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INTRODUCCION

La obesidad constituye un problema creciente de salud publica. La
OMS estima que existen 300 millones de personas obesas en el mundo.
En Chile, la prevalencia del sobrepeso y la obesidad en la poblacién
adulta corresponde aproximadamente al 60% (1, 2). La obesidad
abdominal junto con otros factores como la hipertensién, la
insulinoresistencia y la dislipidemia constituyen el Sindrome Metabdlico,
enfermedad que predispone a adquirir diabetes tipo 2, enfermedad
cardiovascular, mortalidad temprana (3) y mayor riesgo relativo (RR)
de desarrollar distintos tipos de cancer.

Existen numerosos estudios de corte epidemiolégico que dan cuenta
del mayor RR de desarrollar cancer, si se tiene un IMC mayor de 25.
Este riesgo relativo aumenta mas aun, si el IMC es mayor de 30 6 se es
obeso morbido. Las neoplasias asociadas a obesidad son
adenocarcinoma de eséfago, cancer de mama, endometrio, colon,
recto, higado, pancreas, vejiga y rindn, asi como linfoma de Hodking vy
Mieloma Multiple (MM) (4).

Desde el afio 1994 se describe una asociacién entre la obesidad y el
Mieloma Multiple (5). Se estudiaron dos cohortes de pacientes que
fueron seguidas durante 21 y 24 afios respectivamente, encontrandose
un RR mayor de desarrollar MM en aquellos pacientes con sobrepeso y
obesidad, lo cual no se explicaba por el factor diabetes mellitus, por lo
que los autores plantean otros factores nutricionales implicados en su
etiopatogenia. En el 2007 se publicé un meta-analisis (6) en el cual los
autores concluyeron que tanto los individuos con sobrepeso como los
obesos tienen aumentado el RR de desarrollar MM (1.12 a 1.43 en

sobrepeso y 1.27 a 1.82 en obesos).
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El MM es una neoplasia de células B que se caracteriza por la
acumulacion de células plasmaticas malignas en la médula ésea (MO).
Un linfocito B inmaduro en condiciones fisioldgicas migra hacia la MO
sufriendo un reordenamiento en sus genes para cadenas pesadas y
livianas de inmunoglobulinas, quedando como un linfocito B virgen, éste
migra hacia tejido linfoide secundario o periférico, donde estimulado por
antigenos, prolifera y madura hacia célula plasmatica. Estas células
generalmente secretan IgM y son de vida corta. Las células B
estimuladas también pueden entrar en un nddulo linfatico y madurar en
el foliculo, donde se produce una activa hipermutacion de los genes
para cadenas pesadas (IgH) y los genes para las cadenas livianas (IgL)
de las inmunoglobulinas. Este proceso resulta en la obtencién de una
célula plasmatica productora de un anticuerpo altamente especifico.
Dicha célula B productora de IgM, tiene dos caminos: pasar a la
circulacion como célula de memoria o diferenciarse a plasmocitos de
centros postgerminales. Este clon, entonces puede migrar a la MO y
finalmente diferenciarse a una célula plasmatica de larga vida y
secretar grandes cantidades de anticuerpos (7). En el MM el clon de
celula B, se establece y multiplica en la MO, manifestandose
clinicamente con hipercalcemia, insuficiencia renal, anemia y lesiones
osteoliticas (9). Este cancer corresponde al 2,5% de todas las
neoplasias y al 10% de las hematoldgicas. La edad media de
diagndstico es a los 63 afos, siendo mas frecuente en hombres y en
afrocaribefios que en caucasicos (8).

En nuestro pais no existen estudios sobre la epidemiologia del MM.
Los Unicos datos disponibles corresponden a las tasas de mortalidad
del periodo 1985-1999 (Fuente: Minsal http://epi.minsal.cl/) (10). Un

trabajo publicado el afio 2007 en la Revista Médica de Chile, estima la

mortalidad de la enfermedad para nuestro pais en 2,2 por 100.000
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habitantes; los autores destacan ademas que es una patologia que va
en aumento tanto en nuestro pais como a nivel mundial y que la media
de edad al diagndstico se ha desplazado a edades mas tempranas (9).

La etiologia del MM es desconocida, esta asociado a anormalidades
del nimero de cromosomas, traslocaciones génicas, activacion de
oncogenes y fendmenos epigenéticos. En este sentido casi todos los
casos de MM presentan anormalidades cromosdmicas (11, 12)
pudiéndose clasificar en 2 subtipos: los hipodiploides/pseudodiploides vy
los hiperdiploides. Esto es de gran importancia clinica debido a que los
MM hipodiploides tienen peor prondstico (12, 13, 14). Se describen
multiples traslocaciones para el gen de la IgH , una de ellas es la del
locus 14 32 que se encuentra en el 20-40% de los pacientes con MM
(15, 16). Otras traslocaciones estudiadas son: la (11; 14)(q13;q932) ,la
(4;14)(p16;q932), vy la (6;14)(p21;932) (12). También se ha estudiado
la delecién del cromosoma 139 en las células de MM, que constituye un
factor independiente de mal prondstico (8, 12, 17). Algunas de estas
traslocaciones inducen la expresion de moléculas de adhesién, como la
integrina B; en las células de MM y la produccién del factor de
crecimiento endotelial en las células de estroma de la MO (8, 18).
Otras traslocaciones son responsables de la desregulacion de las
ciclinas D (proteinas que participan en la regulacién del ciclo celular),
éstas podrian hacer que las células de MM fuesen mas susceptibles a
estimulos proliferativos, produciéndose una expansién selectiva, como
resultado de la interaccion con las células del estroma, que
aumentarian su produccién de IL-6 y de otras citoquinas (8).

En cuanto a la activacion de oncogenes, se ha encontrado
aberraciones en el locus para el gen de c- MYC, mutaciones en N-RAS y
K-RAS. En el desarrollo del MM ocurren fendmenos epigenéticos (18),

es decir se modifica la expresidon génica sin cambiar la secuencia de los
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nucleétidos del DNA, mediante procesos de metilacién y de modificacidn
de histonas, lo que se ha asociado a una mayor expresidon de proteinas
que regulan el ciclo celular como p15y p16 (12, 19).

Hay que recordar que el MM se establece en la MO y en este sentido,
ya desde hace algunos afios, se le ha asignado mayor importancia al rol
que tiene el microambiente de la MO en el desarrollo del MM. El
microambiente (estroma) tanto en individuos sanos como en los con
diagndstico de MM, esta conformado por elementos extracelulares de
matriz y elementos celulares, tales como células fibroblasticas, células
endoteliales, osteoblastos, osteocitos y células del sistema inmune. Las
interacciones de estos tipos celulares estan mediadas por citoquinas,
moléculas de adhesion, receptores celulares y solubles. En la
fisiopatologia del MM, el fendmeno de interaccién genera factores
paracrinos involucrados en la sobrevida, diferenciacién, proliferacion,
resistencia a drogas, osteoclastogénesis, inhibicion de la osteogénesis,
angiogénesis, deficiencia humoral y celular y anemia (20).

Las células de MM al migrar hacia la medula d6sea establecen una
primera relacidon con las células del endotelio, gatillando induccion de
la expresidon de citoquinas y moléculas de adhesién en las células de
MM, las que facilitan su posterior adhesion a las células del estroma de
la médula dsea. La adhesion de éstas, a las células del estroma produce
la activacidn del factor NF-kB que participa en la trascripcidn y secrecién
de interleuquina-6 (IL-6) (8).

IL-6 se une inicialmente a su receptor, una glicoproteina de 80-
kd (gp80) ubicada en la membrana celular, 6 a una forma soluble de
este (sIL-6R). Ambas formas del receptor forman un complejo con IL-6,
que luego se une a la proteina de transmembrana, gp130, transductora
de sefales intracelulares (21, 22, 23, 24). Esta proteina, a través de la

cual IL-6 ejerce su accidon, no es capaz de unir IL-6 que no esté
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formando parte del complejo IL-6/IL-6R. De este modo, un aumento
de sIL-6R puede amplificar la accidn de IL-6 circulante aun cuando los
niveles de IL-6 no estén aumentados. Ademas, la unidén de IL-6 a su
receptor soluble puede inducir la proliferacién de células que no posean
gp80 (receptor de superficie celular), debido a la interaccién del
complejo IL-6/sIL-6R con gp130, lo que desencadena una cascada de
sefales proliferativas al interior de la célula (25).

La estimulacion de gp130 por IL-6/IL-6R provoca su
homodimerizacion, lo que gatilla la activacion de a lo menos tres vias
de transduccién de sefales, que dan cuenta de su poder antiapoptético,
proliferativo y de sobrevida. Las vias que activa IL-6 son las
siguientes: 1) JAK2/STAT3 2) Ras-MAP quinasas 3) PI3K/Akt . La
sefalizacion intracelular iniciada por gp130 activa el receptor asociado
a Janus tirosin-quinasa (JAK) que se encuentra en el tallo
citoplasmatico de gp130, creando sitios de reclutamiento para dominios
SH2 que contienen componentes de sefalizacién como STAT1, STAT3 y
SHP2 (23, 24). La fosforilacion de STAT3 provoca su dimerizacién y
posterior traslocacion al nucleo donde actia como factor de
transcripcion regulando la expresion génica (26, 27). La activacién
de la via MAP quinasa es iniciada por la fosforilacion de la proteina
SHP2 que gatilla la activacion secuencial de las proteinas Ras, Raf,
MEK, ERK 1-2, esta ultima se trasloca al nucleo para regular la
expresion de algunos genes (22). Por otra parte, PI3K fosforilada por
JAK es capaz de activar Akt en residuos de serina y treonina. Akt tiene
efectos pleiotrépicos en la fisiologia celular, puesto que participa en el
metabolismo de la glucosa mediado por citoquinas, en la regulacion del
crecimiento celular, modula el ciclo celular afectando los niveles de
p53 y ciclina D1 e inhibe directamente a proteinas proapoptéticas

reguladoras de factores de transcripcién y ademas indirectamente
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modulando a reguladores de muerte celular como p53, NF-kb vy
telomerasas (20).

Es conocido que la IL- 6 promueve la proliferacion de las células de
Mieloma Multiple. La produccién autocrina de esta citoquina se ha
asociado con un fenotipo altamente maligno, mayor tasa de
proliferacidon y respuesta deficiente a las drogas inductoras de apoptosis
(8). Estudios realizados en el INTA, dirigidos por la profesora Mireya
Fernandez, en los que se compard la capacidad adhesiva de estromas
de médula d6sea de individuos normales, tratados 6 no con IL-6,
mostraron un aumento significativo en la cantidad de células de MM
adheridas cuando los estromas fueron tratados con la citoquina.

En condiciones fisioldgicas, las células que producen IL-6 son
células linfoides y no linfoides, tales como linfocitos T, linfocitos B,
monocitos, fibroblastos, queratinocitos, células endoteliales, células
mesangiales y algunos tipos de cancer. IL-6 promueve la diferenciacidn
de las células T, macréfagos, megacariocitos y osteoclastos. IL-6
participa también en la reaccién de fase aguda, aumentando la
produccién de la proteina C reactiva (PCR), fibrindgeno, a-antitripsina y
amiloide A, simultdaneamente disminuyendo la produccion de albumina
(28).

Las células en las que se ha documentado la expresiéon de
receptores para IL-6 son: linfocitos TCDS8, fibroblastos, sinoviocitos,
osteoblastos, megacaricitos, células endoteliales, neuronas simpaticas,
neuronas corticales, células enterocromafines de la médula adrenal,
células retinales pigmentadas, mastocitos, queratinocitos, células de
Langerhans, astrocitos adultos y fetales, neutrofilos, monocitos,
eosindfilos, células epiteliales del colon, células beta de los islotes

pancreaticos y células de MM.
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Existen enfermedades en las que se ha descrito un aumento de los
niveles plasmaticos de IL-6 tales como la psoriasis, la osteoporosis, la
artritis reumatoide (28) y la enfermedad inflamatoria intestinal (29).
También se ha descrito que la concentraciéon sérica de IL-6 aumentaria
con el envejecimiento, lo que seria significativo en individuos mayores
de 75 afos (30). En la obesidad se ha descrito un aumento de los
niveles séricos de IL-6, lo que estaria explicado en parte por el
infiltrado de monocitos en el tejido adiposo , que se ha documentado en
éstos pacientes.

Estudios realizados in-vitro han demostrado que endotelios de
individuos normales al ser tratados con IL-6 aumentan su adhesividad a
linfocitos, no asi a monocitos o polimorfonucleados (31).

Podemos decir entonces que, IL-6 es una citoquina de acciones
pleiotrdpicas y la encontrariamos participando activamente en
ambientes inflamatorios, autoimnumes, infecciosos y neoplasicos.

El tejido adiposo comprende células de estroma tales como células
troncales mesenquimaticas, células precursoras de adipocitos,
adipocitos y células del endotelio. El tejido adiposo normal no solo tiene
la funcion de almacenar energia, si no que también secreta una gran
variedad de hormonas y moléculas de sefalizacién que tienen efectos
locales y sistémicos. En un individuo normal el tejido adiposo secreta el
10-30 % de la cantidad total de IL-6 (32). Los niveles plasmaticos de
IL-6 se correlacionan directamente con el IMC e inversamente con la
insulinosensibilidad (33, 34).

La obesidad es una enfermedad en la que se encuentra aumentado
el tejido adiposo y en la que se ha documentado un aumento de los
niveles séricos de IL-6, IL-8, TNF-alfa, angiotensina II, leptina, PAI-1 y
una disminucion de los niveles de adiponectina, de modo tal que en la

actualidad se la considera un estado pro-inflamatorio (35). El
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componente central de este estado, estaria dado por la progresiva
infiltracidn de macrofagos en el tejido adiposo, mientras se esta
ganando peso, y estas células inflamatorias son las que producen IL-6
(36).

En el caso del paciente obeso, la produccién de IL-6 y otras
citoqguinas estan influenciados por la distribucidon del tejido adiposo; asi
en pacientes con mayor proporcidon de grasa visceral, los niveles de IL-6
sérica seran mayores que en aquellos obesos con predominio de grasa
subcutanea (37).

La funcion que tendria IL-6 sobre el tejido adiposo es desconocida,
pero se sabe que IL-6 tiene un rol importante en la produccién de
fibrindgeno, PCR, en la disminucion de los niveles de HDL, en el
aumento de la adhesividad de las plaquetas vy en la induccién de
moléculas de adhesion en las células del endotelio (38).

Como aparece mencionado en parrafos anteriores el paciente obeso
tiene aumentado sus niveles de IL-6 circulante, lo cual no es ajeno a la
MO y su ambiente. Dado los efectos fisioldgicos y fisiopatoldgicos que
gatilla IL-6 en los tejidos, se puede sugerir que el estroma de la MO del
paciente obeso podria ser distinto en algun grado al de un paciente
normopeso, entre otras causas por la accion de la IL-6 sobre éste. No
existen estudios sobre las caracteristicas funcionales de la MO de
pacientes con sobrepeso u obesos y por ende no hay estudios que
evallen la capacidad del estroma de la MO para adherir células de MM
en estos pacientes. Tampoco se encuentra en la literatura estudios
que evaluen los niveles de citoquinas en la MO de pacientes
normopesos, con sobrepeso u obesos.

Dada la evidencia epidemioldégica que relaciona el MM con el
sobrepeso y la obesidad y la imbricacion del desbalance de citoquinas

proinflamatorias que encontramos en ambas patologias, resulta
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interesante investigar si el ambiente de la MO de pacientes obesos

puede ser facilitador para la adhesién y proliferacion del MM.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

El estroma de la médula ésea del paciente con sobrepeso y/u obeso
tiene aumentada su capacidad para adherir células de Mieloma Multiple
con respecto a estromas de sujetos normopeso (controles).

Los niveles de IL-6 en la MO de los pacientes obesos y/o0 con sobrepeso

estan aumentados respecto a los controles normopeso.

Influencia del Ambiente Obesogénico en la Médula Osea Ana Ledesma Orellana
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar si en la MO de pacientes obesos y/o con sobrepeso existen

condiciones favorables para el establecimiento del MM.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la capacidad del estroma de la MO de pacientes obesos y/o
con sobrepeso, normopesos y MM para adherir células plasmaticas
de Mieloma Mdltiple

2. Evaluar niveles de Interleuquina-6 en el microambiente de la MO de

pacientes obesos y/o con sobrepeso,de normopesos y con MM.

Influencia del Ambiente Obesogénico en la Médula Osea Ana Ledesma Orellana
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METODOLOGIA

1. Pacientes
1.2 Criterios de inclusion

Pacientes de ambos sexos, que fueron sometidos de forma electiva a

cirugia de endoprotesis de cadera, por cualquier causa, mayores de
18 afos.

1.3 Criterios de exclusion (39, 40, 41, 42)
1.3.1 Psoriasis

1.3.2 Artritis reumatoide
1.3.3 Diabetes Mellitus

1.3.4 Enfermedad inflamatoria intestinal.

1.3.5 Osteoporosis

1.3.6 Enfermedades cronicas en general.

1.4 Casos
Dos grupos de pacientes definidos de acuerdo a su IMC
(IMC= indice de masa corporal = peso (kg)/ talla (m)?)
2.1 Sobrepeso: IMC entre 25-29,9 kg/m?®.
2.2 Obeso: IMC mayor igual a 30 kg/m?.

1.5 Controles
1.5.1 Controles negativos

Aquellos pacientes con un IMC entre 18,5 - 24.9 kg/m?, clasificados
como Normopesos.
1.5.2 Controles positivos

Pacientes con diagnostico de MM.

Influencia del Ambiente Obesogénico en la Médula Osea Ana Ledesma Orellana
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1.6 Rango de edad (30)

Individuos entre 18-75 anos.

2. Obtencion de MO
La muestra de MO se extrajo con una jeringa heparinizada, del
raspado endomedular que se practica antes de introducir la prétesis,
luego el contenido se almacend en otra jeringa con 2500 UI de
heparina, que se mantuvo a 4°C mientras se trasladaba al

laboratorio.

3. Obtencion de plasma de MO
La muestra de MO se introdujo en un tubo estéril de 15 ml y se
centrifugd a 1800 rpm por 5 minutos para separar el plasma de la
medula désea de los elementos figurados. El plasma se guardd a

-80°C, hasta su uso.

4. Establecimiento de cultivos celulares
Las células obtenidas de las muestras de MO se separaron por
gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque, técnica descrita por
Boyum en 1968 (43, 44). Luego las células mononucleadas se
resuspendieron en a-MEM (Minimal Esencial Médium alpha)
suplementado con 20% de suero fetal bovino y 1% de penicilina-
estreptomicina, se plaguearon a una concentracion de
2x10° células/ml y se incubaron a 37°C y 5% de CO2. Luego de 21
dias, las células adheridas a las placas de cultivo (estromas) se
soltaron con tripsina/EDTA al 1% (durante 5 minutos a 37°C y 5%

de CO,) y se subcultivaron hasta confluencia (45).
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5. Medicion de los niveles de Interleuquina 6 y su receptor
soluble
Se midid cuantitativamente IL-6 y su receptor soluble (sIL-6R) en los

plasmas de las muestras de MO.

Test de Elisa para IL-6 y para sIL-6R

Se empled el Kit Quantikine HS para determinacién de IL-6 en orina,
plasma y suero; (R&D Systems, Inc. 614 McKinley Place NE
Minneapolis, United States of America). Los Kits de ELISA contienen
un anticuerpo monoclonal especifico, en este caso para IL-6, que ha
sido pre-adherido en los micropocillos de la placa de ensayo.
Cuentan ademas con medidas estandar de proteina de IL-6, con las
cuales se realiza una curva de calibracidn con diluciones crecientes
de IL-6, con dicha curva se calcula la cantidad de IL-6 contenida en
las muestras en estudio. Medidas estandarizadas de la proteina vy
alicuotas de las muestras son pipeteadas dentro de los micropocillos,
asi la IL-6 presente en las muestras se une al anticuerpo
inmovilizado. Luego se lavan los pocillos para extraer cualquier
sustancia que no se ha unido al anticuerpo, posteriormente un
anticuerpo policlonal para IL-6 se agrega a los pocillos, el cual esta
ligado a una enzima. Se lava nuevamente con el objeto de retirar lo
que no se ha unido a los anticuerpos, para luego agregar una
solucién sustrato a los micropocillos, la que reacciona con la enzima
unida al segundo anticuerpo. Después de un periodo de incubacién,
una solucion amplificadora es adicionada a los pocillos obteniéndose
un color, cuya intensidad serd directamente proporcional a la
cantidad de IL-6 que se unid en el primer paso de la reaccion. Se

detiene la reaccion del color y se mide su intensidad a 490 nm y a
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630nm. Luego se calcula la cantidad de IL-6 para cada muestra
interpolando en la curva de calibracién.

El mismo procedimiento se realizé para el sIL-6R.

6. Evaluacion de la expresion del RNA mensajero de IL-6
Para estos ensayos se contd con un total de 13 muestras: 4
normopesos, 5 obesos /sobrepeso y 4 MM.
Se determind la cantidad relativa de RNA mensajero producido por
las células de estroma de los pacientes, empleando la técnica de
RT-PCR (Transcripcion reversa Yy reaccion en cadena de la

polimerasa).

Extraccion del RNA total

Se sembraron 4x10° células en placas de cultivo de 60mm en
oa-MEM/10% SFB. Una vez alcanzada la confluencia se soltaron de las
placas con tripsina 0,25% /EDTA 0,05% en PBS y se centrifugaron a
1800 rpm por 7 minutos. El pellet de células resultante se
resuspendido en 1ml de TRIzol Reagent ®. La células en TRIzol se
disgregaron con una jeringa de insulina de modo tal de facilitar su
rompimiento y liberar su contenido. La extraccion del RNA se realiz6
de acuerdo al protocolo del fabricante, separando el RNA total con
cloroformo y precipitdndolo con isopropanol, seguido de posteriores
lavados con etanol 75%. Para ello, se agregé 200 pl de cloroformo
por cada ml de TRIzol y se centrifugd a 12000g por 15 minutos,
para separar la mezcla en fases. La fase que contenia el RNA se
separo y traspasé a otro tubo, donde se agregd 500ul de isopropanol
para precipitar el RNA, se centrifugd a 12000g por 10 minutos. El

RNA precipitado se resuspendié en 1ml de etanol 75%, se centrifugd
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nuevamente a 7500g por 5 min y el pellet obtenido se resuspendid
en 23ul de agua.

El RNA extraido se cuantificd en un espectrofotémetro a 260 y 280
nm y se almacend a -80°C hasta la sintesis de cDNA.

La integridad del RNA se evidencid mediante el uso de geles
denaturantes de agarosa, preparados co 0,72 g de agarosa en 45 ml
de agua DEPC (tratada con dietilpirocarbonato) calentados en horno
microondas; una vez que la temperatura alcanzd los 65°C, se agrego
MOPS 10X (3-[N-Morpholino] propanesulfonic acid 0,4 M pH 7,0,
Acetato de Sodio 0,1 M y EDTA 0.01 M) y formaldehido al 37% en
una proporcion de 9:6. Luego, 4ul de los RNA de cada muestra
fueron mezclados con 9ul de formamida,3ul de formaldehido, 2ul de
MOPS 10X y 0,5yl de bromuro de etidio. Posteriormente las
muestras preparadas fueron denaturadas a 70°C por 10min, luego
enfriadas en hielo e inmediatamente cargadas en el gel previamente
descrito, donde se corrieron durante 40minutos 80V.

Todos los implementos se lavaron con cloroformo o eran libres de
RNAasa, se utilizdé mascarilla y guantes durante todo el

procedimiento.

RT-PCR

El cDNA complementario se sintetizd en un termociclador a partir de
1ug del RNA obtenido, con la transcriptasa reversa M-MLV (New
Englands Biolabs), mediante un ciclo de 10 minutos a 70°C
seguido de un ciclo de 90 minutos a 42°C.

Para amplificar el mensajero de IL-6 se empled la siguiente pareja
de primers: Sense: 5° GAGGGCTCTTCGGCAAAT 3°, Antisense:
5 CTGGCTCTGAAACAAAGGATA 37, que amplifican un fragmento de
313 bp, con una TM de 56°C.
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Como control de carga se utilizo GDPH, amplificado por los
siguientes primers: Sense: 5 ACCACAGTCCATGCCATCAC 37,
Antisense: 5° TACAGCAACAGGGTGGTGGA 37, los cuales amplifican
un fragmento de 498 bp, con una Tm de 60°C. Para crear ambas
parejas de primers, se buscaron las secuencias del RNA mensajero
humano del gen correspondiente en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, a
partir de la cual se disefiaron los partidores con el programa
“Primer Premier”.

La reaccién de PCR se llevd a cavo tomando 300ng de cDNA vy
mezclandolo con la siguiente mezcla de reaccién: 22,3 ul de agua,
3 ul de Buffer de reaccién 10x (Invitrogen), 0,9 pl de MgCl (1,2 mM),
0.6ul de dNTPs (0.2mM), 0,6 pl de primers (0.2pmol/ul) y 0,5 pl de
Taq polimerasa (0,25 U).

El producto de PCR tanto para IL-6 y como para GPDH obtenido se
evidencié en un gel de agarosa 2%.

Las bandas del gel se cuantificaron en el programa “Kodak Digital
Science” segun su in tensidad neta. La intensidad de las bandas de
IL-6 fue corregida por la del control de carga (GPDH). Esta
intensidad relativa es directamente proporcional a la cantidad del

MRNA para IL-6 en las células.

7. Medicion de la adhesion celular (47,48)
Se conté con 13 muestras de estroma de MO: 4 normopesos y 5
obeso /sobrepeso y 4 MM.
Luego de obtener estromas como lo descrito en el punto 4, las
células se soltaron de la placa de cultivo utilizando 1 ml TRIS- EDTA
al 1%, por botella, se incubaron por 5-7 minutos a 37°C y se detuvo
la reaccién con a-MEM suplementado con suero fetal bovino al 10%,

se tomaron alicuotas de 5 x 10% células y se siembran en placas de
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lcm de didmetro, luego de 7 dias o de llegar a confluencia
estuvieron listas para el ensayo. Para realizar el ensayo se utilizé la
linea celular U266 (ATCC, American Type Culture Collection) la cual
no ha sido modificada genéticamente y mantiene las caracteristicas
de una célula de mieloma in-vivo, requieren medio RPMI al 15 % de
suero fetal Bovino. EI RPMI contiene: 2 mM L-glutamine, 10 mM
HEPES, 1 mM piruvato sédico, 4500 mg/L glucosa, y 1500 mg/L
bicarbonato de sodio. Luego de ser lavadas con PBS las células
fueron incubadas con RPMI suplementado al 2% con suero fetal
bovino. Con la luz de la campana de flujo apagada, se adicionaron 5
x 10° U266 por pozo contenidas en un volumen de 1000 pl, se
realizaron movimientos circulares y oblicuos para distribuir las
células en la placa, se incubd durante 4 horas a 37°C y 5% de CO2.
Para permitir su medicidon por citometria de flujo, las U266 fueron
marcadas con un fluordforo, el CFSE (flourocromo que reacciona a
una determinada longitud de onda). Luego del tiempo indicado, se
aspird el medio de los pozos, y se lavdo 5 veces cada pozo con PBS
tibio, se adicion6 200 pl de tripsina-EDTA al 1% a cada pozo,
durante 5 minutos a 37°C. Luego se detiene la reaccion de la tripsina
con 300 pl de RPMI al 15%, quedando un volumen final de 500
Ml/pozo, el que se aspira y se coloca en un tubo eppendorf. Para
impedir la degradacién de las células se agregd 50 ul de
formaldehido puro a cada tubo. Se guardaron las muestras en
oscuridad y en frio por un maximo de 48 hrs hasta ser analizadas
por el citdmetro de flujo. Para realizar el marcaje con CFSE las U266
se centrifugan en un tubo de 15 ml a 400g durante 10 minutos a
40C, Se descarto el sobrenadante y se resuspendid el pellet con PBS
de modo tal de lavar las células y se centrifugd nuevamente en

idénticas condiciones. Se adiciond el CFSE a una concentracion de
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2,5 UM, se homogeniza y se deja incubar en oscuridad durante 10
minutos.

La adhesidon se expresd por una relacién numeérica entre el numero
de células U266 y el numero de células mesenquimaticas, expresado

como fraccion.

Citometria de flujo

La Citometria de Flujo (CMF) es una técnica de andlisis celular
multiparamétrico cuyo fundamento se basa en hacer pasar una
suspension de particulas (generalmente células) alineadas y de una
en una por delante de un haz de laser focalizado. El impacto de cada
célula con el rayo de luz produce sefales que corresponden a
diferentes parametros de la célula y que son recogidos por distintos
detectores. Estos convierten dichas sefales en sefiales electrdnicas
gue posteriormente seran digitalizadas para permitir la medida
simultanea de varios parametros en una misma célula, como el
tamanfo y el inmunofenotipo entre otras.

El tipo de energia producida por la interaccion entre las células y el
laser puede ser de dispersiéon y de fluorescencia (marcaje con
fluorocromo) que se emplea en este estudio.

Un fluorocromo es una molécula quimica que absorbe luz a una
determinada longitud de onda y emite a una longitud superior
(menor energia). Cuando un fluorocromo interacciona con la luz de
excitacion procedente del ldaser emite energia radiante, siendo la
cantidad de sefial de fluorescencia emitida igual a la proporcién de la
cantidad de componentes fluorescentes de la particula. Asi
obtendremos la cantidad de U266 adheridas por pozo y por numero

de células de estroma.
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Los resultados se analizaron por grupos con el test no paramétrico de
Kruskall-Wallis, comparando lo tres grupos: normopeso,
sobrepeso/obeso y MM, con un nivel de confianza del 95% vy un
p < 0,05. La medida de tendencia central utilizada fue la mediana.
Cuando hubo diferencias estadisticamente significativas se realizé un
test de Bonferroni para evaluar la direccidon de las diferencias.

Se empled el programa Analise-it for Excell.
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RESULTADOS

El nUmero total de pacientes fue de 40. Los pacientes normopeso,
sobrepeso/obeso (n=33) en su totalidad fueron mujeres. En el grupo de

pacientes con MM (n=7) hubo un paciente de sexo masculino.

Edad:

La mediana de edad para el grupo normopeso fue de 73 afhos, para el

grupo sobrepeso/obeso de 69,5 afios y para el grupo MM fue de 68 anos

(Tabla 1). No hubo diferencias significativas con respecto a la edad.

Concentracion de IL-6:

Se midié IL-6 en el plasma de MO de las 40 muestras. Como se muestra
en Tabla 2 y en la Figura 1, la concentracion de IL-6 en el grupo
normopeso (2,51 pg/ml) fue significativamente menor que en el grupo
sobrepeso-obeso (4,04 pg/ml; p=0,04), en el grupo MM (6,02 pg/ml)
fue significativamente mayor que el grupo normopeso (p=0,02) y entre
el grupo sobrepeso/obeso y el grupo mieloma no hubo diferencias
(p=0,42)

Concentracién de sIL-6R:

Se midid sIL-6R en plasma de MO en 20 de las 40 muestras, en las
otras veinte no se conto con la cantidad necesaria para realizar la
mediciéon. Como se detalla en la Tabla 3 y la Figura 2, entre el grupo
normopeso (39.800 pg/ml) y el grupo sobrepeso-obeso (28.080 pg /ml)
no hubo diferencias (p=1,6), el grupo MM (62.280 pg/ml) fue
estadisticamente mayor que el grupo normopeso (p=0,0092) y que el

grupo sobrepeso-obeso (p=0,0008).
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Ensayos de Adhesién Celular:

Los ensayos de adhesion celular se efectuaron en 13 muestras, en 2
ocasiones distintas y cada vez en duplicado o triplicado, dependiendo del
numero de células de estroma de MO con que se contare.

Como se ilustra en la Tabla 4 y en la Figura 3, el grupo normopeso
(2,03) fue significativamente menor que el grupo
sobrepeso-obeso (3,8, p=0,0091) asi como también del
grupo mieloma (3,3; p = 0,0025), entre el grupo sobrepeso/obeso vy el

grupo mieloma no hubo diferencia significativa (p = 1,2).

Medicion de mRNA para IL-6:

La medicion de mMmRNA se efectud en 13 muestras, las mismas

empleadas para los ensayo de adhesién. Se establecid una relacion
entre el area de la banda de mRNA de IL-6 y de mRNA de GPDH,
medida en la fotografia. Entre el grupo normopeso y el grupo
sobrepeso-obeso el p fue de 2,47, entre el grupo normopeso y MM fue
de 2,47, y entre el grupo sobrepeso-obeso y MM fue de 3. No hubo

diferencias entre los grupos(Figura 4 y 5).

Morfologia de los estromas:

Este resultado no estaba dentro de los objetivos del estudio, se encontro
luego de la observacion periddica de los tejidos de estroma de MO.

La Figura 6 corresponde a la de un individuo normopeso, la Figura 7 a
un individuo sobrepeso/obeso y la Figura 8 a la de un individuo MM.

En el individuo normopeso se observa que la relacién nucleo/citoplasma
es cercana a la wunidad, en cambio en los individuos con

sobrepeso/obesidad y MM la dicha relacién es menor a 1.
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En el tejido del individuo normopeso se aprecia que para un mismo
campo de aumento de microscopia 6ptica hay mas células por campo
que en el individuo sobrepeso/obeso y MM.

Por ultimo, la disposicién de las células en el paciente normopeso tiende
a haber un contacto estrecho célula-célula, en cambio las células del
paciente sobrepeso/obeso y del paciente MM se encuentran mas

dispersas y con menos puntos de contacto célula-célula.
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Tabla 1 Normopeso (a) Sobrepeso-obeso (b) Mieloma (c) P
EDAD (afios) N=6 N= 27 N=7
Mediana 73 68,7 68 ayb=2,1
Promedio 69.5 69,5 68 byc=24
Rango 61,5 - 74,6 66-73 65-73 ayc=19

Tabla 1. Descripcion de las edades por grupo de pacientes. No hubo diferencias entre los grupos. Se
compararon los grupos utilizando el test de Kruskall-Wallis, se consider¢ significativo cuando el valor de p

fue menor a 0,05.
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b P=0,0084

Figura 1.Grafico que muestra la
( A | relacién entre la concentracién de
12 1 P=0,04 IL-6 y los distintos grupos. En el
f : | P43 eje de las Y se describen los
10 - ( H — distintos valores de la
. concentracién IL-6 en pg/ml, en
s s el eje de las X aparecen las
3 8 + categorias de peso y la categoria
§ ‘. de MM. Cada punto en el area del
'E o . . grafico corresponde a un individuo
. en dicha categoria. La
§ ’ concentracion de IL-6 en el grupo
4 4 . ] normopeso (2,51 pg/ml) fue
" -;.. . significativamente menor que en
’. el grupo sobrepeso-obeso (4,04
2 1 . * .: pg/ml; p=0,04), en el grupo MM
. (6,02 pg/ml) fue
0 . . significativamente mayor que el
oe‘,o 8&:’; \\}\)e“ grupo normopeso (p=0,02) vy
“0«’1‘0 ‘,oé‘?o" é@“ entre el grupo sobrepeso/obeso y
‘?e‘o el grupo mieloma no hubo

Tabla 2 Normopeso (a) Sobrepeso-obeso (b) Mieloma (c) P

N=6 N=27 N=7
Concentracion 2,51 4,09 6,02 p= 0,0132
IL-6 ayb p=0,04
(pg/ml) ayc p=0,0084
byc p=043
Rango 2,1-3,05 2,14-13,7 2,82-9,78

Tabla 2. Detalle de la concentracion de IL-6 para cada categoria, los resultados se describen con la
mediana, y se muestran los rangos de los valores para cada grupo. Se compararon los grupos
utilizando el test de Kruskall-Wallis, se consideré significativo cuando el valor de p fue menor a 0,05.
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@“Q o we® (p=0,0008).
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.
Tabla 3 Normopeso (a) Sobrepeso-obeso (b) Mieloma (c) P
N=3 N=11 N=6
Concentracion 39.800 28.080 63.280 p= 0,0033
receptor IL-6 ayb p=0,163
(pg/ml) ayc p=0,0092
byc p=0,0008
Rango 33.930-43.830 7.280-46.930 52.080-95.100

Tabla 3. Detalle de la concentracién de sIL-6R para cada categoria, los resultados se describen con la
mediana, se muestran los rangos de los valores para cada grupo. Se compararon los grupos utilizando el
test de Kruskall-Wallis, se considerd significativo cuando el valor de p fue menor a 0,05.
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P=0niaz Figura 3. Grafico que muestra la
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9 | o l los grupos normopeso
sobrepeso/obeso y MM. En el eje de
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:r% 5 * : de la relacion U266/célula
E * N Mesenquimatica. En el eje de las X
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E' 5 . categoria de MM. Cada punto en el
= ' area del grafico corresponde a un

% 4 -.: * individuo en dicha categoria.
s . .:. * . El grupo normopeso (2,03) fue
§ . - significativamente menor que el grupo
2 "-:- e - sobrepeso-obeso (3,8; p=0,0091) asi
. - ’ como también del grupo
! o mieloma (3,3; p = 0,0025), entre el
0 .t - grupo sobrepeso/obeso y el grupo
Od":’o &Qﬁ"’d @-‘}ﬁ mieloma no hubo diferencia

‘\o‘& "606"60 9'363 significativa (p = 1,2).
<&
Tabla 4 Normopeso Sobrepeso-obeso Mieloma p
(a) (b) ©
N=4 N=5 N=4
Relacion 2,03 3,8 3,3 p= 0,028

U266 /célula
Mesenquimatica

ayb p=0,0091
ayc p=0,0025
bycp=1,2

Tabla 4. Detalle de la relacién U266/celula mesenquimatica para cada categoria, los resultados se
describen con la mediana. Se compararon los grupos utilizando el test de Kruskall-Wallis, se considerd

significativo cuando el valor de p fue menor a 0,05.
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Figura 5. Analisis por RT-
PCR de la expresion del
RNA mensajero de IL-6 en 16—
células de estroma de
médula désea de sujetos
normopeso (N), obesos GAPDH —»
(0) y de pacientes con
mieloma multiple (MM). N o -
Cada carril corresponde a
la muestra de un
individuo.
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Figura 6. Fotografias de Estroma de Medula
0sea a los 7 dias de Cultivo por microscopia
Optica, aumento 40X.

Células de paciente Normopeso(A), Células de
paciente con sobrepeso/obesidad (B), Células
de paciente con diagnostico de MM(C). Las
flechas sefalan los nucleos celulares.

Destaca que en la histologia del paciente (A) las
células mantienen un contacto celular mas
estrecho que en el paciente (B) y que le
paciente (C).

Influencia del Ambiente Obesogénico en la Médula Osea Ana Ledesma Orellana
para el establecimiento del Mieloma Mditiple



Pagina | 32

DISCUSION

La relacion epidemioldgica entre la obesidad y el MM, abre
multiples posibles explicaciones bioldgicas. El desbalance de citoquinas
subyacente en ambas enfermedades tiene algunos elementos comunes
como lo es el aumento de IL-6 y de moléculas de adhesidén. En este
sentido nos fue interesante estudiar el comportamiento de esta
citoquina en la MO de pacientes sanos, sobrepeso-obeso y con MM, y
evaluar la capacidad adhesiva de los estromas de dichos grupos de
pacientes.

El nivel de IL-6 en el plasma de la MO de los pacientes con
sobrepeso-obeso fue comparable al de los pacientes con MM vy
significativamente mayor que el nivel encontrado en los sujetos
controles; esto podria contribuir a crear un ambiente propicio para la
proliferacion de células plasmaticas de MM.

El nivel del sIL-6R en el plasma de la MO de los pacientes obesos
fue similar al de los controles, sin embargo los niveles aumentados de
IL-6 en los pacientes sobrepeso-obeso podrian incrementar la cantidad
de complejo IL-6/sIL-6R capaz de unirse a gp 130 para ejercer su accion
celular (21, 22). Por otra parte estudios in-vitro han demostrado que la
adicion de sIL-6R en cultivos celulares de lineas de MM puede
incrementar en hasta diez veces la sensibilidad de estas células a la IL-6
(50), de modo tal que en el caso de los pacientes sobrepeso-obeso el
hecho de que los niveles de sIL-6R no difieran en relacion al grupo
control, podria ser interpretado como una ventaja en relacién al grupo
MM que presenta niveles de sIL-6R significativamente mayores que el
grupo control y el grupo sobrepeso-obeso. Estos niveles aumentados en
el grupo MM podria estar dado por las células tumorales presentes al
momento del diagnéstico (7, 8, 13, 21, 50, 51).
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No existen referencias en la literatura con respecto los niveles de
sIL-6R en plasma de medula 6sea de pacientes sanos, obesos ni con
MM, pero si existen estudios que evaluan los niveles de estas proteinas
en sangre periférica (52), reportando que los pacientes con diagndstico
de MM tienen niveles mayores de IL-6 y sIL-6R en relacién a donantes
sanos, lo cual es similar a lo encontrado por nuestro grupo.

Se sabe que la expresion de IL-6 por células del estroma de la
médula ésea aumenta como consecuencia de la adhesidon de células
plasmaticas de MM (21). La expresion de mRNA para IL-6 en los tres
grupos fue similar probablemente por la ausencia de células de MM en
los cultivos de células de estroma de los pacientes con MM,

Para el grupo sobrepeso-obeso que presentd niveles de IL-6
comparables a los del grupo MM, el hecho que tenga niveles de
mensajero igual a los otros grupos, sugiere que la IL-6 medida en el
plasma de MO podria provenir de tejidos periféricos, particularmente de
las células inflamatorias que infiltran el compartimento graso de los
pacientes con sobrepeso y obesidad (53, 54, 55). Asi estos pacientes
tendrian aumentados los niveles circulantes de IL-6, lo cual no seria un
hecho menor ya que se ha documentado que los niveles séricos de IL-6
se encuentran aumentados en pacientes con diagnostico de desordenes
linfoproliferativos, como el MM, leucemias, cancer de mama, ovario,
carcinoma de pulmén de células pequefias, gastrico y colorectal (56).

En la literatura se describen efectos de la adhesidén de células de
MM sobre células de estroma de MO, en relacidn con la secrecién de
IL-6, aumentado su expresion tanto en estromas de individuos sanos
como de individuos con MM (51, 57), sin embargo no hay estudios que
evallen la capacidad adhesiva de los estromas clasificandolos de
acuerdo al IMC del donante. La mayor adhesividad que encontramos en

el grupo de los pacientes obesos con respecto a los controles, sugiere
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gue las células de estroma de la médula dsea de dichos pacientes, tiene
aumentada la expresién de moléculas de adhesidon, lo que ha sido
descrito en el endotelio de pacientes obesos (31, 38, 53, 53, 55) y no
ha sido estudiado en las células del estroma de la MO. Este fenémeno de
mayor adhesidon sugiere que en este grupo de pacientes los estromas
de MO tienen modificada su fisiologia, siendo mas propicio para la
proliferacion de las células de mieloma.

Diversos estudios consignan que la célula de MM es capaz de
modificar el estroma de la MO haciéndolo mas propicio para su
establecimiento (7, 8, 50, 51). Sin embargo, y dado que en la MO del
paciente obeso no ha habido interaccién de células de MM con el
estroma, podemos sugerir que es la condicién de obesidad la que
modificaria la capacidad adhesiva de este tejido. De similar forma, la
morfologia de los estromas de los pacientes obesos es muy semejante a
la de los pacientes con diagndstico de MM, lo que es concordante con su
comportamiento al ser expuesto a las células U266.

Los primeros estudios epidemioldgicos que relacionaron el IMC con
el RR de desarrollar MM, hipotetizaban acerca del posible rol de la IL-6,
aumentada en individuos obesos, con el desarrollo y proliferacion del
MM (6). Por tanto, la regulacion alterada de la accién de IL-6 y la mayor
adhesividad de las células estromales de la MO podria constituir un
aspecto de los mecanismos celulares que subyacen a la relacion entre
Obesidad y MM.
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CONCLUSIONES

De la investigacién podemos concluir que para el grupo estudiado:

1. Los pacientes obesos tienen una concentracién de IL-6 en el plasma
de MO mayor que individuos normopesos, lo cual no ha sido descrito
en la literatura.

2. Los pacientes obesos, tienen modificada la fisiologia de la MO, como
se demostrd en los resultados de las adhesiones y en la observacion
de los estromas de MO, lo que los haria susceptibles al
establecimiento del Mieloma Mdltiple.

3. Esta investigacion reafirma el rol de la Obesidad en la génesis de las

enfermedades crénicas no transmisibles, como lo es el Cancer.
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RECOMENDACIONES

La relacidon entre la Obesidad y el Cancer, va tomando una forma
mas solida a medida que se avanza en los estudios basicos y clinicos,
compartiendo ambas enfermedades a lo largo de su desarrollo
fendmenos de inflamacidn cronica, con alteraciédn de niveles de
citoquinas que en muchos casos son comunes para ambas
enfermedades.

Como senala el Segundo Informe de Expertos de la World Cancer
Research Fund and American Institute for Cancer Research (58) la
mayor parte de los canceres puede ser prevenido, lo que contrasta con
el determinismo clasico que se ensefa en las escuelas de medicina en
relacion a que la herencia seria uno de los principales factores
determinantes de su desarrollo. Las recomendaciones apuntan entre
otras, a la mantencidn del IMC a lo largo de la vida lo mas cercano a lo
normal (58), es decir normopeso, muy contrapuesto a la realidad de
nuestro pais, en que aproximadamente el 60% de la poblacién adulta
presenta Sobrepeso y Obesidad (59).

Asi la relacidon entre la Obesidad y el desarrollo del Cancer abre
un gran campo de estudio y trabajo en el cual es fundamental la
participacion de cientificos de las ciencias basicas y clinicas, de modo tal
de llegar a un entendimiento mas profundo de su fisiopatologia, la
respuesta de interrogantes y la aplicacién de probables soluciones.

Ya existe un gran camino avanzado en el estudio de la Obesidad y
los Canceres sélidos, no asi de los hematoldgicos.

Los resultados obtenidos en nuestra investigacién, entregan una
aproximacion a la relacién entre el MM y Obesidad, afirmando el rol
propuesto para la IL-6. También es cierto que se debe aumentar el

numero de pacientes del estudio para corroborar nuestros resultados y
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seria interesante estudiar el rol de otras citoquinas en el desarrollo y

establecimiento del Mieloma Multiple en la médula ésea.
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