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RESUMEN

La activacion adrenérgica en cancer estd mediada por la liberacion de catecolaminas, que
ejercen sus efectos a través de su union a receptores adrenérgicos tipo beta-1, 2 y 3. Se
sabe que la activacion de estos receptores induce una respuesta fisiologica en las células
tumorales y el microambiente tumoral promoviendo proliferacion, invasion y metastasis.
También se ha observado que las catecolaminas circulantes pueden inducir el
pardeamiento del tejido adiposo y contribuir en la patologia de caquexia asociada a cancer.
En estudios con murinos portadores del linfoma L-5178Y-R se han observado niveles
altos de catecolaminas en plasma sanguineo, indicando que hay activacion del sistema
simpato-adreno-medular. También se observa pérdida de peso corporal, alteraciones en la
conducta alimentaria y desgaste del tejido adiposo interescapular e inguinal, todos estos
eventos son signos de caquexia asociada a cancer. En este trabajo se estudiaron los efectos
de la carga tumoral y del bloqueo adrenérgico sobre indicadores de caquexia y progresion
tumoral en el modelo de tumor trasplantable L-5178Y-R en ratones BALB/c de ambos
sexos. Para ello empleamos el bloqueador no selectivo de receptores beta-1, 2 propanolol
y el antagonista de receptores tipo beta-3 L-748,337 por via intraperitoneal y se evaluaron
indicadores asociados a cancer y caquexia. Encontramos diferencias dependientes de sexo
con respecto a la carga tumoral y al bloqueo de la sefializacién del sistema nervioso
simpatico sobre los distintos indicadores estudiados. Por una parte, la carga tumoral
disminuyo el peso corporal (p=0.004), IMC (p=0.031), y la ingesta de alimento (p=0.015)
y agua (p=0.013) en los ratones machos pero no en las hembras, y estos efectos se
revirtieron con el bloqueo de receptores (-3 utilizando el L[-748,337. Ademas,
encontramos niveles elevados de IL-6 plasmatica en ratones machos con tumor (p=0.05),
aunque, no se observaron efectos por el bloqueo de receptores -3. Se observé pérdida del
tejido adiposo interescapular (p=0.005; p=0.002 en hembras y machos respectivamente)
aunque los tratamientos no previnieron el desgaste de los depdsitos de tejido adiposo. El
tratamiento con los antagonistas no influy6 en el volumen y peso tumoral final en ambos

sexos portadores del linfoma murino.



ABSTRACT

Adrenergic activation is mediated by catecholamine release and its union with beta 1, 2
and 3 adrenergic receptors. It is well known that adrenergic activation in tumor
microenvironment promotes proliferation, invasion and metastasis. Circulating
catecholamines may induce fat browning and contribute to cancer cachexia. Studies in L-
5178Y-R lymphoma bearing-mice have shown high plasmatic norepinephrine levels, thus
indicating sympathetic adreno-medullary system activation. Mice bearing the L5178Y-R
lymphoma also display weight loss, changes in food and water intake behavior,
interscapular and inguinal adipose tissue depletion, all considered cancer-associated
cachexia markers. In this study, we evaluated the effect of tumor burden and beta-
adrenergic blockage effects on cancer and cachexia markers in BALB/c mice of both sexes
bearing the L-5178Y-R tumor. To this end, we utilized the non-selective  1-2 blocker
propranolol and the (-3 selective antagonist L-748,337 via i.p. and evaluated cancer-
associated cachexia indicators. We found sex-dependent effects of tumor burden and
sympathetic nervous system blockage over the different markers studied. On one hand,
tumor burden accentuated weight loss (p=0.004), BMI loss (p=0.031), and food
(»p=0.015) and water (p=0.013) intake reduction in male but not female mice. These
effects were reverted by 3-3 blockade with the [.-748,337 treatment. We also found high
plasmatic IL-6 levels in tumor bearing males (p=0.05), although -3 treatment had no
effect on this marker. Interscapular adipose tissue depletion was observed in both male
(p=0.005) and female (p=0.002) tumor-bearing mice, although treatment with
propranolol nor L-748,337 protected the adipose tissue deposit. Meanwhile, treatment
with both antagonists did not influence tumor volume or tumor final weight in tumor-

bearing mice of neither sex.
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INTRODUCCION

Datos preliminares indican que, durante el desarrollo del cancer la carga tumoral activa el
sistema simpato-adreno-medular provocando la liberacion de catecolaminas,
especificamente la norepinefrina. Esta observacion es de interés debido a la contribucion
de la norepinefrina a la progresion tumoral, promoviendo los procesos de proliferacion,
invasion y metastasis, esto a través de su union a los receptores adrenérgicos tipo beta 1 y
2. La norepinefrina proviene de neuronas post ganglidonicas procedentes del sistema
nervioso simpatico o de las glandulas adrenales. Sumado a ello las catecolaminas en
plasma sanguineo pueden llegar hacia tejido adiposo y activar receptores adrenérgicos
tipo beta 3 y contribuir por medio de la lipolisis al fendmeno conocido como caquexia
asociada a cancer. La caquexia es un fenomeno de importancia clinica, debido a su alta
incidencia en algunos tipos de céncer, aproximadamente el 30 por ciento de pacientes
contraen esta enfermedad lo que contribuye a una tasa de mortalidad de aproximadamente
80 por ciento. Su caracteristica es la pérdida de tejido muscular por la accidon de proteolisis
donde participan enzimas como MurF1 y Atrogin-1. También se presenta perdida de tejido
adiposo mediada por la accion de enzimas lipoliticas y la expresion de Ucpl, proteina
clave de la termogénesis.

El estudio de la activacion adrenérgica en un modelo tumoral caquéctico nos permitira
identificar el papel que desempefia cada tipo de receptor en la progresion del mismo.
También aportaria nuevos blancos terapéuticos que podrian potencialmente retardar o
evitar los efectos de la progresion tumoral y la caquexia asociada.

En este trabajo nos proponemos estudiar la expresion transcripcional de genes claves
ligados a la progresion tumoral y caquexia. Ademds, evaluaremos indicadores
morfométricos, conductuales y metabolicos asociados a caquexia. Para ello, emplearemos
antagonistas competitivos adrenérgicos y realizaremos una ablacion quimica de las
terminaciones noradrenérgicas en un modelo de tumor trasplantable en ratones machos y

hembras de la cepa BALB/c.



ANTECEDENTES

Respuesta neuroendocrina: sistema nervioso simpatico

El sistema nervioso simpéatico pertenece al sistema nervioso auténomo, el cual, junto con
el sistema nervioso parasimpatico, se encargan del mantenimiento de la homeostasis de
los organismos. El sistema nervioso simpdtico estd conformado por neuronas pre
ganglionares que surgen de las regiones lumbares y toracicas de la medula espinal. Estas
recorren en paralelo a la medula espinal y hacen sinapsis con las neuronas post
ganglionares. Las cuales son responsables de la sintesis y liberacion de catecolaminas
(Norepinefrina y epinefrina) hacia los tejidos inervados. De esta forma los o6rganos
responden de manera inmediata ante algun estimulo (McCorry 2017). Ademas, algunas
neuronas pre ganglionares pueden hacer sinapsis con células cromafines de la medula
adrenal, de esta manera las catecolaminas son sintetizadas en la glandula adrenal y
liberadas hacia el torrente sanguineo para obtener una respuesta sistémica ante un estimulo
como un estresor (Tortora & Derrickson 2014).

La activacioén neuroendocrina de la respuesta simpatica o estrés se refiere como el proceso
de adaptacion a un insulto biologico, psicosocial o ambiental del individuo, que puede ser
de una forma aguda en la respuesta de "pelea o huida". Cuando la activacién de estos
mecanismos que reestablecen la homeostasis es cronica (como en la presencia de un
tumor) puede resultar excesiva e inadecuada por lo que altera el funcionamiento correcto

del organismo (Molina & Ashman 2013).

Activacion adrenérgica

La activacion adrenérgica es producida por los neurotransmisores epinefrina y
norepinefrina. Estas moléculas activan los receptores adrenérgicos alfa y beta para
producir la respuesta clasica de "pelea o huida" modulando respuestas fisiologicas como
presion arterial, cardiaca y respiratoria que preparan al individuo para responder ante un
estresor (Johnson 2013). Para que la activacion adrenérgica se lleve a cabo, es clave la
participacion de dos elementos: los receptores adrenérgicos y las catecolaminas.

Los receptores adrenérgicos son proteinas transmembranales de tipo heptahelicoidales que

estan acopladas a proteinas G heterotriméricas que estimulan ya sea la enzima adenilato
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ciclasa o activa la fosfolipasa C para finalmente transducir una sefial rio abajo para inducir
una respuesta ante el estrés. Estos receptores estan clasificados en dos: los receptores alfa
que a su vez se dividen en dos subtipos; alfa 1 (1A, 0B y a;D) y los receptores tipo alfa
2 (A, auB y axC). Por otra parte, también estan los receptores tipo beta, que se
subdividen en B1, B2 y B3 (Cicarelli, 2017).

Las catecolaminas son moléculas conformadas por un anillo de benceno con dos grupos
hidroxilos adyacentes y un grupo amino. Las neuronas incorporan el amino acido tirosina
y utilizando la enzima limitante tirosina hidroxilasa, incorporan esta tirosina a la ruta
biosintética de las catecolaminas. Tras esta primera catalisis por la tirosina hidroxilasa, se
produce una 3,4-dihidroxi-L-fenilalanina, posteriormente estd es catalizada hacia
dopamina por la DOPA descarboxilasa. Luego, la dopamina es catalizada hacia
Norepinefrina por la dopamina f-hidroxilasa. Y por ultimo, la norepinefrina es
transformada a epinefrina por la feniletanolamina N-metiltransferasa. (Conn &Freeman

2000).

La carga tumoral como estresor fisiologico

El sistema nervioso simpatico es un sensor que percibe amenazas en la homeostasis del
organismo y responde con la liberacion de catecolaminas en un estrés agudo y una co
activacion de la via HPA (hipotdlamo-pituitario-adrenal) con la liberacion de cortisol. Y
este efecto es reproducible en el laboratorio en modelos de estrés como la inmovilizacién
(Ma & Morilack 2005). Estudios han observado alteraciones en el sistema nervioso debido
a la carga tumoral, aunque esta no esté relacionada directamente con el sistema nervioso.
Se ha observado alteraciones en cerebros de modelos murinos con cancer pancreatico,
sarcoma, pulmon y tumores derivados de pacientes “PDX” en distintas rutas metabolicas
celulares incluyendo elevaciones en amino acidos precursores de neurotransmisores como
el glutamato precursor de GABA, tirosina y dopamina precursores de catecolaminas
(Kovalchuk et al., 2018). En otros estudios también se ha observado el aumento de la
norepinefrina en ratones portadores de tumor indicando activacion del sistema nervioso
simpatico. En un trabajo realizado por Lin y colaboradores (2013) miden los niveles de
epinefrina y norepinefrina en ratones portadores del tumor HT29. Después de varios dias

de inmovilizacion, se compar6 contra un grupo control portador de tumor y se encontro



que las concentraciones plasmaticas de norepinefrina y epinefrina eran similares aunque
si habia diferencias en los dias 14 (E) y 7 (NE), donde en el caso de la NE en el dia 14, se
vuelve a equilibrar. Estos resultados sugieren que el tumor por si solo induce una respuesta
neuroendocrina. Por otra parte, en un experimento realizado en el linfoma L5178Y-R se
encontrd que no habia diferencia significativa en los niveles de norepinefrina en ratones
portadores de tumor sometidos a estrés contra un grupo portador de tumor sin estrés.
También, realizaron la comparacion de estos grupos contra ratones control sin tumor ni
estrés y se encontrd que hay una diferencia significativa en los niveles de norepinefrina
en un grupo con tumor contra uno sin tumor (Montero-Molina, 2016). En otro trabajo en
el mismo modelo de linfoma, se observd un incremento del 240% de NE plasmatica en
ratones hembras BALB/c portadores de tumor contra un grupo sin tumor, ambos en
condiciéon de reposo (Caballero-Hernandez et al., 2017). Estos resultados refuerzan la

hipotésis del tumor como un estresor fisioldgico capaz de activar la via SAM.

Activacion adrenérgica y cancer

Dada la premisa que la sintesis y liberacion de norepinefrina es estimulada por la carga
tumoral, esta puede activar receptores en el tumor o microambiente tumoral causando
diversos efectos. En una revision realizada por Fitzgerald (2009) propone a las
catecolaminas como un factor etioldgico del cancer, esto basado en informacion publicada
de la manera en que la norepinefrina y epinefrina pueden modular el desarrollo del cancer.
In vitro Barbieri (2015) encontrd que en células DU145 de cancer de prostata tratadas con
norepinefrina, incrementan la proliferaciéon celular e incrementan la expresion de
vicentina y altera la actividad de E cadherina, ambas proteinas ligadas a metastasis. Por
otro lado, Palm (2006) utiliza células PC-3 procedentes del carcinoma de prostata y no
encuentra una proliferacion significativa sobre la aplicacion de norepinefrina en las
células, pero si encuentra mayor movilidad en un ensayo de migracion celular. Este
fenotipo metastasico inducido por la NE también se ha observado en células HONE-1 de
un carcinoma nasofaringeo, donde se ve aumentada la cantidad de proteina MMP-2,
MMP-6 y VEGF en los sobrenadantes de células tratadas con NE (Yang et al., 2006). Por

su parte, Bernabé (2011) tratdé células escamosas de carcinoma oral SCC9, SCC15 y



SCC25, y reportd un aumento en los niveles del ARN mensajero y molécula IL-6 en
células tratados con NE e isoproterenol (un agonista no selectivo de receptores beta
adrenérgicos) comparados contra un control. Sumado a ello, reporté el aumento en la
proliferacion de las células SCC9'Y SCCI1S5 al ser tratadas con NE.

Ademas, se ha observado que la norepinefrina remodela el microambiente tumoral. En
ensayos in vitro, se ha observado que las células del melanoma humano A375 expresan
receptores tipo beta 3 en condiciones de hipoxia, isquemia y un medio pobre en glucosa.
Este efecto también se vio reflejado en células accesorias regularmente presentes en el
microambiente tumoral como fibroblastos HDF, macréfagos y lineas celulares de epitelio
EPC y HUVEC (Calvani et al., 2015).

Estos efectos han sido corrobado en estudios in vivo, se ha reportado un aumento en la
expresion de las proteinas MMP-2 y MMP-9 en ratones portadores del tumor DU145
(Barbieri 2015). Se ha reportado que la administraciéon de NE promueve el crecimiento
tumoral hasta en un 51.65% en ratones hembras C57BL6 portadoras del melanoma B16F
y que atenua la eficacia de quimioterapéuticos como el Sutinib. También, aumenta la
expresion de VEGF, un factor ligado a metastasis (Deng et al., 2014).

En otro estudio en pacientes humanos con leucoplasia oral, carcinoma de células
escamosas (SCC) oral u orofaringeo se encontré6 una mayor cantidad de norepinefrina
plasmatica al compararlos con pacientes con una lesion benigna. También observaron
diferencias en la cantidad media de NE plasmatica (SCC oral < SCC orofaringeo <
leucoplasia). Se encontrd una asociacion entre niveles de catecolaminas altos con factores
conductuales y ansiedad. Por ejemplo: temblor de manos, dificultad respiratoria y mala

calidad del suefio (Bastos et al., 2018).

Activacion adrenérgica y caquexia asociada a cancer

La caquexia asociada a cancer se define como un sindrome multifactorial caracterizado
por la pérdida progresiva de tejido muscular que puede estar acompanado por la pérdida
de tejido adiposo, no puede ser revertido por soporte nutricional convencional y conlleva
hacia un deterioro funcional. Esta fisiopatologia se caracteriza por un balance energético

negativo en consecuencia de anorexia y un metabolismo anormal (Fearon et al., 2011). Si



bien los esfuerzos se han concentrado en el desgaste muscular, también otros han surgido
en torno a la lipolisis y termogénesis. Esto debido principalmente a la presencia de
receptores tipo -3 en tejido adiposo y su capacidad termogénica que va acompaniada de
lipdlisis, fendémeno observado en tejido adiposo tanto de roedores como en humanos
utilizando un agonista tipo beta 3 (Cypess et al., 2015). Ademas, se ha observado tejido
adiposo pardo en pacientes con tumores neuroendocrinos como feocromocitoma y
paragangliomas, tumores que activamente secretan moléculas bioactivas como la
norepinefrina (Dundamadappa et al., 2007; Puar et al., 2016). Incluso, la presencia de
tejido adiposo pardo en pacientes con tumores neuroendocrinos se asocia con una baja
prognosis de sobrevida (Abdul et al., 2020).

Por otro lado, observaciones de tejido adiposo pardo se han hecho en modelos animales
tumorales. En un estudio Petruzelli et al. (2014) encontraron que el pardeamiento de tejido
adiposo pardo es un hallazgo consistente en diversos modelos tumorales murinos
(genéticamente modificados para céncer pancredtico, pulmonar, cancer de piel; en un
modelo de cancer inducido por quimicos con el carcindgeno dietilnitrosamina; en un
modelo singénico utilizando células de melanoma B16 y en modelos xenogénico
utilizando tumores de pacientes Panc42 y Panc34 en ratones inmunocomprometidos
SCID). Ademas, encontro la expresion elevada de Ucp-1; un indicador de termogénesis,
y que este efecto de termogénesis ocurre desde una etapa temprana pre-caquéctica con la
presencia de Ucp-1, aun cuando no es evidente el deterioro adiposo ni el desgaste
muscular. Sumado a ello, muestra la relevancia clinica explorando la expresion de UCP-
1 en biopsias de tejido adiposo de pacientes caquécticos de diversos canceres como
sarcoma de kaposi, melanoma, colangiocarcinoma, cancer neuroendocrino pancreatico,
cancer pleomorfico de pulmén y adenocarcinoma de pulmoén, reportando resultados
positivos para UCP-1 indicado termogénesis en pacientes con caquexia.

Por otra parte, se ha visto que los receptores tipo beta 3 son capaces de influir en la
secrecion de citocinas relevantes en caquexia, entre ellas la IL-6, la cual modifica
pardmetros de composicion corporal y contenido lipidico (Buzelle et al., 2015). Se ha
asociado IL-6 y acidos grasos libres en pacientes con caquexia con cancer gastrico y

colorrectal. Aunado a ello, el tratamiento con anti-IL-6 protege el tejido adiposo de



desgaste y pardeamiento en ratones BALB/c portadores portadores de tumores
caquécticos C26 (Han et al., 2018).

Se han hecho otros acercamientos hacia la exploracion de receptores tipo beta 3 en
caquexia asociada a céancer, pero estos se han realizado de manera indirecta utilizando
antagonistas de receptores adrenérgicos los cuales se expondran en un apartado mas

adelante.

Antagonistas adrenérgicos beta y cancer

Ya se ha demostrado en muchas investigaciones el rol de la norepinefrina y su efecto
estimulatorio en la progresion tumoral a través de la activacion de receptores beta
adrenérgicos. Por lo que se ha explorado el bloqueo de estos receptores como un blanco
potencial terapéutico.

Uno de los compuestos mas estudiados es el antagonista competitivo de receptores tipo
beta 1y 2, propanolol. En estudios in-vitro se encontrd en una linea celular de cancer de
prostata PC-3 que el tratamiento con propanolol o NE no influia en la proliferacion celular,
pero el tratamiento con propanolol inhibia el incremento migratorio de las células tratadas
con NE (Palm et al., 2006). Se ha observado que el propanolol disminuye la proliferacién
celular en células de cancer de prostata DU145 tratadas con NE, y disminuye la expresion
de E-cadherina y vimentina (Barbieri et al., 2015), disminuye la invasividad en células de
cancer pancreatico Miapaca-2 tratadas con NE y reduce la expresion de MMP-2, MMP-9
y VEGF (Guo., et al 2009). También reprime la proliferacion de células de cancer de
higado HepG2 y HepG2.215 e incrementa la apoptosis (Wang et al., 2018). Se ha
observado que en las lineas celulares humanas de melanoma MEL270 y OMM2.5 reduce
la viabilidad celular, migracion y la secrecion de VEGF (Bustamante et al. 2019).
Estudios in-vivo han reportado resultados similares, se ha observado que el propanolol
reduce el volumen tumoral y disminuye la expresion de VEGF, MMP-2 y MMP-9 en un
modelo de neuroblastoma BE(2)-C en ratones desnudos BALB/c (Xu et al., 2013). En otro
experimento con ratones desnudos BALB/c nu/nu con un modelo de cancer de colon HT-
29, el antagonista adrenérgico no selectivo redujo la metastasis hacia el higado y

disminuy0 la expresion transcripcional de IL-6, MMP-9 y VEGF (Zhao et al., 2015) y en
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el adenocarcinoma mamario 66¢14 en ratones hembras BALB/c (Sloan et al., 2010).
Incluso el propanolol se ha utilizado en clinica, principalmente en el hemangioma infantil,
se ha reportado que el uso de propanolol es seguro en fase clinica 3 y en casos de estudio
en Europa y Asia (Baselga et al., 2018; Kagami et al., 2018).

La mayoria de los trabajos se han concentrado en el uso de bloqueadores para receptores
beta tipo 1 y 2, sin embargo, se ha realizado poco trabajo en explorar los receptores tipo
beta 3. Dal Monte y colaboradores (2013) encontraron que los antagonistas del receptor
tipo beta 3, SR59230A y el L-748,337, disminuyen la proliferacion celular, inducen el
aumento en la expresion de Bax/Bcl-2 y citocromo-c; indicadores de apoptosis en células
de melanoma B16F10. Estos resultados fueron emulados en un experimento in-vivo en
ratones hembra C57BL/6 J con el melanoma B16F10, donde se encontrd al final del
experimento un menor peso tumoral, ademas de la expresion de la proteina Bax y Bel-2 y
la deteccion de caspasa 3 por inmunohistoquimica de tejido tumoral. En otro trabajo
emplearon el antagonista L-748,337 en un modelo murino de neuroma, un tumor benigno
de nervios periféricos encontrando que el compuesto suprime la proliferacion de células

perineurales y una mejora en el estado del animal (Minarelli et al 2019).

Antagonistas adrenérgicos caquexia asociada a cancer

El uso de antagonistas adrenérgicos en caquexia asociada a cancer no ha sido muy extenso.
Sin embargo, algunos trabajos han ligado la termogénesis por activacion de receptores
tipo beta 3 con el desgaste de tejido adiposo en cancer. Uno de los primeros trabajos
reportados fueron los experimentos realizados por Petruzelli y colaboradores (2014),
donde realizaron una denervacion quirdrgica de tejido adiposo interescapular en ratones
caquécticos K5-SOS con cancer de piel. La cirugia disminuy6 de manera significativa los
niveles de la proteina UCP-1 en tejido adiposo. Sumado a ello, empled el antagonista de
receptores adrenérgico beta 3 SR59230A y encontré resultados similares a la denervacion
indicando que el antagonista disminuy6 la expresion de Ucp-1 y atenuo la pérdida de
tejido adiposo gonadal, inguinal, axilar y tejido musculo-esquelético. En un trabajo mas
reciente, Jin y colaboradores (2018) modificaron la ariloxipropanolamina (el esqueleto
quimico del antagonista L-748,337) y demostraron su capacidad para inhibir la lipdlisis
en adipocitos 3T3-L1. Asi mismo, probaron el compuesto in-vivo en un modelo murino
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de cancer de colon c26 en machos BALB/c, encontrando que el grupo tratado perdid
menos peso corporal, los tumores presentaron un menor volumen e incluso se encontraron
niveles menores de glicerol comparados contra el grupo control, indicando una reduccion
en lipolisis. Los acercamientos al tratamiento de caquexia utilizando bloqueadores beta se
ha centrado en caquexia asociada a cancer. En un estudio realizado en humanos de
caquexia asociada a fallo cardiaco cronico, utilizaron carvedilol, un bloqueador de
receptores tipo beta y alfa 1, y encontraron que los pacientes ganaron peso corporal e
incrementaron sus niveles de leptina. Un hecho a destacar es que, en este estudio, los
pacientes caquécticos presentaron niveles de norepinefrina plasmatica elevados
comparados con sujetos sanos y estos niveles disminuyeron al ser tratados (Hryniewicz et
al., 2003). Resultados similares han sido reportados en otros estudios humanos utilizando
el antagonista carvedilol, principalmente en la proteccion de pérdida de peso y ayuda en

la ganancia del mismo (Clark et al. 2017; Sze et al 2018).



JUSTIFICACION

El cancer es una enfermedad de alta incidencia, tan solo en México se registraron 190,000
casos y se reportaron poco mas de 83,000 muertes en el afio 2018 (Iarc.fr, 2019). Por otra
parte, la prevalencia de caquexia en pacientes con cancer es de un 30% y con una
mortalidad de hasta un 80% (Haehling et al., 2016). Si bien una enfermedad de tal
magnitud es acompafiada por estresores psicoldgicos que contribuyen a una mala
prognosis en el desarrollo de la enfermedad, el tumor mismo es un estresor capaz de
inducir activacion adrenérgica y contribuir en la patologia de cancer y caquexia asociada.
El estudio de la activacion adrenérgica durante la progresion tumoral con el empleo de
moléculas antagonistas nos podria ayudar a identificar blancos terapéuticos que podrian

prevenir o retardar el desarrollo del cancer y los efectos caquécticos que lo acompaiian.
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HIPOTESIS

La activacion adrenérgica promueve la progresion tumoral y estd implicada también en el
desarrollo de caquexia asociada a cancer, fendmenos que se pueden revertir mediante el

bloqueo con antagonistas de receptores adrenérgicos en ratones BALB/c.
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar el papel de la activacion adrenérgica sobre la progresion tumoral y de caquexia

asociada a cancer en un modelo murino de tumor trasplantable.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Determinar la expresion de receptores adrenérgicos en tumor, musculo y tejido adiposo
en ratones portadores del linfoma L5178Y-R.

. Evaluar el efecto de los antagonistas adrenérgicos beta, propanolol y L 748, 337 sobre
indicadores morfométricos, conductuales, y moleculares de progresion tumoral y de

caquexia asociada a cancer en un modelo in vivo.
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MATERIAL Y METODOS

Declaracion ética

Este trabajo incluye el uso de animales de experimentacion, por lo que fue sometido para
su aprobacion por el Comité Interno de Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio
del Departamento de Inmunologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, UANL con clave
de registro CEIBA-2020-001. Todos los procedimientos de trabajo con los animales
cumplieron con la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999, Especificaciones

técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

Declaracion de bioseguridad

Este proyecto involucrd experimentacion con animales y trabajo con una linea celular.
Para el trabajo con animales, ratones, se siguid la normativa pertinente como se declard
previamente. El uso de la linea celular L5178Y-R requiere del manejo en un laboratorio
nivel uno de bioseguridad, ya que no representa riesgo para el humano. Por lo que se
recomienda su manipulacion en un laboratorio nivel dos como precaucion extra (ATCC,
2019).

Todos los procedimientos se llevaron a cabo en un laboratorio de bioseguridad, nivel 2
realizando los procedimientos operacionales estandar apropiados de acuerdo al Manual de
Bioseguridad de la Organizacion Mundial de Salud (OMS, 2005). Se llevo a cabo el
entrenamiento apropiado en procedimientos de laboratorio nivel 2 y en técnicas de manejo

y cuidado animal.

Animales

Se emplearon ratones BALB/c de ambos sexos, de 10-12 semanas de edad al inicio de los
experimentos, los cuales fueron proporcionados por el bioterio del Laboratorio de
Inmunologia y Virologia de la UANL. Se mantuvieron en jaulas microventiladas con
acceso a agua y alimento ad libitum con un ciclo luz/oscuridad de 12 h (6 A.M. - 6 P.M.),
a una temperatura ambiental controlada de 22 °C y humedad relativa de 45%. Los
animales se agruparon 6 por jaula para evitar estrés por aislamiento y se enriquecid su

ambiente con tubos de carton para formacion de nidos y exploracion del animal.
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Modelo del linfoma murino L5178Y-R

Se utilizé el linfoma murino L5178Y-R como modelo de céncer in vivo. El linfoma
L5178YR se obtuvo originalmente en ratones de la cepa DBA/2 y ha sido utilizado
ampliamente en ratones BALB/c puesto que poseen el mismo haplotipo (H-2d) que la
cepa DBA/2. Las células L5178Y-R originales se obtuvieron a partir de un linfoma
inducido con metilcolantreno en ratones DBA/2 el 8 de julio de 1951 en la Universidad
de Yale (USA) (Szumiel et al., 2005 a, b). En cuanto al tipo celular, presentan morfologia
de linfoblastos (origen timico) que presenta la caracteristica de ser resistente a rayos X y
sensible a radiacion ultravioleta (UV-C).

El mantenimiento de este linfoma se llevd a cabo por trasplante de raton a raton mediante
la inyeccion i.p. de un volumen de 0.2 mL de una suspension de células tumorales
L5178Y-R (5x10° células/raton) en ratones hembras BALB/c de 8 a 10 semanas de edad.
Trece dias después de la inoculacion se colect6 el liquido ascitico de la cavidad peritoneal
del raton (previamente sacrificado por dislocacion cervical) en tubos conicos de 50 mL
con 10 mL de PBS. La suspension celular se lavo dos veces en PBS, por centrifugacion a
2000 rpm/10 min, y se ajustd a una densidad de 2 x107 células/mL en medio RPMI
completo.

Para la formacién soélida del tumor, se inocularon 0.2 mL de la suspension de células
ajustadas en la extremidad posterior derecha de ratones BALB/c de 10-11 semanas por
via subcutanea (Gomez-Flores et al., 2005). La inoculacién de células tumorales induce
la formacion y crecimiento de una masa tumoral en los animales, estos tumores afectan su
bienestar, por lo que se emplearan una serie de criterios de punto terminal (Anexo I) para

minimizar el sufrimiento de los animales experimentales (Workman, 2010).
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Disefio experimental

Se emplearon ratones de hembras y machos divididos por sexo en 5 grupos; control sin
tumor, control con tumor, tumor + propanolol, tumor + L-748,337. Cada grupo constara

de 6 animales (Tabla 1).

Tabla 1. Distribucion de los ratones en los distintos tratamientos, por s€Xo y grupos.

Tratamiento Hembras Machos
Control sin tumor 4 4
Control con tumor 6 6
Tumor propanolol 6 6
Tumor L-748,337 6 6

Tratamiento con el bloqueador adrenérgico propanolol

El antagonista no selectivo para receptores adrenérgicos tipo beta 1-2, propanolol (Sigma-
Aldrich, San Luis MO, USA), se administré diariamente a una dosis de 10 mg/kg en
solucion salina por via intraperitoneal, por un periodo comprendido desde el trasplante del

tumor hasta su sacrifico ético.

Tratamiento con el bloqueador adrenérgico L-748,337

El antagonista de receptores adrenérgicos tipo beta 3, L-748,337 (Tocris Bioscience
Bristol, UK), se administr6 a una dosis de 50 pg/kg en solucion salina por via
intraperitoneal, cada 24 h, por un periodo comprendido desde el trasplante del tumor hasta

su sacrifico ético.
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Indicadores morfométricos
a) Peso corporal

Se determino el peso de cada ratén cada dos dias hasta finalizar el experimento; para ello

se utiliz6 una balanza analitica y se registraron los datos en la bitacora
b) Indice de Masa corporal (IMC) o indice de Lee

El indice de Lee o indice de masa corporal (IMC) se obtuvo al finalizar el experimento,

dividiendo el peso final del animal entre el cuadrado de la longitud nariz-ano (Friedman

etal.,, 1991).
¢) Tejido graso interescapular e inguinal

Una vez pesadas las muestras de grasa, se calculo el porcentaje respecto al peso total. Se

multiplico por 100 el peso del tejido y se dividio entre el peso total del animal.

Indicadores conductuales
a) Ingesta de alimento

Se registro el consumo de alimento en gramos, utilizando una balanza analitica, se prepar6
una tabla donde muestra el alimento disponible, consumido y la diferencia por jaula, este
namero resultante se dividi6 entre el niimero de individuos por jaula para obtener la
cantidad promedio de alimento consumida por raton. El monitoreo se realiz6 pre- y post-

inoculacién del tumor, cada tres dias hasta finalizar el experimento.
b) Ingesta de agua

Se midi6 el consumo de agua por jaula cada tres dias hasta finalizar el experimento,

utilizando una probeta graduada de 100 mL.
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Indicadores de progresion tumoral
a) Volumen tumoral

Se tomaron medidas del largo y ancho del tumor durante el tratamiento, cada tres dias,
utilizando un vernier digital modelo Fisher Scientific. Las medidas fueron tomadas por
la misma persona para evitar variaciones en el registro. De acuerdo a las medidas se
calcul6 el volumen tumoral (VT) mediante la siguiente formula, donde L= largo y A=

ancho (Barbieri et al., 2015):

L * A?
2

VT

b) Peso final del tumor

Al finalizar el experimento, los ratones se sacrificaron y se extrajeron los tumores y se

pesaron en una balanza analitica.

Sacrificio ético y recoleccion de muestras

Los animales se sacrificaron por puncion cardiaca terminal al finalizar cada tratamiento,
se empled una mezcla de ketamina/xilacina como anestésico a una concentracion de 100
mg/kg de ketamina y 10 mg/kg de xilacina. En cada animal se llevd a cabo la puncion
cardiaca terminal utilizando jeringas de 1 mL, con aguja Luer Lock de 27Gx13 mm, con
trazas de anticoagulante EDTA. La sangre se recolectd en microtubos de 1.5 mL y se
centrifugd a 5000 rpm por 10 minutos, al finalizar se colect6 el plasma, se alicuoto y se
almaceno a -80 °C.

Después de la puncion cardiaca, se aseguro el sacrificio de los animales con dislocacion
cervical, y se llevod a cabo diseccion para colectar tumor, grasa interescapular y grasa
inguinal. El tumor y la grasa se pesaron en una balanza analitica y se almacen6 a -80°C

para su uso posterior.
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Activacion de tejido adiposo interescapular (histologia)

Para evaluar la activacion del tejido adiposo pardo se extrajo la grasa parda interescapular
después del sacrificio ético, se fij6 en formaldehido al 10% por 24 horas, se prepararon

cortes histoldgicos y se tifieron con hematoxilina-eosina para su analisis por microscopia.

Se tomaron fotografias de los cortes histologicos en un microscopio Primo Star Zeiss
(Oberkochen, DE) con un objetivo al 40X/0,65. Las imagenes fueron ajustadas a un
tamano de 3289 X 3289 pixeles y se guardaron en el formato PNG. Posteriormente, se
analizaron utilizando el software libre Image J (NIH) y el plugin Adiposoft para calcular
numero de células y area celular. Del tejido adiposo interescapular de cada individuo se
analizaron como minimo dos fotografias de distintas locaciones del mismo corte. Para el
grupo control de machos y grupo tumor de hembras se analizaron tres repeticiones de dos

individuos por grupo.
Citocinas IL-6, TNF e IFN

Se cuantifico el contenido de citocinas plasmaticas asociadas a caquexia en plasma de
ratones sanos, con tumor y tratados con el L-748,337 utilizando el kit mouse Thl/
Th2/Th17 cytokine BD Cytometric Bead Array (CBA; BD Biosciences Ann Arbot, MI,
USA). Y se utilizo el programa FCAP Array para analizar los datos.

Expresion de los receptores beta adrenérgicos en tumor y tejido adiposo

a) Extraccion de ARN

Se extrajo ARN total (acido ribonucleico) de tejido adiposo interescapular, musculo y
tumor por el método del TRIzol® Reagent (Life Technologies) de acuerdo con las

instrucciones del fabricante.

b) Obtencién de ADNc por RT-PCR
Para la retrotranscripcion de ARN a ADNCc, se emple¢ el kit High Capacity ADNc Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems). En cada reaccion de un volumen final de 20 pL

se cargaron 2 pug de ARN de cada una de las muestras (en un volumen final de 10 pL), 2

puL de 10X RT buffer, 0.8 uL. de 25x dNTP Mix (100 mM), 2 uL. de 10X RT Random
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Primers, 1 pLL de MultiScribe Reverse Transcriptase, y 4.2 uL. de agua libre de nucleasas.
Las condiciones de reaccion utilizadas fueron las siguientes: 25 °C (10 minutos), 37 °C
(120 minutos), 85 °C (5 minutos) y 4 °C (). Una vez finalizada la retrotranscripcion, el

ADNCc se almacen6 a -20 °C hasta su uso posterior.

¢) Expresion de receptores adrenérgicos

Se compard de manera semi cuantitativa la expresion de los genes -1, B-2 y -3, en tejido
tumoral a partir de la densidad de las bandas productos de PCR punto final en un gel de
agarosa al 1% en tejido tumoral, grasa interescapular y musculo. Se utiliz6 el gen
endogeno beta-actina (ACTB) para normalizar la expresion. En tejido adiposo se observo
la presencia de las bandas de los receptores tipo [3-3, las secuencias de los oligonucle6tidos

se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Secuencia de los oligonucledtidos utilizados y el tamafio de amplicon

Gen Primers Tamafio (Pb)
F (Forward) R (Reverse)
F: 5'- ACGCCGCTCCCCATAGTCC -3’
Adrbl 191

R: 5- TCGGTCCGGGGCTTTTCTGTA -3’

v F: 5"-GTTTGGGGCCAGTCACATCCTTAT-3’ 148
7
R: 5"-CACTCGGGCCTTATTCTTGGTCA -3’

F: 5- CCAGGCGCCACACGAGATG -3’
Adrb3 200
R: 5- TGCGGGCGATGGCTATGATTA -3’

Las condiciones de la reaccion de PCR fueron las siguientes: Fase I; Iniciacion 95°C
durante 5 min; Fase II: Desnaturalizacion 95°C (30 segundos), hibridacién 59°C (30
segundos); Elongacion 72°C dura (40 segundos; 30 ciclos); Fase III
Terminacion/elongacion 72°C (5 minutos). La preparacion de los reactivos se expone en

la siguiente tabla:
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Tabla 3. Reactivos y concentracion de la reaccion de PCR punto final.

Reactivo pL
GoTaq® Master mix 2X 5

Primer F" (10 uM) 0.3
Primer R” (10 uM) 0.3
cDNA (20 ng) 4

Agua miliQ 0.4
Reaccion final 10

La electroforesis se llevo a cabo en una camara a 100v por 40 minutos, el gel fue tefiido
en una solucidon de bromuro de etidio durante 20 minutos y se revel6 en luz UV. Se tomo
fotografia utilizando un foto-documentador y se realizaron los andlisis de densitometria

con el software Image Lab™ Version 6.0.1

Analisis estadistico

Se realizaron pruebas de Kolmogorov-Smirnov para determinar la distribucion de los
datos, en caso de presentar una distribucion normal, considerando valores de p mayor a
0.05, se realiz6 la prueba paramétrica T de Student y para datos sin una distribucion
normal, se realizaron pruebas no paramétricas U de Mann-Whitney. En todos los casos se
considerd una p< 0.05 como estadisticamente significativa. Los analisis se realizaron

usando el paquete de datos estadistico SPSS (version 21).
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RESULTADOS

Expresion de receptores adrenérgicos en tejido tumoral

Se encontrd expresion de los mensajeros de RNA para los receptores beta adrenérgicos 1,
2 y 3 en tejido tumoral de ratones hembras y machos sin tratamiento. En hembras, para
los receptores beta-1 se encontrd una expresion de 1.69 de cuantificacion relativa
comparada contra el mensajero endéogeno mientras que los receptores tipo beta-2 se
expresaron 2 veces mas con una cuantificacion relativa de 2.03 para los receptores tipo
beta 3 se encontrd una expresion de 1.63 de cuantificacion relativa (Figura 1a). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar la expresion relativa

entre los grupos, los valores de p fueron los siguientes: -1 y -2 (p=0.752), f-2 y p-3
(p=0.759), y B-1y B-3 (p=0.953).

Por otro lado, en ratones machos los receptores beta 1 tuvieron una mayor expresion con
una media de 0.93 de cuantificacion relativa comparada contra el enddgeno b-actina
(p=0.405). Los receptores tipo -2 se expresaron 2.2 veces menos con una media de
cuantificacion relativa de 0.44 mientras que para los receptores tipo b-3 se encontré una
expresion 2.3 veces menor con una media de cuantificacion relativa, ningun valor resulto
estadisticamente significativo (Figura la). No se encontraron diferencias estadisticas al

comparar los grupos dando los siguientes valores de significancia: -1y -2 (p=0.405),
B-2y B-3 (p=0.960), y -1y -3 (p=0-408).

Después, observamos la presencia de bandas que confirman la presencia de mRNA para
los receptores tipo -3 por PCR punto final de tejido adiposo interescapular de ratones

hembras y machos, control sanos y portadores de tumor (Figura Ic).
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Figura 1. a) Cuantificacion relativa segun los andlisis densimétricos de la expresion de los mensajeros para
receptores beta adrenérgicos en tejido tumoral en hembras y machos portadores del linfoma murino (n=3).
b) fotografias de las bandas para los receptores adrenérgicos en geles de agarosa al 1.2% ¢) Bandas de DNA
producto de la amplificacion de los mensajeros para receptores (3-3 en tejido adiposo interescapular en
ratones hembras y machos.
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Peso corporal

En ratones hembra la carga tumoral no afectd el peso corporal durante el experimento.
Los ratones del grupo tumor no tratados iniciaron con una media de peso corporal de 22.55
g y finalizaron con una media de 23.74 g comparados contra el grupo control sano que
inicié con una media de peso corporal de 22.91 g y finalizaron con una media de peso
corporal de 23.16 g (p=0.724). El tratamiento con los beta bloqueadores no afecto
significativamente el peso corporal de los ratones portadores de tumor, el grupo tratado
con el L-748,337 inicié con una media de peso corporal de 19.41 gy finaliz6 con una
media de 22.03 g de peso corporal (p=0.995). Mientras que los tratados con el bloqueador
no selectivo propanolol inicio con una media de 14.99 gy finalizaron con una media de

17.82 g (p=0.086) tal como se observa en la Figura 2a.

En ratones machos la carga tumoral redujo de manera estadisticamente significativa el
peso corporal iniciando con una media de 31.01 g y finalizando con 30.57 g de peso
corporal en un 1.4% durante el experimento comparado contra el grupo control sin tumor
el cual inici6 con una media de 36.7 gy finaliz6 con 36.68 g de peso corporal (p=0.004).
El grupo tratado con el antagonista beta-3 [.-748,337 recuperd de manera significativa el
peso corporal en un 3.8 % que inici6 con una media de 37.72 g y finalizé con una media
de 39.18 g de peso corporal (p=0.001). En contraste, el tratamiento con el propanolol no
afectd el peso corporal del grupo, el cual inici6 con una media de 32.53 g y finaliz6 con

una media de 32.36 g (p=0.347) como se observa en la Figura 2b.
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Figura 2. Evolucion del peso corporal durante el tratamiento con los antagonistas adrenérgicos  1-2
propanolol y 3, L-748,337 en A) ratones hembras y B) ratones machos. Se representa la media y su EE,
los valores de p< 0.05 (¥) se consideran como significativos.

indice de Masa Corporal

Se observaron diferencias en el indice de masa corporal en ratones portadores de tumor
en forma dependiente de sexo. Los ratones hembras perdieron un 6.6 % de IMC 0.29
g/em’ contra 0.33 g/cm? (p=0.187) comparado contra el grupo sano, si bien esta diferencia
no fue significativa. Cuando se comparé el grupo tratado con el antagonista L-748,337
contra los ratones no tratados portadores de tumor, hubo un incremento no significativo
del 10 % con un IMC de 0.28 g/cm” (p=0.657). No se encontraron efectos del tratamiento
con el propanolol comparado contra el grupo no tratado, aunque hubo una pérdida del 24
%, el valor del IMC fue de 0.22 g/cm?” con un valor de p=0.079 (Figura 3.a). Por otro lado,
el indice de masa corporal en machos portadores de tumor no tratados disminuyd de
manera significativa en un 7.5 % (p=0.031) comparado contra los ratones control libres
de tumor, de 0.36 g/cm” a 0.34 g/cm’ respectivamente. Mientras tanto, en los ratones
tratados con el L-748,337 se observo un incremento significativo del 10 por ciento en su
IMC, con una media de 0.37 g/cm2 en comparacion con los ratones portadores de tumor
no tratados (p=0.043). En cambio, en los ratones tratados con el bloqueador no selectivo
propanolol no se observo ningun efecto comparado con los ratones no tratados portadores
de tumor (p=0.338), aunque hubo un incremento del 3% en la media de IMC de 0.35
g/cm?2 (Figura 3b).
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Figura 3. Valores de IMC expresado en g/cm2, de ratones a) hembras y b) machos BALB/c de los distintos
grupos. Se representa la media y su error estandar, se considera como significativo los valores de p< 0.05

Consumo de alimento y agua

Los ratones hembra con carga tumoral disminuyeron la ingesta de alimento en un 5.4 %
de 2.7 g a 2.6 g comparado contra ratones sanos, aunque no fue estadisticamente
significativa. Y, cuando fueron tratados con L-748,337 y propanolol incrementaron su
consumo de manera no significativa en un 12.7 % (p=0.341) y 8.3% (p=0.459)
respectivamente comparado contra ratones no tratados portadores de tumor, el consumo
fue el siguiente: L.-748,337 2.9 g y propanolol 2.8 g como se observa en la figura 4a. El
consumo de alimento en ratones machos portadores de tumor no tratados disminuyo
significativamente un 17%, de una media de 5.14 g a 4.26 g (p=0.015) comparado contra
los controles libres de tumor. Con el tratamiento con L-748,337 se observo un aumento
significativo en el consumo de alimento con una media 5.06 g de consumo, un aumento
del 18 % con respecto al control no tratado (P=0.013), mientras que en el grupo tratado
con propanolol no se observaron cambios significativos (p=0.129) como se observa en la

Figura 4b.

En hembras con carga tumoral el consumo de agua disminuyé de manera no
estadisticamente significativa en un 13.9% (p=0.186) mientras que el grupo tratado con
el L-748,337 increment6 de forma no significativa la ingesta de agua en un 0.8%
comparado contra ratones no tratados portadores de tumor (p=0.916). En los ratones

tratados con propanolol la ingesta de agua disminuyé en un 21.7% de forma
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estadisticamente significativa con un valor de p=0.044 (Figura 4¢). En los ratones machos
portadores de tumor no tratados la media de consumo de agua disminuy6 en un 22% de
forma significativa (p=0.013) comparado contra ratones sanos y cuando fueron tratados
con el L-748,337 su consumo de agua se increment6 en un 34% comparado contra el
grupo de ratones control no tratados (p=0.001). Por otro lado, el tratamiento con
propanolol incrementd en los ratones con tumor el consumo de agua de manera

significativa en un 44.8% (p=0.001) como se observa en la Figura 4d.
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Figura 4. Conducta alimentaria durante el tratamiento con los antagonistas adrenérgicos f§ 1-2, propanolol
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0.05 (*).
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Volumen tumoral

El volumen tumoral se empez6 a registrar desde que el tumor era palpable, en la Figura
5a se observa la evolucion del volumen tumoral en hembras. Este inici6 en el dia 8 con
una media de volumen tumoral de 267.26 mm’ en ratones control sin tratamiento y finalizo
en el dia 12 con una media de volumen tumoral de 652.85 mm®. Por otro lado, los ratones
tratados con el L-748,337 iniciaron con una media de volumen tumoral de 484.60 mm’ y
finalizaron con 630.93 mm® de volumen tumoral. Los ratones tratados con propanolol
iniciaron con una media de volumen tumoral de 261.46 mm’ y finalizaron con 594.09
mm’. Durante la evolucion del volumen tumoral no se encontré ninguna diferencia

significativa entre los tratamientos comparados contra el control.
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Figura 5. Evolucion del volumen tumoral en ratones a) hembras y b) machos, tratados con los antagonistas
de receptores adrenérgicos b 1-2, propanolol y 3, L-748,337 a lo largo de los dias de tratamiento. Se
consideran como significativos valores de p< 0.05.

Los ratones machos controles no tratados iniciaron con una media tumoral de 364.76 mm®
en el dia 9 y finalizaron con una media tumoral de 975 mm’ en el dia 20, mientras que el
grupo de ratones tratados con el antagonista L.-748,337 iniciaron con una media tumoral
de 375.62 mm’ y finalizaron con una media tumoral de 891.30 mm”. Los ratones tratados
con propanolol iniciaron con una media tumoral de 341.45 mm’ y finalizaron con una

media tumoral de 445 mm’ (Figura 5b).
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Peso tumoral final

En hembras, para el grupo con carga tumoral, no tratado, se observd una media de peso
tumoral de 1982.38 mg mientras que el tratamiento con el antagonista L-748,337 fue de
una media de peso tumoral de 1860.18 mg mostrando una reduccion no significativa
(p=0.821) tal como se muestra en la figura 6a. El tratamiento con propanolol redujo de
manera no significativa la media de peso tumoral final a una media de 1298.8 mg
(p=0.260). Por otro lado, en ratones machos (Figura 6b) los tratamientos no tuvieron
efecto sobre el peso tumoral final. En el grupo de machos con carga tumoral no tratado,
la media de peso tumoral final fue de 2420 mg mientras que en el grupo tratado con el L-
748,337 fue de 2538.3 mg (p=0.722) por otro lado el grupo tratado con propanolol
presentd una media de peso tumoral final de 2737.11 mg (p=0.691).
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Figura 6. Peso tumoral final de los diferentes grupos tratados con los antagonistas adrenérgicos en ratones
a) machos y b) hembras portadoras de linfoma murino. Expresado como la media =+ el error estandar de la
media. Se consideran como estadisticamente significativos valores de p< 0.05 (*).

Contenido de tejido adiposo en los distintos depositos

En hembras, el depodsito de tejido adiposo interescapular disminuyé de manera
significativa de una media de 1.2 % de grasa en ratones libres de tumor, no tratados, a una
media de 0.63 % en ratones control portadores de tumor representando una disminucion
en un 47.7 % de contenido adiposo (p=0.005). Mientras que el grupo tratado con L-

748,337 presentd una disminucion no estadisticamente significativa del 16 % (p=0.607)
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de grasa interescapular con una media de 0.53 % mientras que el propanolol con una media
de 0.65 % aumento en un 1.1 % comparado contra el grupo control no tratado (p=0.870).
El tejido adiposo inguinal de ratones control portadores de tumor disminuy6 de una media
de porcentaje de grasa corporal de 1.2 % a 0.79 % representando un desgaste de depdsito
en un 38.3 % aunque el valor no fue estadisticamente significativo (p=0.183). Para el
grupo tratado con el L-748,337 la media de porcentaje de tejido adiposo inguinal fue de
0.49 % disminuyendo en comparacion contra el grupo portador de tumor no tratado
(p=0.306), por otra parte, en los ratones tratados con propanolol el porcentaje de tejido
adiposo inguinal fue un 0.18 % menor, si bien no fue significativo (p=0.641). El tejido
adiposo visceral significativamente disminuyd en un 68% de una media de 2.14% en
ratones sanos a una media de 0.68 % en ratones portadores de tumor (p=0.000), mientras
que al ser tratados con el L-748,337 los ratones aumentaron en un 45.7% su porcentaje de
tejido adiposo con una media de 0.99 %. (p=0.242). En cuanto a porcentaje de tejido
adiposo total encontramos que disminuyo significativamente en un 46 % de una media
porcentaje de grasa corporal de 4.54 % a 2.1 % (p=0.001). Al ser tratados con L-748,337
la media de porcentaje de tejido adiposo fue de 2.04 % (p=0.926) tal como se representa

en la Figura 7.

Por otro lado, en ratones machos (Figura 7), el tejido adiposo interescapular
significativamente disminuy6 en un 32% de una media de porcentaje de tejido adiposo
interescapular del.54 % a un 1.04 % (p=0.002). Y el tratamiento con el L-748,337 no
afectd el contenido porcentual de tejido adiposo con una media de 0.94% (p=0.516) y
tampoco el tratamiento con propanolol con una media de 0.84 % (p=0.059). El contenido
de tejido adiposo inguinal disminuy6 de manera significativa de una media de 2.54 % a
1.69 % disminuyendo en un 33.5 %. Y el tratamiento con el L-748,337 no protegio del
desgaste de tejido adiposo inguinal, disminuyendo significativamente en un 1.01 % con
respecto al grupo control portador de tumor (p=0.001). El propanolol no tuvo efecto sobre
el porcentaje de tejido adiposo inguinal con una media de 1.36 % (p=0.160). El porcentaje
de tejido adiposo visceral disminuyd en un 30.6 % de un contenido porcentual de 2.51 %
a 1.74 % (p=0.058). El tratamiento con el L-748,337 no afectd el contenido de tejido
adiposo visceral con una media de 1.38 % (p=0.189) y tampoco el propanolol con una

media de 1.36 % (p=2.13). Por otro lado, el contenido de tejido adiposo total disminuyd
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significativamente en un 32 %, de una media de tejido adiposo de 6.59 % en ratones sanos
contra 4.47 % en ratones que portan un tumor no tratados. El tratamiento con los
antagonistas disminuy6 el porcentaje de tejido adiposo total comparados contra ratones
portadores de tumor no tratados presentando medias de porcentaje corporal de 3.33

(p=0.005) y 3.58 (p=0.038) respectivamente.
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Figura 7. Porcentaje de grasa corporal en tres depdsitos de tejido adiposo, en los diferentes grupos de
ratones hembra y macho portadores de tumor, se representa la media y el error estandar. Valores con una
p=< 0.05 se consideran como significativos.

Analisis de imagen de tejido adiposo interescapular

El area en pixeles de las diferentes imagenes histoldgicas de tejido adiposo interescapular
en el grupo de hembras control sin tumor fue de 5755.8 px” mientras que para los ratones
hembras con carga tumoral fue de 6489.48 px” (p=0.573). Por otro lado, en los ratones
hembra tratados con el antagonista L-748,337 la media del &rea de pixeles fue de 5085.26

px* con valor de p de 0.076 comparado contra los ratones tratados con el L-748,337.

Para los grupos de ratones machos el 4area en pixeles del tejido adiposo para ratones control
sin tumor fue de una media de 17555.9 px* mientras que los ratones portadores de tumor
sin tratamiento fueron de 4901.12 px” representando una disminucion estadisticamente
significativa del drea en un 72 % con un valor de p de 0.002 como se visualiza en la Figura
8a. Mientras que el grupo de ratones con carga tumoral tratados con el L-748,337 fue de

10535.6 representando un aumento en un 114 % comparado contra los ratones con tumor
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no tratados, aunque este aumento no fue significativo (p=0.067) tal como se ilustra en la

Figura 8a.
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Figura 8. Cuantificacion del area celular de los adipocitos en imagenes histologicas de tejido interescapular
de los diferentes grupos de ratones a) machos y hembras. b) Imagenes representativas del tejido adiposo
interescapular tefiidos con hematoxilina-eosina, de ratones control libres de tumor (control), ratones
portadores de tumor sin tratamientos (tumor) y ratones con tumor tratados con el L-748,337 (L-748,337),
de hembras y machos de la cepa BALB/c.
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Citocinas plasmaticas

En ratones hembras portadoras de tumor, no se observo diferencia en la cuantificacion de
IL-6, TNF o IFN en suero comparado contra los ratones control. La media de los valores
de IL-6 fue de 4.47 pg/mL para ratones con tumor comparado contra 1.2 pg/mL en ratones
sanos (p=0.142), mientras que en el grupo tratado con L-748,337 fue de 3.06 pg/mL
comparado contra el grupo no tratado portador de tumor (p=0.471). La media de los
valores de TNF para el grupo con tumor no tratado fue de 25.04 pg/mL comparado contra
5.77 pg/mL en el grupo sano (p=0.133), mientras que el grupo tratado con L-748,337
presento una media de 24.71 pg/mL comparado contra el grupo no tratado con 25.04
pg/mL (p=0.978). Por otro lado, el IFN presentd un valor de 1.58 pg/mL en ratones con
tumor comparado contra 1.29 pg/mL en ratones sanos (p=0.827), mientras que los ratones

tratados con el L-748,337 presentaron una media de 8.02 pg/mL (p=0.275).
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Figura 9. Citocinas en plasma de los diferentes grupos de ratones sanos, portadores de tumor y tratados con
L-748,337 en hembras y machos BALB/c. Se representa la mediana y el rango de cada grupo. Los valores
con una p< 0.05 se consideran como significativos.

En contraste, los ratones machos portadores de tumor presentaron una elevacion
estadisticamente significativa de IL-6 en plasma con una media de 2.38 pg/mL comparado
contra 1.21 pg/mL en ratones sanos (p=0.05), mientras que en ratones tratados con L-

748,337 la media de IL-6 en suero fue de 2.73 pg/mL (p= 1.00). Los valores de TNF en
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suero de los distintos grupos no presentd ningtin valor estadisticamente significativo con
5.85 pg/mL, 4.85 pg/mL y 6.36 pg/mL para el grupo control, portador de tumor sin
tratamiento y tratado con el L-748,337 respectivamente con valores estadisticos de
p=0.787 para grupo tumor contra sano y p=0.905 para el grupo L-748,337 contra el no
tratado portador de tumor. Mientras que los valores de IFN en ratones con tumor aumentd
de manera no estadisticamente significativa con una media de 2.68 pg/mL en suero de
ratones machos portadores de tumor comparado contra 1.41 pg/mL en ratones sanos
(p=0.275). Por otro lado, los ratones tratados con el L-748,337 presentaron una media de
1.81 pg/mL en suero con un valor de p de 0.157 comparado contra ratones no tratados

portadores de tumor (Figura 9).
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DISCUSION

La activacion adrenérgica en cancer promueve la progresion tumoral activando vias de
proliferacion, invasion y metéstasis. Aunado a ello, estudios han sugerido que la
activacion adrenérgica en tejido adiposo pardo contribuye en el desgaste de tejido adiposo
en la patologia de caquexia asociada a cancer (Cole & Sood 2012). Para estudiar la
activacion adrenérgica en cancer y caquexia asociada utilizamos bloqueadores

adrenérgicos de los receptores -1, 2y 3.

Para ello, primero confirmamos la expresion del RNA mensajero para los receptores
adrenérgicos B-1, 2 y 3 en tejido tumoral en ambos sexos. Los receptores adrenérgicos
forman parte del sistema nervioso simpatico por lo que estan distribuidos ampliamente
por el organismo. Un estudio reciente evalud la presencia de los tres receptores
adrenérgicos en 39 tipos diferentes de cancer incluyendo linfomas y nodulos linfaticos
sanos (Rain et al., 2017). También, confirmamos la presencia de mensajeros de RNA para
receptores adrenérgicos 3-3 en tejido adiposo interescapular de nuestro modelo murino,
dado la importancia de este receptor en termogénesis y lipolisis (Michel & Ochodnicky,

2010).

Después, analizamos indicadores de composicion corporal y conductuales asociados a
caquexia, en ratones con carga tumoral comparados contra ratones sanos. En hembras no
se encontrd ningun efecto debido a la carga tumoral en los indicadores ya mencionados.
En contraste, en los ratones machos portadores de tumor disminuy6 su peso e indice de
masa corporal ademas de su ingesta de alimento y agua. Estos signos concuerdan con las
caracteristicas asociadas a caquexia como pérdida de peso, indice de masa corporal y
anorexia (Fearon et al, 2011). Los resultados en hembras concuerdan con observaciones
previas que indican una menor pérdida de peso en ratones hembras comparadas contra
machos. Estudios en este contexto han asociado a los estrégenos en hembras un efecto
musculo-protectivo. De esta manera protegiendo indicadores clave como la pérdida de
peso en hembra y una menor severidad general en la progresion de la patologia. Por
ejemplo, se ha observado que este efecto puede ser revertido con la administracion del
antagonista de receptores a estrogeno Fulvestrant en ratones de la cepa CD2F1, una cruza

entre BALB/c y DBA (Cosper & Leinwand 2010). En otro estudio utilizando hembras
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APC™* encontraron que en hembras aciclicas la caquexia es mas severa comparada
contra hembras ciclicas (Hetzler et al., 2016). Algunos estudios humanos también han
asociado atrofia muscular mas severa, una mayor progresion de la enfermedad y menor
sobrevida en hombres comparado contra mujeres con caquexia asociada a cancer
(Wallengren et al., 2014; Nakamura et al., 2015). Aunado a ello, en nuestro laboratorio
hemos observado diferencias por sexo en la ganancia de peso en ratones estresados de la
cepa BALB/c, asi como diferencias en perfiles de citocinas del sistema inmune
especialmente en los niveles de IL-6. Se ha demostrado que esta citocina tiene efectos
anoréxicos (Hunschede et al 2018), y también promueve termogénesis y lipolisis en
caquexia (Han, 2018). Por este motivo, medimos niveles plasmaticos de IL-6, junto con
IFN y TNF, observando niveles elevados de IL-6 en ratones machos con carga tumoral
comparado contra ratones sanos, mientras que en hembras solo se encontrd una tendencia
no significativa. Lo que podria explicar los efectos anoréxicos y de pérdida de peso en los

ratones machos.

Enseguida nos propusimos a explorar el papel del sistema nervioso simpatico y la carga
tumoral sobre estos indicadores de composicion corporal y conductuales. Para ello,
bloqueamos la via adrenérgica beta con los antagonistas 1.-748,337 y propanolol. El
bloqueo de los receptores -3 con el L-748,337 recuperd el IMC y peso corporal en ratones
machos con tumor, junto con la ingesta de alimento y agua. Los receptores 3-3 estan
ubicados principalmente en tejido adiposo y son responsables del desgaste energético
mediado por termogénesis acompaiado de lipdlisis por accion de la proteina
desacopladora de la oxidacion fosforilativa Ucp-1 (Fedorenko, Lishko & Kirichok, 2012).
Sin embargo, no observamos inhibicion de lipdlisis en los distintos depositos de tejido
adiposo incluyendo el interescapular, uno de los principales depodsitos de tejido pardo en
raton (Zhang et al, 2019). Por el contrario, observamos una disminucion en tejido inguinal
cuando comparamos los ratones tratados con el L-748,337 contra los ratones control
portadores de tumor. Nosotros hemos observado en repetidas ocasiones una pérdida
incluso total de este depdsito en ratones con tumor en el flanco derecho posterior. Dado
que encontramos un resultado similar en hembras tratadas con propanolol, esta
observacion nos sugiere que el tumor podria interferir en este parametro. Es sabido que

los tumores pueden internalizar acidos grasos del medio a través de la molécula
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“carrofiera” CD36 para obtener la energia necesaria que sustente su crecimiento (Wang &
Li, 2019). Son pocos los antecedentes directos utilizando antagonistas tipo beta 3 en
caquexia donde miden lip6lisis. Un trabajo destacado en este contexto es el de Petruzelli
et al., con su grupo administraron el bloqueador -3 SR59230A y observaron proteccion
en los depositos de tejido adiposo gonadal, inguinal, axilar y adicionalmente proteccion
del musculo esquelético. En otro trabajo, utilizaron ratones caquécticos portadores de
cancer de colon C26 y los trataron con un compuesto derivado del L-748,337 y
encontraron una reduccion en las cantidades de glicerol plasmatico comparado contra un
grupo control (Jin et al., 2018). La falta de proteccion del tejido interescapular podria
deberse a la dosis del compuesto, en el trabajo de Jin (2018), utilizan hasta 1 mg/kg

mientras en nuestro trabajo utilizamos 50 ug/kg.

Una posible explicacion hacia el efecto protector de peso e IMC debido al tratamiento con
L-748,337, a pesar de no haber observado proteccion en lipolisis es la inhibicion de la
anorexia. Nosotros observamos un consumo de alimento 18% mayor en ratones tratados
con el antagonista 3-3. Experimentos han demostrado que la activacion adrenérgica de
receptores tipo -3 esta involucrada en la inhibicion del apetito (Kanlzar et al., 2011;
Richard et al., 2017). Por lo que el bloqueo de este receptor previno la disminucién de la
ingesta de alimento y agua. Por otra parte, se ha observado la modulacion en la liberacion
de IL-6 por adipocitos a través de la activacion de receptores tipo beta 3 (Mohamed et al.,
2001; Tchivileva et al., 2019). Nosotros observamos una elevacion en los niveles de IL-6
en ratones con carga tumoral comparado contra ratones sano, sin embargo, no observamos
diferencias cuando medimos esta citocina en plasma de ratones tratados con el L-748,337.
Esto es debido a una alta variacion en los datos, por lo que consideramos importante
incluir un tamafio de muestra mayor al realizar este ensayo debido a la importancia de esta
citocina en el contexto de anorexia y caquexia asociada a cancer. Otra hipdtesis que podria
explicar los resultados es la proteccion de la atrofia muscular, por lo que nos planteamos
como perspectiva medir genes asociados a proteolisis como MurF-1, Atrogin-1 y observar

si el bloqueo de receptores tipo beta 3 podrian influir en este parametro.

Por otra parte, evaluamos si el propanolol tendria algiin efecto sobre indicadores de

caquexia debido a que se ha reportado la presencia y actividad de receptores tipo -1 en
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tejido adiposo (Cao et al., 2010). Pero no observamos mejoras en los indicadores de
composicion corporal o en el desgaste de los depdsitos de tejido adiposo. Aunque, si
observamos una ingesta de agua mas alta en los ratones machos tratados. A la fecha, no
se han reportado estudios de caquexia asociada a cancer utilizando propanolol o algliin otro
antagonistas tipo beta 1 o 2. Ademas, reportes de indicadores de composicion corporal
como el peso son escasos al administrar propanolol en ratones con carga tumoral, dado
que el principal objetivo es observar efectos antitumorales. En un estudio realizado por
Palm y colaboradores (2005) en ratones con tumores PC-3 cancer de prostata, reportan el
peso corporal y no encuentran efecto del tratamiento con propanolol sobre este pardmetro.
Pero, si se han estudiado estos antagonistas en caquexia asociada a fallo cardiaco con
resultados positivos en la ganancia de peso (Hryniewicz et al., 2003; Clark 2017). Estos
resultados nos sugieren que la activacion de receptores tipo beta 3 y no los B 1 y 2, son

los principales implicados en caquexia asociada a cancer.

Al observar el tratamiento con el L-748,337 sobre indicadores de progresion tumoral
como el volumen y peso tumoral final en ratones machos y hembras, no encontramos
ningun efecto. Esto contrasta con otros experimentos realizados en el modelo de
melanoma B16F10 y cancer de colén C26 donde se han observado efectos antitumorales
como la reduccion de volumen, y peso tumoral final, ademas de la elevacion de
marcadores apoptoticos como caspasa 3 (Dal Monte et al, 2013; Lin et al, 2018). Esta
discrepancia podria deberse a las dosis y vias de administracion, en nuestro trabajo
administramos 50 ug/kg de peso animal por via intraperitoneal, mientras que Dal monte y
colaboradores utilizan 5Smg/kg por via intratumoral, en cambio Lin y colaboradores
administran 1 mg/kg por via intraperitoneal. Esto sugiere que el administrar el L-748,337
a una dosis mayor podria tener mayores resultados benéficos tanto como en efecto
antitumoral como en lipolisis. Asimismo, podria explicar el por qué no observamos
proteccion de los depositos de tejido adiposo como se ha reportado en otros trabajos

(Petruzelli et al, 2014; Lin 2018).

En cuanto a efectos antitumorales, el propanolol esta descrito como antitumoral en varios
modelos de cancer, y estd en fases clinicas como co-tratamiento en cancer de mama,

melanoma y ovarico NCT02013492. Nosotros no encontramos efectos sobre el peso o
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volumen tumoral final ya sea en ratones hembras o machos portadores del linfoma murino.
Sin embargo, los efectos del propanolol se han atribuido principalmente a su actividad
anti-angiogénica y anti-metastasica disminuyendo la expresion de VGEF, Mmp-2 Y
Mmp-9 en diferentes modelos tumorales (Wang et al., 2018; Guo., et al 2009; Barbieri et
al., 2015). Nuestros resultados podrian ser explicados por las dosis empleadas, ya que los
rangos son amplios considerando de 2 mg/kg de peso animal hasta 60 mg/kg con
resultados muy variables. En un estudio del carcinoma sélido de Ehrlich, Abdin (2014)
compara dos dosis por via i.p , una de Smg/kg y otra de 10 mg/kg encontrando que ambas
reducen el volumen tumoral de manera significativa comparada contra el vehiculo donde
10mg/kg la misma dosis utilizada por nosotros es la mas efectiva. En contraste Xu (2018)
utiliza el propanolol por via ip a 2, 5 y 10 mg/kg encontrando que las dosis 2 y 5 reducen
el volumen tumoral de manera significativa en comparacion que la dosis a 10 mg/kg. Sin
embargo, al comparar la expresion de VEGF, MMP-2 y MMP-9 por Western Blot,
encuentra un efecto dosis respuesta donde a 10 mg/kg muestra una mayor reduccion en la
expresion de estas proteinas en un modelo de neuroblastoma. Mientras tanto en un modelo
de melanoma, comparan una dosis de 2mg/kg solo o en combinacion con un inhibidor de
tirosina quinasa, encontrando que por si solo el propanolol no reduce el volumen tumoral,
el peso tumoral final, ni detiene el ciclo celular pero si en combinacion con el inhibidor
de tirosina quinasa (Kuang et al., 2018). Estos resultados nos muestran una complejidad
en la determinacioén de una dosis correcta y nos cuestionan que tan robusto es considerar
solamente las dimensiones del tumor como un indicador de progresion. Por esto mismo
nos planteamos como perspectivas medir la expresion de genes asociados a progresion
tumoral como Mmp-2 y Mmp-9 en tumor. Debido a que un punto clave en el desarrollo
tumoral es su comunicacion con los otros sistemas como el nervioso e inmune y su
capacidad para invadir otros tejidos, independientemente de su tamafio. La via adrenérgica
beta influye en indicadores de composicion corporal en caquexia asociada a cancer y es
un blanco terapéutico que podria mejorar la condicion del paciente. Con nuestro trabajo
ampliamos el marco de conocimiento sobre el papel del sistema nervioso simpatico en el

desarrollo de caquexia y cancer.
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CONCLUSIONES

La carga tumoral y el tratamiento con antagonistas adrenérgicos tipo -1,2 y 3 afecta
indicadores de composicion corporal y alimenticios en ratones BALB/c de forma

dependiente de sexo de la forma siguiente:

* En presencia de carga tumoral se presenta disminucion en el peso, indice de masa
corporal, la ingesta de alimento y agua e incremento de los niveles de IL-6 en
ratones machos pero no en hembras

* El tratamiento con el L-748,337 restaura estos pardmetros a niveles de animales

libres de tumor, pero no asi con el tratamiento de propanolol.

El tratamiento con los antagonistas L.-748,337 y propanolol no afecta el volumen ni el
peso tumoral final en ratones hembras y machos portadores del linfoma murino L5178Y-

R.
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ANEXO I

CRITERIOS DE PUNTO TERMINAL PARA EL MODELO IN VIVO

Dado que la inoculacion de células tumorales induce la formacion y crecimiento
de una masa tumoral en los animales que afecta su bienestar, se empleara una serie
de criterios para el sacrificio ético de los animales, de forma tal que minimice el
sufrimiento de los animales experimentales, estos criterios se pueden encontrar en

el anexo I de este documento.

INDICADORES FISICOS

1) El tumor no debe exceder un maximo de 20 mm, si son varios tumores en su
conjunto no deberan exceder los 20 mm permitidos.

2) Una pérdida de peso mayor a 15%, este porcentaje se determinaré a partir de un
animal conspecifico del grupo control sin tumor.

3) El animal presenta dificultades respiratorias

4) El animal presente heces secas en el ano, indicativas de dificultades para la
evacuacion

5) El animal presenta vientre con un color obscuro

6) El tumor presenta ulceraciones o necrosis

7) La palpacion del tumor provoca una respuesta de dolor en el animal

8) El animal presenta escoliosis (lomo jorobado)

9) El animal parece deshidratado

10) El animal presenta pelaje erizado

INDICADORES CONDUCTUALES

1) Trauma auto-inducido persistente

2) Vocalizacion
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