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Conceptos previos 

El mieloma múltiple (MM) es una neoplasia de células B clonales caracterizada 

por la acumulación de células plasmáticas (CP) malignas en la médula ósea (MO). Las 

células mielomatosas secretan una inmunoglobulina de carácter monoclonal que puede 

ser detectada en el suero y/u orina, y a su vez, como consecuencia de su interacción con 

el micromedioambiente de la MO, desencadenan un aumento de la actividad 

osteoclástica que se traduce en la presencia de lesiones óseas 1-4. 

El MM representa el 1% de todas las neoplasias y aproximadamente el 10% de 

las hemopatías malignas. La mediana de edad en el momento del diagnóstico es de 65 

años. Su incidencia se sitúa en torno a 4 casos por cada 100.000 habitantes y año 5. La 

mediana de supervivencia de los pacientes con MM es de unos 3 años. No obstante, el 

curso de la enfermedad puede ser muy variable, desde casos muy agresivos hasta otros 

con un comportamiento indolente con supervivencias superiores a 10 años 3, 5-6. 

El tratamiento del MM está determinado fundamentalmente por la edad y por el 

estado general del paciente. El empleo de melfalán, bien aislado o combinado con 

prednisona, representó el primer avance importante en el tratamiento de esta 

enfermedad, aunque solo una minoría de los pacientes alcanzaba remisión completa 

(RC) (5%), e inevitablemente, en todos los casos se producían recaídas con una mediana 

de supervivencia aproximada de 2-3 años 3, 7-8. El empleo de combinaciones de 

fármacos como Melfalán, Vincristina, Ciclofosfamida, Prednisona, BCNU (Carmustina) 

y Adriamicina, seguido de altas dosis de quimioterapia (principalmente Melfalán) con 

rescate de progenitores hematopoyéticos autólogos, ha ampliado las expectativas en el 

tratamiento del MM ya que se han conseguido remisiones completas en el 10 -40% de 

los casos, con una supervivencia global (SG) de 54-58 meses 3, 8-14. 



Introducción 
 

 

4..........................................................................................................................................................Tesis Doctoral 

La aparición de nuevos fármacos con eficacia anti-mieloma ha supuesto un 

cambio radical en el tratamiento de esta enfermedad. El primero de todos ellos fue la 

Talidomida que a finales de los 90 demostró capacidad de inducir respuestas en un 

tercio de los pacientes resistentes 15-17. Posteriormente se descubrió que la inhibición del 

proteosoma, a través de un fármaco denominado Bortezomib también era capaz de 

rescatar hasta un 40% de enfermos refractarios incluso a Talidomida y transplante, con 

una supervivivencia libre de progresión superior a 6 meses 18-19. El tercer fármaco 

aprobado para tratamiento de mieloma en recaída o refractarios ha sido la 

Lenalidomida, que en combinación con Dexametasona logra un 60% de respuestas y 

una supervivencia libre de progresión cercana al año 20-21. 

Estos resultados propiciaron la investigación de estos fármacos también en 

enfermos de nuevo diagnóstico, tanto en candidatos a transplante como en pacientes 

mayores de 65-70 años, con resultado muy prometedores en ambos casos 22-23. 

No obstante, a pesar de estos avances, el MM sigue siendo una enfermedad 

incurable, debido a la aparición de refractariedad, en ocasiones primaria pero 

generalmente secundaria. Por ello, profundizar en los mecanismos de resistencia es uno 

de los objetivos prioritarios de muchos grupos de investigación.  
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1. PATOGENIA DEL MIELOMA MÚLTIPLE 

1.1. Bases moleculares 

Los estudios moleculares han contribuido a aclarar el posible origen de las 

células tumorales del MM 24-25. Sin embargo, el nivel en que se produce la 

transformación neoplásica de la célula tumoral del MM continúa siendo objeto de 

controversia. La célula que predomina en la médula ósea de los pacientes con MM es la 

célula plasmática, que constituye el último eslabón de la diferenciación linfoide B. 

La transformación de un linfocito normal en una célula B mielomatosa requiere 

de dos tipos de eventos oncogénicos: primarios y secundarios como se puede ver en la 

Tabla 1. Las traslocaciones primarias serían responsables de la yuxtaposición de un 

oncogen y el gen de las cadenas pesadas (IgH) de las inmunoglobulinas (Igs), que 

actuaría como potenciador (“enhancer”). Estas traslocaciones se originan a partir de 

errores durante el proceso fisiológico de recombinación del DNA, principalmente en el 

momento del cambio de isotipo de la IgH, e incluyen tres grandes grupos: 1) las 

traslocaciones que implican ciclinas: D1 (en 11q23), D3 (en 6q21) y D2 (en 12p13), que 

están presentes en el 20-25% de los MM; 2) las que involucran a dos genes codificados 

en 4p16: MMSET (Multiple Myeloma SET domain protein) y FGFR3 (Fibroblast 

Growth Factor Receptor-3), que están traslocados en el 15% de MM; y 3) las que 

implican a dos factores de transcripción: C-maf (Musculoaponeurotic Fibrosarcoma 

oncogene homolog) (en 16q23) y maf-B (en 20q11), traslocados en el 10% de MM. En 

el resto de los casos o no se conoce o no se produce una traslocación en IgH o IgL 26.  

 

Tabla 1. Frecuencia de las principales alteraciones citogenéticas detectadas en el MM. 
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Alteraciones           Genes involucrados               Frecuencia 

 

Traslocaciones de IGH      50-73% 

 t(11;14)                                       CCND1/IGH                                   15% 

 t(4;14)             FGFR3-MMSET/IGH        15% 

 t(14;16)             IGH/CMAF           5% 

 t(6;14)            CCND3/IGH           3% 

 t(14;20)            IGH/MAFB            2% 

Monosomía/Del 13        RB1                  30-55% 

Deleción de 17p13         P53                        10% 

 

Los eventos oncogénicos secundarios se caracterizan por la aparición de 

inestabilidad cariotípica, deleciones (Rb: Retinoblastoma) o mutaciones génicas (Ras), o 

nuevas traslocaciones que habitualmente afectan a genes diferentes del locus de las Igs, 

aunque también puedan involucrar la región 14q32, como es el caso de algunas 

traslocaciones de c-myc (v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog) (t(8;14), 

t(2;8), t(8;22)) 26.  

La progresión tumoral del MM está asociada con traslocaciones cromosómicas 

secundarias, de las cuales c-myc representa el paradigma. Las traslocaciones secundarias 

en c-, n-, o l-myc, que están asociadas con el aumento de expresión del gen myc, están 

presentes en una baja frecuencia en tumores de MM intramedulares, pero ocurren en 

cerca del 50% de los tumores avanzados, y están presentes en casi todas las líneas 

celulares de MM. Esta desregulación de un gen myc podría estar asociada a que la célula 

mielomatosa progrese a un fenotipo más agresivo y proliferativo 27. Aunque las 

implicaciones clínicas y pronósticas de las alteraciones de myc son desconocidas, ya que 

se trata de alteraciones poco frecuentes y no hay un número suficiente de casos como 
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para extraer conclusiones definitivas al respecto, las alteraciones de c-myc en cariotipos 

complejos se correlacionan con estadios avanzados de la enfermedad y probablemente 

tengan una incidencia negativa en la supervivencia, ya que se sospecha que representan 

eventos de progresión tardíos que son más frecuentes en subgrupos de mielomas con 

cariotipos anormales, que tienen un índice de proliferación elevado, y un pronóstico más 

adverso 28-29. 

Por último, se han descrito un número importante de alteraciones cromosómicas 

recurrentes, tanto numéricas como estructurales, como se detalla en la Tabla 2. 
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Tabla 2. Principales cambios numéricos y estructurales en el cariotipo de CP de 

pacientes con Mieloma Múltiple. 

 

Cambios numéricos 

Ganancias: 3, 5, 7, 9, 11, 15, 18, 19, 21 

Pérdidas: 8, 13 (total o parcial), 14, 16, 22, X, Y 

Cambios estructurales 

1       trisomías parciales 

1p      deleciones  

14q      t(11;14)(q13;q32) 

                                                                                        t(8;14)(q24;q32) 

8q                   t(8;14)(q24;q32) 

       t(8;22)(q24;q11) 

       t(2;8)(p12;q24) 

11q      t(11;14)(q13;q32) 

                                              Ganancias 

6q                   Deleciones 

16p ó 16q      t(1;16)(q11;q11) 

22q11      deleciones 

19q y 19p                   traslocaciones 

 

Obtenido de: Dewald et al, 1985; Gould et al, 1988; Taniwaki et al, 1994; Laï et al, 1995; Weh et 
al, 1995; Calasanz et al, 1997; Tricot et al, 1997; Seong et al, 1998; Smadja et al, 1998; Gutierrez et al , 
2000; Smadja et al, 2001; Debes-Marun et al, 2003; Pantou et al, 2005. 

 

Algunas de estas anomalías moleculares constituyen potenciales dianas 

terapéuticas. Así, por ejemplo, la activación de FGFR3, que se produce como 

consecuencia de la t(4;14) y las mutaciones de Ras (Kirsten rat sarcoma viral 

oncogene) 30, provocan la activación de vías de señalización proliferativas como la vía 

de MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) / Erk 1/2 (Extracellular Signal-
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Regulated Kinase-1/2) y antiapoptóticas como la vía de PI3K (Phosphatidyl Inositol-3 

kinase) / Akt (v-akt murine thymoma viral oncogene). Dichas alteraciones moleculares 

podrían contrarrestarse mediante el uso de inhibidores de quinasas y de farnesil 

transferasas, respectivamente. 

 

1.2. Interacción entre la célula mielomatosa y el micromedioambiente 

El micromedioambiente de la MO está formado por proteínas de la matriz 

extracelular, y por diferentes poblaciones celulares: células estromales, células 

endoteliales, osteoblastos, osteoclastos y linfocitos 31-32. Durante el proceso de 

maduración, las células B van adquiriendo una amplia variedad de moléculas de 

adhesión que facilitan su regreso a la MO para continuar su diferenciación 33-34. Una vez 

en la MO, las moléculas de adhesión median la interacción con otras células 

plasmáticas, con la matriz extracelular y con las células estromales de la MO (BMSC: 

Bone Marrow Stromal Cells) 33-34. En el MM, la expresión de las moléculas de adhesión 

cambia a lo largo del curso de la enfermedad y esto puede favorecer la  migración de la 

célula mielomatosa de la MO a la sangre periférica, como sucede en la variante más 

agresiva representada por la leucemia de células plasmáticas 33-34. 

La adhesión de las células de mieloma al estroma de la MO está mediada por la 

unión de varios tipos de receptores de membrana como CD44, CD54/ICAM-1 

(Intercellular Adhesion Molecule-1), CD56/VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion 

Molecule-1) y CD138/Syndecan-1 con sus ligandos: LFA-1 (Lymphocyte Function-

Associated Antigen-1), MUC-1 (Mucin-1-Transmembrane), VLA-5 (Very Late Antigen 

5) y VLA-4 (Very Late Antigen 4). Syndecan-1 interacciona con el colágeno, y VLA-4 

con la fibronectina, componentes de la matriz extracelular. La adhesión va acompañada 
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de la expresión de metaloproteinasas de la matriz, como MMP-9 (Matrix 

Metalloproteinase-9) que a su vez contribuye a la resorción ósea y a la movilidad de la 

célula mielomatosa 35. Esta unión de la célula de MM a la MO induce un fenotipo 

asociado a resistencia a fármacos llamado CAM-DR (Cell Adhesion-Mediated Drug 

Resistance), a través de distintos mecanismos: 1) Parada de ciclo celular en G1 asociado 

a la sobrerregulación de p27 (inhibidor de CDKs) 33, 2) Inhibición de apoptosis 

mediante sobrerregulación FLIP (FLICE Inhibitory Protein) (inhibidor endógeno del 

receptor Fas (CD95) que induce apoptosis) 33, y 3) Protección contra el daño al ADN 

producido eventualmente por fármacos, reduciendo la actividad topoisomerasa 33. La 

unión de VLA-4 a la fibronectina induce la sobreexpresión de 53 genes, 11 de los cuales 

son regulados por NF-κB (Nuclear Factor-Kappa B) 33.  

Estas uniones también estimulan la secreción de citocinas como la IL-6 

(Interleukin-6) y TGF- β (Transforming Growth Factor-β) desde la células estromales 

36, y de IL-1β (Interleukin-1β), TNF-α (Tumor Necrosis Factor-α), IL-6 y VEGF 

(Vascular Endothelial Growth Factor) desde la célula mielomatosa. Estas citocinas y 

factores de crecimiento juegan un papel clave en la patogénesis del MM, ya que al 

interaccionar con los correspondientes receptores en la CP, estimulan la expansión 

clonal y la proliferación tumoral y favorecen la destrucción ósea (Figura 1). 
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Figura 1. Interacción entre la célula mielomatosa y el micromedioambiente. 

 

1.2.1. Factores de crecimiento y supervivencia 

Interleucina-6 (IL-6) 

La IL-6 es el principal factor de crecimiento y supervivencia para la célula 

mielomatosa y es producida principalmente por las células estromales 37. En MM, la IL-

6 inhibe la apoptosis a través de la vía de JAK (Janus Kinase) / STAT3 (Signal 

Transducer and Activator of Transcription-3) 38-39, esta vía induce la expresión de las 

proteínas antiapoptóticas Bcl-xL (Bcl-2 Related Protein Long Isoform) y Mcl-1 

(Myeloid Cell Leukemia-1). Mcl-1 ha sido identificado como un factor crucial de 

supervivencia para la célula de MM 40-41. La IL-6 también inhibe apoptosis mediante la 

activación de PI3K/Akt 42-43 que fosforila e inactiva a la Caspasa 9 y a Bad (Bcl-2-

Antagonist of Cell Death) e induce proliferación y supervivencia a través de la vía de 

NF-κB y de la cascada de MAPK 44, activada por Ras y Raf (v-raf-1 murine leukemia 

viral oncogene). 
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Factor de crecimiento similar a insulina (IGF-1) 

IGF-1 (Insulin-Like Growth Factor-1) es producido principalmente por los 

hepatocitos, pero también por los fibroblastos y osteoclastos 45. Esta citocina ha 

adquirido notable relevancia en los últimos años ya que se ha descrito que induce 

proliferación y aumenta el efecto de la IL-6 en la célula plasmática tumoral 46. IGF-1 

activa dos vías diferentes, la cascada de las MAPKs y la de PI-3K/Akt, que median la 

proliferación y resistencia a drogas a través de la fosforilación de Bad (forma inactiva 

de la proteína proapoptótica miembro de la familia Bcl-2), inhibiendo la apoptosis 47. 

Los pacientes con MM con baja concentración de IGF-1 en suero han demostrado tener 

mejor pronóstico 48-49. 

Factor de necrosis tumoral de tipo α (TNF-α) 

TNF-α es producido por las células plasmáticas y por las células estromales. 

Este factor induce la expresión de moléculas de adhesión como VLA-4 y LFA-1 en 

células mielomatosas y sus ligandos ICAM-1 y VCAM-1 en células estromales a través 

de la activación de la vía de NF-κB. Este efecto aumenta la adhesión de la célula 

plasmática al micromedioambiente lo que favorece la secreción de IL-6, y la 

supervivencia y la protección ante estímulos apoptóticos 32, 50. En el MM, se ha 

observado que la secreción de TNF-α es mayor en los pacientes con enfermedad ósea 

que en aquellos que no la tienen  32, 51.  

Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) 

La IL-6 secretada por las células estromales aumenta la producción y secreción 

de VEGF por la célula mielomatosa, y a su vez el VEGF secretado estimula la 

producción de IL-6 por las células estromales. La unión de las células plasmáticas a las 
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células estromales también induce la producción tanto de VEGF como de IL-6, 

sugiriendo la existencia de un asa autocrina de VEGF 52. VEGF activa la señalización 

de MAPK provocando la proliferación y la migración de la célula plasmática tumoral. 

Tanto VEGF como IL-6, inhiben la función presentadora de antígenos de las células 

dendríticas contribuyendo al estado de inmunosupresión del paciente 50. 

Factor derivado del estroma de tipo 1 (SDF-1α) 

SDF-1α (Stromal Cell Derived Factor-1) es un factor soluble que induce 

proliferación a través de su unión al receptor CXCR4 (Chemokine (C-X-C motif) 

Receptor 4), y la subsiguiente activación de la vía de PKC (Protein Kinase-C). Esto 

aumenta la síntesis de metaloproteasas en la célula plasmática y la secreción de IL-6 y 

de VEGF en las células estromales, actuando como quimio-receptor y manteniendo a la 

célula de MM en el micromedioambiente de la MO 53.  

 

1.3. Factores pronósticos en el Mieloma Múltiple 

La supervivencia de los pacientes con MM es muy variable, desde unos pocos 

meses hasta más de 10 años, con una mediana de 3 años 1, 6. Esta variabilidad está 

asociada a una serie de factores pronósticos, y su conocimiento es importante con una 

triple finalidad: (1) proporcionar una información más individualizada a cada pacidente 

sobre el pronóstico de su enfermedad; (2) identificar grupos de riesgo con el fin de 

adaptar los tratamientos a cada grupo en particular; y (3) detectar asociaciones entre las 

características biológicas del clon tumoral y el comportamiento clínico con el fin de 

entender mejor la patogenia de la enfermedad. 
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Se dispone de una gran cantidad de información sobre las características clínicas 

y biológicas del MM que influyen en la supervivencia de los pacientes, aunque sólo 

algunas pocas constituyen factores pronósticos independientes. 

 

1.3.1.  Factores relacionados con el paciente 

Uno de los principales factores pronósticos es la edad. De hecho, los pacientes entre 60-70 

años tienen una supervivencia más prolongada que aquellos con mayor edad 54-55. Además 

se ha descrito que los pacientes menores de 40 años con una función renal normal y con 

niveles bajos de β2-microglobulina tienen una mediana de supervivencia de 8 años 56. Por 

otra parte, un estado general bueno (ECOG≤2) confiere un pronóstico favorable a los 

pacientes con MM 57. 

 

1.3.2.  Factores relacionados con el clon tumoral 

1.3.2.1. Morfología de la célula mielomatosa 

Varios grupos han demostrado una asociación entre la morfología plasmoblástica y 

un peor pronóstico 58-62 por lo que se considera que el MM plasmoblástico es una entidad 

particular con un comportamiento agresivo y corta supervivencia 63. Asimismo, la presencia 

de un patrón difuso de infiltración de la MO también se ha relacionado con un peor 

pronóstico 64. 

 

 1.3.2.2. Índice proliferativo de la célula plasmática 

La capacidad proliferativa de la célula mielomatosa evaluada mediante el índice 

proliferativo ha demostrado ser uno de los factores pronósticos más importantes en los 

pacientes con MM 65-68. Las mutaciones de RAS y los niveles elevados del receptor soluble 
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de la IL-6 contribuyen a un mayor índice proliferativo de la célula plasmática tumoral y a 

una menor supervivencia 63. Aunque algunos estudios han sugerido que su efecto adverso 

desaparece con altas dosis de quimioterapia 1, otros señalan que un índice proliferativo alto, 

así como la presencia de CP circulantes en SP se asocia con una supervivencia más corta 

tras trasplante autólogo 69-70. La presencia de CP con elevada tasa proliferativa en SP 

probablemente refleja la independencia de señales de crecimiento por parte de las CP en las 

fases terminales de la enfermedad, lo que condiciona un pronóstico más adverso 70-71. 

 

1.3.2.3. Alteraciones citogenéticas 

Los estudios citogenéticos desempeñan un importante papel en la evaluación 

pronóstica de numerosas neoplasias hematológicas, especialmente de las leucemias agudas 

mieloblásticas y linfoblásticas, y en muchos casos proporcionan una información decisiva 

en la toma de decisiones terapéuticas 72-73. Sin embargo, debido a la dificultad que entraña 

el análisis citogenético en el MM, por la escasez en el número de metafases de las células 

plasmáticas mielomatosas, los estudios con conclusiones relevantes sobre la influencia de 

las alteraciones citogenéticas en la evolución y pronóstico de estos pacientes son escasos 74-

75. Los estudios más recientes, en los que el análisis citogenético se ha complementado con 

la técnica de HISF, han aportado una información más amplia sobre la influencia de las 

alteraciones genéticas en el pronóstico de esta enfermedad 76-80. 

En el MM la hipodiploidia y la presencia de cariotipos complejos influyen de 

manera negativa en el pronóstico 81-83. Por el contrario, las trisomías de los cromosomas 9, 

11 y 17 se asocian con una mejor supervivencia 80. 

Las traslocaciones de IGH también tienen un profundo significado pronóstico en el 

MM. La t(11;14)(qll;q32) está asociada a una mejor supervivencia en algunos estudios, 

especialmente en pacientes tratados con altas dosis de quimioterapia y transplante de 
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progenitores hematopoyéticos 84-85 mientras que en otros trabajos se asocia con una 

supervivencia similar a la que tienen los enfermos sin alteraciones citogenéticas 76, 86. Sin 

embargo, dada la elevada frecuencia de la t(11;14)(qll;q32) en las líneas celulares de MM 

parece que en algunos casos esta traslocación puede producir un clon de crecimiento 

agresivo si se adquieren aberraciones genéticas secundarias  87. Las traslocaciones t(4;14)(p 

16;q32) y t(14;16)(q32;q23), especialmente la primera, constituyen un factor pronóstico 

desfavorable para los pacientes con MM tratados con dosis estándar o dosis elevadas de 

quimioterapia 84, 86. Además, según algunos resultados preliminares, la t(14;20) se asocia 

también con un pronóstico adverso 88. 

Por otra parte, independientemente del tratamiento (dosis estándar vs dosis elevadas 

de quimioterapia) la delección del brazo largo del cromosoma 13 se ha asociado con una 

peor supervivencia y con una respuesta escasa al tratamiento 76, 80, 89-90. El efecto neto de la 

delección del cromosoma 13 en el pronóstico es mayor cuando esta alteración se observa en 

el cariotipo que cuando es detectada por HISF en interfase dado que las metafases 

anormales indican una elevada carga tumoral y un clon más proliferativo 80, 89, 91. Más aún, 

datos más recientes muestran que la delección en 13q aislada, detectada por HISF no tiene 

valor pronóstico 77. 

Las delecciones o mutaciones del gen P53 están asociadas con progresión de la 

enfermedad, por lo que podrían ser .reflejo de una enfermedad más agresiva y refractaria al 

tratamiento. Estos pacientes tienen una supervivencia corta independientemente de la 

modalidad terapéutica utilizada  76-78, 86, 92. 

Las alteraciones de C-MYC en cariotipos complejos se correlacionan con estadios 

avanzados de la enfermedad y tienen una incidencia negativa en la superviviencia, ya que 

representan eventos de progresión tardíos que tienen un índice de proliferación de CP 
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elevado, y pronóstico más adverso 28-29. Las mutaciones de K-RAS, pero no las de N-RAS, 

parecen asociarse con una superviviencia más baja 93. 

 1.3.2.4. Inmunofenotipo de la célula mielmatosa 

La influencia pronóstica del inmunofenotipo ha sido poco estudiada 65, 94. Sin 

embargo, algunos antígenos sí han demostrado influencia en este sentido. Así la 

expresión de CD19 y de inmunoglobulinas de superficie (que identifican a las CP 

inmaduras) están asociadas a un pronóstico desfavorable 94-95. Además, la baja 

expresión de CD44 se han asociado con la diseminación extramedular de las CP 

malignas 96-97, y la expresión de CD28 esta relacionada con una fase altamente 

proliferativa de la enfermedad 95-96, 98. Por el contrario la presencia de CD117 (receptor 

de c-kit) y CD56 se asocian con pronóstico favorable 95. 

 

2. IMIDs en MIELOMA MÚLTIPLE 

2.1. Talidomida 

La talidomida es un derivado del ácido glutámico que a principios de 1960 se 

utilizó en mujeres embarazadas para prevenir los vómitos, y que fue responsable de uno 

de los mayores desastres farmacológicos de la historia (aparición de focomelia). 

Recientemente éste fármaco ha despertado un renovado interés debido a sus 

propiedades antiangiogénicas e inmunomoduladores. En el MM se empezó a utilizar 

basándose en ese potencial efecto antiangiogénico 99. No obstante, la talidomida tiene 

otros mecanismos de acción además de los dos ya mencionados: regula la expresión de 

moléculas de adhesión, inhibe la producción de TNF-α, estimula la proliferación  de 

células T citotóxicas, favorece el bloqueo del ciclo celular en fase G1 e induce apoptosis 

100-102. El hecho de que la talidomida no sea una fármaco citotóxico, y su potencial 
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sinergismo “in vitro” con otros agentes (especialmente dexametasona) ha motivado el 

diseño de múltiples combinaciones.  

Tabla 3. Características de Talidomida y sus análogos: Lenalidomida y 

Pomalidomida103  

 

Obtenido de Faith Davies, Rachid Baz (2010) 

 

2.2. Análogos de la Talidomida: IMIDs 

Con el fin de disminuir los efectos secundarios de la talidomida y aumentar su 

eficacia, se está investigado el diseño de fármacos con un mecanismo de acción 

análogo. La búsqueda de análogos de la Talidomida con aumento de la actividad 

inmunomoduladora y un mejor perfil de seguridad llevó a probar añadir un grupo amino 

al cuarto carbono del anillo phthaloyl de la talidomida, obteniendo análogos 4-amino 

(Tabla 3) . Estos fármacos son conocidos como IMIDs (inmunomoduladores), poseen 

una potencia 50 a 200 veces superior a la de la talidomida para estimular los linfocitos T 

citotóxicos, y las células NK, y para disminuir la adhesión de las células plasmáticas al 

estroma, con la consiguiente reducción en la producción de citocinas e inducción de 

apoptosis 16, 104-105. Los resultados de un estudio multicéntrico fase II con uno de estos 

análogos (CC5013 o Lenalidomida) 106, en el que se incluyeron, 100 pacientes con MM 
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refractario o en recaída, que habían recibido un promedio de cuatro líneas de 

quimioterapia previa (incluyendo un trasplante en el 40% de los casos y talidomida en 

el 65%), mostró una tasa de respuestas globales del 37%, (10% RC, 12% RP, y 15% 

mR). Además, en el 41% de los pacientes que no habían respondido a lenalidomida, la 

adición de dexametasona favoreció la obtención de respuestas. 

La introducción de fármacos inmunomoduladores (IMIDs) que presentan un 

mecanismo de acción pleiotrópico, está en línea con el enfoque actual de la terapia 

contra el cáncer que persigue una triple acción: la inducción de apoptosis directa frente 

a células tumorales malignas, la interferencia con las interacciones del tumor con el 

micromedioambiente celular, y el aumento de la respuesta inmune anti-tumoral. 

Además de su efecto sobre el sistema inmune, los IMIDs como agentes anti-mieloma, 

también presentan un mecanismo anti-proliferativos y promueven la interrupción de las 

interacciones del Mieloma Múltiple (MM) con las células del micromedioambiente del 

estroma medular (BMSC). Dado que el MM sigue siendo una enfermedad incurable, los 

avances futuros en el uso de estos agentes en MM deberán optimizar el “enfoque de las 

tres vertientes”, mediante la exploración de sinergias y alternancias entre los IMIDs, 

otros agentes terapéuticos nuevos y quimoterapia convencional. 

 

2.2.1. Efectos tumoricidas de IMIDS y sobre la interacción con el 

micromedioambiente 

El  efecto tumoricidas de los IMIDs se produce a través de varios mecanismos, 

incluyendo la disminución de la producción de citoquinas y de factores de crecimiento 

que conducen a la interrupción de la ayuda del estroma, la inducción de genes 
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supresores de tumores que conduzca a la parada del ciclo celular y la activación de las 

caspasas con inducción de apoptosis como se observa en la figura 2 104, 107-109. 

 

Figura 2. Mecanismos responsables del efecto Tumoricida de Lenalidomida 103.  

Obtenido de Faith Davies, Rachid Baz (2010) 

 

Los IMIDs tienen un efecto directo sobre la proliferación de las células de MM a 

través de la regulación positiva de genes supresores tumorales 32, 109. En un estudio 

realizado por Gandhi et al., la Lenalidomida inhibía el crecimiento celular tumoral por 

la inducción de ciclinas dependientes de kinasas (CDK), por la inhibición de p15, p16, 

p21 y p27, y por la respuesta temprana a los factores de transcripción EGR1, EGR2 y 

EGR3, en células derivadas de pacientes con MM 107. Lenalidomida también indujo 

p15, p21, EGR1, EGR2 y EGR3 expresión en varias líneas de células MM .  

Por otra parte, la Lenalidomida en combinación con Dexametasona, induce de 

forma sinérgica la sobreexpresión de estos genes supresores de tumores, lo que produce 

la inhibición de la fosforilación de la proteína retinoblastoma, la parada del ciclo celular 

G0/G1, y el inicio de apoptosis. Un estudio reciente ha demostrado que la mayor 

expresión de p21 que se produce por el tratamiento con Lenalidomida y Pomalidomida 
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es debida a la reducción de metilación y la acetilación de histonas en el promotor de 

p21, lo que aumenta el acceso de factores de transcripción al ADN 110. 

Además, se ha demostrado que Lenalidomida y Pomalidomida activan las 

caspasas y sería un segundo mecanismo tumoricida. En el estudio realizado por Gandhi 

et al. Lenalidomida activaba caspasas 3 y 8 en diferentes grados y en diferentes células 

MM líneas. Por otra parte, la Lenalidomida más Dexametasona produce la activación 

sinérgica de las caspasas 8 y 9 y la inducción final de la apoptosis. 

Por último, la interrupción de la interacción del estroma con la célula plasmática 

en el mieloma es, también, una importante estrategia en el tratamiento. Los IMIDs han 

demostrado que son capaces de disminuir la secreción de la IL-6 y de VEGF inducida 

por las interacciones MM y BMSC 104, 111; esta acción tendría efectos posteriores en la 

migración celular, el crecimiento y la supervivencia de la célula mielomatosa. 

 

2.2.2. Efectos inmunomoduladores de IMIDS 

Además de los efectos tumoricidas, Lenalidomida ofrece la posibilidad de 

controlar la enfermedad de MM mediante la activación de la respuesta inmune. Un 

mecanismo por el que la Lenalidomida tiene efectos inmunomoduladores es a través de 

un incremento de los linfocitos CD8 + lo que origina una respuesta antígeno-específica 

de células T 112. 

Otro importante mecanismo por el cual Lenalidomida ejerce la 

inmunomodulación es por el aumento de las células NK 113. Lenalidomida es capaz de 

estimular la actividad de NK a través de los receptores Fc-γ de señalización, que, a su 

vez, conduce a una mayor producción de Granzima B y al aumento de la expresión de 

FAS-ligando en las células NK. Lenalidomida también ha demostrado tener efectos 
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beneficiosos sobre las células NK 114. Las células NK activadas por lenalidomida tienen 

una mayor capacidad de secretar interferón IFNγ, lo cual se asocia con la actividad 

antitumoral de las células NK. La figura 3 muestra una representación esquemática de 

estos efectos en una revisión reciente de la literatura. 

 

 

Figura 3. Efectos Inmunomoduladores de Lenalidomida 103 

Obtenido de Faith Davies, Rachid Baz (2010)  

 

2.2.3. Diferencias en el modo de actuación de la Talidomida e IMDS 

La tabla 3 proporciona una visión general de las características farmacocinéticas 

y farmacodinámicas de la Talidomida y los IMIDs (Lenalidomida y Pomalidomida). Es 

de destacar que Lenalidomida y Pomalidomida tienen un mayor efecto tumoricida que 

Talidomida. En un estudio “in vitro” en células MM1S, la síntesis de ADN se inhibió 

en un 50% con Pomalidomida a concentración 0.01-0.1 mM y con Lenalidomida a 0,1-

1,0 nM; Sin embargo, sólo el 15% se inhibió con Talidomida a dosis de 100 mM 104. 

Lenalidomida también tiene un efecto más potente sobre el sistema inmune, 

específicamente por el aumento de la estimulación de la proliferación de células T y la 

producción de citoquinas 115. Además, este fármaco es 100-1000 veces más potente en 

la estimulación de la proliferación de células T e IFN-γ y en la producción de IL-2 que 
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Talidomida 116. Lenalidomida y Pomalidomida presentan perfiles de toxicidad más 

bajos que Talidomida, exhibiendo menor somnolencia, estreñimiento, y neuropatía 

periférica aunque la mielosupresión es más frecuente 115. 

 

2.3. Influencia de Dexametasona en el efecto de IMIDs 

2.3.1 Dexametasona 

La Dexametasona ha sido tradicionalmente el fármaco más utilizado en el 

tratamiento del MM 117, pero a menudo las células plasmáticas tumorales adquieren 

resistencia a esta terapia 118. La Dexametasona induce la activación de la Caspasa-9 a 

través de la liberación de Smac/Diablo, pero no provoca la liberación de Citocromo-C 

115, 119-120. El tratamiento con dexametasona induce un aumento temprano y transitorio 

de los receptores de IL-6 (IL-6R) 119 de la célula plasmática, aumentado así la unión a la 

IL-6 liberada por las células estromales. IL-6 e IGF-1, estimulan el crecimiento de la 

célula plasmática y proporcionan resistencia frente a la muerte inducida por 

dexametasona, a través de la activación de las vías de MAPK y PI3K/Akt 121-123, que 

inhiben la liberación de Smac/Diablo, y de la activación de NF-κB, que induce las IAPs 

44, 108, 124-125 (Figura 8). La combinación de Dexametasona con agentes que inducen la 

liberación de Citocromo-C, o con inhidores específicos de IL-6R e IGF-1R, podría 

aumentar la actividad antimielomatosa de este fármaco y romper la inducción de la 

señal protectora. 
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Figura 4. Esquema del mecanismo de acción de Dexametasona. 

 

2.3.2 Administración conjunta de IMIDs y Dexametasona 

La administración conjunta de la Dexametasona puede alterar los efectos de la 

Lenalidomida especialmente el inmune 104, 107. Lenalidomida en combinación con 

Dexametasona inhibe el crecimiento de células de mieloma de forma sinérgica, a través 

de la activación de las caspasas 8 y 9, que promueven la inducción de apoptosis. Por 

tanto en este sentido, Dexametasona mejora los efectos citotóxicos directos de 

Lenalidomida como agente único. Sin embargo, la Dexametasona puede antagonizar los 

efectos inmunomoduladores del tratamiento con Lenalidomida al inhibir IL-2, que es 

estimulador primario de producción de los linfocitos T y, además Lenalidomida inhibe 

IFNγ que afecta a la producción de células NK. En este sentido, probablemente el uso 

de dosis bajas Dexametasona proporcione efectos antiproliferativos sinérgicos sin 

antagonizar los efectos inmunes de Lenalidomida, lo que, junto con la menor toxicidad 

inducida, puede explicar el beneficio de supervivencia observado 107. 
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3. Mecanismo generales de resistencia a drogas 

El objetivo de todo tratamiento contra el cáncer es la erradicación de las células 

tumorales mientras se preserva o se infringe el mínimo daño posible a los tejidos 

normales. Esto se consigue de varias formas, bien inhibiendo directa o indirectamente 

las señales necesarias para la proliferación y viabilidad de las células tumorales o bien 

estimulando una respuesta inmune. La resistencia a drogas continúa siendo uno de los 

mayores problemas en el tratamiento de las neoplasias, ya que al final, la mayoría de los 

pacientes morirán por progresión de su enfermedad, al ser ésta refractaria a los 

tratamientos administrados. Así la comprensión de los mecanismos implicados en la 

resistencia a la quimioterapia y su reversión constituye uno de los principales retos de la 

oncología actual. 

En la actualidad, en la resistencia a fármacos (MDR) se han identificado 

diferentes mecanismos celulares que de forma aislada o combinada confieren resistencia 

tanto en células individuales como en poblaciones específicas (Figura 5)126. De entre 

estos mecanismos merece la pena destacar:  

• Mecanismos celulares de transporte y eliminación de fármacos 

• Mecanismos de inactivación de drogas a través de vías metabólicas. 

• Señalización intracelular de receptores de tirosina kinasa (RTK). 

• Resistencia farmacológica mediada por el citoesqueleto 

• Resistencia farmacológica mediada por el bloqueo de las señales apoptóticas. 

• Resistencia farmacológica mediada por mecanismo de reparación del ADN. 
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Figura 5. Mecanismo de resistencia a Fármacos 126.  

Obtenido de: Fondale et al, 2011. 
 

3.1. Mecanismos celulares de transporte y eliminación de fármacos 

En el transporte y eliminación de fármacos al medio extracelular y en su 

redistribución núcleo-citoplasmática intervienen de forma activa distintas proteínas 

transportadoras. Habitualmente se distinguen dos grandes grupos: 1) las proteínas 

transportadoras dependientes de ATP y 2) otras proteínas cuya función no depende de 

ATP. 

 

3.1.1. Proteínas transportadoras dependientes de ATP 

Uno de los mecanismos responsables de la resistencia a múltiples agentes 

citotóxicos hidrofóbicos y derivados de productos naturales resulta en parte de la 

expresión de proteínas capaces de transportar sustancias a través de la membrana 

citoplasmática en contra de gradiente de concentración, disminuyendo la cantidad 

intracelular de fármaco 127. Para realizar esta función como bomba de reflujo dichas 
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proteínas requieren de la hidrólisis de ATP, perteneciendo a la superfamilia de 

trasnposrtadores ABC (ATP-binding cassette) ya que cada uno de sus miembros 

contiene una zona de unión a ATP 128. Estas proteínas muestran un importante grado de 

homología estructural y comparten parte de su secuencia incluyendo las regiones 

citoplasmáticas donde se localizan los dominios capaces de unir ATP 127, 129. Hasta 

ahora, se han identificado 48 genes humanos que codifican las distintas proteínas de 

esta superfamilia, agrupadas en 7 subfamilias distintas (ABCA a ABCG) dependiendo 

de su homología y de la organización de sus domininios. 

De esta superfamilia de proteínas destaca la Gliocoproteína-P o proteína de 

resistencia a fármacos tipo 1 (gp-P ó MDR1) que es el producto de la expresión del gen 

MDR-1 localizado en la región q21 del cromosoma 7 humano. La gp-P actúa sobre un 

amplio abanico de sustratos, incluyendo muchos fármacos antineoplásiscos como: 

drogas polimerizantes de tubulina (Colchicina), antraciclinas (Doxorrubicina) o 

epipodofilotoxinas (Etopósido). Otra proteína de interés dentro de esta superfamilia es 

la proteína asociada a resistencia MRP1 (multidrug resistence protein 1) que está 

localizada en la región p13.1 del cromosoma 16 humano. MPR1 tiene la capacidad de 

transportar y eliminar fármacos conjugados con el glutatión tales como antraciclinas 

(Doxorrubicina, Daunorrubicina), Metrotexato y alcaloides de la Vinca (Vinblastina, 

Vincristina). 

 

3.1.2. Proteínas transportadoras no dependientes de ATP 

Existen otras proteínas celulares capaces de conferir resistencia a fármacos sin la 

necesidad de consumir ATP. De ellas merece mención especial la proteína asociada a 

resistencia pulmonar (LRP), identificada en 1993 en la línea celular de carcinoma de 
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pulmón de células pequeñas SW-1575/2R120. Teniendo en cuenta su distribución 

intracelular se cree que LRP estaría implicada en el transporte vesicular y 

nucleoplasmático de diferentes fármacos antineoplásicos. 

 

3.2. Mecanismos de inactivación de drogas a través de vías metabólicas. 

En este mecanismo de resistencia están implicadas enzimas metabólicas y de 

desintoxicación que influyen en la respuesta farmacológica.  

Este proceso puede dividirse en 3 pasos. El primero es mediado por el citocromo 

P450 (CYP450), que es una superfamilia de enzimas que catalizan la oxidación de 

sustancias orgánicas. El segundo paso es el la formación de conjugados entre estas 

sustancias orgánicas y el  glutatión, el ácido glucorónico, o sulfato debido a la acción 

enzimática de la S-glutatión transferasa (GST), la UDP-glucuronosil transferasa, y 

sulfatasa, respectivamente. Estas enzimas son expresadas en todos los tejidos, pero 

fundamentalmente en el hígado. El tercer paso de este proceso de detoxificación 

consiste en el exportación de sustancias metabolizadas por las bombas transmembrana 

tales como MDR1 y MRP1 126. 

 

3.3. Señalización intracelular de receptores de tirosina kinasa (RKT). 

Durante la progresión del cáncer y durante el tratamiento farmacológico, es muy 

frecuente que las células cancerosas sufran la activación de diferentes miembros de la 

superfamila de receptores de tirosina kinasa (RKT) 126. Estos receptores  conducen a la 

activación de las principales rutas de supervivencia como PI3K/AKT 130-131, 

RAS/RAF/MEK/ERK 130-132 y JAK/STAT 131, lo que confiere a las células cancerosas 

una elevada resistencia a los fármacos empleados para el tratamiento de las neoplasias. 
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3.4. Resistencia farmacológica mediada por el citoesqueleto 

El citoesqueleto es una estructura dinámica que mantiene la plasticidad celular y 

es responsable de los cambios estructurales que la célula sufre en los procesos de 

división celular y migración celular. Por eso es objeto de diana terapéutica para muchos 

fármacos anticancerígenos. La resistencia farmacológica que desarrollan los 

microtúbulos del citoesqueleto se produce a través de varios mecanismos como MDR1 

y MPR1, alteración de la composición y organización estructural de los microtúbulos y 

una deficiente señalización de la apoptosis mediada por p53, Bcl-2 y Bclx.133. 

 

3.5. Resistencia farmacológica mediada por el bloqueo de las señales de 

muerte por apoptosis. 

El objetivo de todos los quimioterápicos es la muerte selectiva de las células 

cancerosas. La eficacia del tratamiento depende no sólo del deterioro directo de las 

células, sino también de la capacidad de responder a estos daños mediante la inducción 

de la maquinaria apoptótica. Es decir, el efecto de las drogas se asocia con el aumento 

de la expresión de “genes de muerte” (SMAC / DIABLO, PTEN, p53) y la disminución 

expresión de “genes de supervivencia” como las IAPs (proteínas inhibidoras de 

apoptosis), algunos miembros de la familia de Bcl-2, la proteína p53 y otras proteínas 

implicadas en la ruta PI3K/AKT 134. La resistencia farmacológica en este contexto sería 

el resultado del bloqueo de las señales de activación de la maquinaria apoptótica, es 

decir un desequilibrio en la señalización de la apoptosis donde la resistencia produciría 

un aumento de la expresión de “genes de supervivencia” y una disminución o inhibición 

de la expresión de “genes de muerte”. 
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3.6. Resistencia farmacológica mediada por mecanismo de reparación del 

ADN 

Las células para sobrevivir deben para reparar los daños ocasionados en el ADN 

por los fármacos genotóxicos, pero si el daño es muy grave y no se puede revertir la 

célula entraría en apoptosis. Sin embargo en las células tumorales este proceso 

fisiológico puede inhibirse a través de la acción de las enzimas reparadoras del daño al 

DNA con lo cual se generaría un mecanismo de resistencia y supervivencia celular. Los 

nucleótidos de reparación de excisión (NFR) son uno de los mecanismos más 

importantes implicados en la reparación del daño a DNA, como el inducido por agentes 

alquilantes y platino. Existen 12 proteínas implicadas en NFR y la sobreexpresión de 

alguna de ellas incrementaría la actividad celular de reparación de DNA, induciendo, 

por tanto resistencia farmacológica 126, 135. 
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1. Hipótesis 

La aparición de nuevos fármacos como los inhibidores de proteasomas y los 

agentes inmunomoduladores en el tratamiento del mieloma múltiple ha resultado en una 

clara mejora de la supervivencia y de la calidad de vida de los pacientes con esta 

enfermedad. Sin embargo, el arsenal terapéutico del que se dispone actualmente es 

limitado y el mieloma múltiple continúa siendo considerado una enfermedad incurable, 

debido principalmente al desarrollo de resistencias.  

Para solucionar esto, en los últimos años están apareciendo fármacos derivados 

de aquellos agentes que demostraron eficacia en estos pacientes, como son los nuevos 

inhibidores de proteasoma (Carfilzomib, NPI-0052 o MLN-9708) o los nuevos 

fármacos inmunomoduladores (Pomalidomida). Sin embargo, dado que son fármacos 

basados en los mismos mecanismos de acción que sus predecesores, no está claro si 

tienen perfiles de eficacia, toxicidad y resistencia sustancialmente diferentes o si 

simplemente se diferencian en la potencia antitumoral. 

Por ello, en el presente trabajo nos hemos planteamos el estudio preclínico 

comparativo de la eficacia, el mecanismo de acción y las características y mecanismos 

de resistencia de dos agentes Inmunomoduladores (IMIDs) (Lenalidomida y 

Pomalidomida) sólos y en combinación con dexametasona. Nuestra hipótesis es que 

esta comparación permitirá conocer mejor lo que es común al mecanismo de los 

diferentes agentes inmunomoduladores y qué es específico de cada uno de los 

derivados. Además, el estudio de los mecanismos implicados en el desarrollo de 

resistencias, utilizando un modelo “in vivo” y basándonos inicialmente en uno de estos 

grupos farmacológicos con un mecanismo de actuación  novedoso y poco conocido 

(fármacos inmunomoduladores) permitirá conocer mejor la patogenia de la enfermedad 
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y también diseñar mejores estrategias terapéuticas, que posiblemente estarán basadas en 

combinaciones de fármacos que permitan vencer esas resistencias.  

 

2. Objetivos 

1. Estudiar de forma comparativa la eficacia y el mecanismo de acción de dos 

fármacos inmunomoduladores, Lenalidomida y Pomalidomida, tanto solos como 

en combinación con dexametasona en líneas celulares y células procedentes de 

pacientes con mieloma múltiple. 

 

2. Analizar la posible potenciación de dichos fármacos inmunomoduladores con 

otros fármacos, tanto clásicos como nuevos, empleados en el mieloma múltiple. 

 
3. Desarrollar un modelo “in vivo” de resistencia adquirida a fármacos 

inmunomoduladores con un doble fin: 

 

3.1 Investigar las características de la resistencia adquirida a fármacos 

inmunomoduladores. 

3.2 Estudiar algunos de los principales mecanismos implicados en la generación 

de resistencia adquirida a fármacos inmunomoduladores. 
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1. Líneas celulares. 

Se utilizaron las siguientes líneas celulares de MM: MM1S, MM1R (del Dr. S.T. 

Rosen, Chicago, IL), MM144, OPM1, OPM2 (del Dr. Rudikoff, Bethesda, MD), U266, 

U266LR7 y RPMI8226 (del Dr. W. Dalton, Tampa, FL). La línea celular MM1S-luc 

que tiene de forma estable actividad luciferasa fue facilitada por el doctor CS. Mitsiades 

(Boston, MA.) Todas ellas fueron cultivadas en atmósfera húmeda en presencia de 5% 

de CO2 a 37ºC, en medio RPMI-1640 suplementado con 2 mM de L-glutamina, 10% de 

suero bovino fetal (FBS) y antibióticos (penicilina a 100 U/ml y estreptomicina 100 

μg/ml) (Invitrogen Corporation (Gaithersburg, Md.), en placas de 9 cm de diámetro. Las 

características de cada línea celular se resumen en la Tabla 4. 

2. Células procedentes de pacientes. 

Se aisló la fracción mononucleada procedente de aspirados de médula ósea (MO) 

(ver protocolo de lisado en el apartado 5.1.2 Estudios “ex vivo” de células procedentes 

de pacientes) de pacientes con MM al diagnóstico o en recaída. Las células se cultivaron 

en frascos de 75 cm2 en las mismas condiciones que las líneas celulares, excepto en la 

cantidad de FBS, que fue del 20%. 
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Tabla 4. Características de las líneas celulares empleadas. 
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3. Estudios “in vivo” 

Para estos estudios se empleó un modelo murino de plasmocitoma subcutáneo 

humano en ratón inmunodeprimido.  

 

3.1 Material, reactivos  y equipos 

- Pie de rey digital para medir el diámetro tumoral. 

- Balanza analítica para pesar el ratón. 

- Línea celular MM1S (del Dr. S.T. Rosen, Chicago, IL) 

- Matrigel (BD biosciences) 

- Ratones CB17-SCID (con deficiencias en células B y T) hembras, con una edad 

de 4-6 semanas, procedentes del laboratorio de Charles River 

- Fármacos: Dexametasona (Merk), Lenalidomida (Celgene) y Pomalidomida 

(Celgene), reconstituidos según el laboratorio fabricante. 

 

3.2. Inducción del plasmocitoma (tumor) 

Se inyectaron de forma subcutánea en el flanco derecho de ratón un total de 3x106 

células MM1S contenidas en 100 µl RPMI (Gibco-Invitrogen) + 100 µl Matrigel (BD 

biosciences). 
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3.3. Vía de administración del fármaco 

Una vez que el tumor se hizo palpable (aproximadamente 30-45 días tras la 

inoculación), los ratones fueron randomizados para iniciar el tratamiento con los 

fármacos en estudio. 

Estos fármacos se administraron por vía intraperitoneal, 5 días a la semana de 

lunes a viernes. Las dosis empleadas se detallan en el siguiente apartado. 

En la técnica de inyección intraperitoneal se tuvo en cuenta los siguientes 

aspectos: 

1)  Usar jeringas de insulina de 1 ml con agujas estériles de 25-27 Ga y de bisel lo 

más pequeño posible.  

2) Recoger la cantidad de preparado según diseño de experimento asegurándose de 

que no hay burbujas de aire. 

3) Sacar al ratón de la jaula y apoyar sobre una superficie rugosa contra la que 

pueda ejercer resistencia. Coger al animal por la cola (procurar agarrarlo en el 

inicio de la cola para un mejor manejo y cuidado del animal). 

4) Sin soltar la cola, tomar de forma rápida, suave y firmemente, la piel del cuello 

con los dedos índice y pulgar y luego sujetar la cola entre el dedo meñique y la 

palma de la mano. 

5) Inclinar al ratón con la cabeza hacia abajo y boca arriba. De esta manera 

evitamos pinchar vísceras. 

6) Introducir la aguja a una profundidad de medio centímetro cerca de la línea 

media y por encima de las rodillas del animal con un ángulo de inclinación de 

30º y el bisel hacia arriba. Inyectar el preparado muy despacio y una vez 

inoculado esperar y sacar muy despacio la aguja. 
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3.4. Monitorización del Ensayo 

Durante el desarrollo del estudio se monitorizó tanto la toxicidad de los fármacos 

como su eficacia de la siguiente manera: 

a. Toxicidad: control del peso corporal, mediante pesada del ratón en 

balanza analítica y evaluación de parámetros clínicos (postura, actividad, 

estado del pelo) 

b. Eficacia: control del volumen tumoral, media la medición del diámetro 

del plasmocitoma, usando un pie de rey digital. Tras la medida de los 

diámetros se aplica la siguiente fórmula matemática para la obtención del 

volumen. Volumen = Diámetro mayor x Diámetro menor x Diámetro 

menor x PI()/6. 

3.5. Experimentos “in vivo” realizados 

3.5.1. Actividad anti-MM de los IMIDs 

Este experimento tiene como objetivo comparar la actividad anti-MM “in vivo” 

de Lenalidomida y Pomalidomida, individualmente y en combinación con 

Dexametasona. 

Las dosis de Lenalidomida y Dexametasona que se eligieron se basaron en 

experimentos anteriores en los que se comprobó la toxicidad. La dosis de Pomalidomida 

empleada fue una dosis equivalente, teniendo en cuenta la mayor eficacia de 

Pomalidomida y la menor biodisponibilidad respecto a Lenalidomida. 

 Se establecieron 6 grupos con 2 ratones por grupo: 

1) Control sin tratamiento (vehículo de administración del fármaco) 

2) Lenalidomida 25 mg/Kg (L) 

3) Dexametasona 1 mg/Kg (D) 
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4) Pomalidomida 5 mg/Kg (P) 

5) Lenalidomida 25 mg/Kg + Dexametasona 1 mg/Kg (LD) 

6) Pomalidomida 5 mg/Kg + Dexametasona 1 mg/Kg (PD) 

3.5.2. Estudio de la resistencia adquirida a IMIDs + Dexametasona en un 

modelo de MM 

Este experimento presenta los siguientes objetivos: 

1. Generar células resistentes a IMID’s usando un modelo de 

plasmocitoma humano en ratón inmunodeprimido. 

2. Estudiar las características biológicas de la Resistencia adquirida 

a IMIDs + Dexametasona 

3. Analizar los mecanismos involucrados en el desarrollo de 

resistencias “in vivo” a IMIDs. 

Las dosis de los fármacos utilizadas fueron iguales a las del experimento anteriror, 

únicamente que Dexametasona fue administrada sólo los lunes y martes debido a la 

toxicidad a largo plazo observada en el experimento anterior. 

Una vez que el tumor empezó a crecer se procedió a randomizar los ratones 

(n=66) en función del tamaño del plasmocitoma en 9 grupos de tratamiento: 

1) Control sin tratamiento (vehículo de administración del fármaco) 

(n=14), 6 de estos ratones iniciaron el tratamiento cuando el tumor alcanzó gran 

tamaño (2.000 mm3) con el fin de obtener células de tumores tratados y 

sensibles al tratamiento de Lenalidomida 25 mg/Kg + Dexametasona 1 mg/Kg 

(LD) (n=3) y Pomalidomida 5 mg/Kg + Dexametasona 1 mg/Kg (PD) (n=3) 

2) Lenalidomida 25 mg/Kg + Dexametasona 1 mg/Kg (LD) (n=8) 

3) Pomalidomida 5 mg/Kg + Dexametasona 1 mg/Kg (PD) (n=8) 
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4) Tratamiento alternante semanalmente 

o A) LD→PD (comienzo experimento por LD) 

o B) PD→LD (comienzo experimento por PD) 

5) LD 1 cambio; Se comienza tratamiento con LD y cuando el ratón 

se hace resistente (1.500 mm3) se cambia a PD, mantiendo este tratamiento hasta 

el final del experimento (n=8). 

6) PD 1 cambio; Se comienza tratamiento con PD y cuando el ratón 

se hace resistente (1.500 mm3) cambio a LD, manteniendo este tratamiento hasta 

el final del experimento (n=8). 

7) LD 2 cambios; Se comienza tratamiento con LD y cuando el ratón 

se hace resistente (1.500 mm3) se cambia a PD. Tras un periodo de sensibilidad 

inicial el tumor volvió a crecer, realizándose un nuevo cambio al tratamiento 

inicial LD, y manteniéndolo hasta el final del experimento (n=5). 

8) PD 2 cambios; Se comienza tratamiento con PD y cuando el ratón 

se hace resistente (1.500 mm3) se cambia a LD. Tras un periodo de sensibilidad 

inicial el tumor volvió a crecer, realizándose un nuevo cambio al tratamiento 

inicial PD, y manteniéndolo hasta el final del experimento (n=5). 

Algunos de los ratones fueron sacrificados con el fin de realizar estudios 

biológicos sobre células control, sensibles a las combinaciones o resistentes a las 

mismas. En estos estudios se analizaron básicamente los siguientes parámetros: 

1) Cambios en el perfil inmunofenotípico con diferentes anticuerpos 

monoclonales. 
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2) La sensibilidad/resistencia al tratamiento “ex vivo”. 

3) Cambios en la expresión de genes (GEP). 

4) Cambios en proteínas mediante Western blot. 

 

4. Medida de la viabilidad y proliferación celular 

4.1. MTT 

El ensayo de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-dipheniltetrazolium 

bromide) es un método colorimétrico que mide cuantitativamente la actividad 

metabólica de las células viables 136. Las células metabólicamente activas reducen en la 

mitocondria la sal de tetrazolium (MTT), que pasa entonces de ser hidrofílica y de un 

color amarillo, a un compuesto hidrofóbico (formazán), de color azul oscuro. Tras la 

reacción del MTT, las células se lisan y se solubiliza el formazán con Isopropanol-

Ácido clorhídrico. La absorbancia de cada muestra es directamente proporcional al 

número de células viables 136. 

Reactivos 

▪ MTT; (Sigma), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-dipheniltetrazolium bromide, 

5mg/ml disuelto en PBS. 

▪ Isopropanol-Ácido clorhídrico (Isopropanol:HCl), 480ml Isopropanol + 20ml 

HCl 1N 

Procedimiento 

1. Sembrar 30.000 células (100 μl/pocillo) en placas de 96 pocillos. 

2. Después del tratamiento con cada fármaco a diferentes concentraciones y 

tiempos, añadir 10 μl de MTT a cada pocillo e incubar durante 2 horas a 37ºC. 
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3. Añadir 100 μl de Isopropanol:HCl, mezclando hasta resuspender el botón 

celular. 

La absorbancia se midió en un lector de placas (TECAN infinite F500), a una 

longitud de onda: λ=570 nm, utilizando una λ de referencia de 630 nm. Se analizaron 3 

experimentos independientes realizados por cuadriplicado, los datos se presentan como 

la media ± desviación estándar de cuadruplicados. El IC50 se calculó con el programa 

Microsoft Office Excel. 

 

4.2. Análisis de la viabilidad tras co-cultivo con células de estroma de 

médula ósea 

Para analizar la eficacia de diferentes fármacos en presencia de un modelo de 

micromedioambiente se co-cultivaron células de estroma de médula ósea (BMSC) 

procedentes de pacientes con MM junto con la línea celular MM1S-luc. 

Las BMSC se sembraron en placas de 96 pocillos a una concentración de 104 

células/pocillo. Tras ser plaqueadas se incuban durante 24 horas en atmósfera húmeda 

en presencia de 5% de CO2 a 37ºC y medio RPMI-1640 completo, con el objeto de que 

formen una capa confluente en el fondo del pocillo. Tras esta 24 horas de incubación de 

se plaquean sobre las BMSC, las células MM1S-luc (actividad luciferasa) con o sin los 

fármacos cuya actividad se pretende evaluar. 

Tras el tiempo de cultivo, se añade luciferina (Caliper life Sciences, Hopkinton, 

MA) a una concentración de 150 mg/ml. La inhibición de la proliferación celular de los 

fármacos en estudio se midió por Bioluminiscencia utilizando una cámara IVIS Imaging 

System 50 Series (Caliper Life Sciences). Los valores obtenidos en la medición 
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luminiscente se evalúan mediante el programa Excel transformándolos en unidades 

relativas de luminiscencia (RLU). 

 

5. Estudios de apoptosis por citometría de flujo multiparamétrica 

5.1. Anexina V-Ioduro de Propidio 

Durante la apoptosis ocurren cambios tempranos en la superficie celular, que 

llevan al reconocimiento y fagocitosis de las células apoptóticas. Estos cambios en la 

superficie celular como la pérdida de residuos de ácido siálico y la pérdida de la 

asimetría en los fosfolípidos de la membrana,  principalmente por la externalización de 

la fosfatidilserina (PS), alteran la carga e hidrofobia de la misma. En una célula normal, 

estos residuos están en la cara interna de la membrana y son inaccesibles para la anexina 

V. En la fase inicial de la apoptosis los residuos de PS quedan expuestos en la cara 

externa de la membrana, con acciones procoagulantes y proinflamatorias, 

manteniéndose la integridad de la membrana celular 137. La anexina V es una proteína 

de unión a fosfolípidos cargados negativamente, dependiente de Ca++, que se une con 

gran afinidad a los residuos de fosfatidilserina de la membrana celular138, por lo que 

permite medir la pérdida de polaridad de la membrana celular, y, por tanto, ser usada 

como marcador de apoptosis incluso antes de que la integridad de la membrana celular 

se haya perdido e incluso antes de la aparición de cambios morfológicos asociados con 

la apoptosis 139-141. 

Por el contrario, cuando la célula se encuentra en una fase más avanzada de 

apoptosis, la membrana celular se permeabiliza, y el IP es capaz de marcar el ADN del 
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núcleo. Este marcaje adicional nos permite diferenciar las células en apoptosis tardía y 

las células necróticas (Figura 6) 142. 
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Figura 6. Análisis de las diferentes etapas de la apoptosis por citometría de flujo. 

 

5.1.1. Estudio en líneas celulares y células extraídas de plasmocitoma de 

ratón 

Tanto para el estudio de las líneas celulares como para las células extraídas de 

plasmocitoma de ratón se realizó el siguiente protocolo para la detección de la 

apoptosis. 

Reactivos: 

Para el marcaje utilizamos el siguiente “kit”: Annexin V-FITC Apoptosis 

detection kit (Inmunostep), que contiene Anexina, IP (20 µg/ml) y tampón de unión 

(Hepes/NaOH, 10 mM, pH 7,4, NaCl, 140 mM, CaCl2 2,5 mM). 

Procedimiento: 

Para la detección de apoptosis se marcaron 1 x 106 células, control y tratadas con 

cada fármaco a diferentes tiempos y dosis. Para ello se siguió el siguiente 

procedimiento: 
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1. Recoger y centrifugar a 300 g durante 3 minutos. 

2. Lavar con D-PBS (Gibco) que contiene CaCl2 y MgCl2 y diluir en 200 μl 

de tampón de unión. 

3. Añadir 10μl de Anexina y 10 μl de IP e incubar durante 15 minutos a 

temperatura ambiente y en oscuridad. 

Se adquirieron un total de 30.000 células en un citómetro de flujo FACSCalibur 

utilizando el programa CellQuestTM (BD Biosciences). Para el análisis fenotípico se 

utilizó el programa Paint A Gate-PROTM (BD Biosciences) e InfinicytTM (Cytognos, 

Salamanca, España). Las CP se identificaron basándonos en las características típicas de 

dispersión de luz-tamaño celular (FSC, “forward scatter”) y complejidad interna (SSC, 

“side scatter”). 

 

5.1.2. Estudios “ex vivo” en células procedentes de pacientes 

La población total de células obtenidas de aspirados de MO fue lisada para 

eliminar los hematíes. 

Reactivos: 

▪ Tampón de lisis que contiene: EDTA, KHCO3 y NH4Cl. 

▪ RPMI-1640. 

▪ RPMI-1640 con L-glutamina 2 mM, 20% de suero bovino fetal y 100 U/ml de 

penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina. (Invitrogen Corporation. Gaithersburg, 

Md.). 
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Procedimiento: 

1. Mezclar 2 ml de la muestra de MO con 7 ml de tampón de lisis y mantener a 

4ºC durante 15 minutos. 

2. Centrifugar a 300 g, durante 10 minutos a 4ºC. 

3. Lavar dos veces con RPMI-1640. 

4. Cultivar en RPMI-1640 al 20% de SBF. 

5. Plaquear 400.000 células por pocillo en 1 ml de medio y en placas de 6 

pocillos. 

6. Añadir cada fármaco a las dosis y tiempos determinados. 

7. Recoger las células y lavar con 1 ml de PBS. 

Para diferenciar las células plasmáticas mielomatosas de otros tipos celulares, 

realizamos un marcaje multiparamétrico basado en la combinación de Anexina V-FITC 

y tres anticuerpos monoclonales contra antígenos asociados al MM (CD38, CD56 y 

CD45). El uso de los tres primeros permite la identificación de las CP, y muestra las 

diferentes aberraciones fenotípicas; CD45 contribuye a la identificación de otras 

poblaciones hematopoyéticas, en la misma muestra. Al mismo tiempo, se calculó la 

fracción de células positivas para anexina V, en cada población antes y después del 

tratamiento con los fármacos (Figura 7). 



Material y Métodos 
 

 

50..........................................................................................................................................................Tesis Doctoral 

0 256 512 768 1024

0
25

6
51

2
76

8
10

24

FSC

SS
C

0 256 512 768 1024

0
25

6
51

2
76

8
10

24

FSC

SS
C

0 256 512 768 10240 256 512 768 1024

0
25

6
51

2
76

8
10

24
0

25
6

51
2

76
8

10
24

FSC

SS
C

C
D

56

10 10 10 10 100 1 2 3 4

10
10

10
10

10
0

1
2

3
4

CD38

C
D

56

10 10 10 10 100 1 2 3 4

10
10

10
10

10
0

1
2

3
4

CD38

10 10 10 10 100 1 2 3 410 10 10 10 100 1 2 3 4

10
10

10
10

10
0

1
2

3
4

10
10

10
10

10
0

1
2

3
4

CD38

SS
C

0
25

6
51

2
76

8
10

24

CD45

10 10 10 10 100 1 2 3 4

SS
C

0
25

6
51

2
76

8
10

24

CD45

10 10 10 10 100 1 2 3 4

0
25

6
51

2
76

8
10

24
0

25
6

51
2

76
8

10
24

CD45

10 10 10 10 100 1 2 3 410 10 10 10 100 1 2 3 4

C
D

38

10 10 10 10 100 1 2 3 4

10
10

10
10

10
0

1
2

3
4

Anexina V

C
D

45

10 10 10 10 100 1 2 3 4

10
10

10
10

10
0

1
2

3
4

Anexina V
C

D
45

10 10 10 10 100 1 2 3 4

10
10

10
10

10
0

1
2

3
4

Anexina V

Células plasmáticas: CD38(+), CD45(-), SSC medio

Células Anexina V (+)Linfocitos: CD45(++), SSC bajo

Granulocitos: CD45(+), SSC alto

C
D

38

10 10 10 10 100 1 2 3 4

10
10

10
10

10
0

1
2

3
4

Anexina V

C
D

38

10 10 10 10 100 1 2 3 410 10 10 10 100 1 2 3 4

10
10

10
10

10
0

1
2

3
4

10
10

10
10

10
0

1
2

3
4

Anexina V

C
D

45

10 10 10 10 100 1 2 3 4

10
10

10
10

10
0

1
2

3
4

Anexina V

C
D

45

10 10 10 10 100 1 2 3 410 10 10 10 100 1 2 3 4

10
10

10
10

10
0

1
2

3
4

10
10

10
10

10
0

1
2

3
4

Anexina V
C

D
45

10 10 10 10 100 1 2 3 4

10
10

10
10

10
0

1
2

3
4

Anexina V
C

D
45

10 10 10 10 100 1 2 3 410 10 10 10 100 1 2 3 4

10
10

10
10

10
0

1
2

3
4

10
10

10
10

10
0

1
2

3
4

Anexina V

Células plasmáticas: CD38(+), CD45(-), SSC medio

Células Anexina V (+)Células Anexina V (+)Linfocitos: CD45(++), SSC bajo

Granulocitos: CD45(+), SSC alto

 

 Figura 7. Medida de la apoptosis en células de pacientes. 

 

Reactivos: 

▪ Anti-CD56-PE (BD Biosciences). 

▪ Anti-CD45-APC (BD Biosciences). 

▪ Anti-CD38-perCP/Cy5 (BD Biosciences). 

▪ Anexina V-FITC (Inmunostep). 

Procedimiento: 

1. Añadir 10 μl de anti-CD56-PE, 5 μl de anti-CD45-APC, 8 μl de anti-CD38-

perCP/Cy5 y 5 µl  de Anexina V-FITC. 

2. Incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. 

3. Adquirir 50.000 células en el citómetro. 

Las poblaciones celulares apoptóticas se seleccionaron en función de su expresión 

antigénica y del marcaje con Anexina V. 
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5.2. Potencial de Membrana Mitocondrial 

La disfunción mitocondrial dentro del proceso apoptótico está frecuentemente 

asociada con la pérdida de potencial de la membrana mitocondrial (PMM), que ocurre 

durante las primeras fases de la apoptosis 143-144. Una técnica para medir alteraciones en 

la membrana es el marcaje con 3,3´ di-hexyloxacarbocyanine iodide (DiOC6), que es un 

flourocromo catiónico que se acumula en la mitocondria 145. La disminución del PMM 

se asocia con la disminución de la captación de DIOC6 146-148. 

Reactivos: 

▪ DiOC6 (3) (3,3´-dihexyloxacarbocyanine iodide). (Molecular Probes). 

Procedimiento: 

1. Recoger y centrifugar 500.000 células a 300 g durante 3 minutos. 

2. Lavar con PBS y resuspender en 200 µl. 

3. Incubar con DiOC6  20 nM, durante 20 min, a 37ºC, en oscuridad. 

4. Lavar con PBS. 

5. Añadir 10 µl de IP (20 µg/ml). 

A continuación se procedió a la medida del potencial mitocondrial utilizando un 

citómetro de flujo FACSCalibur y el programa CellQuest (BD Biosciences). Para el 

análisis de los datos se utilizó el programa InfinicytTM (Cytognos, Salamanca, España). 

(Figura 8). 

10 10 10 10 100 1 2 3 4 10 10 10 10 100 1 2 3 410 10 10 10 100 1 2 3 410 10 10 10 100 1 2 3 410 10 10 10 100 1 2 3 4 10 10 10 10 100 1 2 3 410 10 10 10 100 1 2 3 410 10 10 10 100 1 2 3 4

DiOC6DiOC6 DiOC6DiOC6

DiOC6 (+)
DiOC6 (-)

 
Figura 8. Análisis del potencial mitocondrial por citometría de flujo antes y después del 

tratamiento. 
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6. Estudio del ciclo celular 

La cuantificación del contenido ADN permite determinar la distribución de una  

población celular a lo largo de las distintas fases del ciclo celular. La distribución 

celular de una población se analiza por citometría de flujo utilizando colorantes de ADN 

que se unen a los ácidos nucleicos de forma estequiométrica incrementando su 

fluorescencia. La cantidad de colorante unido y, por tanto la cantidad de fluorescencia 

emitida, es proporcional a la cantidad de ADN de cada célula.  

El fluorocromo más utilizado para este tipo de estudios es el ioduro de propidio. 

Sus ventajas principales son la facilidad de uso, estabilidad y espectro de 

absorción/emisión, que le hace válido para la mayoría de citómetros de flujo. Se excita 

con luz en torno a los 480 nm (para lo cual resulta válido un láser de Argón-ión) y emite 

fluorescencia roja (620 nm). Las moléculas de ioduro de propidio se intercalan entre los 

pares de bases de los ácidos nucleicos, tanto del ADN como del ARN, por lo cual es 

necesario eliminar éste último por procesos enzimáticos (RNAsa) si se quiere una 

determinación lo más exacta posible de la cantidad de ADN 149. 

Se sembraron 2 x 106 células (1 x 106 células/ml) para cada tratamiento en 

placas de 6 pocillos.  

Reactivos y procedimiento: 

1. Recoger y centrifugar las células en tubos limpios a 300 g durante 3 minutos. 

2. Lavar con PBS, y resuspender en 700 μl etanol frío al 70%, e incubar durante 

toda la noche a 4ºC. 

3. Lavar las células tres veces y resuspender en 1 ml de PBS. 
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4. Añadir 500 µl de la solución PI/RNase (Inmunostep) que contiene 15 µg de 

ioduro de propidio (IP) y 0,5 mg de ARNasa A. Incubar durante 15 minutos a 

temperatura ambiente, en agitación y oscuridad. 

A continuación se procedió a la medida del ciclo celular utilizando un citómetro 

de flujo FACSCalibur y el programa CellQuest (BD Biosciences). Para el análisis de los 

datos se utilizó el programa InfinicytTM (Cytognos, Salamanca, España) y ModFit LTTM 

(Verity Software House, Inc, Maine, USA) (Figura 9). 
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  Figura 9. Análisis del ciclo celular por citometría de flujo. 

 

 

7. Estudios de combinación de drogas 

La combinación de drogas es una estrategia común en el tratamiento de las 

enfermedades oncológicas; y también en el MM. Los principales objetivos son lograr la 

sinergia para aumentar las eficacia y  disminuir la toxicidad por el empleo de dosis más 

bajas. Además este tratamiento combinado también garantiza el retraso o la 

minimización de la aparición de resistencias 150. 

Con el fin de cuantificar el grado de potenciación de las diferentes 

combinaciones empleadas, se utilizó el programa CalcuSyn que nos ofrece 
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automáticamente gráficos de los datos y genera informes con las estadísticas de resumen 

de todos los fármacos, con análisis detallado de las interacciones de drogas, incluyendo 

el índice de combinación, la dosis-efecto, la mediana efecto e isobologramas.  

En función del índice de combinación (IC), podemos cuantificar la potenciación 

de las combinaciones de los fármacos tal y como se describe en la Tabla 5: 

Tabla 5. IC para el programa Calcusyn. 

Rango índice combinación IC  Descripción 

< 0,1  Sinergismo muy fuerte 

0,1-0,3  Sinergismo fuerte 

0,3-0,7  Sinergismo 

0,7-0,85  Sinergismo moderado 

0,85-0,90  Sinergismo leve 

0,9-1,10  Aditivo 

1,10-1,20  Antagonismo leve 

1,20-1,45    Antagonismo moderado 

1,45-3,3  Antagonismo 

3,3-10  Antagonismo fuerte 
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8. Western Blot 

8.1. Obtención de la fracción proteica 

Para obtener la fracción proteica total utilizamos 107 células por muestra (106 

células/ml). 

Reactivos: 

▪  Tampón de lisis: NaCl 140 mM, EDTA 10 mM, glicerina 10%, Nonidet P-40 

1%, Tris pH 8,0 20 mM, PMSF 1mM, pepstatina 1 µg/ml, aprotinina 1 µg/ml, 

leupeptina 1 µg/ml, sodio ortovanadato 1 mM. 

Procedimiento: 

1. Una vez transcurrido el tiempo de incubación con cada droga (de 1 a 48 horas), 

recoger y centrifugar a 300 g durante 3 minutos. 

2. Lavar con PBS frío. 

3. Añadir 800 µl de tampón de lisis, centrifugación a 15.000 g durante 10 minutos 

a 4ºC. 

4. El sobrenadante que contiene las proteínas se recoge y se conserva a -20ºC. 

 

8.2. Cuantificación protéica de los extractos celulares 

Se utilizó el método diseñado por Bradford 151.  

Reactivos: 

▪  Bio-Rad Protein Assay. 

▪ BSA (seroalbúmina bovina) 
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Procedimiento: 

1. Preparar alícuotas con BSA a 0, 100, 250, 500 y 750 µg/ml, para la recta 

patrón. 

2. Diluir cada muestra en 1 ml de Bio-Rad Protein Assay. 

3. Medir la absorbancia en el espectrofotómetro, que es directamente 

proporcional a la cantidad de proteína. 

 

8.3. Electroforesis en geles de acrilamida 

Los extractos una vez cuantificados, se utilizaron para realizar la electroforesis. 

La técnica llamada SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrilamide gel 

electrophoresis) permite separar las proteínas de una muestra en función de su tamaño, 

mediante la aplicación de un campo eléctrico. 

Reactivos: 

▪ Acrilamida:Bisacrilamida. 

▪ Tris-HCl pH 8,8, 1,5M. 

▪ Tris-HCl pH 6,8, 1M. 

▪ TEMED 

▪ APS (persulfato amónico) 

▪ Tampón de carga: 200 mM Tris-HCl pH 6,8, 8% SDS, 40% glicerol, 0,05% 

azul de bromofenol y 5% β-mercaptoetanol. 

▪ Tampón electrodo 1X: 25mM Tris -HCl pH 8,3, 192 mM glicina y 0,1%SDS. 

▪ Marcador de peso molecular de amplio rango (6,5-200 KDa) (BioRad). 
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Procedimiento: 

1. Los geles se prepararon según Laemmli, a un determinado porcentaje entre el 6 

y 12% de acrilamida, en función del peso molecular de la proteína. 

2. Mezclar la muestra con tampón de carga y calentar durante 3-5 minutos a 

100ºC antes de cargar en el gel. El tampón de carga es desnaturalizante y el 

SDS que contiene confiere carga neta negativa a las proteínas. 

3. La electroforesis se realizó con tampón de electrodo 1X, en cubetas Mini-

PROTEAN®III (Bio-Rad), o en cubetas grandes de tipo Sturdier, a voltaje 

constante de hasta 120 V o 200 V respectivamente. 

 

8.4. Transferencia de proteínas a una membrana de PVDF  

Después de correr la electroforesis, las proteínas fueron transferidas a 

membranas de PVDF (Polivinilideno difluoruro). 

Reactivos: 

▪ Tampón de transferencia 1X: 20 mM Tris, 192 mM glicina, 0,02% SDS y 10% 

metanol. 

▪ Membranas de PVDF (Immobilon-P®, Millipore). 

Procedimiento: 

La transferencia se realiza a una corriente constante de 500 mA durante un 

tiempo variable en función del grosor y porcentaje de acrilamida del gel.  
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8.5. Bloqueo, marcaje con anticuerpos y revelado. 

Reactivos: 

▪ Tampón de bloqueo TBST-BSA (Tris 10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, Tween 

20 0,1%; BSA 1%, N3Na 0.05%). 

▪ Tampón de lavado TBST (Tris 10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, Tween 20 

0,1%). 

▪ Anticuerpos primarios: anti-p21, anti-p16, anti-pErk, anti-Erk1/2, anti-

Caspasa-3, (Santa Cruz, CA); anti-Caspasa-8, anti-Caspasa-9, anti-PARP (BD 

Biosciences); anti-p53, (Oncogene Science); anti-caspasa-7, anti-MEK, anti-

pAKT y anti-RAF (Cell Signalling); anti-RAS p90 (Millipore).  

▪ Anticuerpos secundarios: IgG anti-conejo-HRP e IgG anti-ratón-HRP 

(Amershan). 

▪ Solución de revelado: TRIS 0,1 M pH: 9,35, Luminol, p-Iodophenol, H2O2 

(1:20.000) 

Procedimiento: 

1. Bloquear la membrana al menos durante una hora a temperatura ambiente. 

2.  Incubar al menos 2 horas con el anticuerpo correspondiente diluido en TBST. 

3. Lavar las membranas con TBST (3 lavados de 7 minutos). 

4. Incubar con el correspondiente anticuerpo secundario, durante 30 minutos. 

5. Lavar las membranas con TBST (3 lavados de 7 minutos). 

6. Incubar 1 minuto con la solución de revelado. 

7. Revelar. 
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9. Microarrays de ARN 

Se analizaron los cambios inducidos por los diferentes fármacos en los perfiles 

de expresión génica de las CP al inicio de la muerte celular, y por tanto, cuando las 

células todavía son viables y mantienen un ARN de buena calidad. Para ello se 

realizaron estudios de tiempo-respuesta con Anexina /IP con el fin de determinar las 

condiciones que inducían un mínimo de apoptosis (15 %) con cada fármaco. 

 

9.1. Extracción del ARN total 

Se congelaron 107 células en 1 ml de Trizol® (Invitrogen Life Technologies, 

Gaithersburg, MD) a -80ºC. Posteriormente se procedió a la extracción del ARN. 

Reactivos y procedimiento: 

1. Descongelar la muestra en un baño a 37ºC y homogeneizarla con una jeringa 

con aguja de 0,5 mm. 

2. Añadir 500 μl de isopropanol e incubar 10 minutos a temperatura ambiente. 

3. Centrifugar a 13.000 g, durante 10 minutos a 4ºC, lavar el sedimento con    1 

ml de etanol al 75% y centrifugar a 11.000 g durante 5 minutos a 4ºC. 

4. Eliminar el etanol, y dejar secar el ARN en hielo. 

5. Disolver el ARN en 100 µl de H2O DEPC (Ambion). 
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9.2. Purificación del ARN 

Con este proceso se pretende mejorar la calidad del ARN y asegurar una mejor 

hibridación sobre los microarrays de Affymetrix. Se realizó mediante las columnas 

“RNeasy Mini”, (Qiagen, Valencia, CA). 

Reactivos y procedimiento: 

1. Añadir 350 µl de solución RLT y mezclar. 

2. Añadir 250 µl de etanol 100% y mezclar. 

3. Pasar el volumen total a una columna de purificación. 

4. Centrifugar a 9.000 g durante 15 segundos. 

5. Lavar con 500 µl de solución RPE. 

6. Centrifugar a 9.000 g durante 15 segundos. 

7. Repetir el lavado con RPE. 

8. Añadir 30 µl de agua DEPC, y pasar el ARN a un tubo nuevo. 

 

9.3. Medida de la concentración y calidad del ARN 

La evaluación de la integridad del ARN es un paso crítico en los análisis de la 

expresión génica. Para medir la concentración y al mismo tiempo valorar la calidad del 

ARN, se utilizó el sistema de Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, Palo Alto, CA) con el 

kit “RNA 6000 Nano LabChip”, en el que se pueden medir hasta 12 muestras (1 µl por 

cada una) en un rango de concentración entre 25 y 250 ng/µl.  
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Para cada muestra el bioanalizador calcula automáticamente la relación entre las 

áreas de las bandas ribosomales 28S y 18S, que idealmente debe estar entre 1,8 y 2,1. 

Este valor puede ser utilizado como un parámetro de la calidad de la muestra. La 

variación de esta ratio puede indicar degradación parcial de la muestra o contaminación 

de la misma. En los casos de completa degradación las bandas llegan a desaparecer. 

Los picos más diferenciados y de mayor tamaño se corresponden con las 

fracciones ribosómicas 18S y 28S. La línea entre 29 segundos y la fracción 18S ha de 

ser prácticamente recta y los picos pequeños corresponden a pequeñas moléculas de 

ARN (Figura 10). 
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Figura 10. Cuantificación de ARN y determinación de su calidad. 

 

9.4. Procedimiento desarrollado de GENE 1.0 ST y EXON ST Arrays de 

Affymetrix 

Para todo ese proceso se siguieron las recomendaciones de la casa comercial 

comercial (Ambion WT Expresión kit (Ambion, P/N 4411974). 
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9.4.1. Preparación de las diluciones de controles Poly-A 

Se preparan diluciones de los controles Poly-A en función de la cantidad de RNA 

total de partida. 

 

9.4.2. Síntesis primera cadena ADNc (1º Ciclo) 

1- Preparar la siguiente mezcla (multiplicar las cantidades por el número de 

muestras a procesar): First Strand Buffer Mix 4µl y First Strand Buffer 

Enzyme 1µl. 

2- Mezclar y añadir 5 µl a cada tubo de con ARN total + Poly-As. Mezclar, dar 

un breve spin e incubar en termociclador según el siguiente protocolo: 25ºC 

60 min; 42 ºC 60 min; 4 ºC 2 min. Centrifugar brevemente, poner hielo y 

proceder con la síntesis de la segunda cadena de ADNc. 

 

9.4.3. Síntesis segunda cadena ADNc (1ºCiclo): 

1- Preparar la siguiente mezcla (multiplicar las cantidades por el número de 

muestras a procesar): Agua nucleasa free 32,5 µl, Second Strand Buffer Mix 

12,5 µl y Second Strand Buffer Enzyme 5 µl. 

2- Mezclar y añadir 50 µl a cada tubo anterior. Mezclar, dar un breve spin e 

incubar en termociclador según el siguiente protocolo: 16ºC 60 min; 65 ºC 10 

min; 4 ºC 2 min. Centrifugar brevemente, poner hielo y proceder con la 

síntesis de ARNc. 

 



Material y Métodos 
 

 

Tesis Doctoral                                                                                                                                                          63 

9.4.4. Síntesis ARNc 

1- Mezclar en un tubo eppendorf a temperatura ambiente (multiplicar las 

cantidades por el número de muestras a procesar): IVT Buffer Mix 24 µl y 

IVT  Enzyme 6 µl. 

2- Mezclar y transferir  30 µl a la muestra resultante del paso anterior. Mezclar, 

dar un breve spin e incubar en termociclador según el siguiente protocolo: 

40ºC 16 horas; 4 ºC indefinido.  

3- Proceder a la purificación de ARNc siguiendo las recomendaciones de la casa 

comercial (Ambion WT Expresión kit (Ambion, P/N 4411974). 

4- Cuantificar el ARNc obteniendo mediante espectofotómetro Nanodrop. La 

cantidad de ARNc obtenida del tipo de tejido de procedencia. 

 

9.4.5. Síntesis ADNc (2ºCiclo) 

1- Mezclar en un tubo el ARNc resultante del paso anterior con los Ramdom 

Primers de la siguiente manera: ARNc 10 µg de volumen variable, Ramdom 

Primers (3 µg/ µl) y agua RNase-free hasta completar 24 µl. 

2- Mezclar, dar un breve spin e incubar en termociclador según el siguiente 

protocolo: 70ºC 16 5 min; 25 ºC 5 min y 4 ºC 2min. 

3- Preparar la siguiente mezcla (multiplicar las cantidades por el número de 

muestras a procesar): 2nd-cycle Buffer Mix 8 µl y 2nd-cycle Enzyme 8 µl. 

4- Mezclar y añadir 16 µl a cada muestra. Mezclar, dar un breve spin e incubar 

en termociclador según el siguiente protocolo: 25ºC 10 min; 42ºC 90 min; 

70ºC 10 min; 4 ºC 2 min. Centrifugar brevemente, poner hielo y proceder con 
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la síntesis de ARNc. Después de la incubación, dar un breve spin, poner hielo 

y proceder con la hidrólisis inmediatamente. 

 

9.4.6. Hidrólisis y limpieza de ADN SS (+) 

1- Añadir 2 µl de RNasa H a cada muestra, mezclar e incubar en un 

termociclador según el siguiente protocolo: 37ºC 45 min; 95ºC 5 min; 4ºC 

menos de 2 min. 

2- Proceder a la purificación de ADN siguiendo las recomendaciones de la casa 

comercial (Ambion WT Expresión kit (Ambion, P/N 4411974). 

3- Cuantificar el ADN obteniendo mediante espectofotómetro Nanodrop (ND 

1000). Si el proceso ha sido correcto debe haber > 5,5 µg de ADN SS (+) por 

muestra. 

 

9.4.7. Fragmentación del ADN SS (+) 

1- Preparar en un tubo el ADN resultante del paso anterior de la siguiente 

manera: ADNss (+) 5,5 µg; agua RNase-free hasta completar 31,2 µl. 

2- Preparar la siguiente mezcla (multiplicar las cantidades por el número de 

muestras a procesar): agua RNase-free hasta completar 10 µl; 10X ADNc 

fragmentation buffer 4,8 µl; UDG 10U/ µl 1 µl; APE 1 1000 U/ µl 1 µl. 

3- Mezclar y transferir 16,8 µl a cada muestra. Mezclar, dar un breve spin e 

incubar en termociclador según el siguiente protocolo (programa Gene 7): 

37ºC 60 min; 93ºC 2 min; 4 ºC 2 min. 

4- Mezclar, centrifugar y transferir 45 µl a un nuevo tubo de 1,5 ml. Con el 

material restante analizar mediante Agilent (PNT-GEN-01). Si el proceso ha 
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sido correcto el ADN fragmentado debe mostrar la mayoría de los 

fragmentos entre 40 y 70 pares de bases.  

 

9.4.8. Marcaje del ADN fragmentado 

1- Preparar la siguiente mezcla (multiplicar las cantidades por el número de 

muestras a procesar): 5X TdT buffer 12 µl; TdT 20U/µl 2 µl.; DNA labeling 

Reagent, 5mM 1 µl. 

2- Mezclar y transerir 15 µl a cada muestra. 

3- Incubar en bloques térmicos siguiendo el siguiente patrón: 37ºC 60 min; 

70ºC; enfriar en hielo 2-10 min. 

 

9.4.9. Hibridación del array (I) 

1- Sacar los arrays a temperatura ambiente una hora antes. 

2- Mezclar en un tubo Eppendorf: ADN fragmentado marcado 27 µl; Control 

oligonucleotide B2 1,7 µl; 20X eukaryotic Hybridization controls 5 µl; 2X 

Hybridization buffer 50 µl; DMSO 7 µl; Agua RNase-free hasta completar 

100 µl. 

3- Incubar sonda 5 min a 99ºC 

4- Incubar sonda 5 min a 45ºC 

5- Centrifugar sonda 1min a máxima velocidad 

6- Inyectar 80 µl de la solución de hibridación en el array correspondiente. 

7- Dejar 17-18 horas a 60 rpm a 45ºC en el horno de hibridación affymetrix. 
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9.4.10. Hibridación del array (II) 

1- Una vez transcurridas las 17-18 horas de hibridación, retirar la solución de 

hibridación de los arrays y guardar a -80ºC. Pinchar el array con 100 µl de 

Wash A (Gene chip hybridization, wash and satín kit P/N 900720). 

2- Colocar los arrays y las soluciones de tinción (Gene chip hybridization, wash 

and satín kit P/N 900720) en la Fluidics station y desarrollar protocolo de 

lavado adecuado según el tipo de array y según las especificaciones de la casa 

comercial (www.affymetrix.com) 

3- Una vez finalizado el lavado se escanean los arrays utilizando el GenChip 

Scanner 3000. 

 

9.5. Análisis de datos 

Los valores de expresión absolutos para cada sonda se calcularon mediante el 

software MAS 5.0. En todos los casos se cumplían los criterios de una hibridación de 

buena calidad: Scaling factor (SF) menor de tres, es decir, el SF más elevado no 

superaba en 3 veces al más bajo; proporción entre la señal del extremo 3´ de GAPDH y 

el extremo 5´ inferior a 2,5; y número de sondas presentes en el chip superior al 40%. 

 Los análisis comparativos se realizaron mediante el programa Dchip (Harvard 

School of Public Heath and Dana-Farber Cancer Institute), el algoritmo SAM 

(Significance analysis microaaray) y el software Ingenuity Pathway Analisys (Ingenuity 

Systems, Redwood, CA). Los genes con cambios de expresión superiores a 2 veces (FC: 

Fold Change) tanto en sentido positivo como negativo se consideraron significativos. 

Los colorgramas funcionales se realizaron con el “software” GeneCluster2 

(Cancer genomics Group, Whitehead Institute for Biomedical Research). 

http://www.affymetrix.com/
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10. Estudios de inmunofenotipo mediante citometría de flujo 

Se analizó la expresión de los diferentes antígenos de membrana mediante la 

técnica de inmunofluorescencia directa (IFD). Esta técnica consta de los siguientes 

pasos: 

- Se depositaron en cada tubo ≈2×106 células en un volumen máximo de 200 

µL/test y se añadieron hasta saturación 5-10 µL del correspondiente AcMo de la 

combinación antigénica especificada. 

- Se mezcló bien y se incubó a Tª ambiente y en oscuridad durante 15 minutos. 

- Se lisaron los hematíes añadiendo 2 mL de una dilución 1/10 de la solución de 

lisis “FACS Lysing Solution” (Becton/Dickinson, San José, CA, USA) con agua 

destilada e incubando durante 10 minutos en oscuridad y Tª ambiente. 

- El producto lisado se centrifugó durante 5 minutos a 540 g, el sobrenadante 

obtenido se decantó y el botón leucocitario se resuspendió en 2 mL de PBS. 

- Se centrifugó de nuevo durante 5 minutos a 540 g y se resuspendieron las 

células en 0,5 mL de PBS. 

- Se procedió a la lectura en el citómetro de flujo. 

 

10.1. Panel de anticuerpos monoclonales 

Los anticuerpos monoclonales (AcMo) empleados en este estudio (Tabla 6) 

estaban conjugados con uno de los siguientes fluorocromos: isotiocianato de 

fluoresceína (FITC), ficoeritrina (PE), pteridil-clorofil-proteína/cianina5.5 

(PerCP/Cy5.5) y aloficocianina (APC). 
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Se evaluó en las CP la expresión de marcadores de superficie asociados a línea B 

-CD19 -, así como de antígenos relacionados con células NK -CD56-, con la célula stem 

-CD117- y otras moléculas implicadas en vías de maduración -CD27- y activación B/T -

CD28-, en procesos de adhesión -CD138- y activación celular -CD38,CD45. 

 El panel fue diseñado elaborando cuádruples combinaciones de AcMo; en todos 

los tubos se incluyó el AcMo anti-CD38 para identificar las CP. También se incluyó en 

el panel un tubo control para evaluar la autofluorescencia de las CP. 

Tabla 6. Panel de anticuerpos monoclonales. 

Tabla: Cuádruples Combinaciones de AcMo para el Estudio de las CP 

FITC  PE PerCP-Cy5.5 APC 

CD38 Control Control Control 

CD38 CD56 CD19 CD45 

CD38 CD27 CD138 CD28 

β2-microglobulina CD81 CD38 CD117 
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1. Capítulo I. Comparación de la eficacia y mecanismo de acción de 

dos fármacos inmunomoduladores (Lenalidomida y Pomalidomida) 

sobre células mielomatosas 

 

1.1. Análisis de la eficacia en líneas celulares de MM 

En primer lugar se determinó el efecto de cada fármaco en la supervivencia de 

células de MM. Para ello se utilizaron diferentes líneas celulares; tanto sensibles  

(MM1S, MM1R y MM144) como resistentes (RPMI-8226, U266, U266LR7, OPM1 y 

OPM2) a fármacos convencionales. 

Las células fueron incubadas con concentraciones crecientes de cada fármaco y la 

viabilidad celular fue cuantificada mediante el ensayo de MTT. Los resultados se 

describen comparando el efecto de cada fármaco sobre cada línea celular a diferentes 

tiempos, y tomando como 100% la absorbancia de células control cultivadas solamente 

con el vehículo. En este sentido se realizaron diferentes experimentos. 

 

1.1.1. Actividad de ambos IMIDs en monoterapia en líneas celulares de 

Mieloma Múltiple 

Para comprobar si el efecto de Lenalidomida y Pomalidomida era dosis y tiempo 

dependiente se evaluó la viabilidad de la línea celular MM1S utilizando diferentes 

concentraciones de ambos fármacos (1 nM hasta 100 µM) a diferentes tiempos (1 día 

hasta 5 días). 
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Figura 11. Efecto de Lenalidomida y Pomalidomida en MM1S a diferentes 
concentraciones y tiempos. 

 

Como se observa en la figura 11, Lenalidomida y Pomalidomida inducen 

citotoxicidad de manera tiempo y dosis dependiente en la línea celular MM1S, con un 

IC50 a los 3 días de 10 µM para Lenalidomida y 1 µM para Pomalidomida; siendo el 

IC50 a los 5 días de 1 µM en Lenalidomida y 100 nM en Pomalidomida. 
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De este experimento se pueden extraer dos conclusiones fundamentales: Por una 

parte, estos fármacos precisan largos tiempos de exposición para ejercer un efecto 

citotóxico directo y, en segundo lugar, Pomalidomida es más potente que Lenalidomida. 

Una vez definida que la mayor respuesta de estos fármacos se alcanza tras 5 días 

de cultivo, se analizó la eficacia a este tiempo de ambos IMIDs en distintas líneas 

celulares de MM, con características biológicas y patrones de sensibilidad a fármacos 

diferentes, como se observa en la figura 12. 
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Figura 12. Dosis respuesta de Lenalidomida y Pomalidomida tras 5 días de tratamiento 

en diferentes líneas de MM. 
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En este experimento se observan dos patrones de sensibilidad: MM1S y MM1R 

fueron sensibles a ambos fármacos con IC50 de 1 µM en Lenalidomida y 100 nM en 

Pomalidomida mientras que el resto de líneas celulares fueron casi completamente 

resistentes, reduciéndose la viabilidad un máximo del 30% a dosis de 10 y 100 µM de 

Pomalidomida y Lenalidomida, respectivamente.  

 

1.1.2. Actividad de ambos IMDs en combinación con Dexametasona en líneas 

celulares 

Es bien conocido el efecto sinérgico de los esteroides cuando se combinan con 

IMIDs, tanto desde el punto de vista pre-clínico 105, 107, 152, como clínico. Así con 

Lenalidomida más Dexametasona 20-21 se presentaron dos ensayos clínicos en fase III 

con 351 pacientes en recaída cada uno obteniendo un 66% de respuestas parciales. Con 

Pomalidomida más Dexametasona 153 se presentó un ensayo en fase II con 60 pacientes, 

obteniendo 65% de respuestas parciales. Ambos ensayos mostraron una eficacia similar 

en pacientes en recaída, aunque el ensayo de Pomalidomida se realizó en pacientes con 

enfermedad más avanzada. 

Por ello, y dado que, como se ha descrito en el apartado anterior, la actividad 

citotóxica “in vitro” de Lenalidomida y Pomalidomida es limitada, posiblemente 

porque requieren ser metabolizados y porque requieren la presencia de células NK para 

generar la respuesta inmune (efecto inmunomodulador), posteriormente decidimos 

explorar comparativamente la capacidad de la Dexametasona para potenciar el efecto 

citotóxico de Lenalidomida y Pomalidomida.  
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Con el fin de abarcar un amplio rango de concentraciones y tiempos de la 

combinaciones de IMIDs más Dexametasona, y poder comparar el efecto sinérgico 

mediante el programa Calcusyn, establecimos concentraciones de los fármacos a ratio 

constante desde 0,01 µM hasta 100 µM tanto para Lenalidomida como para 

Pomalidomida y desde 0,1 nM hasta 1.000 nM para Dexametasona; a diferentes tiempos 

(12, 24, 48, 72, y 120 horas) en la línea celular MM1S. 

Las figuras 13 y 14 muestran un ejemplo representativo de la actividad, medida 

mediante ensayo de MTT, de los fármacos Lenalidomida y Pomalidomida, ambos a 1 

µM, como agentes individuales o en combinación con Dexametasona (10 nM), a los 

diferentes tiempos de tratamiento. Se puede observar que la adición de la Dexametasona 

es capaz de mejorar la eficacia de ambos IMIDs. 
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Figura 13. Tiempo Respuesta de la combinación de Lenalidomida + Dexametasona 
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Figura 14. Tiempo Respuesta de la combinación de Lenalidomida + Dexametasona. 

 

Cuando el efecto de la combinación fue cuantificado mediante el método de Chou 

Talalay con el programa Calcusyn, todas las combinaciones con Lenalidomida o 

Pomalidomida más Dexametasona, revelaron una gran potenciación, con índices de 

combinación en rangos altamente sinérgicos (muchos de ellos menores a 0,1 lo que 

indica un sinergismo muy fuerte). No se demostraron diferencias significativas en 

cuanto a potenciación entre Lenalidomida y Pomalidomida. 
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Tabla 7. Porcentaje de supervivencia e índices de combinación de la combinación de 

Lenalidomida o Pomalidomida más Dexametasona a distintas dosis y tiempos 

 Lenalidomida + Dexametasona 
Dosis: Lena µM/ Dexa nM 0,01/0,1 0,1/1 1/10 10/100 100/1000 

 
 

12h 

% Supervivencia 
Lena 95 89 80 74 62 
Dexa 91 86 77 72 62 
Lena+Dexa 75 72 68 60 55 

Índice de Combinación (IC) 0,01 0,02 0,1 0,24 1,13 

 
 

24h 

% Supervivencia 
Lena 91 75 73 60 54 
Dexa 83 71 68 65 55 
Lena+Dexa 67 64 52 47 44 

Índice de Combinación (IC) 0,02 0,1 0,03 0,12 0,3 

 
 

48h 

% Supervivencia 
Lena 88 70 60 52 47 
Dexa 76 66 63 56 48 
Lena+Dexa 58 51 44 41 36 

Índice de Combinación (IC) 0,01 0,01 0,04 0,06 0,24 

 
 

72h 

% Supervivencia 
Lena 82 65 50 42 39 
Dexa 64 61 55 45 41 
Lena+Dexa 54 41 29 24 20 

Índice de Combinación (IC) 0,07 0,01 0,01 0,03 0,14 

 
 

120h 

% Supervivencia 
Lena 77 50 23 19 17 
Dexa 59 52 47 18 12 
Lena+Dexa 43 30 20 10 7 

Índice de Combinación (IC) 0,11 0,16 0,35 0,22 0,71 
 Pomalidomida + Dexametasona 
Dosis: Poma µM/ Dexa nM 0,01/0,1 0,1/1 1/10 10/100 100/1000 

 
 

12h 

% Supervivencia 
Poma 97 91 84 78 67 
Dexa 91 86 77 72 62 
Poma+Dexa 78 74 70 63 59 

Índice de Combinación (IC) 0,01 0,02 0,08 0,18 0,74 

 
 

24h 

% Supervivencia 
Poma 95 82 77 71 64 
Dexa 83 71 68 65 55 
Poma+Dexa 71 70 57 54 48 

Índice de Combinación (IC) 0,01 0,03 0,02 0,06 0,41 

 
 

48h 

% Supervivencia 
Poma 89 79 68 59 53 
Dexa 76 66 62 56 48 
Poma+Dexa 60 56 51 44 40 

Índice de Combinación (IC) 0,004 0,01 0,01 0,1 0,37 

 
 

72h 

% Supervivencia 
Poma 88 69 53 46 42 
Dexa 64 62 55 45 41 
Poma+Dexa 58 44 34 29 24 

Índice de Combinación (IC) 0,02 0,005 0,004 0,01 0,04 

 
 

120h 

% Supervivencia 
Poma 80 63 30 22 18 
Dexa 60 52 47 18 12 
Poma+Dexa 49 36 27 14 10 

Índice de Combinación (IC) 0,06 0,08 0,12 0,08 0,25 
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1.2. Análisis de la eficacia en células procedentes de pacientes con MM 

Una vez estudiados la actividad “in vitro” de ambos fármacos y sus 

combinaciones con Dexametasona en líneas celulares de MM, se analizó su efecto en 

células procedentes de aspirados de médula ósea (MO) de pacientes con MM. Gracias a 

nuestro método basado en citometría de flujo multiparamétrica, fue posible evaluar 

simultáneamente el efecto que estos fármacos causaban en diferentes poblaciones 

celulares como son las células plasmáticas (CP) tumorales y los linfocitos no tumorales. 

 

1.2.1. Actividad ““ex vivo”” de ambos de IMIDs en monoterapia en células 

procedentes de  pacientes 

Se analizaron muestras de 6 pacientes, 2 de ellos de nuevo diagnóstico y 4 en 

recaída, que fueron tratados ““ex vivo”” con dosis crecientes de Lenalidomida y 

Pomalidomida, durante 48 horas. En todos los pacientes se observó un efecto dosis 

respuesta que fue similar para Lenalidomida y Pomalidomida, sin embargo fueron 

precisas dosis altas (100 µM) para alcanzar una apoptosis superior al 30%. Además en 

ningún caso la apoptosis superó el 50% (Figura 15). 
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Figura 15. Efecto de ambos IMIDs en monoterapia, sobre células plasmáticas 
procedentes de pacientes. 
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Por el contrario ninguno de los dos fármacos indujo toxicidad en los linfocitos 

normales de los pacientes (Figura 16), indicando que Lenalidomida y Pomalidomida 

tienen una selectividad sobre la célula plasmática tumoral con escasa citotoxicidad 

sobre linfocitos. 
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Figura 16. Efecto de ambos IMIDs en monoterapia, sobre linfocitos normales 
procedentes de pacientes. 

 

1.2.2. Actividad ““ex vivo”” de ambos IMIDs en combinación con 

Dexametasona en células procedentes de pacientes 

Para evaluar el efecto de la combinación se trataron células de 12 pacientes, 5 de 

nuevo diagnóstico y 7 en recaída, con Lenalidomida o Pomalidomida (10 µM) en 

combinación con Dexametasona (20 nM) durante 48 horas. Como se observa en las 

figuras 17 y 18, en todos los casos la combinación de IMIDs con Dexametasona, tuvo 

mayor efecto anti-mieloma que los fármacos individuales. De nuevo el patrón de 

sensibilidad fue similar para las combinaciones de Lenalidomida o de Pomalidomida, 

demostrándose una especial potenciación en los pacientes 1, 2, 4, 5, 7 y 11 en el caso de 

Lenalidomida y 2, 4, 5, 7, 8, 10 y 11 para Pomalidomida. 
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Figura 17. Efecto de Lenalidomida más Dexametasona en células procedentes de 
pacientes. 
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Figura 18. Efecto de Pomalidomida más Dexametasona en células procedentes de 
pacientes. 

 

Con respecto a la toxicidad de linfocitos no tumorales, la dosis de Dexametasona 

de 20 nM produce una ligera citotoxicidad frente a ellos, pero como se observa en las 

figuras 19 y 20, la adición de IMIDs no aumenta el efecto citotóxico, lo que indica que, 

a diferencia de lo que ocurre con las células plasmáticas, no existe sinergismo en el 

efecto tóxico de la combinación frente a los linfocitos.  
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Figura 19. Efecto de Lenalidomida más Dexametasona en linfocitos normales 
procedentes de pacientes. 
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Figura 20. Efecto de Pomalidomida más Dexametasona en linfocitos normales 
procedentes de pacientes. 

 

1.3. Estudio del efecto de los IMIDs, individualmente o en combinación con 

Dexametasona, en presencia del micromedioambiente 

En el Mieloma Múltiple, el micromediambiente de la médula ósea, estimula la 

proliferación y confiere a la célula plasmática tumoral mecanismos de resistencia a 

drogas.  

La adhesión de las células mielomatosas a las células estromales de la médula 

ósea (BMSC) de la MO provoca la secreción de citocinas y factores de crecimiento 
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como IL-6 ó IGF-1 37 que disparan diferentes vías de señalización como PI3K/AKT/m-

TOR, MEK/ERK o NF-κβ y confieren ventaja proliferativa a la célula tumoral.  

En primer lugar se comprobó que la adición tanto de IGF-1  (10 nM) como de IL-

6 (10 nM) provocó un aumento de la proliferación de MM1S. Con la técnica de MTT se 

observó que, tras 5 días de tratamiento ambos factores produjeron un aumento de en 

torno al 50%-60% en la viabilidad celular. Sin embargo, tanto Lenalidomida como 

Pomalidomida fueran capaces de vencer de forma dosis dependiente la ventaja 

proliferativa conferida por estas citocinas (Figuras 21, 22, 23 y 24). 
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Figura 21. Efecto de Lenalidomida en células MM1S en presencia de IGF-1. 
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Figura 22. Efecto de Pomalidomida en células MM1S en presencia de IGF-1. 
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Figura 23. Efecto de Lenalidomida en células MM1S en presencia de IL-6 
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Figura 24. Efecto de Pomalidomida en células MM1S en presencia de IL-6. 

 

Una vez conocida la actividad de ambos IMIDs en presencia de IGF-1 e IL-

6, se analizó si también eran capaces de vencer el efecto protector mediado por la 

adhesión de las células mielomatosas a las células estromales de médula ósea (BMSC).  

Para ello, se incubaron células MM1S trasfectadas con un vector de luciferasa con 

las BMSC procedentes de un paciente con MM y añadimos IMIDs a concentraciones 

crecientes. Tras 5 días de tratamiento se detectó mediante luminiscencia, un aumento de 

proliferación de más de un 100% de las MM1S que estaban en contacto con las BMSC. 

De nuevo, ambos IMIDS fueron capaces de vencer, al menos parcialmente, esta ventaja 

proliferativa, como se observa en las figuras 25 y 26. 
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Figura 25. Efecto de Lenalidomida en células MM1S-luc en contacto con BMSC. 
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Figura 26. Efecto de Pomalidomida en células MM1S-luc en contacto con BMSC. 

 

Así mismo se comprobó el efecto potenciador de la Dexametasona con ambos 

IMIDs en presencia del micromedioambiente representado por la adición de IGF-1 e IL-

6 (figuras 25 y 26) y en co-cultivo con BMSC (figura 29). Una vez más se observó que 

la combinación es superior a los fármacos individuales.  
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Figura 27. Efecto de ambos IMIDs en combinación con Dexametasona en células  
MM1S en presencia de IGF-1. 
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Figura 28. Efecto de ambos IMIDs en combinación con Dexametasona en células  
MM1S en presencia de IGF-1. 
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Figura 29. Efecto de ambos IMIDs en combinación con Dexametasona en células  
MM1S en presencia de BMSC. 

 

Finalmente se confirmó que ni los IMIDs, ni la Dexametasona, ni tampoco las 

combinaciones de IMIDs con Dexametasona disminuían la viabilidad de las BMSC, 

después de 5 días de tratamiento (Figuras 30, 31 y 32). 
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Figura 30. Efecto de Lenalidomida sobre células estromales de médula ósea. 
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Figura 31. Efecto de Pomalidomida sobre células estromales de médula ósea. 
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Figura 32. Efecto de ambos IMIDs en combinación con Dexametasona sobre células 
estromales de médula ósea. 
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1.4. Estudio de la eficacia “in vivo” 

Para el estudio de la eficacia “in vivo” de Lenalidomida o Pomalidomida, usados 

como agentes únicos o asociados a Dexametasona, se emplearon ratones CB17-SCID en 

los cuales se inocularon en el flaco derecho 3 x 106 células MM1S. Se establecieron los 

siguientes esquemas de tratamiento: Lenalidomida 25 mg/kg, 5 veces por semana, 

Pomaliomida 5 mg/kg, 5 veces por semana, Dexametasona 1 mg/kg, 2 veces por 

semana, así como las combinaciones dobles Lenalidomida y Pomalidomida con 

Dexametasona, siguiendo las mismas pautas en dosis y días que con los agentes 

individuales. 

Si analizamos la situación de los tumores a diferentes momentos de tratamiento se 

observa que todos los fármacos administrados fueron capaces de controlar el tumor 

inicialmente, al compararlo con el grupo de ratones no tratados, en los que el 

crecimiento tumoral se empezó a detectar entre los días +12 y +15 (Figura 33). Las 

primeras diferencias entre los grupos de ratones sometidos a tratamiento, se detectó a 

partir del día 25. En esa fecha el volumen del tumor en los ratones tratados con 

Lenalidomida alcanzaba 350 mm3 y en los que recibían Dexametasona 380 mm3 

(Figura 33). El resto de los esquemas de tratamiento en el día 25 fueron capaces de 

controlar e incluso disminuir el volumen del tumor a valores inferiores a 100 mm3. En 

el grupo control en esa fecha el volumen tumoral era de aproximadamente 600 mm3 

(Figura 33).  

En el día 50 de tratamiento, en los ratones tratados con Lenalidomida el volumen 

tumoral supera los 800 mm3 y con Dexametasona los 1.000 mm3, observándose a partir 

de ese momento un crecimiento exponencial del plasmocitoma, más acusado en el 

grupo tratado con Dexametasona (Figura 33), lo que indica que las células tumorales 
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escapan completamente a la acción de estos fármacos utilizados de forma individual. 

Por el contrario, en la misma fecha Pomalidomida individualmente o las combinaciones 

de Lenalidomida con Dexametasona y Pomalidomida con Dexametasona mantienen la 

eficacia y son capaces de controlar el tumor presentado unos valores tumorales 

inferiores a 300 mm3. En el grupo control el volumen tumoral en ese momento era de 

aproximadamente 1.400 mm3. 

 A los 75 días del comienzo del experimento, en los ratones tratados con 

Lenalidomida más Dexametasona se observó una pérdida de eficacia terapéutica con un 

mayor crecimiento tumoral que en los ratones tratados con Pomalidomida o 

Pomalidomida más Dexametasona (Figura 33). De hecho cuando en el grupo de 

Lenalidomida más Dexametasona los tumores alcanzan un volumen de 1.300 mm3  el 

crecimiento se hace exponencial y similar al de los controles.  

A partir del día 100 se producen las primeras diferencias entre Pomalidomida y 

Pomalidomida más Dexametasona ya que mientras la combinación sigue controlado 

parcialmente el crecimiento tumoral, en el caso de Pomalidomida aislada éste se hace 

exponencial (Figura 33). En este punto los ratones de la combinación de Lenalidomida 

más Dexametasona tuvieron que ser sacrificados, al igual que se había hecho en fechas 

previas con los tratados con fármacos de forma individual, por alcanzar los 

plasmocitomas tamaños mayores de 4.000 mm3. 

 En una visión general del experimento se constata que, comparando los IMIDs 

individuamente, Pomalidomida es más eficaz y potente que Lenalidomida aunque la 

dosis utilizada sea 5 veces menor. Con respecto a la Dexametasona este fármaco fue 

utilizado a dosis subóptimas, ya que sólo consiguió retrasar ligeramente el crecimiento 

tumoral; sin embargo su combinación con Lenalidomida aumenta la eficacia de manera 
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considerable, lo que es un claro signo del sinergismo farmacológico entre estos 

fármacos. En lo que se refiere a su combinación con el otro fármaco inmunomodulador; 

Pomalidomida sola o en combinación con Dexametasona mantienen una eficacia similar 

durante los primeros 3 meses del ensayo “in vivo”, y solo a partir de esa fecha se 

observa una ventaja para la combinación, lo que indicaría posiblemente que 

Pomalidomida no necesita tanto como Lenalidomida de la adición de Dexametasona 

para controlar los plasmocitomas. También al comparar las combinaciones de ambos 

IMIDs con Dexametasona, aunque ambas controlen de manera similar el tumor en la 

primera etapa (hasta día +75), posteriormente es más eficaz la combinación de 

Pomalidomida.  
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Figura 33. Evolución del tamaño tumoral de los ratones tratados. 

 

En comparación con el grupo de ratones control, se objetivó una ventaja de 10 

días para los ratones tratados con Dexametasona, de 20 días para los que recibieron 

Lenalidomida y de 62 días para el grupo de Pomalidomida, siendo las diferencias 

estadísticamente significativas con respecto al control para Lenalidomida (p=0,06) y 

para Pomalidomida (p=0,06). Así, con respecto a las combinaciones, la adición de 
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Dexametasona mejoró significativamnte la supervivencia de los IMIDs 

individualmente, siendo de 45 días para Lenalidomida más Dexametasona (p=0,09 en 

comparación con Lenalidomida) y de 100 días para Pomalidomida con Dexametasona 

(p=0,09 en comparación con Pomalidomida). Por último al comparar la supervivencia 

de ratones tratados con ambas combinaciones de IMIDs más Dexametasona, la 

supervivencia de Pomalidomida más Dexametasona fue significativamente superior 

(p=0,09). 
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Figura 34. Superviviencia de los ratones tratados. 

 

Debe reseñarse que ningún tratamiento de los empleados presentó toxicidad 

sistémica, objetivándose únicamente una ligera pérdida de peso (menor al 5%), en los 

ratones a los que se les administraron las combinaciones en comparación con el grupo 

de ratones control que no recibieron ningún tratamiento (Figura 35). 
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Figura 35. Evolución del peso de los ratones tratados. 

 

1.5.  Estudio del Mecanismo de Actuación de los IMIDs en monoterapia y en 

combinación con Dexametasona 

La disminución de la viabilidad observada en los MTT puede ser debida a dos 

mecanismos fundamentalmente: a) la inducción de muerte, generalmente por apoptosis, 

y b) un descenso en la proliferación, que se manifestaría en cambios en el perfil del 

ciclo celular. Se han estudiado ambos mecanismos tras el tratamiento con ambos 

fármacos inmunomoduladores y sus combinaciones con Dexametasona. 

 

1.5.1. Análisis del efecto sobre la apoptosis 

El estudio de la potencial inducción de apoptosis por Lenalidomida y 

Pomalidomida, y sus combinaciones con Dexametasona, se realizó inicialmente 

mediante el marcaje con Anexina-V y su análisis por citometría de flujo. 
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Ambos fármacos en monoterapia indujeron apoptosis en las células MM1S de una 

forma dosis (Figura 36) y tiempo (Figura 37) dependiente. La potencia de ambos 

compuestos fue parecida, aunque de forma similar a lo descrito en los ensayos de 

viabilidad por MTT, Pomalidomida mostró una actividad ligeramente superior. Como 

se puede observar, de nuevo fueron necesarios tiempos de tratamiento largos (3 ó 5 

días) para observar este efecto sobre la apoptosis.  

 

0

20

40

60

80

100

0 0.001 0.01 0.1 1 10 100

Tiempo con IMIDs (µM) 5días

Lenalidomida

Pomalidomida

%
  A

ne
xi

na
-V

 (+
)

 

Figura 36. Dosis respuesta por Anexina-V de ambos IMIDs en células MM1S tras 5 
días de tratamiento  
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Figura 37. Tiempo respuesta de ambos IMIDs a dosis 1 µM en células MM1S. 
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Nuevamente se evaluó si la adición de Dexametasona era capaz de potenciar el 

efecto pro-apoptótico de ambos agentes inmunomoduladores. La combinación con dosis 

bajas de Dexametasona fue capaz de incrementar el porcentaje de células Anexina-V 

positivas incluso a tiempos tempranos como 1 ó 3 días, aunque este efecto se observó 

con mayor claridad a los 5 días de cultivo (Figura 38). De nuevo, Pomalidomida con 

Dexametasona mostró una potencia ligeramente superior a Lenalidomida con 

Dexametasona. 
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Figura 38.  Tiempo respuesta por Anexina-V de la combinación de ambos IMIDs (1 
µM) con Dexametasona (2 nM) en células MM1S. 

 

 

Con el fin de determinar las vías implicadas en la apoptosis inducida por estos 

fármacos (solos o en combinación con Dexametasona) se analizó mediante WB la 

modificación de las principales caspasas implicadas en este proceso. 

Con respecto a los fármacos en monoterapia, ambos IMIDs indujeron 

procesamiento de PARP y de las caspasas efectoras (C-3 y C-7). Este procesamiento 

derivó fundamentalmente de la activación de la vía extrínseca de la apoptosis a través de 
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caspasa 8 (Figura 39). Por el contrario, Dexametasona  indujo el procesamiento de 

caspasa 9, principal representante de la vía intrínseca de la apoptosis, aunque la 

activación de esta vía no fue suficiente para inducir procesamiento de caspasa 3 ni de 

PARP (Figura 39). 

La combinación de IMIDs con Dexametasona, generó la activación simultánea de 

ambas vías de apoptosis, tanto intríseca como extrínseca, lo que conllevó la activación 

de la caspasa 3 y PARP incluso a tiempos muy cortos de tratamiento. También se 

observó un aumento de procesamiento de caspasa 7 con la combinación en comparación 

con la acción de IMIDs en monoterapia. 

Estos resultados podrían contribuir a explicar el sinergismo observado en las 

combinaciones. 
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Figura 39. Análisis mediante WB de proteínas implicadas en la apoptosis tras 
tratamiento con Lenalidomida y Pomalidomida (1 µM) con o sin Dexametasona (2 nM) 

y a 1, 3 y 5 días de tratamiento 

 

Con objeto de profundizar y confirmar el papel de las caspasas en la apoptosis por 

ambos IMIDs y su combinación con Dexametasona, se evaluó la capacidad de estos 

tratamientos de inducir apoptosis en presencia de diferentes inhibidores de caspasas. 

Para ello, incubamos las células durante 60 minutos con los inhibidores de caspasas: Z-

VAD-FMK (inhibidor global de caspasas), Z-IETD-FMK (inhibidor caspasa 8) y Z-

LEHD-FMK (inhibidor caspasa 9) y después añadimos los fármacos Lenalidomida y 

Pomalidomida y Dexametasona  a la dosis y tiempos indicados, como se muestra en la 
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figura 40. Tanto la inhibición global de caspasas como la inhibición de caspasa 8, 

inhiben parcialmente el efecto proapoptótico de Lenalidomida y Pomalidomida, 

indicando, de forma coherente con lo observado en los WB, que el procesamiento 

deriva fundamentalmente de la vía extrínseca de la apoptosis a través de caspasa 8. En 

el caso de la Dexametasona en monoterapia la apoptosis se reduce con el inhibidor 

global de caspasas y con el inhibidor de caspasa 9, lo que nos muestra, igual que ocurría 

en el WB, que la acción de Dexametasona es mediada preferentemente por caspasa 9. 

En las combinaciones de IMIDs con Dexametasona la apoptosis se inhibe con el 

inhibidor global de caspasas, y en menos medida con los inhibidores de caspasa 8 y 9, 

siendo mayor el efecto del inhibidor de caspasa 8. Estos resultados demuestran que la 

apoptosis mediada por esta combinación es el resultado del sinergismo sobre la vía 

extrínseca (caspasa 8) e intrínseca (caspasa 9), y apoyan la utilización conjunta de los 

IMIDs con Dexametasona. 
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Figura 40. Actividad pro-apoptótica de ambos IMIDs con Dexametasona en presencia 
de inhibidores de diferentes caspasas. 

 



Resultados 
 

 

98..........................................................................................................................................................Tesis Doctoral 

Uno de los mecanismos implicados en la vía intrínseca de la apoptosis, es la 

pérdida de potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm),  y la subsiguiente liberación de 

proteínas pro-apoptóticas, por lo que también se analizó el efecto de estas 

combinaciones sobre esta característica. A pesar de que los IMIDs a 1 µM de forma 

individual produjeron solo una leve pérdida de ΔΨm, y que la Dexametasona a la dosis 

empleada de 2 nM  y 5 días no indujo ninguna variación, la combinación de ambos 

fármacos produjo una clara potenciación del efecto, como se observa en la figura 41. El 

procesamiento de la Caspasa 9 y la pérdida de ΔΨm, indican que la vía intrínseca 

mitocondrial es una de las dianas de IMIDs con Dexametasona. 

 

Figura 41. Efecto de ambos IMIDs con Dexametasona a diferentes tiempos en la 
pérdida del potencial de membrana mitocondrial. 
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1.5.2. Análisis del efecto sobre el ciclo celular 

Para estudiar el efecto de Lenalidomida y Pomalidomida sobre el ciclo celular 

tratamos la línea celular MM1S con ambos fármacos a dosis 1 µM durante 5 días. Para 

el estudio de las combinaciones, empleamos Lenalidomida o Pomalidomida a 1 µM 

junto a Dexametasona a 2 nM, a diferentes tiempos: 1, 3 y 5 días.  

 El tratamiento con Lenalidomida y Pomalidomida en monoterapia, indujo un 

aumento progresivo de la fase G0/G1, y de forma paralela un aumento del pico 

apoptótico sub-G0. También se produjo de forma simultánea, un descenso progresivo de 

la fase S de síntesis junto con una disminución de la fase G2/M respecto a las células 

control sin fármaco (Figura 42). 

En las combinaciones de IMIDs con Dexametasona observamos un aumento 

progresivo de la fase G0/G1, más acentuado que en monoterapia, y una disminución de 

las fases S y G2/M a lo largo de los días de tratamiento (Figura 42). 
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Figura 42. Efecto de ambos IMIDs con Dexametasona sobre el ciclo celular de MM1S. 
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Tabla 8. Efecto de ambos IMIDs con Dexametasona sobre el ciclo celular de MM1S. 

Tiempo (días) Poma 1µM 
5dControl

G2/M

S

G0/G1

Sub-G0

23.6

17.8

51.9

18.3

12.1

58.6

20.8

14.5

55.8

27.5

7.91

42.4

6.5610.98.9

21.4

Lena
1µM 5d

Dexa
2nM 5d

Tiempo (días) LD 1d

G2/M

S

G0/G1

Sub-G0

10.3

8.5

62.5

16.6

8.6

60.1

22.4

9.4

48.1

16.414.6

21.2

LD 3d LD 5d Tiempo (días) PD 1d

G2/M

S

G0/G1

Sub-G0

10.1

8.15

67.47

15.9

9.2

64.31

23.8

7.65

51.7

14.310.5

16.2

PD 3d PD 5d

 

 

Se analizaron algunas proteínas implicadas en la regulación del ciclo celular tras 

los tratamientos y, como se muestra en la figura 43, se observó un aumento progresivo 

de P21 y P53, siendo una vez más este efecto mucho más evidente con las 

combinaciones que con los fármacos individuales 154. También se observó un aumento 

de p16 respecto el control, pero sin diferencia entre fármacos individuales y 

combinaciones (Figura 43). 

P53 P53

P21

P16

P21

P16

C L5 D5 LD1 LD3 LD5

Efecto con L, Dx y LD

C P5 D5 PD1 PD3 PD5

P53P53 P53P53

P21P21

P16P16

P21P21

P16P16

C L5 D5 LD1 LD3 LD5C L5 D5 LD1 LD3 LD5C L5 D5 LD1 LD3 LD5 C P5 D5 PD1 PD3 PD5C P5 D5 PD1 PD3 PD5C P5 D5 PD1 PD3 PD5

Efecto con P, Dx y PD

 

Figura 43. Análisis de proteínas implicadas en el ciclo celular mediante WB. 
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1.6. Estudio del Perfil de Expresión Génica 

Con el fin de profundizar en el mecanismo de acción de los IMIDs usados como 

agentes únicos o en combinación con Dexametasona, realizamos estudios de expresión 

génica para conocer las alteraciones inducidas por dichos fármacos a diferentes tiempos. 

Un primer estudio se realizó sobre células MM1S tras 24 horas de tratamiento con 

Lenalidomida 1 µM, Pomalidomida 100 nM, Dexametasona 100 nM, y las 

combinaciones de Lenalidomida más Dexametasona y Pomalidomida más 

Dexametasona; El porcentaje de apoptosis en los fármacos individuales fue del 5, 7 y 10 

% para Lenalidomida, Pomalidomida y Dexametasona respectivamente. El porcentaje 

de apoptosis para las combinaciones fue de un 12 % para Lenalidomida más 

Dexametasona y de un 14 % para Pomalidomida más Dexametasona. 

Utilizando un “fold change” ≥2, Lenalidomida produjo una desregulación de 

únicamente 10 genes, de los cuales 7 estaban sobreexpresados y 3 infraexpresados; 

Pomalidomida desreguló 19 genes (11 aparecieron sobreexpresados y 8 

infraexpresados); mientras que el tratamiento con Dexametasona desreguló 13 genes (10 

sobreexpresados y 3 infraexpresados). La combinación de Lenalidomida más 

Dexametasona indujo la desregulación de 149 genes (102 sobreexpresados y 47 

infraexpresados); mientras que la combinación de Pomalidomida más Dexametasona 

desreguló 95 genes (76 sobreexpresados y 19 infraexpresados). 
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1.6.1. Comparación de los genes  desregulados por Lenalidomida y 

Pomalidomida 

Al contrastar los genes desregulados por Lenalidomida con los genes 

desregulados con Pomalidomida, a tiempos cortos, lo primero que se observa es que 

Pomalidomida desregula casi el doble de genes que Lenalidomida, de los cuales sólo 4 

genes eran comunes, mientras que 6 genes estaban desregulados exclusivamente por 

Lenalidomida y 15 exclusivos de Pomalidomida (Figura 44). 

Figura 44. Representación esquemática de los genes desregulados por el tratamiento de 
IMIDS en monoterapia a tiempos cortos. 

 

Entre los genes comunmente desregulados destaca MYB (Oncogen 

Mieloblastosis) que se encuentra infraexpresado con ambos fármacos con un F.C. de -

2,03. Este gen es regulador de la trascripción con un papel importante en el control de la 

proliferación y diferenciación de las células progenitores hematopoyéticas y su 
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tumorigénesis. IRF-4 (Factor regulador de Interferon 4) (F.C. de -2,02) se infraexpresa 

bajo tratamiento con Lenalidomida y está implicado en funciones biológicas 

importantes en el MM además de ser una nueva diana terapéutica en MM, mientras que 

LGALS-1 (F.C. 2,43), que tiene un efecto negativo sobre la proliferación, se encuentra 

sobreexpresado; por último dos genes implicados en apoptosis como BMF (F.C. 2,17) y 

BLNK (B-cell linker) (F.C. 2,22), se sobreexpresaban con Pomalidomida (Figura 44). 

En un segundo paso se repitió el análisis genómico tras 5 días de incubación con 

Lenalidomida y Pomalidomida a la misma dosis. El objetivo de este experimento era 

estudiar los cambios tardíos inducidos por estos fármacos. El porcentaje de apoptosis 

fue del 20-25% para ambos fármacos. 

Lenalidomida 1 µM  tras 5 días de tratamiento desregula 39 genes mientras que 

Pomalidomida 100 nM  tras 5 días de tratamiento desregula 359 genes. Esto significa 

que Pomalidomida, a tiempos más tardíos, desregula casi 10 veces más genes que 

Lenalidomida. Al comparar los genes desregulados por ambos tratamientos, como 

muestra los diagramas de Venn de  la figura 45, hay 8 exclusivos de Lenalidomida, 328 

de Pomalidomida y 31 genes comunes para ambos tratamientos. 

 

 

Figura 45. Representación esquemática de los genes desregulados por en tratamiento de 
IMIDS en monoterapia a tiempos tardíos.  
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Por tanto, Pomalidomida es capaz de desregular casi todos los genes modificados 

por Lenalidomida y además de otros 300 genes adicionales. 

En relación a los 31 genes alterados en común por ambos IMIDs a 5 días. 

Destaca, de forma interesante, MYB (Oncogen Mieloblastosis) (F.C. -3,86) y que ya se 

encontró desregulado en el experimento realizado tras 1 día de tratamiento. 

De los 8 genes desregulados exclusivamente con Lenalidomida, no existe singún 

gen reseñable de importancia en MM y respecto a los 328 genes desregulados por 

Pomalidomida, encontramos varios genes de con funciones moleculares y celulares 

importantes para el MM, que se resumen en tabla 9. 

 

Tabla 9. Clasificación de los genes desregulados por  Pomalidomida a 5 días de 

tratamiento 

FUNCIONES  

MOLECULARES 

GENES DESREGULADOS EXCLUSIVAMENTE 

POR POMALIDOMIDA (N=328) 
Muerte celular y apoptosis ↑CASP5 ↓RAD51 ↓RRM2 

Ciclo celular ↓AURAK A ↓AURAK B ↓CDC 25 ↓CDC45 ↓CDCA2 ↓CCNF 

↓CCNE1 ↓CCNB1 ↓CHEK2 

Vías Señalización ↓ETS1 ↓ICMA2 ↑RASA1 

Resistencia ↑DKK1 ↑DDX58 ↑NOTCH2 ↑ABCA5 ↑ABCD2 

 

Por último y para establecer un estudio comparativo entre los genes desregulados 

en monoterapia a 1 día y 5 días de tratamiento encontramos únicamente 9 genes 

comunes a ambos tiempos, 3 desregulados por Lenalidomida y 6 por Pomalidomida. El 

único gen con función relevante en la patogenia del Mieloma que  además es alterado 

comúnmente por ambos tratamientos y a los dos tiempos es MYB (Oncogen 

Mieloblastosis) cuya infraexpresión es mayor en los tratamientos de 5 días. 
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1.6.2. Efecto de la Dexametasona en la expresión génica y su aportación a la 

combinación con IMIDs 

Los cambios a nivel genómico inducidos por Dexametasona en células 

mielomatosas han sido previamente estudiados por Chauhan et al y Grennstein et al 119, 

155, por ello nuestro interés se centró en saber qué aporta la Dexametasona cuando se 

combina con IMIDs. 

Como agente único a 100 nM y 24h sobre MM1S, Dexametasona indujo la 

desregulación de 13 genes: 10 sobreexpresados y 3 infraeexpresados. De estos 13 genes 

destacan, CXCR4 (Receptor de citocina 4) (F.C. 2,20) implicado en MM al participar en 

la adhesión de células hematopoyéticas al micromedioambiente; así como FKBP5 

(FK506 proteína de unión) (F.C. 4,38) que tiene un papel importante en 

inmunoregulación. Todos los genes desregulados por Dexametasona como agente único 

se encuentran en las combinaciones de IMIDs más Dexametasona. 

La modificación de 149 genes en la combinación Lenalidomida más 

Dexametasona (102 sobreexpresados y 47 infraexpresados), revela el elevado 

sinergismo de esta combinación, ya que por separado estos agentes farmacológicos sólo 

desregulaban 23 genes. De los 131 genes exclusivos de la combinación, que son los que 

reflejarían el sinergismo de la misma, 112 están mapeados, es decir, se conoce la 

función (Figura 45). 
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Figura 45. Representación esquemática de los genes desregulados por Lenalidomida 
más Dexametasona en comparación con Lenalidomida y Dexametasona por separado. 

 

De igual forma con la combinación de Pomalidomida más Dexametasona, se 

desregulan 95 genes (76 sobreexpresados y 19 infraexpresados). Estos genes indican, 

nuevamente, un elevado sinergismo, ya que como agentes únicos Pomalidomida y 

Dexametasona desregulan solo 19 y 13 genes respectivamente.. De los 72 genes 

exclusivos de la combinación de Pomalidomida con Dexametasona, 70 están mapeados 

(Figura 46). 
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Figura 46. Representación esquemática de los genes desregulados por Pomalidomida 
más Dexametasona en comparación con Pomalidomida y Dexametasona por separado. 

 

1.6.1.1. Comparación entre los genes desregulados por Lenalidomida más 

Dexametasona y Pomalidomida más Dexametasona 

A pesar de que en nuestro estudio, Pomalidomida desregula casi el doble de genes 

que Lenalidomida, cuando estos fármacos se combinan con Dexametasona, el número 

de genes de la combinación con Lenalidomida es más elevado, lo que significa que 

Lenalidomida es más dependiente de Dexametasona para realizar su acción, resultado 

que corrobora lo anteriormente descrito en los estudios “in vivo”.  

Comparando los 112 genes mapeados desregulados por Lenalidomida con 

Dexametasona frente a los 70 de Pomalidomida con Dexametasona, como se observa en 

la figura 47, hay 78 genes exclusivos de Lenalidomida más Dexametasona, 45 comunes 

a ambas combinaciones y 43 exclusivos de Pomalidomida más Dexametasona.  
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Figura 47. Representación esquemática de la comparación de  los genes desregulados 
por Lenalidomida más Dexametasona vs Pomalidomida más Dexametasona. 

 

Como ya se señaló previamente todos los genes desregulados por Dexametasona 

como agente único están incluidos en las combinaciones y por parte de los IMIDs todos 

los genes, excepto HITH2BD, desregulado en exclusiva por Lenalidomida y CCL3 sólo 

por Pomalidomida, se encuentran en las combinaciones. El resto de los genes podemos 

clasificarlos por  las diferentes funciones relevantes en la patología del MM, como se 

observan en tabla 10. 

Tabla 10. Clasificación de los genes más representativos desregulados en la 

comparación LD y PD. 

Funciones 

moleculares 

Exclusivos LD 

78 genes 

Exclusivos PD 

43 genes 

Comunes LD Y PD 

45 genes 
Biología MM ↓IRF4 ↑SELPLG  ↓MYB 

Muerte celular y 

apoptosis 
↓BLM  ↓PBK ↑CAPN2  

↓XRCC2 
↑ANXA4 ↑BNIP3L 

↑SMAD1 
↑BMF ↑CASP4 ↑CLARF 

↑PARP8 ↑TXNIP 

Ciclo celular ↓BLM ↑CDC2 ↓CDK1 
↓KIF20B ↓TIPIN ↓SMC2 

↓MPHOSPH6    ↓HSPA4L 
↑ BTG1 ↓CABLE1  

Vías Señalización ↓TIPIN  ↓MAPK6  ↑LGALS1 

Resistencia ↑ABCB9 ↑GSTM2 ↑STAT2 ↑IGF-1 ↑STAT3 ↑GRN ↑MAP3K5 
↑PTK2B 
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En este apartado remarcaremos los 45 genes que son alterados de forma común 

por las combinaciones de IMIDs con Dexametasona y que indicarían genes específicos 

de la combinación de ambos grupos farmacológicos. Destacan en este grupo el oncogen 

MYB que ya se ha descrito previamente, varios genes implicados en muerte celular que 

se encuentran todos ellos sobreexpresados (BMF, CASP4, CLARF, PARP8, TXNIP) o 

genes que inhiben la proliferación, como LGALS1, que está sobre expresado. Por 

último merece la pena destacar la sobreexpresión de una serie de genes que generan 

resistencia a drogas, como GRN (granulin) (F.C. 2,63) asociado a quimioresistencia, y 

MAP3K5 (Mitogen activated protein kinase 5) (F.C. 3,76) implicado en la vía de 

ERK1/2, vía de proliferación asociada a MM, o PTK2B (protein tyrosine kinase 2β) 

(F.C. 2,71). 
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2. Capítulo II. Combinaciones de IMIDs con otros fármacos utilizados 

en el tratamiento del Mieloma Múltiple 

Para llevar a cabo este estudio, se trató la línea celular MM1S con los IMIDs en 

estudio y con otros fármacos antimieloma, tanto aprobados y usados habitualmente 

(Melfalán, Mafosfamida (metabolito activo de la Ciclofosfamida), Doxorrubicina y 

Bortezomib) como en periodo de investigación (Bendamustina, Carfilzomib y 

Panobinostat) durante 5 días de tratamiento. 

 

2.1. Combinaciones con fármacos convencionales 

Lenalidomida potenció la acción anti-mieloma de Doxorrubicina, Melfalan, 

Mafosfamida y Bortezomib. Los valores de índice de combinación (CI) constatados 

mediante el programa Calcusyn fueron de 0,42, 0,33, 0,95 y 0,49 respectivamente 

(Figura 48). 

Pomalidomida también potenció la acción anti-mieloma de Doxorrubicina, 

Melfalan, Mafosfamida y con Bortezomib con un CI de 0,20, 0,30, 0,75 y 0,45 

respectivamente (Figura 48). 
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Figura 48. Combinaciones dobles de Lenalidomida y Pomalidomida con fármacos 
convencionales. 

 

Posteritomente se analizó el efecto de asociar Dexametasona a las combinaciones 

anteriores. En las combinaciones triples, Lenalidomida potenció la acción de 

Dexametasona con Doxorrubicina, Melfalan, Mafosfamida o con Bortezomib (Figura 

49). Destacando la potenciación de la combinación triple Lenalidomida, Dexametasona 

y Bortezomib. 

Al igual que con Lenalidomida, en las combinaciones triples de Pomalidomida se 

potenciaba la actividad, de todos los fármacos convencionales (Figura 49), 

especialmente para la triple combinación de Pomalidomida, Dexametasona y 

Bortezomib. 
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Figura 49. Combinaciones triples de Lenalidomida y Pomalidomida con fármacos 
convencionales. 

 

2.2. Combinaciones con fármacos e investigación 

Se realizaron también combinaciones con otros fármacos como Bendamustina 

(Clorhidrato de Bendamustina que es un fármaco químicamente relacionado con los 

agentes alquilantes, pero que incorpora un anillo benzimidazólico que otorga a la 

molécula propiedades como análogo de las purinas y presenta una actividad 

bifuncional), Panobinostat (LBH589, inhibidor de Histona Deacetilasa) y Carfilzomib 

(nuevo inhibidor de proteasoma). 

Lenalidomida (100 nM) aumentó la acción anti-mieloma de Bendamustina (5 

mg/ml) y de Carfizomib (0,5 nM) de forma sinérgica, con índices de combinación (CI) 

de 0,68 y 0,27 respectivamente. La combinación con Panobinostat  (2 nM) produjo una 

escasa potenciación siendo el efecto aditivo, con unos valores de índice de combinación 

(CI) de  0,95 (Figura 50). 



Resultados 
 

 

114..........................................................................................................................................................Tesis Doctoral 

Pomalidomida (100 nM) también aumentó la acción anti-mieloma de 

Bendamustina (5 mg/ml), Carfilzomib (0,5 nM) y Panobinostat (2 nM) de forma 

sinérgica, con unos valores del índice de combinación (CI) de 0,61, 0,13, 0,75 

respectivamente, reproduciéndose el mismo efecto de potenciación, ya referido para 

Lenalidomida, en las combinaciones triples (Figura 50).  
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Figura 50. Combinaciones dobles de Lenalidomida y Pomalidomida con fármacos en 
investigación. 

 

En todas las combinaciones triples de Lenalidomida y Pomalidomida más 

Dexametasona con estos nuevos fármacos en investigación se observa una potenciación 

del efecto respecto a las dobles (Figura 51). Sin embargo, destacó por su elevado efecto 

la combinación triple de IMIDs y Dexametasona más Carfilzomib. 
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Figura 51. Combinaciones triples de Lenalidomida y Pomalidomida con fármacos en 
investigación. 

 

Como se puede observar, los índices de combinación, de las combinaciones 

farmacológicas dobles son menores cuando empleamos Pomalidomida que 

Lenalidomida, es decir, el sinergismo es mayor con el primer fármaco, y lo mismo se 

observó en las combinaciones triples. 

 

2.3. Combinaciones de ambos IMIDs más Dexametasona más Bortezomib 

en células procedente de pacientes 

Por último testamos las combinación triple IMIDs, con Dexametasona y 

Bortezomib, de especial interés por ser una combinación muy empleada actualmente en 

la clínica y de elevada potencia en los estudios “in vitro” anteriormente expuestos, en 
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células procedentes de siete pacientes con MM. El estudio se realizó con la técnica de 

Anexina-V. 

La combinación doble de Lenalidomida más Dexametasona y Lenalidomida más 

Bortezomib aumentó la acción anti-mieloma respecto a los agentes individuales. Sin 

embargo, la triple combinación de Lenalidomida, Dexametasona y Bortezomib tenía 

mayor efecto que las combinaciones dobles, siendo especialmente relevante en los 

pacientes 1, 5 y 7 (Figura 52). 
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Figura 52. Combinación triple de Lenalidomida, Dexametasona y Bortezomib en 
células de pacientes. 

 

El mismo patrón pero con mayor evidencia se objetivó con Pomalidomida (Figura 

53).  
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Figura 53. Combinación triple de Pomalidomida, Dexametasona y Bortezomib en 
células de pacientes. 

 

De nuevo, todas las combinaciones con Pomalidomida tienen un mayor efecto 

sobre la célula de pacientes, incluidos la potencia individual y la capacidad de 

potencianción “in vitro” de este fármaco. 
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3. Capítulo III: Análisis “in vivo” de las características de la resistencia 

adquirida a las combinaciones de IMIDs + Dexametasona 

3.1. Generación de un modelo “in vivo” de resistencia adquirida a fármacos 

anti-mieloma 

Con el fin de dar respuesta a este objetivo del presente trabajo, desarrollamos un 

modelo “in vivo” de resistencia adquirida a fármacos antitumorales en nuestro modelo 

de plasmocitoma subcutáneo humano en ratones inmunocomprometidos. Para ello, 

como se ha descrito en detalle en el apartado de material y métodos, inyectamos de 

forma subcutánea en el flanco de ratones CB17-SCID, 3x106 células MM1S en 

Matrigel®. Una vez que el tumor se hizo palpable los ratones fueron randomizados a 

recibir las diferentes combinaciones de fármacos. En concreto los grupos de tratamiento 

fueron: 

- Control (tratados con vehículo). n=5 

- LD: Lenalidomida (25 mg/Kg L-V) + Dexametasona (1 mg/Kg L-M). n=15 

- PD: Pomalidomida (5 mg/Kg L-V) + Dexametasona (1 mg/Kg L-M). n=15 

- Tratamiento alternante con LD-PD (cambio semanal): n=10 (cinco empezando 

con LD y 5 empezando con PD) 

Los fármacos fueron administrados de forma intraperitoneal y de forma continua 

según el esquema de tratamiento mencionado, hasta que el ratón tuvo que ser 

sacrificado por el elevado volumen tumoral o por los efectos tóxicos del tratamiento. 

Con el fin de evaluar el tiempo hasta la progresión (TTP) o para definir el momento de 
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cambio de tratamiento en los tumores resistentes, se consideró de forma arbitraria 

progresión de la enfermedad cuando el volumen tumoral sobrepasó los 1.700 mm3.  

3.1.1 Demostración de la Resistencia “in vivo” a las combinaciones de 

IMIDs más Dexametasona 

De forma similar a lo referido en la parte de la actividad “in vivo” de las 

combinaciones LD y PD, dichos tratamientos consiguieron controlar el crecimiento 

tumoral durante aproximadamente 30 días, sin embargo a partir de este momento, y a 

pesar de continuar el tratamiento con dichas combinaciones, los tumores comenzaron a 

crecer, lo que indica la aparición de resistencias adquiridas a esos tratamientos (Figura 

33). 

Con el fin de demostrar que estos tumores habían desarrollado esta resistencia se 

realizó un análisis del patrón de crecimiento tumoral en los ratones control y los 

tratados con LD y PD a partir de que el tumor alcanzó los 500 mm3. Como se observa 

en la figura 54, los tumores tratados tardaron significativamente más en llegar a un 

volumen de 500 mm3 (TT500 de 8 vs 42 vs 53 para los ratones control vs LD vs PD, 

con p=0.01 para LD y p=0.001 para PD en comparación con el control). 
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Figura 54. Tiempo hasta llegar a un volumen tumoral de 500 mm3 (TT500) en los 
diferentes grupos de tratamiento. 

 

Sin embargo, una vez que llegaron a ese volumen, la velocidad de crecimiento 

tumoral en comparación con los controles fue similar o incluso superior para los 

tratados, a pesar de seguir bajo tratamiento, lo que indica la aparición de una resistencia 

completa a los tratamientos administrados (Figura 55). 

Figura 55. Cinética de crecimiento tumoral de los diferentes grupos de tratamiento una 
vez que los tumores llegan a 500 mm3 

 



Resultados 
 

 

Tesis Doctoral                                                                                                                                                          121 

3.1.2 Demostración “ex vivo” de la resistencia generada en el modelo “in 

vivo” 

Para confirmar la resistencia observada “in vivo”, algunos ratones fueron 

sacrificados una vez que el tumor fue completamente resistente y las células extraídas 

de dichos tumores fueron puestas en cultivo y tratadas “ex vivo” con Lenalidomida (10 

µM) + Dexametasona (10 nM) o con Pomalidomida (10 µM) + Dexametasona (10 nM) 

durante 5 días, y la apoptosis celular fue analizada por citometría de flujo tras marcaje 

con Anexina V. Además, como controles, también se cultivaron y trataron de la misma 

manera, células procedentes de tumores no tratados (control) y células de tumores que 

estaban siendo sensibles al tratamiento. Para conseguir estos últimos, tumores grandes 

que habían crecido sin tratamiento, cuando alcanzaron un determinado volumen (1.700 

mm3), empezaron a ser tratados con ambas combinaciones. Tras 5-10 días de 

tratamiento se observó una respuesta del tumor, y, en este momento, fueron extraídos 

como células bajo tratamiento y sensibles al mismo (sensibles).  

Este experimento “ex vivo” confirmó el desarrollo de una resistencia, al menos 

parcial, de estos tumores a los tratamientos administrados ya que mientras el tratamiento 

“ex vivo” indujo una apoptosis en células controles y sensibles de en torno a un 70% en 

el caso de LD y de un 80-90% en el caso de PD, en las células de tumores considerados 

resistentes a cada uno de ellos, ambos tratamientos únicamente indujeron un 40% de 

muerte  celular (Figura 56). 
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Figura 56. Análisis de la sensibilidad/resistencia “ex vivo” a LD y PD en células 
extraídas de tumores resistentes “in vivo” a LD y PD respectivamente. 

 

3.2. Ausencia de resistencias cruzadas entre Lenalidomida + Dexametasona 

y Pomalidomida + Dexametasona 

Otro de las experimentos planteados era confirmar si existía resistencia cruzada 

entre LD y PD, o dicho de otra forma, si el tratamiento con PD es capaz de rescatar la 

resistencia adquirida a LD y viceversa.  

Para tratar de resolver esta cuestión, a algunos tumores (n=10 para cada uno de 

los tratamientos) que estaban siendo tratados con cada una de las combinaciones, una 

vez que desarrollaron resistencia al tratamiento administrado y llegaron a un volumen 

de 1.700 mm3, se les cambió el tratamiento a la combinación alternativa a la que estaban 

recibiendo, es decir, aquellos que ratones con tumores resistentes a LD fueron tratados 

con PD y viceversa. Las figuras 57 y 58 representan de forma general la evolución de 

algunos tumores representativos de la evolución del volumen tumoral tras el cambio de 
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tratamiento a LD (Figura 58) o a PD (Figura 57), donde se puede observar que dichos 

cambios de tratamiento son capaces de controlar el crecimiento de los tumores 

resistentes. El análisis detallado de la respuesta en dichos tumores se realizará en los 

apartados siguientes. 
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Figura 57. Evolución del volumen tumoral de 5 tumores resistentes a LD y que pasaron 
a ser tratados con PD. 
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Figura 58. Evolución del volumen tumoral de 5 tumores resistentes a PD y que pasaron 
a ser tratados con LD. 
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3.2.1 PD y LD son capaces de vencer la resistencia adquirida “in vivo” a la 

combinación alternativa 

Con el fin de analizar mejor la eficacia de los cambios de tratamiento se realizó 

un análisis del crecimiento del volumen tumoral desde que los tumores llegaron a 1.700 

mm3 (punto en que se cambió el tratamiento a la combinación alternativa). Así, mientras 

que los tumores que una vez llegados a este punto siguieron siendo tratados con la 

misma combinación a la que eran resistentes, presentaron un crecimiento tumoral rápido 

y exponencial, aquellos ratones en los que se cambió el tratamiento estabilizaron o 

incluso disminuyeron el tamaño del plasmocitoma. Este efecto se observó tanto para los 

tumores resistentes a LD que pasaron a recibir PD (Figura 59) como para los tumores 

resistentes a PD que pasaron a recibir LD (Figura 60). 

 

Figura 59. Evolución del crecimiento tumoral de los tumores resistentes a LD que 
continuaron tratamiento con LD o que cambiaron a PD. 
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Figura 60. Evolución del crecimiento tumoral de los tumores resistentes a PD que 
continuaron tratamiento con PD o que cambiaron a LD. 

 

 

 Esto indica que, dado que la Dexametasona es idéntica en ambas 

combinaciones, Lenalidomida y Pomalidomida, cuando se combinan con el esteroide 

presentan mecanismos de actuación, al menos en parte, diferentes y no presentan 

resistencias cruzadas entre sí. 

 

3.2.2. Confirmación “ex vivo” de la ausencia de resistencia cruzada entre 

ambos IMIDs en combinación con dexametasona demostrada en el modelo “in 

vivo” 

Como se ha indicado previamente (apartado 3.2), aquellas células procedentes 

de tumores extraídos de ratones control, sensibles al tratamiento y resistentes a los 

mismos, fueron incubados “ex vivo” con las combinaciones en estudio y, como ya ha 
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sido demostrado, este experimento confirmó la resistencia a LD a PD. 

Simultáneamente, las células resistentes a una combinación fueron también incubadas y 

tratadas con la combinación alternativa para analizar si era posible reproducir en este 

escenario la ausencia de resistencias cruzadas. El tratamiento “ex vivo” con PD fue 

capaz de revertir parcialmente la resistencia adquirida “in vivo” a LD (Figura 62), la 

situación opuesta no se observó, es decir, LD no fue capaz de revertir la resistencia a PD 

(Figura 61).  
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Figura 61. Análisis de la sensibilidad “ex vivo” de células resistentes “in vivo” a LD 
(izquierda) o PD (derecha) al tratamiento con LD. 
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Figura 62. Análisis de la sensibilidad “ex vivo” de células resistentes “in vivo” a LD 
(izquierda) o PD (derecha) al tratamiento con PD. 

 

Esto discordancia entre los experimentos “in vivo” y “ex vivo” en cuanto a la 

reversibilidad de la resistencia a PD por LD podría ser explicada por dos motivos: en 

primer lugar por una diferencia de dosis, ya que en los experimentos “in vivo” se han 

utilizado dosis 5 veces superiores para lenalidomida (que se han calculado como dosis 

equivalentes de ambos fármacos) mientras que en el tratamiento “ex vivo” se han 

utilizado las mismas dosis para ambos (10 µM). Una segunda explicación sería, que 

como se discute más adelante, en el tratamiento “in vivo” entran en juego muchos otros 

mecanismos diferentes a los observados en cultivo.  
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3.2.3.  PD es más potente en cuanto a reversión de la resistencia a LD que la 

situación contraria 

Ya ha sido mencionado previamente que PD es ligeramente más potente que LD 

en los estudios “in vitro” y, esta diferencia se hace más pronunciada en los estudios en 

el modelo animal. Con estos antecedentes se estudió también si esta ventaja en la 

potencia de PD con respecto a LD se mantenía en los experimentos en los que ambos 

tratamientos revirtieron la resistencia generada frente al otro. Al comparar las gráficas 

del perfil de crecimiento de los tumores tras el cambio de tratamiento se observa que el 

cambio a PD es capaz de controlar mejor el volumen tumoral que el cambio a LD 

(figura 63).  

 

Figura 63. Comparación del crecimiento tumoral de los tumores tras el cambio a PD o 
tras el cambio a LD. 

 

Estas diferencias que se observan gráficamente se analizaron también, buscando 

si había diferencias estadísticamente significativas en términos de control o disminución 

del volumen tumoral y en términos de TTP en los grupos en que se cambió al 
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tratamiento a PD frente a los que se cambió a LD. Así, PD consiguió una respuesta 

significativamente superior en términos de máxima respuesta alcanzada (medida en 

cuanto al % de volumen del tumor con respecto al cambio de tratamiento) en 

comparación a los ratones cambiados a LD (90% vs 75% p=0.005) (figura 64).  
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Figura 64. Máxima respuesta alcanzada en términos de % del volumen inicial en ratones 
resistentes a PD y tratados con LD y en ratones resistentes a LD tratados con PD. 

 

De igual forma, si evaluamos el TTP en amos grupos de ratones se observa que 

los ratones a los que se les cambió en tratamiento a PD disfrutaron de un mayor TTP 

con diferencias estadísticamente significativas.  
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Figura 65. TTP de ratones resistentes a PD y tratados con LD y en ratones resistentes a 
LD tratados con PD 

 

3.2.4. Estudio de la eficacia de un tratamiento alternante con Lenalidomida 

+ Dexametasona y Pomalidomida + Dexametasona 

La capacidad de cada una de las combinaciones de revertir la resistencia 

adquirida a la contraria y la consecuente diferencia en sus mecanismos de acción y 

resistencia, condujo a plantear la hipótesis de que quizá un tratamiento consistente en la 

administración de LD y PD de forma alternante (una semana cada uno), podría retrasar 

la aparición de resistencias.  

Para confirmar esta hipótesis, un grupo de ratones (n=10), fue tratado desde el 

inicio con este esquema de tratamiento; la mitad de esos ratones inició la primera 

semana con LD y la otra mitad inició con PD. 
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Como se observa en la figura 66 no se observaron diferencias en la evolución del 

volumen tumoral entre los ratones tratados de forma continua con las combinaciones en 

estudio y los ratones tratados con ambas combinaciones de forma alternante. 

 

Figura 66. Comparación de la evolución del crecimiento tumoral en ratones tratados de 
forma continua con LD y PD y aquellos tratados de forma alternante con dichas 

combinaciones. 

 

Esta ausencia de ventajas en la disminución o enlentecimiento de la velocidad de 

crecimiento tumoral se correlacionó con una ausencia de ventaja en el TTP de los 

tratamientos alternantes. 
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Figura 67. Comparación del TTP de los ratones tratados de forma continua con LD y 
PD y de los tratados de forma alternante con dichas combinaciones. 

 

Es interesante observar que, aunque las diferencias no son estadísticamente 

significativas entre los diferentes grupos, parece que la eficacia de los tratamientos 

alternantes dependen, fundamentalmente, de qué combinación ha sido administrada en 

primer lugar; así, la gráfica de LD/PD es muy similar a la del tratamiento continuado 

con LD mientras que la gráfica de PD/LD se asemeja a la de PD. 

3.3. Estudio de la potencial reversibilidad de la resistencia a las 

combinaciones de IMIDs más dexametasona tras un periodo de lavado sin el 

tratamiento 

3.3.1. La resistencia generada a LD y PD es reversible tras un periodo sin 

recibir dicho tratamiento 

Como se puede deducir de las gráficas de los apartados anteriores, tras un 

periodo de sensibilidad inicial al segundo tratamiento administrado tras el primer 
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cambio, los ratones volvieron a desarrollar resistencias a ese segundo tratamiento, por lo 

que en este momento cada uno de dichos ratones ha desarrollado resistencia a las dos 

combinaciones. Una vez que los ratones han generado resistencia al segundo 

tratamiento, fueron tratados de nuevo con la combinación utilizada inicialmente y a la 

que habían sido previamente resistentes. Sorprendentemente, todos estos ratones que 

recibieron un segundo cambio de tratamiento, mostraron, nuevamente sensibilidad al 

tratamiento al que habían sido previamente resistentes (Figura 68).  

Figura 68. Comparación del crecimiento tumoral de los tumores tras el segundo cambio 
a PD o a LD. 

 

Esto estaría indicando que la resistencia completa que se observó inicialmente en 

dichos ratones, es reversible tras un periodo de lavado sin la combinación administrada. 

Este periodo de lavado está representado en este experimento por los, 

aproximadamente, 20-30 días que los ratones son tratados con la combinación 

alternativa. Además, esta transitoriedad de la resistencia a pesar de seguir siendo 

tratados, aunque esta vez con la combinación alternativa de IMID + Dexametasona, 
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refuerza la idea planteada previamente de los diferentes mecanismos de actuación de 

Lenalidomida y Pomalidomida. 

 

3.3.2. PD muestra nuevamente mayor potencia que LD en el segundo cambio 

de tratamiento 

De forma similar a lo observado en el apartado anterior, a pesar de que la gráfica 

del grupo de ratones tratados con LD-PD-LD sólo pudo ser representado hasta el día 10 

debido al sacrificio de uno de los ratones, se puede inferir una mejor actividad de los 

ratones tratados con Pomalidomida + Dexametasona que los tratados con Lenalidomida 

+ Dexametasona en este momento (Figura 68). El análisis estadístico en cuanto a 

máxima respuesta (Figura 69) y en cuanto a TTP (Figura 70) confirmaron de nuevo esta 

diferencia que fue estadísticamente significativa.  

 

p=0.003

LD PD
0

25

50

75

100

M
áx

im
a R

es
pu

es
ta

  (%
 I

ni
cia

l d
e V

ol
um

en
)

n=5 n=5

S

S

 

Figura 69. Máxima respuesta alcanzada en términos de % del volumen inicial en ratones 
tratados con PD y LD en un segundo cambio de tratamiento. 
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Figura 70. TTP de ratones tratados con PD y LD en un segundo cambio de tratamiento 

 

3.3.3. Confirmación “ex vivo” de la reversibilidad de la resistencia 

observada en los experimentos “in vivo” 

Los experimentos “in vivo” no permiten un periodo de lavado totalmente libre 

de tratamiento (sino que los ratones deben recibir la combinación alternativa) ya que 

una vez que los ratones desarrollan resistencia, el crecimiento tumoral es exponencial y 

los ratones sin tratamiento deben ser sacrificados por el volumen del tumor en pocos 

días. Sin embargo este experimento de lavado sin ningún tratamiento sí puede ser 

realizado “ex vivo” en células en cultivo. Para ello, utilizamos el mismo experimento ya 

referido en el apartado 3.1.2, en que se extrajeron células tumorales de ratones con 

plasmocitomas resistentes y se pusieron en cultivo, observándose que dichas células 

también eran resistentes al tratamiento con dichas combinaciones “ex vivo”. Algunas de 

esas células resistentes a LD o a PD fue mantenida en cultivo en medio sin la presencia 

de fármaco y la sensibilidad a los tratamientos fue analizada tras 7, 14 y 21 días en 
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cultivo. Tras cada uno de esos tiempos, las células inicialmente resistentes fueron 

tratadas durante 5 días con la combinación a la que habían desarrollado resistencia y el 

porcentaje de muerte celular fue analizado por Anexina V por citometría de flujo. Como 

se observa en la figura 71, las células que habían desarrollado resistencia a LD en el 

modelo murino, recuperaron parcialmente la sensibilidad tras 7 días en cultivo. Algo 

similar sucedió en las células resistentes a PD, aunque en este caso, la pérdida de la 

resistencia fue más progresiva y se observa una progresión de los 7 a los 14 y a los 21 

días.  

 
a) b)

 

Figura 71. Análisis de la sensibilidad/resistencia “ex vivo” de las células que habían 
desarrollado resistencia “in vivo” a LD o a PD.  

a)  Sensibilidad “ex vivo” a LD de células resistentes “in vivo” a dicha combinación. 

b) Sensibilidad “ex vivo” a PD de células resistentes “in vivo” a dicha combinación. 

Condiciones del tratamiento: Pomalidomida y Lenalidomida 10 µM y Dexametasona 10 

nM para 5 días de tratamiento. 
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3.3.4. Comparación de la eficacia a LD o a PD tras los sucesivos cambios de 

tratamiento 

Por último en esta parte, se planteó si los diferentes cambios de tratamiento o 

retratamientos incidían de forma negativa en la efectividad de dichas combinaciones, es 

decir, si la eficacia de los tratamientos iba disminuyendo progresivamente con las 

cambios de tratamiento y con el desarrollo de resistencias. Para responder a esta 

hipótesis se analizó para cada una de las combinaciones (LD y PD) la evolución gráfica 

(Figura 72), la respuesta máxima alcanzada (Figura 73), y el TTP (Figura 74) tras el 

primer cambio de tratamiento y tras el segundo cambio de tratamiento.  

Como se puede observar en las figuras, de forma gráfica y también de forma 

estadística (ya que no hubo diferencias significativas), los diferentes cambios de 

tratamiento, en este modelo, no promovieron una pérdida de sensibilidad a las 

combinaciones estudiadas.  
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Figura 72. Evolución comparativa del crecimiento tumoral tras el primer y segundo 
cambios de tratamiento a LD o a PD. 
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Figura 73. Comparación de la máxima respuesta a LD y a PD tras el primer y segundo 
cambios de tratamiento. 
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Figura 74. Comparación del TTP de LD y de PD tras el primer y segundo cambios de 
tratamiento. 
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4. Capítulo IV: Análisis “in vivo” de los mecanismos asociados al 

desarrollo de la resistencia adquirida a las combinaciones de IMIDs  + 

dexametasona 

Una vez demostrada la resistencia a las combinaciones LD y PD en el modelo 

murino de plasmocitoma subcutáneo y tras definir algunas de sus características, nos 

planteamos estudiar algunos de los mecanismos responsables de la misma. Para ello se 

realizaron numerosos estudios biológicos en células extraídas de los tumores que habían 

desarrollado resistencias. En primer lugar se realizaron estudios de citometría de flujo 

para valorar los posibles cambios fenotípicos asociados al desarrollo de resistencia. 

Asimismo se analizaron mediante Western-Blot diferentes vías de señalización 

implicadas en supervivencia celular y en resistencia a fármacos para ver su estado en las 

células resistentes; y, por último se analizó el perfil de expresión génica de los tumores 

sensibles frente a los resistentes.   

4.1 Análisis del perfil fenotípico de los tumores resistentes 

La caracterización inmunofenotípica, realizada por citometría de flujo 

multiparamétrica, demostró que no existían diferencias significativas de fenotipo, para 

los anticuerpos utilizados, entre la línea celular MM1S original , las células extraídas de 

plasmocitomas de los ratones no tratados (ratones control) y de los resistentes a las 

combinaciones de Lenalidomida o Pomalidomida más Dexametasona, como se observa 

en la figura 75. 
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Figura 75. Análisis del perfil fenotípico de las células preimplantación, de los 
plasmocitomas no tratados y de los tumores resistentes. 

 

4.2. Estudio del papel de la activación de vías de señalización (vía de 

MEK/ERK) en el desarrollo de resistencias a IMIDs más dexametasona 

Como se ha mencionado, otro de las estrategias utilizadas para intentar 

determinar los mecanismos involucrados en la emergencia de resistencias adquiridas al 

tratamiento con IMIDs + Dexametasona fue analizar mediante Western-Blot la 

activación de dos de las vías de señalización más importantes en la patogenia del MM, 

como son PI3K/AKT/mTOR y MEK/ERK. El estado de estas vías se analizó en células 

procedentes de tumores no tratados (controles); de tumores tratados y sensibles a las 

combinaciones; y de tumores resistentes a dichos tratamientos. Así, aunque se observó 

algún cambio en la fosforilación de AKT entre los tumores controles, sensibles o 

resistentes a los tratamientos (Figura 76), dicho cambio es muy sutil, lo que sugiere que 
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dicha vía no juega un papel importante en la actividad de las combinaciones de IMIDs + 

Dexametasona en nuestro modelo.  

Sensibles

Poma

Resistentes 

Poma

S0 S1 S3 R0 R1 R3S0 S1 S3 R0 R1 R3

Resistentes 

Lena

Sensibles

Lena

Controles

No ttmm

C0 C3C1
p-AKT (Ser 473)

60KDa  

Figura 76. Western-Blot de p-AKT en tumores controles, sensibles a LD o PD y 
resistentes a LD o PD. 

 

Sin embargo, al analizar la vía de MEK/ERK, se observó una importante 

disminución de la fosforilación de ERK 1/2 tras el tratamiento con ambas 

combinaciones, indicando que la acción de estas combinaciones está relacionada con un 

descenso en la actividad de esta vía de proliferación (Figura 77). Sin embargo, lo que 

resultó más interesante fue que la generación de resistencia en los plasmocitomas se 

asoció a un aumento muy importante en la fosforilación de pERK 1/2 en las células de 

los ratones tratados y resistentes a la combinación de Pomalidomida + Dexametasona 

(Figura 77). Por el contrario, aunque pERK 1/2 sí aumento en las células resistentes a 

Lenalidomida + Dexametasona, esta fosforilación fue muy inferior a la observada en PD 

y no sobrepasó la situación basal (tumores control) por lo que no parece decisiva en la 

generación de resistencias a la combinación de LD. 
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Figura 77. Western-Blot de diferentes componentes de la vía de MEK/ERK en tumores 
controles, sensibles a LD o PD y resistentes a LD o PD. 

 

Posteriormente, se analizó el estado de activación de otras proteínas situadas por 

encima de p-ERK 1/2 en dicha vía de señalización. Estos estudios demostraron que, en 

línea con lo anterior existe un importante incremento en la fosforilación de MEK y RAF 

en todos ellos (Figura 77).  

Estos resultados sugieren que la sobreexpresión de la vía de MEK/ERK parece 

ser un mecanismo específico de resistencia a la combinación de Pomalidomida + 

Dexametasona, sin que parece que sea relevante en la combinación LD. Para 

profundizar en este mecanismo, se realizaron combinaciones “in vitro” de LD y PD con 

un inhibidor comercial de la actividad quinasa de p-MEK (PD98059) a 3 y 5 días de 

tratamiento. Como se puede observar en las figura 78 y 79, la inhibición de esta vía 

potenció de forma la actividad de la combinaciones de Lenalidomida + Dexametasona y 

de Pomalidomida + Dexametasona a ambos tiempos de tratamiento, siendo este efecto 

particularmente marcado en el caso de las combinaciones con Pomalidomida en 

comparación con las que incluyeron Lenalidomida.  
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Figura 78. Combinaciones de IMIDs y Dexametasona más PD98059 a 3 días de 

tratamiento  

 

Figura 79. Combinaciones de IMIDs y Dexametasona más PD98059 a 5 días de 
tratamiento  
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4.3. Evaluación de los cambios en el perfil de expresión génica de los 

tumores sensibles a Lenalidomida ó Pomalidomida más Dexametasona frente a su 

contrapartida resistente 

Se analizó el perfil de expresión génica de las células extraídas de los 

plasmocitomas correspondientes a ratones sensibles al tratamiento con Lenalidomida 

más Dexametasona y Pomalidomida más Dexametasona (objetivada la sensibilidad por 

la reducción del tamaño tumoral), así como de las células procedentes de tumores de 

ratones resistentes (objetivados por el crecimiento exponencial del tumor a pesar de 

estar bajo tratamiento) y de las células tumorales de ratones control (sin tratamiento 

farmacológico) (Figura 80). El objetivo de este estudio era investigar si el transcriptoma 

de las células extraídas de los plamocitomas resistentes al tratamiento era diferente del 

que presentaban las células procedentes de los plasmocitomas sensibles, comparando 

siempre estas dos situaciones con el estado del transcriptoma de las células en situación 

basal, es decir no expuestas a los fármacos.   

 
 

Figura 80. Esquema del análisis realizado de los cambios a nivel genómico entre los 
tumores sensibles y resistentes a Lenalidomida más Dexametasona y Pomalidomida 

más Dexametasona así como en tumores control sin tratamiento. 

 
 



Resultados 
 

 

Tesis Doctoral                                                                                                                                                          145 

4.3.1. Análisis del perfil de expresión génica de las células sensibles y 

resistentes al tratamiento con Lenalidomida más Dexametasona 

Para averiguar las diferencias significativas en la expresión génica entre las 

células sensibles, las resistentes y las células control se realizó un análisis supervisado 

mediante el algoritmo SAM. La primera comparación se realizó entre las células 

sensibles y las resistentes a Lenalidomida-Dexametasona (SLD y RLD, 

respectivamente) detectándose 42 genes desregulados (todos ellos sobreexpresados en 

SLD con respecto a RLD). Cuando se realizó el segundo contraste que comparó las 

SLD frente a las células de tumores control, sin tratamiento (CLD), se identificaron 22 

genes desregulados (17 sobreexpresados y 5 infraexpresados en las SLD). En tercer 

lugar, en el contraste entre las RLD y CLD sólo había 9 genes con diferencias 

significativas en su nivel de expresión (8 sobreexpresados y 1 infraexpresado en las 

RLD respecto a CLD). Al cruzar las tres comparaciones entre sí, se observó que 

solamente existían 7 genes comunes a la primera y segunda comparación, (SLD vs RLD 

y SLD vs CLD), como se observa en los diagramas de Venn representados en la figura 

81. 



Resultados 
 

 

146..........................................................................................................................................................Tesis Doctoral 

 

Figura 81. Diagramas de Venn para las muestras Control, Sensibles y Resistentes a LD. 

 

Tal y como se muestra en la figura 82 estos 7 genes comunes a ambas 

comparaciones mostraban un nivel de expresión aumentado significativamente en las 

células SLD, mientras que se mantenía igual en las células RLD y CLD. Estaríamos por 

tanto hablando de genes asociados exclusivamente a la sensibilidad al tratamiento de 

Lenalidomida más Dexametasona. 
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Figura 82. Genes desregulados Exclusivamente por el tratamiento de Lenalidomida con 
Dexametasona. 

 

De los 7 genes sobreexpresados en las células SLD, destaca por su importancia 

biológica en el MM, IFTM1 (interferon induced transmembrane protein 1) que juega un 

papel clave en la acción antiproliferativa de IFN-γ, ya sea inhibiendo la activación de 

ERK o mediante la parada de células en fase G1 de una manera dependiente de P53.  

El escaso número de genes desregulados nos ha impedido realizar un análisis 

funcional capaz de integrarlos en rutas biológicas potencialmente implicadas en la 

patogenia del MM. 

El análisis no supervisado de las 16.000 sondas incluidas en el estudio, tanto el 

realizado mediante MDS (Multidimensional Scaling) en 2 y 3 dimensiones (2D y 3D 

respectivamente) como por medio de clúster jerárquico, no logró identificar un 

agrupamiento de las muestras en función de la sensibilidad o resistencia al tratamiento, 
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tal y como se muestra en la figura 83. Esto indicaría que las diferencias en la expresión 

génica entre las tres clases (SLD, RLD y CLD) no es lo suficientemente marcada como 

para que un análisis sin información "a priori" consiga crear una estructura con los 3 

grupos claramente separados. 

 

Figura 83. Análisis estadístico no supervisado de las muestras control, sensibles y 
resistentes a LD. 
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4.3.2. Análisis del perfil de expresión génica de las células sensibles y 

resistentes al tratamiento con Pomalidomida más Dexametasona 

Siguiendo los mismos pasos que en el apartado anterior, en primer lugar se 

realizó un análisis supervisado de los datos de expresión génica. El primer contraste, 

entre células sensibles y resistentes a Pomalidomida (SPD y RPD, respectivamente), 

reveló la existencia de 1565 genes expresados diferencialmente (270 genes 

sobreexpresados y 1.295 infraexpresados en SPD con respecto a RPD). Al realizar la 

segunda comparación de las SPD frente a las células control sin tratamiento (CPD) se 

identificaron 194 genes desregulados en las SLD (99 sobreexpresados y 95 

infraexpresados). En tercer lugar, en la comparación entre las RLD y CLD sólo había 30 

genes con expresión significativamente diferente (24 sobreexpresados y 6 

infraexpresados en las RPD respecto a CPD). Al cruzar todas las comparaciones entre 

sí, tal y como se muestra en los diagramas de Venn de la figura 84, se observó un 

solapamiento en 166 genes comunes entre la primera y segunda comparación, 11 genes 

comunes entre la primera y tercera comparación y 2 genes entre la segunda y tercera.  

 



Resultados 
 

 

150..........................................................................................................................................................Tesis Doctoral 

 

Figura 84. Diagramas de Venn para las muestras control, sensibles y resistentes a PD. 

 

Los 166 genes comunes a la comparación primera y segunda, de nuevo, 

representan genes que se desregulan (a veces sobreexpresados y otras infraexpresados),  

con el tratamiento pero que vuelven a la situación basal (CPD) tras el desarrollo de 

resistencia (RPD) (Figura 85). 

 



Resultados 
 

 

Tesis Doctoral                                                                                                                                                          151 

 
Figura 85. Genes desregulados comúnmente entre la primera y segunda comparación. 

 

En la tabla 11 se destacan las funciones moleculares y celulares más relevantes en 

las que se agrupan algunos de estos 166 genes que están asociados a sensibilidad a PD. 

Tabla 11. Funciones moleculares de algunos de los 166 genes comunes SPDvRPD vs 

SPDvCPD. 

Genes implicados en: FUNCIONES MOLECULARES Y CELULARES 

Con un grado de significación p<0,05 

- Desarrollo celular:  8 genes  (↑EGR1, ↑ITGAV, ↑NR4A2, ↓PRKCA) 

- Muerte celular: 5 genes  (↑ITGAV, ↑NR4A2,  ↑NR4A1) 

- Crecimiento y proliferación celular: 18 genes  (↑EGR1, ↑DUSP4, ↓PRKCA, ↓EIF4B). 

 

Teniendo en cuenta que sólo 30 genes discriminaban entre las células RPD y 

CPD (Figura 84), podemos asumir que a nivel de expresión las células RPD y CPD son 

muy similares. Si esta afirmación es correcta, puede resultar difícil entender que en la 

comparación SPD frente a RPD se desregulen hasta 1565 genes cuando en la 

comparación SPD frente a CPD únicamente se desregulan 194 genes. Sin embargo, 
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cuando se analizó el comportamiento de los genes que diferenciaban SPD de RPD, de 

manera individualizada y en las 3 situaciones experimentales, se observó que muchos de 

los genes que disminuían o aumentaban significativamente en las SPD con respecto a 

las RPD también lo hacían al compararlo con los controles, si bien, en menor medida 

por lo que no se alcanzaba la significación estadística. Las gráficas de las figuras 86 y 

87 ilustran claramente este hecho y la semejanza entre RPD y controles a diferencia del 

patrón génico de las SPD. Por tanto, al igual que ocurría con lenalidomida las células 

tumorales resistentes presentan un perfil génico muy parecido a las células tumorales sin 

tratar.  

Figura 86. Genes desregulados diferencialmente entre SPD y RPD 
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Figura 87. Genes desregulados diferencialmente entre SPD y CPD. 

 

El análisis no supervisado mostró que, a diferencia de lo que ocurría en el caso 

de lenalidomida más dexametasona, había una separación nítida entre las células 

procedentes de SPD, RPD y CPD, como se observa en el MDS en 2D y 3D. Mediante el  

análisis de "clustering" jerárquico se apreció que las muestras SPD se separaban en una 

rama independiente de la que contenía las RPD y CPD, agrupadas a su vez en conjuntos 

claramente separados. Esta distribución indicaría que hay cierta similitud entre RPD y 

CPD respecto a SPD, como se ha demostrado anteriormente con el análisis supervisado 

(Figura 88). 
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Figura 88. Análisis estadístico no supervisado de las muestras tratadas con PD. 

 

El análisis funcional realizado mediante algoritmos de enriquecimiento génico 

permitió identificar los genes que estaban implicados en las funciones moleculares y 

celulares más relevantes, así como en rutas biológicas y en procesos de toxicidad. La 

mayoría de los 1565 genes que diferenciaban SPD de RPD estaban implicados en tres 

funciones moleculares: ciclo celular; replicación, recombinación y reparación de ADN y 

crecimiento y proliferación celular. La mayor parte de los 194 genes que diferenciaban 

SPD de CPD se agrupaban en tres funciones moleculares: desarrollo celular; 

señalización e interacción célula a célula; y presentación de antígenos. Por último, los 

30 genes que diferenciaban RPD de CPD se agrupaban en cuatro funciones moleculares: 

muerte celular; señalización e interacción célula a célula; crecimiento y proliferación. 



Resultados 
 

 

Tesis Doctoral                                                                                                                                                          155 

Mediante el algoritmo Ingenuity se identificó una ruta biológica (figura 89) integrada 

por 35 genes, todos ellos infraexpresados excepto uno en el grupo SPD respecto a RPD. 

Esta ruta está implicada en funciones de ciclo celular y replicación, recombinación y 

reparación de ADN. 

Figura 89. Ruta biológia de 35 genes desregulados diferencialmente entre SPD y RPD 

 

A continuación destacamos los genes más relevantes incluidos en esta ruta 

biológica. 
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MYC (v-myc mielocitomatosis viral oncogen homolog) (F.C. -3,02) la proteína 

codificada por este gen desempeña un papel importante en la progresión del ciclo 

celular y apoptosis. Funciona como un regulador de la expresión de genes específicos de 

los procesos anteriormente citados. Mutaciones, sobreexpresión, reordenamiento y 

translocación de este gen se han asociado a tumores hematopoyéticos como leucemias y 

linfomas. La disminución de la expresión de MYC en las células SPD contribuiría a 

controlar y disminuir la progresión de las células mielomatosas. Otro gen relevante es 

E2F1 (E2F factor de transcipción 1) (F.C. -3,38) que juega un papel fundamental en el 

ciclo celular y en la acción de proteínas supresores tumorales. Se une a la proteína del 

retinoblastoma pRB de una manera ciclo dependiente, la disminución de E2F1 en las 

células SPD facilitaría la acción supresora de pRB sobre el ciclo celular, además es 

capaz de inducir apoptosis de una manera dependiente o independiente de p53. TP53 

(proteína tumoral 53) (F.C. -2,89) es un supresor tumoral que induce parada del ciclo 

celular y apoptosis en función de las circunstancias fisiológicas, pero 

sorprendentemente su expresión disminuía en las células SPD. Las ciclinas 

dependientes de quinasa CDK2 y CDK4 que juegan un papel importante en la 

transición de la fase G1 a S en el ciclo celular se encuentran infraexpresadas en esta ruta 

(F.C. -4,22 y -4,15 respectivamente) de forma que favorecería una parada del ciclo. 

Existen otras ciclinas dependientes de quinasa también desreguladas en esta 

comparación (SPD frente a RPD), aunque no estén incluidos en esta ruta biológica, 

como se observa en la figura 90. 
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Figura 90. Ciclinas dependentes de quinasa desreguladas por tratamiento con PD. 

 

Otros genes implicados en ciclo e infraexpresados son, entre otros: CDC25 

(división del ciclo celular 25) (F.C. -2,75), que controla la transición de la fase G1 a S 

en el ciclo celular por medio de su unión a CDK; CDC 45 (división del ciclo celular 45) 

(F.C. -5,86) que es necesario para el inicio de la replicación de ADN (Figura 91). 
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Figura 91. CDC desreguladas por tratamiento con PD. 

 

Otro gen relevante involucrado en la ruta biológica que estamos analizando es 

PCNA (antígeno de proliferación celular) (F.C. -2,75) implicado en la reparación del 

ADN en respuesta al daño en él, la infraexpresión de este gen evitaría la reparación del 

ADN. 

El análisis por medio del algoritmo Ingenuity también nos permitó profundizar 

en los procesos de toxicidad celular, a través de las moléculas que participan en ellos. 

En relación a la comparación de SPD frente a RPD destacan los siguientes procesos: 1) 

Toxicidad sobre el ciclo celular y más concretamente en la regulación de la transición 

de las fase G1 a S, donde participan CCNE1 (ciclina E1) (F.C. -3,88), CDK2, MYC y 

E2F1. Otro proceso afectado es la 2) Señalización de p53, con participación de AKT (v-

akt viral oncogene homologo 1) (F.C.-3,92), CDK2, CDK4, CHEK2 (punto Chek 2) 

(F.C.-2,98), PCNA Y p53. 
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Por último, cuando observamos de manera individual la función de los genes 

expresados diferencialmente entre SPD y RPD, comprobamos que muchos de los genes 

se podían agrupar en función de su familia génica (mismo símbolo génico) al que 

pertenecían, como la familia PSM (subunidades de proteosoma) toda ella infraexpresada 

en SPD (ver figura 92).  

 

Figura 92. PSM desreguladas por tratamiento con PD. 

 

También la familia RAB, que agrupa miembros de la familia del oncogen RAS 

(ver figura 93), incluye genes como RAB3A y RABEPK que están infraexpresados 

diferencialmente en las células SPD, mientras que los genes RAB8B y RAB30 están 

sobreexpresados en las SPD. 
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Figura 93. PSM desreguladas por tratamiento con PD. 

 

Otro miembro de la familia de RAS, que no pertenece a la familia RAB, es RAN 

(F.C. -3,60), que está infraexpresado. Tambén el gen que codifica la proteína del 

receptor de IGF-1 que es IGF1R  (F.C.-3,56) están infraexpresado en SLD. 

Finalmente, nos propusimos analizar los genes implicados en mecanismos de 

resistencia  a fármacos, tales como MDR (multidrug resistence) o genes implicados en 

la permeabilidad de la célula a la droga que impedirían su penetración e incluso genes 

que pudieran conllevar en un rápido metabolismo del fármaco. Los resultados de este 

análisis no mostraron diferencia en la expresión de ninguno de estos genes entre las 

células de tumores sensibles y resistentes, tanto para el caso de Lenalidomida como de 

la Pomalidomida (Figuras 94 y 95. Estos resultados sugieren que tales mecanismos no 

juegan un papel relevante en la resistencia a IMIDs. 
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Figura 94. Genes de resistencia a LD 

 

Figura 95. Genes de resistencia a PD. 
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Por último, tampoco se observaron diferencias a nivel de genes implicados en el 

metabolismo de las dos drogas (Figuras 96 y 97). 

 

Figura 96. Genes de metabolismo a  LD 

 

 

Figura 97. Genes de metabolismo a  PD. 
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A pesar de los avances en el tratamiento del MM, primero con la introducción 

de las altas dosis de quimioterapia seguidas de trasplante autólogo a finales de los 

años 90, y más recientemente con el desarrollo de nuevos fármacos con actividad 

antimieloma, (IMIDs e inhibidores de proteasoma), esta enfermedad 

desafortunadamente sigue siendo incurable. La razón de este hecho radica bien en la 

refractariedad primaria de la célula tumoral o bien en la refractariedad adquirida a los 

diferentes tratamientos.  

Dado que los fármacos inmunomoduladores como Talidomida, Lenalidomida 

y Pomalidomida, son parte clave del tratamiento actual de la enfermedad, y 

pertenecen al mismo grupo farmacológico, nos pareció relevante investigar su 

eficacia, la existencia o no de resistencias cruzadas entre ellos, desarrollar modelos 

idóneos para estudiar este efecto y por último tratar de esclarecer posibles 

mecanismos involucrados en dichas resistencias. Para este estudio decidimos centrar 

nuestra atención en los dos fármacos inmunomoduladores más recientes: 

Lenalidomida y Pomalidomida. 

Nuestro primer objetivo era comparar la eficacia de estos dos IMIDs en líneas 

celulares de MM y en células procedentes de pacientes con MM.  

Nuestros resultaron mostraron que la actividad antimieloma de Lenalidomida 

y Pomalidomida en monoterapia fue bastante discreta. Estos fármacos presentaron 

citotoxicidad tiempo y dosis dependiente en la línea celular MM1S, con un IC50 a los 

3 días de 10µM para Lenalidomida y 1µM para Pomalidomida; siendo el IC50 a los 5 

días de un logaritmo menos en ambos fármacos. Merece la pena destacar el hecho de 

que para ejercer citotoxicidad directa con los IMIDs son necesarios largos tiempos de 
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exposición (3 y 5 días), a diferencia de lo observado con otros fármacos antimieloma 

como Melfalan, Bortezomib, Panobinostat cuya acción es más rápida e intensa 156 

esto es debido, entre otras cosas, a que de Lenalidomida y Pomalidomida necesitan 

ser metabolizadas en el hígado, para generar metabolitos activos con capacidad 

antimieloma 157-158.  

El análisis de eficacia realizado sobre líneas de MM mostró un patrón de 

sensibilidad similar para las dos líneas celulares MM.1, tanto en su variedad sensible 

a Dexametasona (MM1S) como la resistente (MM1R), mientras que el resto de líneas 

celulares estudiadas fueron casi completamente resistentes. De forma similar, los 

análisis de apoptosis en células frescas obtenidas directamente de pacientes con MM 

mostraron la necesidad de utilizar dosis de 100 µM para alcanzar una apoptosis 

superior al 30% pero en ningún caso superó el 50%. En resumen de estos estudios 

puede concluirse que la eficacia “in vitro” de los IMIDs como agente único es 

limitada, requiriéndose largos tiempos de exposición, tanto en las líneas celulares, 

como en las células obtenidas directamente de enfermos con MM. 

Sin embargo, es bien conocido el efecto sinérgico observado en pacientes de 

MM de los esteroides como la Dexametasona, cuando se combinan con 

Lenalidomida o Pomalidomida, triplicándose prácticamente la tasa de respuestas (de 

25% a 65%)  107, 115, 153, 159-160. Por ello, analizamos comparativamente la capacidad 

de la Dexametasona para potenciar el efecto citotóxico de Lenalidomida y 

Pomalidomida, observando que al añadir Dexametasona se generaba un alto 

sinergismo (<1) potenciándose la eficacia de ambos IMIDs tanto en la línea MM1S 

como en células procedentes de pacientes con MM. El elevado sinergismo “in vitro” 
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de Lenalidomida más Dexametasona ha sido descrito por Ghandi et al 107 en otras 

líneas de MM distintas a la línea celular MM1S. Por otro lado, hoy día son muy 

debatidos los “pros” y “contras” de la combinación de IMIDs más Dexametasona, ya 

que la misma conllevaría un mayor efecto tumoricida, pero en contrapartida la 

Dexametasona podría reducir, al menos en parte, la eficacia inmunomoduladora de 

los IMIDs 107, 161. Por ello algunos grupos abogan por utilizarlos conjuntamente en 

las fases iniciales de la enfermedad (alta tasa tumoral) y luego dejar solo la 

Lenalidomida (en fase de “plateau”) para que el IMID ejerza toda su fuerza sobre la 

enfermedad residual 103. Otros grupos de investigación promueven el uso de 

Dexametasona en dosis bajas en comparación con dosis altas de Dexametasona para 

combinar con Lenalidomida por los buenos resultados del ensayo clínico en fase III 

de Rajkumar et al. del 2010 162. 

Otro objetivo de nuestra investigación fue el estudio de la eficacia en modelo 

murino con plasmocitoma subcutáneo de Lenalidomida y Pomalidomida, usados bien 

como agentes únicos o asociados a Dexametasona. Comparando los IMIDs 

individualmente, Pomalidomida es más eficaz y potente que Lenalidomida aunque su 

dosis sea 5 veces menor.  

Además, la potenciación de ambos fármacos por dexametasona que se había 

observado en los estudios “in vitro” fue también confirmada “in vivo” en este 

modelo de plasmocitoma humano en ratón inmunodeprimido en el que se observó 

que el esteroide fue capaz de mejorar de forma significativa la eficacia de ambos 

IMIDs tanto en cuanto a retraso en el crecimiento tumoral como en cuanto a 

supervivencia. También al comparar las combinaciones de ambos IMIDs más 

Dexametasona entre sí, la que lleva Pomalidomida también es más eficaz y potente. 



Discusión 
 
 

                                                                                                                 Tesis Doctoral  
 
154 

No obstante merece la pena destacarse que el beneficio de asociar Dexametasona, en 

el modelo animal, parece más evidente en el caso de la Lenalidomida ya que en las 

curvas, el retraso del crecimiento tumoral eran muy diferentes al utilizar 

Lenalidomida en monoterapia frente a la combinación con Dexametasona. Por el 

contrario la combinación de Pomalidomida con Dexametasona, mantenía una 

eficacia similar a Pomalidomida en monoterapia durante los tres primeros meses del 

ensayo “in vivo”, y sólo a partir de esa fecha se observaba una ligera ventaja 

antimieloma en la combinación. Estos datos, añadidos a los obtenidos en los estudios 

“in vitro”, ponen de manifiesto que Lenalidomida es más dependiente de la adición 

de Dexametasona para llevar a cabo su acción antimieloma más que Pomalidomida. 

El control del retraso en el crecimiento tumoral estuvo directamente relacionado con 

la supervivencia de ratones tratados, las combinaciones de IMIDs más Dexametasona 

mejoran la superviviencia respecto a los IMIDs individualmente, especialmente en el 

caso de Lenalidomida, siendo la superviviencia de los ratones tratados con 

Pomalidomida más Dexametasona significativamente superior a la combinación de 

Lenalidomida más Dexametasona. Ningún de los tratamientos farmacológicos 

presentó toxicidad sistémica, lo que habla a favor de la buena tolerancia de estos 

tratamientos. 

Al comparar la eficacia de ambos IMIDs (tanto en monoterapia como en 

combinación con Dexametasona) se observó que el patrón de sensibilidad de las 

diferentes líneas y células de pacientes fue similar para ambos, sugiriendo que el 

mecanismos de acción de estos agentes, tiene al menos una parte común. Sin 

embargo, en todos los experimentos “in vitro”, “ex vivo” o “in vivo”, Pomalidomida 

mostró una mayor eficacia que Lenalidomida. En concreto, en los estudios “in 
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vitro”, la IC50 fue de aproximadamente 10 veces menos para Pomalidomida y en los 

estudios en animales se observó que, a pesar de utilizar dosis de Pomalidomida 5 

veces menor, la eficacia fue muy superior para este IMID.  

También es interesante reseñar la diferencia observada entre la escasa 

actividad “in vitro” de estos fármacos (con o sin Dexametasona), requiriendo dosis 

muy altas y tiempos de exposición largos para ejercer su función, en comparación 

con la importante actividad “in vivo” en el modelo animal. Esto puede estar en 

relación con el particular mecanismo de acción de los agentes inmunomoduladores 

103, 110, 163-164, de forma que en los estudios “in vitro” únicamente interviene el efecto 

citotóxico directo, mientras que en los estudios en animales están también jugando 

un papel los mecanismos antiangiogénicos 165-166  y los mecanismos 

inmunomoduladores. Estos últimos dependen en gran medida de las células NK 116, 

167 y aunque los ratones utilizados son CB17-SCID y por tanto carecen de linfocitos 

B y T, tienen respetadas las células NK. Esta diferencia en los mecanismos de acción 

“in vitro” e “in vivo” puede tener su correlación en las diferencias observadas en los 

estudios de cambios en el perfil de expresión génica llevados a cabo tras tratamiento 

con los IMIDs + Dexametasona “in vitro” o “in vivo”. En estos estudios, si nos 

fijamos en los genes desregulados diferencialmente por el tratamiento con 

Pomalidomida + Dexametasona “in vitro” e “in vivo” observamos que las funciones 

de los genes “in vitro” responden a funciones de actividad citocida directa sobre la 

célula mielomatosa inhibiendo su proliferación con activación de genes que 

aumentan la muerte celular y la apoptosis (↑BMF, ↑CASP4, ↑CLARF,  ↑PARP8, 

↑TXNIP, ↑ANXA4, ↑BNIP3L y ↑SMAD1) o inducción de parada en el ciclo celular 

(↑BTG1 y ↓CABLE1). Sin embargo, las funciones de los genes desregulados en el 
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modelo murino son diferentes a las “in vitro”, y se centran en fundamentalmente en 

funciones inmunomoduladoras, tales como presentación de antígenos (↑CD58), 

activación de monocitos y macrófagos (↑S100A10), proliferación macrófagos 

(↑TGFB2), migración de fagocitos (↑CTSZ, ↑ITGAV), migración de leucocitos 

(↑CD58, ↑CCR7) además se activa y desarrolla la función de respuesta inmune con 

procesos de activación y diferenciación de Th 1 (↑STAT4) y la activación de muerte 

celular mediada por Th (↑ICAM1).  La comparación de los genes desregulados 

diferencialmente por el tratamiento Lenalidomida más Dexametasona “in vitro” e 

“in vivo”, es menos evidente debido al escaso número de genes desregulado “in 

vivo” (22 genes), aunque la actividad “in vitro” de Lenalidomida más Dexametasona 

también se basa en con activación de genes que aumentan la muerte celular y la 

apoptosis o inducción de parada en el ciclo celular y además de alterar alguna vía de 

señalización relacionada con la proliferación celular. 

Mediante el marcaje multiparamétrico por citometría de flujo en células 

normales procedentes de pacientes en los estudios “ex vivo” así como en los estudios 

en animales, observamos la escasa toxicidad de estos fármacos, Lenalidomida y 

Pomalidomida, tanto sólos como en combinación con Dexametasona, sugiriendo que 

la actividad citotóxica era selectiva para las células tumorales, respetando las células 

normales.  

En el MM, las células tumorales están principalmente localizadas en el 

micromedioambiente de la MO, dónde se adhieren a las células estromales (BMSCs) 

y a proteínas de la matriz extracelular. Esta interacción entre las células 

mielomatosas y las BMSCs dispara la producción de citocinas y factores de 
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crecimiento como IL-6 e IGF-1, que mediante una regulación autocrina y paracrina 

estimulan el crecimiento y la supervivencia de la célula plasmática así como la 

protección contra la apoptosis inducida por los fármacos 37. Nuestros resultados 

indican que Lenalidomida y Pomalidomida son capaces de disminuir la proliferación 

de la línea celular MM1S de forma dosis-dependiente en presencia de IL-6 e IGF-1, 

así como células estromales de médula ósea efecto que reproduce experimentos de 

Hideshima y que pudiera ser debido a la disminución de la producción de IL-6 y 

VEGF (factor de crecimiento del endotelio vacular) tal y como se describe en 104, 111. 

Así mismo los resultados de nuestros experimentos mostraron el efecto potenciador 

de la Dexametasona con Lenalidomida y Pomalidomida en presencia de 

micromedioambiente. 

En un siguiente paso se exploró la eficacia de Lenalidomida y Pomalidomida 

en combinación otros fármacos, tanto aprobados y usados habitualmente en clínica 

(Melfalán, Mafosfamida (metabolito activo de la Ciclofosfamida), Doxorrubicina y 

Bortezomib) como en fases más precoces de investigación (Bendamustina y 

Panobinostat). Tanto Lenalidomida como Pomalidomida tenían un efecto sinérgico 

con Melfalán, Mafosfamida, Doxorrubicina, Bortezomib y Bendamustina, y un 

efecto aditivo con Panobinostat (LBH589). Pero dado que hoy en día los IMIds se 

utilizan habitualmente en combinación con corticosteriodes en la clínica, quisimos 

dar un paso más al añadir a este “estándar” algunos de los fármacos anteriores. Los 

resultados revelaron una alta potencia de las combinaciones triples de Lenalidomida 

o Pomalidomida más Dexametasona junto con cualquiera de los fármacos 

antimieloma analizados anteriomente, destacando la actividad de la combinación 

triple de Lenalidomida o Pomalidomida con Dexametasona y Bortezomib. Esta 
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combinación triple se empleó para el estudio de apoptosis sobre células de paciente 

con MM, observándose que inducía un efecto sinérgico respecto a las combinaciones 

dobles. En el año 2010 Richardson et al., realizaron un estudio clínico I y II, que es la 

primera valoración prospectiva de Lenalidomida con Dexametasona y Bortezomib 

empleada en primera línea del tratamiento de MM, obteniendo unos resultados de 

elevada tolerabilidad y alta eficacia en MM 168. Estos atractivos sinergismos están 

propiciando su traslación a la investigación clínica debido a la buena capacidad 

combinatoria de los IMIDs con otros fármacos antimieloma, como ya ha sido 

previamente descrito 168-170.  

Los estudios del mecanismo de acción de Lenalidomida y Pomalidomida, 

usados como agentes únicos  o asociados a Dexametasona, indicaron que estas 

drogas afectan a diferentes vías implicadas en apoptosis. Lenalidomida y 

Pomalidomida en monoterapia aumentaban la fracción de células Anexina V(+) 104-

105 de forma dosis y tiempo dependiente, siendo necesarios tiempos largos de 

tratamiento de 3 y 5 días para observar el efecto apoptótico. Pomalidomida muestra 

un efecto ligeramente superior. De nuevo la adición de Dexametasona a dosis bajas, 

fue capaz de potenciar el efecto apoptótico de los IMIDs, además de provocar una 

pérdida del potencial mitocondrial; estos resultados concuerdan con lo publicado 

previamente107. Pomalidomida más Dexametasona muestra una potencia ligeramente 

superior a Lenalidomida más Dexametasona.  

En consonancia con los estudios de Mitsiades y colaboradores 105, vimos que 

los IMIDs en monoterapia indujeron procesamiento de PARP y de las caspasas 3 y 7 

(efectoras), a través de la vía extrínseca de la apoptosis por la mediación de la 
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caspasa 8. Además también comprobamos tal y como reportan varios estudios 105, 121 

que Dexametasona ejerce su función antimieloma fundamentalmente a través de la 

vía intrínseca de apoptosis induciendo el procesamiento de caspasa 9. Por tanto 

pudimos corroborar lo descrito con anterioridad por Gandhi et al. 107 y Davies et al. 

103 donde la combinación de IMIDs con Dexametasona, generó la activación 

simultánea de las vías de apoptosis (intríseca y extrínseca), lo que conllevó la 

activación de la caspasa 3 y PARP a tiempos muy cortos de tratamiento. También se 

observó un aumento de procesamiento de caspasa 7 con la combinación en 

comparación con la acción de los IMIDs en monoterapia. Estos resultados nos 

sirvieron para confirmar el sinergismo observado en las combinaciones realizadas 

sobre líneas celulares,  en células de pacientes con MM y en estudios con animales.  

También pudimos confirmar el mecanismo apoptótico mediado por la acción 

de las caspasas realizando un ensayo con los inhibidores de caspasas Z-VAD-FMK, 

Z-IETD-FMK y Z-LEHD-FMK, observando rescate parcial de la apoptosis inducida 

por el tratamiento, lo que indica nuevamente que la apoptosis mediada por esta 

combinación es el resultado de la activación conjunta de la vía extrínseca (caspasa 8)  

e intrínseca (caspasa 9), y apoyan la utilización conjunta de IMIDs con 

Dexametasona 105, 107, 161-162. 

El efecto de los inmunomoduladores sobre el ciclo celular  indujo un aumento 

progresivo de la fase G0/G1 y del pico apoptótico sub-G0, además de forma 

simultánea un descenso progresivo de las fases S y G2M. Estos datos concuerdan con 

lo previamente descrito para Lenalidomida en monoterapia 109. Este efecto sobre el 

ciclo celular fue más acentuado en las combinaciones con Dexametasona con 
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respecto a los IMIDs usados como agentes individuales 107. Además, realizamos 

análisis de western blot sobre proteínas reguladoras del ciclo celular, y se observó un 

aumento progresivo de p21 y p53 110. De nuevo este efecto fue nuevamente más 

evidente en las combinaciones que en los fármacos individuales. 

Con el fin de seguir profundizando en el mecanismo de acción de los IMIDs 

usados como agentes únicos o en combinación con Dexametasona y de encontrar 

nuevas vías responsables de esta resistencia, se realizaron estudios de expresión 

génica para conocer las alteraciones en los genes inducidas por dichos fármacos.  

Los genes desregulados por el tratamiento de Pomalidomida a tiempos cortos 

de exposición al fármaco, 1 día de tratamiento, fueron el doble que los genes 

desregulados por Lenalidomida (19 y 10 genes respectivamente). Empleando 

tiempos más prolongados, 5 días de exposición, y con una apoptosis mayor, los 

genes desregulados por Pomalidomida son casi 10 veces más que los alterados por 

Lenalidomida (359 y 39 respectivamente), dónde se vé además que Pomalidomida 

además de desregular casi todos los genes de Lenalidomida, es capaz de actuar sobre 

muchos más genes. Estos datos ratificaron la mayor capacidad antimielomatosa de 

Pomalidomida comparada con Lenalidomida en monoterapia. Entre las alteraciones 

génicas tempranas inducidas por los IMIDs cabe destacar dos genes 

fundamentalmentes: IRF-4, que se encontró infraexpresado tras tratamiento con 

Lenalidomida, y que es un oncogen regulador de la transcripción nucleolar que 

regula numerosos genes implicados en ciclo celular, muerte y otros relacionados con 

el aumento de la supervivencia y proliferación de las células tumorales y está 

considerado como una nueva diana terapéutica en MM 171. El aumento de expresión 
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de IRF-4, que es muy común en MM, se asocia a mal pronóstico y los pacientes que 

la presentan tienen una supervivencia significativamente peor que aquellos pacientes 

de MM con la expresión baja de IRF-4 172. Nuestro estudio de expresión génica 

donde IRF-4 se encontró infraexpresado es coincidente con los datos aportados por el 

estudio de López-Girona que demostró la infraexpresión de IRF-4 en líneas celulares 

de MM, diferentes a la empleada por nosotros, tras tratamiento con los IMIDs. El 

papel relevante que IRF-4 tiene en la patogenia del MM y los efectos antitumorales 

que Lenalidomida ejerce a través de la disminución de la expresión de IRF-4, nos 

podría proporcionar un biomarcador para predecir respuestas de pacientes al 

tratamiento con Lenalidomida. Además, entre los genes comunes a ambos IMIDs 

alterados tempranamente fue también reseñable la infraexpresión de MYB, que 

ejerce un control sobre células hematopoyéticas y su tumorigénesis, además de jugar 

un papel importante en la activación de los linfocitos B maduros 173. Los oncogenes 

MYB y MYC se expresan en los centroblastos del centro germinal y son 

frecuentemente objeto de traslocaciones cromosómicas en las enfermedades 

hematológicas. De hecho, la relación directa MYB-MYC se considera un elemento 

crucial en la trasformación de tumores hematológicos 174, además existen hipótesis 

respecto la relación cooperativa de MYB-MYC en su efecto oncogénico 175. Tras 5 

días de tratamiento, el gen MYB continuó estando infraexpresado en ambos 

fármacos mientras que el IRF-4 no se halló entre los genes deregulados por 

Lenalidomida. Esto índica que aunque parte de los mecanismos de los IMIDs son 

tiempo independientes (como la modificación de MYB), otros parece que se van 

modificando en función del tiempo. De hecho, tras 5 días de tratamiento y 

centrándonos en Pomalidomida se observaron numerosos genes y vías que no 
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estaban presentes a tiempos más tempranos. Entre estos encontramos genes 

involucrados en la patogenia del MM actuando sobre diferentes puntos clave como la 

activación y ejecución de procesos apoptóticos (↑CASP5 ↓RAD51 ↓RRM2), la 

desregulación del ciclo celular con el consiguiente control de su progresión 

(↓AURAK A ↓AURAK B ↓CDC 25 ↓CDC45 ↓CDCA2 ↓CCNF ↓CCNE1 ↓CCNB1 

↓CHEK2) y la disminución de rutas de señalización que favorecen la proliferación y 

supervivencia (↓ETS1 ↓ICMA2 ↑RASA1). Como aspecto negativo es estos estudios 

se observó la sobre expresión de algunos genes que hacen a las células mielomatosas 

desarrollar resistencias, estos genes son DDX58 y NOTCH2 relacionados con la 

transducción de señales en vías de proliferación, además de genes relacionados con 

MDR tales como ABCA5 y ABCD2. 

Al analizar la deregulación génica en las combinaciones de IMIDs más 

Dexametasona los estudios realizados tras 1 día de exposición al fármaco mostraron 

que Lenalidomida más Dexametasona deregulaba 112 genes en comparación con los  

70 genes desregulados por Pomalidomida más Dexametasona. Se observa que, en 

este caso, el número de genes alterados es mayor en Lenalidomida más 

Dexametasona que en la combinación con Pomalidomida, dato que corroboraría, 

junto con lo anteriormente descrito en los experimentos de eficacia, que 

Lenalidomida es más dependiente de Dexametasona que Pomalidomida para realizar 

su acción antimielomatosa. Además se observa que en este caso se deregulan muchos 

más genes que tras el tratamiento durante 1 día con ambos fármacos en monoterapia. 

Estos genes adicionales presentes en la combinación serían los responsables del 

importante sinergismo observado entre IMIDs + Dexametasona. De los genes 

alterados de forma común por ambas combinaciones de IMIDs más Dexametasona 
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destaca, de nuevo la infraexpresión del oncogen MYB, lo que sugiere la gran 

importancia de este gen en el mecanismo de actuación de los IMIDs, ya que se 

encuentra infraexpresado con ambos fármacos, ya sea a tiempos cortos o largos de 

tratamiento y bien solos o en combinación con dexametasona. Además también se 

encontraron comúnmente deregulados, varios genes implicados en procesos de 

muerte celular, todos ellos sobreexpresados, BMF, CASP4, CLARF, PARP8 y 

TXNIP. También se desregulan genes que inhiben la proliferación celular como 

LGALS1 y ETS1 (sobreexpresado e infraexpresado respectivamente). Merece la 

pena asimismo destacar la sobreexpresión de una serie de genes todos ellos 

sobreexpresado que generan resistencia a drogas, como GRN asociada a 

quimioresistencia, y MAP3K5 implicada vía de proliferación de ERK1/2 y PTK2B 

activadores de la ruta de Map Kinasas, que como se ha descrito también el en 

presente trabajo parece tener gran importancia en los mecanismos de resistencia a 

IMIDs + Dexametasona. De los genes desregulados exclusivamente por 

Lenalidomida más Dexametasona destacó de nuevo la infraexpresión de IRF4, al 

igual que en Lenalidomida en monoterapia, y también la infraexpresión de 8 genes 

implicados en ciclo celular, lo que daría lugar a una parada en el ciclo celular y los 

genes implicados en vías proliferativas (TIPIN y MAPK6), con la consiguiente 

disminución de la proliferación. Los genes desregulados en exclusiva por 

Pomalidomida más Dexametasona favorecen los procesos de muerte celular 

(↑ANXA4 ↑BNIP3L ↑SMAD1) y la parada de ciclo celular (↑ BTG1 ↓CABLE1). 

Además en ambos casos existen genes que favorecen la resistencia farmacológica 

mediada por diferentes mecanismos celulares como son: MRD (↑ABCB9 exclusivo 

de Lenalidomida más Dexametasona), la inactivación del fármaco por vías 
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metabólicas (↑GSTM2 exclusivo de Lenalidomida más Dexametasona) y la 

señalización intracelular mediante rutas relacionas con la proliferación celular 

(↑STAT2 exclusivo de Lenalidomida más Dexametasona y ↑IGF-1 ↑STAT3 

exclusivos  de Pomalidomida más Dexametasona). 

La segunda parte de la tesis se dedicó al análisis de las resistencias adquiridas a 

las combinaciones de IMIDs + Dexametasona en el modelo de plasmocitoma 

humano. El MM es actualmente considerado una enfermedad incurable con los 

tratamientos convencionales y, en el momento actual, parece que solo el trasplante 

alogénico 176-177 y quizá algunos tratamientos farmacológicos muy agresivos en 

pacientes jóvenes 178-179 son capaces de erradicar de forma definitiva el clon tumoral. 

En concreto, el tratamiento con Lenalidomida y Dexametasona consigue respuestas 

en un alto porcentaje de casos (60 % ORR) 20-21, pero, sin embargo, a pesar de ser un 

tratamiento continuado hasta la progresión de la enfermedad todos los pacientes 

eventualmente progresan o recaen bajo tratamiento indicando la aparición de 

resistencias adquiridas a este tratamiento. Esta situación es la que hemos reproducido 

en nuestro modelo de plasmocitoma, en el que se observa un periodo de sensibilidad 

inicial al tratamiento con ambas combinaciones durante el que se controla o incluso 

disminuye el tamaño del tumor inicial. Sin embargo, en todos los casos, tras este 

periodo de sensibilidad que dura aproximadamente 30 días, los tumores empiezan a 

crecer a pesar de seguir siendo tratados con los fármacos en estudio, siendo la 

velocidad de crecimiento tumoral similar a la de los tumores no tratados.  

Una vez estandarizado el modelo de resistencias adquiridas a fármacos 

antimieloma, específicamente, en este caso a fármacos inmunomoduladores se 

evaluaron las características biológicas de estas resistencias, observando en primer 
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lugar la reversibilidad de la misma, tras un periodo de lavado sin el fármaco causante 

de la resistencia. Esta reversibilidad fue demostrada no solo en el modelo “in vivo”, 

en el que el periodo de lavado estuvo representado por el tratamiento con el agente 

inmunomodulador alternativo, sino también “ex vivo” tras dejar las células 

resistentes en cultivo con medio sin la adición de fármacos. A pesar de las 

limitaciones inherentes a los modelos preclínicos, que no siempre reflejan la realidad 

clínica, en este modelo hemos observado que tumores que eran completamente 

resistentes a los fármacos y que siguieron siendo tratados durante 30-50 días con 

dichos tratamientos  a pesar de ser resistentes a los mismos, tras un periodo de lavado 

de 30-40 días recobraron completamente la sensibilidad inicial a esas combinaciones. 

Una publicación reciente sugiere que, aproximadamente un 25% de los pacientes que 

progresaron previamente tras tratamiento con lenalidomida y fueron tratados 

posteriormente de nuevo con este fármaco alcanzaron una respuesta, mientras que 

esta situación no se produjo en el caso de talidomida 180. Sin embargo, en este trabajo 

el número de pacientes estudiados retrospectivamente es muy limitado y además no 

se especifica el tiempo ni las líneas intermedias entre ambos tratamientos. Nuestro 

hallazgo apoyaría la factibilidad de un retratamiento con un mismo agente 

inmunomodulador (con o sin Dexametasona) tras la aparición de resistencia al 

mismo. Esto se traduciría clínicamente en suspender el tratamiento con fármacos 

inmunomoduladores en cuanto aparezcan las primeras evidencias de progresión 

biológica y mantener al paciente sin tratamiento durante un tiempo para volver 

posteriormente a reintroducir el mismo tratamiento, asumiendo que las células 

habrán recuperado la sensibilidad al mismo. Aunque esta hipótesis no puede ser 

probada en el contexto de recaídas sintomáticas que requieran tratamiento urgente o 
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pronto, sí se podría comprobar en el caso de recaídas o progresiones asintomáticas 

tanto en pacientes con MM inicialmente sintomáticos como en MM quiescentes de 

nuevo diagnóstico. 

Otra cuestión clave en la práctica clínica dada las opciones limitadas de 

tratamiento actualmente disponibles, es si los fármacos de una misma familia 

presentan o no resistencias cruzadas entre sí. En nuestro trabajo hemos también 

intentado aportar algo de luz a esta cuestión. En la misma publicación referida 

previamente, se indica que de 4 pacientes previamente resistentes a enalidomida que 

fueron tratados con Talidomida, 1 de ellos respondió, mientras que, por el contrario, 

de 8 pacientes que habían progresado bajo Talidomida, el tratamiento con 

Lenalidomida indujo un 50% de respuestas 180. Esto estaría sugiriendo que 

Lenalidomida es capaz de rescatar la resistencia adquirida a Talidomida, pero la 

situación opuesta no es tan clara. Además, de nuevo nos encontramos con los 

inconvenientes mencionados en el párrafo anterior del escaso número de pacientes y 

de la ausencia de información sobre tiempo y líneas de tratamiento previas. En 

nuestro caso, el estudio preclínico realizado, no se ha centrado en Talidomida y 

Lenalidomida (los dos fármacos inmunomoduladores más frecuentemente utilizados 

en la clínica), sino en Lenalidomida y Pomalidomida que son los que parecen ser más 

prometedores en el escenario clínico actual.  

Nuestros resultados sugieren que Lenalidomida y Pomalidomida en 

combinación con Dexametasona no presentan resistencias cruzadas entre sí, ya que 

ambos son capaces de revertir la resistencia al fármaco alternativo. Además esta 

reversión es inmediata, es decir, sin el periodo de lavado al que nos hemos referido 

en el apartado anterior, lo que confirma que se trata de una ausencia real de 
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resistencia cruzada. Podría aducirse que se trata de un efecto dependiente de la dosis 

o de la potencia de los fármacos, pero esto solo sería válido si uno de los fármacos 

revirtiese la resistencia al otro pero no al revés, y, en nuestro caso, ambos fármacos 

son igualmente eficaces en este aspecto. Ya hemos mencionado que el hecho de que 

los patrones de sensibilidad de las diferentes líneas celulares y células de pacientes a 

dichos fármacos sean similares, así como los genes comunes deregulados en el perfil 

de expresión génica (ie MYB), sugieren que, como es obvio, presentan un 

mecanismos de actuación común. Sin embargo, existen también otros datos que 

apuntan a un diferente mecanismo de actuación y no sólo a diferencias en la 

potencia. Estos datos son la mayor dependencia de Dexametasona por parte de la 

Lenalidomida, las diferencias en el perfil de expresión génica y, por último y de 

forma más clara, la ausencia de resistencias cruzadas.  

Al estudiar los mecanismos responsables de la aparición de resistencias 

adquiridas a estos fármacos, descubrimos la sobreexpresión de pERK 1/2 y de las 

proteínas por encima en esta misma vía (MEK, RAS, RAF) como un mecanismo 

bastante específico de Pomalidomida + Dexametasona y no tanto de Lenalidomida + 

Dexametasona. Este dato tiene su correlación en lo estudios génicos, ya que el gen 

MAP3K5 se encuentra sobreexpresado en los momentos iniciales tras el tratamiento 

con ambas combinaciones, lo que podría estar indicando un mecanismo inicial de 

generación de esta resistencia. Esta vía está muy relacionada con la 

respuesta/resistencia a varios fármacos antimieloma; así, el tratamiento con 

Bortezomib está descrito que disminuye los niveles de pERK en líneas celulares de 

MM 18, mientras que la sobreexpresión de la vía de MAPK/MEK/ERK es bien 
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conocida como un mecanismo de resistencia a diferentes fármacos en MM como al 

inhibidor de AKT perifosina 181. 

La importancia de la vía de MAPK/MEK/ERK en la acción de los IMIDs + 

dexametasona fue corroborada por el experimento de combinación de estos fármacos 

con un inhibidor de MEK, que mostró elevado sinergismo, aunque de nuevo la 

potencia de la combinación fue superior en el caso de Pomalidomida. Estos 

experimentos pueden representar la base para el diseño de nuevas estrategias de 

combinación de los IMIDs en el tratamiento del mieloma múltiple con el fin de 

aumentar la eficacia de estos fármacos o de disminuir o retrasar la aparición de 

resistencias. 

Dado que ambos IMIDs no presentan resistencias cruzadas, deben existir 

además otros mecanismos que expliquen la resistencia específica para Lenalidomida 

+ Dexametasona o para Pomalidomida + Dexametasona. Con el fin de buscar 

algunos de los mecanismos específicos de estas combinaciones se analizaron los 

cambios en el perfil de expresión génica de las células resistentes a IMIDs + 

Dexametasona y en comparación a células control y células sensibles bajo 

tratamiento. En estas comparaciones se observó, como ya se había evidenciado en 

estudios previos que las combinaciones que incluyeron Pomalidomida deregularon 

un número de genes significativamente superior a las de Lenalidomida, en todas las 

posibles combinaciones efectuadas. Esto hace que los genes deregulados por ambos 

tratamientos o tras la aparición de resistencias a ambos tratamientos no sea 

comparable por el escaso número de genes afectados en los experimentos con 

Lenalidomida. Quizá el dato más relevante es que, en ambos casos, el tratamiento 

con las combinaciones de IMIDs + dexametasona deregularon un cierto número de 
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genes como ya se ha señalado, pero que, sin embargo, cuando esas células 

desarrollaron resistencia a los tratamientos, la mayoría de dichos genes volvieron a 

su situación basal, sugiriendo, como una posibilidad, que los fármacos, en el 

momento de las resistencias, no eson capaces de inducir los cambios terapéuticos en 

las células tumorales. Esto nos hizo proponer la posibilidad de que una sobrexpresión 

de los genes de resistencia a fármacos pudiera estar detrás de esta resistencia. Sin 

embargo, comprobamos que estos mecanismos (MDR o genes implicados en la 

permeabilidad de la célula o genes que pudieran conllevar en un rápido metabolismo 

del fármaco) no mostraban ninguna diferencia en la expresión entre las células de 

tumores sensibles y resistentes, tanto para el caso de Lenalidomida como de la 

Pomalidomida lo que sugiere que tales mecanismos no juegan un papel relevante en 

la resistencia a IMIDs. 

En el momento actual estamos profundizando en el estudio de los 

mecanismos asociados a la aparición de resistencias adquiridas a estos fármacos con 

el objeto de poder profundizar en las vías de actuación de estos fármacos en el 

mieloma múltiple y además poder desarrollar nuevas estrategias terapéuticas 

representadas bien como combinaciones racionales de diferentes fármacos o como 

tratamientos secuenciales que permitan retrasar o impedir la aparición de resistencias 

a estos y otros tratamientos y, como objetivo final, mejorar la supervivencia de los 

pacientes con MM.  
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1- Los fármacos inmunomoduladores, Lenalidomida y Pomalidomida, en 

monoterapia presentan actividad antimieloma “in vitro” tanto en la línea celular MM1S 

como en células procedentes de pacientes con MM, siendo necesarios largos tiempos de 

exposición (3 y 5 días) para ver este efecto. La adición de Dexametasona potenció de 

forma importante la actividad de ambos fármacos observando un alto sinergismo en 

ambas combinaciones. Además se observó que Pomalidomida mostró una eficacia 10 

veces superior que Lenalidomida. 

 

2- Los estudios de la eficacia “in vivo” de estos dos IMIDs en un modelo murino 

de plasmocitoma humano, usados bien como agentes únicos o asociados a 

Dexametasona, confirmaron la eficacia de dichos tratamientos tanto en términos de 

disminución del crecimiento tumoral como de aumento de supervivencia. 

Pomalidomida fue de nuevo más eficaz y potente que Lenalidomida tanto en 

monoterapia como en combinación con Dexametasona. Esta actividad fue claramente 

superior a la observada en los estudios “in vitro”, poniendo en evidencia, posiblemente 

la acción del efecto inmunomodulador de estos fármacos en el modelo animal. 

 

3- Los estudios del mecanismo de acción de Lenalidomida y Pomalidomida, usados 

como agentes únicos o asociados a Dexametasona, indicaron que estas drogas inducen 

tanto apoptosis como a una parada de las células en fase G0/G1 del ciclo celular.  

 
4- El estudio de los cambios inducidos en el perfil de expresión génica de células 

mielomatosas tras el tratamiento con dichos fármacos mostró que Pomalidomida 

desregulo un número de genes sensiblemente superior a Lenalidomida. Además, la 

adición de Dexametasona incrementó de forma importante la deregulación génica, lo 
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que sugiere una base molecular del elevado sinergismo observado. Es interesante 

reseñar que la infraexpresión del oncogen MYB se encuentra comúnmente deregulado a 

con ambos fármacos tanto en monoterapia como en combinación con Dexametasona.  

  

5- Ambos IMIDs con o sin Dexametasona potenciaron al actividad antimieloma de 

fármacos convencionales como Doxorubicina, Melfalán, Mafosfamida o Bortezomib y 

de fármacos experimentales como Bendamustina, Carfilzomib o Panobinostat. Resultó 

especialmente atractiva la combinación de IMIDs + Dexametasona + inhibidores de 

proteasoma (Bortezomib o Carfilzomib). 

 

6- El tratamiento continuado de ratones con un plasmocitoma humano subcutáneo 

con Lenalidomida o Pomalidomida en combinación con Dexametasona induce la 

aparición de resistencias a dichos tratamientos tras un periodo de sensibilidad inicial.  

 

7- En cuanto a las características de la resistencia generada no se observan 

resistencias cruzadas entre Lenalidomida y Pomalidomida en combinación con 

Dexametasona, ya que ambos IMIDs son capaces de vencer la resistencia generada a la 

combinación alternativa. Además, dichas resistencias son reversibles tras un periodo de 

lavado sin recibir el tratamiento frente al que se ha generado la resistencia. 

 

8- La vía de MEK/ERK está implicada en la sensibilidad a ambas combinaciones 

de IMIDs con Dexametasona, ya que se produce un importante descenso de la actividad 

de dicha ruta en las células sensibles bajo tratamiento. Además, la generación de 

resistencias adquiridas a la combinación de Pomalidomida + Dexametasona, se asocia a 



Conclusiones 
 

 

Tesis Doctoral                                                                                                                                                          175 

una importante sobre-expresión de los diferentes componentes de esta vía en las células 

resistentes.  

 

9- Con respecto a la deregulación génica, el tratamiento “in vivo” con ambas  

combinaciones indujo una importante deregulación de genes que fue muy superior para 

la combinación con Pomalidomida que para la que incluyó Lenalidomida. Sin embargo, 

la mayoría de dichos genes volvieron a una situación basal cuando las células se 

volvieron resistentes a dichas combinaciones.  
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