p<0,001.

TABLA 6
Adiciones al medio de incubacién Tasa proteolitica
Ninguna 225+8,9(7)
Formoterol 180+5,6(8)***
Clembuterol 176+4,4(8)"**

Ademds, la tasa proteolitica también se redujo significativamente (12%) en ratas que habian sido previamente
tratadas durante seis dias consecutivos con el agonista 8, (ver la Tabla 7).

La Tabla 7 muestra las tasas proteoliticas en misculos EDL aislados de ratas que recibieron formoterol (2 mg/kg
peso corporal) durante seis dfas consecutivos previamente al sacrificio. Las tasas se midieron en presencia de ciclo-
heximida (0,5 mM) y se expresan en nmoles/g en 2 horas. Significancia estadistica de los resultados (de pruebas t de
Student): ratas tratadas frente a ratas de control, *p<0,05.

TABLA 7
Tratamiento Tasa proteolitica
Ninguno 182+7(12)
Ratas tratadas 159+5(8)*

Ademais de los efectos sobre la tasa de degradacion de las proteinas en musculos de rata incubados, tanto el formo-
terol como el clembuterol influyeron sobre la tasa de sintesis de proteinas, que se increment6 en 20% en ambos casos,
para el formoterol y el clembuterol (ver la Tabla 8). Se evalud la tasa de sintesis de proteinas totales en musculos aisla-
dos tal como se ha descrito anteriormente (ver Garcia-Martinez C. et al., “Interleukin-6 does not activate protein break-
down in rat skeletal muscle”, Cancer Lett. 76:1-4, 1994). Estos resultados concuerdan con observaciones similares
realizadas en estudios anteriores con agonistas 3, en musculos de rata incubados (ver Rehfeldt C. et al., “The effect of
the beta-adrenergic agonist clembuterol on the growth of skeletal muscles of rats”, Arch. Tieremahr 45:333-44, 1994).

La Tabla 8 representa la tasa de sintesis de proteinas en musculos EDL aislados procedentes de ratas de control.
Las tasas sintéticas se expresan en nmoles de ['*C]fenilalanina incorporada por gramo y 30 minutos. Significancia
estadistica de los resultados (de pruebas t de Student): adicién de agonista 3, frente ninguna adicién, *p<0,05.

TABLA 8
Adiciones al medio de incubacion Tasa de sintesis de proteina
Ninguno 7,82+0,5(6)
Formoterol 9,36+0,3(7)"
Clembuterol 9,36+0,5(9)*
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Se demostré que la combinacién de formoterol (3 mg/kg de peso corporal) y pentoxifilina, un inhibidor de la
sintesis del factor alfa de necrosis tumoral (TNF-a) (ver Combaret L. et al., “Manipulation of the ubiquitin-proteasome
pathway in cachexia: pentoxifylline suppresses the activation of 20S and 26S proteasomes in muscles from tumor-
bearing rats”, Mol. Biol. Rep. 26:95-101, 1999) (10 mg/kg de peso corporal), provocaba un efecto positivo sobre la
ganancia de masa muscular debido a la caquexia (Tabla 9). Este efecto se aprecio en los diferentes dias del crecimiento
tumoral (dias 2, 4 y 7 tras la inoculacién del tumor).

La Tabla 9 (A, B y C) representa la cantidad de alimento ingerido, los pesos de tejido y el crecimiento tumoral en
ratas portadoras de hepatoma ascitico Yoshida AH-130. La cantidad de alimento ingerido se expresa en gramos y se
refiere a la ingestién durante el periodo experimental antes del sacrificio (dias 2, 4 y 7 después de la inoculacién del
tumor; Tablas 9A, 9B y 9C, respectivamente). Los pesos de tejido se expresan en mg/100 g de peso corporal inicial. La
carcasa (cuerpo sin 6rganos ni tumor) se expresa en g/100 g de peso corporal inicial. El contenido de células tumorales
se expresa en millones de células. Los resultados son medias + SEM para el nimero de animales indicado entre
paréntesis. C = control; F = tratado con formoterol; P = tratado con pentoxifilina; TB = portador tumoral. Significancia
estadistica de los resultados (de pruebas t de Student): C frente a TB: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001; no tratado
frente a F: 1p<0,05, +1p<0,01, {1+p<0,001.

TABLA %A

(dos dias después de la inoculacion del tumor)

C(4) C+F+P(5) TB(5) TB+F+P(5)

Cantidad de 351 20111 3241 2617
alimento ingerido
pesos de musculo:

-gastrocnemio 484413 533+11% 171+4 18343

-tibial 16746 185131 1714 1833

-sbleo 39+2 4412 401 43+1

-EDL 39+1 431t 401 431

-cardiaco 41017 430+20 351+8™* 424+10117
peso de la carcasa 931 931 93+1 92+1

TABLA 9B

(cuatro dias después de la inoculacién del tumor)

C(3) C+F+P(5) TB(7) TB+F+P(5)
Cantidad de 52+1 60131 613 6513
alimento ingerido
pesos de musculo:
-gastrocnemio  590+16 597+14 517+9*** 594+1111t
-tibial 19543 19816 173+4** 203311t
-soleo 431 452 411 42+1
-EDL 4641 4611 4041 4611
-cardiaco 4029 517+22 38717 430%9 (p=0,08)**
Tt
peso de la carcasa 101£2 9712 9612 971
contenido de - - 1.886+197 1.059+435

células tumorales
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TABLA 9C

(siete dias después de la inoculacién del tumor)

C4) C+F+P(5) TB(5) TB+F+P(6)
Cantidad de 1231 148+111t 98+3*** 841ttt
alimento ingerido
pesos de musculo:
-gastrocnemio 65110 74515 11 482422+ 596+20***
-tibial 23546 24743 1615 188181 **
-séleo 5112 52+2 38+1** 41£2%
-EDL 532 6012 38£1*** 44411*
-cardiaco 430129 48423 330127 415+8*
peso de la carcasa 10718 9914 8916 951
contenido de --- - 35961531 38681810

células tumorales

El tratamiento con diferentes dosis de formoterol (0,3, 1, 3 y 10 mg/kg de peso corporal) fue similar, por lo que el
formoterol a dosis muy bajas resulta efectivo contra la caquexia (Tabla 10).

La Tabla 10 muestra la cantidad de alimento ingerido, los pesos de tejido y el crecimiento tumoral en ratas por-
tadoras de hepatoma ascitico Yoshida AH-130. La cantidad de alimento ingerido se expresa en gramos y se refiere a
la ingestion diaria media. Todas las demds variables se expresan tal como en la Tabla 9. F = tratadas con formoterol;
TB = portador tumoral. Significancia estadistica de los resultados (de pruebas t de Student): no tratado frente a F:
p<0,05; 1p<0,01, t11p<0,001.

TABLA 10
TB TB+F 0,3  TB+F 1 TB+F 3 TB+F 10
(4) (5) (4) (5) (5)
Cantidad de 1411 1121 8+11tt 9+111 1011t

alimento ingerido
pesos de musculo:
-gastrocnemio 4867 5631231t 51834 557151ttt  537+5ttT

-tibial 15443 1727t 16616 1615 15915

-soleo 3541 3741 33+2 3742 37+2

-EDL 36+1 41+11¢ 39+2 3841 40171

-cardiaco 27816 32249t 320£131t  341+1211t 351111+t
peso de la carcasa 781 8112 7712 801 7711
contenido de 38424251 3294+ 272 644+356 37871424 36751146
células tumorales 3

De acuerdo con los tltimos resultados, se decidi6 estudiar el efecto del formoterol a dosis bajas (0,3 mg/kg de peso
corporal) sobre la caquexia de cancer en diferentes dias del crecimiento tumoral (dfas 2, 4 y 7 tras la inoculacion del
tumor) y se confirmé que este agonista selectivo para el adrenoceptor 3, también resulta efectivo a dosis bajas (Tablas
11A,ByC).
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La Tabla 11 (A, B y C) muestra la cantidad de alimento ingerido, los pesos de tejido y el crecimiento tumoral en
ratas portadoras de hepatoma ascitico Yoshida AH-130. Todas las demds variables se expresan tal como en la Tabla 9.

TABLA 11A

(dos dias después de la inoculacién del tumor)

C(5) C+F(5) TB(7) TB+F(7)
Cantidad de 38+1 34+111t 36+1* 3541
alimento ingerido
pesos de musculo:
-gastrocnemio  540+12 563+18 5239 539487t
-tibial 1773 1865 17915 18214
-sbleo 4142 45+2 39+2 40+1*
-EDL 45+3 50+2 4411 49+1t
-cardiaco 366+11 4261617 377+11 403+10(p=0,1)
peso de la carcasa 90%1 9241 8911 88+1
TABLA 11B

(cuatro dias después de la inoculacién del tumor)

60

65

C(5) C+F(5) TB(7) TB+F(7)

Cantidad de 751 7111 69+2 651
alimento ingerido 1t * bl
pesos de musculo:

-gastrocnemio 58319 629191 553+6* 598+161T

-tibial 19143 210+5¢% 1814 199441

-séleo 4441 432 4141 431

-EDL 4841 52+1% 4641 51+2¢1

-cardiaco 39617 431+51% 369+6™* 417+18%
peso de la carcasa 102x1 106211t 94+1*** 97+1**™*
contenido de -- -~ 13461224 1065195
células tumorales

TABLA 11C
(siete dias después de la inoculacién del tumor)
C(5) C+F(5) TB(6) TB+F(7)

Cantidad de 133%1 13142 106+1*** 108+1***
alimento ingerido
pesos de musculo:

-gastrocnemio  718%10 759+16%1 505£17*** 6111811

-tibial 23616 266511t 17125 20091

-sbleo 52+2 52+2 41+3** 4441*

-EDL 59+2 60+2 4242%** 51+£21*

-cardiaco 44946 504+101t 372+19** 403+9***
peso de la carcasa 1181 124127 88+3*** 9443 (p=0,1)"""
contenido de -- -- 33861163 28711271

células tumorales

12
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La regeneracién muscular es un proceso que implica la activacién de células satélite, que son células musculares
precursoras situadas contiguamente a las fibras de miisculo esquelético. Se dafié el miisculo mediante la inyeccién
de bupivacaina intramuscular (al 0,5%). Este compuesto, tras el dafio muscular estimula la regeneracién del musculo.
Ademds, se analiz6 el efecto de dos tratamientos de formoterol (0,3 mg/kg de peso corporal): 7 6 14 dias de trata-
miento. La Tabla 12 representa el efecto anabdlico de los tratamientos de formoterol sobre el musculo tibial dafiado
previamente con bupivacaina.

La Tabla 12 representa el peso de miisculos tibiales inyectados previamente con bupivacaina y tratados después con
formoterol durante 7 6 14 dias. Los pesos de musculo se expresan en mg/100 g de peso corporal inicial. Los resultados
son medias + SEM para el nimero de animales indicado entre paréntesis. C = control; F = tratado con formoterol;
B = tratado con bupivacaina; d7 = 7 dias de tratamiento; d14 = 14 dias de tratamiento. Significancia estadistica de
los resultados (de pruebas t de Student): C frente a tratados: *p<0,05, **p<0,01, bupivacaina frente a formoterol:
p<0,05.

TABLA 12
C(4) C+B(4) C+B+F d7(3) C+B+F d14(4)
musculos tibiales 2494 265+4* 297+13*t 304+10t

El tratamiento de formoterol indujo una mayor recuperacion del peso muscular en comparacion con la recupera-
cion debida al inductor de dafio y la posterior estimulacién de la regeneraciéon muscular (bupivacaina). Por este motivo,
se estudio la expresion génica de algunos marcadores de regeneracion muscular: los genes se expresan durante la acti-
vacion de células satélite tales como Pax-7 (marcador de activacién temprana) y la miogenina (marcador de activacién
final). Se detallan los resultados en la Tabla 13.

La Tabla 13 muestra la expresién génica de dos marcadores de activacion de células satélite: Pax-7 y miogenina.
Los resultados son medias = SEM para el nimero de animales que se indica entre paréntesis. C = control; F = tratado
con formoterol; B = tratado con bupivacaina; d7 = 7 dias de tratamiento; d14 = 14 dias de tratamiento. Significancia
estadistica de los resultados (de pruebas t de Student): C frente a tratado: *p<0,05, **p<0,01. Bupivacaina frente a
formoterol: {p<0,05.

TABLA 13
C@3) C+B(3) C+B+F d7(3) C+B+F d14(3)
-Pax-7 10011 105£111  147+10 203+41t
-Miogenina  100+36 142477 131249 190%58

Efecto del tratamiento de formoterol en ratones portadores de carcinoma pulmonar de Lewis

El tratamiento de formoterol no alter6 ni el peso del tumor sélido procedente de huéspedes portadores del modelo
de carcinoma pulmonar de Lewis, ni la cantidad de alimento ingerido (controles y portadores tumorales). La hipofagia
producida durante el crecimiento de los tumores persisti6 sin cambios en los animales tratados (Tabla 14).

En el modelo de carcinoma pulmonar de Lewis, la carga tumoral indujo una reducciéon més grande de los pesos
musculares (13% para los gastrocnemios, 21% para los tibiales y 18% para los s6leos) (Tabla 14). El tratamiento de
formoterol incrementd los pesos musculares de los gastrocnemios (19%), tibiales (13%) y séleos (28%) significati-
vamente en los animales no portadores de tumor. Resulta interesante que el tratamiento con formoterol present6 un
efecto protector significativo de los pesos de musculo esquelético: gastrocnemios (11%), tibiales (11%) y s6leo (56%),
y del misculo cardiaco (24%) en animales portadores tumorales. Respecto a los tejidos adiposos, el crecimiento tumo-
ral provocé grandes reducciones de la masa de tejido adiposo blanco en el modelo de carcinoma pulmonar de Lewis
(76%). Se observé una situacién similar para el tejido adiposo marrén (39%). En el modelo de carcinoma pulmonar
de Lewis, el formoterol no alter6é la masa de tejido adiposo blanco ni en los animales de control ni en los portado-
res tumorales, aunque indujo un incremento de la masa de tejido adiposo marrén tanto en los controles como en los
portadores tumorales (Tabla 14).

La Tabla 14 muestra la cantidad de alimento ingerido, los pesos de tejido y el crecimiento tumoral de ratones
portadores de carcinoma pulmonar de Lewis. La cantidad de alimento ingerido se expresa en gramos y se refiere a
la ingestion durante el periodo experimental previo al sacrificio, que tuvo lugar 15 dias después de la inoculacién del
tumor. Los pesos de tejido se expresan en mg/100 de peso corporal inicial. La carcasa (cuerpo sin 6rganos ni tumores)

13
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se expresa en gramos/100 gramos de peso corporal inicial. El peso tumoral se expresa en gramos. Los simbolos son
los utilizados en la Tabla 1.

TABLA 14

C(7) C+F(6) TB(8) TB+F(7)
Cantidad de alimento ingerido 4611 53+4 5143 5312
pesos de musculo:
-gastrocnemio 56314 669+1311T 492+9*** 548+13t1***
-tibial 19212 217411t 1524£3*** 169+31***
-soleo 28+1 36111t 23+2* 36211t
-EDL 4041 4242 3512 4012
-cardiaco 432+15 462131 40117 4961401
pesos de tejidos adiposos:
-blanco (dorsal) 238+18 217425 58+12*** 68+9***
-marrén (interescapular) 208+12 24916t 1275*** 153+131***

peso de la carcasa 8041 87+11tt 69+1*** 7342+
peso de tumor - -- 4,2610,3 4,58+0,3

Tal como se muestra en la Tabla 15, los ratones portadores tumorales mostraron una expresion incrementada de
los genes de poliubiquitina comparado con los animales de control correspondientes: mas de 2 veces (2,4 kb) y 3
veces (1,2 kb) (figura 3). Al recibir los ratones portadores tumorales el formoterol, se suprimi6 dicha activacién (Tabla
15). Resulta interesante que se encontraron resultados similares para las subunidades C8 y C9 del proteasoma, la
expresiones de las cuales se incrementd significativamente como resultado del crecimiento tumoral, suprimiendo el
tratamiento de formoterol esta activacion de la expresién génica (Tabla 15 y figura 3). Respecto a otros sistemas
proteoliticos, la carga tumoral también resulté en un incremento de la expresion del sistema m-calpaina dependiente
del calcio (2 veces), pero el tratamiento de formoterol no eliminé esta activacién en el modelo de carcinoma pulmonar
de Lewis (Tabla 15 y figura 3). Finalmente, el ligero incremento del contenido de ARNm de catepsina B lisosémica
observado en los ratones portadores de carcinoma pulmonar de Lewis fue revertido por el tratamiento de formoterol
(Tabla 15 y figura 3).

La Tabla 15 muestra la expresion génica (ARNm) de los diferentes sistemas proteoliticos en musculos gastroc-
nemios procedentes de ratones portadores de carcinoma pulmonar de Lewis. Se realizaron las mediciones tras la
hibridacién con sondas de ADNc. Se llevé a cabo una correccion de carga a partir de filtros con la sonda de subu-
nidad ribosdmica 18S de rata. Las autorradiografias se sometieron a densitometria de barrido. Los simbolos son los
utilizados en la Tabla 1.

TABLA 15
Sistema proteolitico C C+F TB TB+F
dependiente de
ubiquitina:
-ubiquitina 2,4 kb 10049 (5) 5019 (5)TT 227459 (4)* 9021 (6)Tt
-ubiquitina 1,2 kb 36+3(5) 25+5(5) 113+£14(4)* 27+5(6)T1T
-subunidad C8 del 10048 (5) 11619 (5) 1778115 129+12(6)T
proteasoma
-subunidad C9 del 1001£10(5) 11417(4) 145+£3(5)** 101£12(5)t
proteasoma
dependiente del calcio: 100+21(5) 136+20(5) 222+27(5)*** 254+33(7)*
-m-calpaina
lisosémico:
-catepsina B 100+14(5) 137+6(3) 157+11(5) 161£1(7)

Se incremento la expresién génica tanto de UCP2 como de UCP3 en el miisculo gastrocnemio como consecuencia
del crecimiento de los tumores pulmonares de Lewis. En el musculo gastrocnemio, el contenido de ARNm de UCP2 se
encontraba elevado en un factor de 3, mientras que el de UCP3 se habia incrementado en un factor de 2 (sin alcanzar
la significancia). Al recibir los ratones portadores tumorales el formoterol, esta activacion resulté eliminada en la
expresion de ambos genes (Tabla 16).
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La Tabla 16 muestra la expresion génica (ARNm) de las proteinas desacoplantes (UCP2 y UCP3) en musculos
gastrocnemios procedentes de ratones portadores de carcinoma pulmonar de Lewis. Se realizaron las mediciones
tras la hibridacién con sondas de ADNc. Se llevo a cabo una correccién de carga a partir de filtros con la sonda de
subunidad ribosémica 18S de rata. Las autorradiografias se sometieron a densitometria de barrido. Los simbolos son
los utilizados en la Tabla 1.

TABLA 16
C C+F TB TB+F
UCP2 100425 (4) 102417 (6)  310£37 (5)**  175+21 (7)t
UCP3 100£11 (3)  94%+10 (5) 174£28 102413 (6)t

(4)(p=0,08)
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REIVINDICACIONES
1. Utilizacién de formoterol o de una sal farmacéuticamente aceptable, o de un solvato farmacéuticamente acep-
table de cualquiera, para la preparacién de un medicamento destinado al tratamiento profildctico y/o terapéutico de la
pérdida muscular y/o del sindrome caquéctico, encontrdndose asociados cualquiera o ambos a un estado catabdlico en
un mamifero.

2. Utilizacién segtn la reivindicacion 1, en la que el estado catabdlico es la enfermedad de Crohn, el cancer o el
SIDA.

3. Utilizacién segun la reivindicacién 1, en la que el estado catabdlico es la sepsis, la diabetes o un estado de
inmovilizacién.

4. Utilizacién segtin la reivindicacién 1, en la que el estado catabdlico es una quemadura severa o se debe a la
ingravidez o al envejecimiento.

5. Utilizacién segun la reivindicacién 1, en la que el estado catabdlico es la enfermedad pulmonar obstructiva
crénica, una patologia cardiovascular o una patologia hepatica.

6. Utilizacion segun la reivindicacion 1, en la que el estado catabdlico es la artritis reumatoide, un trastorno de
alimentacién o la acidosis.

7. Utilizacién segtn la reivindicacion 1, en la que el estado catabdlico es una enfermedad neuromuscular, la enfer-
medad de Alzheimer o el sindrome de Cushing.

8. Utilizacién segun la reivindicacion 1, en la que el estado catabdlico es el hipertiroidismo, el hiperadrenocortiso-
lismo o una atrofia y/o distrofia muscular.

9. Utilizacién segin la reivindicacion 1, en la que el estado catabdlico es la colitis ulcerosa, el sindrome de fatiga
crénica, la insuficiencia renal o la cirrosis hepatica.

10. Utilizacién segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la utilizacién es de fumarato de
formoterol o de dihidrato de fumarato de formoterol.

11. Utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el mamifero es un ser humano.

12. Utilizacién segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el medicamento estd destinado a la
administracién por via oral.

13. Utilizacién segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que el medicamento estd destinado a la
administracién por via nasal.

14. Utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que el medicamento estd destinado a la
administracién por via parenteral.

15. Utilizacién seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que el medicamento estd destinado a la
administracién por la via subcutdnea.

16. Utilizacién segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que el medicamento estd destinado a la
administracién por la via tépica.
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