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RESUMEN.

El Mieloma Multiple (MM) es una neoplasia que se caracteriza por uma
expansion clonal de células plasmaéticas en la médula 6sea (MO). En esta patologia
interlenquina-6 (IL-6) regula la proliferacion y sobrevida de las células de MM,
mediante la activacién de tres vias de transduccion de sefiales: a) JAK1,2/STATI1 3;
b) PI3K/AKT,; c) la via Ras-MAP quinasas.

Actualmente no existe un tratamiento curativo para esta enfermedad y la
sobrevida promedio de los pacientes es de aproximadamente cuatro afios. Estudios
recientes sugieren que Talidomida tiene un efecto directo sobre células de MM, sin
embargo el mecanismo molecular atin no esta completamente dilucidado.

El objetivo de esta tesis fue analizar, en la linea celular U266 de MM, la accién
de Talidomida sobre proliferacion/sobrevida y apoptosis y sobre las vias de transduccion
de sefiales (JAK1,2/STAT1,3; Ras-MAP quinasas y PI3K/AKT) que median el efecto de
IL-6.

Nuestros resultados indican que Talidomida es capaz de:

a) Disminuir la proliferacion celular de manera dosis dependiente.

b) Aumentar el porcentaje de células en la fase GO-G1 del ciclo celular.
c¢) Disminuir el porcentaje de células en la fase S del ciclo celular.

d) Inducir apoptosis de manera dosis dependiente.

) Tnhibir Ia activacién de ERK1,2 AKT1 y STAT3,

f) Bloquear la translocacién de NFx-§ al nicleo.
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ABSTRACT.

Multiple Myeloma is a neoplastic disease characterized by accumulation of
clonal plasma cells in the bone marrow. In this pathology interleukin-6 regulates both
the proliferation and survival of MM cells through the activation of three intracellular
signaling pathways: a) JAK1,2/STATI,3; b) PI3K/AKT and c¢) pathways Ras-MAP

kinase.

At the present, MM is incurable, and the average survival rate of patients 1s about
four years. Recent reports suggest that Thalidomide has a direct effect upon MM cells,

however the molecular mechanism is still unclear.

The main goal of this study was analyze, in U266 cells, the action of
Thalidomide on both proliferation/survival and signaling pathway, which are regulated

by IL-6.

Our results indicate that Thalidomide is able to:
a) Reduce the proliferation rate in a dose dependent manner.
b) Increase the percentiage of cells in GO-G1 phase of cell cycle.
¢) Reduce the percentage of cells in S phase of cell cycle.
d) Induce apoptosis in a dose dependent manner.
¢) Inhibit the activation of ERK1,2 AKT1 and STAT3.

f) Block the traslocation of NFk-f to the nucleus.
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INTRODUCCION.

El Mieloma Miiltiple es una enfermedad neoplasica que se caracteriza por una
expansion clonal del compartimiento de células plasmaticas en la médula ésea (MO) y
por la produccidn de una inmunoglobulina monoclonal en el suero u orina (Hideshima y
Anderson, 2002). Corresponde al 14% de las enfermedades onco-hematoldgicas y
clinicamente se expresa con insuficiencia medular, enfermedad 6sea, compromiso renal,
anemia, hipercalcemia y/o inmunodeficiencia (Bataille y Harousseau, 1997; Anderson y
col, 2000). La edad promedio de diagnostico es de 62 affos para los hombres y 61 aftos
para las mujeres (Kuehl y Bergsagel, 2002). En la actualidad no existe un tratamiento
curativo para esta enfermedad, y la sobrevida promedio con terapia estindar
(antraciclinas, agentes alcalinos y corticoesteroides) es de aproximadamente 4 afios. En
grupos selectos de pacientes se ha logrado un aumento de Ia sobrevida al asociar la
terapia con {rasplante autdlogo de células troncales, no obstante la mayoria de los
pacientes recae (Hideshima y Anderson, 2002).

El microambiente creado en la MO de pacientes con MM se caracteriza por la
presencia de células plasmaéticas malignas, proteinas de matriz extracelular, células
estromales y otros tipos celulares, como osteoblastos y osteoclastos (Kuehl y Bergsagel,
2002). Las interacciones entre estas estructuras determinan la proliferacion, migracion y
sobrevida de las células de MM, asi como también la adquisicién de resistencia a drogas.
(Anderson, 2003; Bruno y col, 2004.) Las células malignas, al interactuar con células
estromales, son inducidas a secretar factores que confribuyen a su sobrevida y

proliferacion (Hideshima y Anderson, 2002; Hussein, 2002.).
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I1.-6 en MM.

Un factor clave en la patogénesis del MM es IL-6, puesto que regula la
proliferacién y sobrevida de las células de MM. Este concepto fue introducido por
primera vez por Kawano y col (1988), al demostrar que células de MM aisladas
expresan el receptor para IL-6 (gp80). Diversos estudios posteriores sugieren que IL-6,
producida por células del estroma, estimulan la proliferacion de las células de mieloma a
través de un mecanismo paracrino. El tratamiento con IL-6 exdégena induce la sintesis de
ADN en células de MM, mientras que la adicién de anticuerpos anti-IL-6 ¢ anti-receptor
de IL-6 suprime su proliferacion. (Treon y Anderson, 1998; Tricot, 2000; Anderson y
col, 2000; Rawstron y col, 2000).

Ademas de estos hallazgos obtenidos in vitro, existe abundante evidencia clinica
que también propone un rol central para IL-6 en la patogénesis del MM. Los niveles de
IL-6 se encuentran elevados en la mayoria de los pacientes con MM, se correlacionan
con la masa tumoral y han sido considerados como factor pronéstico. Por otra parte, la
terapia con anticuerpos monoclonales anti-IL-6 revierte transitoriamente algunas
manifestaciones de la enfermedad en pacientes con MM (Saito y col, 1992; Kishimoto y
col, 1995; Treon y Anderson, 1998; Jones y col, 2001).

IL-6 se une inicialmente a su receptor, una glicoproteina de 80-kd (gp80) ubicada
en la membrana celular, o a una forma soluble de éste (sIL-6R). Ambas formas del
receptor forman un complejo con IL-6, que Iuego se une a la proteina de transmembrana
gp130, transductora de sefiales intracelulares (Murakami y col, 1993; Ogata y col, 1997;
Hirano, 1998; Schuringa y col, 2000). Esta proteina, a través de la cual IL-6 ejerce su

accion, no es capaz de unir IL-6 que no esté formando parte del complejo IL-6/IL-6R.
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Esto implica que un aumento de sIL-6R puede amplificar la accion de IL-6 circulante,
atn cuando los niveles de IL-6 no estén aumentados. Ademas, la union de 1L-6 a su
receptor soluble puede provocar la proliferacion de aquellas células que no posean gp80
(receptor de la superficie celular), debido a la interaccion del complejo 1L-6/sIL-6R con
gp130, lo que desencadena una cascada de sefiales proliferativas al interior de la célula
(Naka y col, 2004).

La estimulacion de gp130 por IL-6/IL-6R provoca su homodimerizacion, lo que

gatilla la activacion de a lo menos tres vias de transduccion de sefales:

IL-6
\ 1) JAKI1, 2-STATI, 3, 2) PI3K/AKT vy
8
S 3) Ras-MAP quinasas. La sefializacion
o HelsHea \ SHP1
Ras 3 & » ‘?Jﬂ i . o )
e EP LA intracelular iniciada por gpl30 activa el
¢ Rat » : §
4 i ?’( STAT 4T
weky  OAxTy JSRE receptor asociado Janus tirosin-quinasa (JAK)
¥ /\ {STATS
ERK . P
\ que se encuentra en el tallo citoplasmatico de
{ mTOR | — ¢ PIAS
e } i ;s ;
L . ) gpl30, creando sitios de reclutamiento para
Fi 1 vicleo 0 "
il o dominios SH2 que contienen componentes de

sefializacion como STAT1, STAT3 y SHP2 (Hirano, 1998; Schuringa y col, 2000). La
fosforilacion de STAT3 provoca su dimerizacion y posterior translocacion al nucleo
donde actua como factor de transcripcion regulando la expresion génica (Terstegen y
col, 2000; Kawamura y col, 2000). La activacion de la via MAP quinasas es iniciada
por la fosforilacion de la proteina SHP2 que gatilla la activacion secuencial de las
proteinas Ras, Raf, MEK, ERKI, 2; esta Gltima se transloca la nucleo para regular la
expresion de algunos genes (Ogata y col, 1997). Por otra parte, PI3K fosforilada por

JAK es capaz de activar AKT en sus residuos serina y treonina. La activacion de AKT
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promueve la oncogénesis, al activar otras moléculas que regulan la
proliferacion/sobrevida celular y apoptosis en células malignas (Hideshima y col, 2001;
Hsu y col, 2002) (Figura 1). Segin datos de la literatura, las cascadas de sefiales que se
relacionan con el efecto proliferativo son las vias de Ras-MAP quinasas y PI3K/AKT
y aquellas que se relacionan con el efecto anti-apoptotico de IL-6 son las vias de JAK1,
2-STATI, 3 y PI3K/AKT, a través de la activacion de NFx-f (Mitsiades y col, 2002a;
Tu y col, 2000; Hideshima y col, 2001; Hideshima y col, 2002; Chen y col, 1999;

Chatterjee y col, 2002, Platanias, 2003.) (Figura 2).

)
L

8059

PH¢
rY

\
J

Célula de MM

AG490

Proliferacion

IL-6 Apoptosis

LY294002

\—#Prolifemcién
Apoptosis

Figura 2. Esquema basico de las vias de sefalizacion mediadas por IL-6 producto de la
estimulacion de gpl30 y los procesos celulares asociados a ellas. PD98059 inhibidor de MAP quinasa.
LY294002 inhibidor de PI3K. AG490 inhibidor de JAK2. . Estimula _| Bloquea.
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NFx-B es un heterodimero compuesto por las subunidades p50 y p65 y esta
constitutivamente presente en el citoplasma, donde se encuentra inactivo, debido a su
asociacion con inhibidores de la familia IxkB (Hideshima y col, 2002). Cuando IxB es
fosforilado por el complejo IKK, se separa de NFk-3, es ubiquitinado y degradado por
proteosomas. NFk-3 es translocado al nucleo, donde se une a secuencias especificas de
ADN vy estimula la transcripcion de genes (Mitsiades y col, 2002a). Las proteinas
producto de estos genes incluyen citoquinas, quimioquinas, moléculas de adhesion y
proteinas que regulan el crecimiento celular y sobrevida. Se ha descrito que
NFk-B regula el crecimiento, diferenciacion celular y apoptosis en lineas celulares y
tejidos (Baeuerle y Baltimore, 1996). Estudios en los que células de MM fueron tratadas
con inhibidores de Ixx confirman el rol de NFk-B en la proliferacion, sobrevida y
resistencia a drogas (Liou y Baltimore, 1993; Hideshima y col, 2002; Mitsiades y col,
2002a; Bharti y col, 2004).

Talidomida en MM.

Agentes biologicos, hormonas y drogas, son capaces de interferir en las vias de
accion de IL-6, disminuyendo la expresion ya sea de 1L-6, de los receptores de IL-6 o de

gp130 (Chen y col, 1999; Treon y Anderson, 1998.)

En los ultimos afios, Talidomida, un derivado

del acido glutamico (Figura 3), ha pasado a constituir | ° &

0 (]

un tercer tipo de drogas que, al igual que los agentes
Figura 3
alquilantes y los corticoesteroides, forman parte del arsenal terapéutico utilizado en el

MM (Hideshima y col, 2000; Barlogie y col, 2001).
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Aunque Talidomida se usé inicialmente para tratar el MM debido a sus
conocidos efectos antiangiogénicos, el mecanismo de su actividad anti-MM estd poco
claro (Singhal y col, 1999; Tosi y col, 2001; Mitsiades y col, 2002b). De hecho la
densidad microvascular de la médula désea, no cambia significativamente en todos
aquellos pacientes con una respuesta satisfactoria al tratamiento, lo que estaria indicando
entonces que la eficacia de Talidomida en el MM se debe a su accién en alguno de los
otros procesos celulares y moleculares que se ven alterados en esta patologia (Hideshima
y col, 2000). Estudios recientes sugieren que Talidomida tiene un efecto directo sobre
células de MM (Figura 4), lo que se reflejaria en una inhibicién del crecimiento y
sobrevida celular, modificando la produccion y bioactividad de citoquinas como IL-6,
IL-10, TNF-a, VEGF y bFGF-2, estimulando Ia accidn de células natural killer (Davies
y col, 2001; Hideshima y Anderson, 2002). En cultivos de células de MM se ha descrito
que Talidomida induce apoptosis, efecto que podria estar mediado por la capacidad del
agente de inhibir la actividad/activacion de NFk-f (Franks y col, 2004.). Sin embargo,
los mecanismos moleculares que median estos efectos no han sido atn descritos
(Hideshima y col, 2002; Anderson, 2003; Rosifiol y col, 2004; Kumar y col, 2004;
Hattori e Iguchi, 2004).

El objetivo de esta tesis es analizar la accion de Talidomida sobre Ia
proliferacion/sobrevida y vias de transduccion de sefiales (JAK1,2-STAT1,3, Ras-MAP

quinasas y PI3K/AKT) que median el efecto de IL-6 en células de MM.
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Figura 4. Efectos de Talidomida sobre el microambiente de la médula 6sea de pacientes con
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HIPOTESIS

Talidomida disminuye la proliferacién/sobrevida e induce la apoptosis de

células de MM al modificar la(s) via(s) de transduccion de sefiales mediadas por IL-6.

Objetivo General

Analizar el efecto de Talidomida sobre las vias de transduccién de sefiales que
median el efecio de IL-6, y sobre la proliferacion, sobrevida y apoptosis de células de

Mieloma Multiple.

Objetivos Especificos.

En células U266 de MM:

1.- Identificar la o las vias de transduccion de sefiales mediadas por IL-6.

2.- Estudiar el efecto de IL-6 y Talidomida sobre proliferacién/sobrevida y apoptosis
3.- Evaluar el efecto de Talidomida sobre 1) y su relacion con cambios en proliferacion

y sobrevida.
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MATERIALES.

Instrumentos y equipos.

Campana de bioseguridad forma Scientific modelo 1129,
Incubador Lab-Line CO, automatico.

Céamaras de electroforesis y transferencia Bio-Rad.

Centrifuga Biofuge prime R Heraeuns.

Microscopio de Fluorescencia Nikon labophot-2.

Microscopio Invertido de Contraste de fase Nikon modelo TMS-F
Lector de Elisa modelo Elx-806.

Camara Kodak Digital Science DC120.

Reactivos.

Anticuerpos.

Acpo anti-ERK1, 2 (K-23) conejo IgG, Santa Cruz, Cat. Sc-153
AcMo anti-p-ERX (E-4) raton IgG 2a, Santa Cruz, Cat. Sc-7383
AcMo anti-p-STAT3 (B-7) raton IgG 2b, Santa Cruz, Cat. Sc-8059
Acpo anti-NFkB p65 (C-20) conejo, Santa Cruz, Cat. Sc-372

Acpo anti-p-AKT (Ser 473)-R conejo 1gG, Santa Cruz, Cat. Sc-7985-R
Acpo anti-AKT1/2 (H-136) conejo IgG, Santa Cruz, Cat. Sc-8312
Anti-conejo, conjugado a peroxidasa, Amersham Life Science.
Anti-ratén conjugado a peroxidasa, Amersham Life Science.

Anti-conejo, conjugado a FITC, SIGMA,
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Factores.
- IL-6, human recombinant, Upstate, Cat.01-156

- Talidomida,

Inhibidores.
- AG490, Calbiochem, Cat.658401
- PD98059, Calbiochem, Cat. 513000

- LY294002, Calbiochem, Cat. 440202

Reactivos para cultivo celular.

Medio RPMI 1640, GIBCO BRL 31800-022

- L-Glutamina 99-100%, SIGMA G-3126

- QGentamicina 80mg/2ml, Laboratorio Astorga.

- Suero Fetal Bovino, GIBCO

- Suero Forgen (Agua bidestilada, estéril y apirogena), Laboratorio Sanderson S.A.
- Penicilina-Estreptomicina, GIBCO

- Fungizona, GIBCO.

Proteinas.
- Albumina Sérica de Bovino (BSA) fraccién V, SIGMA A-2153.
- Leupeptina, USBiological, Cat.1.2050.

- Pepstatina A, USBiological, Cat.P3280
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Reactivos Quimicos.
- 4’,6 -Diamidino-2-phenylindol (DAPI).

- Acido clorhidrico fumante 37% p.a., Merck 317.

- Acido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanolsulfénico (HEPES), SIGMA, N-°

H9136.

- Acrilamida, SIGMA, No. A-9099.

- Azul de bromofenol, USB, US12370.

- Azul Tripan, tincion 0,4%, SIGMA, No. T-6154.

- pB-Mercaptoetanol, Merck 15433,

- Bis-acrilamida, SIGMA, N°. M-7279.

- Cloruro de magnesio, Merck 5833

- Cloruro de potasio, p.a., Merck 4336.

- Cloruro de sodio, p.a., Merck 6404,

- Dimetilsulféxide (DMSQ), SIGMA, No. D-5879.

- Dodecil sulfato de sodio (SDS), Calbiochem, Cat. 428023.

- Etiléndiamino tetraacético disédico dihidratado (EDTA), SIGMA, No. E-4884,
- Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), SIGMA, No. P-7626.
- Formaldehido 37%, Merck 4003.

- Fosfato dibasico de potasio p.a., Merck

- FPosfato dibasico de sodio, p.a., Merck 6580.

- Fosfato monobasico de sodio, p.a., Merck 6343.

- Glicina, SIGMA, No. G-7126.
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Hidroxido de sodio, p.a., Merck 6498.

Isobutanol, Merck 15433.

Marcador de peso molecular BenchMarkTM Prestained Protein Ladder, GIBRCO

BRL Cat. No 10748-010

Metanol, TCL.

N-etilmaleimida (NEM), SIGMA, No. E-1271.
Nonidet (NP-40), SIGMA, No. N-6507.
TEMED, SIGMA, No. T-9281.

Tris, p.a., Merck 8382.

Otros

Biomax Film MR, Kodak, Cat.8701302.

ECL, Amersham Life Science biotech, RPN 2108.
Inmuno-Blot Membrane, BioRad, Cat. 162-0115.
Solucion de montaje DAKO Fluorescent $3023.

Programa SYSTAT11. SOFTWARE INC. 2004.

Programa Kodak Digital Science, 1D Image Analisis Software versién 3.0.

Programa STATISTCA version 6.0 StatSoft, Inc. 2004.
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METODOS.

CULTIVOS CELULARES.

Linea celular de Mieloma Multiple Humano U266.

La linea celular U266 fue obtenida de la American Type Culture Collection
(ATCC), Rockville, Maryland, USA. Los cultivos celulares se Iniciaron con
1.5x10° — 3x10° células/ml en medio RPMI 1640 suplementado con 15% de SFB,
gentamicina (100 U/ml) y L-glutamina (2mM) y se les cambio6 el medio cada dos dias.
Estos cultivos se mantuvieron a temperatura constante (37°C) y em atmosfera

controlada con 5% de CO, en aire.

Criopreservacion.

Una vez expandidas las células se¢ almacenaron en N; liquido. Para ello, las
células se centrifugaron por 10 minutos a 1800 rpm y se resuspendieron, a una
concentracion de 1x10° células/ml, en una solucion de criopreservacion fria que consiste
en 90% SFB y 10% DMSOQ. Se distribuy6 Iuego 1 ml de la solucion de células en cada
criotubo vy se congelé mediante descenso gradual de la temperatura hasta alcanzar

—196 °C.
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Ensayos de proliferacion.

La proliferacién celular 0 aumento de células vivas en funcion del tiempo, se
evalud por recuento celular utilizando un hemocitémetro o camara de Neubauer. Las
células U266 se centrifugaron 10 minutos a 1800 rpm y se lavaron dos veces con PBS.
El pellet se resuspendio en RPMI suplementade con 15% SFB. Luego se sembré 1x10°
células/pozo en placas de 24 pozos, y se trataron con los inhibidores de las rutas de
sefializacion o con Talidomida. Se utilizaron inhibidores especificos de las vias

Ras-MAP quinasas PD98059 (25uM y 50 pM), de PI3K/AKT LY294002 (10uM y

20uM) y de JAK2 AG490 (20uM y 40 pM). También se estudié el efecto de estos
inhibidores en presencia de IL-6. Para ello, las células se preincubaron con los
inhibidores a las concentraciones ya sefialadas por 30 minutos y a continuacién se les
agregé 1L-6 10ng/ml por los proximos 4 dias de cultivo. Talidomida fue utilizada a
cuatro concentraciones diferentes, 50, 100, 200 y 400 pg/mi y también se estudio la
combinacién de la droga con IL-6 10ng/ml. Para ello las células se preincubaron con
Talidomida por 30 minutos, y luego se estimulé con IL-6 por los proximos 4 dias de
cultivo. Las células se cultivaron por 4 dias. El recuento celular se realizo en el caso de
los inhibidores a los 2 y cuatro dias de tratamiento. La concentracion celular se
determind diluyendo 10 pl de la muestra con 10 pl de Azul Tripan; se contd 4
cuadrantes de la ciAmara, por duplicado. El célculo de la concentracion se realizo
tomando en cuenta el factor de conversion de la camara y el factor de dilucion de la

muestra.
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Analisis del cicle celular y Apoptosis.

Al igual que en los ensayos anteriores las células se preincubaron por 30 minutos
con Talidomida (50-400ug/ml) o LY29402 (10-20pM) o AG490 (20-40uM) y luego
estimuladas o no con IL-6 10ng/ml por los proximos tres dias. Al cabo de este tiempo,
las células fueron contadas en un hemocitometro. 1x10° células/ml sc lavaron dos veces
con PBS; y se fijaron con PBS/Etancl 70%. Luego se marcaron con Ioduro de propidio,
fluorocromo que se une a acidos nucleicos. El ciclo celular se analizd por citometria de
flujo; este método permite conocer el porcentaje de células- que se encuentran en las
distintas fases del ciclo celular asi como el porcentaje de células que presentan el ADN
fragmentado o hipodiploides.

Los analisis por citometria fueron realizados en Clinica Las Condes.
Analisis de sefializacién intracelular.
Lisados celulares.

Las células en suspensién a una concentracion de 5x10° células/ml se
centrifugaron y se lavaron 2 veces con RPMI sin SFB. Luego se incubaron por 4 horas
en medio de cultivo sin SFB a una concentracién de 1x10° células/300ul medio.

Transcurrido el tiempo de incubacion las células se trataron con IL-6 10ng/ml a distintos

tiempos (0, 5, 10, 15, 30, 60 y 90 minutos), PD98057, L'Y294002, AG490 y Talidomida

28




por 30 minutos. Las células se trataron también con la combinacion de estos agentes con
IL-6, para ello las células se preincubaron por 30 minutos con los distintos inhibidores o
con Talidomida y luego estimuladas con IL-6 por 15 minutos.

Las células se centrifugaron por un minuto a 12000 rpm y se resuspendieron en
100 pl de buffer de lisis (2 mM EDTA, 1 mM PMSF, 2 mM NEM, 1 mM o-vanadato de
sodio, 1% Nonidet P-40 (NP-40), 5 mM NaF en PBS) en fifo. El lisado se realizo a 4° C.
Las proteinas se cuantificaron por el método de Pierce, para lo cual se tomo una alicuota
de 5 puly sele agregd 200 pl de la mezcla de los reactivos de Pierce (50A: 1B), se
incubé por 30 minutos a 37°C y se analizé en un lector de Elisa a 570nm de longitud de
onda. El resto de la muestra se sometié a condiciones reductoras con buffer carga
(40%SDS, Glicerol 20% azul de Bromofenol 0.012%, Tris-HCI 500mM) en presencia

de B-mercaptoetanol (4%) por 5 minutos a 60° C.

Western Blot.

Se prepard los geles de poliacrilamida al 10% y por cada carril se cargé 30 pgde
proteina o 50 ul extracto proteico. La electroforesis se realizoé a temperatura ambiente a
80V hasta que el frente pasé el gel concentrador y luego se aumento a 140V hasta que el
frente salié del gel. El buffer de corrida contiene 50 mM Tris, 190 mM glicinay 0,1%

SDS.
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A continuacion de la electroforesis, se realizé la transferencia de las proteinas
desde los geles a membranas de nitrocelulosa. El buffer de transferencia contiene
50mM Tris, 190mM glicina, 20% metanol y 0,1% SDS. La transferencia se realizé a
100V, por 90 minutos a 4°C. Los sitios de unién inespecifica en las membranas se
bloquearon con una solucion de saturacion (leche al 4% en TBS (25mM Tris)/0.1%

Tween-20) por 30 minutos a temperatura ambiente.

Las membranas se ensayaron para la identificacion de p-ERK1, 2, p-STATS3,
p-AKT y las formas inactivas de estas proteinas. Se incubd con los anticuerpos
respectivos toda la noche a 4°C o por una hora a temperatura ambiente. Se realizaron
tres lavados con TBS-Tween (0,05% Tween 20) de 5 minufos cada uno. Luego se
incubd con el anticuerpo secundario, anti-ratén o anti-conejo segiin corresponda por una

hora a temperatura ambiente con agitacion.

Luego se lavd cuatro veces con TBS-Tween (0,05% Tween 20) por cinco
minutos cada vez. Se revelo la membrana usando un kit de quimioluminiscencia (ECL)

exponiendo posteriormente a film fotografico durante 1 a 15 minutos.

Las bandas obtenidas fueron cuantificadas por analisis densitométrico usando el

programa Kodak Digital Science, ID Image 3.0. Los resultados se expresaron como la

intensidad relativa con respecto al control.
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Stripping (Lavade de anticuerpos).

Una vez que las membranas se revelaron, se sometieron a un “stripping” para
eliminar la unién del anticuerpo con la profeina de interés y ser incubada con otro
anticuerpo para obtener la carga u ofra proteina. Las membranas se lavaron en
TBS/TWEEN y luego se colocaron ent unos tubos con solucion de stripping (50mM Tris
pH 7.2, 10% SDS, 0.07% B-mercaptoetanol) en un horno a 55 °C con agitacion por 20
minutos. Se lavaron dos veces con PBS por 15 minutos y se continué con el protocolo

para western blot desde la etapa de bloqueo.

Inmunofluorescencia para NFx-f y estructura de acidos nucleicos.

Las células en suspension tratadas con 1Y294002 (20uM) 6 AG490 (40uM) o
con Talidomida (400pg/ml) por 48 horas, se adhirieron al portaobjeto por centrifugacion
(cytospin) y se fijaron con metanol frio por 2 minutos. Luego, se lavaron dos veces con
PBS y se incubaron con solucién de bloqueo (PBS/BSA5%) por 20 minutos a 37°C en
camara humeda. Se incubd con el primer anticuerpo para NFk- p65 (1:100 en BSA
1%) por 1 hora a 37°C en camara humeda. Se lavo tres veces con PBS y se incubd con
el anticuerpo secundario, anti-conejo conjugado a FITC por 45-60 minutos bajo las
mismas condiciones que el anticuerpo primario. Los nicleos se tifieron con DAPI

(1:1000) por 15 minutos a 37°C y luego se lavo dos veces con PBS y una vez con agua
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destilada. Se agregé una gota de solucién de montaje DAKO Fluorescent, se analizd por

microscopia de epifluorescencia y se fotografiaron con camara Kodak Digital.

Andilisis estadistico.

Para el andlisis estadistico se usaron los programas SYSTATI11. SOFTWARE
INC. 2004 y STATISTCA version 6.0 StatSoft, Inc. 2004. Se realizd un test paramétrico
ANOVA para lo cual a los datos de los ensayos de proliferacion se les calculd el
logaritmo en base 10 y a los datos de ciclo celular y apoptosis se les calculé el cos™ del
porcentaje obtenido por citometria de flujo. Las interacciones entre los grupos se
analizaron mediante la prueba de Tukey a posteriori (HSD). Los datos se expresaron
como ¢l promedio * SEM. Las diferencias estadisticas se consideraron significativas

cuando p < 0.05.
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RESULTADOS.

Vias de sefializacion intracelular.

Efecto de IL-6 sobre las vias de sefializacién intracelular MAP quinasas,

PI3K/AKT y JAK1, 2-STAT1, 3 en células U266.

La capacidad de IL-6 de activar vias de sefializacién intracelular se evalué
analizando el aumento de las especies fosforiladas de ERK1,2, AKT y STAT3, testigos
del estimulo de las vias Ras-MAP quinasas, PI3K/AKT y JAKI,2-STATI 3
respectivamente.

Como se muestra en la figura 5, el tratamiento de las células con IL-6 produjo un
aumento de los niveles de fosforilacion de los tres elementos analizados. La
fosforilacién de STAT3 se observd fuerte y transitoria con un maximo entre los 5 y los
15 minutos. En el caso de AKT1 y ERK1,2, el aumento también fue répido pero con un
grado menor de fosforilacion en comparacion a STAT3. Estos datos indican que en la
linea celular U266 IL-6 es capaz de activar las tres vias de transduccion de sefiales. A
partir de este resultado determinamos que el tiempo de estimulo con IL-6 para los

proximos experimentos sera de 15 minutos.

33




IL-6 10ng/ml
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p-STAT3

Intensidad media relativa

p-AKT

Intensidad media relativa

p-ERK1,2

Intensidad media relativa

ERK1,2
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Figura 5. Efecto de IL-6 sobre la activacién de las vias de sefializacion Ras-MAP quinasas
JAK1,2-STAT1,3 y PI3K/AKT. Inmuncblot de lisados celulares previamente incubados con IL-6
{10ng/ml) por los tiempos indicados. En el panel superior se observa la forma activa de STAT3, los
paneles siguientes corresponden a las formas activas de AKT, ERK1,2 respectivamente. Como control de
carga se utilizd ERK1,2. Intensidad media relativa corresponde al valor de intensidad media de la banda

obtenida en el analisis densitométrico dividida por el valor de la banda control.
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Efecto de los inhibidores PD98059, AG490 y 1.¥Y294002 sobre las vias de

sefializacion mediadas por 1L-6.

En la figura 6A, se observa que la activacién de ERK1,2 en presencia de IL-6 y
PD98059, inhibidor de la via Ras-MAP quinasas, es menor que en presencia de 1L.-6
solo. Los niveles de fosforilacion de ERK 1,2 son menores incluso que el nivel basal. En
la figura 6B se observa que en presencia de IL-6 y 1Y¥294002, inhibidor de la via
PI3K/AKT, se observa una inhibicion de un 30% en el nivel de fosforilacion de AKT
con la concentracion de 10pM del inhibidor y de un 80% con la concentracion de 20pM
con respecto al nivel basal. Al analizar el efecto del inhibidor con respecto al estimulo
de 1L-6 observamos una disminucion de la fosforilacion de AKT, con ambas
concentraciones de 1.Y294002. Al analizar el efecto de LY294002 sobre la via de las
Ras-MAP quinasas también observamos una inhibicién de un 30% y 40% con las dosis

de 10puM y 20uM respectivamente de la activacion de ERK1,2 en presencia de IL-6.

AG490, inhibidor de la via JAK1,2-STAT1,3 especificamente de JAK2, afecta
las tres vias de sefializacion estudiadas. Como se observa en la figura 6C, al tratar las
células con el inhibidor a la concentracion de 20uM e IL-6, no hay disminucion de la
fosforilacion de ERK1,2, por accidn de AG490 en cambio cuando se utiliza la
concentracién de 40pM, se observa una inhibicion de un 35% con respecto a IL.-6. La
activacion por IL-6 de AKT es inhibida de manera semejante a la observada en la via de
las Ras-MAP quinasas. Por otra parte la activacién por IL-6 de STAT3 disminuye
parcialmente y de manera dosis dependiente en presencia del inhibidor de

JAK1, 2-STAT1,3.
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Figura 6. Efecto de los inhibidores de las vias Ras-MAP quinasas, JAK1,2-STAT1,3 y PI3K/AKT sobre la
activacion de IL-6 en U266. Inmunblot de lisados de células tratadas con los distintas inhibidores por 30
minutos y estimuladas con IL-6 (10ng/ml) por 15 minutos. A) PD98059 inhibidor de la activacion de
Ras-MAP quinasas, B) LY294002 inhibidor de PI3K/AKT, C) AG490 inhibidor de JAK1,2-STAT1,3.

Intensidad media Relativa corresponde al valor de la intensidad media de Ia banda obtenido por anélisis

densitometrico / por el valor de la banda control.
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Proliferacion celular.

Efecto de Jos inhibidores PD98059, 1.Y294002 y AG490 sobre proliferacion de
U266.

La proliferacion celular estd determinada por la activacion de las vias de

sefializacion mediadas por IL-6, antes analizadas. Con el objeto de corroborar esto en las

células de MM utilizadas en este trabajo, estudiamos el efecto de los inhibidores de

estas vias sobre dicho proceso.

A) Efecto de PD98059 sobre proliferacion

Como se muesira en la figura 7A, la proliferacion de las células U266 aumenta

significativamente a los dos y cuatro dias de tratamiento con IL-6 10ag/ml respecto al

control. Al tratar las células con PD98059, inhibidor de la via de las Ras-MAP quinasas,

se observa una inhibicion significativa de la proliferacion a los dos y cuatro dias de

tratamiento con ambas concentraciones utilizadas (25uM y 50 pM). Sin embargo al

tratar las células con el inhibidor e IL-6 se observa una menor inhibicion tanto a los dos

como a los cuatro dias de tratamiento a ambas concentraciones. Por lo tanto IL-6

revierte parcialmente el efecto anti-proliferativo de PD98059 a ambas concentraciones y

a los dos tiempos estudiados.
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B) Efecto de 1.Y294002 sebre proliferacion.

Como se muestra en la figura 7B al tratar las células U266 con 1LY294002,
inhibidor de la via PI3K/AKT, se observa una inhibicion significativa de la
proliferacion con respecto al control, tanto a los dos como a los cuatro dias de
tratamiento a ambas concentraciones utilizadas. A los dos dias de tratamiento, la
proliferacion es inhibida en un 30% con LY294002 10pM y en un 70% con LY294002
20uM. Al combinar LY294002 10pM con IL-6 no se observa inhibicion de la
proliferacion, sin embargo con 1.Y294002 20uM e IL-6 hay una inhibicion de un 35%.
A los 4 dias de tratamiento, la proliferacion es inhibida significativamente en un 55%
con LY294002 10uM vy en un 80% con £LY294002 20uM. Al combinar LY2984002 con
IL-6 hay una menor inhibiciéon con ambas concentraciones del inhibidor siendo de un
35% con LY294002 10puM y de un 70% con LY294002 20pM. Por lo tanto IL-6 revierte
el efecto inhibitorio de 1LY294002 10pM a los dos dias y parcialmente a los 4 dias; del
mismo modo revierte parcialmente el efecto inhibitorio de LY294002 20uM a ambos

tiempos estudiados.
C) Efecto de AG490 sobre proliferacién.

En la figura 7C se observa que AG490, inhibidor de la via JAK1,2-STAT1,3,
inhibe significativamente la proliferacién de las células U266 con respecto al control. A
los dos dias de tratamienio con AG490 tanto a 20uM como a 40pM Ia proliferacién
celular es inhibida en un 35-45% con respecto al control. Al combinar AG490 a ambas
concentraciones con IL-6 no se observa un cambio en el nivel de la inhibicion. Después
de 4 dias de tratamiento se observa una mayor inhibicioén de la proliferacion (55%) con
AG490 40uM. Sin embargo, en presencia de IL-6 la inhibicién se mantiene. Por lo tanto
IL-6 a diferencia de lo observado con los otros inhibidores estudiados no revierte el

efecto inhibitorio de AG490 sobre la proliferacion.
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Figura 7. Efecto de los inhibidores de Ras-MAP quinasas, JAK1,2-STAT1,3 y PI3K/AKT sobre la
proliferacion de la linea celular U266. A) PD98059. B) LY294002. C) AG490. N° Relativo de Células
corresponde a: N° de células tratadas (Inhibidor y/o IL-6) / N° de células sin tratar. Los datos son el
promedio de 3 experimentos, + SEM. *, P< 0.05 vs control; §, P< 0.05 vs células tratadas con inhibidor.
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Anilisis del ciclo celular y Apoptosis de las células de Mieloma Miiltiple.

Dado los resultados obtenidos en el analisis de la proliferacion, en que observamos que
LY294002 y AG490 disminuyen la proliferacién en un porcentaje mayor que PD98059,
determinamos el efecto de Ia inhibicion de las vias PI3K/AKT y JAK1,2-STAT1,3, que

median Ia accion de IL-6, sobre el ciclo celular y apoptosis.

Efecto de 1.Y294002 en el ciclo celular y Apoptosis.

Como se seiiala en la Tabla I, al tratar las células con el inhibidor de la via
PIBK/AKT observamos que el porcentaje de células en GO-G1 aumenta
significativamente con respecto al control, alcanzando un 89.4% + 1.27 del total con
LY294002 20uM versus 68.1% = 0.59 con un p< 0.0002. El porcentaje de células en
G2-M disminuye a medida que aumentamos la concentracion de 1Y294002. En la
condicion control el porcentaje de células en esta fase corresponde a un 2.5% = 041 y
con 20puM del inhibidor este porcentaje disminuye significativamente a un 0.4% = 0.2
(p<0.0057). Se observa también una disminucién significativa de las células en fase S
desde un 29.5% + 0.32 en la condicién control a un 10.3% + 1.46 (p<0.002) en las
tratadas con LY294002 20uM. Como se aprecia en la figura 8 no se observa un peak
sub-haploide (azul) antes de GO-GI1, lo que nos indica que 1Y294002 no induce
apoptosis a ninguna de las concentraciones utilizadas. Cuando las células son tratadas
con LY294002 20 puM e IL-6 el porcentaje de células en GO0-G1 disminuye
significativamente desde un 89.4% + 1.27 con el inhibidor solo a un 80.9 + 2.61
(p<0.0016) y aumenta significativamente el porcentaje de células en la fase S desde un
10.3% =+ 1.46 con el inhibidor solo a un 18.5  2.74 (p< 0.0021). Por lo tanto, L Y294002
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detiene el ciclo celular de las células U266 en la fase GO-G1 posiblemente provocando

una situacion de quiescencia celular, disminuye el porcentaje de células en fase Sy no

induce apoptosis. IL-6 revierte parcialmente el efecto de LY294002 en el ciclo celular.

Tabla I: Ciclo celular de U266 tratadas con LY294002.

GO0-G1 [ P-valor| G2-M P-valor S P-valor| Apoptosis
Control [68.1 +0.59 25+0.41 29.5+0.32 0
IL-6 [59.7+0.37|*0.0138] 2.7 + 0.41 1 37.6 +0.42[*0.0161 0
LY10 |76.5+£0.79[*0.0144| 1.4 + 0.35 [*0.9465| 22.1 + 0.46 [*0.0423 0
LY10IL-6 | 70.6 + 0.59 |§0.3672| 0.2 + 0.09 |§0.1032 29.2 + 0.51 [§0.1009 0
LY20 [89.4+1.27]|*0.0002{ 0.4 +0.20 |*0.0057| 10.3 + 1.46 [*0,0002 0
LY20IL-6]80.9 + 2.61 [§0.0016] 0.6 +0.15 |§0.9965| 18.5 + 2.74 [§0.0021 0

Los valores corresponden al promedio de 3 experimentos, + SEM.
ANOVA, F=61.65, g.1.= 10, 42, p<0.001. * Prueba de Tukey a posteriori (HSD) P-valor vs control.
§ Prueba de Tukey a posteriori (HSD) P-valor vs células tratadas con LY294002.

Control

LY2S

4002 10uM

s/1L-6

¢/IL-6

Figura 8. Analisis por citometria de flujo del ciclo celular de U266 tratadas con LY294002 inhibidor de

PI3K/AKT. Las células fueron cultivadas en presencia de LY294002 por 72 horas. El peak en rojo

corresponde al porcentaje de células en GO-G1.
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Efecto de AG490 en el ciclo celular.

Como se sefiala en la tabla 11, al tratar las células con el inhibidor AG490, el
porcentaje de células en la fase GO-G1 aumenta significativamente con respecto al
control; el porcentaje de células controles en esta fase es de un 68.1% = 0.59 y cuando se
utiliza la concentracién més alia del inhibidor (40yM) este porcentaje aumenta a un
80.0% + 0.82 (p< 0.0002). Hay una disminucion significativa de las células que se
encuentran en G2-M, desde un 2.5% + 0.41 en la condicion control a un 0% (p<0.0002)
al usar ambas concentraciones de AG490. El porcentaje de células en la fase S también
disminuye significativamente desde un 29.5% + 0.32 en la condicién control a un 19.9%
+ 0.82 (p<0.0003) con 40uM de AG490. En la Tabla II, en Ia figura 9 y figura 10, se
sefiala también que AG490 induce apoptosis de las células U266 de manera dosis
dependiente. Al usar la menor concentracion (20pM) del inhibidor se observa un 18.2%
+ 0.41 de células apoptéticas, llegando a un 69.3% = 2.12 con AG490 40pM. Al tratar
las células con el inhibidor y en presencia de IL-6 el porcentaje de células en la fase
GO-G1 y en la fase S no cambia significativamente con respecto al inhibidor solo. El
porcentaje de células en apoptosis es menor que con AG490 solo; en presencia de
AG490 20uM e IL-6 el porcentaje de células apoptoticas es de 12.3% + 1.06 y en
presencia de AG490 40uM e IL-6 es de 52.6% = 3.03. Por lo tanto, IL-6 es capaz de
rescatar parcialmente a las células en apoptosis a cualquiera de las concentraciones del

inhibidor utilizadas.
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Tabla II: Ciclo celular de U266 tratadas con AG490

GO-G1 P-valor{ G2-M | P-valor S P-valor | Apoptosis | P-valor
Control | 68.1 +0.59 2.5+0.41 29.5+0.32 0
IL-6 [ 59.7+0.37 |*0.0012] 2.7 + 0.41 *1 37.6 £0.42 [*0.0014 0 *1
AG20 | 73.8+1.17 |*0.1908 0 *0.0002{ 26.6 £ 1.17 |*0.9579|18.2 + 0.41]/*0.0001
AG20IL-6] 68.9 +2.41 |§0.6108| 2.5 + 0.06 [§0.0002 28.5 + 2.31 [§0.999812.3 + 1.06]§0.0220
AG40 | 80.0+0.82|*0.0002 0 *0.0002| 19.9 + 0.82 {*0.0003]69.3 + 2.12|*0.0001
AGA40IL-6]| 77.1 +2.07 |§0.9715| 0.6 + 0.06 |§0.0426] 22.3 + 2.11 [§0.9967[52.6 + 3.03 §0.0001

Los valores corresponden al promedio de 3 experimentos, + SEM.
Ciclo Celular: ANOVA, F=45.164, g.1= 10, 42, p< 0.001. * Prueba de Tukey a posteriori (HSD) P-valor

vs control. § Prueba de Tukey a posteriori (HSD) P-valor vs células tratadas con AG490.
Apoptosis: ANOVA, F=757.03, g.1.= 5,14, p< 0.001. * Prueba de Tukey a posteriori (HSD) P-valor vs
control. § Prueba de Tukey a posteriori (HSD) P-valor vs células tratadas con AG490.

AG490 20uM AG490 40uM
3 (69.3)
S/IL-6
AG490 20uM AG490 20pM
(12.3) (52.6)
c/IL-6

Figura 9. Analisis por citometria de flujo del ciclo celular de U266 tratadas con el inhibidor de JAK2

AG490. Las celulas se preincubaron con AG490 por 30 minutos, se les agrego o no IL-6 y se cultivaron

por 72 horas. El peak en rojo corresponde al porcentaje de células en GO-G1 y el peak azul corresponde a

las células en apoptosis. ( ): % de células apoptdticas.
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Figura 10. Grafico del % de Apoptosis vs Concentracion de AG490. Los % de apoptosis se
obtuvieron por citometria de flujo. Las células se trataron con AG490 durante 72 horas. Los datos son
el promedio de 3 experimentos + SEM. ANOVA, F=757.03, g1= 5,14, * p< 0.001 vs control;

§ p<0.001 vs células tratadas con AG490.
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Accion de Talidomida sobre las células de MM.

El interés central de esta tesis radico en la accion de Talidomida sobre las células
de MM. Con este objeto analizamos, en la linea celular U266, el efecto de Talidomida
sobre la proliferacién/sobrevida, apoptosis y las vias de transduccién de seiiales que

median la accién de IL-6.

Efecto de Talidomida sobre la proliferacién de U266.

Como se muestra en la figura 11A, el tratamiento con Talidomida provoca una
inhibicion significativa, dosis dependiente, de la proliferacion de las céluias U266. En la
figura 11B, se observa que al tratar las células con Talidomida a 200 o 400ng/ml e IL-6
la inhibicion de la proliferacion es menor con respecto a aquella observada con

Talidomida sola.
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Figura 11. Efecto de Talidomida sobre la proliferacion celular de células U266. A) Proliferacion de U266
tratadas con distintas concentraciones de Talidomida. Las células fueron cultivadas en presencia de
Talidomida 50, 100, 200 y 400ug/ml durante cuatro dias. B) Efecto de Talidomida e IL-6 sobre la
proliferacion celular de U266. Las células fueron preincubadas con Talidomida (50, 200 y 400ug/ml) por
30 minutos, luego fueron estimuladas con IL-6 10ng/ml y cultivadas por cuatro dias. E1 N° Relativo de
Células corresponde a; N° de células tratadas (Talidomida y/o IL-6) / N° de células sin tratar (control). Los
datos son el promedio de 4 experimentos = SEM. *, P< 0.05 vs control; s, P< 0.05 vs células tratadas con
Talidomida a la concentracion inmediatamente menor; §, P< 0.05 vs células tratadas con igual

concentracion de Talidomida.
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Efecto de Talidomida en el ciclo celular.

Como se observa en la tabla III, el porcentaje de células en la fase GO-GI
aumenta significativamente en presencia de Talidomida 200ug/ml y 400ug/ml,
alcanzando un maximo con la concentracion mayor (86.2% + 2.07 versus 68.1% + 0.59
p< 0.0002). El porcentaje de células en la fase S disminuye significativamente en
presencia de Talidomida 100ug/ml a 400ug/ml, con respecto al control. A la
concentracion mayor de Talidomida se obtiene el menor porcentaje de células en la
fase S (13.9% =+ 2.07 versus 29.5% + 0.32 p< 0.0002). Asi también, y como se sefiala en
la tabla IV y en la figura 12, Talidomida induce apoptosis de manera dosis dependiente,
alcanzandose un maximo de células apoptoticas a la concentracion de 400ug/ml (55.8%
+ 0.86 versus 0% p< 0.0001).

Tabla III: Ciclo celular de U266 tratadas con Talidomida.

GO0-G1 *P-valor | >KP-valor G2-M *P-valor | P-valor S *P-valor | KP-valor
Control {68.1 + 0.59 251+041 295+0.32
Tal 50 [64.6 + 0.45]| 0.9979 10.8 + 1.87] 0.0004 246+ 2.18| 0.9262

Tal 100|74.4 +2.01| 0.6809| 0.1036|9.11 + 0.83] 0.0037| 0.9999 [17.1 £2.28] 0.0029| 0.235

Tal 200|81.2 +2.79| 0.0021] 0.4185]1.42 £+ 0.22]0.9976| 0.0002 |17.4 + 2.67| 0.0041 1

Tal 400(86.2 + 2.07] 0.0002] 0.7831 0 0.0018] 0.0468 |13.9 + 2.07] 0.0002 ] 0.9789

Los valores corresponden al promedio de 4 experimentos, + SEM.

Ciclo Celular: ANOVA, F=31.514, g1= 8, 45, p< 0.001. * Prueba de Tukey a posteriori (HSD) P-valor
vs control. JK Prueba de Tukey a posteriori (HSD) P-valor vs células tratadas con Talidomida a la
concentracion inmediatamente menor.

Tabla IV: Apoptosis de U266 tratadas con Talidomida.

Apoptosis | *P-valor | xP-valor

0
11.4 +1.73 ] 0.0001
23.3+1.451 0.0001 | 0.0001
36.9 +1.61 | 0.0001 | 0.0001
55.8 + 0.86 | 0.0001 | 0.0001

Los valores corresponden al promedio de 4 experimentos, + SEM.

Apoptosis: ANOVA, F=423.963, g.1= 4,14, p< 0.001. * Prueba de Tukey a posteriori (HSD) P-valor vs control.

* Prueba de Tukey a posteriori (HSD) P-valor vs control. J Prucba de Tukey a posteriori (HSD) P-valor vs células
tratadas con Talidomida a la concentracion inmediatamente menor.
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Figura 12. Analisis por citometria de flujo del ciclo celular de U266 tratadas con Talidomida. A) Las
células fueron cultivadas en presencia de Talidomida (50, 100, 200 y 400mg/ml) por 72 horas. El peak en
rojo corresponde al porcentaje de células en GO-G1 y el peak azul corresponde a las células en apoptosis.
(): % de células apoptoticas. B) Grafico del % de Apoptosis vs. Concentracion de Talidomida. Los % de
apoptosis se obtuvieron por citometria de flujo. Las células U266 se trataron o no (control) con diferentes
concentraciones de Talidomida durante 72 horas. Los datos son el promedio a 4 experimentos + SEM.
ANOVA, F=423.963, gl= 4,14, p< 0.001. * Prueba de Tukey a posteriori (HSD) P-valor vs control. &
Prueba de Tukey a posteriori (HSD) P-valor vs células tratadas con Talidomida a la concentracion

inmediatamente menor.
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Como se indica en la tabla V, al tratar las células con Talidomida e 1L-6 el
porcentaje de éstas en la fase GO-G1 no cambia significativamente con respecto a
Talidomida sola. En cambio el porcentaje de células en la fase S aumenta
significativamente con Talidomida 50pg/ml (31.2% + 10.8 versus 24.6% + 2.18 p<
0.0012) y 200pg/ml (22.7% + 1.07 versus 17.4% = 2.67 p< 0.0002) e IL-6, con respecto
a Talidomida sola. Como se muestra en las figuras 13 A y B, el porcentaje de células en
apoptosis por accion de Talidomida disminuye significativamente en presencia de 1L-6.
A la concentracion menor de Talidomida (50pg/ml) e IL-6, no se observa apoptosis
(11,4% = 1.73 versus 0% p<0.0001). A la concentracion mas alta de Talidomida
(400pug/ml), IL-6 disminuye de un 55.8 + 0.86 a 37.6 = 2.21 (p<0,0001) el porcentaje de

células en apoptosis.

Tabla V: Ciclo celular de U266 tratadas con Talidomida e IL-6.

GO0-G1 | P-valor| G2-M P-valor S P-valor| Apoptosis | P-valor
Control 68.1+0.59 2.51+041 29.5+0.32 0
IL-6 59.7 £0.37|*0.2889|2.71 £+ 0.41] *1 376 +0.42(*0.3131 0 *1
Tal 50 64.6 + 0.45(*0.9997|10.8 + 1.87(*0.0002{24.6 + 2.18(*0.9531|11.4 + 1.73|*0.0001
Tal 50 IL-6 [63.7 + 0.64|§0.9937|5.11 + 0.34]§0.0855[ 31.2 + 10.8/§0.0012] 0 §0,0001
Tal 200 81.2 + 2.79/*0.0035[1.41 + 0.22] *0.9997| 17.4 + 2 67|*0.0007|36.9 + 1.61]/*0.0001
Tal200 IL-6{75.9 £ 1.29(8§0.7769|1.42 + 0.24] §1 |22.7 +1.07/§0.000226.5 + 0.82(§0.0001
Tal 400 86.2 + 2.07[*0.0002 0 *0.0003| 13.9 + 2.07|*0.0002]55.8 + 0.86/*0.0001
Tal 400 1L-6{82.4 + 2.62(§0.9815|2.31 + 0.47|§0.0198| 15.4 + 2.55|§0.722037 .6 + 2.21/§0.0001

Los valores corresponden al promedio de 3 experimentos, + SEM.

Ciclo Celular: ANOVA, F=37.844, g1=2, 72, p< 0.001. * Prueba de Tukey a posteriori (HSD) P-valor
vs control. § Prueba de Tukey a posteriori (HSD) P-valor vs células tratadas con Talidomida.

Apoptosis: ANOVA, F=625.743, gl= 7,24, p< 0.001. * Prueba de Tukey a posteriori (HSD) P-valor vs
control. § Prueba de Tukey a posteriori (HSD) P-valor vs células tratadas con igual concentracion de
Talidomida.
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Figura 13. Citometria de flujo para el efecto de Talidomida e IL-6 en el ciclo celular de U266. A) Las
celulas fueron preincubadas con Talidomida (50, 200 y 400ug/ml) por 30 minutos, a continuacién se les
agrego IL-6 10ng/ml y se cultivaron por 72 horas. En rojo observamos el peak correspondiente a las
células en la fase GO-G1 y en azul el peak correspondiente a las células apoptoticas. B) Grafico del % de
Apoptosis vs. Concentracion de Talidomida. Los % de apoptosis se obtuvieron por citometria de flujo. Las
células U266 se preincubaron o no (control) con diferentes concentraciones de Talidomida durante
30Ominutos, luego se agrego IL-6 y se cultivaron por 72 horas. Los datos son representativos a 4
experimentos. Los datos son el promedio de 4 experimentos + SEM. ANOVA, F=625.743, gl=7.24, p<
0.001. * Prueba de Tukey a posteriori (HSD) P-valor vs control. § Prueba de Tukey a posteriori (HSD)
P-valor vs células tratadas igual concentracion de Talidomida.
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En la tabla VI y figura 14, se muestra que Talidomida no induce apoptosis de las
células U266 a las 24 horas de tratamiento. A partir de las 48 horas de tratamiento ya se
observa apoptosis en estas células; a este tiempo un 24.4% + 0.81 de células son
apoptoticas (p<0,0001). Sin embargo, este efecto no se observa cuando las células son
tratadas con Talidomida e IL-6 por 48 horas. A las 72 horas de tratamiento con
Talidomida se observa un 55.8% <+ 0.86 de células en apoptosis. A este tiempo y en
presencia de IL-6 el porcentaje de células en apoptosis disminuye significativamente.

(55,8% + 0.86 versus 37.6% + 2.21, p<0,0001)

Tabla VI: Cinética Apoptosis de células U266 tratadas con Talidomida.

% Apoptosis| P-valor
Tal 400pg/ml 24Hrs 0 *
Tal 400pg/ml IL-6 24Hrs 0 *1
Tal 400pg/ml 48Hrs 244 + (.81 *0.0001
Tal 400pg/ml 1L-6 48Hrs 0 §0.0001
Tal 400pg/ml 72Hrs 558+ 086 | *0.0001
Tal 400pg/ml IL-6 72Hrs | 37.6 + 221 §0.0001
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Figura 14. Cinética de apoptosis. Las células fueron cultivadas en presencia de 400ug/ml de Talidomida
e IL-6 10ng/ml por 24, 48 y 72 horas. Los experimentos son el promedio de 3 experimentos = SEM.
* Prueba de Tukey a posteriori (HSD) P-valor vs control. § Prueba de Tukey a posteriori (HSD) P-valor

vs células tratadas con igual concentracion de Talidomida.

Por lo tanto, podemos decir que Talidomida es capaz de detener el ciclo celular
en GO-G1, disminuir el porcentaje de células en la fase S e inducir apoptosis de manera
dosis dependiente y que IL-6 contrarresta el efecto de S0ug/ml y 200ug/ml de la droga
en la fase Sy disminuye significativamente el porcentaje de células apoptdticas a todas

las concentraciones de Talidomida estudiadas.
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Talidomida en la localizaciéon subcelular de NFx-p.

Dado que segun la literatura NFk-B tiene un rol antiapoptético y pro-crecimiento
en ceélulas de MM, analizamos el efecto de Talidomida en la activacion de dicho factor
de transcripcién. Para llevar a cabo este analisis determinamos la localizacion subcelular

de NFk-$ mediante inmunofluorescencia.

Las células control presentaron una localizacion de NF-kf3 tanto en el citoplasma
como en el nicleo (Figura 15A). Este factor de transcripcion se encuentra en el
citoplasma en forma inactiva formando un complejo con Ikf3; cuando es activado se
transloca al nicleo para unirse a los promotores de sus genes diana. Nuestros resultados
sugieren por lo tanto que, en la linea celular U266, NFk-B se encuentra
constitutivamente activo. Al analizar los niicleos marcados con DAPI no se observan
evidencias que indiquen que las células estdn en procesos apoptéticos, los niicleos se
encuentran homogeéneos en su contenido, y no se observé una agrupaciéon o
fragmentacion del contenido nuclear (Figura 15B). Por otra parte, ¢l tratamiento por 48
horas con Talidomida (400 pg/ml) mostré una inmunotincién negativa en los niicleos de
las U266 para NFk-(3, observandose solo una distribucion citoplasmatica (Figura 15C).
A analizar la tincion nuclear con DAPI, se observo una fragmentacion del contenido
nuclear lo que sugiere apoptosis de las células (Figura 15D), de acorde con los datos

presentados anteriormente.
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Figura 15. Efecto de Talidomida en la localizacién de NF«-P y contenido nuclear en U266. En los paneles
A y C se observa por inmunofluorescencia la localizacion de NFk-B en células controles y en células
tratadas por 48 horas con Talidomida (400ug/ml). En los paneles B y D, se presentan los ntcleos de
células en condicion control y de células tratadas por 48 horas con Talidomida (400ug/ml)
respectivamente. En las células tratadas con Talidomida se observa fragmentacion del contenido nuclear.

Aumento 100X




Hasta ahora nuestros resultados indican que Talidomida se comporta de manera
similar que los inhibidores de las vias JAK1,2-STAT1,3 y PI3K/AKT en proliferacion,
ciclo celular y apoptosis. Con el objeto de conocer si Talidomida se comportan de
manera similar a estos inhibidores también en la translocacion de NFk-B, las células
fueron tratades con AG490 (40pM) y LY294002 (20uM) y analizadas por

inmunofluorescencia.

En la figura 16, se puede observar que tanto las células tratadas con AG490 como
las tratadas con L'Y294002 presentan los niicleos vacios, no hay expresion nuclear de
NFk-B y por lo tanto no hay translocacién de NFk-3 al niicleo, Este efecto es por lo

tanto similar al observado cuando las células son tratadas con Talidomida.
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Figura 16. Inmunofluorescencia para NFk-B. A) Células Control. B) Células tratadas con AG490 40uM.

C) Células tratadas con LY294002 20uM. D) Células tratadas Talidomida 400ug/ml.  Aumento 100x.
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Talidomida sobre las vias de sefializacién mediadas per IL-6.

En la figura 17, podemos observar que al tratar las células con Talidomida hay
una inhibicién de la activacion de la via Ras-MAP quinasas, analizada por la
fosforilacion de ERK1,2. A la concentracion de 400pg/ml de la droga, la activacion de
ERK1,2 es un 28% menor con respecto al nivel basal. Asi mismo, cuando las células
son tratadas con Talidomida e IL-6, la activacion de ERK1,2 es un 30% menor con

respecto a la activacion alcanzada con IL-6 sola.

Al analizar el efecto de esta droga sobre la via JAK1,2-STAT1,3 particularmente
sobre la fosforilacion de STAT3, se observa una inhibicién de un 50% en la activacion
de STAT3 con respecto a la condicién basal. Cuando las células son tratadas con
Talidomida e IL-6 se observa una activacion de la via que es un 70% menor que Ia

activacién provocada por IL-6 sola.

La activacion de la via PI3K/AKT es también afectada por el tratamiento con
Talidomida. Los niveles de fosforilacion de AKT1 en células tratadas con Talidomida
son menores en un 20% a los niveles en la condicién control. Cuando las células son
tratadas con la droga e IL-6, se observa una disminucion en la activacion de AKT1 de un

32% con respecto a la activacion de IL-6 sola.
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Figura 17. Efecto de Talidomida sobre las vias de activacion Ras-MAP quinasas, JAK1,2-STAT1,3 y

PI3K/AKT mediadas por IL-6. Inmunoblot de lisados de células tratadas con Talidomida 400ug/ml por

30 minutos y estimuladas con IL-6 10ng/ml por 15 minutos. En el panel superior se observa el efecto

sobre la forma activa de ERK1, 2, y en los siguientes paneles el efecto sobre las formas activas de AKT y

STATS3 respectivamente. En el tltimo panel se usd como carga la forma inactiva de STAT3. Los graficos

representan los valores obtenidos del analisis densitométrico de las bandas. Intensidad media relativa

corresponde al valor de la banda/ valor de la banda control.
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DISCUSION

Debido a la complejidad de la patofisiologia del Mieloma Multiple que
involucra numerosas vias de sefializacién mediadas por citoquinas, moléculas de
adhesion y factores de crecimiento, asociadas a procesos como angiogénesis,
proliferacién, migracion, resistencia a drogas entre otras, nos encontramos con diversos
blancos posibles para desarrollar nuevas estrategias terapéuticas (Hussein, 2002). 1L-6
es una citoquina que tiene un papel central en esta patologia puesto que regula la
proliferacién y sobrevida de las células de MM (Urashima y col, 1996; Kawamura y col,
2000; Chatterjee y col, 2002). Uno de los objetivos de esta tesis fue evaluar en la linea
de MM, U266, el efecto de IL-6 sobre las vias Ras-MAP quinasas, JAK1,2-STAT1,3 y
PI3K/AKT. Al igual que lo descrito en la literatura para otras lineas celulares como
OCI-My5, H929, OPM-2 y RPMI8226 (Qiang y col, 2002; Tu y col, 2000; Hsu y col,
2002) nuestros resuitados indican que IL-6 activa rapidamente (a partir de los cinco
minutos) las tres vias antes mencionadas (Figura 5). Para corroborar la accién de IL-6 en
estas vias de sefializacidn, usamos inhibidores especificos de cada una de ellas:
PD98059 para la via de las Ras-MAP quinasas, AG490 para JAKI1,2-STATL3 y
L Y294002 para la via PI3K/AKT. Como era de esperar el uso de PD98059 provoco una
inhibicidn de la activacion por IL-6 de ERK1,2 (Figura 6A). Como ya dijimos IL-6 es
capaz de activar rapidamente la via PI3K/AKT, esta activacion es sensible al uso de
1Y294002. Al tratar las células U266 con distintas concentraciones de LY294002
observamos inhibicion parcial de la activacion de AKT por IL-6; esta inhibicion es dosis
dependiente. Nuestros resultados indican también, que la activacién de Ras-MAP

quinasas por IL-6 es inhibida parcialmente usando 1.Y294002, lo que estd de acuerdo
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con datos de la literatura, donde se sefiala que al tratar las células de MM con este
inhibidor hay una inhibicién parcial de la activacién de ERK1,2 sugiriendo una
interrelacion (cross-talk) en la regulacién de Ras-MAP quinasas por PI3BK/AKT (Figura
6B) (Qiang y col, 2002; Hideshima y col, 2001). El uso del inhibidor AG490, inhibe
parcialmente la activacion por IL-6, no sélo de JAK1,2-STAT1.3, sino también de las
otras dos vias estudiadas (Figura 6C). Este efecto podria deberse a que JAK2, activada
por la homodimerizacién de gp130 luego de la unién del complejo IL-6/IL-6R, provoca
a su vez la activacion de proteinas involucradas em las tres vias de interés. Por
consiguiente la inhibicion de la via JAK1,2-STAT1,3 podria afectar negativamente las
otras dos vias. Otros estudios en los que se tratan células de MM con AG490 también
muestran que hay una inhibicion de la activacién de STAT3 y ERK1,2 mediada por IL-6
(DeVos y col, 2000).

Debido a que ¢l uso de los inhibidores diminuye la activacion de las vias de
sefializacién mediadas por IL-6 y que ésias se encuentran relacionadas con la
proliferacién y sobrevida de la linea celular U266, estudiamos el efecto de éstos sobre la
proliferacion.

Las principales vias asociadas a la proliferacion en MM son la Ras-MAP
quinasas y PI3K/AKT (Qiang y col, 2002; Tu y col, 2000.). El uso de los inhibidores
especificos de estas vias provoca una disminucion de la proliferacién de las células
U266 sin que se logre un bloqueo de este proceso; al usar PD98059, inhibidor de Ras-
MAP quinasas, no observamos una inhibicion total de este proceso celular, lo que
sugiere que las células podrian proliferar via PI3K/AKT. En este mismo sentido al usar

1,Y294002, inhibidor de PI3K las células podrian proliferar via Ras-MAP quinasas.

60




Nuestros resultados sugieren que la via PI3K/AKT tendria una mayor participacion en
este proceso celular ya que la inhibicion de la proliferacién es mayor con LY294002 que
con PD98059. Seria interesante entonces estudiar el efecto de la combinacién de
1Y294002 y PD98059 sobre la proliferacién de las células U266 con el objeto de
evaluar un posible efecto sinérgico de ambos inhibidores.

Como ya dijimos el uso de AG490 afecta las tres vias de sefializacion, y
por lo tanto a pesar de que la via JAK1,2-STAT1,3 se asocia principalmente al rol
protector de IL-6 frente a la apoptosis, se podria también esperar una disminucion en la
proliferacién celular. Nuestros resultados corroboran esta interrogante por cuanto
observamos una fuerte inhibicidn de este proceso (Figura 7) al igual que lo descrito en
otros estudios (De Vos y col, 2000). Sin embargo, esta inhibicion no es un efecto
sinérgico, es decir no hay una disminucién equivalente a la suma de las inhibiciones
provocadas por los irhibidores PD98059 y L.Y294002 por separado. Esta disminucién es
mayor que la observada cuando se usa PD98059, pero es menor que la provocada con
LY294002. Esto plantea la posibilidad de que la via PI3K/AKT no solo sea activada o
regulada por la homodimerizaciéon de gpl30 provocada por la unién del complejo
IL-6/IL6R sino que por una via distinta.

Otro de los procesos celulares regulados por estas vias de sefializacion es
la apoptosis. Estudios previos en los cuales se usé inhibidores de PI3K/AKT indican que
la activacién de esta via es importante tanto en la respuesta proliferativa dependiente de
citoquinas como en la respuesta anti-apoptdtica de las céiulas de MM. En esta tesis
analizamos el efecto de LY294002, inhibidor de PI3K y también de AG490 inhibidor de

JAK1,2-STAT1,3 sobre el ciclo celular y apoptosis de la linea celular U266. Cuando las
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células U266 son tratadas con 1.Y294002 observamos un aumento significativo del
porcentaje de células en la fase GO-G1 y una disminucion también dosis dependiente
tanto de la fase G2-M como de la fase S; no observamos apoptosis con ninguna de las
concentraciones utilizadas (Tabla 1 y Figura 8). El uso de LY294002 indica que la
activacion de la via PI3K/AKT es importante en la respuesta proliferativa inducida por
IL-6 en células de MM. La activacion de PI3K afeciaria la maquinaria del ciclo celular
promoviendo la transicién de la fase G1 a S (Tu y col, 2000.). Nuestros datos
concuerdan con la literatura en el sentido de que LY294002 no induce apoptosis (Hsuy
col, 2002.) y provoca retencién de las células en la fase G1 del ciclo celular (Hideshima
y col, 2001.).

Por otra parte cuando las células U266 son tratadas con distintas
conceniraciones de AG490 observamos un aumento significativo del porcentaje de
células en la fase GO-G1 y una disminucion significativa del porcentaje de células en las
fases G2-M y S. Se observa un considerable aumento del porcentaje de células en
apoptosis. (Tabla II, Figura 9 y 10)

Estudios realizados con células IM-9 y HS-Suitan muestran que
inmediatamente después de que las células son tratadas con BMP-2 hay una inactivacion
de STATS3, provocando un arresto del ciclo celular en G1 y apoptosis de las células de
MM (Kawamura y col, 2000.). Segiin estos datos podriamos esperar que el uso del
inhibidor especifico de JAK/STAT, AG490 provoque efectos similares en las células
U266. Un estudio de De Vos y col (2000) mostré que el inhibidor de JAK2 induce

apoptosis en células XG-2 de MM. Nuestros resultados apoyan lo sefialado
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anteriormente puesto que AG490 produjo retencion del ciclo celular en la fase G0-Gl e
induccion de apoptosis en las células U266.

Talidomida se usa en la actualidad como nueva alternativa terapéutica en el
MM, debido a sus propiedades anti-angiogénicas. Este agente provoca respuesta en un
32-64% de los pacientes con MM en recaida, sin embargo esta respuesta no se relaciona
necesariamente con una inhibicion de la angiogénesis en la MO, sugiriendo que la
actividad anti-MM de la Talidomida es a través de un mecanismo distinto o no sélo de
su accién antiangiogénica (Rosifiol y col, 2004.). A la fecha atn no se conoce el
mecanismo exacto a través del cual Talidomida ejerce su accidn anti-MM;
probablemente Talidomida ejerza su accion a varios niveles. Al respecto existen
evidencias que indican que Talidomida inhibe directamente el crecimiento de las células
de MM, modula la expresién de moléculas de adhesion en el microambiente de la MO e
induce la secrecién de INF-y e IL-2 por células CD8 (Rosifiol y col, 2004; Bruno y col,
2004; Anderson, 2003; Hideshima y col, 2000.). Nuestros resultados sefialan que
Talidomida es capaz de inhibir la proliferacién de las células U266; esta inhibicidn
depende de la dosis de la droga. Cuando las células son tratadas con 200 pg/ml y
400 pg/ml e IL-6 la inhibicién de la proliferacion es menor con respecto a la observada a
igual concentracién de Talidomida sola (Figuras 11). Por otra parte, Talidomida induce
apoptosis en las células U266 a partir de las 48 horas de tratamiento; este efecto no se
observa cuando las células son tratadas con Talidomida e IL-6 por 48 horas (Figura 14).
A las 72 horas de tratamiento la induccién de la apoptosis es dosis dependiente y solo es

inhibida parcialmente cuando las células estin en presencia de IL-6 (Figurasi2 y 13).
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También analizamos el efecto de Talidomida en el ciclo celular de U266 y observamos
que el porcentaje de células en la fase GO-G}I aumenta significativamente en presencia
de Talidomida 200 pg/ml y 400 pg/ml v que la fase S disminuye significativamente
en presencia de Talidomida 100 pg/ml a 400 pg/ml. En presencia de Talidomida e IL-6
el porcentaje de células en la fase GO-G1 no cambia significativamente con respecto a
Talidomida sola. Al tratar las células con Talidomida 50 pg/ml y 200 pg/ml e IL-6 el
porcentaje de células en la fase S aumenta significativamente con respecto a Talidomida
sola. Otro factor de interés en la sobrevida de las células de MM es la translocacion de
NFk-f al nticleo donde se une al ADN para regular la expresion de numerosos genes
relacionados con proliferacién y sobrevida celular; NFk-f también es capaz de regular la
expresion de ciertas citoquinas relacionadas con estos procesos, como es el caso de IL-6
(Mitsiades y col, 2002a; Hideshima y col, 2002; Bharti y col, 2004). Nuestros resuliados
sugieren que Talidomida inhibe la translocacion de NFk-B al nicleo puesto que los
niicleos tratados con Talidomida no presentan marca fluorescente asociada a NFk-f a
diferencia de los micleos controles. Estos resultados corroboran los datos de literatura
que sefialan que Talidomida inhibe la activacién de NFx~B (Mitsiades y col, 2002a;
Hideshima y col, 2002). Junto con analizar el efecto de Talidomida en la translocacion
de este factor analizamos el contenido nuclear de las células tratadas con la droga.
Observamos fragmentacion del contenido nuclear cuando las céluias son tratadas con la
mayor concentracion de Talidomida, a diferencia de lo observade en los nucleos de
células controles (Figura 15). También fue de nuestro interés analizar el efecto de los

inhibidores AG490 y LY294002 en la translocacion de NFk-B. Reportes anteriores
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sefialan que la activacién de AKT induciria diferentes mecanismos de sobrevida celular.
Cuando AKT es fosforilado por la estimulacién de PI3K, activa IKK, un regulador
positivo de NFk-B, el cual regula la expresién de genes con actividad anti-apoptdtica.
(Fresno y col, 2004.). Por lo tanto, al usar el inhibidor de PI3K estamos inhibiendo la
fosforilacion de AKT y por consiguiente la activacién de Ik, lo que impediria la
activacién y posterior translocacién de NFk-$3 al niicleo. Nuestros resuliados muestran
que al inhibir la via PI3K/AKT efectivamente se bloquea la activacion o translocacion
del factor de transcripcion al micleo. Las células tratadas con el inhibidor LY294002,
presentan los nucleos vacios, sin marca fluorescente, a diferencia de las células
controles en las que se observa NFk-$ tanto en el citoplasma como en el niicleo (Figura
16). Analizamos ademds el efecto de AG490, que como se sefialé anteriormente también
es capaz de inhibir la via PI3K/AKT, sobre la activacion de NFk-B. Al igual que con
LY294002 en las células tratadas con AG490 la localizacion de NFk-Bes
citoplasmética, no observandose marca fluorescente en los niicleos (Figura 16). El efecto
de los inhibidores en la localizacion de NFx-p es similar al provocado con Talidomida,
no se observa marca fluorescente para NFx-( en los niicleos.

Como era de esperar dado las acciones de Talidomida sobre los procesos
celulares ya mencionados, las vias Ras-MAP quinasas, PI3K/AKT y JAK1,2-STAT1,3
fueron también inhibidas por accion de la droga (Figura 17).

En resumen, nuestros resultados indican que Talidomida es capaz de
disminuir la proliferacion celular, detener el ciclo celular en G0-G1 e inducir apoptosis

en las células U266, a través de modificar las vias de sefializacion intracelular Ras-MAP
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quinasas, PI3K y JAK/STAT inhibiendo Ia fosforilacion de ERK1,2, AKT1 y STAT3
respectivamente.

Con el objeto de precisar el nivel al cual actiia Talidomida en las vias de
sefializacién seria interesante estudiar su accién sobre proteinas rio arriba de las ya
estudiadas como por ejemplo RAS, RAF, MEKK que median principalmente el
crecimiento celular, sobrevida y diferenciacién y JNK y p38 relacionadas con efectos
pro-apoptéticos e inhibicion del crecimiento celular (Platanias, 2003).

Asi también y dado que en el MM el tumor se localiza en la médula Osea,
estudios como los aqui mostrados pero en células de MM en presencia de células
estromales del microambiente medular, aportarian informacion que probablémente se
relacione mejor con lo que ocurre in vivo, A la fecha las acciones de Talidomida sobre el
microambiente de MO gue han sido descritas se refieren a una disminucién de la
adhesion de las células de MM al estroma medular ya que modula la densidad de las
moléculas de adhesidn. La adhesién de las células de MM a células de estroma favorece
la proliferacion y sobrevida de las células malignas y les confiere resistencia a drogas
(Hideshima y Anderson, 2002; Bruno y col, 2004). Talidomida disminuye la resistencia
a las drogas convencionales que se utilizan como terapia, ya que estaria inhibiendo la
transcripcion y secrecidn de algunas citoquinas asociadas a estos procesos (Hussein,
2002; Anderson, 2003). Sin embargo se desconocen los mecanismos por los cuales
Talidomida estaria alterando dichos procesos en las células de MM (Hideshima y

Anderson, 2002; Hussein, 2002; Bruno y col, 2004).
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CONCLUSIONES

Nuestros resultados sugieren que los efectos provocados por Talidomida
en los distintos procesos celulares analizados en la linea celular U266 de MM, se deben
a que esta droga es capaz de modificar, las vias de sefializacién (Ras-MAP quinasa,

PI3K/AKT y JAK1,2-STAT1,3) asociadas a dichos procesos.
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