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 Resumen 

V. RESUMEN 

El mieloma múltiple es una enfermedad perteneciente al grupo de las llamadas neoplasias hematológicas. Esta 

enfermedad representa el 2% de todos los cánceres en todo el mundo y alrededor del 13% de las neoplasias 

hematológicas. Considerada hasta hace no mucho como una enfermedad propia de la tercera edad, el mieloma 

múltiple cuenta con una edad al diagnóstico de 66 años, siendo ésta cada vez menor y encontrándose casos a 

edades cada vez más tempranas. Esta neoplasia consiste en la presencia anormal de células plasmáticas en médula 

ósea, acompañada de anemia, lesiones osteolíticas, hipercalcemia y falla renal. Las células mielomatosas hacen uso 

de diversos mecanismos que le permiten proliferar y sobrevivir, con lo que se da la progresión de la enfermedad. 

Estos mecanismos incluyen evasión a la respuesta inmunológica del hospedero, evasión de la apoptosis y aumento 

del ciclo celular, y la generación de resistencia a la quimioterapia. Existen varios genes de los cuales se valen las 

células tumorales para controlar estos mecanismos, siendo de los más importantes los genes de la familia de 

moléculas co-estimuladoras B7, que codifican para proteínas que estimulan o inhiben la activación linfocitaria 

contra antígenos extraños; los genes que codifican para los antígenos testiculares de cáncer (ATC), cuya acción 

interviene directamente en el ciclo celular y la alteración de procesos celulares como la apoptosis; y los genes ABC, 

que codifican para transportadores cuya función es proteger a las células de agentes citotóxicos (como los agentes 

quimioterapéuticos) a través de su expulsión del citoplasma celular y la consecuente disminución de su acción. 

En el presente trabajo se analizó la expresión de los genes B7.1, B7.2, B7-H1, B7-H2, B7-H3, B7-H4, B7-H6 

(pertenecientes a la familia de moléculas co-estimuladoras B7), MAGE-A3, MAGE-C1, NY-ESO1, SSX-1 

(pertenecientes a la familia de genes ATC) mediante ensayos de RT-PCR en punto final, y los genes ABC-B1, ABC-G2, 

ABC-C1 y ABC-A3 (pertenecientes a la familia de transportadores ABC) mediante ensayos de RT-PCR en tiempo real 

(qRT-PCR) a partir de muestras de aspirado de médula ósea con el fin de evaluar su utilidad clínica en el posible 

pronóstico del paciente.  

Se encontró que los genes B7H4 y SSX1 se expresan en la mayoría de la población, encontrándose una correlación 

directa con los niveles de albúmina sérica y la edad, respectivamente. También se determinaron los niveles de 

expresión relativa de los genes ABC-B1 y ABC-G2, teniéndose pacientes con sobre-expresión, expresión normal, 

baja expresión y expresión nula. Además, se detectaron los polimorfismos 3435C>T y 421A>T de los genes de multi-

drogo resistencia ABC-B1 y ABC-G2, respectivamente.  

A pesar de no haber encontrado datos estadísticamente significativos que asocien el panel de genes analizados con 

un pronóstico, estos genes pueden una idea general del estado inmunológico de la enfermedad, así como de los 

mecanismos que controlan el ciclo celular y la resistencia a fármacos por parte de las células tumorales.  

 



 

 2 

 Marco teórico 

1. MARCO TEÓRICO 

1.1 CÁNCER 

 

El cáncer representa un grave problema de salud pública a nivel mundial, pues es una de las principales causas de 

morbilidad en todo el mundo: en 2012 se registraron aproximadamente 14 millones de nuevos casos y 8.2 millones 

de muertes relacionadas con el cáncer
1
. Diversos factores tanto ambientales como propios de la célula son 

cruciales para que se dé una serie de alteraciones moleculares a nivel celular que desembocan en la generación del 

cáncer. Las células neoplásicas presentan características que les permiten proliferar y prevalecer. Estas 

características incluyen: evasión de supresores de crecimiento, evasión de la respuesta inmunológica, aumento en 

la replicación, inflamación crónica, migración celular, inducción de angiogénesis, inestabilidad génica y mutación 

continua, resistencia a muerte celular, desregulación de nutrición celular y señalización proliferativa sostenida
2
.  

Con base en el tipo celular a partir del cual se desarrollan, los cánceres son clasificados en carcinomas (neoplasias 

formadas a partir de células del epitelio), sarcomas (neoplasias originadas en tejido conectivo o tejido muscular), y 

neoplasias hematológicas (derivadas de tejido troncal hematopoyético), las cuales comprenden a las leucemias, los 

linfomas y el mieloma múltiple
3
.  

 

 

1.2 MIELOMA MÚLTIPLE 

 

1.2.1 INTRODUCCIÓN 

El mieloma múltiple es una enfermedad que atañe a la serie linfocítica B y su forma más madura, la célula 

plasmática. Las células B se originan a partir de células troncales hematopoyéticas pluripotenciales. Este proceso, 

en sus etapas más tempranas, se desarrolla en entornos libres de antígenos extraños en la médula ósea. La 

maduración y diferenciación de las células B comprende dos fases mayores: una primera fase que consiste en la 

generación de receptores resultantes de los reordenamientos génicos que tienen lugar en órganos linfoides 

primarios y que no requieren la presencia de antígenos extraños; y una segunda fase en la cual las células B se 

activan y diferencian en respuesta a antígenos extraños
4-8

.  
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La estimulación de las células B foliculares por el linfocito T mediante su unión por el ligando de CD40 induce la 

generación de distintos tipos celulares, entre los que se encuentran las células plasmáticas productoras de 

Inmunoglobulinas (Ig)
9
.  

Las células plasmáticas son células secretoras de anticuerpos postmitóticas
10

.Existen en todos los órganos linfoides, 

aunque la frecuencia es un tanto variable entre cada uno. Las células plasmáticas también se encuentran 

presentes, aunque con baja frecuencia, en médula ósea. Este órgano es considerado el sitio para el mantenimiento 

a largo plazo de las células plasmáticas que surgen de una inmunización
11

. 

Morfológicamente, las células plasmáticas presentan núcleos característicos, citoplasma abundante con un retículo 

endoplásmico rugoso denso, lugar donde se sintetizan proteínas (en su mayoría anticuerpos), y complejos de Golgi 

perinucleares diferenciados, donde las inmunoglobulinas maduran a sus formas finales y se empaquetan para su 

secreción (Figura 1). Aproximadamente un 50% del RNA mensajero de las células plasmáticas codifican para 

anticuerpos
12

.  

 

a)  b)  

Figura 1.- Morfología de las células plasmáticas normales. a) Frotis de médula ósea donde se observa una célula plasmática, 

indicada con la flecha roja. b) Imagen de célula plasmática aislada. NC E: Núcleo Celular Excéntrico. AG A: Aparato de Golgi 

Abundante.RE: Retículo Endoplásmico rugoso H Pn: Halo Perinuclear. CP B: Citoplasma basófilo. La célula plasmática tiene un 

diámetro de 10 a 20 μm y presenta generalmente forma ovalada. Su núcleo es redondo y excéntrico con una disposición de la 

heterocromatina como “ruedas de carreta”. El citoplasma se caracteriza por un gran desarrollo de retículo endoplásmico rugoso 

y aparato de Golgi. 

 

Aunque todas las células B sIg
+
 (Inmunoglobulina de superficie positivas) tienen la capacidad para generar células 

plasmáticas secretoras de anticuerpos, no todas las células plasmáticas son idénticas. Existen diferencias en el 

tiempo de vida media, expresión de marcadores de superficie y la cantidad e isotipo de anticuerpo que secretan
6
. 

Estas diferencias dependen de la naturaleza del antígeno que induce la diferenciación, el microambiente del órgano 

en el que son desarrolladas y el microambiente del órgano en el que residen. Con base en estas diferencias, la 

célula plasmática es clasificada como célula plasmática de vida larga (médula ósea y bazo) y células plasmáticas de 
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vida corta (sangre periférica y bazo), correspondiendo a células plasmáticas en su etapa más madura y en proceso 

de maduración, respectivamente
9
. 

Las anomalías genéticas en genes indispensables para el desarrollo, la regulación el control del crecimiento y la 

apoptosis de células B y células plasmáticas, producen diversas enfermedades que involucran inmunodeficiencias, 

autoinmunidades y neoplasias
13

. 

 

1.2.2 DEFINICIÓN 

El mieloma múltiple, o enfermedad de Kahler, pertenece al grupo de desórdenes conocidos como gammapatías 

monoclonales y se define como una neoplasia progresiva de células plasmáticas productoras de inmunoglobulinas. 

Es una malignidad relacionada al desarrollo de células B que se caracteriza por la presencia de una inmunoglobulina 

monoclonal (generalmente isoformas IgA e IgG, o cadenas ligeras), conocida como proteína M; y plasmocitosis en 

médula ósea. La proliferación plasmomedular da lugar a destrucción ósea, con osteólisis, hipercalcemia, anemia y, 

en ocasiones, plasmocitomas extramedulares
14

. De igual manera, la sobreproducción de la paraproteína 

monoclonal tiene como consecuencias: a) insuficiencia renal, b) infecciones recurrentes o c) síndrome de 

hiperviscosidad. 

El mieloma múltiple es una enfermedad heterogénea, habiendo pacientes cuya esperanza de vida va de semanas al 

diagnóstico, a más de 10 años. La razón de esta heterogeneidad es que existe una asociación muy fuerte entre los 

factores del hospedero y las características intrínsecas de la enfermedad, tales como las genéticas, las cuales dictan 

el curso clínico de la enfermedad
15

. 

 

1.2.3 ETIOLOGÍA  

La etiología del mieloma múltiple permanece desconocida, aunque se ha reportado una mayor incidencia en 

personas expuestas a radiaciones, pesticidas e insecticidas
16

. Estudios recientes indican que la seropositividad a 

virus de hepatitis B aumenta levemente el riesgo de desarrollar mieloma múltiple
17

, aunque esto no implica una 

etiología vírica consistente. 

El mieloma múltiple casi siempre emerge a partir de casos de gammapatía monoclonal de significado incierto 

(MGUS, por sus siglas en inglés: Monoclonal Gammopathy of Undetermined Significance), o de mieloma 

quiescente
18

. Dado que el mieloma múltiple es una enfermedad progresiva, actualmente se considera que aparece 

como consecuencia de varios sucesos oncogénicos ocurridos en la diferenciación y maduración de la serie 

linfocítica B que pueden ocurrir en meses o años. Diversos estudios moleculares y citogenéticos han demostrado la 
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presencia de alteraciones cromosómicas en la fase de MGUS, afectando principalmente el locus IgH (14q32.3). La 

adquisición de nuevas anomalías citogenéticas favorece la progresión a un mieloma sintomático.  

 

1.2.4 EPIDEMIOLOGÍA 

A nivel mundial, se estima que se diagnostican más de 100,00 casos de mieloma múltiple al año 
19

, representando 

alrededor del 2% de todos los cánceres y alrededor del 13% de todas las neoplasias hematológicas 

diagnosticadas
18

. En nuestro país, el mieloma múltiple constituye del 4.2 al 7.7% de las enfermedades onco-

hematológicas diagnosticadas, aunque esto sólo corresponde a la experiencia de un solo centro
20

. A pesar de no 

contar con un registro exacto de la enfermedad a nivel nacional, en el Hospital General de México se realizó un 

seguimiento durante 6 años en los cuales se registraron 144 casos de mieloma de 2000 a 2006, representando el 

8% del total de neoplasias hematológicas registradas en ese periodo
21

. La media de edad al diagnóstico es de 66 

años, siendo el 10% de los pacientes diagnosticados antes de los 50 años y sólo el 2% antes de los 40 años 
18

.  

La incidencia del mieloma múltiple es de dos a tres veces más elevada en afro-americanos, convirtiéndola en la 

neoplasia hematológica más frecuente en este grupo étnico
22

. La afección es un poco más común en hombres que 

en mujeres, aunque no existen diferencias relevantes en la incidencia por sexos
23

. En cuanto a grupos 

ocupacionales, se ha observado un aumento en el riesgo de padecer mieloma múltiple en mineros, trabajadores 

con exposición a metales, agricultores y productores de papel, entre otros
24

. También se ha reportado el 

incremento del riesgo de hasta 3.7 veces en individuos con un familiar de primer grado con mieloma múltiple
25

, 

aunque los casos familiares son excepcionales. 

Actualmente, la supervivencia global a los 3 años es de alrededor del 80%, mientras que para 5 años el porcentaje 

se reduce a alrededor del 60%
26

. 

 

1.2.5 CLASIFICACIÓN 

La secuencia de eventos que llevan a la progresión de MGUS a un mieloma sintomático ha sido ampliamente 

investigada, obteniendo una visión general de las diversas anormalidades genéticas y las alteraciones en el 

microambiente de la médula ósea que existen en las distintas etapas de la progresión. Se ha demostrado la 

existencia de una heterogeneidad considerable entre pacientes en cuanto a estas alteraciones, lo cual ha llevado a 

nuevas clasificaciones de la enfermedad en base a las diferencias en su biología.  

Distintos sistemas de clasificación han sido implementados en el manejo del mieloma múltiple. Estas clasificaciones  

involucran la naturaleza de la enfermedad, el comportamiento clínico que puede llevar a un pronóstico y las 

características moleculares y citogenéticas presentes.  
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1.2.5.1 CLASIFICACIÓN INMUNOLÓGICA 

Dada la naturaleza secretora de las células implicadas en el mieloma múltiple y las diferentes características que 

presenta la enfermedad según los diferentes tipos de Ig secretada, es posible clasificar esta neoplasia en base al 

tipo monoclonal que predomina. La estratificación del carácter monoclonal de la enfermedad es útil para 

comprender su naturaleza, predecir el comportamiento y sus características clínicas. La clasificación del mieloma 

múltiple según el tipo de inmunoglobulina incluye: IgG, IgA, cadenas ligeras (Bence Jones), IgD, no secretor, IgE e 

IgM. Estos dos últimos son casos excepcionales
27

. En la tabla 1 se recoge la distribución según el tipo de secreción 

presente.  

Tabla 1.-Distribución clonal en Mieloma Múltiple 

Tipo Frecuencia (%) 

IgG 55 

IgA 25-30 

Bence Jones 15 

IgD 2 

Biclonal 2 

No Secretor 1 

IgM, IgE > 0.5 

Ig: Inmunoglobulina 

 

1.2.5.2 INTERNATIONAL STAGING SYSTEM (ISS) 

Este sistema permite discriminar tres grupos de riesgo independientemente de la edad, región geográfica o tipo de 

tratamiento (quimioterapia convencional o trasplante), con la ventaja de que se utilizan parámetros fácilmente 

cuantificables en cualquier laboratorio. Se basa en las concentraciones de albúmina y β2-microglobulina, valores 

que han sido correlacionados con el pronóstico de la enfermedad
28

. La estratificación de los factores de riesgo se 

ilustra en la tabla 2. 

 

Tabla 2.- Sistema internacional de estratificación para Mieloma Múltiple (ISS) 

Estadio β2-microglobulina Albúmina Supervivencia media (meses) 

I < 3.5 mg/dL ≥ 3.5 g/dL 62 

II 

< 3.5 mg/dL 

ó 

3.5 – 5.5 mg/dL 

< 3.5 g/dL 44 

III ≥5.5 mg/dL - 29 

mg: miligramos. dL: decilitros    
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1.2.5.3 CLASIFICACIÓN DURIE-SALMON 

La clasificación propuesta por Durie y Salmon en 1975 permite estratificar a los pacientes con mieloma múltiple con 

base en la carga tumoral presente, lo cual permite tener un panorama de la evolución clínica, la respuesta al 

tratamiento y la sobrevivencia general
29

. Los criterios de clasificación incluyen valores de hemoglobina, calcemia, 

radiología ósea (evaluación de las lesiones óseas), IgG, IgA y cadenas ligeras en orina (Tabla 3).  

 

Tabla 3.- Sistema de clasificación Durie-Salmon 

Estadio Parámetros Carga tumoral 

I (TODOS los criterios siguientes deben ser 

cumplidos) 

Hemoglobina 

Calcio sérico 

Radiología 

 

Producción baja de paraproteína 

 

 

> 10 g/dL 

< 12 mg/dL 

Sin destrucción ósea (escala 0), o 

plasmocitoma aislado 

IgG sérica < 5g/dL, IgA sérica <3 g/dL o 

cadenas ligeras en orina < 4 g/24h 

< 6x10
12

 células/m
2 

Baja carga tumoral. 

II 

Parámetros de laboratorio y 

radiológicos entre estadios I y III 

 
6 –1.2x10

12
 células/m

2 

Carga tumoral intermedia 

III (Al menos uno de los siguientes criterios 

debe ser cumplido) 

Hemoglobina 

Calcio sérico 

Radiología 

Alta producción de paraproteína 

Creatinina sérica < 2 mg/dL 

Creatinina sérica ≥ 2 mg/dL 

 

 

< 8.5g/dL 

> 12mg/dL 

Lesiones líticas avanzadas (escala 3) 

IgG sérica > 7g/dL ó IgA sérica > 5g/dL ó 

cadenas ligeras en orina > 12g/24h 

> 12x10
12

 células/m
2 

Alta carga tumoral 

mg: miligramos. g: gramos. dL: decilitros. Ig: Inmunoglobulina. m
2
: metro cuadrado 

1.2.5.4 CLASIFICACIÓN MOLECULAR 

Este esquema de clasificación propuesto por el grupo internacional de trabajo para el mieloma (International 

Myeloma Working Group, IMWG), se basa enteramente en los factores biológicos del origen de la enfermedad, 

tales como aberraciones genéticas y citogenéticas
15

. Varios grupos o subclasificaciones son incluidos en este 

esquema, pues la enfermedad involucra diversas anormalidades citogenéticas, las cuales pueden ser divididas en 

primarias y secundarias. Al igual que los esquemas de clasificación previamente descritos, este esquema tiene un 

valor predictivo y, a futuro, terapéutico, pues el desarrollo de terapias dirigidas contra los cambios genéticos 

primarios (como la inhibición de BCR-ABL en leucemia mieloide crónica con imatinib), aunque dichas terapias aún 

no existen para mieloma múltiple
15

.  
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En general, los eventos genéticos primarios son clasificados en 2 categorías mayores: hiperdiploidías (que 

involucran numerosas trisomías cromosómicas y una baja prevalencia de translocaciones IgH) y no-hiperdiploidías 

(en los cuales están incluidos hipodiploidías, tetraploidías, pseudodiploidías y un alto número de translocaciones 

IgH)
15

. 

Los eventos genéticos secundarios engloban deleciones y monosomía del cromosoma 13, deleción del 17, 

anormalidades del cromosoma 1, activación de NF-κB, mutaciones de Ras, deleciones del 12, metilación de p16, 

inactivación de p18, desregulación de microRNAs y anormalidades en el cromosoma 16
15

. (Tabla 4) 

 

Tabla 4.- Clasificación molecular de Mieloma Múltiple 

Eventos genéticos primarios Eventos genéticos secundarios 

Hiperdiploidías No hiperdiploidías - Deleciones y monosomía del cromosoma 13 

- Deleción del 17 

- Anormalidades del cromosoma 1 

- Activación de NF-κB 

- Mutaciones de Ras 

- Deleciones del 12 

- Metilación de p16 

- Inactivación de p18 

- Desregulación de microRNAs  

- Anormalidades en el cromosoma 16 

Trisomías 3, 5, 7, 15, 19, 21, 

6, 9, 11, 17 

Translocaciones IgH 

-11q23 

-6p21 

-16q23 

-20q11 

-4p16 

-Otros 

IgH: cadena pesada de inmunoglobulina. NF-κB: factor nuclear kappa-B 

1.2.5.5 FORMAS EXTRAÑAS DE MIELOMA MÚLTIPLE 

Existen discrasias de células plasmáticas que no encajan en los criterios diagnósticos y de abordaje del mieloma 

múltiple
14

. Estas formas no convencionales de mieloma múltiple incluyen las formas de mieloma no secretor, 

mieloma evolving, plasmocitoma óseo solitario, plasmocitoma extramedular, mieloma osteosclerótico y la leucemia 

de células plasmáticas
30-34

. Generalmente estas presentaciones clínicas son formas secundarias o alternativas de un 

mieloma múltiple convencional y pueden tener un mejor o peor pronóstico que un mieloma primario.  

 

1.2.6 DIAGNÓSTICO 

El diagnóstico del mieloma múltiple actualmente se lleva a cabo en estadios cada vez más tempranos que en el 

pasado. Los signos clásicos que orientan a un diagnóstico de mieloma múltiple son dolor en espalda baja 

(particularmente en pacientes de mayor edad) y extremidades, y anemia de origen incierto. Las pruebas que se 

realizan a partir de una sospecha por estos signos, incluyen cuantificación de proteínas totales en suero, 

electroforesis de proteínas en suero y orina, inmunofijación en suero y orina, detección de cadenas ligeras de 
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inmunoglobulinas en suero, y estudios clínicos que involucran: biometría hemática completa, creatinina sérica, y 

medición de electrolitos que incluyen calcio, deshidrogenasa láctica (DHL) y β2 microglobulina
26

. En la tabla 5 se 

recogen las pruebas que se realizan para un diagnóstico de mieloma múltiple. 

 

Tabla 5.- Seguimiento diagnóstico para Mieloma Múltiple 

Muestra Prueba 

Sangre periférica 

 Electroforesis de proteínas e inmunofijación 

 Cuantificación de inmunoglobulinas séricas 

 Ensayo de cadenas ligeras libres 

 Proteínas totales, albúmina, creatinina, calcio, 

electrolitos, DHL, ϐ2-microglobulina 

 Hemoglobina, conteo leucocitario, conteo diferencial y 

conteo plaquetario 

Orina 

 Electroforesis de proteínas e inmunofijación 

 Orina de 24 horas para cuantificación de proteínas totales 

y cadenas ligeras 

Médula ósea 

 Aspirado y biopsia para conteo de células plasmáticas y 

morfología 

 Evaluación citogenética y FISH para del 13, del 17p13, 

t(4;14), t(14;16), 1q+ 

Huesos  Exploración ósea con rayos X o escaneo CT 

Complementarias 
 MRI, PET-CT, biopsia de tejido para plasmocitoma 

solitario o extraóseo 

DHL: deshidrogenasa láctica. MRI: imagen por resonancia magnética. PET-CT: tomografía por emisión de positrones. Tomada y 

modificada de Röllig, 2015 

 

La confirmación del diagnóstico se da a través de un aspirado de médula ósea o una biopsia de hueso (Figura 2) Si 

se detecta la presencia de proteína monoclonal o niveles patológicos de la misma a través de la cuantificación de 

cadenas ligeras, y un conteo celular de células plasmáticas igual o mayor a 10%, el diagnóstico de mieloma múltiple 

es confirmado. De igual modo, en pacientes con menos de 10% de células plasmáticas pero con un componente 

monoclonal igual o mayor a 3g/100mL se puede confirmar un diagnóstico de mieloma múltiple
35

. En casos de 

mieloma no secretor, el diagnóstico es confirmado con la presencia de más de 30% de plasmocitos en médula ósea, 

o la detección de un plasmocitoma en biopsia
36

. Los parámetros confirmatorios de diagnóstico se muestran en la 

tabla 6. 
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a)  b)
Figura 2.- Diagnóstico morfológico del Mieloma Múltiple. a) Médula ósea normocelular. Se observan distintos tipos celulares 

con escasas células plasmáticas. b) Médula ósea de paciente con mieloma múltiple: Se observan abundantes células 
plasmáticas fácilmente reconocibles por su citoplasma altamente basófilo, núcleo excéntrico y su halo perinuclear 

característicos. 

 

Tabla 6.- Parámetros confirmatorios de Mieloma Múltiple 

Confirmación de Diagnóstico 

1.-Más de 10% de células plasmáticas en médula ósea 
2.- Presencia de paraproteína en suero (>3g/dL) 
3.- Presencia de paraproteína urinaria 
4.- Lesiones osteolíticas 

Para confirmar mieloma múltiple se requiere del criterio 1 y al menos uno de los 

otros 3. Sólo aplica para mieloma secretor 

g/dL: gramos por decilitro 

La razón más común de consulta médica inicial en pacientes con mieloma múltiple es la aparición de lesiones óseas 

y la anemia sin origen específico. Sin embargo, son cuatro manifestaciones principales las que indican un daño 

orgánico secundario en esta enfermedad. Estas manifestaciones incluyen, además de anemia y lesiones 

osteolíticas, hipercalcemia y falla renal, las cuales aparecen en etapas más avanzadas de la enfermedad y surgen a 

partir de la liberación constante de calcio debida a las lesiones osteolíticas. Estas manifestaciones son las más 

frecuentes y se resumen con el acrónimo de CRAB (Calcium increase, Renal impairment, Anemia y Bone lesion)
23

. 

 

1.2.7 FISIOPATOLOGÍA DE LA ENFERMEDAD 

El mieloma múltiple representa la contraparte neoplásica de células B completamente diferenciadas y secretoras 

de Ig, llamadas células plasmáticas de vida larga. Estas células, como se mencionó anteriormente, son una 

subpoblación de células plasmáticas caracterizadas por tener un tiempo de vida media de meses o años en la 

médula ósea
9, 12

.  
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Con base en la secuenciación de la región variable de la IgH en células de mieloma, los primeros eventos 

oncogénicos en esta neoplasia ocurren en el centro germinal, al parecer durante el proceso de cambio de clase de 

isotipo y de hipermutación somática de las células B
37

. Si bien estas mutaciones primarias han sido encontradas en 

células mielomatosas, estos eventos por sí solos no son suficientes para provocar la patogénesis de la enfermedad, 

pues estas mutaciones se han encontrado en pacientes con MGUS y/o mieloma asintomático. Se cree que una vez 

que la clona cancerígena es diferenciada completamente en célula plasmática de vida larga, ocurren eventos 

oncogénicos posteriores en la médula ósea que desencadenan la patogénesis del mieloma múltiple sintomático
38

. 

Los eventos primarios pueden ser divididos en no hiperdiploidías e hiperdiploidías, apareciendo estas últimas en el 

50 – 60% de los casos y siendo caracterizadas por trisomías en cromosomas impares (3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 y 21). Por 

otro lado, los eventos no hiperdiploides incluyen translocaciones entre el locus de IgH (14q32) y alguno de varios 

oncogenes como MAF, MAFB, dominio de MMSET, receptor 3 del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR3), y 

ciclinas D1 y D3
39

. Las translocaciones más comunes que involucran el locus IgH se muestran en la tabla 7. 

 

Tabla 7.- Translocaciones comunes en el locus IgH 

Translocación 
Genes involucrados/ Asociación 

clínica 
Frecuencia 

t(11;14)(q13;q32) 
bcl-1, IGH / Asociado a buen 

pronóstico
40 15 - 20% 

t(4;14)(p16;q32) 

WHSC1, FGFR3, IGH / Asociado a una 

alta prevalencia de deleciones y 

monosomía del cromosoma 13, y a un 

pronóstico desfavorable
41 

~ 14% 

t(14;16)(q32;q23) 
IGH, c-MAF / Asociado a un mal 

pronóstico
42 6 - 7% 

bcl-1: B-cell lymphoma 1 . Gen 1 de linfoma de células B. IGH: locus de cadena pesada de inmunoglobulina. WHSC1: Wolf-

Hirschhorn syndrome candidate 1. Candidato 1 de síndrome de Wolf – Hirschhorn. FGFR3: Fibroblast growth factor receptor 3. 

Receptor 3 del factor de crecimiento de fibroblastos. c-MAF: Musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene. Oncogen de 

fibrosarcoma musculoaponeurótico. 

 

En cuanto a los eventos oncogénicos posteriores o secundarios, se tienen identificadas mutaciones o activaciones 

mediadas por expresión de oncogenes, como K-RAS, N-RAS, MYC, PI3K, AKT y BRAF; así mismo, existe pérdida de 

función de genes supresores de tumor, como p53 o RB1, lo cual facilita la progresión de la enfermedad y provoca 

desestabilización genómica
39

 (Figura 3). 
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Figura 3.- Eventos oncogénicos asociados a la progresión del Mieloma Múltiple. Tomada y modificada de Korde; 2011. 

 

Además de todos estos eventos oncológicos mayores, existen otras anomalías que contribuyen con el progreso de 

la enfermedad, como el aumento en la síntesis de miRNAs (micro RNA) que favorecen la peoducción de citocinas 

estimulantes de proliferación (como IL-6, TNF-α, VEGFA); aumento de actividad en vías de señalización 

antiapoptóticas, proliferativas y de diferenciación, como XBP, RAS/RAF, MAPK, JAK/STAT, HIF, NF-κB, AKT y JNK; 

aumento de la expresión de moléculas de adhesión, de inhibición inmunitaria y de resistencia a fármacos. Así 

mismo, aumenta la síntesis de factores estimulantes parácrinos, con los cuales existe una desregulación de vías de 

señalización importantes en la interacción con el nicho medular, por ejemplo, la inhibición de la vía WNT-1, que 

genera el desequilibrio entre la resorción ósea y la síntesis, lo que provoca una pérdida neta de masa ósea; o la 

sobreproducción de IL-6 por parte de las células estromales estimuladas por el TNF-α producido por la célula 

mielomatosa
39, 43, 44

. En la Figura 4 se ilustran los eventos que ocurren tanto en las células de mieloma como en 

células del estroma. 
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Figura 4.- Rol del nicho medular en la patogénesis del mieloma múltiple. El óvalo azul central representa a la célula plasmática 

mielomatosa. Las líneas punteadas indican diferenciación, mientras que las líneas sólidas indican secreción y/o efecto en la 

célula blanco. Tomada y modificada de Bianchi; 2015 

 

1.2.8 TRATAMIENTO 

El mieloma múltiple actualmente sigue siendo considerado como una enfermedad incurable, a pesar de que su 

tratamiento se ha modificado considerablemente en los últimos 15 años. El tratamiento depende en gran medida 

de la etapa en la que se encuentre la enfermedad. Los casos de mieloma quiescente y gammapatía monoclonal de 

significado incierto no tienen indicación de tratamiento debido a que no existe evidencia de beneficio con la 

aplicación de tratamiento en etapas tempranas
45

. 
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Los esquemas de tratamiento del mieloma múltiple anteriormente se basaban en esquemas de quimioterapia con 

agentes alquilantes (melfalán, ciclofosfamida), doxorrubicina y corticoides; posteriormente apareciendo nuevos 

fármacos que transformaron el tratamiento del mieloma múltiple, en particular en pacientes mayores a 65 años. 

Estos fármacos incluyen agentes inmunomoduladores (IMiDS) derivados de la talidomida e inhibidores selectivos 

del proteosoma, como el bortezomib. Estos fármacos han mejorado indudablemente la calidad de vida de los 

pacientes y han hecho posible el aumento de la supervivencia general de los pacientes (Figura 5). 

 

a) b)

c)   

Figura 5.- Sobrevivencia general en pacientes con Mieloma Múltiple. a) Sobrevivencia general de los pacientes diagnosticados 

antes de 1996 y después de 1996. b) Sobrevivencia general de los pacientes con base en la década de diagnóstico. c) 

Sobrevivencia general de los pacientes a partir de la recaída post-transplante con fármacos de nueva generación y 

quimioterapia convencional. Tomada y modificada de Kumar; 2008. 
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La elección del tratamiento depende en gran medida de diversos factores como la edad, las co-morbilidades y el 

estadio clínico de la enfermedad. Tomando en cuenta estos factores, los pacientes se consideran desde 2 puntos de 

vista: los que pueden recibir quimioterapia en dosis altas con rescate con células progenitoras (transplante), y los 

que por edad o co-morbilidades o son candidatos a esta estrategia
23

. 

Los pacientes candidatos a transplante son tratados con un régimen parecido al de las leucemias agudas, pues son 

sometidos a una fase de inducción a la remisión, una de consolidación (transplante), y una fase de mantenimiento. 

Por otro lado, los pacientes sin opción de transplante son tratados bajo un régimen de inducción a la remisión y un 

tratamiento de rescate
23

. 

De igual modo, el control de los síntomas y complicaciones de la enfermedad es de alta importancia, pues parte de 

la mejoría en la supervivencia de los pacientes es atribuible a la reducción de la mortalidad derivada de infecciones, 

hipercalcemia e insuficiencia renal. 

 

En la actualidad se encuentran en desarrollo fármacos que promueven y potencian la respuesta inmunológica del 

hospedero contra las células tumorales. Estas terapias logran su efecto mediante la activación o el bloqueo de 

ciertas moléculas, llamadas moléculas co-estimuladoras, que tienen como función modular la acción de las células 

inmunitarias mediante distintos mecanismos. Esta modulación se da tanto positiva como negativamente, es decir, 

la respuesta puede verse aumentada o disminuida por la acción de estas moléculas. Las células tumorales, al sobre-

expresar algunas de estas moléculas, aprovechan esta propiedad para evadir la respuesta inmunológica y generar 

tolerancia periférica a sus antígenos.  

Es por lo anterior, que el estudio de estas moléculas co-estimuladoras es crucial tanto para el desarrollo de nuevas 

terapias dirigidas como para el monitoreo inmunológico del paciente con mieloma y con cáncer en general.  
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1.3 MOLÉCULAS CO-ESTIMULADORAS DE LA FAMILIA B7  

 

Las células neoplásicas expresan antígenos aberrantes específicos de tumor y por ello, necesitan evadir el proceso 

de detección y respuesta inmunológica para sobrevivir, ya sea induciendo estados de inmunosupresión o derivando 

señales de sobrevivencia a partir de células reguladoras
47

. 

La respuesta inmunológica está regulada por una serie de moléculas requeridas tanto para el montaje contra 

señales patógenas externas como para el mantenimiento de la tolerancia contra antígenos propios. Esto se da a 

través de la regulación de la función de la célula T, cuya activación requiere de dos señales: la primera señal se da 

mediante el receptor de células T (TCR) por el reconocimiento del antígeno presentado por el complejo mayor de 

histocompatibilidad (MHC) en células presentadoras de antígeno (APCs). La segunda señal involucra la unión de 

moléculas moduladoras expresadas tanto en APCs como en las células T
48

.Estas moléculas pertenecen a las familias 

B7 y del factor de necrosis tumoral (TNF). La señalización secundaria brinda activación, sostenimiento y atenuación 

de la respuesta de las células T. La ausencia de estas señales secundarias implica la activación sin respuesta 

(anergia), la pérdida de la tolerancia periférica o la generación de autoinmunidad
49

. (Figura 6) 

El sistema B7 es uno de los mecanismos de señalización secundaria más importante en el mantenimiento del 

balance delicado entre la potencia inmunológica y la supresión de la autoinmunidad
51

. Esto se da mediante la 

activación de vías estimulatorias o inhibitorias a través de la unión de estas moléculas con sus ligandos.  

Esta familia consta de ligandos proteicos de superficie celular que se encuentran íntimamente relacionados en 

cuanto a estructura. Son proteínas transmembranales o asociadas a glicosilfosfatidil inositol (GPI), caracterizadas 

por poseer un dominio Ig de tipo variable (IgV), un dominio Ig de tipo constante (IgC), y una región transmembranal 

(Figura 7). La interacción con sus ligandos usualmente se da a través de los dominios IgV
52

. 

A la fecha se han descrito 10 miembros pertenecientes a esta familia de reguladores, los cuales conforman distintos 

ejes estimuladores o inhibitorios. En la tabla 8 se enlistan los miembros que componen a la familia de moléculas 

coestimuladoras B7 y la función general que ejercen. 
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Figura 6.- Sinapsis co-estimuladora. En Rojo se indican los miembros de la familia B7 y en verde se indican los miembros del a 

familia TNF.  Tomada y modificada de Pardoll; 2012.  

 

 

 
Figura 7.- Estructura general de la familia de moléculas B7. Algunos miembros de la familia B7 cuentan con varios dominios 

variables en el dominio extracelular. Así mismo, algunos de estos cuentan con dominios constantes intercalados con los 
variables. Tomada y modificada de Wang; 2014. 
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Tabla 8.- Componentes del sistema B7 de co-estimulación/co-inhibición 

Miembro Ligando(s) Efecto 

B7.1 (CD80) 

 CD28 

 CTLA-4 (CD152) 

 B7H1 

 Estimulación 

 Inhibición 

 Estimulación 

B7.2 (CD86) 
 CD28 

 CTLA-4 (CD152) 

 Estimulación 

 Inhibición 

B7H1 (CD274/PD-L1) 
 PD-1 

 B7.1 

 Inhibición 

 Inhibición 

B7-CD (CD273/PD-L2)  PD-1  Inhibición 

B7H2 (CD275/B7h/ICOSL)  ICOS  Estimulación 

B7H3 (CD276)  ¿?  Inhibición/estimulación* 

B7H4 (B7x/B7S1/VTCN1)  ¿?  Inhibición 

B7H5 (VISTA/PD-1H/Gi24/DIES1)  ¿?  Inhibición 

B7H6  NKp30  Estimulación 

B7H7 (HHLA2)  ¿?  Inhibición 

*Se han presentado ambos efectos en distintos estudios 

 

1.3.1 B7-1/B7-2 (CD80/CD86) 

Estas moléculas fueron los primeros miembros de esta familia en ser descritos. Forman parte de la vía B7-1/B7-

2:CD28/CTLA-4, la cual constituye la vía secundaria más importante en términos de co-estimulación y co-inhibición. 

Los genes que codifican para las proteínas B7.1 y B7.2 se encuentran íntimamente relacionados, y su expresión está 

restringida a células linfoides, principalmente a células presentadoras de antígeno, tales como células dendríticas, 

células B y macrófagos
53

. Ambas moléculas tienen afinidad por los ligandos CD28 y CTLA4, los cuales tienen 

funciones co-estimuladoras y co-inhibitorias, respectivamente.  

La unión de B7.1 y B7.2 con CD28, expresado constitutivamente en la superficie de células T vírgenes, conlleva al 

reclutamiento de proteínas que se unen a tirosinas en el motivo activador por tirosina del inmunoreceptor (ITAM – 

Immunoreceptor Tyrosine Activating Motif) en el extremo terminal de CD28. Esta unión tiene efectos estimulatorios 

que incluyen: disminución del umbral para la activación óptima del linfocito T, inducción de la proliferación de 

linfocitos T, sobreexpresión de la molécula antiapoptótica Bcl-XL y el aumento de la producción de IL-2
49-55

. La falta 

de esta señal secundaria conlleva a una respuesta anérgica. 
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Por otro lado, el ligando CTLA-4 (Antígeno de linfocito T citotóxico 4/ Cytotoxic T Lymphocyte Antigen 4) es una 

proteína transmembranal expresada transitoriamente en la superficie de las células T después de 24-48 horas 

después de su activación, y constitutivamente expresadas en células T reguladoras
56

. Este homodímero compite 

contra CD28 con una mayor afinidad por B7.1 y B7.2, resultando en una reducción de la activación de las células T. 

Esto se da mediante el reclutamiento de fosfatasas a través del motivo inhibidor por tirosina del inmunoreceptor 

(ITIM – Immunoreceptor Tyrosine Inhibitory Motif) en el extremo terminal de CTLA4. La reducción de la actividad de 

las células T se da por el aumento del umbral de activación, la sobreexpresión de indolamina 2,3- dioxigenasa (IDO) 

y la reducción de la producción de IL-2
56

.  

 

1.3.2 B7H1 (PD-L1, CD274) 

Esta molécula es una proteína transmembranal tipo 1 que consiste en un domino IgV, un dominio IgC, un dominio 

transmembranal, una secuencia señal y dominios intracelulares. Se encuentra constitutivamente expresada en 

células presentadoras de antígeno, células no hematopoyéticas y órganos no linfoides como corazón, pulmón, 

placenta e hígado
49

. B7H1 forma parte de la vía co-inhibitoria más ampliamente estudiada: PD-1: PD-L1/PD-L2. 

PD-1 (Programmed Death 1) es una molécula ampliamente relacionada con CD28 y CTLA-4
57

. Se expresa en células 

T efectoras, T reguladoras, T senescentes, células B, monocitos activados, células dendríticas, células NK y células T-

NK. Consiste en un dominio transmembranal y un dominio intracelular que contiene un motivo ITIM y un motivo de 

switch por tirosina del inmunoreceptor (ITSM). PD-1 tiene afinidad por 2 ligandos: B7H1 y B7CD. La unión PD-1 y 

B7H1 da como resultado la fosforilación de tirosinas intracelulares en los motivos ITIM e ITSM, las cuales se unen a 

las fosfatasas SHP1 y SHP2 para brindar una señal inhibitoria a la célula T por medio de la disminución de la 

expresión de Bcl-XL y la regulación de la diferenciación de las mismas. De esta manera, esta unión induce 

indirectamente la muerte celular y por ende, la disminución de la respuesta inmunitaria
48

. 

De igual manera, B7H1 es capaz de unirse a CTLA-4 para brindar una señal inhibitoria alterando la producción de 

citocinas y la maduración de las células T
49

. Debido a esto, actualmente la vía PD-1: PD-L1: CTLA-4 representa un 

blanco terapéutico en tumores sólidos, ya que su inhibición implica una potenciación indirecta de la respuesta 

inmunológica frente a células tumorales.  

 

1.3.3 B7H2 (ICOSL/CD275/B7H) 

Esta proteína se encuentra expresada constitutivamente en células B, células dendríticas y macrófagos, y puede ser 

inducida en células hematopoyéticas en respuesta a señales inflamatorias
58

. Este ligando tiene afinidad por los 

receptores CD28, CTLA-4 e ICOS (Inducible Co-Stimulator). El receptor ICOS es un homodímero glicosilado con una 

estructura muy similar a CD28 que se encuentra sobreexpresado en células T activadas
59

. La unión de B7H2 con 
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ICOS contribuye a la formación de células T cooperadoras foliculares a través de la inducción del factor de 

transcripción Bcl6, siendo crítica para la formación del centro germinal
60

. Así mismo, este acoplamiento induce la 

producción de varias citocinas en la célula T, como IL-10, IL-4, IL-5, interferon (IFN)-γ, e IL-17. Todos estos efectos 

pueden influenciar en la función tanto de células T reguladoras como de células T efectoras, teniendo como 

consecuencia la generación tanto de regulación como de estimulación, dependiendo del tipo celular en el que 

predominen los efectos
48

. 

 

1.3.4 B7H3 (CD276) 

Este miembro de la familia B7, al igual que la mayoría de ellos, es una proteína transmembranal de tipo 1 que 

contiene dominios IgV e IgC. A nivel de RNA, se encuentra ampliamente expresado en órganos tanto linfoides como 

no linfoides, sin embargo, la expresión a nivel de proteína se encuentra limitada a monocitos, células T, células B y 

células NK recientemente activados
61

. Niveles elevados de expresión han sido correlacionados con condiciones 

homeostáticas, como cáncer o sepsis
62

.  

Se han reportado funciones tanto estimuladoras como inhibitorias para este miembro de la familia B7, sin 

embargo, a la fecha, los receptores para esta molécula no han sido concluyentemente identificados. Un posible 

candidato de unión para B7H3 es TLT-2 (TREM-like Transcript 2), el cual induce el aumento en la producción de IL-2 

e IFN-γ en las células T, dándole la función estimuladora a este ligando
63

. Por otra parte, existen estudios en los que 

no fue posible confirmar la unión a TLT-2 y se presentó un efecto inhibitorio
64

. 

 

1.3.5 B7H4 (B7X/B7S1/VTCN1) 

B7H4 es otro miembro de la familia B7 que cumple con funciones inhibitorias. Al igual que los demás miembros, es 

una proteína transmembranal de tipo 1 con dominios IgV e IgC. A nivel de RNA, es detectable en la mayoría de los 

tejidos no hematopoyéticos, sin embargo, la expresión proteica se restringe de manera inducida a células 

presentadoras de antígeno y células neoplásicas
65

. Al igual que B7H3, el receptor de B7H4 permanece desconocido 

a la fecha, aunque se ha descrito como una molécula co-inhibitoria cuya unión disminuye la proliferación y la 

producción de IL-2 en células T, así como la expansión de progenitores neutrofílicos
66

. La sobreexpresión de B7H4 

ha sido asociada con protección contra autoinmunidad mediada por linfocitos CD4/CD8 y a la mayor sobrevida 

posterior al trasplante alogénico
67

.  

La expresión de esta molécula también ha sido asociada a diversos tipos de cáncer, por ejemplo, se ha reportado 

una correlación entre el número de macrófagos que expresan B7H4 con el tamaño y la actividad metastásica en 

carcinoma de pulmón, carcinoma esofágico y en melanoma
68-70

.   
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1.3.6 B7H5 (VISTA/PD-1H/GI24/DIES1) 

También conocido como VISTA o Gi24, es uno de los miembros de reciente identificación. A diferencia de los otros 

miembros, esta proteína consta sólo de un dominio IgV con 3 residuos adicionales de cisteína. Otra diferencia que 

presenta con respecto a otros miembros de la familia es que no presenta ningún motivo de señalización en la 

porción terminal citoplasmática
71

. La expresión de B7H5 se encuentra restringida a tejido hematopoyético y se 

encuentra altamente expresado en células presentadoras de antígeno maduras como macrófagos peritoneales, 

células dendríticas de médula ósea, neutrófilos y células dendríticas CD11
+
; y en menor medida se encuentra 

expresado en células T y T reguladoras activadas
48

.  

B7H5 se une a un receptor desconocido cumpliendo funciones inhibitorias mediante el arresto de ciclo celular e 

inhibición de proliferación y producción de citocinas en células T reguladoras
71

. También ha sido demostrado que la 

expresión en células neoplásicas promueve el crecimiento tumoral a través de la metaloproteinasa membranal de 

matriz tipo 1 (MMP), aumentando así la motilidad celular
72

. Además de estas funciones, B7H5 ha sido identificado 

como componente crítico para la diferenciación de células troncales embrionales, particularmente en la vía de 

señalización BMP4
73

. 

 

1.3.7 B7H6 

Esta molécula recientemente identificada pertenece al grupo de miembros con acción estimuladora. Consta de un 

dominio IgC, IgV una región transmembranal y un dominio citoplasmático terminal que contiene motivos 

señalizadores como ITIM, dominio de unión a SH2 y a SH3
74

. La expresión a nivel de RNA mensajero y de proteína 

es nula en tejidos sanos, se encuentra restringida a células de sangre periférica o de médula ósea provenientes de 

neoplasias hematológicas, como Leucemia Linfoblástica Aguda (LLA), Leucemia Mieloblástica Aguda (LMA) y 

Linfoma no Hodgkin (LNH)
75

.  

B7H6 tiene afinidad por la molécula NKp30, un receptor perteneciente al grupo de los receptores de citotoxicidad 

natural (NCR’s/ Natural cytotoxicity receptors), expresado en la superficie de las células NK
76

. La vía B7H6/NKp30 

está implicada en la actividad antitumoral mediante la potenciación de la actividad de las células NK gracias al 

aumento de la producción de IL-2 e IFN-γ
77

.  

 

1.3.8 B7H7 (HHLA2) 

Inicialmente conocida como HHLA2 (Human endogenous retrovirus-H Long terminal Associating 2), este miembro 

de la familia B7 consta de 3 dominios extracelulares: 2 dominios IgV y un dominio IgC, siendo el primer dominio IgV 

el que tiene un mayor grado de homología con otros miembros de la familia B7
49

. A nivel de mRNA, B7H7 se 
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expresa en células presentadoras de antígeno y en órganos no linfoides, tales como testículo, colon, pulmón, riñón 

y páncreas. En contraste, la expresión de la proteína se encuentra restringida a macrófagos derivados de monocitos 

en presencia de IFN-γ, indicando que esta es una molécula principalmente inducible.  

El homólogo de CD28, CD28H, ha sido identificado como el receptor específico de B7H7. Esta unión induce 

fuertemente la proliferación de células T cooperadoras y la producción de citocinas como IL-2, IFN-γ, TNF-α e IL-10, 

todo esto a través de la activación de una cascada de señalización dependiente de AKT en presencia de sinapsis por 

TCR
77

. La co-estimulación dada por la vía CD28H/B7H7 parece ser dependiente de una interacción B7-CD28 

primaria. Actualmente  se ha encontrado involucramiento de esta molécula en enfermedades autoinmunes o en 

cáncer
74

. 

Además de regular la inmunidad mediada por células T, se ha demostrado que los miembros de esta familia de 

moléculas también influencian la activación de las células NK efectoras. Este hecho es particularmente relevante en 

neoplasias hematológicas, como el mieloma múltiple, dado el amplio uso de terapias monoclonales con 

anticuerpos que ejercen una citotoxicidad anticuerpo-dependiente mediada por células NK. En el caso particular 

del mieloma, el uso de agentes inmunomoduladores, como la talidomida o lenalidomida, pueden aumentar esta 

citotoxicidad mediante la disminución de moléculas co-estimuladoras con efecto inhibitorio, como B7H1
78

.  

Por otra parte, el rol de esta familia no sólo se limita a interacciones entre células neoplásicas y células efectoras de 

la respuesta adaptativa, pues también se expresan en células normales pertenecientes al microambiente tumoral. 

En estas células, las moléculas co-estimuladoras juegan un papel importante en la generación de un nicho favorable 

para el crecimiento y supervivencia tumoral en las neoplasias hematológicas, incluido el mieloma múltiple. Un 

ejemplo de esto es la generación de factores tróficos secretados por monocitos activados a través de estas 

moléculas que promueven angiogénesis y regulan la inmunidad del hospedero, lo cual favorece el crecimiento de 

células tumorales y una evasión inmunológica por parte de éstas
79

. 

 

Como ha podido observarse a lo largo de esta sección, las moléculas co-estimuladoras pertenecientes a la familia 

B7 forman parte de un mecanismo de vital importancia en el desarrollo y progresión del mieloma múltiple y el 

cáncer en general. A la fecha, la mayoría de los miembros de esta familia son grandes candidatos a blancos 

terapéuticos debido a los mecanismos inmunomoduladores que representan. Además de estas moléculas, existen 

otros candidatos que por sus propiedades altamente inmunogénicas y su implicación en el desarrollo del cáncer, se 

encuentran siendo estudiados como posibles blancos terapéuticos. Estas moléculas pertenecen al grupo de los 

llamados antígenos testiculares de cáncer (ATC/CTA), los cuales han sido ampliamente estudiados en los últimos 

años tanto en neoplasias hematológicas como en tumores sólidos.   
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1.4 ANTÍGENOS TESTICULARES DE CÁNCER (ATC/CTA) 

 

Los antígenos testiculares de cáncer son una enorme familia de antígenos asociados a tumor expresados en 

tumores humanos provenientes de diferentes orígenes histológicos. Estos antígenos no se encuentran expresados 

en tejido normal, excepto en testículo y placenta
80

. A la fecha han sido descritos más de 140 miembros repartidos 

en al menos 70 familias. 

Los ATC pueden ser divididos en aquellos codificados en el cromosoma X y aquellos que se encuentran ubicados a 

lo largo de todos los demás cromosomas
81

. Alrededor del 10% de los genes ubicados en el cromosoma X 

pertenecen a la familia de los ATC. Los ATC codificados en el cromosoma X representan más de la mitad del total de 

la familia ATC y con frecuencia constituyen familias multigéncias organizadas en clústeres bien definidos a lo largo 

del cromosoma X. Por ejemplo, la región Xp11 contiene todos los genes de la familia SSX y las superfamilias 

GAGE/PAGE/XAGE; o la región Xq24-q28, en donde se encuentra la mayor densidad de genes ATC, incluyendo a las 

familias MAGE-A, MAGE-C y NY-ESO-1
81

. En la tabla 9 se ilustran los miembros de la superfamilia ATC mejor 

caracterizados.  

Tabla 9.- Miembros ATC mayormente caracterizados  

 ATC Número de genes Localización cromosómica 

ATC codificados en 
cromosoma X 

Familia MAGE 
MAGE-A 12 Xq28 
MAGE-B 6 Xp21.3 
MAGE-C 3 Xp26-27 

Superfamilia GAGE/PAGE/XAGE 
GAGE-A 8 Xp11.23 
GAGE-B 8 Xp11.23 

PAGE 5 Xp11.23 
XAGE 5 Xp11.21-11.22 

Familia SSX 
SSX 5 Xp11.2 

Familia NY-ESO 
CTAG 3 Xq28 

Sin familia 
CAGE 1 Xq22.11 

HOM-TES-85 1 Xq23 
SAGE 1 Xq26 

ATC no codificados en 
cromosoma X 

BAGE 5 21p11.1 
BORIS 1 20q13.2 

CT9/3BRDT 1 1p22.1 
HAGE 1 6q12-13 

OY-TES-1 1 12p12-13 
SCP-1 1 1q12P13 
SPO11 1 20q13.2-q13.3 

 

Los métodos de identificación para cada uno de estos genes incluyen métodos moleculares de clonación y análisis de bibliotecas 

y bases de datos de expresión de cDNA y mRNA   
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1.4.1 EXPRESIÓN NORMAL 

En tejido testicular sano, los ATC codificados en el cromosoma X se expresan fundamentalmente a nivel 

espermatogonia (células troncales proliferativas), mientras que los que no son codificados en el cromosoma X se 

encuentran expresados células germinales con estadios más tardíos de diferenciación, como los espermatocitos
94

. 

Además de la expresión en testículo, se ha encontrado expresión de algunos miembros de las familias MAGE y 

GAGE en tejido placentario
82

. 

De igual manera, se ha encontrado expresión de varios ATC en algunos tejidos somáticos, como páncreas, hígado y 

bazo. Sin embargo, de acuerdo a análisis realizados por PCR en tiempo real, los niveles de expresión de los ATC en 

estos tejidos son menores al 1% de lo expresado en tejido testicular
82

. 

 

1.4.2 EXPRESIÓN EN CÉLULAS TUMORALES 

En lo que respecta a la expresión en tejido tumoral, los ATC son encontrados en tumores provenientes de distintos 

tipos histológicos, aunque la expresión varía enormemente dependiendo del tipo de tumor. Se ha reportado que la 

mayor expresión de varios miembros de distintas familias y superfamilias se encuentra en melanoma, cáncer de 

próstata y cáncer de pulmón de células no pequeñas; una expresión moderada en cáncer de próstata y de mama, y 

una baja expresión en cáncer de colon y cáncer de riñón
83

. 

Los trabajos iniciales sobre los ATC en neoplasias se enfocaron en tumores sólidos, aunque en los últimos 15 años, 

una amplia variedad de ATC ha sido identificada en cánceres hematológicos. Se ha encontrado expresión de varios 

antígenos en leucemias, linfomas y mieloma múltiple, siendo esta última neoplasia la mayormente caracterizada
84, 

85
. Se ha reportado principalmente la presencia de genes pertenecientes a la familia MAGE-C, MAGE-A y SSX

85, 86
. 

 

1.4.3 REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN 

La expresión de los ATC, tanto en células normales como en células neoplásicas, se encuentra principalmente 

regulada por mecanismos epigenéticos tales como metilación/desmetilación del DNA y modificaciones 

postranscripcionales en proteínas histonas (Figura 8)
87

.  

Todos los genes ATC estudiados hasta la fecha han sido encontrados en tejidos somáticos, sin embargo, sus 

regiones promotoras se encuentran metiladas, lo que impide su expresión en estas células. Durante la 

espermatogénesis, estas regiones son desmetiladas y por lo tanto se da la expresión. De igual modo, en células 

tumorales, estas desmetilaciones pueden ocurrir y dar paso a la expresión de los ATC
88

. 
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Las modificaciones postranscripcionales en proteína histonas también juegan un papel muy importante en la 

regulación de la expresión de los ATC tanto en tejido sano como en tejido testicular
89

. Las histonas son proteínas 

básicas que contienen secuencias N-terminales flexibles que sobresalen de los nucleosomas, y las cuales son 

blancos de modificaciones postranscripcionales como acetilaciones o metilaciones. Mediante la acción de enzimas 

acetiltransferasas y desacetilasas, se da la adición o eliminación de grupos acetilo, lo cual resulta en 

descompactación de la cromatina y la consecuente transcripción de genes, y en la represión de la expresión, 

respectivamente
90

. A diferencia de la acetilación, la adición de grupos metilo en los residuos de arginina y lisina de 

las secuencias N-terminales de las histonas se asocia con activación y represión de genes, dependiendo del residuo 

que se modifica
91

. 

 

 
Figura 8.- Regulación epigenética de la expresión de genes ATC. Tomada y modificada de Chen; 2014. 

 

1.4.4 FUNCIÓN DE LOS ATC 

A la fecha, las funciones de los ATC tanto en células germinales como en células tumorales no han sido totalmente 

esclarecidas, sin embargo, evidencia creciente indica que su expresión se encuentra estrechamente relacionada 

con vías de señalización involucradas en procesos de diferenciación, proliferación, ciclo celular e incluso con 

resistencia a fármacos
81, 83, 92

. La participación de estos genes en dichos eventos se da a través de varios 

mecanismos que incluyen su unión con factores transcripcionales, actuando así como represores o inductores; su 

unión a receptores que desencadenan la liberación o reclutamiento de segundos mensajeros, o su función 

estabilizadora/desestabilizadora de complejos enzimáticos críticos en procesos apoptóticos y de ciclo celular
92 -98

. 

Debido a la enorme diversidad que presentan y la heterogeneidad en las funciones y los mecanismos de estos 

genes, en cuanto a neoplasias, han sido asociados a diversos comportamientos de la enfermedad, incluidos 

evolución favorable, progresión de la enfermedad, resistencia al tratamiento, sobrevida global, masa tumoral, etc. 
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1.4.5 FAMILIA MAGE 

Una de las familias de ATC que ha generado un creciente interés en los últimos años debido a su utilidad como 

biomarcadores en cáncer y como blancos terapéuticos es la de los genes MAGE (Melanoma Antigen Gene), la cual 

consta de más de 40 proteínas humanas con expresión restringida a tejido testicular (algunos se han encontrado 

también en ovario y placenta), y aberrantemente en una gran variedad de cánceres que incluyen colon, melanoma, 

cerebro, pulmón, próstata y cáncer de mama
99-103

. Estos genes son divididos en dos categorías, dependiendo del 

tipo de tejido en el que se expresan: los genes MAGE de tipo I son los que se consideran estrictamente ATCs e 

incluyen a las subfamilias MAGE-A, -B y –C, las cuales se encuentran en el cromosoma X
81

. Los genes MAGE de tipo 

II no se encuentran restringidos al cromosoma 12 y comprenden a las subfamilias MAGE-D, -E, -F, -G, -H y –L
104

.  

A la actualidad, las funciones de esta familia en tejido somático normal no ha quedad clara del todo, aunque 

mecanismos de migración, proliferación y diferenciación en células germinales han sido asociados a la expresión de 

estos genes
105

. Esta familia de proteínas tiene la capacidad de suprimir a p53 y potenciar la respuesta celular a 

rompimientos de fragmentos de DNA de doble cadena, además de regular la ubiquitinización de proteínas 

mediante su unión con ligasas ubiquitina E3 específicas. Así mismo, se ha observado que esta familia de proteínas 

confiere a la célula resistencia a TNF-α y Fas, aumentando su capacidad antiapoptótica. Es por esto que su 

expresión aberrante en células tumorales contribuye a la supervivencia tumoral y a un mal pronóstico general de la 

enfermedad
106

.  

Dos de los miembros familia de genes que han sido ampliamente estudiados en las neoplasias hematológicas, son 

los miembros MAGE-A3 y MAGE-C1, los cuales han sido implicados en el pronóstico y evolución clínica de 

enfermedades como leucemia mieloide crónica, leucemia mieloblástica aguda, leucemia linfoblástica aguda
106, 107

, 

linfomas
108

 y mieloma múltiple
109

.  

 

1.4.6 NY-ESO1 

Esta proteína fue descubierta en 1997 a partir de una librería de cDNA derivada de un paciente con cáncer 

esofágico
110

. Este gen tiene su ubicación génica en la región Xq28 del cromosoma X y codifica para varios 

productos, siendo el principal la proteína NY-ESO1, el cual es un polipéptido de 180 aminoácidos con un peso de 

18kDa, con una región N-terminal rica en glicina, y una región C-terminal altamente hidrofóbica
110

. En tejido sano, 

esta proteína se expresa exclusivamente en tejido testicular. Se ha encontrado predominantemente en la región 

citoplasmática de células de espermatogonia temprana, perdiéndose gradualmente a lo largo de la diferenciación 

espermática
111

. Así mismo, se ha encontrado su presencia a nivel de proteína en células germinales fetales de 

testículo y de ovario 
112, 113

. Su expresión aberrante en varios cánceres se debe principalmente al alto nivel de 

desmetilación en todo el genoma, más específicamente a la desmetilación de las regiones promotoras de los genes 

CT
114

. 
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Al igual que la mayoría de los ATC, la función de NY-ESO1 a la fecha permanece sin ser clara, tanto en células sanas 

como en células malignas. Sin embargo, se ha descrito a este ATC como de los más inmunogénicos de todos los 

conocidos, además de generar fuertes respuestas inmunitarias espontáneas e inducidas por vacunación 
115-118

. Es 

este hecho el que hace de NY-ESO1 un blanco molecular terapéutico excepcional. 

 

1.4.7 SSX1 

Otra familia de genes ATC que se encuentra ampliamente estudiada, es la de los genes SSX (Synovial Sarcoma X 

chromosome), la cual fue identificada a partir de estudios citogenéticos de sarcoma sinovial que demostraron que 

existía un evento cromosómico característico: la t(x;18)(p11.2;q11.2)
119, 120

. A partir de la identificación del 

miembro SSX1, a la fecha, nueve miembros han sido descritos (SSX1-9), encontrándose principalmente los 

miembros SSX1 y SSX2 en neoplasias hematológicas
85, 107, 121

. Particularmente en el mieloma múltiple, SSX1 es el 

que ha sido encontrado con mayor frecuencia
122

. Como la mayoría de los antígenos testiculares de cáncer, la 

función de este miembro no ha sido totalmente esclarecida, sin embargo, desde su identificación se determinó que 

esta proteína cuenta con dominios KRAB (Krüppel-Associated Box), los cuales son dominios represores 

transcripcionales encontrados sólo en proteínas de dedos de zinc tipo Krüppel; por lo tanto, SSX1 puede estar 

involucrado en la regulación transcripcional de algunos genes
123, 124

. 

Esta proteína se ha encontrado a nivel citoplasmático en tejido sano de células mesenquimales troncales fetales y 

de adultos, en tejido testicular y en tejido fetal en diferenciación, en donde ha sido asociada con procesos de 

migración, invasión y metástasis
125

. En el caso de tejido tumoral, este gen ATC ha sido asociado a fenotipo de la 

enfermedad y un mal pronóstico.  

 

Los genes ATC, debido a las funciones que ejercen en las células tumorales en las que se expresan, han sido 

implicados en la supervivencia general de los pacientes con mieloma múltiple. En la figura 9 se muestra un gráfico 

de supervivencia general y progresión de la enfermedad con base en la expresión de algunos de estos genes.  

La importancia que han cobrado estos genes en los últimos años radica en el hecho de que representan una 

potencial vía terapéutica no sólo en mieloma múltiple, sino también en otras neoplasias hematológicas y tumores 

sólidos. Lo anterior debido su alta restricción tisular de expresión y el gran potencial inmunogénico que presentan. 

Es por esto que desde hace varios años se han realizado diversos trabajos en el laboratorio de biología molecular 

del Servicio de Hematología del Hospital General de México sobre estos genes, entre los que se incluyen, 

principalmente, su expresión en leucemias y linfomas, así como el análisis de la regulación y su asociación clínico-

patológica con dichas neoplasias
84, 106, 121, 126

.  
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a) b)  

Figura 9.- Gráficos de análisis de supervivencia en pacientes con Mieloma Múltiple con base en el patrón de expresión de genes 

ATC. a) Porcentaje de supervivencia en función a la expresión de SSX1. La línea punteada indica ausencia de SSX1. La línea 

continua indica presencia de SSX1 b) Progresión de la enfermedad en función a la expresión del gen MAGEA9. La línea punteada 

indica ausencia de MAGEA9, la línea continua indica presencia de MAGEA9. Tomada de van Duin; 2011. 

 

La identificación de estos genes, junto con los genes que codifican para moléculas co-estimuladoras B7, arroja 

información valiosa acerca de la actividad proliferativa en células tumorales y la respuesta inmunológica ejercida 

sobre las células neoplásicas. Estos dos aspectos son cruciales en la progresión de la enfermedad y en la evolución 

del paciente. Sin embargo, existe otro factor que impacta de manera significativa en el avance de la enfermedad: la 

generación de resistencia a la quimioterapia, la cual está mediada por los genes de multi-drogo resistencia (MDR). 
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1.5 GENES DE MULTI-DROGO RESISTENCIA (MDR) 

 

1.5.1 FENÓMENO DE MULTI-DROGO RESISTENCIA 

El término multi-drogo resistencia hace alusión a la cualidad de las células tumorales de mostrar resistencia cruzada 

a un amplio espectro de fármacos no relacionados estructuralmente. Esta resistencia puede ser intrínseca o 

adquirida: En el caso de una resistencia intrínseca, las células tumorales son insensibles al tratamiento desde el 

principio. Por otra parte, en la resistencia adquirida las células tumorales al comienzo son sensibles a un régimen 

terapéutico específico, sin embargo, progresivamente adquieren resistencia al mismo tratamiento e incluso a 

diferentes fármacos antineoplásicos
129

. 

Existen varios mecanismos involucrados en la generación de resistencia a los fármacos quimioterapéuticos, siendo 

el principal la sobreexpresión de bombas de eflujo dependientes de ATP, llamadas transportadores ABC (ATP-

binding cassette/bombas de unión a ATP). Estos transportadores transmembranales cumplen con la función de 

expulsar de la célula una amplia variedad de compuestos, como iones, fosfolípidos, esteroides, polisacáridos, 

aminoácidos y péptidos a través de membranas biológicas
130

.De igual manera, dentro de estos sustratos están 

incluidos agentes citotóxicos, entre los que se encuentran metabolitos tóxicos y fármacos antineoplásicos utilizados 

en el tratamiento contra el cáncer
131

.  

Estos transportadores son un grupo de complejos proteicos cuya familia consta de 48 miembros clasificados en 7 

subfamilias que van desde ABC-A hasta ABC-G45. Los miembros que están mayormente involucrados en el 

desarrollo de multi-drogo resistencia son la glicoproteína-P (P-gp/ABCB1) y la proteína de resistencia de cáncer de 

mama (BCRP/ABCG2)
132

. 

 

1.5.2 ESTRUCTURA Y FUNCIÓN 

Todos los transportadores ABC cuentan con dos dominios transmembranales y dos dominios de unión a 

nucleótidos
133

. El plegamiento estructural que presentan está caracterizado por un núcleo de 6 hélices 

transmembranales por cada dominio transmembranal. Estos dominios atraviesan la membrana y forman canales a 

través de los cuales los sustratos son transportados al exterior de la célula. La alta diversidad estructural de estos 

dominios permite reconocer y translocar diversos sustratos a través de cambios conformacionales
134

. Los dominios 

de unión a nucleótidos son secuencias altamente conservadas que son responsables de la producción de energía 

para el eflujo de sustratos xenobióticos a través de la unión y la hidrólisis del ATP mediante su acción ATPasa
135

.  
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El mecanismo propuesto de expulsión de los sustratos implica una unión de alta afinidad del sustrato a los 

dominios transmembranales, la dimerización dependiente de los dominios de unión a nucleótidos, hidrólisis de 

ATP, apertura de los canales y el eflujo del sustrato
136

. En la figura 10 se ilustra tanto la estructura general de estas 

proteínas, como su mecanismo de acción propuesto. 

 

Figura 10.- Estructura y mecanismo general de los transportadores ABC. TMD: Transmembrane Domain. Dominio 

transmembranal. NBD: Nucleotide-Binding Domain. Dominio de unión a nucleótidos. Los transportadores ABC pueden ser 

clasificados con base en la estructura y la secuencia de sus dominios de unión a nucleótidos. Para que un transportador ABC sea 

funcional, generalmente requiere dos unidades core, formando un solo polipéptido de forma TMD1-NBD1-TMD2-NBD2; 

cambiando levemente la estructura molecular en cada una de las familias. Tomada y modificada de Chen; 2016. 

 

1.5.3 P-GP/ABCB1 (MDR1) 

Este miembro de los transportadores ABCs fue el primero en ser descrito y fue identificado en 1976 como una 

glicoproteína de membrana de 170kDa sobreexpresada en líneas celulares resistentes a la coichicina y se le 

atribuyó la función de reducción de la permeabilidad a la droga
138

.  

La glicoproteína P (P-gp), producto del gen ABCB1 (cromosoma 7q21.1; 120 kb), es un transportador de membrana 

que se encuentra abundantemente expresado en la membrana apical de células epiteliales de colon, intestino 

delgado, ductos pancreáticos y biliares, túbulos proximales de riñón y la glándula adrenal. En general, las células 

epiteliales con roles excretores generalmente expresan P-gp
139

. De igual modo, la P-gp se localiza en células 

endoteliales de la barrera hemato-encefálica, la barrera hemato-testicular, en tejido mamario y en placenta
140

. La 

localización tisular  de esta proteína indica que juega un papel fisiológico importante en la protección de órganos 

susceptibles contra agentes xenobióticos, la secreción de metabolitos y el transporte de hormonas (Figura 11).  

  



 

 31 

 Marco teórico 

 
Figura 11.- Estructura de la glicoproteína-P (P-gp/ABCB1). ATP: Adenosin trifosfato. Consta de 12 segmentos transmembranales 

que forman estructuras tridimensionales en forma de “barril” en la membrana. Los sitios de fosforilación y glicosilación se 

encuentran en el primer loop extracelular. Tomada y modificada de Tanabe; 2001. 

 

La P-gp tiene la habilidad de interactuar con cientos de compuestos diferentes, los cuales generalmente son 

compuestos no polares, relativamente hidrofóbicos y en algunas ocasiones, contienen anillos aromáticos y cuentan 

con un átomo de nitrógeno con carga neta positiva en su molécula
142

. Los sustratos principales de la P-gp así como 

sus inhibidores se ilustran en la tabla 10. 

 

Tabla 10.- Principales sustratos de la glicoproteína-P 

Miembro Sustrato Inhibidores 

P-gp/ABCB1 

Analgésicos: asimadolina, fentanilo, morfina, pentazocina 

Antiarrítmicos: amiodarona, digoxina, lidocaína, propafenona, 

quinidina, verapamil 

Antibióticos: cefoperazona, ceftriaxona, claritromicina, doxiciclina, 

eritromicina, gramicidina, grepafloxacina, itraconazol, ketoconazol, 

levofloxacino, rifampicina, 

Fármacos antineoplásicos: 5-fluorouracilo, actinomicina, 

bisantreno, colchicina, citarabina, daunorrubicina, doxorrubicina, 

eopósido, hidroxiurea, metotrexato, mitomicina, tamoxifen, 

alcaloides de la vinca, imatinib, bortezomib 

Antihistamínicos: cimetidina, ranitidina, 

Bloqueadores de canales de calcio: azidopina, bepridil, verapamil 

Inmunosupresores: ciclosporinas, FK506, valspodar 

Productos naturales: curcumoniodes, flavonoides 

Neurolépticos: clorpromazina, fenotiazina 

Amiodarona, 

amitriptilina, diltiazem, 

dipiridamol, 

fenoltiazinas, 

propafenona, 

propanolol, quinidina, 

espironolactona, 

tamoxifen 
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1.5.3.1 POLIMORFISMO 3437C >T 

Se ha demostrado que mutaciones y polimorfismos de nucleótido único (SNPs) presentes en la secuencia de genes 

MDR pueden modificar la expresión o la actividad de la proteína producida
143

. Uno de los polimorfismos más 

estudiados en este gen es el 3435C >T (exón 26, porción intracelular carboxilo-terminal), el cual ha sido asociado a 

mayor susceptibilidad a neoplasias, como leucemia linfoblástica aguda pediátrica y tumores del epitelio renal, así 

como a una menor expresión de esta proteína y altos niveles de digoxina (fármaco sustrato de la P-gp) plasmática 

como consecuencia de una baja actividad
144, 145

. De igual manera, se ha observado que el cambio de conformación 

de la proteína en el extremo carboxilo terminal de la P-gp, puede llegar a alterar la especificidad de algunos 

sustratos
146

.  

 

1.5.4 BCRP/ABCG2 

La proteína de resistencia de cáncer de mama (BCRP) es el producto de la transcripción del gen ABCG2 (cromosoma 

4q22, 1kb). Es un tetrámero de homodímeros conformados por 655 aminoácidos (Figura 12). Este transportador 

consta de 6 segmentos transmembranales y un sitio de unión a ATP N-terminal
147

. Al igual que la P-gp, la BCRP 

participa en un sinfín de mecanismos fisiológicos, patofisiológicos, farmacocinéticos y toxicocinéticos; y de igual 

manera, se encuentra en la membrana apical de células del túbulo proximal, enterocitos, hepatocitos y células 

endoteliales de capilares cerebrales
148

. 

 
Figura 12.- Estructura de la BCRP/ABCG2. A diferencia de la P-gp, la BCRP consta de sólo 6 dominios transmembranales y un 

dominio de unión a ATP. Al igual que la P-gp, esta proteína presenta varios polimorfismos que afectan la función o la afinidad 

por los sustratos. Las variaciones de los aminoácidos dadas por polimorfismos se encuentran señaladas con estrellas. Tomada y 

modificada de Noguchi; 2014.  
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Similar a la P-gp, la BCRP tiene como sustratos a una gran variedad de compuestos estructural y funcionalmente 

diversos (Tabla 11). 

Tabla 11.- Sustratos quimioterapéuticos principales de la BCRP 

Miembro Sustrato Inhibidores 

BCRP/ABCG2 

Antibióticos: ciprofloxacina, norfloxacina, ofloxacina 

Fármacos antineoplásicos: daunorrubicina, doxorrubicina, 

epirubicina, gefitinib, imatinib, irinotecan, metotrexato, 

teniposido 

Antivirales: delaviridina, lopinavir, lamivudina, nelfinavir, 

zidovudina 

Antihipertensivos: reserpina 

Bloqueadores de canales de calcio: nicardipina 

Otros fármacos: azitodimidina, ciclosporina, lamivudina, 

quercetina 

Ciclosporina A, gefitinib, 

imatinib, natrigenina, 

quercetina, genisteína, 17β-

estradiol, estrona, tamoxifen, 

reserpina, curcumina, 

dipiridamol, nicarpidina, 

nitrendipina, nimodipen 

 

 

1.5.4.1 POLIMORFISMO 421C >A 

Diversos polimorfismos han sido identificados en el gen BCRP (Figura 12), siendo uno de los más ampliamente 

estudiados el 421C >A (Q141k/ exón 5, dominio de unión a ATP), cuya presencia ha sido asociada a una baja 

expresión de la proteína y alteraciones en su estabilidad en diversas membranas (por lo tanto, una degradación 

proteica aumentada vía ubiquitinación y proteólisis proteosómica). Sin embargo, también se ha encontrado una 

asociación al aumento de la biodisponibilidad de fármacos sustratos después de su administración oral
148

. 

 

Se ha demostrado ampliamente que la sobreexpresión de los genes ABCB1 y ABCG2 en pacientes hematológicos 

está ligada a una evolución terapéutica desfavorable. Es por esto que en el laboratorio de biología molecular del 

Servicio de Hematología del Hospital General de México se han realizado varios estudios sobre estos genes, sus 

perfiles y frecuencias de expresión, lo que ha permitido la implementación de nuevos regímenes terapéuticos y el 

fortalecimiento del diagnóstico en estas neoplasias
150 - 152

. 

Es debido a la enorme importancia que tienen estos tres grupos de genes en el desarrollo y la progresión del 

mieloma (y de las neoplasias en general), que su estudio resulta crucial para lograr un mejor entendimiento de la 

biología de esta enfermedad y la creación de nuevos tratamientos, pues en la actualidad, estas moléculas son 

consideradas como potenciales blancos moleculares específicos que permitirán ofrecer una mejor calidad de vida 

para los pacientes con mieloma múltiple. 
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2. JUSTIFICACIÓN 

 

El mieloma múltiple se ha considerado como una enfermedad asociada a los adultos mayores, sin embargo, en los 

últimos años la edad de aparición de esta enfermedad se ha visto disminuida y existen pacientes cada vez más 

jóvenes. Esta enfermedad representa el 2% de todos los cánceres y alrededor del 13% de las neoplasias 

hematológicas en el mundo, número que va en aumento debido a diversos factores, principalmente al aumento en 

la frecuencia poblacional de adultos mayores. A pesar de los avances que se han tenido en la última década en 

cuanto a tratamientos y entendimiento general de la enfermedad, ésta sigue siendo considerada como incurable. 

Aunado a esto, los actuales sistemas de clasificación y estratificación de los pacientes por grupos de riesgo y escalas 

predictivas permanecen un tanto controversiales, pues los parámetros utilizados no ofrecen una sensibilidad 

especialmente elevada y el valor predictivo encontrado no es muy alto. El presente trabajo pretende coadyuvar en 

el pronóstico y la instauración del tratamiento en pacientes diagnosticados con mieloma múltiple mediante la 

búsqueda de marcadores moleculares que puedan asociarse a la evolución clínica. 

 

 

3. HIPÓTESIS 

 

Si se realiza una caracterización molecular de los genes B7, MDR y ATC sobre células de mieloma múltiple, entonces 

será posible llevar a cabo una correlación de la presencia de estos genes con la evolución clínica y la respuesta al 

tratamiento de los pacientes que cursen con la enfermedad.  
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4. OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GENERAL 

Llevar a cabo una caracterización molecular de genes MDR, genes de la familia B7 y genes ATC mediante ensayos 

de RT-PCR y qRT-PCR en células de médula ósea provenientes de pacientes con mieloma múltiple con el fin de 

realizar una correlación de los datos clínicos de los pacientes con la expresión de estos genes que permita evaluar 

la eficacia del estudio como factor pronóstico. 

 

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES 

 Identificar la presencia/ausencia  de transcritos de genes de moléculas coestimuladoras de la familia B7 

(B7-1, B7-2, B7H1, B7H2, B7H3, B7H4, B7H6) y antígenos testiculares de cáncer (ATCs) pertenecientes a las 

familias MAGE (C1 y A3), SSX y NYESO-1 en células de mieloma de pacientes del Hospital General de 

México Eduardo Liceaga mediante ensayos de RT-PCR. 

 Analizar la frecuencia de dichos genes en una población de pacientes mexicanos diagnosticados con 

mieloma múltiple.  

 Analizar los niveles de expresión de los genes MDR (ABC-B1, ABC-G2, ABC-C1 y ABC-A3) mediante ensayos 

de RT-PCR en tiempo real. 

 Detectar los polimorfismo de nucleótido único (SNPs) C3435T en el gen ABCB1 y C421A en el gen ABCG2 

mediante un ensayo de genotipificación. 

 Correlacionar la presencia de los genes analizados con los parámetros clínicos de los pacientes.
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5. DISEÑO EXPERIMENTAL 
El presente trabajo es un estudio de corte experimental, retrospectivo, transversal y analítico. 

5.1 CRITERIOS DE INCLUSIÓN 

- Pacientes con ingreso al servicio de hematología del Hospital General de México diagnosticados con 

mieloma múltiple. 

- Pacientes cuya muestra de médula ósea haya sido captada en el laboratorio de biología molecular entre 

enero y diciembre de 2012.  

- Pacientes hombres y mujeres. 

- Pacientes mayores de 40 años. 

- Pacientes que cuenten con aspirado de médula ósea para estudio citomorfológico y de biología molecular. 

- Pacientes de novo y en seguimiento. 

5.2 CRITERIOS DE EXCLUSIÓN  

- Pacientes que presenten co-morbilidad con otro tipo de neoplasia. 

5.3 CRITERIOS DE ELIMINACIÓN 

- Pacientes cuya muestra presente un material genético de mala calidad o insuficiente. 

5.4 VARIABLES EXPERIMENTALES 

5.4.1 VARIABLES INDEPENDIENTES 

- Presencia/ausencia de los genes pertenecientes a la familia de proteínas B7 y genes ATC. 

- Niveles de expresión relativos de los genes ABCB1 y ABCG2. 

5.4.2 VARIABLES DEPENDIENTES 

- Parámetros clínicos de los pacientes. 

5.5 TAMAÑO DE LA MUESTRA 

El tamaño de muestra se determinó utilizando el programa de cómputo gPLINK (Broad Institute of Harvard), 

considerando el promedio de los ingresos anuales de casos de mieloma múltiple al servicio de Hematología del 

Hospital General, el cual es de 24, y el número de muestras que se recibieron en el laboratorio en el periodo 

comprendido de Enero a Diciembre de 2012. Se utilizó un nivel de confianza de 5% (α= 0.05) y un poder estadístico 

del 80%. El tamaño de la muestra calculada fue de 16 pacientes.  
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 MATERIAL BIOLÓGICO 

 

6.1.1 ASPIRADO DE MÉDULA ÓSEA (AMO) 

Como parte del diagnóstico o seguimiento de la enfermedad, a los pacientes con mieloma múltiple se les realizó un 

AMO en el servicio de Hematología del Hospital General de México. 

 

6.1.2 LÍNEAS CELULARES 

Se utilizaron como controles las líneas celulares MM.1R (linfoblasto B, mieloma múltiple extramedular; positiva 

para B7.1, B7.2, NY-ESO1), Raji (linfocito B, linfoma Burkitt; positiva para B7.1, B7.2, B7H1, B7H2), HL-60 

(promieloblasto, LAM; positiva para B7H6) y K-562 (linfoblasto, LMC; positiva para MAGE-A3, MAGEC1, NY-ESO1, 

SSX1, ABC-B1, ABC-G2). Estas líneas se cultivaron en medio RPMI-1640 (Invitrogen, Life Technologies Carlsbad, CA) 

suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) (Invitrogen, Life Technologies Carlsbad, CA), piruvato de sodio 

1mM (Hyclone Laboratories), penicilina/estreptomicina 1% (Gibco, Life Technologies). Las células fueron crecidas 

en atmosfera de CO2 al 5% a 37°C; fueron cosechadas para preparar alícuotas de 1-2 x10
6
células para extracción de 

RNA. En la tabla 12 se muestran los tejidos de procedencia y los genes para los que fueron controles. 

 

6.1.3 TEJIDO TESTICULAR 

De igual manera, se utilizó tejido testicular como control positivo para los genes B7H3 y B7H4. El tejido fue donado 

por el servicio de urología del HGM, de biopsias de pacientes con cáncer de próstata, la mayoría mayor de 70 años 

(Tabla12). 

 

Tabla 12- Líneas celulares y tejidos utilizados como controles 

Nombre de la línea/tejido Origen Genes presentes 

MM1.R Mieloma Múltiple B7.1, B7.2, NY-ESO1 

Raji Linfoma Burkitt B7.1, B7.2, B7H1, B7H2 

HL-60 Leucemia Mieloblástica Aguda B7H6 

K562 Leucemia Mieloide Crónica 
MAGE-A3, MAGEC1, NY-ESO1, SSX1, 

ABC-B1, ABC-G2 

Tejido testicular Testículo B7H3, B7H4 
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6.2 AISLAMIENTO DE LEUCOCITOS DE AMO 

 

A las muestras de médula ósea se les realizó un tratamiento de lisis de eritrocitos mediante el uso de una solución 

hipertónica. Las muestras fueron mezcladas con esta solución lítica en una proporción 1:3 y se incubaron durante 

10’ a 4°C. Posterior a la incubación, las muestras se centrifugaron a 2500rpm durante 5’. El sobrenadante fue 

descartado y el pellet leucocitario fue resuspendido en PBS 1X. La solución fue centrifugada una vez más a 

2500RPM durante 5’. Los leucocitos fueron alicuotados en paquetes de aproximadamente 1 – 2x10
6
 células y 

almacenados a -80°C hasta ser utilizados. 

 

 

6.3 EXTRACCIÓN Y PURIFICACIÓN DE RNA TOTAL  

 

El RNA total fue aislado mediante la técnica de “paso único” descrita por Chomczynski y Sacchi
153

. Los paquetes 

celulares alicuotados fueron homogenizados con 550µL de solución D (Anexo). La solución se incubó durante 10’ a 

4°C. Posteriormente se añadieron 150µL de solución de ácido acético/acetato de sodio 2M pH=3 y 500µL de 

solución fenol/H2O. Esta solución se homogenizó por inversión hasta que fue evidente la precipitación de las 

proteínas. Se incubó a 4°C durante 5’ y posteriormente se agregaron 200µL de cloroformo/alcohol isoamílico 

(49:1). La solución fue homogenizada vigorosamente en vortex durante 10’’ y se dejó reposar a 4°C durante 15’. Se 

centrifugó a 12,000rpm durante 15’ a 4°C. Una vez centrifugada, en la solución fue evidente la separación de tres 

fases: una fase fenólica (orgánica) al fondo, una interfase sólida constituida por DNA y proteínas precipitadas, y una 

fase acuosa superior en la cual está el RNA soluble. La fase acuosa fue separada y se mezcló con isopropanol, 

incubando a -20°C durante 24h para precipitar el RNA. Una vez cumplido el tiempo de incubación, la solución se 

centrifugó a 12,000rpm durante 15’ a 4°C. El pellet obtenido fue lavado con etanol al 75% y centrifugado a 

8,000rpm durante 8’ a 4°C. El sobrenadante fue descartado y el botón fue secado a temperatura ambiente durante 

5’. Una vez seco y sin presencia aparente de etanol, el RNA fue resuspendido en agua libre de nucleasas (NFW – 

Nuclease Free Water) en un volumen proporcional al botón de RNA. Con el fin de eliminar formas secundarias en la 

estructura del RNA y restos de etanol, la solución fue incubada a 70°C durante 10’. 
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6.4 EXTRACCIÓN Y PURIFICACIÓN DE DNA GENÓMICO 

 

El DNA genómico fue obtenido mediante el uso del reactivo comercial DNAzol® (Invitrogen) y mediante una 

variación al método de paso único de Chomczynski
153

 utilizando Solución D.  

Los paquetes celulares de aproximadamente 1x10
6
 células fueron homogenizados en 700µL de DNAzol® y se 

agregaron 200µL de etanol absoluto. La solución se homogenizó por inversión hasta la aparición del paquete de 

DNA. Se dejó reposar durante 10’ y posteriormente el DNA fue transferido a un tubo nuevo, en el cual se realizó un 

lavado con etanol al 75%. De nueva cuenta, se dejó reposar durante 10’y el DNA fue transferido a un tubo nuevo. El 

paquete de DNA se dejó secar a temperatura ambiente durante 5’. Una vez seco, se resuspendió en una solución TE 

1X en un volumen proporcional al paquete de DNA. 

 

 

6.5 CUANTIFICACIÓN Y DETERMINACIÓN DE LA CALIDAD Y LA INTEGRIDAD DEL 

MATERIAL GENÉTICO 

 

Se determinó la concentración y pureza del RNA y el DNA totales mediante la medición de la absorbancia a 260 y 

280 nm de longitud de onda en espectrofotómetro UV-Vis (Thermo Scientific, Genesys 10S UV-Vis). Las diluciones 

que se realizaron para cuantificar el RNA y el DNA fueron de 1:1000 y 2:500, respectivamente. Para ambos casos, se 

corroboró la integridad del material genético mediante una corrida electroforética en gel de agarosa al 1.5%, 

cargando 2μL de RNA/DNA mezclado con 2μL de buffer de carga y 2μL de TAE 1X; corriendo en cámara de 

electroforesis durante 40’ a 70 volts. El RNA fue almacenado a -80°C hasta ser requerido. 

 

 

6.6 SÍNTESIS DE DNA COMPLEMENTARIO (CDNA)  

 

Para realizar los ensayos de RT-PCR, se sintetizó cDNA a partir del RNA de líneas celulares, tejido testicular y 

pacientes. Se utilizaron 2500ng de RNA en un volumen total de 25μL (concentración de 1μg/μL). El RNA se mezcló 
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con el correspondiente volumen de H2O inyectable y 1μL de Oligo dT (PROMEGA®, Madison WI, USA). La solución 

se incubó durante 10’ a 70°C. Después se añadieron 6μL de buffer 5X (250mM Tris-HCl, pH=8.4, 500mM KCl, 25mM 

MgCl2, 10mM DTT) (PROMEGA, Madison WI, USA) junto con 3μL de dNTPs 10μM (Invitrogen, Life Technologies 

Carlsbad, CA) y 1μL de enzima transcriptasa reversa MMLV (200 U/μL) (PROMEGA, Madison WI, USA). Todos los 

componentes se homogenizaron suavemente con pipeta y se incubó a 37°C durante 50’. Posteriormente se realizó 

otra incubación a 70°C durante 10’ para inactivar la enzima.  

Para los casos de los genes B7H2 y B7H3, se cambió el oligo dT por los oligos específicos 3’ de cada gen. El resto de 

la metodología fue igual a la antes mencionada. El cDNA se almacenó a -80°C hasta su utilización. 

 

 

6.7 RT-PCR DE LOS GENES ESTUDIADOS 

 

Para llevar a cabo los ensayos de RT-PCR en las muestras, se prepararon mezclas (Mix) con los reactivos necesarios 

para la reacción. Cada uno de los genes estudiados cuenta con condiciones específicas que se engloban en la tabla 

13. 

 

Tabla 13.- Reactivos utilizados para los ensayos de PCR 

Gen(es) Buffer (5x) 
MgCl2 

(25mM) 
dNTP 

(10mM) 
Oligo F 
(10μM) 

Oligo R 
(10μM) 

Taq Pol 
(5u/μL) 

Volumen 
final 

B7H2, 
B7H6, 

B7.2, SSX-1 
1x 1.5 mM 0.2 mM 0.2 μM 0.2 μM 0.03u/μL 

10μL 
B7H3, 

B7H4, NY-
ESO1 

1x 3.6mM 0.57mM 0.67 μM 0.67 μM 0.04u/μL 

B7.1 1x 3.4mM 0.3mM 0.4 μM 0.4 μM 0.05u/μL 
MAGE 1x 2mM 0.7mM 0.7 μM 0.7 μM 0.05u/μL 

 

De igual manera, las reacciones para cada uno de los genes estudiados se llevaron a cabo con diferentes perfiles 

térmicos, los cuales se muestran en la tabla 14. Los procesos de desnaturalización, elongación y templado se 

llevaron a cabo a 94°C/5’, 72°C/10’ y 4°C/10’, respectivamente. 
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Tabla 14.- Perfiles térmicos de las reacciones 

Gen Longitud Perfil térmico de amplificación Tm Controles 

B7.1 566 pb 96°C – 1’ 
Tm – 45’’ 
72°C – 1’ 
30 ciclos 

55°C Raji 

B7.2 464 pb 55°C Raji 

B7H1 301 pb 

96°C – 1’ 
Tm – 45’’ 
72°C – 1’ 
35 ciclos 

57°C Raji 

B7H2 102 pb 60°C Raji 

B7H3 172 pb 53°C Testículo 

B7H4 143 pb 62°C Testículo 

B7H6 143 pb 55°C HL-60 

MAGEA3 725 pb 67°C K562 

MAGEC1 631 pb 67°C K562 

NY-ESO1 302 pb 67°C K562 

SSX-1 114 pb 

96°C - 45 ‘’ 
Tm - 30 ‘’ 

72°C - 30 ‘’ 
30 ciclos 

60°C K562 

ABC B1 200 pb 96°C – 45’’ 
Tm – 45’’ 
72°C - 45’’ 
35 ciclos 

60°C K562 

ABC G2 199 pb 60°C K562 

ABC C1 162 pb 60°C K562 

ABC A3 129 pb 60°C K562 

 

 

6.8 QRT-PCR DE LA FAMILIA DE GENES ABC 

 

Para el caso de los genes ABC B1 y ABC G2 se realizó una cuantificación mediante la metodología de sondas 

Taqman® Gene Expression (Applied BioSystems, Life Technologies) específicas para estos genes. Los sitios de unión 

de estas sondas se indican en la tabla 15. Las reacciones se llevaron a cabo en un equipo StepOne™ de Applied 

BioSystems a un volumen final de 20μL, utilizándose para cada una: 1.5μL de cDNA, 0.7μL de la sonda, 10μL de mix 

Taqman Gene Expression Master Mix® (Applied BioSystems, Life Technologies), y agua libre de nucleasas (NFW) 

c.b.p. 20μL. 

 

Tabla 15.- Sondas Taqman® empleadas para cuantificación de niveles de expresión 

Sonda Gen Sitios de unión Longitud del producto 

Hs00184500_M1 ABCB1 Exones 6-7 67pb 

Hs01053790_M1 ABCG2 Exones 3-4 83pb 

Hs00985689_M1 β2-microglobulina Exones 1-2 95pb 
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La cuantificación de los niveles de expresión de los genes ABC C1 Y ABC A3, se llevó a cabo mediante ensayos de 

PCR en tiempo real con la metodología de SYBR Green® (Applied BioSystems, Life Technologies). Las reacciones se 

realizaron a un volumen final de 20μL, utilizándose 1.5μL de cDNA, 10μL de SYBR Green, 0.3μL de oligo Forward 

(10μM), 0.3μL de oligo Reverse (10μM) y agua libre de nucleasas (NFW) c.b.p. 20μL.  

En ambos casos se utilizó la línea celular K562 como control de referencia y β2-microglobulina como gen endógeno. 

Los niveles de expresión relativos fueron determinados mediante el método ΔΔCt. 

 

 

6.9 GENOTIPIFICACIÓN DE LOS POLIMORFISMOS C3435T (ABCB1) Y C421A 

(ABCG2) 

 

Además de la cuantificación de los niveles de expresión, se realizó un análisis genotípico de los genes ABC-B1 y 

ABC-G2 con el fin de identificar los polimorfismos de nucleótido único (SNPs, en inglés) 3435C>T y 421C>A, 

respectivamente. Los ensayos se realizaron en un equipo StepOne™ (Applied BioSystems, Life Technologies) con el 

kit de genotipificación TaqMan® Genotyping Master Mix (Applied BioSystems, Life Technologies). Las sondas 

utilizadas fueron C_11711720D_40 para el polimorfismo 3435C>T (ABC-B1), y C_15854163_70 para el polimorfismo 

421C>T (ABC-G2). Como control negativo, se utilizó agua libre de nucleasas. 

 

 

6.10 ANÁLISIS ESTADÍSTICO PARA LA CORRELACIÓN CLÍNICA 

 

A partir de la revisión de la historia clínica de cada uno de los pacientes analizados y con base en la literatura 

previa, se seleccionaron los parámetros clínicos pertenecientes a la edad, las concentraciones séricas de β2-

microglobulina, albúmina, creatinina, calcio sérico, estadio ISS y estadio Durie-Salmon para llevar a cabo el análisis 

estadístico de la correlación clínica con la expresión de los genes B7, MDR y ATC. Los parámetros fueron 

categorizados en 3 grupos con base en sus valores normales y se realizó una prueba de Chi cuadrada (X
2
) con el 

software de análisis IBM SPSS Statistics 15 (Statistical Package for Social Science, SPSS Inc. Chicago, USA). 
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7. RESULTADOS  

7.1 CARACTERÍSTICAS DE LA POBLACIÓN 

La población analizada incluyó a 23 pacientes diagnosticados con mieloma múltiple en el Servicio de Hematología 

del Hospital General de México en de enero a diciembre de 2012. De esta población, 19 pacientes contaron con 

expediente clínico completo, teniéndose 11 hombres y 8 mujeres (Gráfico 1). En los expedientes se buscaron datos 

clínicos que incluyeron: valores de hemoglobina, plaquetas, leucocitos totales, número de células plasmáticas en 

médula ósea, proteínas totales, albúmina, calcio, urea, creatinina, DHL, concentración de β2-microglobulina sérica y 

tipo de secreción clonal. Resulta importante mencionar  que todos estos datos corresponden a fechas cercanas a la 

de la toma de la muestra (Tabla 16).  

 

a) b)  

Gráfico 1.-Características generales de la población a) Frecuencia de género en la población b) Frecuencia de edades por grupos 

de edad 

 

El rango de edad de la población estudiada fue de 43 a 81 años al momento de la recolección de la muestra. De los 

19 pacientes, 5 eran menores de 51 años, 11 tenían entre 51 y 70 años, y 3 eran mayores de 71 años (Gráfico 1)  
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Tabla 16.- Medias y rangos de los valores clínicos de la población de estudio 

Datos clínicos 

(valores normales) 
N=19 

Género 
Masculino 

Femenino 

11 

8 

Edad 

Media 

Mediana 

Rango 

54.26 ± 10.35 

55 

43 - 81 

Plaquetas 

(156 – 373x10
3
 /µL) 

Media 

Mediana 

Rango 

179 x10
3
 /µL 

168
3
 /µL 

4 – 398 x10
3
 /µL 

Leucocitos totales 

(4.3 – 10.3 x10
3
 

/µL) 

Media 

Mediana 

Rango 

5.5 x10
3
 /µL 

4.32
3
 /µL 

2.5 – 16.6 x10
3
 /µL 

Proteínas totales 

(6 – 8.3 g/dL) 

Media 

Mediana 

Rango 

8.2g/dL 

7.5 g/dL 

5.3 – 14.2g/dL 

Albúmina 

(3.4 – 5.4 g/dL) 

 

Media 

Mediana 

Rango 

2.88 ±0.69 

2.9 g/dL 

1.89 – 4.3 

Calcio sérico 

(8.5 – 10.2 mg/dL) 

Media 

Mediana 

Rango 

9.4 mg/dL 

8.83 mg/dL 

5.8 – 13.1 mg/dL 

Urea sérica 

(6 – 20 mg/dL) 

Media 

Mediana 

Rango 

49.6 mg/dL 

36.6 mg/dL 

10.7 – 166.9 mg/dL 

Creatinina 

(0.7 – 1.3 mg/dL) 

Media 

Mediana 

Rango 

1.6 mg/dL 

0.7 mg/dL 

0.3 – 11.5 mg/dL 

DHL 

(105 – 330 u/L) 

Media 

Mediana 

Rango 

187 ± 152.13u/L 

130 u/L 

96-658 u/L 

β2 Microglobulina 

(1.2 – 2.8 mg/L) 

Media 

Mediana 

Rango 

9.18 ± 6.79 mg/L 

7.2 mg/L 

2.01 – 28.9 mg/L 

% células 

plasmáticas 

( >10% ) 

Media 

Mediana 

Rango 

31.63 ± 30.28 % 

18 % 

1-91 % 

Estadio Clínico (ISS) 

ISSI 

ISSII 

ISSIII 

3 

3 

13 

Estadio Clínico (DS) 

DS1 

DS2 

DS3 

11 

2 

6 

μL: microlitro. DHL: deshidrogenasa láctica. mg/dL: miligramos por decilitro. u/L: unidades por litro 

De los 19 pacientes, 3 se encontraban en estadio 1 de ISS, 3 en estadio II y 13 en estadio III. Así mismo, dentro de la 

población de estudio se encontraron 7 tipos de secreción clonal, teniéndose 7 mielomas tipo IgG, 3 tipos IgA, 1 tipo 

IgE, 1 tipo IgM, 3 tipo Bence-Jones, 1 tipo biclonal (IgG/IgA) y 2 no secretores (Gráfico 2). 
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a) b)  

 

Gráfico 2.- Características clínicas de la población  

a) Distribución de la población con base en el sistema de clasificación ISS. b) Distribución de la población con base en el tipo de 

secreción clonal. c) Distribución de la población con base en el sistema de clasificación Durie-Salmon 

 

Los pacientes pudieron ser estratificados con base en el sistema de clasificación de Durie-Salmon. Once pacientes, 

lo que corresponde al 58% de la población, se encontraban en estadio 1; en estadio 2 se encontraron 2 pacientes, 

correspondientes al 11% de la población; los 6 pacientes restantes se encontraron en estadio Durie-Salmon 3, lo 

cual corresponde al 32% de los 19 pacientes (Gráfico 2). 
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7.2 EXTRACCIÓN DE MATERIAL GENÉTICO Y ANÁLISIS DE LA INTEGRIDAD DE LA 

MUESTRA 

El material genético aislado de cada uno de los pacientes fue verificado mediante un corrimiento electroforético, 

observándose en el gel de agarosa una banda característica para el caso del DNA, y las bandas 28S y 18S 

características del RNA ribosomal, incluido en el RNA total. (Figuras 13 y 14)  

 

 
Figura 13.- Verificación de la integridad de DNA en 8 pacientes. Se observa la banda característica del corrimiento del DNA a 

través del gel. Gel de agarosa al 1.5% en TAE, teñido con Midori Green®. 

 

 
Figura 14.- Verificación de la integridad de RNA en 7 pacientes con Mieloma Múltiple.  

28S: Banda perteneciente a RNA ribosomal de subunidad 28S. 18S: Banda perteneciente a RNA ribosomal de subunidad 18S. Gel 

de agarosa al 1.5% en TAE, teñido con Midori Green®. 

 

De igual modo, el cDNA sintetizado a partir del RNA aislado fue verificado mediante la amplificación de genes 

constitutivos, observándose las bandas a 394pb y 221pb de los genes constitutivos β2-microglobulina y GAPDH, 

respectivamente (Figura 15).  
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Figura 15.- Genes constitutivos β2-microglobulina (394pb) y GAPDH (221pb) en 5 pacientes. 

Carril 1: control negativo de reacción (solución salina). Carriles 2-6: pacientes con Mieloma Múltiple. Gel de agarosa al 1.5% en 

TAE, teñido con Midori Green®. 

 

7.3 EXPRESIÓN DE MOLÉCULAS B7 EN PACIENTES CON MIELOMA MÚLTIPLE 

7.3.1 CONTROLES POSITIVOS DE REACCIÓN 

El gel de agarosa en el cual se llevó la verificación de las condiciones de reacción para los genes B7 se ilustra en la 

figura 16. Se muestran los productos de reacción de las reacciones de amplificación de los controles positivos 

mencionados previamente.  

 
Figura 16.- Controles de reacción para genes B7.  

Carril MPM: marcador de peso molecular, Carril 1: B7.1 (566pb)-Raji. Carril 2: B7.2 (464pb)-Raji. Carril 3: B7H1 (301pb)-Raji. 

Carril 4: B7H2 (102pb)-Raji. Carril 5: B7H3 (172pb)-testículo. Carril 6: B7H4 (143pb)-testículo. Carril 7: B7H6 (143pb)-HL-60. 

Carril 8: Gen constitutivo β2-microglobulina (394pb). Gel de agarosa al 1.5% en buffer TAE, teñido con Midori Green®.  
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7.3.2 FRECUENCIA DE EXPRESIÓN DE LOS GENES B7 

Se analizó un total de 23 pacientes. El gen con mayor frecuencia de expresión fue B7H4, encontrándose en el 91% 

(21/23) de todos los pacientes. El gen con la menor frecuencia de expresión fue B7H6, que se encontró en el 26% 

(6/23) de los pacientes. En el gráfico 3 se muestran las frecuencias de expresión de todos los genes en la población 

total. Cabe destacar que el gen B7.1 no se encontró en ninguno de los pacientes analizados (Gráfico 3).  

Se encontró que al menos uno de los genes estuvo presente en cada uno de los 23 pacientes analizados, y como 

puede apreciarse en la tabla 17, cada uno de los genes fue encontrado en al menos uno de los pacientes. 

Los pacientes fueron categorizados por grupos de edades y por estadios Durie-Salmon e ISS con base en sus 

expedientes clínicos. Las frecuencias de expresión de los genes B7 con respecto a estos grupos se ilustran en los 

gráficos 4 y 5. Cabe destacar el hecho de que, al igual que en la población total, el gen B7H4 fue el que se expresó 

con mayor frecuencia en todos los grupos de cada una de las categorías, exceptuando a los de pacientes 

pertenecientes a los grupos de 51 a 60 años y de 61 a 70 años.  

 

 

Gráfico 3.- Frecuencia de expresión de los genes B7 en la población de estudio 
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Tabla 17.- Presencia/ausencia de genes B7 en la población de estudio  

Muestra 

(estadio ISS) 
B7.1 B7.2 B7H1 B7H2 B7H3 B7H4 B7H6 

M01 

(ISS3) 
- + - + + + - 

M02 

(ISS2) 
- - + - + + - 

M03 

(ISS2) 
- + + + + + - 

M04 

(ISS3) 
- + + - + + - 

M05 

(ISS3) 
- + + - + + - 

M06 

(ISS2) 
- + - + - + - 

M07 

(ISS3) 
- - + - - + - 

M08 

(ISS1) 
- + - + + - + 

M09 

(ISS1) 
- + + - + + + 

M10 

(ISS3) 
- + - + + + - 

M11 

(ISS3) 
- + + - + + - 

M12 

(ISS3) 
- - + - + + + 

M13 

(ISS3) 
- - + - - + - 

M14 

(ISS3) 
- + + - + + - 

M15 

(ISS3) 
- + + - + + - 

M16 

(ISS3) 
- + + - + + - 

M17 

(ISS3) 
- - + - + + + 

M18 

(ISS1) 
- - - + + + - 

M19 

(ISS3) 
- - - + - + - 

M20 

(*) 
- + + + - + + 

M21 

(*) 
- + + + - - - 

M22 

(*) 
- - - - + + + 

M23 

(*) 
- - - + + + - 

*Indica sin historial clínico 

 

  



 

 50 

 Resultados 

 
Gráfico 4.- Frecuencia de expresión de genes B7 por grupos de edad. El gen que se expresó con mayor frecuencia en todos los 

grupos de edad fue el gen B7H4 

Los grupos en los que se dividieron los pacientes fueron: menores de 50 años, de 51 a 60 años, de 61 a 70 años, y 

mayores de 71 años. En el grupo de los pacientes menores de 50 años, el gen con mayor frecuencia de expresión 

fue B7H4, encontrándose en el 100% de los pacientes. Seguido de este gen, los genes B7.2, B7H1 y B7H3 se 

encontraron en un 60% de los pacientes. Finalmente, los genes B7H4 y B7H6 se encontraron en un 40% y un 20%, 

respectivamente. Los pacientes del grupo de 51 a 60 años contaron con una frecuencia de expresión similar a los 

del grupo anterior, teniendo al gen B7H4 en el 86% de los pacientes, al gen B7H3 en el 71%, B7.2 y B7H1 en el 57%, 

B7H2 en el 43%, y B7H6 en el 14%. Para el caso de los pacientes de entre 61 y 70 años, las frecuencias de expresión 

de los genes fueron muy parecidas a las presentes en el grupo de pacientes mayores de 71 años, siendo excepción 

el gen B7H1, cuya expresión se vio aumentada en los pacientes con 60-70 años de edad. Las frecuencias se 

muestran en el gráfico 4. 

 

 
Gráfico 5.- Frecuencia de expresión de los genes B7 por estadio clínico ISS. El gen que se expresó con mayor frecuencia en los 

pacientes con estadio I fue B7H3, a diferencia de los grupos en estadios II y III, en los cuales B7H4 fue el gen más frecuente 
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Gráfico 6.- Frecuencia de expresión de los genes B7 por estadio clínico Durie-Salmon. El gen que con mayor frecuencia se 

expresó en todos los grupos fue B7H4. 

 

En los pacientes en los que fue posible realizar una estratificación por estadios, el gen que se presentó con más 

frecuencia entre los pacientes en estadio ISSI fue B7H3, encontrándose en el 100% de los individuos. En el caso de 

los pacientes en estadio II, el gen más común fue B7H4, al igual que en los pacientes con ISSIII. El gen que se 

encontró en menor frecuencia en el caso de los pacientes en estadio I, fue B7H1 con 33.3%. En los pacientes con 

estadio II, no se encontró presencia de B7.1 ni de B7H6. El gen con menor frecuencia entre los pacientes estadio III 

fue B7H6, encontrándose en el 15% de ellos (gráfico 5).  

Para el caso de la estratificación Durie-Salmon, los genes B7H3 y B7H4 fueron los que más se presentaron entre los 

pacientes en estadio 1, pues cada uno de ellos se presentó en el 89% de los pacientes pertenecientes a este grupo. 

El gen que se expresó en menor frecuencia en este grupo fue B7H6, con un 22%. En el grupo de los pacientes con 

estadio 2, B7H4 se logró identificar en el 100% de los pacientes, a diferencia de B7.2, cuya frecuencia fue del 25%. 

Al igual que los pacientes en estadio 3, el gen que se expresó con mayor frecuencia fue B7H4, encontrándose en el 

100% de los pacientes de este grupo. El gen con menor frecuencia de expresión en este grupo fue B7H6, con un 

33% (gráfico 6).  
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7.4 EXPRESIÓN DE GENES ATC EN PACIENTES CON MIELOMA MÚLTIPLE 

7.4.1 CONTROLES DE REACCIÓN 

Se llevó a cabo una estandarización y una verificación de las condiciones de reacción para los genes ATC en la línea 

celular K562 y en tejido testicular, en los cuales se ha demostrado con anterioridad la expresión de estos genes.  

Esta verificación se ilustra en la figura 17  

 

 
Figura 17.- Controles de reacción para genes ATC.  

Carril MPM: marcador de peso molecular, Carril 1: Control de reacción (H20). Carril 2: Gen constitutivo β2-microglobulina 

(394pb). Carril 3: MAGE-A3 (725pb). Carril 4: MAGE-C1 (631pb). Carril 5: NY-ESO1 (302p). Carril 6: SSX-1 (114pb). Gel de agarosa 

al 1.5% en buffer TAE, teñido con Midori Green®. 

 

7.4.2 FRECUENCIA DE EXPRESIÓN DE LOS GENES ATC 

De igual manera, se llevó a cabo la detección de los genes MAGE-C1, MAGE-A3, NY-ESO1 y SSX-1 en los 23 

individuos estudiados. El gen que se encontró en mayor proporción fue SSX-1, hallándose en 14 pacientes de los 23 

(61%); caso contrario a MAGE-C1, que sólo se encontró en sólo 1 paciente (4%) (Gráfico 8). A diferencia de las 

moléculas coestimuladoras B7, hubo pacientes en los que ningún gen de los analizados fue encontrado. Este grupo 

de pacientes correspondió al 26% del total de los pacientes (6/23). Las frecuencias totales se muestran en el gráfico 

7. Así mismo, en la tabla 18 se detalla la expresión de cada uno de los genes en cada uno de los pacientes 

analizados.  
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Gráfico 7.-Frecuencia de expresión de los genes ATC en la población de estudio 

 

Tabla 18.- Presencia/ausencia de genes ATC en la población de estudio 

Muestra MAGE-A3 MAGE-C1 NY-ESO1 SSX-1 

M01 - - - + 

M02 - - - + 

M03 + - - + 

M04 - - - + 

M05 - - - - 

M06 - - - - 

M07 + - + + 

M08 - - - + 

M09 - - + - 

M10 - - + - 

M11 + - - + 

M12 + - - + 

M13 - - - - 

M14 - + - - 

M15 - - - - 

M16 - - - - 

M17 - - - + 

M18 - - - + 

M19 - - - + 

M20 - - - + 

M21 - - - + 

M22 - - - + 

M23 - - - - 
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En los gráficos 8 y 9 se ilustran las frecuencias de expresión por estadio ISS y por estadio Durie-Salmon. En cuanto a 

la expresión de los genes ATC en grupos de pacientes por estadio ISS, de los pacientes que se encontraban en 

estadio I se encontró expresión de los genes NY-ESO1 y SSX-1, con un 33% y un 66%, respectivamente. Ningún 

paciente co-expresó estos genes, es decir, sólo expresaron uno de los dos. En el grupo de pacientes que se 

encontraban en estadio ISS2, se encontró la expresión de los genes MAGE-A3 y SSX-1, teniéndose una expresión del 

33% y el 66%, respectivamente. En este caso, un paciente presentó la co-expresión de estos dos genes. Uno de los 

3 pacientes pertenecientes a este grupo no expresó ningún ATC. En cuanto al grupo de los pacientes con estadio 

ISS3, se encontró expresión de cada uno de los genes, sin embargo, no todos los pacientes co-expresaron estos 

genes. El 31% de los pacientes de este grupo no expresaron ningún ATC. El gen encontrado en mayor proporción 

fue SSX-1, encontrándose en el 54% de los pacientes pertenecientes a este grupo. Los genes MAGE-A3, NY-ESO1 y  

MAGE-C1 se encontraron en una proporción de 23%, 15% y 8%, respectivamente (gráfico 8). 

 

De los pacientes que se encontraron en estadio Durie-Salmon 1, se encontró que MAGE-A3 y NY-ESO1 se 

expresaron en el 18%, MAGCE-C1 en el 9% y SSX-1 en el 73% de los pacientes pertenecientes a este grupo. Los 

pacientes que se encontraban en estadio 2 de la escala de Durie-Salmon no expresaron ningún gen ATC, caso 

contrario a los que se encontraban en estadio 3, pues MAGE-A3 fue encontrado en el 33% de estos pacientes, 

MAGE-C1 no se encontró en ninguno, NY-ESO1 se encontró en el 17% de ellos, y SSX-1 se encontró en el 50% de los 

pacientes con estadio DS3 (gráfico 9).  

 

 

Gráfico 8.- Frecuencia de expresión de los genes ATC por estadio clínico ISS 
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Gráfico 9.- Frecuencia de expresión de los genes ATC por estadio clínico Durie-Salmon 

 

7.5 EXPRESIÓN RELATIVA DE LOS GENES ABC 

7.5.1 NORMALIZACIÓN DEL ESTUDIO 

Para la medición de los niveles relativos de expresión de los genes ABC se llevó a cabo un ensayo de qRT-PCR, el 

cual se realizó mediante dos metodologías: TaqMan® gene expression assay (para genes ABC-B1 y ABC-G2), y SYBR 

Green® (para los genes ABC-C1 y ABC-A3). Para ambos casos, se llevó a cabo una normalización con la línea celular 

K562 y el gen endógeno β2-microglobulina y una cuantificación con la metodología 2
-ΔΔCT

.  

El ensayo de cuantificación se realizó sólo en 17 pacientes. Con el fin de estratificar a los pacientes analizados con 

base en los niveles de expresión que presentaron, se determinó un rango de expresión normal tanto para ABC-B1 

como para ABC-G2 a partir de 68 muestras de donadores sanos. El 37% (25/68) de los individuos presentaron 

niveles indetectables de ABC-B1, siendo el 63% restante positivos para la presencia de este gen. El valor de los 

percentiles fue p25= 0.169, p50= 0.279 y p75= 0.3905 

En el caso del gen ABC-G2 se encontró que el 29% (20/68) de los donadores sanos contaban con niveles 

indetectables de este gen, siendo detectado en el 71% (48/68) restante. El valor de los percentiles en este caso fue 

de p25= 0.358, p50= 0.506 y p75= 0.654.  

De esta manera, el rango de expresión normal considerado para cada uno de los genes fue de 0.169 - 0.3905 para 

el caso de ABC-B1 y 0.358 – 0.654 para ABC-G2 (Gráfico 10).  
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Gráfico 10.- Niveles de los expresión relativos de ABC-B1 y ABC-G2 en donadores sanos. Para ABC-B1, el rango de expresión 

normal fue de 0.1690 a 0.3905. En el caso de ABC-G2, el rango de expresión normal fue de 0.3580 a 0.6540. 

 

7.5.2 EXPRESIÓN DE LOS GENES ABCB1 Y ABCG2 

A diferencia de los genes ABCA3 y ABCC1, los cuales no se lograron identificar en ningún paciente, los genes ABCB1 

y ABCG2 fueron encontrados tanto por encima como por debajo de los niveles normales de expresión. En el gráfico 

11 se muestran los niveles de expresión de estos genes en los 17 pacientes analizados.  

 

 
Gráfico 11.- Expresión relativa de los genes ABC-B1 y ABC-G2 en pacientes con MM y en línea celular MM1.R 
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En los gráficos 12 y 13 se muestra una comparativa entre los niveles de expresión de los genes ABCB-B1 y ABC-G2 

encontrados en los pacientes contra los niveles de expresión encontrados en los donadores sanos.  
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Gráfico 12.- Niveles de expresión de ABCB1 en pacientes con MM y en donadores sanos. Cada punto indica un valor individual 

de expresión. Los niveles normales, calculados a partir de los niveles de los individuos sanos, van de 0.169 a 0.3905. La media de 

expresión de los pacientes fue de 0.35413, valor que se encuentra en el rango de expresión normal. 
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Gráfico 13.- Niveles de expresión de ABC-G2 pacientes con MM y en donadores sanos. Cada punto indica un valor individual de 

expresión. Los niveles normales, calculados a partir de los niveles de los individuos sanos, van de 0.358 a 0.654. La media de 

expresión de los pacientes fue de 0.2193, valor que se encuentra en el rango de expresión baja 
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Además de la cuantificación de los niveles de expresión de los genes ABCB1, ABCG2, ABCC1 y ABCA3 en los 

pacientes, a modo de comparación, también se midieron los niveles de expresión relativa de estos genes en la línea 

celular de mieloma MM1.R. Esta comparativa se muestra en el gráfico 11.  

 

7.6 IDENTIFICACIÓN DE POLIMORFISMOS 3435C >T Y 421C >A 

Además de la cuantificación de los niveles de expresión, también se llevó a cabo un ensayo de genotipificación para 

identificar los polimorfismos 3435C >T y 421C >A para los genes ABC-B1 y ABCG-G2, respectivamente.  

En total, se genotipificaron 18 muestras de pacientes con mieloma múltiple, además de la línea celular MM1.R. En 

el caso del polimorfismo 3435C >T, se encontró que el 78% de los pacientes muestreados presentaron un genotipo 

heterocigoto, es decir, con un alelo mutado y un alelo Wild type. El 17% presentó un genotipo TT, es decir, con 

ambos alelos mutados, y el 5% restante presentó un genotipo wild type (Gráfico 14).  

 

 
Gráfico 14.- Distribución de la frecuencia genotípica de la población de estudio para el polimorfismo 3435C >T del gen ABCB1 

 

La identificación del polimorfismo 421C >A del gen ABCG2 se llevó a cabo en los mismos pacientes que en los que 

se analizó el polimorfismo 3435C >T. De los 18 pacientes totales, el 33% resultó ser heterocigoto, un 56% presentó 

un genotipo wild type homocigoto C, y el 11% restante presentó un genotipo mutado homocigoto A. La distribución 

genotípica de la población de estudio se ilustra en el gráfico 15. Así mismo, en la figura 18 se muestra un plot de 

discriminación alélica en donde se indica el genotipo con base en el análisis generado por el software de trabajo. 
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Gráfico 15.- Distribución de la frecuencia genotípica de la población de estudio para el polimorfismo 421C >A del gen ABCG2 

 

 

 
Figura 18.- Plot de discriminación alélica para el polimorfismo 421C >A. El eje X representa el nivel de amplificación del alelo C, 

el eje Y representa el nivel de amplificación del alelo A. Los puntos azules representan las muestras con genotipo homocigoto A 

(mutado). Los puntos rojos representan las muestras con genotipo homocigoto C (wild type). Los puntos verdes representan las 

muestras con genotipo heterocigoto. El cuadro negro representa el control negativo (H2O). 
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7.7 CORRELACIÓN CLÍNICA: EXPRESIÓN VS DATOS CLÍNICOS 

Una vez obtenidas las frecuencias y los patrones de expresión, se realizó un análisis estadístico para correlacionar 

los datos clínicos obtenidos de los historiales clínicos de 19 pacientes con dichos patrones. El análisis estadístico se 

llevó a cabo en el software IBM SPSS Statistics 15 (Statistical Package for Social Science, SPSS Inc. Chicago, USA). El 

software arrojó los resultados plasmados en las tablas 19 y 20. Los parámetros clínicos evaluados fueron la edad, 

las concentraciones séricas de β2-microglobulina, albúmina y creatinina, así como los estadios ISS y Durie Salmon, 

parámetros que se encuentran íntimamente relacionados con la progresión de la enfermedad. 

 

Tabla 19.- Prueba de Chi-cuadrado de Pearson para la correlación entre a presencia de los genes B7 vs los parámetros clínicos 
analizados 

Parámetro B7.2 B7H1 B7H2 B7H3 B7H4 B7H6 

Edad 

(p) 

≥ 55 

≤ 54 

7 

5 

 

(0.515) 

7 

6 

 

(0.876) 

4 

3 

 

(0.764) 

9 

6 

 

(0.213) 

9 

9 

 

(0.330) 

3 

1 

 

(0.313) 

B2M 

(p) 

≥ 5.5 

3.6-5.4 

≤ 3.5 

7 

3 

2 

(0.771) 

8 

3 

2 

(0.493) 

2 

3 

2 

(0.263) 

9 

2 

4 

*(0.041) 

10 

5 

3 

(0.138) 

2 

0 

2 

(0.187) 

Albúmina 

(p) 

≥ 4.9 

3.5-4.8 

≤ 3.4 

0 

3 

9 

(0.581) 

0 

3 

10 

(0.750) 

0 

1 

6 

(0.581) 

0 

3 

12 

(0.827) 

0 

3 

15 

*(0.047) 

0 

1 

3 

(0.827) 

Creatinina 

(p) 

≥ 1.3 

0.7-1.2 

≤ 0.6 

3 

7 

2 

*(0.033) 

4 

5 

4 

(0.977) 

2 

3 

2 

(0.917) 

5 

6 

4 

(0.668) 

6 

6 

6 

(0.405) 

2 

2 

0 

(0.304) 

Calcio 

(p) 

≥ 10.2 

8.6-10.1 

≤ 8.5 

5 

5 

2 

(0.456) 

3 

7 

3 

(0.500) 

4 

2 

1 

(0.186) 

4 

7 

4 

(0.445) 

6 

8 

4 

(0.556) 

0 

2 

2 

(0.163) 

Estadio ISS 

(p) 

ISSI 

ISSII 

ISSIII 

2 

2 

8 

(0.828) 

1 

2 

10 

(0.168) 

2 

3 

2 

(0.056) 

3 

2 

10 

(0.228) 

12 

4 

2 

(0.060) 

2 

0 

2 

(0.084) 

Estadio Durie-Salmon 

(p) 

DS1 

DS2 

DS3 

7 

1 

4 

(0.913) 

7 

2 

4 

(0.592) 

5 

0 

2 

(0.416) 

9 

1 

5 

(0.568) 

10 

2 

6 

(0.681) 

2 

0 

2 

(0.568) 

* Indica correlación estadísticamente significativa. p < 0.05 

B2M: β2-microglobulina. ISS: International Staging System. 
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Tabla 20.- Prueba de Chi-cuadrado de Pearson para la correlación entre la presencia de los genes ATC y los parámetros clínicos 
analizados 

Parámetro MAGE-A3 MAGE-C1 NY-ESO1 SSX-1 

Edad 

(p) 

≥ 55 

≤ 54 

3 

1 

(0.313) 

0 

1 

(0.279) 

1 

2 

(0.466) 

8 

3 

*(0.040) 

B2MT 

(p) 

≥ 5.5 

3.6-5.4 

≤ 3.5 

2 

2 

0 

(0.341) 

1 

0 

0 

(0.622) 

1 

1 

1 

(0.751) 

5 

3 

3 

(0.689) 

Albúmina 

(p) 

≥ 4.9 

3.5-4.8 

≤ 3.4 

0 

1 

3 

(0.827) 

0 

1 

0 

*(0.047) 

0 

1 

2 

(0.570) 

0 

3 

8 

(0.435) 

Creatinina 

(p) 

≥ 1.3 

0.7-1.2 

≤ 0.6 

1 

2 

1 

(0.828) 

0 

1 

0 

(0.405) 

1 

1 

1 

(0.991) 

3 

4 

4 

(0.842) 

Calcio 

(p) 

≥ 10.2 

8.6-10.1 

≤ 8.5 

2 

1 

1 

(0.572) 

0 

1 

0 

(0.556) 

1 

1 

1 

(0.816) 

3 

5 

3 

(0.721) 

Estadio ISS 

(p) 

ISSI 

ISSII 

ISSIII 

0 

1 

3 

(0.622) 

0 

0 

1 

(0.735) 

1 

0 

2 

(0.484) 

2 

3 

6 

(0.644) 

Estadio Durie-

Salmon 

(p) 

DS1 

DS2 

DS3 

2 

0 

2 

(0.568) 

1 

0 

0 

(0.681) 

2 

0 

1 

(0.808) 

8 

0 

3 

(0.143) 

* Indica correlación estadísticamente significativa p < 0.05 

B2M: β2-microglobulina. ISS: International Staging System. 
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8. ANÁLISIS DE RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

8.1 CARACTERÍSTICAS DE LA POBLACIÓN 

 

Con base en los resultados descritos anteriormente, la población estudiada presentó características generales 

importantes. Primeramente, la media de edad encontrada fue menor a la usualmente reportada en la literatura, 

siendo de 58.2 años, comparada con la edad reportada de 66 años. Por otra parte, la mayoría de los rangos de los 

parámetros clínicos encontrados resultaron ampliados hasta 10 veces más con respecto al rango normal de cada 

uno. En la tabla 16 se ilustran estos rangos encontrados y se comparan con los rangos normales para la población 

mexicana.  

A partir de estos parámetros clínicos observados, se realizó una estratificación y una comparativa entre los estadios 

ISS y Durie-Salmon entre cada uno de los pacientes. Sólo el 42% de ellos tuvieron estadios similares o equivalentes 

tanto en el sistema ISS como en el Durie-Salmon. Comparaciones previas entre estos 2 sistemas han arrojado datos 

similares, por ejemplo, el grupo de Hari
154

 realizó una comparación de ambos sistemas en 729 pacientes a lo largo 

de 7 años, encontrando que sólo el 36% de los pacientes presentaron concordancia entre ambos sistemas. La 

estratificación de cada uno de estos sistemas se fundamenta en distintos parámetros clínicos y se correlacionan 

con diferentes aspectos de la enfermedad: el sistema ISS es mayormente correlacionado con la supervivencia 

general y el riesgo de muerte en determinado intervalo de tiempo, mientras que el sistema Durie-Salmon se 

correlaciona con la carga tumoral y el daño orgánico general.  

 

8.2 EXPRESIÓN DE MOLÉCULAS B7  

 

Uno de los aspectos que dictan la evolución de la enfermedad y, en parte, el comportamiento clínico observado a 

través de las características generales descritas en la sección anterior, es la evasión inmunológica. Las moléculas co-

estimuladoras de la familia B7 juegan un papel sumamente importante en este mecanismo de supervivencia que 

presentan las células tumorales. La expresión de los genes que codifican para estas moléculas resulta importante 

debido a las distintas funciones e interacciones que presentan cada uno de estos miembros. 

En la población estudiada, el gen que se encontró en mayor proporción fue B7H4, estando presente en 21 de los 23 

pacientes (91%). B7H4 es una molécula de regulación negativa cuya función es inhibir la proliferación y producción 

de citocinas de células T CD4
+
 y CD8

+
. Se ha encontrado sobreexpresión de esta proteína en distintos tipos de 
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tumores sólidos y ha sido asociada a la progresión de la enfermedad
155

. La frecuencia de expresión de esta 

molécula en mieloma múltiple no ha sido reportada, sin embargo, al ser un mecanismo de inhibición inmunitaria, 

es concordante el hecho de que exista una elevada frecuencia de expresión en estos pacientes.  

B7H6 fue el gen que se encontró en menor proporción, hallándose en sólo 6 pacientes (26%). B7H6 es una proteína 

cuya expresión se limita a células tumorales y tiene funciones estimulatorias, a través de su unión con el receptor 

NKp30 en células NK induciendo su activación
76

. La frecuencia de expresión de esta molécula en pacientes mieloma 

múltiple no ha sido descrita del todo, aunque existen estudios donde se ha encontrado expresión en ciertas líneas 

celulares de mieloma múltiple
156

. La regulación de la expresión del gen B7H6 está dada por histonas desacetilasas 2 

y 3, mecanismo meramente epigenético. En el caso particular del mieloma múltiple, los perfiles de expresión de los 

genes que codifican para estas proteínas desacetilasas permanecen desconocidos, sin embargo, la desregulación 

(específicamente sobreexpresión) de estos genes ha sido observada en neoplasias hematológicas y en tumores 

sólidos
157

, hecho que puede explicar la presencia de este gen en los pacientes.  

En lo que respecta a B7.2, la frecuencia de expresión resultó ser del 61% (14/23). Anteriormente ha sido reportada 

la expresión frecuente de B7.2 en células de mieloma múltiple y una muy rara expresión de B7.1
158, 159

, datos 

similares a los presentados en los pacientes de este ensayo. A pesar de ser parte del sistema principal de 

coestimulación y activación inmunitaria, la expresión de B7.2 junto con la de CD28 en mieloma múltiple ha sido 

asociada a un mal pronóstico: CD28 se encuentra en células T y en células plasmáticas mielomatosas
158, 160

. La unión 

B7.1/B7.2 – CD28 en estas últimas desencadena una serie de señalizaciones que involucra PI3K, PDK1, Akt y Vav, 

Rac1/Cdc42, MEKK (los cuales regulan la activación de NFκB) que dan como resultado, entre algunos otros efectos, 

la secreción de IL-6 y de IGF-1 (Insulin-like Growth Factor 1), cuya acción implica resistencia a apoptosis por parte 

de las células plasmáticas de mieloma
161

. Este proceso implica un mecanismo de sobrevivencia en las células 

plasmáticas mielomatosas, hecho que le confiere la asociación a un mal pronóstico al caso particular del mieloma 

múltiple
162

. 

Por su parte, B7H1 se presentó en el 65% de los pacientes analizados. Previamente ha sido reportada una 

frecuencia de expresión en más de 50% de los pacientes analizados en cada uno de los estudios
163, 164

, dato similar 

al encontrado en este estudio. Esta molécula, cuya función es limitar la actividad y sobrevivencia de células T 

efectoras a través de la unión con su ligando PD-1, está constitutivamente expresada en distintos tejidos no 

hematopoyéticos, como corazón, pulmones, placenta e hígado. La presencia de esta molécula en dichos tejidos y su 

función inhibitoria implica la generación de tolerancia periférica contra antígenos propios
49

. La expresión de esta 

molécula en cáncer ha sido asociada a un mal pronóstico, pues permite la sobrevivencia y evasión de la respuesta 

inmunológica al facilitar la generación de tolerancia a antígenos y componentes tumorales.   



 

 64 

 Análisis de resultados y discusión 

El transcrito que codifica para B7H2 fue encontrado en el 43% de los pacientes analizados, contrario a lo reportado 

anteriormente por el equipo de Yamashita et al
165

 en 2009, quienes reportaron una frecuencia de expresión de 

alrededor del 8%. Estas diferencias pueden ser explicadas por el hecho de que la n del estudio citado es mayor que 

en este estudio. De igual manera, en el estudio del equipo de Yamashita, alrededor del 90% de los pacientes 

cursaban un estadio 3 de la clasificación Durie-Salmon, a diferencia de este estudio, donde la mayoría de los 

pacientes se encontraron en un estadio 1. Debido a sus efectos estimulatorios, la presencia de B7H2 en células 

neoplásicas ha sido asociada con pronósticos favorables en tumores malignos; sin embargo, en el estudio citado, la 

presencia de esta molécula fue relacionada con un mal pronóstico en el caso particular del mieloma debido a la 

inducción de la producción de, entre muchas otras citocinas estimuladoras, IL-10, la cual estimula particularmente 

la proliferación de células plasmáticas. En el presente estudio, la mayoría de los pacientes que expresaron este gen 

se encontraban en estadios iniciales tanto de ISS como Durie-Salmon.  

Finalmente, en el caso de B7H3 se encontró una frecuencia de expresión del 74%. La medición de esta molécula en 

pacientes con mieloma múltiple fue realizada en 2013 por el grupo de Zhao et al
166

, en cuyo estudio se encontró 

una frecuencia de expresión de aproximadamente 48% en pacientes de novo. La expresión de esta molécula fue 

asociada a la destrucción ósea en el estudio citado, sin embargo, la presencia de este gen en distintos tumores 

sólidos ha sido asociada tanto a respuestas inmunitarias favorables y mayor sobrevida, como a la progresión y mal 

pronóstico de la enfermedad. En el presente estudio, se encontró una expresión de B7H3 en todos los pacientes 

con estadio ISSI, evidenciando una posible asociación a estadios iniciales o menos agresivos de la enfermedad. Ha 

sido identificada una discrepancia entre la presencia del transcrito y los niveles de expresión de la proteína, lo que 

indica la existencia de mecanismos complejos de regulación postranscripcional
167

. El desconocimiento de sus 

ligandos, así como la incertidumbre en las funciones y biología de esta molécula, impiden que la presencia de este 

gen sea concluyentemente un factor pronóstico. 

Además de las frecuencias generales, se realizó un análisis de las frecuencias con respecto a los grupos de edad. El 

gen con mayor frecuencia de expresión en todos los grupos fue B7H4, a diferencia de B7H6, cuya frecuencia de 

expresión fue la más baja en cada uno de los grupos.  

Los patrones de expresión de las moléculas co-estimuladoras con base en la edad no fueron muy diferentes al 

patrón de expresión en la población total, sin embargo, es destacable el incremento de la frecuencia del gen B7H6 

conforme la edad aumenta y el hecho de que en el grupo de los pacientes de 61 a 70 años se incrementó la 

frecuencia de B7H1 y B7H3 (Gráfico 4). La asociación entre la expresión de estas moléculas y la edad no ha sido 

descrita con anterioridad, aunque es de esperarse una disminución de moléculas con acción estimulatoria debido al 

estado de inmunosupresión que implica un incremento en la edad. La heterogeneidad del tamaño de los grupos en 

este caso no permite realizar una comparación objetiva ni una inferencia sobre la asociación entre la presencia de 

estos genes y la edad. 
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A diferencia de los patrones de expresión por edad, los que se presentaron al estratificar a los pacientes con base 

en la clasificación ISS no fueron similares a los de la población en general. Resulta importante resaltar el hecho de 

que las moléculas B7H1, B7H2 y B7H6, cuya función es determinante (es decir, sólo de inhibición o de 

estimulación), se observan mayoritariamente en ciertos estadios: por ejemplo, B7H1 se encontró en menor medida 

en pacientes en ISSI con respecto al grupo de pacientes en estadio ISSIII, en los cuales la frecuencia de expresión 

aumentó al más del doble (Gráfico 5). En contraste con los estadios ISS, los grupos por estadio Durie-Salmon no 

presentaron un patrón aparente o una tendencia en cuanto a moléculas de inhibición o de estimulación en cada 

uno de los estadios (Gráfico 6). 

 

8.3 EXPRESIÓN DE LOS GENES ATC 

 

Los genes ATC han sido involucrados en la progresión tumoral tanto en neoplasias hematológicas como en tumores 

sólidos, además en la actualidad representan blancos terapéuticos potenciales debido a la restricción de expresión 

tisular que presentan. 

Anteriormente ha sido reportada la expresión de estos genes en ciertas neoplasias hematológicas, específicamente 

en el caso del mieloma múltiple
85, 86, 127, 168-170

. Los resultados obtenidos en el presente estudio difieren en cuanto a 

frecuencias de expresión de algunos genes, por ejemplo, en el estudio realizado en 2007 por el equipo de 

Condomines et al 
85

, se analizó la expresión de varios ATC, entre ellos los genes MAGE-A3, MAGE-C1, NY-ESO1 y 

SSX-1, encontrándose que el gen con mayor expresión en general fue MAGE-C1, estando presente en el 66% de los 

pacientes, caso contrario a los genes MAGE-A3, NY-ESO1 y SSX-1, los cuales se hallaron en menos del 20% de la 

población. De igual manera, el estudio realizado en 2011 por el equipo de van Duin
127

, arrojó datos similares, pues 

se encontró una frecuencia de expresión de MAGE-C1 del 71% en pacientes de novo y del 61% en pacientes con 

recaída. En el trabajo de Jungbluth et al 
168

, se demostró una mayor expresión de MAGE-C1 y MAGE-A3 en 

pacientes con estadios clínicos más avanzados y una elevada proliferación de células plasmáticas. El equipo de 

Pabst, en 2010
169

, encontró una correlación significativa entre la presencia de la proteína MAGE-C1 y el número y 

gravedad de lesiones osteolíticas, así como a estadios avanzados de la enfermedad y la deleción cromosómica 

17p13 (p53). 

Con respecto a los pacientes analizados en el presente estudio, de los cuatro pacientes que expresaron el gen 

MAGE-A3, sólo dos se encontraron en estadio 3 en la escala Durie-Salmon, y tres se encontraron en estadio III en la 

escala ISS. Es importante mencionar que dos de los cuatro pacientes con expresión de MAGE-A3 contaban con más 

de 50% de células plasmáticas en médula ósea al momento de la toma de la muestra. En cuanto al gen MACGE-C1, 
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el único paciente con expresión tenía un bajo conteo de células plasmáticas en médula ósea (1%) y se encontraba 

en estadio clínico 1 de la escala Durie-Salmon, pero en estadio III de la escala ISS. (Gráficos 8 y 9) 

En lo que respecta al gen NY-ESO1, se ha reportado su expresión en pacientes con mieloma múltiple y ha sido 

asociado a un mal pronóstico
170

. En el estudio realizado en 2005 por el equipo de van Rhee et al
170

, se encontró una 

mayor expresión en pacientes con anormalidades citogenéticas y en recaída. Las frecuencias de expresión para los 

pacientes con diagnóstico de novo con anormalidades citogenéticas fue del 60%, mientras que para los pacientes 

sin anormalidades fue del 31%. En el caso de los pacientes en recaída, las frecuencias se duplicaron, encontrándose 

en un 100% y un 60% para los pacientes con anormalidades citogenéticas y sin ellas, respectivamente. Otro estudio 

en 2007, realizado por el equipo de Atanackovic et al
171

, reportó una frecuencia de expresión notablemente menor, 

pues encontraron que el gen se expresó en sólo el 7% de la población estudiada. En el presente estudio, la 

frecuencia de expresión global de este gen fue del 13%, sin embargo, sólo siete pacientes contaron con cariotipo y 

de ellos, cuatro eran anormales, aunque ninguno presentó alguna anormalidad que involucrara el locus IgH, 

características del mieloma múltiple. En cuanto a las expresiones por estadios clínicos, este gen no se expresó en 

ningún paciente con estadio 2, tanto DS como ISS.  

En el caso del gen SSX-1, estudios previos reportan expresiones menores que los genes anteriores. En el estudio de 

Condomines et al
85

, se encontró una expresión de SSX-1 en el 20% de los pacientes, dato similar al reportado por 

van Duin et al
127

, cuya frecuencia encontrada fue del 30% tanto en pacientes con diagnóstico de novo como en 

pacientes con recaída. De igual manera, Atanackovic et al
171 

en 2007 realizaron un estudio en el cual la expresión de 

SSX-1 fue positiva en el 35% de los pacientes. Sin embargo, Taylor et al en 2005
122

, observaron una expresión en el 

42% de los pacientes estudiados, siendo ésta frecuencia más cercana a la encontrada en el presente estudio, la cual 

fue del 61%.  

Las frecuencias de expresión de los genes ATC en pacientes con mieloma múltiple que han sido reportadas entre 

los distintos estudios son variables. Sin embargo, lo que resulta constante en estos reportes es la alta expresión del 

gen MAGE-C1 en esta enfermedad. La frecuencia encontrada en el presente estudio resultó ser un tanto diferente 

de la encontrada en los estudios previamente mencionados, pese a ello, resulta importante mencionar que no 

existen estudios de frecuencias de estos genes para esta enfermedad en población mexicana, lo que pudiera 

explicar la discrepancia entre las frecuencias halladas y las frecuencias previamente reportadas.  
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8.4 EXPRESIÓN RELATIVA DE LOS GENES ABC 

 

A partir de la medición de los niveles de expresión relativa de los genes ABC (ABC-B1, ABC-G2, ABC-A3 y ABC-C1) en 

los pacientes y en los donadores sanos, se realizó una comparación entre los niveles de expresión y una 

estratificación de estos niveles, los cuales fueron divididos en: sobre-expresión, expresión normal, sub-expresión y 

expresión nula.  

En el caso particular del gen ABCB1, de los 17 pacientes analizados, se encontró sobre-expresión en 6 (35%), baja 

expresión en 3 (18%) y nula expresión en 3 pacientes más (18%), teniéndose niveles normales en sólo 5 (29%) de 

ellos (Gráfico 12). 

El gen MDR-1 (ABCB1) ha sido propuesto como el principal responsable de la generación de la multi-drogo 

resistencia en neoplasias hematológicas, incluido el mieloma múltiple
172, 173

. De igual manera, la sobreexpresión de 

esta proteína ha sido asociada a la administración de ciertos fármacos, por ejemplo, en 1993 el equipo de Grogan 

et al
173

, observaron que los pacientes tratados con melfalán no presentaban sobreexpresión de la P-gp, sin 

embargo, en 1997 una asociación entre la sobreexpresión de la proteína y la administración y posterior resistencia 

a la vincristina, doxorrubicina, etopósido y glucocorticoides fue observada por el equipo de Dalton et al
174

. Uno de 

los fármacos que se utilizan ampliamente en el tratamiento para el mieloma múltiple en la actualidad es el 

inhibidor del proteosoma Bortezomib (Velcade®), el cual inhibe la degradación de proteínas inhibidoras de algunos 

factores de transcripción involucrados en la patogénesis de la enfermedad, principalmente NF-κB. Recientemente 

ha sido demostrado que el bortezomib es un sustrato de la P-gp y que afecta directamente la función y la expresión 

de esta proteína
175

. Así mismo, se ha observado que los inhibidores de proteosoma de segunda generación, como 

el carfilzomib, están involucrados con la sobreexpresión de ABCB1 
176

. En general, los pacientes con diagnóstico de 

mieloma múltiple de novo no sobreexpresan ABCB1
177, 178

. La sobreexpresión de esta proteína ha sido más bien 

asociada a la recaída y fallo al tratamiento por parte de los pacientes. 

De los 6 pacientes que sobreexpresaron este gen, sólo uno se encontraba en estadio ISSI, uno más en estadio ISSII y 

los cuatro restantes se encontraban en estadio ISSIII. Sin embargo, la mayoría de estos pacientes se encontraban en 

un estadio Durie-Salmon 1 (4 pacientes), mientras que sólo dos de ellos se encontraban en estadio DS3 (tabla 21). 

Es importante resaltar el hecho de que el paciente que tuvo la el valor más alto de expresión de todo el estudio se 

encontraba en estadio 3 tanto de la escala Durie-Salmon como de la escala ISS.  

La baja o nula expresión de ABCB1 también ha sido relacionada con un mal pronóstico para los pacientes. A 

diferencia de la sobreexpresión, en la sub-expresión se da un fenómeno de toxicidad celular por parte de células no 

tumorales debido a que la proteína ABCB1 no sólo es responsable de la expulsión de compuestos con acción 
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terapéutica, sino que también cumple con funciones de expulsión de productos del metabolismo dañinos para la 

célula normal. Así pues, la falta de P-gp en células normales conduce a la generación de citotoxicidad y fallo tisular.  

 

Tabla 21.- Comparación de los estadios clínicos en pacientes con sobreexpresión de MDR1.  

Paciente  

(Nivel de expresión relativa) 

Estadio  

Durie-Salmon 
Estadio ISS 

M03 

(0.6803) 
DS1 ISSII 

M04 

(0.8450) 
DS1 ISSIII 

M08 

(0.7372) 
DS1 ISSI 

M15 

(0.6606) 
DS1 ISSIII 

M16 

(0.9675)* 
DS3 ISSIII 

M17 

(0.7047) 
DS3 ISSIII 

* indica el paciente con el nivel más alto de expresión de todo el estudio 
DS: Durie-Salmon. ISS: International Staging System 

 

Tres de los 17 pacientes presentaron una baja expresión. De estos tres pacientes, uno se encontraba en estadio ISSI 

y los otros dos en estadio ISSIII. El paciente que se encontraba en ISSI también se encontraba en DS1, mientras que 

los dos otros pacientes cursaban con estadios 2 y 3 de la escala Durie-Salmon. Así mismo, entre los pacientes que 

no expresaron el gen MDR1 en absoluto, uno también se encontraba en estadios ISS y DS 1 y los otros dos en ISSIII 

y DS1 y 2.  

Los cinco pacientes restantes presentaron niveles normales de expresión. De éstos, uno se encontraba en estadio 

ISSII y en Durie-Salmon 3. Dos de ellos cursaban un estadio ISSIII y un estadio 1 de Durie-Salmon. Los otros dos 

restantes también se encontraban en estadio ISSIII. 

Resulta interesante el hecho de que los pacientes con niveles normales de expresión cursaban en su mayor parte 

con estadios clínicos más avanzados. Sin embargo, aún no existe un estudio que correlacione los estadios clínicos 

tanto ISS como Durie-Salmon con los niveles de expresión de ABCB1. 

Para el caso del gen ABC-G2, se encontró sobre-expresión en 2 pacientes (12%), sub-expresión en 8 (47%) y nula 

expresión en 5 de ellos (29%), teniendo niveles de expresión normales sólo en 2 (12%) (Gráfico 13). 

  



 

 69 

 Análisis de resultados y discusión 

La proteína ABCG2 también forma parte de los factores generadores de multi-drogo resistencia. Se encuentra 

presente en una amplia variedad de tejidos normales, entre los cuales están: células troncales hematopoyéticas, 

placenta, canalículos biliares, colon y vasos del endotelio cerebral
148

, siendo un componente principal en la 

homeostasis y mantenimiento de la protección contra toxinas potencialmente dañinas en estos órganos. 

Interesantemente, se ha observado que la expresión de la BCRP en células hematopoyéticas es inversamente 

proporcional al grado de maduración de las mismas
179

 y, por lo tanto, ha sido utilizada en algunos casos como 

marcador de células troncales hematopoyéticas
180

. La expresión de ABCG2 tanto en tejido normal sano como en 

tejido tumoral, se encuentra regulada a diferentes niveles: amplificación génica, modificaciones epigenéticas y 

regulación transcripcional y post-transcripcional
181

. Sin embargo, su expresión aumentada en tejido tumoral ha sido 

asociada a la vía de señalización Akt
179

 En el caso del mieloma múltiple, ha sido observada la presencia y 

funcionalidad de la proteína, así como el aumento en su expresión como respuesta a la quimioterapia
182

. 

De los 17 pacientes analizados, sólo dos (12%) presentaron niveles de expresión por encima de los normales. De 

estos dos pacientes, uno se encontraba en estadio Durie-Salmon 2 y en ISSIII, mientras que el otro se encontraba 

en estadio 1 de ambas escalas de clasificación. 

La amplificación génica ha sido considerada como el principal mecanismo de la sobreexpresión del gen ABCB1
182

. 

En el caso de ABCG2, se ha observado que también existe un fenómeno de amplificación génica, provocado 

principalmente por la reintegración cromosómica del amplicón en múltiples cromosomas para generar un genotipo 

más estable
183

. Así mismo, otro mecanismo ampliamente asociado a la sobreexpresión de este gen, es el de la 

desmetilación del promotor del mismo. Específicamente en el caso del mieloma múltiple, se ha encontrado que la 

desmetilación de este gen es un factor vital para el aumento de la expresión de esta proteína
182

. El aumento de la 

expresión de ABCG2 en mieloma múltiple se ha observado después de la exposición a ciertos fármacos, como el 

topotecano o la doxorrubicina
182

. Los dos pacientes que presentaron sobreexpresión se encontraban tratados con 

regímenes terapéuticos basados en talidomida, la cual no ha sido asociada con la sobreexpresión de este gen. Por 

otro lado, estos pacientes se encuentran en el grupo de los tres pacientes que no expresaron niveles detectables de 

ABCB1, de hecho, ningún paciente co-expresó ambos genes en niveles por encima de los normales.  

Por otro lado, dentro del grupo de pacientes que presentaron una baja expresión de ABCG2, se encontraron seis en 

estadio ISSIII, uno en ISSII y uno más en ISSII. De los pacientes cuya expresión no fue detectada, los cuales fueron 

cinco, tres se encontraban en estadio ISSIII, uno en estadio ISSII, y el restante en ISSI. 

Una vez más, resulta importante resaltar el hecho de que alrededor del 80% de los pacientes con baja o nula 

expresión de ABCG2, presentan a su vez niveles elevados o normales de ABCB1. Es probable que no exista la co-

expresión aumentada de estos dos genes, aunque, por supuesto, factores como la n o el número de donadores 

sanos para calcular el intervalo de normalidad pueden cambiar los valores y rangos de estratificación de expresión 

normal para ambos genes (Gráfico 11).  
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Por último, ambos pacientes que expresaron niveles normales de ABCG2 se encontraban en estadio ISSIII, aunque 

uno se encontraba en estadio DS2 y el otro en DS1. Uno de estos dos pacientes también presentó niveles normales 

de ABCB1, mientras que el otro presentó baja expresión del mismo.  

Sólo en uno de los 17 pacientes analizados no se encontraron niveles detectables de ABCB1 ni de ABCG2. 

Interesantemente el comportamiento clínico de la enfermedad en este paciente fue muy agresivo, siendo el 

paciente con menor tiempo de internamiento en el servicio. 

A manera de comparación con un modelo celular más controlado, también se realizó este análisis en la línea celular 

de mieloma MM1.R, la cual presenta resistencia a glucocorticoides utilizados en regímenes quimioterapéuticos a 

los que varios pacientes pueden crear resistencia en algún momento
 184, 185

. A pesar de contar con resistencia a 

ciertos fármacos, no se ha reportado la expresión aumentada de ningún transportador ABC en esta línea celular, 

pues el mecanismo mediante el cual se genera la resistencia no es el de el eflujo de fármacos a través de bombas, 

sino más bien se debe a la expresión reducida o alterada del receptor para glucocorticoides
186

. En el presente 

estudio se encontraron niveles normales de ABCB1 (ΔΔCT= 0.2601) y nula expresión de los otros miembros de la 

familia ABC que fueron analizados. En el gráfico 11 se muestra una comparación entre los niveles de expresión de 

los genes ABCB1 y ABCG2 entre todas las muestras y la línea celular.  

La cuantificación de los niveles de expresión de los transportadores ABC ha cobrado una alta relevancia en los 

últimos años, no sólo por el hecho de ser factores cruciales en la generación de resistencia a fármacos 

quimioterapéuticos durante la enfermedad, sino también por el hecho de influir en el metabolismo y protección 

contra toxinas ambientales y agentes carcinogénicos que conllevan a una transformación tumoral en individuos 

sanos. Fármacos cuya acción implica una reducción en la actividad de estos transportadores han sido utilizados 

como terapia conjunta con la quimioterapia, obteniendo resultados favorables
152

.  
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8.5 GENOTIPIFICACIÓN 

 

La expresión aumentada de los genes ABC no es el único motivo por el cual puedan llegar a influir en la respuesta al 

tratamiento y por lo tanto a la progresión de la enfermedad. En los genes ABCB1 y ABCG2 han sido identificados 

distintos polimorfismos que pueden llegar a alterar la estructura, la función, la actividad o la expresión misma de 

estas proteínas.  

En el gen ABCB1 el polimorfismo 3435C >T (Rs1045462) ha sido ampliamente estudiado, pues se han encontrado 

cambios en la expresión, la especificidad de los sustratos, susceptibilidad a la generación de tolerancia a ciertas 

drogas, e incluso al aumento en el riesgo de la aparición de algunas neoplasias asociadas a su presencia
187-190

. En el 

presente estudio se llevó a cabo la identificación de este polimorfismo en pacientes con mieloma múltiple. Cabe 

aclarar que de los 19 pacientes a los que se les realizó la cuantificación de niveles de ABCB1, sólo 14 contaron con 

material genético de calidad para llevar a cabo el ensayo de genotipificación. Así mismo, se incluyeron algunos 

pacientes que no contaban con expediente clínico con el fin de establecer una frecuencia en la población general 

de estudio, por lo tanto, estos datos no se incluyeron en la asociación clínica general de los pacientes.  

En población mexicana, el equipo de Ugarte et al
191

, describieron una frecuencia genotípica en individuos sanos del 

14% para el genotipo CC (wild type), 53% para el heterocigoto CT, y un 33% para el genotipo homocigoto TT, el cual 

es la forma mutada del gen. En el mismo estudio, se hallaron frecuencias un tanto similares en pacientes con 

leucemia linfoblástica aguda, encontrándose una frecuencia del 17% para el genotipo homocigoto CC, 61% para el 

heterocigoto y 22% para el genotipo mutado. En otro estudio, realizado por el equipo de Macías et al 
192

, en 

individuos sanos se observó una frecuencia del 20% para el genotipo homocigoto CC, 56%el heterocigoto CT y un 

24% para el homocigoto TT. Estas frecuencias fueron comparadas en el mismo estudio con las presentadas en 

pacientes con cáncer de mama, encontrándose que de estas pacientes el 26% presentaba un genotipo homocigoto 

CC, el 66% presentaba un genotipo heterocigoto CT y el 8% restante presentaba un genotipo mutado TT. Las 

diferencias entre estos estudios y los datos presentados en este trabajo pueden deberse al número de pacientes 

incluidos en el estudio o incluso al tipo de neoplasia analizada.  

El polimorfismo de nucleótido único 3435C >T ocurre en el exón 26 del gen ABC-B1 y se le considera como un 

polimorfismo “silencioso”, es decir, a nivel proteico no altera la secuencia de aminoácidos del péptido en cuestión. 

A pesar de esto, su presencia se ha correlacionado con una función y expresión aberrantes
146

. Sin embargo, existen 

discrepancias entre todos los estudios de asociación del polimorfismo y la alteración de su expresión. En el caso 

particular del mieloma múltiple, se ha observado una asociación entre la sobrevivencia general y la presencia de 

este polimorfismo, esto debido a la función reducida que se observó en el estudio de Drain et al en 2011
193

, en 

donde se sugiere que el polimorfismo está involucrado a nivel post-transcripcional en el plegamiento de la 

proteína.  
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En el presente estudio, de los pacientes que contaron con la cuantificación de niveles de expresión relativa de 

ABCB1, cuatro tenían sobre-expresión, tres tenían baja expresión, cuatro tenían expresión normal, y tres 

presentaban niveles no detectables del transcrito. Los cuatro pacientes con sobre-expresión presentaron un 

genotipo heterocigoto. De los tres pacientes con baja expresión, dos presentaron un genotipo heterocigoto y el 

restante presentó genotipo mutado homocigoto T. En cuanto a los pacientes con expresión normal de ABCB1, dos 

presentaron genotipo heterocigoto, uno presentó un genotipo wild type homocigoto C, y el restante presentó un 

genotipo mutado homocigoto T. Los tres pacientes con expresión nula presentaron un genotipo heterocigoto. En la 

tabla 22 se muestra una comparación entre los niveles de expresión y el genotipo que presentaron los pacientes.  

 

Tabla 22.-Comparativa de los niveles de expresión del gen ABCB1 contra el genotipo presentado 

Muestra Nivel de expresión relativa Genotipo 

M05 Bajo Heterocigoto 

M09 Bajo Heterocigoto 

M12 Bajo Mutado 

M07 Normal Heterocigoto 

M14 Normal Heterocigoto 

M10 Normal Homocigoto C 

M11 Normal Mutado 

M13 Nulo Heterocigoto 

M18 Nulo Heterocigoto 

M19 Nulo Heterocigoto 

M08 Sobre-expresado Heterocigoto 

M15 Sobre-expresado Heterocigoto 

M16 Sobre-expresado Heterocigoto 

M17 Sobre-expresado Heterocigoto 

 

 

La línea celular de mieloma MM1.R presentó un genotipo wild type homocigoto C y una expresión normal del gen. 

Para los alcances de la investigación bibliográfica realizada para el presente estudio, no existe dato alguno sobre el 

genotipo de esta línea celular para el gen ABCB1, siendo éste el primero.  
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Por otro lado, en el gen ABCG2 se ha identificado el polimorfismo 421C > A como uno de los principales en este 

gen. Este polimorfismo ocurre en el exón 5 del gen ABCG2 y ha sido asociado directamente con niveles bajos de 

expresión de la proteína. En la tabla 23 se muestra una comparativa entre los niveles de expresión y el genotipo 

que presentó cada paciente.  

 

Tabla 23.- Comparativa de los niveles de expresión de ABCG2 contra el genotipo presentado 

Muestra Nivel de expresión relativa Genotipo 

M08 Bajo Heterocigoto 

M12 Bajo Heterocigoto 

M15 Bajo Heterocigoto 

M14 Bajo Mutado 

M11 Bajo Homocigoto C 

M17 Bajo Homocigoto C 

M05 Normal Heterocigoto 

M07 Normal Homocigoto C 

M09 Normal Homocigoto C 

M10 Normal Homocigoto C 

M16 Nulo Mutado 

M19 Nulo Homocigoto C 

M13 Sobre-expresado Heterocigoto 

M18 Sobre-expresado Heterocigoto 

 

 

La línea celular de mieloma MM1.R presentó un genotipo heterocigoto y una expresión nula del gen. Al igual que el 

caso de ABCB1, no fueron encontrados estudios previos sobre este gen en esta línea celular.  

Ha sido reportado que este polimorfismo se presenta generalmente en conjunto con otros dos: el 34G >A y el 376C 

>T, los cuales alteran la estructura de la proteína
194

. A diferencia del 3435C >T en el gen ABCB1, esta alteración sí 

provoca un cambio en la secuencia de aminoácidos a nivel proteico, pues se intercambia una glutamina en posición 

141 por una lisina, lo cual altera la estructura del dominio de unión a ATP
194

. La razón por la cual los niveles de 

expresión disminuyen, es que la alteración estructural que sufre la proteína conlleva a una desestabilización a nivel 

de retículo endoplásmico, lo que induce un aumento de su degradación mediada por ubiquitinación y la 

correspondiente degradación proteosómica. Así pues, la presencia de este polimorfismo no afecta a la proteína a 

un nivel transcripcional o traduccional, la afección ocurre a un nivel postraduccional
195, 196

. 
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A pesar de no formar parte del análisis estadístico y la asociación clínica, estos resultados arrojan datos muy 

interesantes sobre el perfil genotípico y los niveles de expresión generales de estos genes en los pacientes 

mexicanos con mieloma múltiple.  

 

 

8.6 CORRELACIÓN CLÍNICA: EXPRESIÓN DE LOS GENES VS DATOS CLÍNICOS 

 

La identificación de todos estos genes resulta importante dadas las funciones e implicaciones que tienen en la 

biología, la fisiopatología y la respuesta al tratamiento de la enfermedad. Sin embargo, la mera identificación de los 

genes difícilmente permite visualizar claramente el impacto que tienen sobre la enfermedad, por lo cual un análisis 

estadístico fue necesario.  

Interesantemente, tres de los 6 genes B7 encontrados en la población tuvieron una correlación estadísticamente 

significativa (Tabla 19). Estos genes fueron B7.2, B7H3 y B7H4. Para el caso del gen B7.2, se encontró una 

correlación estadísticamente significativa con las concentraciones de creatinina sérica. Este parámetro bioquímico 

es indicativo del estado renal general. Con anterioridad, la expresión de B7.2 ha sido asociada al crecimiento y 

desarrollo de las células tumorales y a un pronóstico desfavorable en general
152

, sin embargo, la correlación directa 

con algún parámetro clínico cuantificable no había sido encontrada
148

. A pesar de haber encontrado correlación 

estadísticamente significativa con los niveles de creatinina, otros valores que se relacionan con el funcionamiento 

renal (como la urea), no presentaron asociación con la expresión de este gen. 

A su vez, el gen B7H3 presentó correlación estadísticamente significativa con las concentraciones séricas de β2-

microglobulina. La elevación de este parámetro ha sido asociada con la progresión de la enfermedad y en la 

actualidad, es un indicador predictivo en mieloma múltiple. La asociación, sin embargo, no se observó en otros 

parámetros predictivos, como por ejemplo los niveles de albúmina sérica o el mismo estadio ISS. En estudios 

previos en mieloma múltiple, esta molécula ha sido asociada con destrucción ósea y un mal pronóstico
153

, sin 

embargo, en el presente estudio no se encontró una correlación con parámetros como calcio sérico o estadio 

Durie-Salmon que permitan confirmar lo anterior. La previa asociación con pronósticos tanto positivos como 

negativos en neoplasias hematológicas y en tumores sólidos hacen de esta molécula un blanco importante de 

estudio para corroborar su implicación en el comportamiento de la enfermedad. 
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La expresión del gen B7H4 presentó una asociación significativa con las concentraciones séricas de albúmina. Cabe 

resaltar que ninguno de los pacientes analizados presentó niveles de albúmina por encima de los normales. La 

albúmina se encuentra relacionada directamente con la concentración de globulinas en la sangre; la concentración 

de albúmina disminuye en presencia de altas concentraciones de globulinas con el fin de mantener el equilibrio 

osmótico
11

, por lo tanto, los niveles elevados de esta proteína son comunes en el mieloma múltiple. La presencia de 

este gen sólo ha sido asociada a inmunosupresión general y a la progresión de la enfermedad
142

, pero su asociación 

directa con parámetros clínicos propios de la enfermedad no ha sido encontrada. 

Con respecto a los genes ATC, el único gen al que se le encontró una correlación estadísticamente significativa con 

alguno de los parámetros clínicos fue SSX-1. A pesar de que con anterioridad este gen no había sido correlacionado 

con ningún parámetro
155

, en el presente estudio se encontró una asociación estadísticamente significativa entre la 

expresión de SSX-1 y la edad. Factores como el número de muestras analizadas o la estratificación de grupos de 

edad pueden explicar la diferencia entre ambos estudios.  

La prueba estadística arrojó datos que indican que el gen MAGE-C1 se encuentra asociado a los niveles séricos de 

albúmina (Tabla 20), sin embargo, este dato no es válido ya que dicho gen se expresó sólo en un paciente de todo 

el estudio, por lo cual se descarta la afirmación de que se haya encontrado una asociación estadísticamente 

significativa entre el gen MAGE-C1 y la concentración de albúmina sérica.  

A pesar de no haber sido encontrada una correlación clínica en todos los genes estudiados, es importante resaltar 

el hecho de que el panel completo permite tener un panorama general sobre el estado inmunológico de las células 

tumorales del paciente (dado por los genes B7), sobre el comportamiento en el ciclo celular y la proliferación de las 

mismas (dado por los genes ATC) y sobre la respuesta al tratamiento por parte del paciente (dada por los niveles de 

ABC).  

Un claro ejemplo de lo anterior es el hecho de que los pacientes M05 y M06, quienes presentaron una respuesta 

clínica favorable al momento de la toma de muestra, no presentaron expresión de ningún gen ATC, sin embargo, se 

encontró la presencia de moléculas de inhibición inmunológica, como B7H4 y B7H1, genes que, sin duda, fueron 

factores cruciales para el desarrollo de una posterior evolución desfavorable y un mal pronóstico. Así mismo, el 

paciente M08, a pesar de haber sido positivo para la presencia de varias moléculas de co-estimulación positiva 

como B7H2 y B7H6, presentó sobre-expresión del gen ABCB1, hecho que explica la alta refractariedad en este 

paciente. 

Así pues, se puede observar la relevancia y el impacto que tienen estos genes en la fisiopatología y evolución clínica 

de la enfermedad.  
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9. CONCLUSIONES 

 

 Se detectó la presencia de transcritos de los genes de moléculas coestimuladoras B7, genes ATC y genes 

MDR en pacientes con mieloma múltiple del Hospital General de México, lográndose determinar el nivel 

de correlación que existe entre la expresión de los genes analizados y los datos clínicos de los pacientes, 

encontrándose una asociación estadísticamente significativa entre la presencia del gen B7.2 y creatinina, 

el gen B7H3 y β2-microglobulina, el gen B7H4 y albúmina, y el gen SSX1 y la edad. 

 

 Se obtuvieron las frecuencias de expresión de cada uno de estos genes en una población mexicana, hecho 

que, para los alcances bibliográficos del presente trabajo, no había sido descrito.  

 

 Se determinaron las frecuencias de los polimorfismos 3435C>T y 421A>T de los genes de multi-drogo 

resistencia ABC-B1 y ABC-G2, respectivamente, que, para los alcances bibliográficos del presente trabajo, 

no habían sido descritas.  

 

 Los resultados obtenidos permiten ver que sí arroja datos valiosos para el entendimiento del 

comportamiento de la enfermedad y puede ser extrapolado a distintas neoplasias tanto hematológicas 

como no hematológicas.  
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10. PERSPECTIVAS 

 

 

 Realizar ensayos clínicos que involucren un ajuste en la dosis terapéutica con base en el análisis de los 

genes ABC en pacientes con mieloma múltiple. 

 

 Monitorear el patrón de expresión de estos genes en pacientes con diagnóstico de novo y realizar un 

seguimiento que permita correlacionar dicho monitoreo con la evolución de la enfermedad. 

 

 Llevar a cabo el análisis de niveles de expresión de los genes B7 a lo largo de la enfermedad con el fin de 

evaluar el comportamiento de la expresión con base en la evolución clínica.  

 

 Llevar a cabo el análisis de las moléculas co-estimuladoras en otras neoplasias hematológicas, cuyos datos 

arrojados serán de gran importancia para el entendimiento de la evolución clínica y el estado 

inmunológico del paciente.  

 

 

 

El estudio de estas moléculas permitirá en un futuro tener mejores terapias y tener un mejor entendimiento sobre 

los mecanismos de sobrevivencia y desarrollo no sólo en el mieloma múltiple, sino también en otros tipos de 

neoplasias que continúan siendo uno de los principales problemas de salud en todo el mundo. 
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12. ANEXOS  

12.1 ABREVIATURAS  

ABC: ATP-Binding Cassette – Cassette de union a ATP 
AMO: Aspirado de Médula Ósea 
APC: Antigen Presenting Cell – Célula presentadora de antígeno 
ATP: Adenosin Trifosfato 
B2M: Beta-2 microglobulina 
BCR: B cell receptor - Receptor de célula B 
BCRP: Breast Cancer Resistance Protein – Proteína de Resistencia de cáncer de mama 
CD: Cluster Differentiation – Cluster de diferenciación 
CRAB: Calcium increase, Renal failure, Anemia, Bone lesion – Aumento de calcio sérico, falla renal, anemia, lesiones óseas 
CTA/ATC: Cancer Testis Antigen – Antígenos Testiculares de Cáncer 
CTLA-4: Cytotoxic T Lymphocyte Antigen 4 – Antígeno 4 de linfocito T citotóxico 
DHL: Lactato Deshidrogenasa 
DNA: Deoxyribonucleic Acid/ Ácido Desoxirribonucleico 
dNTP: desoxi-Nucleótido Tri-Fosfato 
DS: Durie- Salmon 
Escaneo CT: Tomografía Computarizada 
GAPDH: Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase - Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa 
GPI: Glicofosfatidil Inositol 
HGM: Hospital General de México 
ICOS: Inducible Co-stimulation molecule – molécula de co-estimulación inducida 
ICOS-L: Ligando de ICOS 
IFN: Interferón 
Ig: Inmunoglobulina 
IL: Interleucina 
IMiDS: Immunomodulatory Drugs - Fármacos Inmunomoduladores 
IMWG: International Myeloma Working Group – Grupo Internacional de trabajo en Mieloma 
ISS: International Staging System – Sistema de Estratificación internacional 
ITAM: Immunoreceptor Tyrosine Activating Motif – Motivo de activación en inmunoreceptor de tirosina 
ITIM: Immunoreceptor Tyrosine Inhibiting Motif – Motivo de inhibición en inmunoreceptor de tirosina 
ITSM: Immunoreceptor Tyrosine Switch Motif – Motivo de switch en inmunoreceptor de tirosina 
LLA: Leucemia Linfoblástica Aguda 
LMA: Leucemia Mieloblástica Aguda 
LMC: Leucemia Mielocítica Crónica 
LNH: Linfoma No Hodgkin 
MAGE: Melanoma Antigen – Antígeno de melanoma 
MDR: Multi-Drogo Resistencia 
MGUS: Monoclonal Gammapathy of Unknown Significancy – Gamapatía Monoclonal de Significado Incierto 
MHC: Major Hystocompatibility Complex – Complejo mayor de histocompatibilidad 
miRNA: micro RNA 
MM: Mieloma Múltiple 
MMLV: Moloney Murine Leukemia Virus – Virus de la leucemia murina Moloney 
MRI: Magnetic Resonance Image - Imagen por Resonancia Magnética 
NCR: Natural Cytotoxicity Receptors – Receptores de citotoxicidad natural 
NFW: Nuclease-Free Water – Agua libre de nucleasas 
PBS: Phosphate Buffer Solution – Solución buffer de fosfatos 
PD-1: Programmed Death 1 – Molécula de Muerte programada 1 
PD-L1: Programmed Death 1 Ligand – ligando de PD-1 
PET-CT: Positron Emission Tomography/Computed Tomography - Tomografía Computarizada por emisión de Positrones 
P-gp: Glucoproteína P 
qRT-PCR: quantitative RT-PCR – RT-PCR cuantitativa /en tiempo real 
RNA: Ribonucleic Acid/ Ácido Ribonucleico 
RT-PCR: Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction – Reacción en cadena de la polimerasa por transcriptasa reversa 
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V, D, J:, Variable, Diversity, Joining -  segmentos Variables, de Diversidad y de unión 
SNP: Single Nucleotide Polymorphism – Polimorfismo de nucleótido único 
TAE: Buffer Tris/Ácdio acético/EDTA 
TCR: T-Cell Receptor – Receptor de célula T 
TE: Buffer Tris/EDTA 
TNF: Tumor Necrosis Factor – Factor de necrosis tumoral 

 

 

 

12.2 SECUENCIAS DE PRIMERS UTILIZADOS  

 

Gen Oligo Secuencia Tm Tamaño productos 

GAPDH 
GAPDH Forward CGGGAAGCTTGTCATCAATGG 

55°C 

221 pb 
GAPDH Reverse CATGGTTCACACCCATGACG 

B2M 
B2M Forward CCTCCATGATGCTGCTTACATGTC 

394 pb 
B2M Reverse ATGTCTCGCTCCGTGGCCTTAGCT 

B7-1 
B7.1 Forward CCTCTCCATTGTGATCCTGG 

566 pb 
B7.1 Reverse GGCGTACACTTTCCCTTCTC 

B7-2 
B7.2 Forward GACCTGCTCATCTATACAC 

464 pb 
B7.2 Reverse CTTCATCAGATCTTTCAGG 

B7-H1 
B7-H1 Forward ACTGGCATTTGCTGAACGCA 

57°C 301 pb 
B7-H1 Reverse TACACCCCTGCATCCTGCAAT 

B7-H2 
B7-H2 Forward GCAAACCAGTGAGTCGAAAACC 

60°C 102 pb 
B7-H2 Reverse GGTGACATCAGGGCTCGGT 

B7-H3 
B7-H3 Forward AGCACTGTGGTTCTGCCTCACA 

53°C 172 pb 
B7-H3 Reverse CACCAGCTGTTTGGTATCTGTCAG 

B7-H4 
B7-H4 Forward TTAGGCTTGGTCCATGAGTTCA 

62°C 143 pb 
B7-H4 Reverse TCTGTGAGTTGCACGTTTTTCAG 

B7-H6 
B7-H6 Forward GACCCTGGGACTGTCTACCA 

55°C 143 pb 
B7-H6 Reverse ATAGGCCACCAATGAATGGA 

SSX-1 
SSX Forward AAGCCAGCAGAGGAGGAAAA 

60°C 

114 pb 
SSx Reverse TATTTGCTTTTCCTGGGGGG 

MAGE-A3 
A3 Forward TGGAGGACCAGAGGCCCC 

725 pb 
A3 Reverse GGACGATTATCAGGAGGCCTGC 

MAGE-C1 
C1 Forward GACGAGGATCGTCTCAGGTCA 

631 pb 
C1 Reverse ACATCCTCACCCTCAGGAGGG 

NY-ESO1 
NY Forward AAAAACACGGGCAGAAAGC 

302 pb 
NY Reverse GCTTCAGGGCTGAATGGAT 

ABC-A3 
ABC A3 Fordward TGGACCCCTCCGACGGCATT 

129 pb 
ABC A3 Reverse CGCCAGCTGTATGCGGCC 

ABC-G2 
ABG G2 Fordward CACCTTATTGGCCTCAGGAA 

199 pb 
ABC G2 Reverse CCTGCTTGGAAGGCTCTATG 

ABC-B1 
ABC B1 Fordward GCTCCTGACTATGCCAAAGC 

200 pb 
ABC B1 Reverse CTTCAGCTCCAGGCTCAGT 

ABC-C1 
ABC C1 Fordward CTGGGCTTATTXCGGATCAA 

162 pb 
ABC C1 Reverse TGAATGGGTCCAGGTTCATT 
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