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Tome interés, yo imploro, en esos sagrados recintos que uno designa 
con el expresivo término de laboratorios. 

Demande que sean adornados, estos son los templos del futuro, 
templos de bienestar y felicidad. 

En ellos la humanidad crece más fuerte y mejor. 
(Luis Pasteur) 
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RESUMEN 
DETERMINACIÓN DE LOS MARCADORES DE APOPTOSIS EN 
PACIENTES CON MIELOMA MÚLTIPLE DE NOVO. 
El Mieloma Múltiple (MM) es una neoplasia de células plasmáticas, representa 
alrededor del 1% de todas las neoplasias y 10% de los tumores hematológicos. 
En Estados Unidos son diagnosticados anualmente 14,000 casos nuevos.  Su 
incidencia en México es  de 0.4 casos nuevos por cada 100, 000 habitantes, con 
una media de sobrevida de 24-36 meses que depende de factores pronósticos 
asociados a la enfermedad, algunos de ellos son marcadores específicos que 
están presentes o ausentes en las células tumorales del paciente al momento del 
diagnóstico. Actualmente se han propuesto nuevos factores pronósticos entre 
ellos la expresión de CD200 y su asociación con apoptosis para inducción de la 
intolerancia inmune, alguno de los marcadores se asocian con el comportamiento  
agresivo  de la enfermedad. Es por ello la importancia de determinar los 
marcadores apoptóticos (Anexina V, Bcl-2, Caspasa 3, CD95) en Médula Ósea 
de pacientes con MM de Novo mediante la citometría de flujo. El 
reconocimiento de dichos marcadores al inicio del diagnóstico ayudarían a 
predecir la evolución de los pacientes y posteriormente establecer líneas de 
investigación que permitan evaluar la relación de estos marcadores apoptóticos y 
cómo pueden influir en el resultado de tratamientos o bien valorar la sobrevida 
global de los paciente.  
OBJETIVO: Cuantificar  marcadores de Anexina V, Bcl-2, Caspasa 3, CD95, 
por citometría de flujo en muestras de  Médula Ósea (MO) en pacientes con MM 
de Novo. 
MATERIAL Y MÉTODO: 
Se realizó estudio transversal, prospectivo. En la Unidad Médica de Alta 
Especialidad (UMAE) del Hospital de Especialidades del Centro Médico 
Nacional La Raza. En 22 pacientes con diagnóstico de MM “de Novo” que 
ingresaron al servicio de Hematología de adultos, en el periodo comprendido del 
1ro de Mayo a Octubre del 2008.  Primeramente se realizaba el AMO, y frotis, 
posteriormente el Dx. Morfológico de Mieloma. Realizado el diagnóstico 
morfológico e inmunofenotipo para Mieloma se procedió a estadificar, 
utilizando la valoración de Durie-Salmon. Se cuantificaron  las células malignas 
y los marcadores de apoptosis (Anexina V, Bcl-2, Caspasa 3, CD95) y CD200 
en 15 muestras de pacientes ya que 6 se coagularon. Se usaron  los siguientes 
anticuerpos: Control de isotipo IgG1 FITC, CD45 Isotiocianato de fluoresceína 
(FITC), CD20 PerCP, CD34 PerCP, CD19 PerCP, CD22 FITC, CD38 PE, 
CD138 APC, CD10 FITC, CD13PE, CD14 perCP, CD56, CD95 PC5 
(Ficoeritrina-Cianina 5.1), CD200 PerCP, Anti Anexina V APC, Anti Bcl-2 
FITC, Anti Caspasa 3, Perlas calibradoras. La adquisición de datos se realizó 
mediante un Citómetro de flujo modelo FACSCalibur de Becton Dickinson en el 
programa de “Cell Quest Pro”.  
RESULTADOS: El total de pacientes incluidos con Dx. de Mieloma Múltiple 
fueron 22, la determinación de marcadores de apoptosis se realizó en 15 
pacientes ya que 7 muestras estaban coaguladas. La frecuencia en cuanto al sexo 
fueron 16 (72.7%) del sexo masculino y 6 (27.3%) para el femenino, con una 
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media para la edad de 59.13 años, mediana de 60 años y desviación estándar de 
10.31, los estadios de mieloma según clasificación de Durie-Salmon encontrados 
2 (9.1%) pacientes en estadio IA, 2 (9.1%) en estadio IIA, y 12 (54.5%) en 
estadio III, La variedad más frecuente de MM encontrado fue IgG 15 (68.2%), 
IgA 3 (13.6%), No secretor 2 (9.1%), y de cadenas ligeras 2 (9.1%), Al 
diagnóstico 15 (68.2%) de lo pacientes no presentaban daño renal, y 7 (31.8%) 
presentaban daño renal. 10 (45.5%) eran Bence Jones positivo y 12 (54.5%) 
fueron negativos. En cuanto a la determinación de marcadores de apoptosis se 
encontró Bcl-2 alto en 9 pacientes (59.95%)  y bajo en 6 (40.5%) pacientes, 
Caspasa 3 alto en 12 (80.0%) y normal en 3 (20.0%) pacientes, CD38 normal en 
1 (6.7%) paciente, alto en 14 (93.6%), CD138 Normal en 5 (33.3%) y alto en 10 
(66.57) pacientes, CD95 alto en 4 (26.63%) y normal en 11 (73.37%) pacientes. 
Se estableció coeficiente de correlación de Pearson  Entre la expresión de 
CD200 y CD95 encontrando que a mayor expresión de CD200 mayor expresión 
de CD95 con una P<0.043, también 10 (45.5%) pacientes fueron doblemente 
positivos para CD38 y CD138. Se realizó correlación de Pearson entre la 
expresión Bcl-2 con CD138 encontrando que a mayor Bcl-2 menor CD138, con 
una P<0.048. Los pacientes fueron tratados con Talidomida-Dexametasona 
8(46.2%) pacientes, Tal-Dexametasona-Melfalan 7 (31.8%),  Melfalan-
Prednisona-Tal 4 (18.2%), y 3 (13.6%) no habían iniciado tratamiento.         
DISCUSIÓN: De las variables analizadas en este estudio solo mostró tener una 
correlación estadística importante la relación entre la expresión de CD200 y 
CD95 encontrando que a mayor expresión de CD200 mayor expresión de CD95. 
Otro punto importante de recalcar son los pacientes  doblemente positivos para 
CD38 y CD138. Así como la correlación entre Bcl2 y CD138 donde vemos que 
a mayor Bcl2 menor CD138.  
Consideramos que las siguientes propuestas pueden ser de utilidad para 
próximas investigaciones en esta línea: aumentar el tamaño de muestra y el 
tiempo de seguimiento por lo menos a 3 años para poder valorar supervivencia, 
y valor pronóstico de la expresión de los marcadores de apoptosis en relación 
con el desenlace de la enfermedad, realizar un estudio de determinación de 
CD200 y Anexina V para obtener valores de referencias en población sana. 
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Abreviaturas 

APC                   Aloficocianina  

ADN                  Acido desoxirribonucleico  

AL                     Amiloidosis 

CCND1            Ciclina D1  

CCND3            Ciclina D3 

CdK                 Cinasa dependiente de ciclina 

Cel pl               Células plasmáticas 

CMNT              Células mononucleadas totales  

CNT                 Células nucleadas totales 

DHL                 Deshidrogenasa Láctica 

DS                    Desviación Estándar 

FADD               Proteína asociada al dominio de muerte 

FGFR3             Receptor 3 del factor de crecimiento de fibroblastos 

FISH                 Hibridación fluorescente in situ 

H                       Hiperdiploide 

IAP                    Familia de inhibidores de la apoptosis 

Clg                  Inmunoglobulina citoplásmica 
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Ig                     Inmunoglobulina 

IgH                   Cadena pesada de la Inmunoglobulina 

INF-γ                 Interferon γ     

LCP                   Leucemia de células plasmáticas 

Linfo                  Linfocitos 

MM                   Mieloma múltiple              

MMSET            Dominio SET de Mieloma múltiple 

MNC                Células Mono Nucleares 

MGUS             Gamopatía monoclonal de significado incierto 

MO                   Médula ósea 

SCF                  Factor de célula madre 

SP                     Sangre periférica 
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INTRODUCCIÓN 
El mieloma múltiple es una neoplasia de células plasmáticas representa 

alrededor del 1% de todas las neoplasias y el 10% de los tumores hematológicos. 

Las células plasmáticas neoplásicas sintetizan cantidades anormales de 

inmunoglobulinas o fragmentos de inmunoglobulinas. Las manifestaciones 

clínicas son heterogéneas, pero incluyen la formación del tumor, producción de 

inmunoglobulina monoclonal, trastorno en la hematopoyesis (anemia), lesión 

ósea osteolítica, dolor óseo, hipercalcemia y disfunción renal (1,2). 

Las células plasmáticas derivan de linfocitos B pequeños tras la estimulación 

antigénica y la ayuda de las células T. Varias divisiones mitóticas secuenciales 

tienen lugar durante la diferenciación celular a partir de linfocitos en descanso al 

plasmoblasto y a la célula plasmática inmadura. La ontogenia de la célula 

plasmática la medimos de acuerdo a los  marcadores de inmunofenotipo de cada 

una de las células por orden de aparición de acuerdo a la diferenciación celular, 

que comienza con una célula madre totipotente y termina en una célula 

plasmática madura. Una célula madre da lugar a la primera célula B reconocible 

en el hombre y en los mamíferos; esta célula  en humanos es la célula pro-B 

(progenitora), caracterizada por el receptor CD19 y TdT, pero no contiene 

inmunoglobulina citoplásmica (Clg) o de unión a la superficie. La diferenciación  

de pro-B requiere la reorganización de los genes de inmunoglobulinas, la célula 

pre-B está caracterizada por la presencia de cadena pesada µ intracitoplásmica 

sin ninguna inmunoglobulina de unión a la superficie (Slg-µ+), también contiene 

antígenos HLA-DR, CD19. En la diferenciación de la célula pre-B influyen 

proteínas humorales, cambio de isotipo (cambio de IgM/IgD a IgG1 etc.) y 
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delección del gen para cadena pesada constante (CH) tiene lugar en las células 

pre-B y en las células B más diferenciadas (3). Las células plasmáticas son 

fosfatasa ácida positiva (+); en la mayoría de los casos las células plasmáticas 

malignas son fenotípicamente Clg (+), CD38 (+), CD138 (+) y CD56 (+). 

Aunque una minoría expresa CD10, HLA-DR o CD20 este último marcador se 

ha asociado con células plasmáticas (4,5). El fenotipo de Las célula plasmática 

maligna es: IgS (-), IgC (+), CD38 (+) débil, CD138 (+), (Sydencan-1), CD19 

(+), CD56 (-) a diferencia de las célula plasmática normal es CD38 (+) intensa, 

CD19 (+) y CD56 (-), en algunos estudios han referido que hay una expresión 

progresiva en la expresión de CD38 desde células plasmáticas normales hasta las 

clonales de MGUS, MM, y leucemias de células plasmáticas. Recientemente se 

ha informado que las células tallo de MM son CD138 (-), con capacidad para 

replicarse y diferenciarse a células plasmáticas malignas que expresan el 

marcador CD138 (3,6). Harada y  cols; realizaron un estudio comparativo del 

inmunofenotipo de las células plasmáticas de pacientes con MM, células 

plasmáticas de donadores sanos y células plasmáticas de pacientes con  

Gamopatía Monoclonal de significado desconocido (MGUS); encontraron que 

las células plasmáticas normales eran CD19 (+) y CD56 (-), las de los pacientes 

con MM no expresaron CD19 (+), CD56 (-) y en los pacientes con MGUS se 

hallaron células plasmáticas CD19 (+), CD56 (-) y CD19 (-), CD56 (+)(15). La 

molécula de C138 también se libera de la superficie celular durante el proceso de 

apoptosis, por lo tanto, una expresión débil de CD138 puede ser la respuesta a 

determinadas condiciones fisiológicas o situaciones patológicas (8,9,10)  
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La apoptosis es una vía de muerte celular inducida por un programa intracelular 

estrechamente regulado en el cual las células destinadas a morir activan enzimas 

que degradan el propio DNA de la célula y las proteínas nucleares y 

citoplasmáticas. La membrana plasmática permanece intacta, pero la estructura 

está alterada, de tal manera que la célula apoptótica se transforma en un blanco 

ávido para la fagocitosis. La célula muerta se elimina rápidamente, antes de que 

su contenido se escape, y por lo tanto la muerte celular por esta vía no suscita 

reacción inflamatoria en el huésped. Así pues, la apoptosis es fundamentalmente 

diferente a la necrosis, que se caracteriza por la pérdida de la integridad de la 

membrana, digestión enzimática de las células y, frecuentemente reacción del 

huésped. Sin embargo, la apoptosis y necrosis coexisten a veces, y pueden 

compartir algunas características y mecanismos. Las causas de apoptosis pueden 

ser en situaciones fisiológicas  que sirve para eliminar las células que ya no se 

necesitan, y en situaciones patológicas (11,12). La maquinaria intracelular 

responsable de la apoptosis depende de una familia de proteasas cisteínicas 

denominadas caspasas encargadas de la hidrólisis proteica que sufre la célula, 

las caspasas poseen en un sitio activo una cisteína y rompen un ácido aspártico 

en su proteína blanco. Muchas caspasas están presentes en las células normales 

como proenzimas inactivas (procaspasas), y necesitan activarse para inducir 

apoptosis estas pueden ser activadas por clivaje de ácido aspártico de otra 

caspasa. Una vez activada rompe y activa a muchas moléculas de procaspasas 

dando origen a una cascada de amplificación proteolítica. Algunas de las 

caspasas activadas rompen otras proteínas claves en la célula tales como las que 

forman la lámina nuclear, y el citoesqueleto; así rompen el armazón nuclear, 
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además activan las DNasas, que degradan DNA nuclear. En el núcleo, las dianas 

de la activación de las caspasas incluyen proteínas implicadas en la 

transcripción, replicación y reparación del DNA. En particular, la activación de 

la caspasa-3 convierte a una DNasa citoplasmática en una forma activa 

escindiendo un inhibidor de la enzima; esta DNasa induce la característica 

escisión internucleosomal del DNA. Estos cambios subyacen en las alteraciones 

estructurales nucleares y citoplasmáticas que ocurren en las células apoptóticas. 

La cascada no solo es destructiva y autoamplificada sino que también es 

irreversible (13,14). Se han propuesto dos caminos para la apoptosis en células de 

mamíferos, uno de ellos es (muerte iniciada en el receptor) o extrínseca. Esta vía 

se inicia por amplificación del receptor de muerte de la superficie celular. Los 

receptores de muerte son   miembros de la familia del receptor del factor de 

necrosis tumoral que contiene un dominio citoplásmico implicado en las 

interacciones proteína-proteína que se denomina el dominio de muerte, dado su 

papel esencial en el suministro de señales apoptóticas. (Algunos miembros de la 

familia del receptor TNF no contienen dominios citoplásmico de muerte; su 

papel en el desencadenamiento de la apoptosis está mucho menos establecido). 

Los receptores de muerte mejor conocidos son el receptor de TNF de tipo 1 

(TNFR1) y una proteína denominada Fas (CD95), pero se han descrito otros 

diversos. El mecanismo de apoptosis inducido por estos receptores de muerte se 

ilustra bien con Fas. Cuando Fas se une cruzadamente por medio de su ligando 

Fas unido a la membrana (FasL), tres o más moléculas de Fas se juntan y sus 

dominios de muerte citoplasmáticos forman un sitio de unión para una proteína 

adaptadora que contiene también un dominio de muerte denominado FADD 
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(Fas-associated death domain). El FADD que se une a los receptores de muerte 

se une, a su vez, a una forma inactiva de la caspasa-8 y -10, las cuales rompen y 

activan a otras procaspasas para inducir la apoptosis (15,16). Esta vía de apoptosis 

puede inhibirse por una proteína denominada FLIP, que se une a la pro-caspasa-

8, pero no puede escindir y activar la enzima porque le falta la actividad 

enzimática (17). El antígeno Fas (APO-1/CD95) es una proteína transmembranal 

que se encuentra expresada en muchas células normales y neoplásicas, 

incluyendo varias líneas celulares hematopoyéticas; células de linfoma  y 

linfocitos T y B normales activados (18,19). Se ha estudiado la expresión de Fas en 

células plasmáticas CD38  alto CD45 neg-int de pacientes con MM y MGUS, la cual 

es aproximadamente el 50% para ambas entidades. En el mismo trabajo se 

evaluó la capacidad de esta expresión de Fas para inducir apoptosis en las 

mismas células plasmáticas, para esto hicieron estudios morfológicos donde las 

células Fas (+) de pacientes con MM provenientes de cultivos de células 

mononucleares de MO (MNC), fueron resistentes a la apoptosis mediada por 

Fas. Por el contrario sensibles a antiFas y experimentaron apoptosis. Esto 

sugiere la presencia de un factor protector para apoptosis en los cultivos de 

MNC (20). Hiroyuki y cols demostraron que las CP de pacientes con mielomas 

agresivos con DHL alta en suero, expresan el antígeno Fas y experimentan 

apoptosis mediada por Fas o independiente de Fas (21). Spets y cols trabajaron 

con 3 líneas celulares de MM de crecimiento independiente de IL-6 y 

dependiente de la misma y demostraron que los INF-α e INF-γ inducen 

apoptosis mediada por Fas (22).  
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La otra vía propuesta para apoptosis llamada intrínseca (mitocondrial), es 

inducida como respuesta a daño celular, estrés o daño del DNA. Y es resultado 

de una permeabilidad mitocondrial aumentada y liberación de moléculas pro-

apoptóticas al citoplasma sin intervención de los receptores de muerte. Los 

factores de crecimiento y otras señales de supervivencia estimulan la producción 

de miembros antiapoptóticos de la familia de las proteínas Bcl-2 (23). Esta familia 

se denomina a partir del Bcl-2, que se identificó como un oncogén en linfomas 

de células B y es homólogo a la proteína Ced-9 de C. elegans. Existen más de 20 

proteínas en esta familia, todas las cuales funcionan regulando la apoptosis; las 

dos antiapoptóticas principales son Bcl-2 y Bcl-x.  Las cuales ayudan a regular 

la activación de procaspasas, y residen en las membranas mitocondriales y en el 

citoplasma. Cuando las células no reciben señales de supervivencia o están 

sujetas a estrés, la membrana mitocondrial pierde Bcl-2 y/o Bcl-x que se 

sustituyen por miembros pro-apoptóticos de la familia, tales como Bak, Bax y 

Bim. Cuando disminuyen los niveles de Bcl-2/Bcl-x, la permeabilidad de la 

membrana mitocondrial aumenta, y se escapan varias proteínas que pueden 

activar la cascada de la Caspasa. Una de esas proteínas es el citocromo c, en el 

citosol se une a una proteína denominada Apaf-1 (apoptosis activating factor-1, 

homólogo a Ced-4 de C. elegans), y el complejo activa a la caspasa-9 (24). (Bcl-2 

y Bcl-x pueden, asimismo, inhibir directamente la activación de Apaf-1, y su 

pérdida por las células puede permitir la activación de Apaf-l). Otras proteínas 

mitocondriales, tales como el factor inductor de apoptosis (AIF), penetran en el 

citoplasma donde se unen y neutralizan a diversos inhibidores de la apoptosis, 

cuya función normal es bloquear la activación de caspasas (25). Así pues, la 
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esencia de esta vía intrínseca es un equilibrio entre moléculas pro-apoptóticas y 

protectoras que regulan la permeabilidad mitocondrial y la liberación de 

inductores de muerte que están normalmente secuestrados dentro de la 

mitocondria. Existe una considerable evidencia de que la vía intrínseca de la 

apoptosis puede desencadenarse sin que intervengan las mitocondrias (26). La 

apoptosis puede iniciarse mediante la activación de caspasa previa a la 

mitocondria, y el subsiguiente en la permeabilidad mitocondrial y la liberación 

de moléculas pro-apoptóticas amplifican la señal de muerte  La fase final de la 

apoptosis está mediada por una cascada proteolítica, hacia la cual convergen los 

diversos mecanismos de iniciación. La familia caspasa, que incluye actualmente 

más de diez miembros, puede dividirse funcionalmente en dos grupos básicos –

iniciador y ejecutor- dependiendo el orden en que se activan durante la 

apoptosis. Las caspasas iniciadoras, incluyen caspasa -8 y caspasa -9, la caspasa 

-3 y caspasa -6, sirven como ejecutoras. Jourdan y cols identificaron las 

proteínas antiapoptóticas y pro-apoptóticas de la familia Bcl-2 que estaban 

reguladas en las células de mieloma por 3 factores de sobrevida: IL-6, INF-α y 

IGF-1, ellos utilizaron para el estudio líneas celulares de mieloma cuya 

sobrevida y proliferación es dependiente de la adición de los factores de 

crecimiento exógenos. La apoptosis se midió por unión de Anexina V (-) por 

citometría de flujo, luego comprobaron las células apoptóticas con tinción del 

DNA con Ioduro de Propidio, las células Anexina V (-) mostraron un perfil de 

DNA correspondiente con células viables diferenciándose de las células Anexina 

V (+). En todas las líneas celulares la adición de los factores IL-6, INF-α o IGF-

1 redujo significativamente la apoptosis. Se investigaron aquellas proteínas de la 
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familia Bcl-2 que se expresaron durante el crecimiento en fase exponencial de 

11 líneas celulares de mieloma. Las proteínas antiapoptóticas Bcl-2, Bcl-XL y 

Mcl-1 se detectaron en todas las líneas celulares así como Bag-1. Las proteínas 

proapoptóticas Bak y Bax se expresaron variablemente en todas las líneas 

celulares. Bad no fue detectada en ninguna línea celular debido a su expresión 

baja en células de mieloma. También se estudiaron las fluctuaciones de las 

concentraciones de estas proteínas en 4 líneas celulares induciendo a apoptosis 

cuando se removieron del cultivo los factores de crecimiento y cuando las 

células fueron rescatadas de la apoptosis esto al adicionar 3 diferentes factores 

de sobrevida. Mcl-1 fue la única proteína antiapoptótica cuya expresión se 

redujo significativamente cuando las células fueron privadas de IL-6. En 

general, la remoción de citocinas no afecto reproduciblemente la expresión de 

otras proteínas antiapoptóticas como Bcl-xL, Bcl-2 y Bag-1. Tampoco se afecto 

la expresión de las proteínas pro-apoptóticas Bax, Bad o Bid. La adición de IL-6 

o INF-α sobre Mcl-1 no afecto la expresión de otros miembros pro o 

antiapoptóticos (27).  Los Marcadores de apoptosis asi como la expresión  de 

determinados antígenos como CD20 e IgS (asociados a célula inmadura), CD11a 

y CD44 (asociados a diseminación extramedular) y CD28 (asociado a 

proliferación celular) se correlaciona con un pronóstico independiente, por lo 

que el inmunofenotipo hasta ahora no se le consideraba un parámetro 

fundamental (28,29).  La citogenética que al igual que ocurre en otras hemopatías 

se considera hoy en día como uno de los principales factores pronósticos (30). Se 

encontró relación entre los niveles altos de RANKL soluble (sRANKL) en suero 

con el grado de lesión osteolítica en los huesos (31,32). En diversos estudios sobre 
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la presentación clínica del MM en pacientes que presentan la t (11; 14) (q13; 

q32) comparada con la de los pacientes que poseen la amplificación del gen de 

CCND1se relaciona con buen pronóstico (33,34). Mientras que la amplificación 

del gen de la ciclina D1 se asocia con un pronóstico desfavorable (35,36).   

Se ha propuesto el marcador CD200 como factor pronóstico en pacientes con 

MM. Tomando en cuenta que CD200 es una glicoproteína transmembranal de 

tipo l altamente conservada que está expresada en muchas estirpes celulares 

como timocitos, células B, células T activadas, neuronas, células endoteliales y 

células dendríticas (37,38). Rosenblum y cols correlacionaron la expresión de 

CD200 en células dendríticas CD11 c (+) de bazo de ratón y en células 

leucémicas humanas C1498 con la apoptosis de estas células; Demostraron que 

los niveles de expresión de CD200 en la superficie celular se incrementan 

durante la apoptosis. También asocian que CD200 facilita la inducción de la 

tolerancia inmune a autoantígenos asociada con la apoptosis (39). Moreaux J y 

cols han propuesto al marcador CD200 como un factor pronóstico independiente 

en los pacientes con MM, después de analizar la expresión de CD200 en 112 

pacientes con MM de reciente diagnóstico y la compararon con la expresión de 

CD200 en células plasmáticas normales, encontrando expresión de CD200 en el 

78% de los pacientes con MM en comparación con las demás células, el 22% de 

los pacientes estudiados no presentaban expresión de CD 200. En los pacientes 

mayores de 65 años la expresión de CD200 fue altamente significativa (40). 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 

El MM es una neoplasia que representa más del 10% del total de las neoplasias 

hematológicas, y es la tercera causa de mortalidad por enfermedades hematológicas. La 

sobrevida depende de factores pronósticos asociados a la enfermedad, algunos de ellos son 

marcadores específicos que están presentes o ausentes en las células tumorales del paciente 

al momento del diagnóstico; apoyándose para su medición en la citometría de flujo. 

Actualmente se realizan trabajos donde se han propuesto nuevos factores pronósticos en 

pacientes con MM,  entre ellos la expresión de CD200 y su asociación con apoptosis para 

inducción de la intolerancia inmune, es por ello la importancia de determinar los 

marcadores apoptóticos en pacientes de Novo. Para establecer líneas de investigación a 

futuro.  

¿Cuál es la expresión de los marcadores de apoptosis en los pacientes con Mieloma 

Múltiple de reciente diagnóstico que no han recibido tratamiento? 
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OBJETIVOS 
 

Objetivo general 

 Cuantificar los marcadores de apoptosis más frecuentemente expresados por citometría de 

flujo, en las células malignas de pacientes con MM de reciente diagnóstico que no han 

recibido tratamiento. 

 

Objetivos específicos 

1.- Cuantificar las células malignas de MM por citometría de flujo, en MO de pacientes con 

MM de Novo. 

2.- Realizar Revisión Morfológica en aspirados de MO de los Pacientes con MM de Novo 

3.- Cuantificar marcadores de Anexina V, Bcl-2, Caspasa 3, CD95, por citometría de flujo 

en Médula Ósea (MO) en las células de MM de Novo. 

4.- Establecer correlación de los niveles de expresión de CD200 y los marcadores de 

apoptosis en las células malignas de los pacientes con MM de Novo. 

 

 

 

 

 











Determinación de la expresión de los marcadores de apoptosis en pacientes con 
mieloma múltiple de novo 

 
1 

RESULTADOS 
El total de pacientes incluidos con Dx. de Mieloma Múltiple en el estudio fueron 22, la 

frecuencia en cuanto al sexo fueron 16 (72.7%) del sexo masculino y 6 (27.3%) para el 

femenino, con una media para la edad de 59.13 años, mediana de 60 años y desviación 

estándar de 10.31, Los frotis revisados presentaron una media de 53.82% de células 

plasmáticas en MO y mediana de 57.50% con desviación estándar de 22.98%, en cuanto a 

los estadios de mieloma según clasificación de Durie-Salmon se encontraron 2 (9.1%) 

pacientes en estadio IA, 2 (9.1%) en estadio IIA, y 12 (54.5%) en estadio III, de los cuales 

5 eran estadio A y 7 estadio B, en 6 (27.3%) pacientes no se realizo estadificación. La 

variedad más frecuente de MM encontrado fue IgG 15 (68.2%), IgA 3 (13.6%), No secretor 

2 (9.1%), y de cadenas ligeras 2 (9.1%), Al diagnóstico 15 (68.2%) de lo pacientes no 

presentaban daño renal, y 7 (31.8%) presentaban daño renal. 10 (45.5%) eran Bence Jones 

positivo y 12 (54.5%) fueron negativos. Importante reportar que 11 pacientes presentaron 

DHL normal en el momento del diagnóstico, en 9 se encontraba alta y en 2 pacientes baja. 

Se determino Hemoglobina al diagnóstico en los 22 ptes. Con una media de 10.83, mediana 

de 11.05, desviación estándar de 2.518, siendo en 6 pacientes normales y en 16 Hb bajas, 

14 pacientes presentaron Plaquetas normales, 3 trombocitosis y 5 trombocitopenia.  

Se realizó la medición de marcadores de apoptosis y CD200 en 15 pacientes, ya que en 7 

(31.8%) se encontraron coaguladas (Fig.1) El valor de CD200 fue de media de 22.7% y una 

mediana de 20.50% y desviación estándar de 25.57% (Fig.2), Caspasa 3 (Fig.3) con una 

media de 58.08% y una mediana de 60.50%. La anexina V con una media de 65.63%,  
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mediana de 79.70% y Desviación estándar de 32.45 (Fig.4) De las proteínas antiapoptóticas 

se estudió  Bcl-2  con una media de 19.42%, mediana de 18.6%, y desviación estándar de 

19.75 (Fig.5). Así mismo CD95 (Fig.6) con media de 63.60%, mediana de 70.0% y desv. 

Estandar de 27.62; CD38  en 15 pacientes con media de 69.59%, mediana de 77.90% y 

desviación estándar de 29.53, para CD138 determinado en 15 pacientes con media de 

35.50%, mediana de 15.80% y desv. Estandar de 35.55. 

En cuanto a la determinación de los marcadores de apoptosis se encontró Bcl-2 alto en 9 

pacientes (59.95%)  y bajo en 6 (40.05%) pacientes, Caspasa 3 alto en 12 (80.0%) y normal 

en 3 (20.0%) pacientes, CD38 normal en 1 (6.7%) paciente, alto en 14 (93.6%), CD138 

Normal en 5 (33.3%) y alto en 10 (66.7%) pacientes, CD95 alto en 4 (26.63%) y normal en 

11 (73.37%) pacientes. Se estableció coeficiente de correlación de Pearson  Entre la 

expresión de CD200 y CD95 encontrando que a mayor expresión de CD200 mayor 

expresión de CD95 con una P<0.043 (Fig.7), también 10 (66.7%) pacientes fueron 

doblemente positivos para CD38 y CD138.  

También se realizó correlación de Pearson entre la expresión Bcl-2 con CD138 encontrando 

que a mayor Bcl-2 menor CD138, con una P<0.048 (Fig.8). Los pacientes fueron tratados 

con Talidomida-Dexametasona 8(46.2%) pacientes, Tal-Dexa-Melfalan 7 (31.8%),  

Melfalan-Prednisona-Tal 4 (18.2%), y 3 (13.6%) no habían iniciado tratamiento.          

La mediana de supervivencia global fué de  3.8 meses, IC 95%  3.5 a 4.1   . 

No se realizó la curva de supervivencia global debido a que el tiempo de seguimiento de 

nuestros pacientes fue corto ya que únicamente un paciente falleció.           
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DISCUSIÓN 
En los 15 pacientes con MM a los cuales se les determinó marcadores de apoptosis, 

pudimos darnos cuenta que Bcl2 se encontraba presente en valores altos en 9 (60%) 

pacientes y en 6 (40%) bajo, lo cual concuerda con varios estudios publicados en diversas 

patologías oncológicas, debido a que si el Bcl2 aumenta, la permeabilidad de la membrana 

mitocondrial disminuye, impidiendo la liberación de citocromo C y como consecuencia la 

inhibición de las caspasas.   

 CD95 se encontró normal en la mayoría de los pacientes estudiados, esto apoya el trabajo 

de Hiroyuki y cols, los cuales demostraron que no todas las células plasmáticas expresan el 

antígeno Fas para experimentar apoptosis, esto deja muy claro que la apoptosis en algunos 

casos puede ser independiente de fas. Anexina V se encontró sobreexpresada en la mayoría 

de los pacientes lo cual nos ayudó a corroborar la muerte celular.  Importante  comentar que  

la mayoría de los pacientes expresó CD38 y CD138 como doble positivo a diferencia de lo 

reportado en la literatura mundial donde el fenotipo de las células plasmáticas malignas es: 

IgS (-), IgC (+), CD38 (+) débil, CD138 (+), (Sydencan-1), CD19 (+), CD56 (-) a 

diferencia de las célula plasmática normal es CD38 (+) intenso, sería muy importante 

conocer si esta expresión es propia de nuestra población o bien que la molécula de CD138 

se encuentre sobreexpresada en la superficie de las células malignas de pacientes  con 

Mieloma Múltiple durante el proceso de apoptosis.  

En cuanto al CD200 lo encontramos presente en la mayoría de los pacientes y la 

correlación realizada nos indica que a mayor CD200 mayor CD95 y a mayor CD95 menor  
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Bcl2, es muy importante recordar que con estos resultados la vía de apoptosis más 

implicada  en estos pacientes es la mitocondrial, con esto apoyaríamos los estudios 

realizados donde asocian a CD200 como un facilitador de la tolerancia inmune a 

autoantígenos asociado a la apoptosis. 

En este estudio corroboramos algunos hallazgos ya reportados por otros autores referentes a 

las proteínas apoptóticas en células de MM, sin embargo, es importante hacer notar la 

correlación directamente proporcional que encontramos entre las proteínas CD200 y CD95, 

e inversamente proporcional entre bcl-2 y  la expresión de CD138, es decir, que en las 

células malignas de nuestros pacientes con MM, cuando CD200 está aumentado, también lo 

está CD95, y cuando bcl-2 está aumentado, CD138 disminuye.  Estos hallazgos demuestran 

que la población de células de MM no es homogénea y resultaría interesante dar 

seguimiento a largo plazo a estos pacientes para corroborar la importancia pronostica de 

estos marcadores. 

Nuestro estudio tiene algunas limitaciones como el pequeño tamaño de la muestra, el corto 

seguimiento y la falta de valores de referencia para CD200 y con ello definir un valor de 

corte para determinar supervivencia.  

   .  
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CONCLUSIÓN 
De las variables analizadas en este estudio solo mostro tener una correlación estadística 

importante la relación entre la expresión de CD200 y CD95 encontrando que a mayor 

expresión de CD200 mayor expresión de CD95. Otro punto importante de recalcar son los 

pacientes  doblemente positivos para CD38 y CD138 corresponden a 67% de los pacientes.  

Así como la correlación entre Bcl2 y CD138 donde vemos que a mayor Bcl2 menor 

CD138.  

Consideramos que las siguientes propuestas pueden ser de utilidad para próximas 

investigaciones en esta línea: aumentar el tamaño de muestra y el tiempo de seguimiento 

por lo menos a 3 años para poder valorar supervivencia, y valor pronóstico de la expresión 

de los marcadores de apoptosis en relación con el desenlace de la enfermedad, realizar un 

estudio de determinación de CD200 y Anexina V para obtener valores de referencias en 

nuestra población sana. 

Tratar de analizar otros marcadores de apoptosis como: Caspasa8, Bcl-x.  
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ANEXOS                                      
Anexo I  Valoración de la masa tumoral (Durie-Salmon)

1.- Masa tumoral alta (estadio III) (>1.2 x 1012/m2)* 

Debe estar presente una de las siguientes alteraciones:

a) Hemoglobina < 8.5 g/dL, hematócrito < 25%

b) Calcio Sérico > 12 mg/dL 

c) Tasa de producción de proteína del mieloma sérica o urinaria muy elevada

1)Pico de IgG > 7 g/dL

                           2)Pico de IgA > 5 g/dL 

                           3)Proteína de Bence Jones > 12 g/24h 

d) > 3 lesiones líticas en el estudio óseo (no es aceptable la gammagrafía ósea)

2.- Masa tumoral baja (estadio I) (< 0.6 X 1012/m2 )* 

Deben estar presentes todos los siguientes datos:

                       a)Hemoglobina >10.5 g/dL o hematócrito > 32%

                       b)Calcio sérico normal  

                       c)Tasa de producción de proteína del mieloma sérica baja:

1)Pico de IgG < 5 g/Dl

                                           2)Pico de IgA < 3 g/Dl

                                           3)Proteína de Bence Jones < 4g/24h

                     d)Ausencia de lesiones líticas o de osteoporosis

3.- Masa tumoral intermedia (estadio II) (0.6-1.2 X 1012/m2)*

Se Considera que todos los pacientes que no cumplen los criterios de alta o baja masa tumoral tienen 
masa tumoral intermedia  

a)Sin insuficiencia renal (creatinina ≥ 2 mg/dL)

b)Con insuficiencia renal (creatinina > 2mg/dL)

*Número estimado de células plasmáticas neoplásicas 
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GRÁFICAS. 

 

Figura 1. Representación gráfica de la comparación de medias de 
los marcadores involucrados en la apoptosis de los pacientes con 
Mieloma Múltiple con CD200. 
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 Figura 2. Representación gráfica de  CD200, se observa la media 
obtenida y desviación estándar.  
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Figura 3. Representación gráfica de capasa 3, se observa la media 
obtenida, desviación estándar y rangos.  
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Figura 4. Determinación de anexina V en células de pacientes con 
mieloma múltiple de reciente diagnóstico, con representación de la 
media, desviación estándar y respectivos rangos.  

%



Determinación de la expresión de los marcadores de apoptosis en pacientes con 
mieloma múltiple de novo 

 
6 

 

 

 Figura 5. Determinación de Bcl2 en células de pacientes con 
mieloma múltiple de reciente diagnóstico, con representación de la 
media, desviación estándar y rangos.  

 

 

%



Determinación de la expresión de los marcadores de apoptosis en pacientes con 
mieloma múltiple de novo 

 
7 

 
 

Figura 6. Determinación de CD95 en células de pacientes con 
mieloma múltiple de reciente diagnóstico, con representación de la 
media, desviación estándar y rangos.  
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Figura 7. Representación gráfica de la correlación entre CD200 y 
CD95, podemos observar   que a mayor CD200 mayor CD95. 
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Figura 8. Representación gráfica de la correlación entre Bcl2 y CD 
138 Observamos que a mayor Bcl2 menor CD138. 
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Imágenes de la revisión microscópicas en Médula Ósea de 
nuestros pacientes del estudio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                         (a)                                                                                       (b)  
 
Figura. 9 a y b  Frotis de MO donde se observan células plasmáticas con características de 
binucleación 
 
.                                                                                

 

 

 

 

 

 

 

                        

c                                                                    d 

Figura. 10 c y d. Frotis de MO vista microscópica con infiltración importante de células 
plasmáticas.               
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