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Datos del centro

ARTHEX biotech es una empresa biotecnoldgica-farmacéutica spin-off de la Universidad
de Valencia centrada en el desarrollo de tratamientos de RNA antisentido para
enfermedades genéticas, generalmente antimiRNA. Los miRNA son una clase de
moléculas de ARN no codificantes que desempefian un papel esencial en la regulacion de

la expresion génica al inhibir la sintesis de proteinas.

Arthex esta desarrollando la tecnologia AntimiR que inhibe el microARN con un alto
nivel de especificidad gracias a la complementariedad de secuencias. Para el disefio de
estos AntimiR, la empresa disefia una mejora quimica de los mismo para aumentar la

afinidad de union, la estabilidad y la biodistribucion para mejorar la eficacia terapéutica.

Por lo general, sus investigaciones se basan en la busqueda y desarrollo de terapias para
enfermedades neuromusculares con necesidades médicas no cubiertas. Su primer
producto sera el desarrollo de un nuevo farmaco ATX-01 dirigido al tratamiento de la
distrofia miotdnica (DM), aunque no se trata de la Unica linea de investigacion del centro,
entre su cartera de desarrollo también estan abriendo nuevas lineas de investigacion en

distrofia miotonica de tipo 2, osteoartritis o caquexia.

El modelo de negocio se basa en un modelo de innovacion abierta en el que la empresa
biotecnoldgica desarrolla los productos hasta la fase 2 de ensayos clinicos (eficacia).
Luego los licencia a multinacionales farmacéuticas con capacidad para completar los

estudios de desarrollo mas avanzados y su comercializacion.
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Abstract

Cancer cachexia is a multifactorial syndrome that concerns the wasting of adipose tissue
and the loss of skeletal muscle function as a consequence of cancer. This study aims to
evaluate the involvement of microRNAs in cachexia and to determine potential
therapeutic targets. Two microRNAs (miR-29b and miR-424), whose expression levels
were increased in cachectic muscle, have demonstrated their involvement in the disease,
thus have been featured as potential therapeutic targets. The miR-424 stands out for
presenting a better prognosis in the development of therapy. On the other hand, formoterol
has also been evaluated as a potent anticachectic, which shows to recover abnormal

expression levels in microRNAs involved in cancer cachexia.

Keywords: cancer cachexia, miRNA, formoterol, mouse, rat, skeletal muscle.
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Resumen

La caquexia cancerosa es un sindrome multifactorial que concierne la consuncion del
tejido adiposo y la pérdida de funcionalidad del mdsculo esquelético como consecuencia
de la aparicién del cancer. Este trabajo pretende evaluar la implicacion de microRNAs en
la aparicidon de la caquexia en el musculo ademas de determinar potenciales dianas
terapéuticas para ésta. Dos microRNA (miR-29b y miR-424), cuyos niveles de expresion
estan aumentados en el musculo caquéctico, han demostrado su implicacion en la
enfermedad y se han presentado como posibles dianas terapéuticas. Destaca el miR-424
por presentar mejor pronastico en el desarrollo de la terapia. Por otro lado, también se ha
evaluado el formoterol como un potente anticaquéctico, el cual ha demostrado recuperar

niveles de expresion anémalos en los microRNAs implicados en la caquexia cancerosa.

Palabras clave: caquexia cancerosa, miRNA, formoterol, raton, rata, mdsculo

esquelético.
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Introduccion

La caquexia cancerosa es un trastorno caracterizado por la pérdida de peso corporal
principalmente por la merma de musculo esquelético y tejido adiposo en pacientes con
cancer. La interaccion entre las células tumorales y el tejido no tumoral resulta en la
pérdida de masa muscular impulsada por una serie de cambios metabdlicos como un
elevado gasto energético, un exceso de catabolismo y la aparicion de inflamacién
(Baracos et al. 2018). Ademas, en el masculo caquéctico se observan anomalias en el
metabolismo de las proteinas (sintesis y degradacién) y de los aminoécidos (transporte y
oxidacion de aminoacidos de cadena ramificada). Un aumento de la apoptosis y un
deterioro de la capacidad de regeneracion también puede contribuir al desgaste muscular.
Todas estas alteraciones acaban provocando una pérdida de masa y funcionalidad

muscular en el musculo de los pacientes con cancer (Figura 1).
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Figura 1. Esquema del deterioro del mdsculo durante la caquexia cancerosa. Alteraciones
en el metabolismo de proteinas y aminoacidos, la apoptosis y la regeneracion estan
directamente involucrados en la inflamacion y pérdida de masa muscular. Fuente: (Argilés
et al. 2014)
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Recientemente se ha estudiado el papel de los RNA no codificantes (ncCRNA) en la
fisiopatologia del musculo, ya que estas moléculas estan implicadas en procesos de
regulacion de la expresion génica, remodelacion de la cromatina y comunicacion entre
células. Este es el caso de los microRNA. Los microRNAs (miRNA) son elementos
enddgenos de aproximadamente 23 nucledtidos de RNA que estan fuertemente
relacionados con la regulacion génica de animales y plantas. La presencia de secuencias
complementarias les permite identificar e inhibir los mMRNA de genes que codifican a
proteina, y por lo tanto reprimir su traduccion. La region que reconoce el mMRNA incluye
los primeros nucledtidos (2-8) en el extremo 5' de los miRNA, y las regiones
complementarias a estas estan localizadas dentro de la 3'UTR de los mRNA diana. Esta
represion tiene lugar debido al reclutamiento del miRNA-induced silencing complex
(miRISC), un complejo ribo-nucleo-proteico que entre sus funciones se ha reconocido la
capacidad de desadenilacion, de-capping y decaimineto del mRNA diana (Figura 2)
(Fabian and Sonenberg 2012).
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Figura 2. Silenciamiento génico mediado por miRNA via miRISC. Fuente: (Fabian and
Sonenberg 2012)

Algunos de los miRNA mas estudiados en el mdsculo esquelético son los llamados
myomiRs 0 miRNA miogénicos. Este grupo incluye miR-1, miR-133a/b, miR-206, miR-
208 y miR-499. Estos miRNAs son especificos de musculo y estdn implicados en la
miogénesis (diferenciacion de las células musculares), el recambio de proteinas y la
reparacion del masculo. Ademas de estos, un grupo de miRNA no especificos de muasculo
también ejercen estas funciones miogeénicas, entre los que encontramos el miR-23a/b (Xu
et al. 2020). De esta manera, los miRNAs estan involucrados en una plétora de funciones

fisiologicas y son esenciales para la regulacion de la expresion génica durante el
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desarrollo, la diferenciacién celular y el mantenimiento de la homeostasis. Por ende,
cualquier alteracion en su expresion puede conducir a una amplia gama de condiciones
patologicas. En el caso concreto del musculo esquelético, diversas investigaciones han
estudiado la implicacion de alteraciones en el miRNoma tras la aparicion de miopatias
especificas, incluida la caquexia cancerosa (Argilés et al. 2014). Experimentos de
secuenciacion masiva en musculo de modelos murinos, celulares y pacientes con cancer
han reportado la sobrexpresion de myomiRs, como son miR-29b, miR-424 y miR-199a,
miRNAs que todavia no han sido validados y de los que se desconoce su funcion dentro
del proceso caquéctico (Fernandez et al. 2020; Moraes et al. 2017). Entre los miRNAs
alterados en caquexia cancerosa, se seleccionan cuatro candidatos (miR-23b, miR-29b,
miR-199a y miR-424) con la finalidad de comprobar la sobrexpresion en modelos de

caquexia.

Entre las aplicaciones biotecnoldgicas de los miRNAs, destacan las terapias basadas en
el silenciamiento de los mismos. A esto se le conoce como antimiRNA. Los antimiRNAS
son pequefias moléculas de naturaleza ribonucleotidica disefiados para unirse
especificamente al mMiRNA diana y asi inducir su silenciamiento (Rupaimoole and Slack
2017). En consecuencia, parece que los microRNA pueden representar valiosas
herramientas de diagndstico/pronéstico de la caquexia asociada al cancer, asi como
nuevas vias potenciales para la intervencion terapéutica. De este modo, el presente estudio
pretende evaluar las anomalias en la expresion de los miRNAs candidatos partiendo de la
hipbtesis de que la desregulacion metabdlica de los mdsculos producida por la
sobreexpresion de microRNA indica una posible diana para el tratamiento de la caquexia

cancerosa.

Por otro lado, el formoterol es un agonista de los receptores beta2-adrenérgicos de accion
prolongada que es conocido por su aplicacion como broncodilatador en el tratamiento del
asma y la EPOC. Maés recientemente, se ha demostrado que induce efectos beneficiosos
significativos en los musculos caquécticos a través de varios mecanismos biologicos
(Salazar-Degracia et al. 2018). Ademas, la sefalizacion de atrofia inducida por LPS
(Lipopolisacarido) puede atenuarse mediante el tratamiento con formoterol impidiendo
la proteolisis en el musculo esquelético y la inhibicion de la sintesis proteica activando la
cascada de sefializacion Akt/mTOR en células de la musculatura esquelética (Figura 3)
(Martin et al. 2018). Sin embargo, las bases moleculares de su efecto en la caquexia del

musculo esquelético siguen sin estar claras. Por ello, vista la implicacion de microRNA
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en la enfermedad caqueéctica, se hipotetiza que el formoterol debe poder regular la

expresion de miRNAs involucrados en la caquexia cancerosa.
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Figura 3. Bases moleculares de los efectos del formoterol en células de la musculatura
esquelética con protedlisis inducida por LPS. El formoterol reduce la protedlisis y fomenta

la sintesis proteica. Fuente: (Martin et al. 2018).
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Objetivos

Este trabajo se ha centrado principalmente en la identificacion y validacion de dianas
terapéuticas eficaces para el potencial tratamiento de la caquexia cancerosa mediante
técnicas de silenciamiento de miRNAs. Para ello, se ha considerado necesario evaluar la

implicacion de estos miRNAs en la enfermedad del musculo caquéctico.

De este modo, en este proyecto se presentan tres objetivos principales en este estudio:

- Objetivol. Comprobar los efectos del tratamiento con formoterol en el peso

muscular de dos modelos caquéctico.

- Objetivo 2: Andlisis de la sobreexpresion de miRNAs candidatos en modelos
tumorales de AH-130y LLC y posterior validacion de la implicacion de estos en

la enfermedad con un anticaquético control (el formoterol).
- Objetivo 3: Andlisis de la expresion de los miRNAs candidatos en los diferentes

musculos de estudio y tejidos de interés para determinar las dianas terapéuticas

mas atractivas.

Evaluacion de microRNA como diana terapéutica en caquexia cancerosa | 14



15 | Trabajo de final de grado — Diego Piqueras Losilla



Metodologia

Modelos tumorales experimentales y tratamiento con formoterol

Con el fin de llevar a cabo este estudio se han utilizado como modelo muestras de ratas
Wistar machos para el modelo tumoral AH-130 y muestras de ratones de la cepa C57BL/J
machos para el modelo tumoral de Lewis, ambos con 6 semanas de vida. Todos los
modelos caquécticos fueron obtenidos, manipulados y procesados por la Universidad de
Barcelona (Grupo de bioquimica y biologia molecular del cancer), quienes ha
proporcionado las muestras de los musculos esqueléticos de ambos modelos para este

estudio.

Los animales han sido mantenidos a una temperatura de 22 +2° C, con un ciclo regular de
luz-oscuridad en condiciones de luz desde las 8:00 am a las 20:00 am y un 40-44% de
humedad. Todas las manipulaciones animales se han realizado de acuerdo con la
European Community Guidelines para el uso de animales de laboratorio y con el
procedimiento aprobado por parte de la Universidad de Barcelona y la Generalitat de

Catalunya.

Hepatoma ascitico Yoshida AH-130

El modelo experimental caquéctico fue obtenido por una inyeccidn intraperitoneal a 16
ratas Wistar de 108 células de Hepatoma ascitico Yoshida AH-130, obtenidas previamente

de tumores exponenciales de higado (Toledo, Springer, et al. 2014).

El estudio se lleva a cabo durante 7 dias. Durante este periodo se observé una pérdida de
masa corporal de animales portadores del tumor respecto a los controles, asi como una
reduccion de la ingesta de comida y la aparicion de anorexia. Ademas, se observo un
efecto caquéctico en los musculos debido al crecimiento del tumor.

Carcinoma pulmonar de Lewis

En este caso, el modelo experimental caquéctico se obtuvo por inyeccion intramuscular
en una de las patas de 17 ratones C57BL/J de 5x10° células de Lewis lung carcinome
(LLC), obtenidas previamente de tumores exponenciales de pulmon (Toledo, Penna, et
al. 2014).
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El estudio de los ratones C57BL/J tiene una duracién de 14 dias. De la misma manera al
modelo comentado anteriormente, hay aparicion de caquexia debida al tumor en esta fase

més avanzada del crecimiento tumoral.

Tratamiento con Formoterol

En caso de tratamiento con el anticaquético Formoterol, el tratamiento fue administrado
desde el dia de la inoculacion del tumor, hasta el dia previo al sacrificio por parte de la

Universidad de Barcelona.

En el caso de las ratas (modelo AH-130) ha consisti6 en una inyeccion subcutanea de 0.3
ml cada 24 horas de formoterol 0.3 mg/kg durante 7 dias (Toledo, Springer, et al. 2014).
Se ha inyectado una solucidn salina de igual volumen a los grupos no tratados. Estos se
dividieron en 3 grupos: control (C, no tumor e inyeccion salina n=6), tumor (T, hepatoma
ascitico Yoshida AH-130 e inyeccion salina n=7) y tumor tratado (T+F, hepatoma ascitico

Yoshida AH-130 y tratamiento con formoterol n=9).

Por otro lado, en el caso de los ratones (modelo LLC) el tratamiento consistio en una
inyeccion subcutanea de 0,1 ml cada 24 horas de formoterol 1mg/kg. Se ha inyectado una
solucidn salina de igual volumen a los grupos no tratados. La duracion del tratamiento en
este caso ha sido de 14 dias. De igual forma, estos se dividieron en 3 grupos: control (C,
no tumor e inyeccién salina n=6), tumor (T, carcinoma pulmonar de Lewis e inyeccion
salina n=8) y tumor tratado (T+F, carcinoma pulmonar de Lewis y tratamiento con

formoterol n=9).

Extraccion de miRNA

Una vez recibidos los musculos de rata AH-130 y raton de Lewis se extrajo el RNA total
enriquecido en fraccion de miRNA de los masculos gastrocnemio, el musculo extensor
largo de los dedos (extensor digitorum longus, EDL) y el tibial. Para la extraccion del
RNA se utilizo el kit comercial miRNeasy Mini Kit (QIAGEN, Cat. No. / ID: 217004)
siguiendo las condiciones del fabricante. Finalmente se analizé la cantidad y pureza del
RNA mediante espectrofotometria utilizando un equipo Thermo Scientific™ NanoDrop
2000.
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gRT-PCR

Para los experimentos de PCR a tiempo real 5 ng/pl de RNA fueron retrotranscritos con
el kit mMIRCURY® LNA® RT (QIAGEN, Cat. No. / ID: 339340). EI cDNA resultante
fue utilizado para realizar un ensayo de gPCR. Para ello se realiz6 una dilucion 1/60 del
cDNA vy se amplifico mediante el kit comercial mMiRCURY LNA SYBR Green PCR
(QIAGEN, Cat. No. / ID: 339347). Se utilizaros cebadores especificos para el analisis
de la expresion de miR-29b-3p, miR-424-5p, miR-199a-3p y miR-23b-3p (Tabla 1).
Los niveles de expresion de miRNA en los masculos fue cuantificada mediante Real
Time gPCR Applied Biosystems QuantStudio5. La expresion de miRNA fue
normalizada con la cuantificacion de los sSnRNA endogenos Ul y U6 y el RNA
ribosomal (rRNA) S5 mediante el método del 2-AACt.

Tabla 1. Primers utilizados en la Real Time gPCR.

Nombre del Grupo de producto Casa Cat. ID.
producto comercial

hsa-miR-23b miRCURY LNA™ miRNA PCR Assay QIAGEN | YP00204790
hsa-miR-29b-3p miRCURY LNA™ miRNA PCR Assay QIAGEN | YP00204679
hsa-miR-199a-3p | MiRCURY LNA™ miRNA PCR Assay QIAGEN | YP00204536
hsa-miR-424-5p mMiRCURY LNA™ miRNA PCR Assay QIAGEN | YP00204736
RNU1A1 miRCURY LNA™ miRNA PCR Assay QIAGEN | YP00203909
U6 snRNA miRCURY LNA™ miRNA PCR Assay QIAGEN | YP00203907
5S rRNA mMiRCURY LNA™ miRNA PCR Assay QIAGEN | YP00203906

Analisis estadistico

Las diferencias de expresién de los microRNA entre los diferentes grupos fueron
analizadas mediante pruebas One-way ANOVA y Kruskal-Wallis. De esta manera se
realizd una comparacion multiple de los datos normalizados contra el grupo control. Las
diferencias estadisticas entre los grupos Tumor (T) y Tumor con tratamiento (T+F) se

realiz6 mediante las pruebas t de Student sobre los datos normalizados.

Ademas, también se compar0 estadisticamente las diferencias en la expresion de los
miRNA en el muasculo caquéctico. El analisis se realiz6 con comparacion multiple (One-

way ANOVA) entre todos grupos para los miRNAs estudiados.
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Expresién de miRNAs candidatos en 6rganos y tejidos (Zenbu)

Para completar este proyecto, se realizd una busqueda bibliografica de la expresion de
miRNAs en individuos humanos. Para ello, se utilizé la base de datos Zenbu (ZENBU -
Analysis Reports), una herramienta bioinforméatica donde se recogen la expresion de
multitud de ncRNA, siendo un reconocido atlas de miRNAs humanos. Zenbu proporciona
una amplia seleccion de capacidades de manipulacion de datos, incluyendo el filtrado de
calidad, normalizacion de la sefial y la visualizacion de la diferencia de expresion a través
de multiples experimentos incluyendo RNA-seq (Abugessaisa et al. 2021). Asi, se filtro
y comparo los datos de expresion de miR-23b, miR-29b, miR-199ay miR-424 en diversos
organos y tejidos (sangre, medula 6sea, cerebro, cerebelo, diafragma, ojos, corazon, rifidn,

higado, pulmones, pancreas y musculo esquelético).
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Resultados

Objetivol. Efectos del tratamiento con formoterol en el peso muscular

de 2 modelos caquéctico

Los mdsculos de los animales incluidos en el estudio fueron pesados después del
sacrificio con la finalidad de observar variaciones en el peso debido a la aparicion de
caquexia y los efectos del formoterol sobre este proceso de desgaste muscular. Estos
resultados fueron obtenidos por Silvia Busquets Rius de la Universidad de Barcelona,

pero analizados estadisticamente por el en este proyecto de fin de grado.

1.1 Efectos del tratamiento con formoterol en el peso muscular en ratas portadoras del
tumor hepatoma ascitico Yoshida AH-130 (AH-130) 7 dias después de la

inoculacion del tumor.

En el modelo tumoral de Hepatoma ascitico Yoshida AH-130 se observaron diferencias
significativas en el peso de los musculos al dia 7 de crecimiento tumoral (Figura 4). Se
aprecia una disminucion del peso muscular en las ratas portadoras de tumor respecto a los
controles, por lo que se demuestra un efecto caquéctico en los musculos evaluados debido
al crecimiento tumoral. Ademas, se observan efectos positivos del tratamiento
anticaquéctico de formoterol con aumentos significativos del peso muscular en el grupo

T+F respecto al T (Figura 4).

1.2 Efectos del tratamiento con formoterol en el peso muscular en ratones
portadores del carcinoma pulmonar de Lewis (LLC) 14 dias después de la

inoculacion del tumor.

En el modelo tumoral de carcinoma pulmonar de Lewis se observaron diferencias
significativas en el peso de los musculos al dia 14 de crecimiento tumoral (Figura 5) entre
los masculos gastrocnemio, tibial y EDL. Se aprecia una disminucion en el peso del
musculo de los ratones del grupo portador del tumor respecto a los controles. Por lo tanto,
se demuestra un efecto caquéctico en los musculos evaluados debido al crecimiento
tumoral. Por lo que respecta al tratamiento con formoterol, éste implica un aumento del

tamafio de los musculos en los animales portadores de tumor tratados (Figura 5). En
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gastrocnemio se consiguid recuperar valores cercanos al control (Figura 5a). Por el
contrario, en el masculo EDL no se observan diferencias significativas entre el grupo
portador de tumor y el tratado (Figura 5b).
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Figura 4. Efectos del tratamiento con formoterol en el peso muscular en ratas modelo del
tumor hepatoma ascitico Yoshida AH—130 7 dias después de la inoculacién del tumor. a:
peso del gastrocnemio. b: peso del masculo extensor digitorium longus (EDL). c: peso del
tibial. El peso de los masculos se expresa en miligramos por 100 gramos de peso corporal
inicial (mg/100g IBW). Los resultados se expresan como media £ SEM. Control (C, no tumor
e inyeccién salina n=6), Tumor (T, carcinoma pulmonar de Lewis e inyeccion salina n=7) y
tumor tratado (T+F, carcinoma pulmonar de Lewis y tratamiento con formoterol n=9). Los
valores significativamente diferentes se indican: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, ****
p<0.0001.
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Figura 5. Efectos del tratamiento con formoterol en el peso muscular en ratas modelo del
tumor carcinoma pulmonar de Lewis 14 dias después de la inoculacion del tumor. a: peso
del musculo gastrocnemio. b: peso del masculo extensor digitorium longus (EDL). ¢: peso
del masculo tibial. El peso de los muasculos se expresa en miligramos por 100 gramos de
peso corporal inicial (mg/100g IBW). Los resultados se expresan como media + SEM.
Control (C, no tumor e inyeccion salina n=6), Tumor (T, carcinoma pulmonar de Lewis e
inyeccion salina n=8) y tumor tratado (T+F, carcinoma pulmonar de Lewis y tratamiento
con formoterol n=9). Los valores significativamente diferentes se indican: * p<0.05, **
p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001.
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Obijetivo 2: Analisis de la expresién de miRNAs candidatos en modelos
tumorales de AH-130 y LLC y posterior validacion con un anticaquético
(Formoterol).

2.1 Expresion relativa de miR-29b en musculo caquéctico y tratado con Formoterol

El estudio demostro variaciones significativas en la expresion de miR-29b en el modelo
de rata portadora de hepatoma ascitico de Yoshida AH-130. Se observaron aumentos
significativos en la expresion de miR-29b para los masculos gastrocnemio (Figura 6a),
EDL (Figura 6b) y tibial (Figura 6¢) de las ratas portadoras del tumor respecto al grupo
control.

Por otro lado, también se observan los efectos del tratamiento con formoterol en la
expresion del microRNA. En gastrocnemio y tibial (Figura 6a y 6c¢) se consiguio
recuperar niveles basales de la expresion relativa de miR-29b. No se consiguio recuperar
los niveles de expresion respecto a los del grupo control en EDL (Figura 6b), aunque si
mostro una gran reduccion de la expresion del microRNA respecto a las ratas portadoras

del tumor sin tratamiento.
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Figura 6. Expresion relativa de miR-29b en ratas modelo del tumor hepatoma ascitico
Yoshida AH-130 en los misculos gastocnemio (a), el muasculo extensor digitorium longus (b)
y el tibial (c). Control (C, no tumor e inyecci6n salina n=6), Tumor (T, carcinoma pulmonar
de Lewis e inyeccién salina n=7) y tumor tratado (T+F, carcinoma pulmonar de Lewis y
tratamiento con formoterol n=9). Los resultados se expresan como la media + SEM con
significancia *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, **** p<0.0001.
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Por otro lado, en el modelo de raton portador del carcinoma pulmonar de Lewis (LLC) se
observa una tendencia similar en la expresion de miR-29b a los resultados obtenidos con
las ratas modelo de hepatoma AH-130 (Figura 6). Se observan aumentos significativos
en la expresion de miR-29b en los musculos gastronemio, EDL Yy tibial del modelo
tumoral respecto al control (Figura 7). También se observan los efectos del formoterol
reduciendo la expresion del microRNA a valores cercanos a la expresion control (no

diferencias significativas entre el grupo tratado y el control).
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Figura 7. Expresion relativa de miR-29b en ratones modelo del tumor carcinoma pulmonar
de Lewis (LLC) en los musculos gastocnemio (a), el masculo extensor digitorium longus (b)
y el tibial (c). Control (C, no tumor e inyeccion salina n=6), Tumor (T, carcinoma pulmonar
de Lewis e inyeccidn salina n=8) y tumor tratado (T+F, carcinoma pulmonar de Lewis y
tratamiento con formoterol n=9). Los resultados se expresan como la media + SEM con
significancia *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, **** p<0.0001.

2.2 Expresion relativa de miR-199a en mdusculo caquéctico y tratado con
Formoterol

La expresion del miR-199a esta aumentada en todos los musculos estudiados de las ratas
tumorales AH-130 (Figura 8). Los efectos del formoterol en este miRNA también son
apreciables. En todos los casos se consigue una reduccion de la expresion del miRNA
hasta expresiones cercanas al control. En el caso de gastrocnemio y tibial (Figura 8ay 8c)
esta reduccidn de la expresion es significativa respecto a las ratas no tratados. En el caso
del masculo EDL (Figura 8b) esta reduccion no es significativa, aunque se aprecia

claramente la tendencia y la expresion de este miRNA comparada con el control no esta
significativamente aumentada.
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Figura 8. Expresion relativa de miR-199a en ratas modelo del tumor hepatoma ascitico

Yoshida AH-130 en los masculos gastocnemio (a), el masculo extensor digitorium longus (b)

y el tibial (c). Control (C, no tumor e inyeccion salina n=6), Tumor (T, carcinoma pulmonar

de Lewis e inyeccion salina n=7) y tumor tratado (T+F, carcinoma pulmonar de Lewis y

tratamiento con formoterol n=9). Los resultados se expresan como la media £ SEM con
significancia *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, **** p<0.0001.

En el modelo de raton de LLC el miR-199a no parece estar relacionado con la enfermedad
del musculo caquéctico. No mostré cambios significativos en la expresion del microRNA
en el modelo tumoral (Figura 9). Tampoco parece que el formoterol tenga grandes efectos
en la expresion del microRNA salvo una pequefia tendencia significativa en EDL, donde
el formoterol parece disminuir el miRNA (Figura 9b).

2 b ¢ ibiali
Gastrochemius EDL Tibialis
ns ns ns
3 ns 37 ns 2.0 ns
g ns & PN ns
3 3 3 T
Y o & 1.5+
22 £2- s
g E g
E = 1.0
fid g LE
§ 1 $ 1 . 8
g z & 0.5
E E T £
0.0-
0- o
C T T+F C T T+F T T+F

Figura 9. Expresion relativa de miR-199a en ratones modelo del tumor carcinoma pulmonar

de Lewis (LLC) en los musculos gastocnemio (a), el masculo extensor digitorium longus (b)

y el tibial (c). Control (C, no tumor e inyecci6n salina n=6), Tumor (T, carcinoma pulmonar

de Lewis e inyeccidn salina n=8) y tumor tratado (T+F, carcinoma pulmonar de Lewis y

tratamiento con formoterol n=9). Los resultados se expresan como la media + SEM con
significancia *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, **** p<0.0001.
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2.3 Expresion relativa de miR-424 en musculo caquéctico y tratado con
Formoterol

El estudio demostr6 grandes variaciones significativas en la expresion de miR-424 para
el modelo caquéctico AH-130. Los musculos gastrocnemio y tibial presentan un aumento
moderado en el grupo tumoral respecto la expresion control (Figura 10a y 10c). Mientas,
el masculo EDL muestra un aumento considerablemente mas grande del miRNA en las
ratas tumorales respecto la expresion control (175,5 veces) (Figura 10b). Son notables los
efectos del tratamiento anticaquéctico con formoterol en la expresion del miR-424 en el
modelo AH-130 (Figura 10). Las diferencias entre los grupos tumor (T) y tratamiento
(T+F) son altamente significativas. Ademas, se consigue recuperar niveles de expresion
cercanos al control en todos los musculos de estudio.
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Figura 10. Expresion relativa de miR-424 en ratas modelo del tumor hepatoma ascitico
Yoshida AH-130 en los masculos gastocnemio (a), el masculo extensor digitorium longus (b)
y el tibial (c). Control (C, no tumor e inyeccion salina n=6), Tumor (T, carcinoma pulmonar
de Lewis e inyeccion salina n=7) y tumor tratado (T+F, carcinoma pulmonar de Lewis y
tratamiento con formoterol n=9). Los resultados se expresan como la media £ SEM con
significancia *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, **** p<0.0001.

Por otro lado, el miR-424 demostrd estar sobreexpresado en todos los musculos
estudiados del modelo de raton LLC, con grandes aumentos en gastrocnemio y EDL
(Figura 11). Ademas, también se observan los efectos del formoterol en la expresion del
miR-424 en los musculos EDL vy tibial (Figura 11b y 11c) de este modelo tumoral. Por su
parte, el formoterol no demostré recuperar los niveles de expresion de miR-424 en
musculo gastrocnemio, aunque si que se puede apreciar un leve descenso no significativo

de este miRNA en este musculo con el tratamiento (Figura 11a).
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Figura 11. Expresion relativa de miR-424 en ratones modelo del tumor carcinoma pulmonar
de Lewis (LLC) en los musculos gastocnemio (a), el musculo extensor digitorium longus (b)
y el tibial (c). Control (C, no tumor e inyeccion salina n=6), Tumor (T, carcinoma pulmonar
de Lewis e inyeccion salina n=8) y tumor tratado (T+F, carcinoma pulmonar de Lewis y
tratamiento con formoterol n=9). Los resultados se expresan como la media + SEM con
significancia *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, **** p<0.0001.

2.4 Expresion relativa de miR-23b en musculo caquéctico y tratado con Formoterol

Finalmente, el myomiRNA miR-23b mostré pequefias alteraciones en los musculos
caquécticos de rata AH-130. Se observé una leve tendencia al aumento de la expresion
del miR-23b en gastrocnemio, aunque no significativa (Figura 12a). Si mostré un
aumento relevante en el masculo EDL (Figura 12b). Por otro lado, en el tibial (Figura
12c) se aprecia una leve reduccion de la expresion de miR-23b en las ratas portadoras del
tumor. Por lo que respecta al tratamiento con formoterol, no muestra ningun efecto
significativo en la expresion del miR-23b en el masculo gastrocnemio (Figura 12a). En
los muasculos EDL y tibial se observa una reduccion de la expresion del microRNA debido
al tratamiento con formoterol (Figura 12b y 12c), en tibial este miRNA que es reducido a
una expresion casi nula (0,051 veces).

En lo que corresponde al modelo tumoral LLC, el miR-23b no ha mostrado ninguna
implicacion en la caquexia cancerosa. Los musculos de las ratas tumorales no muestran
variaciones significativas en la expresion de miR-23b. El formoterol, sin embargo, si
parece que afecte levemente al musculo caquectico, aumentando la expresion de este

microRNA, aunque sin significancia (Figura 13).
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Figura 12. Expresion relativa de miR-23b en ratas modelo del tumor hepatoma ascitico

Yoshida AH-130 en los masculos gastocnemio (a), el masculo extensor digitorium longus (b)

y el tibial (c). Control (C, no tumor e inyeccion salina n=6), Tumor (T, carcinoma pulmonar

de Lewis e inyeccion salina n=7) y tumor tratado (T+F, carcinoma pulmonar de Lewis y

tratamiento con formoterol n=9). Los resultados se expresan como la media = SEM con
significancia *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, **** p<0.0001.
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Figura 13. Expresion relativa de miR-23b en ratones modelo del tumor carcinoma pulmonar

de Lewis (LLC) en los musculos gastocnemio (a), el misculo extensor digitorium longus (b)

y el tibial (c). Control (C, no tumor e inyecci6n salina n=6), Tumor (T, carcinoma pulmonar

de Lewis e inyeccidn salina n=8) y tumor tratado (T+F, carcinoma pulmonar de Lewis y

tratamiento con formoterol n=9). Los resultados se expresan como la media £ SEM con
significancia *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, **** p<0.0001.
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Obijetivo 3: Analisis de la expresion de los miRNAs candidatos en los diferentes
musculos de estudio y tejidos de interés.

3.1 Niveles de expresion de miRNAs en el modelo tumoral AH-130

De formar adicional se comparo el nivel de expresion de los diferentes miRNAs de
estudio: miR-23b, miR-29b, miR-199a y miR-424. Por lo general, miR-29b y miR-
424 muestran ser los microRNA mas aumentados en el musculo caquéctico del
modelo tumoral de Hepatoma ascitico Yoshida AH-130.

El miR-29b mostrdé una mayor expresioén en gastrocnemio y tibial, ademas de
demostrar diferencias significativas frente miR-23b en gastrocnemio vy tibial; y
frente miR-199a y miR-424 en tibial (Figura 14).

Por su parte, el miR-424 demostr6 una gran expresion en EDL, considerablemente
superior a todos los demas miRNA estudiados en el musculo caquéctico (Figura
14b). Ademas, también se observd una mayor expresion respecto miR-23b en

gastrocnemio y tibial de la misma forma que lo hace miR-199a (Figura 14 a'y c).
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Figura 14. Comparacion de la expresion relativa de miR-29b, miR.424, miR-199a y miR-23b
en los muasculos gastocnemio (a), EDL (b) y el tibial (c) de las ratas modelo del tumor
hepatoma ascitico Yoshida AH-130. #p < 0,05, ##p < 0,01, ### p < 0,001, #### p < 0,0001
respecto miR-29b; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, **** p<0.0001 respecto a miR-424
y & < 0,05, respecto miR199a.
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3.2 Niveles de expresion de miRNAs en el modelo tumoral LLC

Para el modelo tumoral de carcinoma pulmonar de Lewis (LLC), miR-29b y miR-424
demostraron ser los microRNA mayor aumentados en los musculos caquécticos, al igual
que el modelo AH-130.

El musculo gastrocnemio no mostré ninguna variacion significativa en la expresion de
los miRNAs, aunque se observa la tendencia de miR-29b y miR-424 como miRNAs mas
aumentados en musculo caquéctico (Figura 15a). En EDL vy tibial se observo la misma

tendencia, pero esta vez con diferencias significativas (Figura 15b y 15c) estando estos
aumentados respecto a miR-199a y miR-23b.
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Figura 15. Comparacion de la expresion relativa de miR-29b, miR.424, miR-199a y miR-23b
en los muasculos gastocnemio (a), EDL (b) y el tibial (c) de ratones modelo del tumor
carcinoma pulmonar de Lewis (LLC). #p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001 respecto miR-
29by *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 respecto a miR-424.
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3.3 Niveles de expresion de miRNAs en tejidos en tejidos relevantes.

Los datos de la base de datos Zenbu mostraron diferencias en la expresion de los miRNAs
candidatos entre diferentes tejidos relevantes para biodistribucion, la farmacodinamica y
la eficacia de las terapias AntimiRs. EI miR-23b mostré una gran expresion en la gran
mayoria de los tejidos analizados, destacando sobre todo en el diafragma, corazon y
musculo esquelético (Figura 16); como era de esperar en un myormiR. miR-424 mostro
una gran expresion en diafragma y musculo esquelético, pero unos niveles de expresion
bajos en el resto de los tejidos (Figura 16). Por otro lado, miR-29b mostrd6 mayor
expresion cerebelo, sangre, cerebro, rifién y pulmén; y menor expresion en corazon,
diafragma, higado y musculo esquelético (Figura 16). Finalmente, el miR-199a no mostrd

grandes expresiones en ninguno de los tejidos estudiados (Figura 16).
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Figura 16. Diferencias en la expresion de miRNA en humanos. Se recoge la expresion de
miR-23b, miR-29b, miR-199a y miR-424 en diferentes drganos y tejidos. Datos obtenidos de

la base de datos y atlas de expresion de miRNA humano Zenbu.
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Discusién de resultados

El tratamiento de la caquexia asociada al cancer es una necesidad médica no cubierta, y
es esencial comprender mejor el mecanismo subyacente para desarrollar intervenciones
eficaces. En este trabajo se ha validado la sobreexpresion de 2 miRNAs en modelos
murinos de caquexia, previamente descritos en musculo esquelético caquéctico de

pacientes con cancer.

Los modelos tumorales de hepatoma ascitico de Yoshida AH-130 y carcinoma pulmonar
de Lewis han mostrado la sobreexpresion de miR-29b y miR-424 en musculos
(gastocnemio, EDL vy tibial) en situacion de caquexia. Por otro lado, se ha demostrado
también la reduccidn de estos microRNA con el tratamiento anticaquéctico de formoterol,
recuperando en su mayoria niveles de normales de expresion (cercanos al control). Esto
se correlaciona con el aumento de peso de los musculos observado en los animales
tratados, suponiendo una mejora sustancial del fenotipo caquéctico. De forma adicional,
se ha observado un mayor rescate del peso de los musculos en el modelo de hepatoma
respecto al modelo de carcinoma pulmonar, esto también se correlaciona con los
resultados obtenidos de la expresion de miRNAs donde el aumento de miR-29b y miR-
424 es mayor en el modelo de hepatoma. Con todo ello, se ha demostrado la implicacién
de miR-29b y miR-424 en la enfermedad del musculo caquéctico asociada al cancer en

dos modelos diferentes de tumor pulmonar y hepatico.

miR-29b esta sobrexpresado en de caquexia cancerosa. También se ha observado
alteraciones en la expresion de miR-29b en condiciones de atrofia muscular en multiples
modelos in vitro e in vivo. Ademas, el incremento de miR-29b parece ser suficiente y
necesario para la aparicion de atrofia muscular in vitro. De este modo, el miR-29b se
presenta como promotor de procesos tales como la senescencia y la apoptosis en el
musculo via FoxO3, ademas de interferir en la via mTOR alterando la sintesis proteica
(Lietal. 2017) (Figura 17). Estos procesos estan altamente relacionados con la aparicion
de la caquexia cancerosa, pudiendo suponer uno de los mecanismos de caquexia
cancerosa en el musculo esquelético. Por otro lado, otros modelos de cancer que inducen
caquexia también han mostrado diferencias en la expresion de miRNA en el musculo. La
caquexia asociada a enfermedades cardiacas también se ha relacionado con la
sobreexpresion de miR-29b en el masculo esquelético. Por ende, miR-29b se presenta

como una posible diana terapéutica vista su implicacion en la enfermedad.
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En el caso de miR-199a no ha mostrado una relacién clara con fenotipo de caquexia en
general en los musculos en este estudio. Aunque si ha mostrado pequefios aumentos en el
modelo tumoral AH-130, parece no tener implicacion en el modelo de raton LLC, donde
no se observd ningun aumento significativo, pudiendo estar implicado Unicamente en la
caquexia cancerosa causada por tumores de tipo hepatico. Entre los mecanismos descritos
del miR-199a en situacion atrdfica encontramos que influye en la expresion del gen
elF4EBP1 (aumenta su expresion) y reduce la via mTOR, interfiriendo asi con la sintesis

proteica (Narasimhan et al. 2017) (Figura 17).

Por otro lado, el miR-424 esta involucrado en el deterioro muscular inhibiendo la
expresion de RNA ribosémico (rRNA), la produccion de ribosomas y, por lo tanto, la
sintesis proteica (Connolly et al. 2018) (Figura 17). Ademés, ha demostrado estar
fuertemente implicado en la caquexia cancerosa, pues lo encontramos aumentado en
todos los musculos de estudio de ambos modelos cancerosos AH-130y LLC y claramente
el anticaquético eleccién disminuye su expresion, pudiendo estar esté implicado en los
mecanismos de la enfermedad y suponer asi una buena diana terapéutica. Ademas,
estudios transcriptomicos ratificaron la sobrexpresion de miR-424 en los musculos de
pacientes con caquexia asociada a cancer de pulmon y enfermedad pulmonar obstructiva

cronica (COPD, chronic obstructive pulmonary disease). (van de Worp et al. 2020).

En contraste, se observa la expresion de miR-23b, el cual ha demostrado ninguna
correlacion positiva con la caquexia cancerosa en ambos modelos tumorales estudiados,
observando incluso descensos en su expresion en algunas situaciones. Sin embargo, este
resultado concuerda con lo anteriormente publicado en los musculos de ratones
caquécticos modelo de carcinoma de colon, en los cuales también se ha mostrado a la
infraexpresion de este mMiRNA (Soares et al. 2014). Sin embargo, si se observan efectos
del formoterol sobre este microRNA, sobre todo en el modelo de hepatoma ascitico de
Yoshida. Esto posiblemente, es debido a que pertenece a la familia de miRNAs que se
expresan altamente en musculo y estan involucrados en el crecimiento y desarrollo del
musculo, rutas que también se ha reportado que son alteradas por el formoterol. De forma
mas especifica , miR-23b pertenece al cluster de expresién miR-23b/27b/24-1 que parece
ser fundamental para la correcta diferenciacion de los miocitos, el turnover de proteinas

y la correcta formacion del musculo esquelético (Marceca et al. 2020) (Figura 17).

A laluz de los resultados obtenidos y lo previamente reportado en bibliografia, parece ser

que las variaciones observadas en la expresion de miR-29b y miR-424 en los muasculos
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de ambos modelos tumorales aparentan afectar principalmente a la sintesis proteica del
musculo, la cual parece jugar un rol importante en la aparicion de la caquexia cancerosa
(Figura 17).
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Figura 17. Esquema representativo del rol de los microRNA en la atrofia muscular y la

enfermedad del musculo caquéctico asociada al cancer.

De este modo, miR-29b y miR-424 parecen ser dianas terapéuticas atractivas para el
tratamiento de la caquexia cancerosa. Entre las estrategias terapéuticas que se podria
aplicar destacan los antimiRNA por su control sobre microRNA sobreexpresados. El
desarrollo de terapias antimiRNA esté a la orden del dia en enfermedades como el cancer,
pero también para enfermedades del musculo esquelético donde han demostrado ser

eficaces para el tratamiento de la distrofia miotonica (Cerro-Herreros et al. 2020).
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Consecuentemente con estos resultados, se han observado los niveles de expresion de los
miRNAs de estudio en los diferentes 6rganos y tejidos humanos sanos gracias a la base
de datos Zenbu (Abugessaisa et al. 2021). Entre los miRNA descritos como implicados
en caquexia cancerosa en este trabajo, destaca el miR-424 por su mayor expresion en
diafragmay musculo esquelético, targets hipotéticos de la estrategia terapéutica. Ademas,
el miR-424 muestra unos niveles de expresion casi nulos 0 muy bajos en tejidos a los que
no va dirigido el tratamiento, minimizando posibles efectos off-target y efectos
secundarios de la terapia anti-miRNA y simplificando el desarrollo de la terapia. Al
contrario, miR-29b presenta una menor expresion en el masculo ademas de expresarse en
numerosos 6rganos no especificos pudiendo generar posibles efectos off-target,

suponiendo una terapia poco efectiva.

De este modo, miR-424 parece ser el mejor candidato como diana terapéutica para la
caquexia cancerosa. La aplicacion de antimiRNA sobre el miR-424 en el masculo
caquéctico deberia suponer el bloqueo de los efectos dafiinos de su sobreexpresion,
evitando asi la inhibicién de la sintesis proteica y, por lo tanto, la atrofia muscular.
Aungue miR-29b también podria suponer una buena diana para el tratamiento de la
caquexia cancerosa debido a su alta sobrexpresion en la enfermedad, pese a ser menos

especifica segun los datos de expresion en tejidos.

Con todo ello, el siguiente paso de la investigacion comprenderia la evaluacién del
antimiRNA de miR-424 en diferentes modelos murinos y celulares de caquexia. Con ello
se pretenderia definir los efectos del silenciamiento de este y evaluar su potencial

terapéutico para la caquexia cancerosa.

35 | Trabajo de final de grado — Diego Piqueras Losilla



Conclusion

Del presente estudio se extraen las siguientes conclusiones:

- El formoterol consigue revertir la pérdida de peso en los modelos caquécticos de

rata con hepatoma ascitico y raton con carcinoma pulmonar.

- EI' miR-29b y miR-424 han demostrado su implicacion en la caquexia cancerosa,
donde se ven aumentados causando alteraciones en el normal comportamiento de
los masculos. Estos miRNA estan en gran parte implicados en la desregulacion de

la sintesis proteica.

- El anticaguéctico (formoterol) ha demostrado tener potentes efectos en la
regulacion de la expresion de los miRNA candidatos, en especial sobre miR-29b
y miR-424. Validando asi la implicacion de miR-29b y miR-424 en la caquexia

del masculo esquelético.

- El miR-424 demostro6 ser una buena diana terapéutica de la caquexia cancerosa.
Demostrd su clara implicacion en la enfermedad del musculo esquelético asociada
al cancer con altos niveles de sobrexpresion en el masculo enfermo. Ademas, sus
altos niveles de expresion en musculo sano y la presencia de pocos posibles
efectos off-target lo hacen en especial un buen candidato para el desarrollo de

terapias antimiRNA para la caquexia cancerosa.
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Autoevaluacion

El presente trabajo de investigacion supone la culminacion de mi carrera estudiantil en la
Universitat Rovira i Virgili (URV) como profesional en el ambito de la biotecnologia. De
este modo, conocimientos de biologia molecular, bioquimica, farmacologia y genética,
obtenidos durante los cuatro afios de grado universitario en biotecnologia, han sido
correctamente aplicados en la realizacion y escritura del trabajo. Con ello, he aprendido
a plasmar mi conocimiento cientifico y a discutir los resultados obtenidos desde un punto
de vista critico. Por todo ello, creo que el presente trabajo me ha ayudado a finalizar mi

formacion como cientifico en la URV.

El tema de estudio es interesante y novedoso desde mi punto de vista, pues los miRNAs
son moléculas que se conoce relativamente poco y el estudio de estas puede llevar a
grandes avances en el campo de la biotecnologia y la biomedicina. Ademas, se presenta
como un trabajo con un valor afiadido, pues puede suponer una potente contribucion a la
sociedad como punto de inicio para el desarrollo de terapias de AntimiRs para la caquexia
cancerosa, un trastorno que aparece en el 30% de los pacientes con cancer. La eleccién
del tema de estudio ha venido desde un primer momento motivada por mi pasion por la
biotecnologia aplicada a las ciencias biomédicas y las terapias avanzadas. Por ello, realicé
las practicas curriculares en una reconocida empresa biotecnoldgica de Valencia
especializada en el desarrollo de AntimiRs (ARTHEX Biotech), donde he tenido el placer

de realizar los andlisis y resultados en los que se basa el trabajo.

Por otro lado, al tratarse de un trabajo de final de grado experimental, me ha formado en
el trabajo experimental en el laboratorio. Es decir, a plantear objetivos claros sobre los

que trabajar y disefiar mis experimentos y analisis en base a estos.
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