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I. INTRODUCCION

La B2-microglobulina (B2m) es una proteina de bajo peso molecular de
aproximadamente 100 aminoacidos que se encuentra presente en la superficie
de todas las células nucleadas del organismo, ya que es componente del
complejo mayor de histocompatibilidad de clase | (MHC-I). Se ha encontrado
que durante el curso del Mieloma Multiple (MM) la actividad de las células
plasmaticas aumenta, por lo tanto hay un aumento también en la excrecion de
B2m a la circulacién que provoca danos renales en los pacientes. (Beutler, E. et
al., 2001; Tefferi, A., 2001; Goldman, L. y Bennett, J.D., 1991)

Un factor prondstico es un parametro que permite conocer la agresividad
de una enfermedad y proporciona informacion sobre el estado de salud general
del paciente en relacion directa a cual sera su esperanza de vida a partir del
momento en el que se diagnostica una enfermedad. En general se trata de un
parametro clinico y cuando se tienen resultados elevados se relacionan con
enfermedades activas y pocas probabilidades de responder al tratamiento
(Goldman, L. y Bennett, J.D., 2002). La B2m es considerada como factor
pronéstico sobre todo en aquellas neoplasias de origen linfoide, como el MM,
en el que las células plasmaticas proliferan de manera anormal y con ello hay
un aumento en la concentracién en sangre y orina de esta proteina. (Teran, L.
etal., 1991)

El MM, también conocido como mieloma de células plasmaticas o
mieloma plasmocitico, es una enfermedad neoplasica caracterizada por la
proliferacion de una clona de linfocito B o célula plasmatica que sintetiza
cantidades anormales de inmunoglobulinas o fragmentos de éstas (proteina M).
Esta clona de célula plasmatica prolifera en la médula 6sea y frecuentemente
invade el hueso adyacente, produciendo lesiones liticas éseas que dan como
resultado insuficiencia renal, hipercalcemia y provocan desplazamiento del
resto del tejido hematopoyético, dando como resultado anemia y en ocasiones
trombocitopenia. (Beutler, E. et al., 2001)

El objetivo central de este trabajo es conocer las razones por las que la
B2m es considerada un factor prondstico en el MM, ya que durante el curso de

una neoplasia una de las principales preocupaciones de pacientes y familiares



es el prondstico. Sin embargo, no sabemos qué parametros se toman en

cuenta para que sea considerado como factor prondstico.



Il. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Conocer las razones por las que la f2-microglobulina es considerada un

factor pronéstico en el Mieloma Multiple.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Conocer la importancia de un factor prondstico.

e Conocer como se elige un factor pronéstico.

e Conocer la estructura y funciones de la B2-microglobulina, asi como su

relacion con el Mieloma Multiple.

e Conocer si existen métodos para detectar y cuantificar 32-microglobulina

en el laboratorio.

e Resaltar la importancia de la quimica como parte de un conjunto de
actividades multidisciplinarias cuyo objetivo es ayudar a mejorar la salud

de los individuos.



Il. GENERALIDADES

1. SISTEMA INMUNE E INMUNOGLOBULINAS

1.1 Hematopoyesis

La hematopoyesis es el proceso de produccién, diferenciacion y maduracion de
todas las células sanguineas (Stites, D. et al., 1998). El proceso de produccién
tiene como objetivo formar nuevas células, la diferenciacion es el proceso en el
que la célula formada obtendra caracteristicas particulares y la maduracion es
el resultado de procesos bioquimicos y morfolégicos que le dara a la célula
diferenciada la funcionalidad (Ruiz-Arguelles, G. y Lagunes-Yannelli, B., 2000).

Durante la hematopoyesis se producen, en general, tres lineas celulares:
los eritrocitos, los leucocitos y las plaquetas a partir de una célula pluripotencial
o célula madre hematopoyética. De esta célula deriva una célula progenitora
llamada célula formadora de unidades linfoide-mieloides (CFU-LM). (Stites, D.
et al., 1998)

En este proceso intervienen una gran cantidad de citocinas que regulan
la produccion, diferenciacion vy lisis de cada una de las células, manteniendo un
equilibrio en el numero de éstas en el organismo (fig. 1). (Gomez-Arboneés, X.
et al., 2003)
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Figura 1. Diagrama general de la hematopoyesis. Fuente: Gémez-Arbonés, X. et al.,
2003.



1.2. Linfopoyesis

La linfopoyesis es el proceso de producciéon de linfocitos a partir de una célula
madre linfoide que dara origen a linfocitos; no obstante, dicha célula madre aun
no se ha aislado ni caracterizado de manera definitiva. Este proceso se lleva a
cabo en dos organos, el timo y la médula ésea, conocidos también como
organos linfoides primarios.

El linfocito B se desarrolla en su totalidad en la médula ésea, mientras
que el T se desarrolla a partir de un linfocito inmaduro que migra de la médula
Osea por el torrente circulatorio hasta el timo donde termina su maduracion. La
actividad linfopoyética se regula a su vez por citocinas elaboradas en los
organos linfoides primarios. (Stites, D. et al., 1998)

Los linfocitos que emergen del timo o de la médula ésea se encuentran
en un estado latente o de “reposo”, son mitéticamente inactivos (o sea, estan
en la fase Gy del ciclo celular), requieren estimulacién para dividirse y realizar
funciones de defensa inmunitaria, y su periodo de vida es muy corto. (Stites. D.
et al., 1998)

Otro proceso de linfopoyesis ocurre cuando se estimulan los 6rganos
linfoides secundarios o periféricos (bazo, ganglios linfaticos y amigdalas) dando
como resultado linfocitos con memoria (linfocitos que se encuentran en reposo
y pueden sobrevivir muchos afos) y linfocitos efectores (linfocitos con tiempo
de vida reducido y que realizan funciones de defensa contra antigenos o
invasores). (Stites, D. et al., 1998)

Los linfocitos B estan relacionados con la produccion de anticuerpos o
inmunoglobulinas, en otras palabras, son los responsables de la llamada
inmunidad humoral. Los linfocitos T son los encargados de eliminar agentes
infecciosos con la ayuda de otras células, en lo que se conoce como inmunidad
celular. (Blanco, A., 2001)



1.3 Inmunoglobulinas

Las inmunoglobulinas o anticuerpos son un grupo de glicoproteinas
encargadas de la inmunidad celular a través del reconocimiento de cierta
fraccion proteica o heteropolisacarica llamada determinante antigénica o
epitopo. Bacterias, virus, hongos o cualquier célula pueden tener varios
epitopos y producir una respuesta inmune humoral en tanto presenten
caracteristicas estructurales diferentes de las del propio organismo. (Blanco, A.,
2001; Burtis, C.A. y Ashwood, E.R., 2001)

La habilidad de reconocer la enorme cantidad de determinantes
antigénicas es posible debido a la elevada variabilidad estructural que
presentan las inmunoglobulinas, basada en el rearreglo de los genes que les
dan origen. Las inmunoglobulinas son sintetizadas y secretadas por las células
plasmaticas que se originan a partir de la estimulacion antigénica de los
linfocitos B (fig. 2). (Burtis, C.A. y Ashwood, E.R., 2001)
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Figura 2. Serie linfoide B y respuesta inmune. A partir de la estimulacion de un linfocito B
maduro se originan las células plasmaticas y los anticuerpos. (Burtis, C.A. y Ashwood, E.R.,
2001)

1.3.1 Estructura de las inmunoglobulinas

Las inmunoglobulinas son glicoproteinas pertenecientes a la fraccion de
globulinas y del plasma sanguineo (Blanco, A., 2001). Existen cinco tipos de

inmunoglobulinas designadas con las letras G (IgG), A (IgA), M (IgM), D (IgD) y



E (IgE) cuya unidad estructural es semejante y esta constituida por cuatro
cadenas polipeptidicas dispuestas espacialmente en forma simétrica que
semeja una letra Y (Devlin, T.M., 1999). Si bien todos los tipos de
inmunoglobulinas tienen caracteristicas diferentes, la estructura basica es la del
tipo 1gG que se describira a continuacion. (Blanco, A., 2001)

Dos de las cadenas polipeptidicas son idénticas entre si y tienen mayor
masa, razén por la cual se les conoce como cadenas pesadas o H (del inglés
heavy). Cada una posee alrededor de 440 aminoacidos y su masa es de
aproximadamente 50 kDa. Las otras dos subunidades, también iguales entre si,
estan formadas por unos 220 aminoacidos, su masa es cercana a 25 kDa y
son denominadas cadenas livianas o L (del inglés light). Las cuatro cadenas se
mantienen unidas mediante puentes disulfuro e interacciones no covalentes
(Blanco, A., 2001).
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Figura 3. Representacion esquematica de una unidad estructural de IgG. A) Se muestran las
cadenas constituyentes H y L unidas por un puente disulfuro, asi como los dominios V y C que
forman las cuatro cadenas Vy, Cy, V. y C.. B) Las cadenas H se dividen a su vez en dominios
Ch1, Ch2 ¥ Cus. Cada uno de los dominios se encuentra marcado en diferentes colores; en esta
figura la molécula de inmunoglobulina esta representada tridimensionalmente. (Blanco, A.,
2001; Devlin, T.M., 1999)

Las secuencias de la mitad NH,-terminal de las cadenas L y un cuarto
de la secuencia también NH.-terminal de las cadenas H son muy variables
entre las diferentes inmunoglobulinas (fig. 3A). Estos segmentos NHo-
terminales constituyen las regiones variables (V) y se designan como dominios
Vuy Vi de las cadenas H y L respectivamente (fig. 3B). Por el contrario, las tres

cuartas partes del extremo COOH-terminal de las cadenas L presentan



homologia de secuencia con otras cadenas H y L de la misma clase, a las que
se les conoce como regiones constantes (C). Estas regiones con estructura
homologa se designan como Cy y C. en las cadenas H y L respectivamente.
(Devlin, T.M., 1999)

Las regiones variables Vy y V. forman el lugar de union con el antigeno,
que también se conoce como region determinante de complementariedad (del
ingles complementarity determining region, CDR) o paratopo y es en este sitio
donde reside la especificidad del anticuerpo; en una molécula de IgG existen
dos regiones de unién a antigeno. (Blanco, A., 2001)

El resto de las cadenas H y L, desde el fin de la zona variable hasta el
extremo COOH-terminal, tiene la misma estructura ordinaria para todas las
subunidades de la misma clase y es llamada zona constante. Cada cadena L
posee un dominio constante, denominado C,; las cadenas pesadas tiene tres
dominios constantes (Ch1, CHz y Ch3) y entre los dominios Cpz y Chs se
encuentra una zona denominada bisagra que esta formada por algunos
aminoacidos (10 a 15), principalmente cisteina y prolina que forman puentes
disulfuro y son los que le dan movilidad a los brazos de la inmunoglobulina.
(Blanco, A., 2001; Devlin, T.M., 1999) Las regiones Cy determinan la clase a la
que pertenece el anticuerpo, proporcionan la fijacion del complemento y
constituyen la region necesaria para que los anticuerpos crucen la membrana
placentaria. Las regiones V determinan la especificidad de la molécula de
anticuerpo con respecto al antigeno (Devlin, T.M., 1999)

Como se menciondé anteriormente, existen cinco tipos de
inmunoglobulinas (IgM, 1gG, IgA, IgD e IgE) que se distinguen entre si por la
clase o isotipo de cadena pesada que las forma (region Cy). Hay cinco isotipos
de la region Cy designados por las letras griegas p (mu), y (gama), a (alfa), &
(delta) y € (épsilon), de las cuales deriva su nombre abreviado (fig. 4). Cada
inmunoglobulina esta formada por un numero diferente de regiones Cy; 19G,
IgA e IgD presentan tres, mientras que IgM e IgE tienen cuatro. (Blanco, A.,
2001)
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Figura 4. Se muestran los cinco isotipos de inmunoglobulinas. La IgM es polivalente mientras
que el resto son monovalentes.
Fuente: http://www.Imbe.seu.edu.cn/biology/bess/biology/chapt13/13-4-3.htm

1.4 Seleccioén clonal y células de memoria

La respuesta inmune comienza cuando un antigeno desconocido es captado
por el CDR de una inmunoglobulina de membrana presente en la superficie de
un linfocito B; esta unién es especifica pues tanto el paratopo como el epitopo
deben ser complementarios estructuralmente. (Blanco, A., 2001) El isotipo de
esta inmunoglobulina depende del estado de maduracién linfocitaria. En
linfocitos B inmaduros se expresa la IgM, en linfocitos maduros virgenes o sea
que no han contactado antigeno previamente, se expresan la IgM y la IgD, y
finalmente en linfocitos B de memoria se puede expresar cualquier isotipo de
inmunoglobulina. (Pepper, I., 2006)

El linfocito B se estimula por la unién epitopo-paratopo y comienza a
multiplicarse y diferenciarse en células plasmaticas, éstas a su vez sintetizan y
secretan anticuerpos de la misma especificidad que aquellos que se
encontraba en el linfocito B del cual derivaron, a este ultimo proceso se le
conoce como seleccion clonal y a los linfocitos creados se les denomina
linfocitos B de memoria. (Blanco, A., 2001)

En el proceso de diferenciacion de linfocitos B se forman, ademas de
células plasmaticas productoras de anticuerpos con igual especificidad que las
de la célula B precursora, células de memoria. Estas células tienen un tiempo

de vida media mayor que el resto de los linfocitos B y permanecen en



circulacion para que la respuesta inmune sea mucho mas rapida en caso de

que se presente el antigeno en otra ocasion. (Blanco, A., 2001)

2. COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD (MHC)

Los linfocitos T no pueden cumplir con sus funciones de citotoxicidad ni activar
a linfocitos B y macrofagos si éstos no estan unidos a proteinas especificas de
otras células accesorias. Estas proteinas especificas son codificadas por genes
diferentes situados en un locus denominado complejo principal de
histocompatibilidad (del inglés mayor histocompatibility complex, MHC). En el
hombre, a estas proteinas se les designa también con las siglas HLA (del
inglés human leucocyte antigens). Existen dos clases de proteinas sintetizadas
bajo control de este complejo, las moléculas de clase | y las moléculas de clase
Il. (Abbas, A. et al., 2004; Blanco, A., 2001)

Las moléculas de clase | del MHC presentan péptidos a los linfocitos T
CD8" (linfocitos T citotoxicos, LTc) y son reconocidos por éstos activando la
produccion y liberacién al medio de diferentes citocinas (interleucinas e
interferon) que inducen proliferacion o diferenciacion de células T y B o
activacion de los macrofagos. Los linfocitos B son capaces de reconocer
directamente antigenos solubles por medio de los anticuerpos de su superficie.

Las moléculas de clase Il presentan péptidos a las células T CD4"
(linfocitos T cooperadores, LTh). (Abbas, A. et al., 2004; Sanchez de la Rosa,
R. et al., 1998)

2.1 Estructura del complejo principal de histocompatibilidad

Las moléculas de clase | estan constituidas por dos cadenas polipeptidicas
unidas sin enlaces covalentes: una cadena alfa (o cadena pesada) de 44 kDa
organizada en tres dominios plegados, a4, a2 Yy as, asi como por una subunidad
de 12 kDa denominada B2-microglobulina, un pequefo dominio plegado, que
se enlaza indirectamente a la membrana a través de su vinculacién con la
cadena alfa; esta vinculacion es critica para estabilizar la molécula de MHC-Il y

para facilitar su transporte a la superficie celular.



Cada cadena alfa se orienta de manera que alrededor de las tres cuartas
partes del polipéptido completo se extienden en el medio extracelular, un
pequefio segmento hidréfobo atraviesa la membrana, y los residuos del
extremo COOH-terminal se localizan en el citoplasma (fig. 5).

Las moléculas de clase Il estan constituidas por dos cadenas
polipeptidicas unidas de forma no covalente, una llamada alfa de 32 a 34 kDa y
una beta de 29 a 32 kDa. Ambas se encuentran ancladas a la membrana de los
extremos COOH-terminales. Las regiones extracelulares de las cadenas alfa y
beta se pliegan individualmente para formar dos dominios globulares,
designados como a4, az y a3 0 B1 Y B2, respectivamente. (Abbas, A. et al., 2004;
Stites, D. et al., 2000)
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Figura 5. Estructura secundaria de las moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad de clase | (A) y Il (B).
Fuente: http://journals.cambridge.org462399403005957sup010.gif

Las moléculas de clase | se expresan de manera constitutiva en casi
todas las células nucleadas, mientras que las moléculas de clase |l
normalmente se expresan sélo en células dendriticas, linfocitos B, macréfagos
y otros tipos celulares. Este patron de expresion tiene relacion con las
funciones de los linfocitos, LTc y LTh. La expresion de moléculas de clase | del
MHC en células nucleadas sirve para que los linfocitos sean capaces de

reconocer células infectadas o cancerosas. (Abbas, A. et al., 2004)



Cualquier célula debe ser capaz de interaccionar con un LTc si ha sido
invadida por un virus, microorganismo o si presenta actividad neoplasica, por lo
que expresara MHC-I. Por el contrario, la funcién principal de los LTh es activar
o colaborar con los macrofagos para que eliminen microorganismos que han
sido fagocitados y activen a los linfocitos B para la produccion de anticuerpos
que también eliminen microorganismos, esto lo realizan a través de la
expresion de MHC-II. (Abbas, A. et al., 2004)

2.1.1 Reconocimiento antigénico por MHC

Los linfocitos T reconocen complejos péptido-MHC a través de las moléculas
de superficie CD4 o CD8. Estas dos moléculas receptoras reconocen
especificamente uno de los dominios no polimorfos similares a una
inmunoglobulina, que se encuentra en la proteina del MHC: CD4 enlaza el
dominio B2 en todos los polipéptidos del MHC de clase Il, y CD8 enlaza el
dominio a;z del MHC clase |. Este es un factor importante para determinar el tipo
de respuesta inmunitaria inducida por un antigeno particular. (Stites, D. et al.,
2000).

Las moléculas del MHC de clase | y clase Il se desplazan en vias
distintas dentro de la célula y adquieren péptidos antigénicos en
compartimentos celulares diferentes. El efecto consiste en separar estos dos
grupos de moléculas de manera tal que las proteinas de clase | presenten
selectivamente péptidos derivados de proteinas sintetizadas dentro de la
célula, mientras que las proteinas de clase Il presentan péptidos del ambiente
extracelular. Las proteinas del MHC de ambas clases que no fijan péptidos son
inestables y se degradan con rapidez dentro de la célula para asegurar que la
mayor parte de las moléculas del MHC se exhiban sobre la superficie celular
como complejos de péptido del MHC. (Stites, D. et al.,, 2000; Sanchez de la
Rosa, R. et al., 1998)

En casi todos los tipos de células, los interferones alfa (IFN-a), beta
(IFN-B) y gama (IFN-y) aumentan el grado de expresion de las moléculas de
clase I; el factor de necrosis tumoral beta (TNF-B) también puede tener este
efecto. (Abbas, A. et al., 2004)



La expresion de las moléculas de clase Il también esta regulada por
citocinas diferentes en células distintas. EL IFN-y es la principal citocina
implicada en la estimulacion de la expresién de las moléculas de clase I,

especialmente en monocitos y macrofagos. (Abbas, A. et al., 2004)
2.1.2 Genética del complejo mayor de histocompatibilidad

Los genes que codifican las moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) se encuentran agrupados en una seccion del
genoma que lleva el mismo nombre, formado por aproximadamente 4 x 10° pb
y con al menos 50 genes distintos. Su organizacién es diferente en cada
especie animal, las mas conocidas son las del humano, sistema HLA, y el
ratén, sistema H-2. (Solana, R. et al., 2003)

En el hombre, el complejo principal de histocompatibilidad esta
constituido por un grupo de genes situados en el brazo corto del cromosoma 6,
en este se encuentran los loci que codifican para los distintos antigenos HLA
de clase | y Il (fig. 6). Entre los de clase | se encuentran los genes que codifican
las cadenas A de los antigenos HLA-A, HLA-B y HLA-C y entre los de clase |l
se encuentran los que codifican las cadenas alfa y beta de los antigenos HLA-
DR, HLA-DQ y HLA-DP. (Solana, R. et al., 2003)

S * S Cromosoma f
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Figura 6. Representacién esquematica del cromosoma 6 en el que se encuentran
los loci que codifican para los antigenos HLA clase | y II. (Solana, R. et al., 2003)

Este grupo de genes se heredan de acuerdo con las leyes de Mendel,
como caracteres codominantes simples. La region genética de un cromosoma

que contiene todos los genes HLA (a excepcion de los que codifican la 2m) se
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denomina haplotipo HLA. Asi pues un haplotipo HLA incluye los genes de clase
I: HLA-A, HLA-B y HLA-C y los genes clase II: HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP, y
otros loci que codifican moléculas implicadas en el procesamiento de péptidos
como son los genes TAP cuyos productos estan implicados en la transferencia
de péptidos del citosol al reticulo endoplasmico y algunos otros relacionados

con la internalizacién y producciéon de los péptidos.

3. LA B2-MICROGLOBULINA

3.1 Localizacion y estructura

Es un péptido constituido por 100 aminoacidos asociado a diversas proteinas
de membrana (fig. 7A), entre las que destacan los antigenos de clase | del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC-I), especificamente es la
subunidad mas pequefia de la molécula de MHC-I y es necesaria para el
transporte de las cadenas pesadas de clase | del reticulo endoplasmico a la
superficie celular, aunque aun no se ha dilucidado el total de sus funciones en
el organismo. Es idéntica en todos los individuos de la misma especie y, en el
hombre, los genes que la codifican no se encuentran en el cromosoma 6, como
el resto de las proteinas del MHC, sino en el 16. (Solana, R. et al., 2003;
Goldman, L. y Bennett, J.D., 2002; Teran, L. et al., 1991; Tubbs, K.A. et al.,
2001; Bjerrum, O.W. y Birgens, H.S., 1985)

ai - X|
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Figura 7. A) Estructura de los antigenos de histocompatibilidad de clase | y Il. Notese que la Bo-
micrglobulina Unicamente se encuentra presente en el MHC-I. (B2m = B,m). B) Estructura
cristalina de la B,-microglobulina humana. (Teran, L. et al., 1991; Trinh, C.H. et al., 2002)



Por su estructura (fig. 7B) es miembro de la superfamilia de las
inmunoglobulinas y mantiene cierta homologia en la secuencia de aminoacidos
del dominio constante Cys de la 19G, asi como una configuracion tridimensional

de beta plegada similar a dicho dominio. (Trinh, C.H. et al., 2002)

3.2 Fisiologia de su liberacion

Se ha visto que se incrementan los niveles en situaciones en las que existe una
elevada respuesta inmune, destruccién de los linfocitos o un desequilibrio en
los mecanismos de regulacién del sistema, por ejemplo en enfermedades
autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico y la artritis reumatoide; en
procesos malignos como sindromes linfoproliferativos, linfomas, mieloma
multiple, cancer pancreatico, pulmonar, gastrico; infecciones virales como
herpes y citomegalovirus. Sin embargo, todas las células nucleadas del
organismo la liberan de manera normal y se considera que en condiciones
normales 90% proviene del metabolismo del tejido linfoide. (Manual Merck,
2005; Teran, L. et al., 1991)

Después de su activacion, los linfocitos B y T liberan p2m a la
circulacion, hay un aumento del receptor soluble de IL-2, aumento de los
niveles de CD8 y TNFa y vy, por lo tanto la B2m se encuentra normalmente en
forma libre en diversos fluidos corporales, como en orina, saliva, calostro,
leche, semen, etc. (Verdugo, L. et al., 2005; Trinh, C.H. et al., 2002; Tubbs,
K.A. et al., 2001) En sangre encontramos concentraciones de 1 a 3 mg/L que
se incrementan ligeramente con la edad. (Teran, L. et al., 1991)

Este péptido se filtra en su totalidad por el glomérulo y en el tubulo
contorneado proximal se reabsorbe hasta 95%, donde se cataboliza
enzimaticamente; s6lo 5% se elimina en la orina (Teran, L. et al., 1991).

El aumento en la excrecion urinaria es un indice muy sensitivo de la
disfuncion renal tubular aun en casos donde los indicadores séricos como los
niveles de creatinina y la medicién de su eliminacion han resultado normales.
Actualmente, se utiliza la proteina transportadora de retinol y la as-
microglobulina, ademas de la 2m, como marcadores de la funcion renal; su
aumento ha demostrado ser util como marcador de los cambios en la integridad

del rindn (Madalena, L. et al., 2004), por ejemplo, para detectar nefrotoxicidad
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en pacientes tratados con gentamicina (O'reilly, D. et al., 1998), o para
investigar intoxicaciones con algunos metales pesados como plomo y cadmio
incluso previamente a las manifestaciones clinicas (Herber, R.F., 1994).

Por lo tanto, la determinacion simultanea en orina y suero de 24 horas
permite estudiar la funcion tubular de manera mas completa (fig. 8). (Trinh,
C.H. et al., 2002)

También resulta adecuada su cuantificaciéon en el estudio del liquido
amniotico para determinar la madurez del feto o para estudiar algunos otros

problemas durante el embarazo. (Carlier, Y. et al., 1981)

El 95% de la
f2m proviene
del tejido D --------
linfoide (1-3
mg/L) 3 .
Glomerulo Figura 8. Metabolismo renal
de la B,-microglobulina.
Teran, L. et al., 1991
J v Catabolismo Tubulo contorneado

proximal

e e o o e e e - -

Orina

Dh
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Durante el curso del MM la actividad de las células plasmaticas
aumenta, por lo tanto hay un aumento en la excrecion de B2m a la circulacién
que provoca los danos renales en los pacientes, por lo que resulta importante
realizar la cuantificacion de esta proteina. (Trinh, C.H. et al., 2002; Tubbs, K.A.
et al., 2001; Bjerrum, O.W. y Birgens, H.S., 1985)
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4. MIELOMA MULTIPLE

4.1 Definicion

El MM es una neoplasia maligna de células plasmaticas (clona de células B)
que sintetiza cantidades anormales de inmunoglobulinas o fragmentos de éstas
(proteina M). Se puede deber a una alteracién en el material cromosomico, ya
sea por deleciones, translocaciones o mutaciones. Estas anormalidades se han
detectado frecuentemente en los cromosomas 13 y 15 de los pacientes,
usando analisis de fluorescencia estandar in situ (FISH) (Sirohi, B. y Powles,
R., 2004; Beutler, E. et al., 2001; Tefferi, A., 2001).

Estas mutaciones modifican los genes encargados del comportamiento
apoptético y la produccién de interleucinas que regulan el ciclo celular. El
incremento en la proliferacion de las células plasmaticas provoca un
incrementa en a produccién de ciertas interleucinas, como la IL-2, IL-6 e IL-10.
Estas a su vez, provocan un aumento en la lisis 6sea al estimular a los
osteoclastos y provocan el aumento de la produccién de células plasmaticas
(Klein, B. y Bataille, R., 1992; Alexandrakis, M. et al., 2004).

Las células del mieloma tienen morfologia de células plasmaticas
maduras y normales, e inclusive expresan antigenos de superficie normales
como CD38 y CD24. Las células del mieloma muestran una actividad
proliferativa extremadamente baja y usualmente tienen un contenido alto de
RNA, lo cual refleja su fenotipo maduro y su elevada actividad de sintesis
proteica. (Epstein, J., 1992)

Las citocinas juegan un papel central en el MM ya que estan asociadas
con el desarrollo de las clonas malignas asi como con las manifestaciones. La
IL-6 es la citocina reconocida como el mayor factor de estimulacion del
crecimiento; IL-6, IL-18 y TNFa tienen un efecto activador de los osteoclastos,
por lo que se relacionan con las lesiones 6seas. (Epstein, J., 1992)

La sintomatologia no es evidente hasta que se encuentra muy avanzado.
Por esta razdn, el prondstico no es muy favorable y la sobrevida suele ser de
tres a seis afios.

El tratamiento es diverso, aunque en la mayoria de los casos se da

terapia de mantenimiento, pues los trasplantes de cualquier tipo no son
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recomendables en pacientes de edad avanzada. (Sirohi, B. y Powles, R., 2004;
Beutler, E. et al., 2001; Tefferi, A., 2001)

4.2 Etiologia

Las causas que lo originan son desconocidas. Existen algunos reportes sobre
la incidencia del MM en personas expuestas por periodos prolongados a
radiaciones, insecticidas y herbicidas. Ademas se ha informado de casos de
dos o mas familiares en primer grado y en gemelos idénticos. (Tefferi, A, 2001;
Goldman, L y Bennett, JD, 2002)

4.3 Epidemiologia

Representa 1% de las neoplasias malignas y un poco mas de 10% de los
canceres hematolégicos en Estados Unidos. En este pais, su incidencia ha
aumentado a 3.5 por cada 100 000 habitantes (Beutler, E. et al., 2001). Este
incremento aparente puede deberse al desarrollo y uso de técnicas de
deteccion cada vez mas sensibles (Tefferi, A., 2001).

Esta enfermedad se presenta en todas las razas y localizaciones
geograficas, mayoritariamente en africano-americanos, asiaticos pero
minoritariamente en mexicanos (Ruiz-Arguelles et al., 2004). Ademas ocurre un
poco mas en hombres que en mujeres. La edad mas comun al momento del
diagndstico es de 65 anos. (Goldman, L. y Bennett, J.D., 2001; Isselbacher,
K.J. et al., 1995)

En México, el cancer constituye un problema de salud publica. En el afio
de 1995 constituyd la segunda causa de muerte, con 48 222 decesos que
representan 11.2% del total de las muertes. En el Distrito Federal, el cancer
ocupa el tercer puesto con 6 324 decesos, lo que representa 13.6 % del total
de las muertes. (Secretaria de Salud, 2006; Platt-Garcia, J., 2006)

En el 2001 los tumores malignos se presentaron nuevamente como la
segunda causa de muerte, con 56 201 decesos que representan 12.7% del

total de las causas de muerte. Especificamente hablando de Mieloma Multiple
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se presentaron 595 decesos, de los cuales 267 fueron mujeres y 307, hombres.
La muerte se presentd, sobretodo, en individuos mayores de 65 afos.
(Secretaria de Salud, 2006)

En el 2004 el MM resulté una de las patologias menos frecuentes en
mexicanos comparadas con los caucasicos. EI MM en los caucasicos
representa de 10 a 15% de todas las enfermedades malignas de sangre,
mientras que en México sélo representa 4.2% de los males hematoldgicos.
(Ruiz-Arguelles et al., 2004)

4.4 Manifestaciones clinicas

Clinicamente se manifiesta por lesiones liticas &seas, insuficiencia renal,
hipercalcemia y anemia, principalmente. (Beutler, E. et al.,, 2001) La tabla 1
muestra las principales manifestaciones clinicas, las causas y el posible
mecanismo patogénico asociado con ellas. (Beutler, E. et al, 2001;
Isselbacher, K.J. et al., 2001)

Tabla 1. Manifestaciones clinicas del Mieloma Multiple

Alteracion clinica Causa subyacente Mecanismo patogénico

Expansién tumoral;

Hipercalcemia, fracturas produccion de factores
patoldgicas, compresion de la . . activadores de osteoclastos
] i i ] Destruccion esquelética ]
médula espinal, lesiones 6seas (FAOQO) por las células
liticas, osteoporosis, dolor 6seo tumorales (IL-13, TNF-B e
IL-6)

Efectos toxicos de los

productos de las células
Proteinuria de cadenas y
tumorales; excrecion
Insuficiencia renal ligeras (proteinuria de Bence
) ) aumentada de cadenas
Jones), hipercalcemia. . ]
ligeras (proteinas de Bence-

Jones)
Infiltracién de la médula Secundaria expansion
Anemia 6sea por células tumorales, | tumoral; produccion de
disminucién de la factores inhibidores y de
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produccion o aumento de la

destruccion de eritrocitos.

autoanticuerpos por parte de
las células tumorales (IL-6,
IL-1, TNF-a y/o TNF-B)

Infeccion

Hipogammaglubilinemia,
disminucién de la migracion

de neutrofilos.

Inmundeficiencia de células
By T (secundario a la
disminucién de la
produccion de anticuerpos ;
aumento del catabolismo de
la IgG y secundario a la

produccion de IL-6)

Sintomas neurologicos

Hiperviscosidad,
crioglobulinas, depésito de
material fibrilar (amiloide),

hipercalcemia.

Propiedades del
componente M, productos
del tumor, aumento en la
produccién de cadenas

ligeras.

Hemorragia

Interferencia con los
factores de la coagulacién,
lesién del endotelio por
depdsito de amiloide,

disfuncién plaquetaria.

Productos del tumor;
anticuerpos contra factores
de la coagulacion; cadenas
ligeras; anticuerpos que

recubren las plaquetas.

Masas tumorales Expansién tumoral

4.5 Diagnéstico

El diagndstico se lleva a cabo mediante la obtencién de datos de laboratorio,
como la biometria hematica completa, el anadlisis general de orina y la
exploracion fisica, que consiste en la busqueda de masas y dolor 6seo. En 80%
de los pacientes hay proteinas séricas elevadas y si se realiza una
electroforesis se observa un pico que corresponde a la proteina M. (Tefferi, A.,
2001)

Es una paradoja que solo una pequefia porcion de los pacientes
presenten esplenomegalia y adenomegalia, pues son las localizaciones
fisiologicas de la produccion de anticuerpos. (Isselbacher, K.J. et al., 1995). Si
hay sospecha de MM es necesario realizar las pruebas enlistadas en la tabla 2.
(Tefferi, A., 2001)
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Tabla 2. Pruebas para el diagnéstico del MM que se deben realizar

v Historia clinica completa y exploracion fisica.

v' Biometria hematica y observacién de morfologia celular de sangre periférica.

v" Quimica sanguinea (incluyendo calcio y creatinina).

v Electroforesis del suero, inmunofijacién, cuantificacion de inmunoglobulinas.

v Viscosidad del suero si IgG>6g/dL o IgA>5g/dL o existen sintomas de hiperviscosidad.

v" Andlisis de orina, recoleccion de orina de 24 h para la deteccion de proteinas.

v Aspiracion de médula 6sea, biopsia, indice de marcado de células plasmaticas (PCLI) y
citogenética.

v' Radiologia.

v Indice de marcado de células periféricas.

v' By-microglobulina (B,m).

4.6 Estudios de laboratorio

4.6.1 Biometria heméaticay observacion de morfologia celular

En 66% de los pacientes se presenta anemia normocitica normocréomica desde
el inicio, pero en casi todos, este padecimiento aparece hasta el final.

La trombocitopenia ocurre en 15% de los pacientes al momento del
diagndstico, mientras que los valores de leucocitos se mantienen normales
(Tefferi, A., 2001), pero en general los datos que se obtienen de la biometria
hematica son normales.

Conforme avanza la neoplasia se involucra mas la médula oOsea,
provocando anemia hipocromica, cuyo grado se relaciona con el tamafo del
tumor y la disminucion de la sintesis de eritropoyetina, asi como a la gran
cantidad de IL-1 y TNF-B producida por el estroma medular.

La sobreproduccion de IL-6 y células tumorales pueden contribuir a la
aparicion de anemia.

El numero de leucocitos no se altera, pero es frecuente encontrar
eosinofilia, células plasmaticas, linfoblastos granulociticos y eritroblastos en
sangre periférica, asi como formacién de Rouleaux (fig. 9).

En ocasiones se presenta trombocitopenia, sin embargo, la IL-6 tiene

actividad trombopoyética por lo que los pacientes no manifiestan un alto grado.
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También se puede presentar trombocitopenia, sin embargo, no es
comun por la produccion aumentada de IL-6, que tiene actividad
trombopoyética, por lo que los pacientes no manifiestan un alto grado. (Beutler,
E. et al., 2001; Sirohi, B. y Powles, R., 2004; Tefferi, A., 2001; Angel, G. y
Angel, M., 2000)

Figura 9. El frotis de sangre periférica
puede mostrar formacion de Rouleaux
debido a la excrecion aumentada de
inmunoglobulinas por las células del

¢ , MM.
Fuente: Mendieta, A., 2007.

4.6.2 Aspiracién de médula 6sea

Esta prueba sirve para conocer la cantidad de células plasmaticas o células del
mieloma que estan presentes en la médula 6sea y evaluar el avance de la
enfermedad. Ademas la morfologia de la célula plasmatica es importante
porque tiene valor pronéstico. (Beutler, E. et al., 2001; Angel, G. y Angel, M.,
2000)

Se observa desplazamiento del tejido medular normal por células
plasmaticas maduras con diferentes grados de madurez (fig. 10): inmaduro,
intermedio y maduro. Las células inmaduras estan asociadas con la
proliferacion y un pronostico desfavorable. La morfologia caracteristica de una
célula madura consiste en células alargadas con un nucleolo prominente; en
algunas existe escaso citoplasma y suelen ocupar mas del 70% de todos los

campos microscopicos. (Van Marion, A. et al., 2003)
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Figura 10. Diferentes tipos de células plasmaticas: A) Madura e B)
Inmadura. Fuente: Van Marion, A. et al., 2003.

Los plasmablastos (fig. 11) son las células tumorales que se encuentran
mayoritariamente durante la fase terminal de la enfermedad. El prondstico de la
enfermedad esta relacionado directamente con los cambios nucleares y la
asincronia nucleo-citoplasma, no obstante, las anormalidades citoplasmicas
por si mismas no tienen valor prondstico.

También es posible realizar estudios citogenéticos con la muestra
obtenida de médula 6sea. (Van Marion, A. et al., 2003; Beutler, E. et al., 2001;
Angel, G. y Angel, M., 2000)

Figura 11. Médula dsea con
abundantes células plasmaticas
inmaduras (plasmablastos).

4.7 Clasificacion del Mieloma Multiple

Una vez realizado el diagnostico del MM, los médicos especialistas establecen

la etapa de la enfermedad en la que se encuentra el paciente, ayudandose de
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varios sistemas existentes. Entre ellos se encuentran el de Durie-Salmon (tabla
3) que es el mas utilizado (Durie y Salmon, 1975), el de la Medical Research
Council, el de Merlin Waldestrom-Jayakar (Durie, B., 2006) y un nuevo sistema
de estadificacion italiano basado en las caracteristicas morfolégicas del MM
(Durie, B., 2006; Van Marion, A. et al., 2003).

Tabla 3. Clasificacion de estadios basada en los niveles séricos de f2m
Nivel Estadio

<4 pg/mL I

>4 ug/mL Il

Recientemente, el Grupo de Trabajo Internacional del Mieloma ha
desarrollado un nuevo sistema de estadiaje promovido por la Internacional
Myeloma Foundation (IMF) a partir de la recoleccion de datos clinicos de
laboratorio de 10 750 pacientes con MM de nuevo diagndstico procedentes de
17 instituciones, incluyendo pacientes de Estados Unidos, Europa y Asia. La
B2m sérica, la albumina sérica, el recuento de plaquetas, la creatinina sérica y
la edad fueron los factores predictores de supervivencia que se analizaron
(Durie, B., 2006)

Una combinacién de la B2m y albumina séricas proporcionaron la
clasificacién en tres estadios mas simple, de mayor poder y mas reproducible
(tabla 4).

Tabla 4. Sistema Internacional de Estadiaje

Estadio Criterios

B2m sérica <3.5 mg/L

Albumina sérica >3.5 mg/dL

Il Ni | ni II*

1 32m sérica >5.5 mg/dL

*Existen 2 categorias para el estadio II: (1) B2m sérica <3.5 mg/L, pero albumina sérica

<3.5mg/dL o (2) B2m sérica 3.5-5.5 independientemente de la albumina sérica.

Este nuevo Sistema Internacional de Estadiaje ha sido completamente
validado demostrando su efectividad en pacientes en Estados Unidos, Europa y
Asia, para pacientes mayores y menores de 65 afos, recibiendo tratamiento

estandar o autotrasplante; comparada con la de Durie-Salmon es una
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clasificaciéon simple basada en variables faciles de usar (2m y albumina
séricas) y actualmente se esta utilizando mucho. (Durie, B., 2006)

En todos estos sistemas de clasificacidon se utiliza a la f2-microglobulina
como criterio para realizar la estadificacion de los pacientes, principalmente en
dos: aquellos con mayor esperanza de vida (mejor prondstico) y aquellos con
menor esperanza de vida (mal prondstico). De acuerdo con los estudios
realizados sobre factores pronosticos, varios autores reportan que el nivel
sérico de B2m es el principal factor de prediccion de los niveles de
sobrevivencia (Isselbacher, K.J. et al., 1995; Teran, L. et al., 1991; Hernandez,
B., 2003)

5. PRONOSTICO

Los factores prondsticos —del griego, saber con antelacion— conceden la
posibilidad de conocer el desarrollo de una enfermedad al permitir inferir la
agresividad de ésta una vez que se ha presentado. (Durie, B., 2006)

Los médicos e interesados en el area utilizan diversas estrategias para
conocer el prondstico de una enfermedad, que podrian resumirse en los
siguientes puntos:

1. Experiencia personal clinica:
 Consultar a otro compariero de trabajo con experiencia en el area.
» Consultar a un "experto" o especialista en el tema.

2. Hacer una revision de la literatura.

3. Realizacion de estudios:

* Revision de casos.

* Estudios de casos y controles

* Estudios de cohortes

* Ensayos clinicos.
Para el presente trabajo se consultaron articulos relacionados con

ensayos clinicos, en los que la metodologia utilizada fue siempre los estudios

de supervivencia, llamados asi porque en las primeras aplicaciones de esta
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metodologia se tomaba como evento final la muerte del paciente (Pita, F. y
Valdés, F., 2001).

Un analisis de supervivencia permite estudiar y construir un modelo para
analizar el tiempo que tarda en ocurrir un evento, que en la mayoria de las
ocasiones es la muerte, y su relacion con otras variables del sujeto (Molinero,
L., 2004; SPSS Inc., 2005). Estos estudios derivan de analisis matematicos
muy complejos, por lo que se resuelven utilizando paqueteria computacional
adecuada. (SPSS Inc., 2005)

Existen analisis de supervivencia de una variable, dos variables o
multivariables; de éstos el mas conocido y utilizado en las ciencias de la salud
es el Analisis de Supervivencia Multivariante o modelo de Regresion de Cox,
también llamado Modelo de Riesgos Proporcionales de Cox, o simplemente
Modelo de Cox. Esta técnica tiene por objeto explicar la posible relacion entre
una o mas variables explicativas (variables independientes) y la variable
respuesta tiempo de supervivencia (variable dependiente) (Letén, E. y
Predomino, A). Este modelo es muy util porque permite clasificar a los
individuos en grupos o categorias, dependiendo de las variables que se
estudien y ademas provee informacion sobre cuales de todas las que se

analizaron son las mejores. (SPSS Inc., 2005)

Tabla 5. Factores prondsticos adversos del MM

¢ Niveles altos de f2m

e Alto PCLI

e Hallazgos citogenéticas

e Caracteristicas morfologicas en plasmablastos
¢ Niveles altos de timidin cinasa

e Hipoalbuminemia

e Edad avanzada

e Anemia, hipercalcemia, trombocitopenia

e Resistencia primaria a terapia con progreso de la enfermedad

Existen numerosos factores prondésticos adversos (tabla 5), entre los que
proporciona mas informacion se encuentran los altos niveles de (2m, las
alteraciones genéticas, el indice de marcado de células plasmaticas (PCLI), la

morfologia de las células plasmaticas y plasmablastos, entre otras,
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considerandose la primera de ellas la de mayor importancia para el mal
pronéstico. (Tefferi, A., 2001; Goldman, L. y Bennett, J.D., 2002).

Sin embargo, no todos los que se presentaron en la tabla son los mas
utilizados para el monitoreo de la enfermedad debido a la complejidad que se
requiere para realizar los analisis, por o que se usan otros que son también
muy utiles y mucho mas sencillos de llevar a cabo (tabla 6), ademas algunos
de ellos son considerados marcadores tumorales. (Durie, B., 2006; Delgado-
Lamas, J.L., 2003)

En general, se relacionan con un MM mucho mas activo, y en la mayoria
de los casos, con menores probabilidades de responder al tratamiento. Cerca
de 15% de los pacientes fallece durante los primeros tres meses tras el
diagndstico, y luego la tasa de mortalidad es de 15% anual aproximadamente.
(Goldman, L. y Bennett, J.D., 2002)

Tabla 6. Factores prondsticos mas utilizados

Prueba Significado

) ) . Cuanto mas alto el valor, mas elevado el
B2-microglobulina sérica .
estadio

o . Cuanto mas bajo el valor, mas elevado el
Albumina sérica

estadio
Proteina C-reactiva Incrementado cuando hay enfermedad activa
LDH sérica Incrementado cuando hay enfermedad activa

Anomalias citogenéticas detectadas en las La ruptura del cromosoma 13g- se asocia con

células plasmaticas por FISH remisiones de duracion corta

En la tabla 7 se enlistan algunos otros hallazgos que han sido
propuestos para ser utilizados como factores prondsticos; sin embargo, algunos
de ellos siguen siendo dificiles de utilizar en la practica porque los
procedimientos para su obtencion son complicados. (Kyle, R., 1994;
Alexandrakis, M. et al., 1999; Fonseca, R. et al., 1999; Alexandrakis, M. et al.,
2004)

Por ejemplo, se sabe que la IL-6 es el factor de estimulacién de

crecimiento de las células del mieloma mas importante; su impacto en el
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prondstico aun no se encuentra completamente claro aunque ya se sabe que la
IL-6 se encuentra relacionada con la patogénesis del MM (Klein, B; Bataille, R.,
1994)

La albumina sérica esta inversamente relacionada con la actividad de IL-
6, mientras que por el contrario, los niveles de CRP son un reflejo de la
actividad de IL-6. (Klein, B; Bataille, R., 1994)

Los pacientes con un alto indice de proliferacion dado por la proteina Ki-
67 tienen un alto riesgo de muerte temprana, por lo que también puede ser un

fuerte factor pronéstico (European school of oncology, 1996).

Tabla 7. Otros factores prondsticos

o Diferenciacién de las células plasmaticas

e Hb, BUN, Calcio sérico

e Diferenciacion celular, masa tumoral,
tratamiento

e Proteina monoclonal (M), IgG e IgM

e Respuesta al tratamiento

e IL-6

e Células T CD-4

e Marcadores de catabolismo litico 6seo

e Proteina Ki-67

El prondstico es sumamente importante, ya que tanto el médico como el
paciente desean tener una idea clara de cuales son las esperanzas de este
ultimo. Cuando se tiene un pronostico mas favorable, es Idgico pensar que el
paciente sera tratado con terapia mucho mas agresiva y téxica. Sin embargo,
los pacientes en estas condiciones no siempre acceden a la terapia. (Kyle, R.,
1994)

5.1 La B2-microglobulina como factor pronéstico en el Mieloma
Multiple

El sistema inmune reconoce antigenos tumorales que se expresan en la

superficie de las células cancerosas y pueden activar a los linfocitos T vy
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monocitos para destruirlas. Se conocen algunos antigenos tumorales como el
CA 15-3 que aparece en el cancer de mama, el CA 19-5 en el cancer
pancreatico, la lactato deshidrogenasa en el cancer pancreatico y la $2m en el
MM. (Angel, G. y Angel, M., 2000)

Debido a que los niveles de algunas de estas proteinas aumentan en
plasma y orina antes de que se presente el padecimiento y desaparecen al
eliminarse la enfermedad, se les ha considerado también factores prondsticos.

A la B2m se le considera marcador de actividad tumoral o de actividad
anormal de ciertas células, como en linfomas en los que la actividad de los
linfocitos se encuentra alterada (Manual Merck, 2005), infeccion por VIH que
refleja activacion del sistema inmune (Paredes et al, 1999), en cancer
cervicouterino en donde se reporta disminucién de su expresion en epitelio
maligno debido a la falta de expresion del HLA-I (Guzman, L. et al., 1998).

Sin embargo, la utilidad de la f2m en otros padecimientos aun no ha
sido considerada como factor prondstico ni para monitoreo de la enfermedad,
tal es el caso de su utilizacion para predecir el desarrollo de una preeclampsia
posterior (Manual Merck, 2005; Haddad, B. et al., 2000).

El tratamiento actual de los pacientes con neoplasias malignas esta
basado en la identificacion de factores prondsticos, lo que permite localizar
grupos de pacientes que van a tener una excelente respuesta a regimenes de
tratamiento poco agresivos, y que por lo mismo, serian sobretratados con
regimenes mas agresivos con la consiguiente toxicidad.

Por otro lado, hay grupos de pacientes con factores de mal prondstico en
los cuales, a pesar de la gran toxicidad, es necesario el uso de quimioterapia
agresiva, con el fin de poder tener un impacto real en la duracion de la
supervivencia y la posibilidad de curaciéon. (Aviles, A. et al., 1992; Kyle, R.,
1994, Durie, B., 2006)

Durante muchos anos, la clasificacion de Durie y Salmon por estadios
habia sido la forma mas usual de definir el estadio de la neoplasia, y con base
en ella podian indicarse los regimenes de tratamiento adecuados. Sin
embargo, en revisiones recientes se ha encontrado que no siempre el estadio
es un reflejo adecuado del comportamiento biolégico del MM, ya que soélo la

presencia o ausencia de dafo renal tiene una significancia en relacion a la
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duracién de la supervivencia. Por tal motivo se han considerado, otros factores
pronaostico.

En 1985, Cuzick et al. reportaron que el valor de la 2m en el momento
del diagndstico es uno de los factores prondsticos mas poderosos en el MM.
Sin embargo, posteriormente (1990) se afadié que no es util como parametro
de prondstico para la supervivencia a largo plazo.

En 1986, Bataille et al. demostraron que existe una relacibn mas cercana
entre la B2m y la supervivencia que cuando se utilizan los niveles de creatinina.
En el mismo afo Brenning et al arguyeron que la f2m no tiene valor como
factor prondéstico en pacientes con funcion renal normal.

En 1987, Simonsson et al., realizaron un estudio estadistico en el que
encontraron que la duracion de la supervivencia estaba relacionada con los
niveles de B2m, creatinina, Hb, LDH, edad, tipo de terapia y etapa del MM.

En 1988, Greipp et al., utilizando valores de B2m y PCLI, clasificaron en
tres grupos de riesgo a los pacientes de MM de su estudio, encontrando que
los niveles de B2m funcionan como factor prondstico de alta importancia.

En 1990, un estudio realizado con 1014 pacientes realizado por Cuzick
et al., confirmdé la importancia de la 2m como factor prondstico en un periodo
maximo de dos anos estudiando los niveles de f2m sérica en pacientes con
diferentes regimenes de quimioterapia.

En 1992, Bataille et al., realizaron un estudio para determinar la
importancia de la proteina C reactiva (CRP) como factor prondstico,
proponiendo que la combinacion CRP y 2m puede servir como sistema de
clasificacién para los pacientes con MM.

En 1999, Pasqualetti et al., realizaron un estudio en el que encontraron,
en orden de importancia para la supervivencia de los pacientes con MM, los
siguientes parametros: (2m, porcentaje de células plasmaticas en médula
0sea, hemoglobinemia, grado de las lesiones liticas, creatinina sérica y
albumina sérica. Con esto clasificaron a los pacientes en tres grupos de riesgo.

En 2002, Min et al., demostraron que la 2m juega un papel importante
en la retro-inhibicion del crecimiento y reproduccion de las células del MM in
vitro, asi como en la expresion de las cadenas alfa de las moléculas del MHC-|
usando anticuerpos anti-B2m, sugiriendo que las moléculas del MHC-l se

encuentran relacionadas con la transduccion de senales.
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En 2005, Chombart et al., encontraron que existe un grupo de alto riesgo
cuando los niveles de 2m son mayores a 6 mg/L, realizando un seguimiento
durante 10 afos a pacientes con MM y concluyeron que la B2m y la CRP de
manera independiente, predicen la muerte. (Kyle, R., 1994; Tefferi, A., 2001;
Goldman, L. y Bennett, J.D., 2002.; Isselbacher, K.J. et al., 1995; Greipp, P.R.
et al., 1988; Lopez-Molina, G., 1999; Bataille, R. et al., 1992; Delgado-Lamas,
J.L., 2003; Fonseca, R. et al., 1999; Alexandrakis, M. et al., 2004; Cuzick, J. et
al., 1990; Dimopoulos, M.A. et al., 1993; Min, R. et al., 2002; Chombart, B. et
al., 2005)

La B2m se ha relacionado como factor prondstico sobre todo en aquellas
neoplasias de origen linfoide, como en el MM, en el que las células plasmaticas
proliferan de manera anormal. Avilés et al. consideran también que la f2m es
probablemente el método mas facil y reproducible como indice prondstico en
pacientes con MM vy deberia considerarse su determinacion como

indispensable en el estudio de dicha neoplasia. (Avilés, A. et al., 1992)

6. DETERMINACION DE 32-MICROGLOBULINA

El aumento de esta proteina en el suero se debe a un aumento de la sintesis o
a la disminucién de su reabsorcion por el rifdn. La eliminacion de esta proteina
en orina es util para evaluar la funcién renal. Como resultado del aumento en la
proliferacion de los linfocitos, también aumenta la liberacion de esta proteina al
torrente sanguineo, lo cual provoca dafios renales a los pacientes con esta
enfermedad y permite usarla para descubrir, evaluar y tratar la enfermedad.
(Beutler, E. et al., 2001; Tefferi, A., 2001; Greipp, P.R. et al., 1988; Fonseca, R.
et al., 1999)

Todos los ensayos para la determinacion de f2m son inmunoensayos.
A pesar de que la B2m tiene un grado de parecido bastante alto con la regién
constante (Cps) de las inmunoglobulinas G en la secuencia de aminoacidos, no
se da reaccion cruzada. (Trinh, C.H. et al., 2002; Teran, L. et al., 1991; Pesce,
A.J. y Kaplan, L.A., 1987)

Inicialmente la determinacion de esta proteina en orina o suero se

realizaba por medio de un ensayo de inmunodifusién radial (RID) o por
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métodos de inmuno-precipitacion, usando polietilenglicol e inmunonefelometria
manual o automatizada. Sin embargo estos métodos disminuyen la sensibilidad
para detectar 2m en individuos normales porque no se realiza un paso previo
de concentracion. Los radio-inmunoensayos (RIA) fueron desarrollados para la
medicion precisa de concentraciones hasta de nanogramos en orina y suero
normales sin preconcentrar. (Pesce, A.J. y Kaplan, L.A., 1987)

En la tabla 8 se resumen los métodos para determinar 32m reportados
por Pesce y Kaplan (1987); con estas pruebas es mucho mas sencillo el
manejo de las muestras sobre todo para el ELISA, debido a que se evita el
manejo de radiactividad y el costo del equipo contador. Ademas los reactivos
que se utilizan para las determinaciones inmunoenzimaticas son mucho mas
estables.

Los ensayos turbidimétricos no tienen problemas de manejo y también
son mucho mas rapidos para realizarse que por RIA. Sin embargo para la
realizacion del ELISA es necesario comprar el espectrofotdmetro especial para
la lectura de las placas.

Actualmente es posible determinar su presencia y cuantificarla por
inmunoensayo de espectrometria de masas en fluidos bioldgicos, este método
cuenta con gran exactitud (Greipp, P.R. et al., 1988). Otro método también
reciente es el uso de tiras reactivas, con la desventaja de ser unicamente de
utilidad como tamiz (Pugia, M. et al., 2002).

Convencionalmente los niveles de esta proteina en suero y orina se han
determinado usando tres métodos que se encuentran disponibles
comercialmente en diversas presentaciones. En general son el
radioinmunoensayo (RIA), el inmunoensayo (IE) y el ensayo de
linfocitotoxicidad, descritos en la tabla 8. (Herber, R.F., 1984)

Es importante sefalar que durante la revision elaborada para este
trabajo, los articulos en los que se realizaron cuantificaciones de R2m siempre
fueron utilizados dos kits disponibles a la venta, cuyos principios son el RIA.

Existen muchos equipos comerciales cuyos principios y datos técnicos
son muy diversos. En la tabla 9 se resumen algunas de las caracteristicas

encontradas.
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6.1 Interpretacion

Los niveles de 2m elevados en suero y orina se pueden deber a dos causas:

1. Aumento en el catabolismo, lo que la hace muy util en la deteccion de
disfunciones renales, sobre todo en pacientes con trasplantes renales.

2. Aumento en la sintesis, lo que ocurre en patologias en las que el
sistema inmunoldgico esta involucrado, como en el lupus eritematoso,

artitis reumatoide, linfomas, mononucleosis infecciosa y MM, entre otras.

El uso de estos valores se ha estudiado en pacientes con trasplante
renal y en pacientes con desdrdenes inflamatorios y malignos. En ambos
casos se ha encontrado que concentraciones arriba de los normales
corresponde a un mal prondstico. Por el otro lado, concentraciones
normales o relativamente mas bajas suponen un prondstico favorable con
funcién renal normal. (Ruiz Arguelles, et al., 2004; Sirohi, B. y Powles, R.,
2004; Hernandez, B., 2004; Aviles, A. et al., 1992)

30



Tabla 8. Métodos para determinar 32-microglobulina

Muestra Intervalo de
. Tipo de analisis Fundamento utilizable y . Comentarios
Método . trabajo (mg/L)
equipo
Difusién de proteinas a través . Requiere una
Inmunodifusion c itati d di Hi Suero, orina. 5.75 preconcentracion de la
radial simple (RID) uantitativo € uh medio que contiene un Manual ; muestra y un tiempo de
anticuerpo especifico incubacion prolongado
La fase solida esta formada por
anticuerpos anti-B2m unidos Precision y sensibilidad
covalentemente a particulas de adecuadas, el tiempo de
nggignexétzﬁc?;'zz IIZ %aZF;ﬁC'd:rd Suero, orina. incubacion es de 90
Radioinmunoensayo C o | mp e : g Semiautomatico, 0.4-19.2 minutos y el paso de
(RIA), fase sélida uantitativo 0 mismos sitios con anti-g2m, disponible T separacion es bastante
’ al mezclar una cantidad de p2m comercialmente conveniente; el ensayo se
marcada. La cantidad de ' termina eﬁ un dia >clie
radiactividad es inversamente trabaio
proporcional a la 2m no 10
marcada.
B2m y B2m marcada compiten
por el anticuerpo; los complejos Precisién y sensibilidad
antigeno-anticuerpo precipitan adecuada- el tiemoo de
RIA, doble I por accién de un segundo Suero y orina. . o PO )
. Cuantitativo : o ; p 0.4-20 incubacion es conveniente;
anticuerpo anticuerpo y son contabilizados, | Semiautomatico.

la radiactividad es inversamente
proporcional a la concentracion
de B2m en la muestra.

el ensayo se termina en un
dia de trabajo.
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RIA con anticuerpo

B2m y 2m marcada compiten
por el anticuerpo monoclonal;
los complejos antigeno-

La sensibilidad es mejor y
tiene buena precision. El
periodo de incubacién es

. o . . prolongado (3 horas) pero
s anticuerpo precipitan por accion Suero y orina. -
Cuantitativo . ) 0.15-5.6 el paso de separacién es
monoclonal del polietilenglicol y son Manual. . -
r i R conveniente. La correlacion
contabilizados; la radiactividad .
. : con el método de RIA con
es inversamente proporcional a ) :
K anticuerpo policlonal es
la concentracién de 32m.
excelente.
L Requiere contador de
Aglutinacion directa con . f C .
Inmunoensayo con o , . ; Suero, orina. particulas o turbidimetro;
. Cuantitativo particulas de latex recubiertas ; 0.25-16 R
latex (LIA) Automatizado. condicién optima;
de B2m. X
laboriosa.
Reproducible y sensible, la
. correlaciéon con RIA es
Inmunoensayo enzimatico por . .
X ; Suero y orina. buena, los reactivos son
Inmunoensayo competencia. 32m compite con . - . .
s o L ; Semiautomatico estables. La incubacién es
enzimatico (EIA), Cuantitativo una cantidad de $32m marcada y . . 0.2-10.5
o re . " C y disponible recomendable y los pasos
fase solida fija por los sitios de unién con el X L
. ) comercialmente. de separacion; el ensayo
anticuerpo anti-p2m. .
se puede terminar en 4
horas.
Interaccion de linfocitos .
o S Es menos sensible y
especificos sensibilizados con .
. . - ) iy . . preciso que el RIA, se
Linfocitotoxicidad . I antigeno. La lisis de las células Suero y orina. . .
L Semicuantitativo ; . 1-50 necesita una linea celular
por inhibicion infectadas se mide

morfolégicamente o por
radiomarcado.

Manual.

especifica y el tiempo de
ensayo es prolongado.
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Tabla 9. Pruebas disponibles comercialmente para determinar f2-microglobulina

Sensibilidad (Limite de

Técnica Marca y compaiiia Instrumento de medicion Muestra requerida deteccion) CV %
Phadebas-32 microtest Contador gama :
RIA (Pharmacia diagnosis AB) Orina NE NE
BioCheck 32-microglobulin
enzyme immunassay test kit Espectrofotémetro Suero 0.1 mg/L <5.0%
(BioCheck)
ELISA B2-m|cro(g|;:l)c;igl)|n ELISA Espectrofotémetro Suero 1 mg/L NE
Microwell B2-microglobulin
ELISA (Diagnostic Espectrofotémetro Suero 2.0 mg/L NE
Automation)
Turbilatex-Proteinas séricas Contador de particulas o Suero, plasma 'y
X : NE NE
(Insulab) espectrofotdmetro orina
Quantia B2-microglobulin . o
(Abbott Diagnostics) Espectrofotémetro Suero o plasma 0.046 mg/L <2.0%
LIA Olympus [2-microglobulin . 0.5 mg/L o
(Olympus Diagnostica) Espectrofotémetro Suero o plasma <5.0%
—— — - 5
Tina quant(Rﬁozcrrlr;l)croglobulm Espectrofotémetro Suero o plasma 0.03 mg/L <2.0%
Quantex [32_-ml|croglobulln Espectrofotémetro Suero, plasma y 0.098 mg/L NE
(BIOkIt) orna
IMMULITE B2- <5.0%
EIA microglobulina (Diagnostic Espectrofotémetro Suero y orina 0.6 mg/L e

Products Corporation)

NE: no se encontro el valor.
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IV. DISCUSION

La B2m es una proteina de bajo peso molecular que forma parte de la
estructura del MHC-I, cuya sintesis se aumenta con patologias del sistema
inmune como el MM.

Juega un papel importante en esta patologia, pues es posible que el
organismo aumente la produccién de esta proteina como mecanismo de
defensa para tratar de disminuir la cantidad de células malignas en crecimiento
(Min, R. et al., 2002), lo cual justificaria el uso de este polipéptido como factor
pronéstico de la enfermedad.

La B2m funciona como medida de la funcion renal al ser catabolizada
por el riidn, asi como marcador indirecto de la cantidad de células plasmaticas
en crecimiento, ya que sélo la presencia o ausencia de dafo renal es
significativo en relacion a la supervivencia (Teran, L. et al., 1991).

El aumento de esta proteina ha servido como base para crear algunos
sistemas de estadificacion que se fundamentan en los estudios de riesgo, como
el modelo de Cox. Sin embargo el estadio en el que se clasifique a un paciente
no siempre refleja el comportamiento biolégico de la enfermedad (Durie, B.
2006).

Por otra parte, el interés en los sistemas de estadificacion, como los que
utilizan los niveles de B2m, radica en la importancia de proporcionarle
informacion al médico para que éste pueda ofrecer el tratamiento mas
adecuado a un paciente con MM.

Como se menciond en los primeros parrafos, durante el progreso del MM
aumenta el catabolismo de 2m; no obstante, su presencia no es caracteristica
de la enfermedad, pues también hay un aumento en otras, lo cual la hace util
para la estadificacion y prondstico de aquéllas.

Los métodos para determinar y cuantificar 32m tienen intervalos de
trabajo y limites de deteccién (sensibilidad) amplios, lo cual refleja las
diferencias entre ellos. De manera normal todos los individuos tenemos
concentraciones de 1 a 3 mg/L en sangre (Ruiz-Arguelles, G. et al, 2004), por
lo tanto sera mejor aquel método que pueda detectar niveles iguales o

mayores a estos y que no tenga la menor cantidad de riesgos hacia la salud.



Por esta razén, es probable que los métodos espectrofotométricos sean mas
utilizados que aquéllos que utilizan contadores gama.

Asi mismo es deseable aquél que requiera la menor cantidad de tiempo
para su desarrollo, pues esto puede mejorar el rendimiento de un laboratorio.
No obstante, el trabajo con equipos requiere mantenimiento y limpieza, que
puede encarecer los costos si las pruebas no se realizan frecuentemente.
Probablemente los métodos que reunen casi todas estas caracteristicas son los
de radioinmunoensayo, de los cuales existen equipos automatizados vy
semiautomatizados.

Los tres sistemas de estadiaje revisados aqui se basan en los niveles de
B2m, sin embargo, ninguno de ellos considera una poblacion mexicana. Esto
resalta la importancia de fomentar la investigacién en México, en todas las
areas de la salud y formar equipos multidisciplinarios integrados por quimicos,
meédicos, bidlogos, matematicos y todos aquellos relacionados e interesados en
el area que apoyen a la investigacion, si bien no de manera directa como la
medicina, proporcionando mas informacién al sistema de salud para que a su
vez éste sea capaz de mejorar.

La B2m esta considerada como el mejor factor pronéstico para el MM,
sin embargo no es indispensable su busqueda y cuantificacion pues existen
otros parametros que se realizan de rutina, menos costosos y mucho mas
sencillos, como las concentraciones séricas de creatinina, de calcio,
hemoglobina y albumina, asi como la observacién de la morfologia celular en
un aspirado de médula dsea. Por esta razén es importante contar con personal
bien capacitado y equipos en buen estado, asi como mejorar los sistemas ya
existentes y disefiar otros que faciliten el trabajo en el laboratorio y que puedan
mejorar la informacién que proporcionan, de manera que en su labor diaria el

quimico pueda contribuir a mejorar la salud de muchos pacientes.



V. CONCLUSIONES

% La P2-microglobulina es considerada como factor pronostico en el

Mieloma Multiple porque:

o Se elevan las concentraciones en los fluidos durante su curso
debido a la produccién de citocinas como factores de necrosis
tumoral (TNF-q, B, y y) e interferones (INFa, B, y y), todos ellos
producidos por distintas células nucleadas del organismo y por
las propias células del Mieloma. Ademas, esta proteina forma
parte de la superficie celular de los linfocitos y al elevarse el
numero de células plasmaticas en la médula 6sea también

aumenta su concentracion.

o Se ha comprobado que tiene un papel importante en la
regulacion del crecimiento y reproduccion de las células

plasmaticas.

o Actua como medida de la funcién renal ya que se filtra en su
totalidad por el glomérulo y en el tubulo contorneado proximal
se reabsorbe un 95% donde se cataboliza enzimaticamente,

mientras que el resto se elimina por la orina.

o Es uno de los principales criterios utilizados para clasificar a los
pacientes con Mieloma Multiple, para proporcionarles el
tratamiento mas adecuado, asi como para darle seguimiento a
la enfermedad. Esto nos conduce a la necesidad de crear
sistemas de deteccién y cuantificacion con mayor exactitud,

precision y especificidad.

o En combinacién con los parametros clinicos de rutina (como la
hemoglobina, la creatinina, el calcio, entre otros) es muy valiosa
pues su correcta interpretacion proporciona informacion sobre la

enfermedad de manera rapida y confiable.



+ Los parametros clinicos de rutina, como los que se realizan de manera
cotidiana en los laboratorios de hematologia y analisis clinicos, son las
herramientas basicas que proporcionan ayuda a los médicos en su labor
de creacion de sistemas de estadificacidén, que posteriormente seran de
ayuda para el tratamiento y prondstico de un paciente con Mieloma

Multiple.

+ Existen diferentes métodos para detectar y cuantificar 2-microglobulina,

la mayoria de ellos utiliza el radioinmunoensayo.

% Es posible continuar mejorando el sistema de salud mexicano, a través
de la investigacion y la interrelacion de la quimica con otras disciplinas
como la medicina, la biologia, la ingenieria y todas aquellas areas
interesadas. En su labor diaria, el quimico proporciona herramientas
utiles que apoyan al diagnéstico y aunque no interactua tan directamente

con el paciente, su labor es igualmente importante.
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