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El complejo Ubiquitina-Proteasoma en la

Caquexia
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¥ 50% pacientes hospitalizados. BMJ 1994; 308: 945-8

I 40 - 80% de los enfermos inician tratamientos Qt/Rt en

estado de malnutricion. Baldwin et al 2001. Dietary advice

forl illness-related malnutrition in adults. Cochrane Database
Syst Rev. 2, CD002008

¥ Uno de cada 3 muertes por cancer estan relacionadas

con la nutricion. Ovensen et al. The interrelationship of weight

loss, dietary intake, and quality of life in ambulatory patients with
cancer. Nutr Cancer 1993; 19: 159-67

IMPORTANCIA DE LA MALNUTRICION
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SINTOMAS EN LOS PACIENTES CON CANCER
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ANOREXIA 64% SACIEDAD PRECOZ 50%

>10% Dism.Peso 60% NAUSEA 36%
SEQUEDAD BocA 55% CAMBIOS SABOR 28%
ESTRENIMIENTO 51% VOMITOS 23%

DISFAGIA 18%

Donnelly, Sem Oncol, 1995

SINTOMAS MAS FRECUENTES EN CANCER

AVANZADO
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Pérdida de peso en los 6 meses previos (%)

Tumor N° enf. 1-5% 5-10% >10% Total

Ca. Gastrico 317 21% 31% 33%

Ca. Pancreas* 111 29% 28% 26%

Ca. Pulmoén no micr. 590 25% 21% 15%

Ca. Pulmén microc. 436 23% 20% 14%

Ca. Prostata 78 28% 18% 10%

Ca. Colon 307 26% 14% 14%

LNH de alto grado 311 20% 13% 15% 48%
Sarcomas 189 21% 11% 7% 39%
L. A. no linfoblastica 129 27% 8% 4% 39%
Ca. Mama 289 22% 8% 6% 36%
LNH bajo grado 290 14% 8% 10% 10%
Datos referidos a los 2 ultimos meses DeWys WD et al. Am J Med 1980;69:491-497

FRECUENCIA DE LA PERDIDA DE PESO SEGUN EL TUMOR
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¥ Incidencia: 50% de los tumores en cualquier
estadio del la enfermedad".

I La frecuencia varia segun:

I El tumor primario: 30% linfomas-85% gastrico o
pancreatico?

I El estadio: 3% en pacientes que reciben
quimioterapia adyuvante , 75-80% en pacientes en

1 2-3
fase terminal 1-Dunlop R. Oxford University Press 1996
2-De Wys WD. Am J Med 1980
3-Bruera E. J Pain Symptom Manage 1988

Frecuencia de Malnutricion y Cancer
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Cancer y perdida de peso

DeWys et al. 1980. Am J Med 69:491.
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12% Mas del 50% de los pacientes
estan moderada o intensamente
malnutridos.

48%

@ Bien Nutrido
@ Moderadamente Malnutrido

O Intensamente Malnutrido

Resultados NUPAC I: Prevalencia de la malnutricion

en pacientes con cancer avanzado en Espana
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Reduccidn de la supenivencia
en porcaniaje {semanas|
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Impacto de la pérdida de pesc an la supervivencia

Pulman Pulmén Unfoma
ne células  célukas no Hodgkin's  Gésirico
Marma Proshala Sarcoma  pequefias  pequefias Colon  no favorable medible
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Percepcion Preocupacion

Anhedonia 13
Disminucion del apetito 13
Vomitos 12
Disminucion del apetito 31  48.4 @ 12 18.8
C. Colorrectal Percepcion Preocupacion
N N
Anhedonia 5
Disminucion del apetito 10  38.5

Vomitos 6 23.1
Pérdida de peso 2 /

Vomitos 25 39.1

Percepcion sintomas y preocupacion del enfermo: HGUV 2002
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FISIOPATOLOGIA CAQUEXIA

Mecanismos de la Caquexia
asociada al Cancer

LA ANOREXIA NO LA JUSTIFICA



Cuadro clinico caracterizado por
anorexia, perdida de peso

(a expensas fundamentalmente
de pérdida de masa magra),
astenia y mal estado general, todo
ello puede conducir a la muerte.

La Nutricidn estandar no puede detener o revertir la pérdida de peso,
ni aporta las proteinas y aa esenciales para minimizar o revertir el

déficit nitrogenado.
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¥ Cambios en la composicion corporal
¥ Disminucion masa muscular
¥ Disminucion depdésitos grasos

¥ Masa proteica visceral se mantiene, o aumenta
(Haymesfield SB. Cancer 1985; 55: 238-249)

¥ En anorexia nerviosa u otros ayunos, el peso visceral
disminuye en paralelo con la disminucion de los
depositos grasos y de la masa muscular

I La ingesta no se corresponde con el grado de
malnutricion. Incluso puede existir caquexia Sin Anorexia

COMPOSICION CORPORAL Y CAQUEXIA
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B Carbohidratos:

F Resistencia a la Insulina JM Argiles
F Ruta aerobica ineficiente (Ciclo de Cori)
F Neoglucogenesis v
. ‘ i ' INTESTINE
» : [ I
Graf.as y 1 [rumour]
IPOIISIS. » GLUCOSE
Lipid Mobilisation Factors (LMF) R

[cargt LACTATE
v
> AA

Déficit de Lipoprotein lipase (LpL)
Pérdida de “white adipose”
Incremento en triglicéridos circulantes

B Proteinas
F Deplecidén de proteinas por Proteolisis

PROTEIN

17

TNF
= | AND OTHER == P AA

AA CYTOKINE
ili i 1 i 13-15
® Mobilizacion de proteinas. Alanina ( 3 3 e
circulante PROTEIN
¥ Neoglucogenesis [SKELETAL MUSCLE | @

ALTERACIONES METABOLICAS
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Alteracion del control de los ciclos blologlcos:

F Neuropéptidos y diferentes citoquinas
F Neuropéptido Y (niveles de leptina altos lo bloquean)

F Substancias del tumor originan y mantienen caquexia

¥ PIF (ca colon, proteolysis-inducing factor)

® LMF (lipid movilizing factor,provoca disminucién en UCPs en
grasa,musculo esquelético e higado)

¥ UPCs (mitocondrial uncoupling proteins)1,2,3(regulan termogénesis)

DESCONOCIMIENTO MECANISMOS y PAPEL real CITOQUINAS

Las citocinas tumorales juegan un papel de mayor importancia
que las del huesped

Desarrollo de la Caquexia
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/ IL-4
TNF / IL-10

*TNF: Niveles elevados en muchos canceres. AC antiTNF

*|L-6: Estudios clinicos su accion indirecta sobre NF-kB.

*IFN- y :Carece de efecto,

*NF-kB: Mediador nuclear de TNF y de otras citocinas.Modulador
respuesta inmune-inflamatoria

Les une su accidén sobre el Sistema Ubiquitina - Proteasoma
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FACTORES TUMORALES koa 1 2
PIF: proteolyis inducing factor . -
AlS: anaemia inducing factor o -
LMFs: lipid mobilising factors - O

¥ Multitud de citocinas implicadas, la via final e
es la inhibicién de la sintesis proteica y el
aumento de la degradacion por el PIF que
activa la via de la ubiquitina-proteasoma

F Citoquina identificada en 1996 en orina de

pacientes caquécticos con adenocarcinoma
(80% en pancreas).

* Nunca en desnutricion no tumoral

Factor inductor de proteolisis (PIF):

asociacion especifica con caquexia
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Musculo esquelético ENDOTELIO
: HIiGADO
15-HETE
PROTEASOMA + IL-6, IL-8, VCAM-1
INFLAMACION
PROTEOLISIS CRONICA

LA CAQUEXIA TUMORAL ES UNA FORMA DE

INFLAMACION CRONICA
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Transformation des
See ) 2 -+ Myoblastes,
S — MYO-D Dépendante
L d -~ . |
EPA
>< . e * NF-xB Transcricion
v _ .= \ Sintesis proteica
IS-HE'EE - Expression de I’actine

~C 0

Peptides Protéasome 26-S Protéines

| Acides aminés

Ubiquitine

et de la myosine

F Estimula actividad proteasoma

F Estimula actividad NF-kB, lo que a su vez
activa IL-6.,IL-8,ICAM-1, VCAM, que conduce
a un estimulo inflamatorio

¥ IL-6 activa STAT3

F La estimulacion de STAT3 y NF-kB activan
MAPK

F PIF produce destruccion proteicay inicia —
mantiene un estado proinflamatorio
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Wigmore. 2000. Nutrition and Cancer. 36:177

Variacion de peso (kg)
o

10T _EPA
15 + 1n1C10 AN
20 + Tiempo (meses)

-10 -8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

*Disminuye respuesta inflamatoria, por disminucion de citoquinas (IL-1, IL-6, TNF a traves del bloqueo de
COXy de lipooxigenasa) Estimula Apoptosis
«Anticaquectico:

—Inhibe el catabolismo proteico y la lipolisis sin modificar la ingesta.(Cancer Research 61:3604,
2001)Inhibe PIF y LMF. Disminuye el paso de NFkB del citoplasma al nucleo

*Atenua la pérdida de peso inducida por el tumor ( Ca Pancreas, Nutr Cancer 2000,BJC 1999)

* En la clinica NO mejora apetito, estado nutricional. Bruera JCO 21: 129-134, 2003, Jatoi JCO
2004,22:2469- 2476

EPA y pérdida de peso tumoral
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BIOLOGIA MOLECULAR DE LA

CAQUEXIA ASOCIADA AL CANCER
Complejo Ubiquitina - Proteasoma
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Sistemas Proteoliticos en el Musculo

Las Catepsinas . y .
b No Lisosémico

Citosolico: Las Calpainas
Ca ++ dependiente

LisosOmico
Proteolisis extracelula

No implicado en el
catabolismo proteico
neoplasico

Dano tisular
Proteasoma: La Ubiquitina

ATP dependiente
Proteinas musculares
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Complejo multicatalitico (1984)
Nucleo y citoplasma

Responsable > 80%
degradacion proteinas
intracelulares, implicadas en la
regulacion ciclo celular y
apoptosis, como ciclinas,
caspasas, Bcl-2, NF-kB
Proteolisis ATP dependiente

Estructura compleja: miultiples
subunidades

268

11S en citoplasma y se induce por IFN
gamma

Estructura Proteasoma




19S regulz+ers B
.\Y»- - l::u::amplex o
r ‘«m [ _ 198
-~ > '

20s NP

Funciones 19S:

-Reconoce senal Ubiquitina

-Desubiquitinizacion 195

-Plegamiento proteinas
-Traslocacion substrato al interior de 20S

Estructura del proteasoma: 26 S
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Estructura Catalitica Proteasoma: anillos [3

Post-
Capacidad catalitica glutamyl

Thr en N-ter

3 subunidades 3 cataliticas
4 subunidades 3 estructurales

Tres actividades:
Hidrofobica- Quimotripsina Tyr y Phe
Basica- Tripsina ArgyLys

Acida- Postglutamil AspyGlu  aAgams, Cancer Treat Rev2003
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208 Proteasome
Reqgulatory
f” complex a-Subunits
Catalytically
ClpX active
[-subunits
~ Regulatary {chymatryptic
complex tryptic and
FGPH activities)

Protease
complex

S

CIpXP

265

Heptameric rings

265 Proteasome
tATP @ Recycled
Ubiquitinated o i.uhlunn

protein

198 Regulatory

ATP subunit:
ﬁ substrata recognition
protein unfolding and
removal of ubiquitin



Activacion ® Peptidos
- ® -~
ATP @ —
- o®
Enzima activador Ubiquitina
E1

PROTEOLISIS
Enzima de ® Proteina *‘
conjugacioén . C ot ;
E2 gl A V- =
—y =

Enzima Ligasa E3

Conjugacion
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Protein

@ Via Ubiquitina-Proteasoma
Ubiquitinacion :
@ @ Reconocimiento
Proteasoma :
Degradacion
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Proteina Protein- Ubiquitina
Proteasoma Ubiquitina

Peptidos =— <. Ubiquitina
Oncogenes Genes Suppresores
* c-fos/c-jun + p53.p21, p27
* c-myc, n-myc,HIF Proteinas Inhibitorias
Reguladores ciclo celular + kB (U bcl-2 mediante NFB)
» Ciclinas A, B, D, and E e |d
» Ciclina-dependiente kinasas Factores Apoptosis
« CDKinhibidores « CcIAP. XIAP

Via Ubiquitina-Proteasoma
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- vigilancia inmunolégica

- procesos inflamatorios

- procesamiento de antigenos

- control intracelular de proteinas reguladoras

- acumulacién de proteinas mutantes o mal plegadas
- progresion en el ciclo celular

- oncogénesis y cancer

- transcripcidon y transduccion de senales

- flujo de sustratos a través de rutas metabdlicas

Actividades que dependen del

proteasoma



¥ IFN-gamma
FIL-6

Mecanismos reguladores
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Cytokines
activate
cell surface

receptors -

Signaling 7
pathways

Inhibitor
rotein IxBo:
und to NF-xB

Proteasome

Degraded

lic B

Cytokines/Enzymes

Cell
adhesion
+ molecules

o

Gene transcription
I

A\ f\/‘
N A

(4 Anti-apoptosis

NF-xBflkBa

Activated NF-«B translocates
to the nucleus and binds DNA

Mecanismos Reguladores del Proteasoma
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THF Chemasiherapy

Froteasome
Ininbiior

PES-341 —— “-H_ Proteasomea

0

Super-repressar

l-Bex -
=)

Ao
1}} : G_-_ 3 ':__3(:}

; =]

La forma activa de NF-kB, es un heterodimero de p65 y p50.Se riiantiene

inactiva al tener unido un inhibidor el IkB.La activacion de NF-kB requiere
del proteasoma.TNF induce su activacion al fosforilar a IkB.Este proceso
se puede bloquear, impidiendo la translocacion de NF-kB al nucleo y la
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PS-341 Aumenta la Apoptosis en celulas Ca
pancreas transfectadas con Bcl-2

MIA-PaCa-2 MIA-Bel-2.7
+—— > + —_—

100

%a Apoptosis

' * : |

Contral  Gemcitabing  Taxol P5-341 Contral  Gemcilabing  Taxol P5-341
(10 uM)} (10 pM) (10 nM) (10 pM) (10pM) (10 nM)

R. Bold, UC Davis
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Efecto de PS-341 en NF-xB Transcripcion

Lineas de cancer pancreatico

20000
18000
16000
14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000

RLY wgRdEin

MIA-PaCa-2

1400

1200

1000

MIA-Bcl-2.7

800

600

R/ ugRdein

400

200

100 1000
Bold: UC David NF-«xB promoter Control PS-341 (nM)
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TNF

Protein £ Ubiquitin

15-HETE %— Pqu—h
MNF-xB 4— |FNMN
- TNF
Protea-

some

PeTidES { Protein \

Sj'ﬂthEEiE Sodium

Thermogenesis

Ubiquitinated protein

Amino acids
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Aldehidos peptidicos- MG 132, MG-115,PSI

¥ Inhiben reversiblemente actividad
quimiotriptica.No afecta actividad ATPasa.Lentos

Y no selectivos al inhibir proteasas lisosomales y
a calpaina

Lactacistina (PS-519) y beta-lactasa
F Peptido actinomiceto.Tb inhibe catepsina A

Peptidos con grupos sulfo-vinilicos(NLVS) cpos 3709, N
¥ Inhibidores irreversibles. Modifican zona mEe L / Q
catalitica . ) wers :
Epoxicetonas (eponemicina,epoximicina) Mgy = Wy e

¥ Inhiben actividad quimotriptica.Solo inhiben al

proteasoma

Acidos Boronicos peptidicos

B PS-341-Bortezomib Muy potente.Se une a| .
area quimotriptica de forma reversible. No -~
a otras proteasas

Inhibidores del Proteasoma
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Inhibidor potente y selectivo

I Administracion iv (90%plasma) < tox

¥ Vida media 24 h (accion 2-3 dias tras admon)
* No activo: SNC; testiculos, ojos

¥ Efecto:

¥ Induce apoptosis

F Disminuye expresion de moléculas de adhesion
¥ Disminuye transcripcion y secrecion de citokinas
I
i

Inhibe crecimiento de las células tumorales
¢diminuye la caquexia tumoral?

Bortezomib datos clinicos
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NeoplasticV

PS'341 . "—'6\ essels

IL-6, VEGF

Bortezomib

IxB/NFxB Intracellular level

activation

»L Apoptosis Inhibitors
(IAP, FLICE)

Caspases 8,3 aptiapoptotic o, jiferation Inhibition

-4 DNA-repair effectors

\ Increased Decreased

Disruption of
Apoptosis —— Proliferation B

unfolded protein
response

Inhibicion por PS 341
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Bossola et al. American Journal of Physiology 2001, 280: 1518-1523
Total Ub mRNA levels

Patients lost 5.57%
of body weight (n=
20)

Niveles de m RNA Ubiquitina en cancer gastrico




[ OLEDO | 30 de Septiembre - 1 de Octubre 2004

La caquexia del cancer es una variante de la inflamacioén crénica,
mediada por dos citocinas (TNF-PIF), con grave impacto sobre el
enfermo

NF-kB es una de las llaves de la caquexia

La via Ubiquitina Proteasoma, es el mecanismo mas importante en
la proteolisis muscular. Se activa por PIF o NF-kB inducido por TNF

Origina aumento de la destruccion proteica y disminucion
reparacion mediada por MyoD

En cada enfermo la implicacion de ambas vias puede ser diferente

Inhibidores del proteasoma, de E2- E3, asi como la dinamica
molecular de la caquexia deben ser investigados detenidamente

El tratamiento en el futuro sera con multiagentes.
Farmacogenomica

DESNUTRICION: Resumen y cuestiones pendientes




