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RESUMEN.

Titulo: “Evaluacion de la inmunidad celular en pacientes con diagnostico de mieloma
multiple de novo comparada con la de individuos sanos™.

Objetivo: Evaluar la respuesta inmune celular en pacientes con diagndstico de mieloma
multiple de novo. Comparar las subpoblaciones linfocitarias de los enfermos con mieloma
multiple no tratados con sujetos sanos.

Material y métodos: Disefio de estudio. Retroprospectivo, descriptivo, transversal y
comparativo. Se incluyeron 28 pacientes con diagnostico de mieloma multiple de novo, a
quienes se les tomaron muestras de sangre periférica previo a inicio de tratamiento para
medir por citometria de flujo la expresion de CD4, CD3, CD8, NK, NKT y NKT
invariantes, se compararon los resultados con un grupo control de donadores sanos.

Analisis estadistico: t student para variables independientes, IC 95%, mediana.

Resultados: Se incluyeron 28 pacientes en el periodo de agosto de 2006 a febrero de 2008,
15 mujeres (53.57 %) y 13 varones (46.42%), con una mediana de edad de 59 afios. La
mediana de expresion de CD4 en pacientes fue de 471.8 y en donadores de 690.1. con una p<
0.0001. NK en pacientes fue de 250.7 y en donadores 407.3, p<0.001. NKT invariante en
pacientes fue de 37.41 y en donadores de 2.243, p<0.003.

Conclusion los subtipos celulares de mayor peso en la respuesta inmune en pacientes con
mieloma multiple de novo son CD4+, células NK y la invariante va24 vB11.

Palabras clave mieloma multiple, linfocitos T, NK, NKT invariantes, inmunidad celular.



ABSTRACT.
Title: Comparison of the Cellular immunity response in patients with the novo multiple

myeloma and normal donors.

Objective: To study the cellular immune response in patients with de novo multiple
myeloma (MM). To compare the number of lymphocyte subsets in patients with MM and
normal donors.

Material and methods: Study design: retrospective, descriptive, transversal and
comparative. 28 patients with de novo MM were included. Before the start of treatment, flow
citometry analysis for quantification of CD3, CD4, CD8, NK, NKT, and NKT invariant
lymphocytes was performed. We also quantified the same cells in a control group consisting
in normal donors.

Statistical analysis: Mean, median, standard deviation, and 95% confidence intervals were
calculated. A T test for independent samples was used to compare the results between
patients and donors.

Results: Between August 2006 and February 2008 we included 28 patients, 15 (53.5%)
women and 13 (46.5%) male, with a median age of 59 years. The median of lymphocyte
subsets for patients with MM and donors was: CD4: 471.8 x10°L and 690.1x10%/L (p<
0.0001), NK cells: 250.7 x10°L and 407.3 x10°/L (p<0.001), and NKTi: 37.41x10°L and 2.2
(p<0.003), respectively.

Conclusion. Patients with de novo multiple myeloma have decreased number of CD4 and
NK cells, as well as increased in NKTi cells. These findings could explain, in addition to
other reported deficiencies, the increased risk of infection and the deficient antitumor
response observed in these patients.

Keywords: multiple myeloma, lymphocyte subsets: CD4, NK, NKTi, cellular immunity.



I. Antecedentes Cientificos.

El mieloma multiple (MM) es una enfermedad caracterizada por producir alteraciones
de la respuesta inmune tanto a nivel humoral como celular, lo cual ocasiona que los pacientes
tengan una mayor predisposicion a infecciones y a una respuesta antitumoral defectuosa.
Respuesta antitumoral en mieloma multiple. Una respuesta inmune antitumoral adecuada
depende de la correcta deteccion de las células tumorales y de la habilidad de provocar una
respuesta efectiva por parte del sistema inmune del individuo. En los pacientes con MM
ninguna de estas dos condiciones se cumple, debido a que existen alteraciones fenotipicas y
funcionales en linfocitos B, linfocitos T, macrofagos y células NK/LAK.

Linfocitos B en mieloma multiple. Las poblaciones de linfocitos B y pre-B se encuentran
disminuidas (1) y mas aln, los monocitos de los pacientes con MM inhiben la produccion
policlonal de inmunoglobulinas inducida in vitro por mitégenos, cuando se cultivan con
linfocitos B normales o linfocitos B de pacientes con MM (2), lo cual resulta en reduccion de
la sintesis de inmunoglobulinas normales, ocasionando hipogamaglobulinemia grave.
Linfocitos T en mieloma multiple. La destruccion de las células tumorales se lleva a cabo
por medio de la activacion eficiente de las células T efectoras, lo cual requiere de dos sefiales
principales: a) la sefial inicial es generada por el reconocimiento del receptor de células T
(TCR) de péptidos antigénicos presentados en el complejo mayor de histocompatibilidad,
localizado en las células presentadoras de antigeno (células dendriticas DC), b)la segunda
sefial se genera por medio de las moléculas coestimuladoras, de la que depende una correcta
activacion funcional y mas aun, la maduracion de las DC (3).

Los pacientes con MM tienen una distribucion alterada de linfocitos CD4 y CD8 (inversion

del indice CD4/CDS) debido a reduccion en el nimero absoluto y porcentaje de linfocitos



CD4+, particularmente la variedad de linfocitos virgenes CD4+/CD45RA+ (4,5). Esta
disminucion celular es mas pronunciada en pacientes con enfermedad avanzada y se ha
demostrado que los pacientes con cifras de linfocitos CD4+ menores a 700x10%/L, tienen una
menor supervivencia y una mayor probabilidad de recaida. Sin embargo, los linfocitos de la
sangre periférica son capaces de proliferar ante células tumorales autologas e incluso tienen
capacidad de citotoxicidad (6). Ademas, se han detectado otras alteraciones en los linfocitos
T como anormalidades en las moléculas de sefalizacion, particularmente de cinasa de
proteina C (PKC-a) y de factor nuclear kappa B (NFxB) y susceptibilidad aumentada a la
apoptosis provocada por un aumento en la expresion de Fas y disminucidn intracelular en los
niveles de bcl-2 (7-9).

Las células tumorales de MM pueden evadir la respuesta inmune antitumoral por medio de
modificaciones en la interaccién célula-célula, en la presentacion y procesamiento de
antigeno y en las moléculas coestimuladoras. En general, las células tumorales de MM
carecen de la expresion de CD80 en su membrana, lo cual se puede revertir por medio de la
coestimulacion con ligando de CD40 (CD40L), método que se estd evaluando como medida
terapéutica en MM (10). Interesantemente, se ha demostrado la expresion de CD28 en la
mayoria de los linfocitos CD4+, en la mitad de los linfocitos CD8+, no asi en las células
tumorales de pacientes con MM en fases iniciales de la enfermedad, lo cual impediria una
buena activacion de la respuesta inmune y por lo tanto una buena respuesta antitumoral (11 y
12).

Células NK en mieloma multiple. Las células natural killer (NK) son indispensables para la
erradicacion de enfermedades virales y oncologicas. Por medio de citometria de flujo

podemos distinguir a estas células por su fenotipo CD3-CD16+CD56+. Se dividen en dos



grandes subtipos: a) NK CD56™" (CD16%™) que constituye el 10% del total de células NK
y b) CD56%™ (CD16™*™") 90% de células NK. El primer subtipo se caracteriza por su gran
capacidad de producir interleucinas con propiedades antitumorales como interferén gamay la
segunda variedad de células NK CD16+, por definicion posee el receptor I1I Fcy (FcyRIII) de
inmunoglobulinas (IgG1 e IgG3), lo cual le confiere una alta capacidad antitumoral por
citotoxicidad celular mediada por anticuerpo (13).

La funcion citolitica de estas células estd regulada por la expresion de receptores de
superficie que pueden inhibir o aumentar la citotoxicidad. Los receptores activadores
(receptores naturales de citotoxicidad) incluyen NKp30, NKp44, NKp46 y NKG2D, asi
como co-receptores como 2B4. Se ha demostrado que estas células son capaces de destruir a
las células malignas del MM (14), sin embargo, muchos autores han reportado que son
anormales en cuanto a numero, fenotipo y funciébn en pacientes con enfermedades
oncohematologicas (15,16).

Células NKT en mieloma multiple. En el humano se pueden marcar por citometria de flujo
por medio de anticuerpos dirigidos a las cadenas o y B del TCR invariante (Va24 VB11). En
lugar de reconocer un péptido presentado en el MHC de las células dendriticas, interaccionan
con glicolipidos presentados en una molécula parecida a MHC llamada CD1d. (17).

Las células NKT constituyen el 0.02-0.2% del total de linfocitos T en la circulacion
periférica. Bajo la influencia de distintos estimulos, son capaces de producir tanto citocinas
de tipo Th1 (IFN-y, IL-2) como Th2 (IL-4, IL-10, IL-13).

Se ha reportado disminucion de células NKT en la sangre periférica de pacientes con cancer
hematologico y no hematologico (18, 19). En los pacientes con MM en recaida o progresion

y no asi en pacientes con gamopatia monoclonal de significado incierto ni en MM en estadio



I, las células NKT son deficientes en la produccion de IFN-y inducida por alfa-galactosil-
ceramida, lo cual indica una clara relacion entre la pérdida en las funciones de estas células y
la progresion clinica de la enfermedad (20,21).

Mecanismos de evasion de la respuesta inmune antitumoral. Las células tumorales del
MM, como sucede en otros tipos de céancer, pueden interferir con la respuesta inmune
antitumoral por medio de la secrecion de factores supresores o promoviendo la apoptosis de
las células inmunoreguladoras. Una de las sustancias supresoras mas importantes es el factor
1 de crecimiento transformador (TGFB-1) que es producido por las células de MM y que
puede suprimir la proliferacion de las células T por medio de la inhibicion de la respuesta a
IL-2 en linfocitos T estimulados de sangre periférica (22), ademas de que provoca falla en la
maduracion normal de las células dendriticas en pacientes con MM. Por otro lado el ligando
de Fas (Fas-L) que induce muerte celular programada en las células que son sensibles o
positivas a Fas, estd expresado en las células de MM, por lo que las células tumorales pueden
suprimir activamente a las células T que sean Fas+, siendo este un posible mecanismo por
medio del cual las células tumorales evitan su destruccion por el sistema inmune (23). Otros
inhibidores de la respuesta inmune antitumoral detectados en MM son: IL-10 (24), el factor
de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) (25), y mucina 1 (MUC-1) que juega un papel
muy importante en la comunicacion entre células y cuyos niveles de expresion se asocian con
un alto potencial de metastasis y un prondstico malo en algunas neoplasias epiteliales. En
células de MM, MUC-1 produce una variante soluble que es capaz de suprimir la respuesta
de células T a aloantigenos (26).

La IL-10 es uno de los factores inhibidores mas importantes. Es una citocina pleiotropica

producida por las células B, monocitos, macréfagos y queratocitos que inhibe la sintesis de
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citocinas proinflamatorias como IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, y TNFa. Ademas inhibe la funcion
efectora de los linfocitos T. En los pacientes con MM se ha demostrado que cuando la
enfermedad est4 controlada, los niveles de IL-10 son bajos (3.3%) comparados con niveles
mas altos (60%) en pacientes en fase terminal o leucemia de células plasmaticas (27). Asi
mismo, se ha reportado que los niveles de IL-10 en MM son mas altos en comparacion con
pacientes controles y que los niveles de esta citocina se correlacionan directamente con el
nivel de paraproteina en el suero (28).

Ademas de lo mencionado anteriormente, se sabe que la liberacion tumoral de TGF-f altera
fisiol6gicamente a algunos receptores de la células NK como NKp30 y NKG2D, asi mismo,
algunos tumores secretan sustancias solubles que inhiben el contacto entre la célula tumoral y

las células NK como MICA y MICB (29,30).
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Objetivos.
Objetivo principal:
Evaluar la respuesta inmune celular en pacientes con diagnoéstico de mieloma
multiple de novo.

Objetivos especificos:

1. Analizar el porcentaje y la cifra total de linfocitos B en pacientes con diagnostico de
mieloma multiple de novo.

2. Estudiar el porcentaje y la cifra total de linfocitos T en pacientes con diagnostico de
mieloma multiple de novo.

3. Medir el porcentaje y la cifra total de células NK en pacientes con diagnostico de
mieloma multiple de novo.

4. Determinar el porcentaje y la cifra total de las células NKT y de las células NKT
invariantes en pacientes con diagndstico de mieloma multiple de novo.

5. Comparar las subpoblaciones linfocitarias de los enfermos con mieloma multiple no

tratados con sujetos sanos.
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Material y métodos (Programa del Trabajo)

Caracteristicas del lugar donde se realiza el estudio.

La poblacion estudiada en el presente trabajo serd la poblacion atendida en el Centro
Meédico la Raza, hospital de tercer nivel y de concentracion de pacientes de la delegacion
noreste del IMSS en la Ciudad de México. La forma en que los pacientes son ingresados en
este complejo hospitalario es mediante consulta externa, los servicios de urgencias en caso de
los Hospitales de Infectologia, Ginecologia y el Hospital General, ademas de por medio de

Extension Hospitalaria en el caso del Hospital de Especialidades.

Diseno de estudio.

Observacional, retroprospectivo, descriptivo, transversal y comparativo.

Grupo de estudio:
La muestra sera escogida de los pacientes con diagndstico de mieloma multiple de novo que ingresen

al servicio del 20 de agosto del 2006 al 7 de febrero del 2008.

Criterios de seleccion.
Criterios de Inclusion.
1. Pacientes con diagnostico de mieloma multiple de novo.
2. Pacientes que no hayan recibido tratamiento previo para su enfermedad.
3. Edad (mayor o igual de 16 afios en adelante)
4. Género indistinto
5. Cualquier estadio clinico segun la clasificacion de Durie y Salmon.

6. Consentimiento por escrito
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Criterios de exclusion.

No aplica.

Criterios de no inclusion.
1. Amiloidosis

2. Mieloma indolente

Criterios de eliminacion.
No aplica.
Descripcion general del estudio.
Lugar de Realizacion.
e UMAE HECMNR
SERIS Y ZAACHILA SN COL LA RAZA, TERCER PISO
e LABORATORIO DE HEMATOLOGIA ESPECIAL
UMAE HECMNR
La poblacién estudiada en el presente trabajo sera la poblacion atendida en el Centro Médico
la Raza, hospital de tercer nivel y de concentracion de pacientes de la delegacion noreste del
IMSS en la Ciudad de México. La forma en que los pacientes son ingresados en este
complejo hospitalario es mediante consulta externa, los servicios de urgencias en caso de los
Hospitales de Infectologia, Ginecologia y el Hospital General, ademés de por medio de

Extension Hospitalaria en el caso del Hospital de Especialidades.
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Una vez diagnosticados y evaluados los criterios de inclusion, exclusion y no inclusion se
procederd a la toma de muestra mediante ligadura del brazo, puncioén, y aspiracion de sangre
venosa, previo al inicio de tratamiento.

Previo consentimiento de los donadores, se extraeran 4.5mL de sangre con 0.5mL de citrato

de sodio al 3.8% en 2 tubos al vacio.

Equipo
» Analizador automatico para biometria hematica modelo Cell Dyn 3000 marca Abbott.
» Citometro de flujo modelo "FACScalibur’de Becton Dickinson utilizando el

programa de “Cell Quest Pro”, version 3.2.1 “apple system” 7.6.1 .

Anticuerpos.

CD19 PerCP

CD20 PerCP

CD4 PerCP

CD8 FITC
CD3/CD16+56=TNK, FITC/PE
CD3 - CD16+56 (+) NK, FITC/PE
CD3 FITC

Antiva24/CD3  PE/PerCP

AntivB11/CD3  FITC/PerCP



Materiales.

Tubos para el citometro de flujo (Falcon 2052).
Tubos de pléstico 12 x 75.

Tubo “vacutainer” tapén lila 12 x 75.

Papel “parafilm”

Portaobjetos.

Pipetas automaticas de 1.0, 0.1, 0.05, 0.02 ml.

Puntas para pipetas automaticas.

Reactivos.

Solucidn de lisis para globulos rojos 1 X
Amortiguador salino de fosfatos pH 7.35 (FACS flow)
Paraformaldehido al 1%.

Colorante de Wright y amortiguador de fosfatos pH 6.4

Analisis Estadistico.

Estadistica descriptiva, t Student.

15
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RESULTADOS

Del periodo del 20 de agosto de 2006 al 7 de febrero de 2008, se reclutaron 28 pacientes
consecutivos del servicio de hematologia del Hospital de Especialidades del CMN “La
Raza".

De los 28 pacientes incluidos, 15 fueron mujeres (54 %) y 13 varones (46 %), cuyas
edades oscilaban entre 40-79 anos (mediana de 59 anos).

En la tabla 1 se pueden observar las principales caracteristicas clinicas de los pacientes
incluidos en el trabajo. Solo en 20 pacientes se conoci6 el tipo de Mieloma multiple: IgG
en 10 (50%) pacientes, enfermedad de cadenas ligeras en 7 (35%), e IgA en 3 (15%)
pacientes. En los ocho pacientes restantes, no se encontré determinaciéon de
Inmunoglobulinas ya que seis de ellos fallecieron antes de que se concluyera que tipo de
MM presentaban; en los dos restantes, no se encontrd el dato en su expediente clinico.
De los 28 pacientes solo se logro estadificar a 24 ya que los 4 restantes fueron pacientes
de la consulta externa que fallecieron. El Estadio clinico de Durie y Salmon que se
encontrd en la gran mayoria de los pacientes fue III B (13= 54 %), nueve pacientes
(37.5%) se presentaron en estadio III A y solo dos 2 pacientes (8 %) se estatificaron
como II A. Respecto a lesiones liticas caracteristicas de esta enfermedad, en 19
individuos se documentaron estas lesiones: en 12 pacientes (63 %) lesiones liticas grado
3, tipo 2 en 5 (26 %), y lesiones tipo 1 en 2 pacientes (10.5 %). Durante el periodo de
observacion de los pacientes, se document6 plasmocitoma en 21 enfermos (65%), siete de
ellos (25%) lo tuvieron al momento del diagnostico. Del total de plasmocitomas
observados, 71% tenian localizacion toracica. La proteina de Bence Jones solo se

determind en 16 enfermos. En seis (37.5%) fue positiva y en el resto negativa.
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Tabla 1. CARACTERISTICAS CLINICAS DE PACIENTES CON

MIELOMA MULTIPLE

Variables Frecuencia Porcentaje (%)
n

TIPO DE MM
IgG 10 50
Cadenas Ligeras 7 35
IgA 3 15
TOTAL 20 100
ESTADIO CLINICO
A 2 8.5
A 9 375
B 13 54.0
TOTAL 24 100
LESIONES LITICAS
1 2 10.5
2 5 26.5
3 12 63.0
TOTAL 19 100
PLASMOCITOMA
No 21 75
Si 7 25
TOTAL 28 100
PROTEINA DE BJ
Negativa 10 62.5
Positiva 6 37.5
TOTAL 24 100

El tratamiento de quimioterapia que recibieron los pacientes se puede observar en la

tabla 2.
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TABLA 2. Tratamiento inicial de los pacientes incluidos en el estudio.

Tratamiento Frecuencia Porcentaje
n )
Melfalan-pred 3 12.5
Talidomida-Dex 17 71
VAD 4 16.5
TOTAL 24 100

Previo al inicio del tratamiento se procedié a tomar la muestra de sangre periférica de los
28 pacientes para ser analizada en el citometro de flujo, siendo necesario siempre conocer
la cuenta de leucocitos asi como la cuenta absoluta de linfocitos, para poder asi conocer
la cantidad exacta de las subvariedades CD3, CD4, CD8, NK, y NKT en tres subtipos de
acuerdo a su receptor de célula T (va24, vf11 y va24 vB11).

Se tomd como grupo control muestras de 59 donadores sanos de células hematopoyéticas
para trasplante de médula 6sea, midiéndose las mismas subpoblaciones. La comparacion
de los valores de subvariedades de linfocitos en donadores sanos y pacientes con

mieloma multiple de reciente diagndstico, se puede observar en la tabla 3 y 4.



TABLA 3. DETERMINACION DE CELULAS QUE INTERVIENEN EN
LA RESPUESTA INMUNE DE DONADORES SANOS Y PACIENTES

MIELOMA MULTIPLE.

DONADORES

SANOS
N= 59
Media
Mediana
Desv. Tip.
Minimo
Maximo

MIELOMA

MULTIPLE
N= 28
Media
Mediana
Desv. Tip.
Minimo
Maximo

22257
2130.0
652.6
1030
3980

2209.7
2050
1359.4
1682
2739

605.3
541.3
274.8
53.5
1578.8

5941
470.9
468.4
68.8
2164.9

690.1
640.3
266.7
180.3
1498.5

471.8
312.4
519.5
35.6
27148

1099.3
1091.8
427.8
219
2588

1065.3
824.6
896
84.4
47011

TABLA 4. DETERMINACION DE CELULAS QUE INTERVIENEN EN
LA RESPUESTA INMUNE DE DONADORES SANOS Y PACIENTES

MIELOMA MULTIPLE.

DONADORES

SANOS
N= 59
Media 407.3 65.7 35 2.1 2.2
Mediana 390.8 451 25 1.8 7050
Desv. Tip. 218.4 77.9 34 1.3 10.8
Minimo 8.7 .00 47 19 18
Maximo 1025.2 489.7 22.7 6.0 84.3

MIELOMA

MULTIPLE
N=28
Media 250.7 65.6 75 2.8 17
Mediana 202.5 24.8 3.2 2.1 1.4
Desv. Tip. 198.6 89.1 13.4 3.1 1.7
Minimo 26.6 .00 .00 .00 .00
Maximo 735.2 371.1 64.2 12.9 8.6

19



TABLA 5. RESULTADOS

20

DE LAS VARIABLES CON SIGNIFICANCIA

ESTADISTICA EN LA PRUEBA DE T PARA MUESTRAS INDEPENDIENTES.

NK don 407.3
NK MM 250.7
CD4 don 690.1
CDh4 MM 471.8
Va24vblldon 2.2

Va24vb11MM 1.7

218.4

198.6

266.7

519.6

10.89

188.5

28.44

37.54

34.72

98.19

1.418

35.62

350.4

173.7

620.6

270.3

-0.5956

-35.67

464.2

327.7

759.7

673.3

5.081

110.5

<0.001

<0.0001

<0.003

Se realizaron comparaciones entre las diferentes poblaciones celulares de los donadores

sanos y pacientes con Mieloma multiple,

encontrandose diferencias altamente

significativas estadisticamente entre linfocitos CD4 [donadores mediana de 690 10°/L

(s.d. 266.7, IC 95% 620.6 a 759.7); pacientes con micloma: mediana 471.8 10°L (s.d.

519.6, IC 95% 270.3 a 673.3), p < 0.0001]. (ver figura 1 y tablas 3,4 y 5).

Al comparar la poblaciéon de linfocitos CD8 no hubo diferencias estadisticamente

significativas: 605.410°%L (s.d. 274.8, IC 95% 533.8 a 677.0) vs 594.2 (s.d. 468.4, IC 95%

412.5a775.8), p=0.2.
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Otras de las poblaciones medidas fue CD3 teniendo en los donadores sanos una mediana
de 1099 10°/L (s.d. 427.8, IC 95% 987.8 a 1211); y en los pacientes con MM una mediana
de 1065 10°/L (s.d. 896, IC 95% 717.9 a 1413), p=0.1.

Las células NK también fueron comparadas entre los dos grupos encontrandose que estan
disminuidas en pacientes con MM: grupo de donadores sanos mediana de 407.3 10°/L
(s.d. 218.4, IC 95% 350.4 a 464.2) y en el grupo de MM la mediana fue de 250.7 10°/L
(s.d. 198.6, IC 95% 173.7 a 327.7), p<0.0001. (ver figura 2 y tablas 3, 4y 5).

Al comparar las células NKT entre el grupo de donadores y pacientes con MM, se
encontraron también diferencias importantes, pues los pacientes con mieloma multiple
tienen valores mas altos que las personas sanas: sanos: mediana 65.75 10°L , (s.d. 77.90,
IC 95% 45.45 a 86.05); pacientes con MM: mediana 65.65 10°L , (s.d. 89.19, IC 95%

31.07a2100.2), p<0.2 (ver figura 3 y tablas 3,4,y 5).

Las células NKT son consideradas parte del sistema inmune innato. Estas células poseen
un receptor de célula T semiinvariante con una expresion uniforme del gen de la cadena
a en la region variable en el segmento 24 (v a 24) preferentemente pareado con el gen de
la cadena P en la region variable en el segmento 11 (V B11) y expresan CD161, un
marcador comunmente encontrado en células NK. En el ser humano se pueden marcar
por citometria de flujo mediante anticuerpos dirigidos a las cadenas o y B del receptor de
célula T (TCR) invariante (Va24 V B11), esto se realizo tanto en los donadores sanos y
en los pacientes con mieloma multiple encontrando que la mediana de la invariante va24
en sanos fue 3.534 10°L (s.d. 3.483, IC 95% 2.626 a 4.44) en comparacion con el grupo
de MM donde la mediana fue 7.531 10°L (s.d. 13.45, IC 95% 2.314 a 12.75) con una p

0.2.



22

También se realizo determinacion de la vb11 tanto en el grupo de donadores sanos como
en el grupo de MM, encontrando una mediana en el primer grupo de 2.152 10°L (s.d.
1.324, IC 95% 1.807 a 2.497), en el segundo grupo la mediana fue de 38.44 10°%L (s.d.
188.3, IC 95% -34.56 a 111.4) obteniéndose una p=0.8.

Se obtuvo una p < 0.003 al comparar la Va24 V 11 del grupo de donadores sanos y del
grupo de MM, en el grupo de donadores sanos se tuvo una mediana de 2.243 10°L (s.d.
10.89, IC 95% -0.5956 a 5.081) y en el grupo de MM la mediana fue 37.41 10°%L (s.d.
188.5, IC <95% -35.67 a 110.5).

La mediana de supervivencia global en los pacientes con mieloma multiple no se ha

alcanzado y la media fue de 11.2 meses (IC 95% 8.3 — 14.1 meses). (ver figura 5).
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Linfocitos CD4 en sanos y pacientes con MM
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FIGURA 1. Comparacion entre cantidad de linfocitos CD4+ en donadores sanos y
pacientes con diagnostico reciente de mieloma multiple sin tratamiento. Se observa una

franca disminucion de estas células en los enfermos con mieloma.



X10-6IL

24

Células NK en sanos y pacientes con MM

1,200

1,000

800 =

600 —

400 -

200

_— P<0.001

12

I I
NK SANOS NK MM

FIGURA 2. COMPARACION DE CELULAS NK DE DONADORES
SANOS Y PACIENTES CON MM.
En la Figura 2 se compara el nimero de cé¢lulas NK de donadores sanos contra
las células NK de pacientes con MM observando que estas células se
encuentran en menor cantidad en MM, las células NK en personas sanas son

indispensables para la erradicacion de enfermedades virales y oncologicas.
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Células NKT invariantes en sanos y MM
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FIGURA 3. Comparacion entre linfocitos NKT invariantes en sujetos sanos y pacientes

con mieloma multiple sin tratamiento. Se observa aumento en esta poblacion en pacientes

con mieloma.




26

FIGURA 4. SUPERVIVENCIA GLOBAL EN LOS PACIENTES CON MIELOMA

MULTIPLE INCLUIDOS EN EL ESTUDIO.
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RESUMEN DEL PROCESAMIENTO DE LOS CASOS

Censurado

No. Total No. de eventos No. \ Porcentaje
22 9 13 59.1%
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TABLA 6. MEDIA DEL TIEMPO DE SUPERVIVENCIA DE
LOS PACIENTES CON MIELOMA MULTIPLE.

Intervalo de Confianza al
95%

Estimacion  Error tipico Limite inferior Limite superior

11.268
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DISCUSION

El mieloma multiple (MM) es una enfermedad que se caracteriza por la presencia de
alteraciones de la respuesta inmune, tanto a nivel humoral como celular. Esto ocasiona
que los pacientes tengan una mayor predisposicion a infecciones y a una respuesta
antitumoral defectuosa. (1,2)

En este estudio se examind la respuesta inmune en pacientes con mieloma multiple de
reciente diagnostico previo al inicio de tratamiento comparando con un grupo de sanos
midiendo las células que intervienen en la inmunidad celular.

Esta reportado en estudios previos que los pacientes con MM tienen una distribucion
alterada de linfocitos CD4 y CD8 (inversion del indice CD4/CDS) debido a reduccion en
el numero absoluto y porcentaje de linfocitos CD4+, en particular la variedad de
linfocitos virgenes (naive) CD4+ CD45RA. (4,5) Esta disminucion celular es mas
pronunciada en pacientes con enfermedad avanzada y se ha demostrado que los pacientes
con cifras de linfocitos CD4+ menores a 700 x 10° /L tienen una menor supervivencia y
una mayor probabilidad de recaida (6). Este dato se corroboré en nuestro estudio
encontrando en el grupo de MM una mediana de 471.8 en comparacion con donadores
sanos que fue de 690.1 y obteniendo una p= < 0.0001.

Dentro de los hallazgos mas significativos de este estudio observamos que las células NK
se encuentran disminuidas en los pacientes con mieloma multiple en comparacion con los
sujetos sanos, teniendo una p < 0.001: Las células natural killer (NK) son indispensables
para la erradicacion de enfermedades virales y oncoldgicas. La funcidn citolitica de estas

células estd regulada por la expresion de receptores de superficie que pueden inhibir o
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aumentar la citotoxicidad. Se ha demostrado que estas células son capaces de destruir a
las células malignas del MM (14), sin embargo, muchos autores han reportado que son
anormales en cuanto a numero, fenotipo y funciéon en pacientes con enfermedades
oncohematologicas (15,16).

Las células NKT constituyen 0.02-0.2 por ciento del total de linfocitos T en la circulacion

periférica. Bajo la influencia de distintos estimulos son capaces de producir tanto

citocinas de tipo Thl (IFN-Y, IL-2) como Th2 (IL-4, IL-10, IL-13). (18,19,31,32) Se ha

demostrado que la cantidad y funcion de las células NKT estan disminuidas en algunas
enfermedades autoinmunes, en pacientes trasplantados, y en alergias. Asi mismo, se ha
reportado disminucion de estas células en la sangre periférica de pacientes con cancer
hematologico y no hematoldgico (18,19). En los pacientes con MM en recaida o
progresion y no asi en pacientes con gammopatia monoclonal de significado incierto ni
en MM en estadio I, las células NKT son deficientes en la produccion de IFN-y inducida
por alfa-galactosil-ceramida, lo cual indica una clara relacion entre la pérdida en las
funciones de estas células y la progresion clinica de la enfermedad (20).

En este estudio al momento de comparar las células NKT invariantes va24vp11 en el
grupo de donadores sanos y en el grupo mieloma multiple, encontramos que en este
ultimo las células NKTi estan aumentadas en relacion a los donadores sanos (p < 0.003),
lo cual es un hallazgo que en mieloma multiple no se ha reportado atin. Muchos estudios
han sugerido una funcidon supresora importante de las células NKT en la respuesta
inmune contra infecciones y algunos tumores, por lo que este dato explicaria en parte otra
alteracion de la respuesta inmune en pacientes con MM, pues estas células supresoras

pueden inhibir la respuesta citotdxica de los linfocitos T activados (33,34).
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Las células NKT poseen un receptor de célula T semiinvariante con una expresion
uniforme del gen de la cadena a en la region variable en el segmento 24 (v a 24)
preferentemente pareado con el gen de la cadena B en la region variable en el segmento
11 (V B11) y expresan CD161, un marcador comunmente encontrado en células NK .
(32,33)

El papel principal para las células NKT vo24 parece estar en la regulacion de la
tolerancia inmune y el control de autoinmunidad. (31) La deplecion o mal
funcionamiento de estas células han sido observados en pacientes con diabetes, esclerosis
sistémica y esclerosis multiple. Por otra parte, las células NKT pueden ser citotdxicas
contra lineas de células tumorales in vitro y jugar un papel en el rechazo de metéstasis in
vivo posiblemente por via de la IL12 mediando la activacion de células NK. (31,32)

Las células NKT va24 y su contraparte murina, las células NKT voal4, son activadas e
inducidas para proliferar en respuesta para estimulacion especifica por o-
galactosilceramida, un efecto aumentado por la adicion de IL2 y dependiente de la
expresion en CD1d de células tales como monocitos y células dendriticas. Las células
NKT activadas rapidamente en modelos murinos, secretan grandes cantidades de IL-4 e
IFN gamma y pueden ejercer una actividad antitumoral potente directa e indirectamente
y también en células tumorales humanas (33). Estas células también tienen funciones
importantes en la regulacion inmune y esta reportado que tienen una actividad inmune
estimuladora y supresora dependiendo de las circunstancias o del modelo de sistema. Hay
evidencias significativas que indican que las células NKT son protectoras contra

autoinmunidad y EICH . (34-35)
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Varios estudios reportan que tanto la inmunidad celular como la humoral se encuentran
alteradas en los pacientes con mieloma multiple (4,) y esto fue demostrado en este
estudio al encontrar que los pacientes portadores de mieloma multiple con diagnostico de
novo que no han recibido tratamiento, presentan una cantidad disminuida de las células
CDS, CD3 NKT y células NKT invariantes, en comparacion con los individuos sanos,
donde los niveles de estas células se encuentran en cantidad normal. Y aunque estos
subtipos celulares se encuentran alterados al momento de comparar con el grupo de
donadores sanos, no se encontrd una p estadisticamente significativa (CD8 p = 0.2, CD3
p=0.1, NKT p=0.2, va24 p = 0.2, vB11 p =0.8), por lo que esto sugiere que aunque
estos subvariedades celulares son importantes para la respuesta inmune, hay otros de
mayor peso como son CD4, NK y algo nuevo que no se habia reportado en mieloma
multiple es la importancia de las células NKT invariantes va24 vp11.

Una de las limitantes que tiene el presente estudio fue la falta de informacion de datos
clinicos en el expediente, ya que no en todos los pacientes se tuvo la determinacion de
inmunoglobulinas y esto fue porque en cuatro de los pacientes no se recabd dicho
resultado ya que fallecieron antes de recibirlo, y en 8 pacientes no se realizd
determinacion de proteina de Bence jones; solo en 19 pacientes se pudo determinar el
tipo de lesiones liticas ya que no se encontraba la descripcion de la serie 0sea metastasica
en el expediente de todos los pacientes, por lo que seria importante tener todos los datos
completos y de esta manera correlacionar la presentacion clinica con la respuesta inmune
en sangre periférica en pacientes con mieloma multiple de recientes diagnostico y la

supervivencia de acuerdo a estas caracteristicas.
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CONCLUSIONES

Con el presente estudio se concluye que los subtipos celulares de mayor importancia en la
respuesta inmune en pacientes con mieloma multiple de novo son CD4+, células NK y
células NKT invariantes va24 vB11.

Por otra parte este estudio arroja una informacion que podria ser valiosa para continuar
estudiando la respuesta inmune en pacientes con MM vy tener un entendimiento mas
profundo de la comunicacion entre las células NKT invariantes y otros tipos celulares y
posteriormente servir como blanco terapéutico para esta enfermedad.

Se puede inferir que el estudio inmunolégico de los pacientes con MM es fundamental,
pues de su profundo conocimiento y por medio de proyectos de investigacion basados en
inmunologia bésica y clinica, con seguridad en un futuro se podrdn corregir las

alteraciones senaladas.
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ANEXO

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION CLINICA

Lugar y Fecha Meéxico, D.F. Agosto del 2006

Por medio de la presente acepto participar en el protocolo de investigacion titulado:

Evaluacion de la Inmunidad Celular en pacientes con Diagnéstico de Mieloma Multiple de novo comparada con la de individuos sanos.

Registrado ante el Comité Local de Investigacion o la CNIC con el nimero:

El objetivo del estudio es: Evaluar la respuesta inmune celular en pacientes con diagndstico de mieloma miultiple de novo.

Se me ha explicado que mi participacion consistira en: Toma de muestra de sangre periférica.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y beneficios derivados de mi participacion en el estudio, que son los siguientes:

Este estudio no implica ningun riesgo contra su salud, ya que la uinica complicacion que podria presentarse es una flebitis que se puede presentar por la puncion en vena periférica , sin embargo los
beneficios que se obtendrdn serd conocer como se encuentra la cantidad de células que participan en su sistema de defensa (inmune) y de esta manera conocer si esto tiene algin valor prondstico en su
enfermedad y de acuerdo a esto que tenga algun efecto en la sobrevida.

El Investigador Responsable se ha comprometido a darme informacion oportuna sobre cualquier procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso para mi tratamiento, asi como a
responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le plantee acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la
investigacion o con mi tratamiento.Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo considere conveniente, sin que ello afecte la atencion médica que
recibo en el Instituto.El Investigador Responsable me ha dado seguridades de que no se me identificara en las presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y de que los datos
relacionados con mi privacidad seran manejados en forma confidencial. También se ha comprometido a proporcionarme la informacion actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque esta
pudiera cambiar de parecer respecto a mi permanencia en el mismo.

Nombre y firma del paciente

Nombre, firma y matricula del Investigador Responsable.

Jorge Vela Ojeda
Numeros telefonicos a los cuales puede comunicarse en caso de emergencia, dudas o preguntas relacionadas con el estudio:

Tel. 57245900 Ext 23213 Tel. 044 55 20895819

Testigos

Este formato constituye s6lo un modelo que debera completarse de acuerdo con las caracteristicas propias de cada protocolo de investigacion y sin omitir informacion relevante del
estudio.

Clave: 2810 - 009 - 013

< <
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ANEXO
CLASIFICACION POR ESTADIOS DEL MIELOMA MULTIPLE (DURIE Y
SALMON).
Estadio Criterios Masa tumoral
(células x
10'*/m?)
Todos los siguientes:
I 1. Hemoglobina >10 g/dl
2. Calcemia normal
3. Radiologia 6sea normal Baja (<0.6)
4.

Bajo componente monoclonal:
a. IgG<5g/dl
b. IgA <3 g/l

4g/24 h

c. Eliminacién de cadenas ligeras en orina <

II No clasificable en estadio I ni III

Intermedia  (0.6-
1.2)

Uno o mas de los siguientes:
1. Hemoglobina <8.5 g/dl
2. Calcemia corregida > 11.5 mg/dl
111 3. Lesiones Oseas avanzadas (escala 3)
4. Alto componente monoclonal:
a. IgG>7g/dl
b. IgA>5g/dl
5. Cadenas ligeras orina >12 g/24 h

Alta (>1.2)

Subclasifi I
cacion A. creatinina < 2 mg/dl
B. creatinina > 2 mg/dl

Tomado de : Greipp P., San Miguel J., Durie B.. International Staging System for multiple myeloma. J. Oncol

2005; 23(15) 3412-3420.
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ANEXO

NUEVO SISTEMA DE CLASIFICACION INTERNACIONAL

Estadio Criterios Supervivencia mediana
(meses)

B2-microglobulina sérica

I <3.5mg/L 62
Albiimina sérica >3.5 g/dl

11 No estadio I ni II1 44

I B2-microglobulina sérica 29

>5.5 mg/L

Tomado de : Greipp P., San Miguel J., Durie B.. International Staging System for multiple myeloma. J. Oncol
2005; 23(15) 3412-3420.
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