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FE DL ERRATAS

Pagina 4 al final del primer rengién dice: en (3 realizaclon de ésta, debe declr : en la realizackén
de ésts tesis.

Pagina 8 en el rangion 7 dice: Asi en papel, debe decir: Asi el papel.

Pagina 17 en el renglon 18 dice : determinacién de interleucina, debe declr : determinackon de
B-2 microglobulina.

Pagina 23 en ef rengion 22 dice: y con niveles, debe deciiy 2 con nivales.

Pagina 36 en el rengion 3 dice: Los paclentes sin MM. debe decir : Los pecientes con M.M.

Pagina 36 en e renglon 10 dice: Fallecieron 10 pacienies, debe dectr: fallecleron S pacientss.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la utilidad de la cuantificacién de los niveles séricos de Proteina C
Reactiva en los casos de Mieloma Mittiple { MM. } durante la evaluacién de la
actividad tumoral al diagnéstico de l1a enfermedad y posterior al primer ciclo de quimio

y/o radioterapia .

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar la estadificacion de la neoplasia en los pacientes con M.M. de acuerdo a la
clasificacién de Durie y  Salmon, con la determinacion de los niveles séricos de
hemoglobina, calcio, electroforesis de proteinas, determinacion de la clase de
inmunoglobulina producida por el mieloma ( componente M ), urea, creatinina,
proteina de Bence Jones y la presencia, cantidad y localizacion de las lesiones liticas en

hueso, al hacer el diagndstico de la enfermedad.

Determinar los niveles séricos de proteina C reactiva (P.CR.) en el suero de los
pacientes con M.M. al realizar el diagnéstico de fa enfermedad y posterior al primer

ciclo de tratamiento con quimioterapia y/o radioterapia,

Determinar los niveles séricos de B2 microglobulina en los pacientes con M.M. al
realizar el diagnostico de la enfermedad y posterior al primer ciclo de tratamiento con

quimioterapia y/c radioterapia.



ANTECEDENTES CIENTIFICOS

El micloma Miltiple (M.M.) es una neoplasia maligna de células plasticas , que
sintetizan cantidades anormales de inmunoglobulinas ( Ig) o fragmentos de las mismas
(componente M), existe disminucion en la produccién de Ig normales, osteolisis y
disfuncion renal. En algunos casos no existe secrecion de [g o pueden encontrarse por
debajo de los parametros normales son los llamados mielomas no secretores. 4]

Su etiologia es desconocida, aunque de manera interesanie existen reportes en la
literatura de que los implantes de silicon se asocian con el desarrollo de gamopatias
monoclonales (2-3) Asi como la exposicién al Benceno y sus derivados (4) En Ia
practica clinica la presencia de gamopatias monoclonales se asocian con el desarrollo
posterior de M.M.

FISIOPATOLOGIA El evento transformante que lleva al desarrollo de MM
probablemente ocurre a nivel de la cétula madre hematopoyética (5), ya que expresa en
su superficie antigenos de células plasmaticas y mielotdes.

CITOCINAS Una vez que se ha establecido la linea celular del M.M. la interleucina -6
(IL-6) se ha reconocido como el mayor factor para su crecimiento en estadio temprano,
mientras las células tardias son refractarias. (5-6). La secrecion de IL-6 se lleva a cabo
de manera autécrina como paracrina, es decir por las propias células de MM o por
cétulas del estroma de ta médula dsea (7-8), estas tltimas producen el factor de
crecimiento B1 que regula la secrecién de esta citocina por varios tejidos, incluyendo a

ellas mismas. {9)



Las células de MM. aisladas tempranamente y cultivadas con IL-6 exogena
rapidamente detienen su proliferacion y la adhesion de células de MM. con las del
estroma de médula dsea sobrerregulan la secrecion de IL-6 por estas (ltimas. (10)

Los niveles séricos de [L-6 en pacientes con M.M. se han correlacionado con un pobre
pronostico y una alta masa tumoral. (11-12-13)

Se ha demostrado que la IL-6 es también un factor de crecimiento para las células de
plasmocitoma en ¢l ratdn. Asi en papel patogénico de esta citocina en el M M. se ha
confirmado no solo en ratones transgénicos que sobre expresan la citocina, sino también
en ratones deficientes de [L.-6 (14).

Se ha mostrado que la IL-6 aumenta la sobrevida de las células de M.M. porque
inthibe la apoptosis de las células tumorales inducida por corticoides. (15). Los niveles
séricos de 1L-6 son significativamente mayores en los pacientes con MM, que en las
personas sanas. Los pacientes con estadio III tienen mayores niveles de [L-6 que los
estadios [l y [ y permanecen bajos en la remision.

Se cree que antagonistas de la [L-6 pueden tener valor en la terapia del M.M. y otros
desordenes de células B (16).,por ejemplo se ha propuesto el uso de anticuerpos
monoclonales (Ac-mon), que han mostrado un efecto de reversién transitoria de las
manifestaciones de la enfermedad, se observa trombocitopenia como Gnico efecto
adverso. en algunos casos (17). Sin embargo los Ac-mon. anti-IL-6 estabilizan la
citocina en forma de complejos circulantes e inhiben in vivo la bioactividad de la [L-6

solo en la minoria de los pacientes (18)



. LaB2- microglobulina es un péptido de 99 amino4cidos con PM. de 1 1.300 daltons.
perteneciendo 2 la superfamilia de las moléculas del aparato inmune. Se encuentra
asociada a diversas proteinas de la membrana celular entre las que destacan el antigeno
de Histocompatibilidad (HLA) Clase . Se desconoce su papel bioldgico, ademéds de
estabilizar estructuralmente a proteinas a las que se asocia (19)

Su concentracién sérica se encuentra aumentada en rechazo a transplanies,
autoinmunidad, viremias vy enfermedades malignas. (20) Este péptido tiende a
agregarse espontineamente depositindose es tejidos siendo uno de los componentes del
amiloide.(21).

Hay reportes de que la B2-microglobulina refleja la masa tumoral y la funcién renal
en pacientes con MM (22). También es de utilidad en el monitoreo dela respuesta a la
quimioterapia (23) Es un poderoso factor prondstico en et MM durante los 2 primeros
afios de seguimiento(24)

PRUEBAS DE LABORATORIO El laboratorio de patologia clinica juega un papel
importante en el diagndstico del M-M.(25) y en su estadificacion, como puede
corrobararse con ¢l sistema de estadificacion de Durie y Salmon, en el que se realizan
tos siguientes estudios: niveles de hemoglobina, calcio sérico, la produccion de
componente M y la extincién de la enfermedad oOsea litica(26) También se
subclasifican en grupos A y B de acuerdo a la funcién renal, con la determinacion de los

niveles séricos de creatinina. (27) { ver cuadro 1).



Cuadro 1 ESTADIFICACION DE DURIE SALMON PARA MIELOMAS

ESTADIO |
Hemoglobina > 10 g/di Componente M bajo
Calcio < 12mg/d] IgG 5g/dl
IgA 3g/d
Cadenas ligeras en orina <4 g/24 hrs

Estructura dsea normal o lesién litica Gnica o en un solo hueso.

ESTADIO2

grado intermedio entre el 1 y el 3

ESTADIO 3
Hemoglobina < 8.5g/dl Componente M alto
Calcio > 12 mg/dl IgG 7 g/d!
IgA S5gr/dl
Cadenas ligeras > 4g/24 hrs

Lesiones liticas variables afectando mas de un hueso

SUBCLASIFICACION
A- Funcion renal normal creatinina de .5 a 1.5 mg/d!

B- Funcidn renal anormal creatinina mayor de 2 mg/dl



Otros sistemas de estadificacion son el de la Medical Researche Council, Merlini
Waldestrom-Jayakar y un nuevo sistema de estadificacion italiano basado en las
caracteristicas clinicas y morfoldgicas del M.M.

Muchos paciemtes con M.M. desarrollan una anemia moderada con niveles de
hemoglobina de 7 a 10 mg por d! de tipo normocrémica normocitica probablemente
relacionado con el nivel sanguineo de iL-6.

L.a [L-6 es una citocina que actia en varios linajes celulares y a nivel del hepatocito
entre otros, estimulando la sintesis de proteinas de fase aguda como la PCR cuya
funcion principal es la opsonizacion inespecifica que junto con la produccién de
proteinasas se cree que actia en la inmunidad natural y protege los tejidos de un dafic
(28).

Una produccién de IL-6 en los pacientes con M.M directamente relacionada con el
incremento en la produccion de P.C.R.

{a produccion de P.C.R en los cultivos primarios de hepatocitos humanos ha
mostrado estar controlada solo por IL-6 (29) .Cuando se trata a los pacientes con Ac-
mon contra la [L-6 se ha detectado un bloqueo en la produccidn de P.C.R. durante todo
el tratamiento siendo reversible al final del mismo (30).

Estos resultados muestran claramente que la produccion de P.C.R. esta controlada por
la IL-6 in novo, por lo tanto la concentracion de P.C.R. es un indicador directo de la
actividad de la IL-6. El aumento en los niveles plasmaticos de P.C.R. se ha encontrado
en el 97% de los pacientes con M. M. progresivo y se ha asoctado con la severidad de 1a

enfermedad principalmente la hipercalcemia y la pobre sobrevida (31)
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La [L-6 sirve como un factor activador de los osteoclastos en la enfermedad 6sea en el
M.M. (32) conduciendo a la resorcién dsea pobablemente en sinergia con IL-1 y FNT.
Este concepto se ha enfatizado por el efecto hipocalcémico en pacientes con leucemia

de células plasmaticas tratados con anticuerpos contra la [L-6 .

TRATAMIENTO
El tratamiento con quimioterapia incluye el Melfatan, La prednisona, la ciclofosfamida
y vincristina,(33)

Se ha propuesto el uso de anticuerpos monoclonales contra [L-6 considerindose
efectivo cuando {a produccion de PCR se inhibe con la formacién de complejos
inmunes (34)

Finalmente se ha realizado esfuerzos preliminares en la exploracion de la

administracién IL-4 y anticuerpos anti [L.-6 como terapéutica en el M.M.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En diversos estudios in vitro ¢ in vivo han mostrado que las citocinas juegan un papel
predominante en la patogénesis del MM, por ejemplo la IL-6 es un factor de
crecimiento para las células de esta neoplasia in vivo e in vitro y se ha propuesto que su
elevacion en el suero esta en relacién a la masa tumorat, dado que es secretada por las
mismas células del mieloma asi como por las células del estroma de la médula 6sea.

La IL-6 es un potente inductor de las proteinas de fase aguda como la P.CR. y el
fibrinogeno, que se encuentran aumentadas en tos pacientes con MM. y que
disminuyen sus concentraciones en presencia de anticuerpos monoclonaies anti IL-6. in
Vitro.

Por otra parte la B2 microglobulina séricas se considera un marcador tumoral y de a
respuesta al tratamiento en pacientes con M.M

Tomando en cuenta estos datos podriamos suponer que existe una correlacion entre la
PCR y la B2M en los pacientes con Mieloma que pudiera permitimos realizar un
prondstico asi como evaluar su evolucidn, planteandonos el siguiente problema.

i la determinacién de los niveles séricos PCR y B2M en los pacientes con MM al
realizar el diagnéstico y durante la evolucion de la enfermedad podrian tener utilidad
como factor prondstico en estos pacientes y en el monitoreo de ia actividad tumoral

para la deteccion de los casos que requieran una terapia mas agresiva.?



PROBLEMAS ESPECIFICOS

(La determinacién de los niveles séricos de P.CR. como medida indirecta de la
actividad de la [L-6 en los pacientes con Mieloma Miultiple es de utilidad en el

monitoreo de la actividad tumoral y en el prondstico de los pacientes?

¢ La determinacion de los niveles séricos de PCR en los pacientes con Mieloma

Mudtiple es de utilidad en el monitoreo de fa actividad tumoral y en su pronéstico ?



HIPOTESIS GENERAL

La determinacion de los niveles séricos de PCR y B2M en los pacientes con Mieloma
Multiple al diagnéstico y durante la evolucion de la enfermedad son de utilidad en el

monitorec de la actividad tumoral y en su pronéstico

HIPOTESIS ESPECIFICAS

La determinacion de los niveles séricos de P.C.R como medida indirecta de a actividad
de la [L-6 en los pacientes con Mieloma Multiple es de utihidad en el monitoreo de la

actividad tumoral y en su prondstico.

La determinacion de los niveles séricos de B2M en los pacientes con Micloma Multiple

es de utilidad en el monitoreo de ia actividad tumoral y en su pronostico.



IDENTIFICACION DE VARIABLES.

La concentracion de B2M, presente en la sangre de los pacientes con Mieloma
Mualtiple y determinada por RIA. en unidades por litro. Tipo de variable- continua. La
concentracion en sangre de PCR de los pacientes con Mieloma Mdltiple determinada
por método nefelometrico en mg /dl. Tipo de variable continua. La concentracion sérica
¢ Hb en g/L, Calcio en mg/d], Creatinina en mg/dl, todas por método nefelométrico. Y
Finalmente la presencia de lesiones liticas en hueso determinada por Rx en serie Osea
metastasica tipo de variable categorica. TIPO DE ESTUDIO Observacional .y

longitudinal



MATERIAL Y METODOS

UNIVERSO DE TRABAJO Se determinaran las concentraciones séricas de PCR y
B2M de los pacientes a los que se les realice el diagnéstico dc MM en el servicio de
hematologia del Hospital de Oncologia del CM.N Siglo XX1 del IMSS, antes y
posterior al primer ciclo de tratamiento con quimio y/o radioterapia, con una duracion
de 4 a 6 meses, durante el periodo comprendido del mes de octubre de 1996 al mes de
octubre de 1997 METODO La toma de muestras para la determinacion de los niveles
séricos de P.C.R se realizara en los pacientes hospitalizados en el servicio de
hematologia en el 5° piso del hospital de oncologia del C.M.N Siglo XX1 ,a los que se
les diagnostique M.M. y/o plasmocitoma durante el periodo comprendido entre el mes
de octubre de 1996 al mes de octubre de 1997. Se realizaran dos determinaciones; al
inicio de la entermedad y posterior a la administracién de un ciclo de qumio y/o
radioterapia. La recoleccion de las muestras sera realizada por el investigador principal
del estudio. La informacién requerida de los expedientes ser recabada en cuestionarios
que incluirdn datos de identificacion del paciente asi como el estadio de la enfermedad
determinado por la presencia de lesiones osteoliticas y por los niveles de
inmunoglobulinas en los estudios de laberatorio al diagnostico y posterior al
tratamiento. Se utilizara una prueba de radioinmunoanalisis (RIA) para la
determinacién de las intérleucinas , y la determinacion de fa P.C.R. se ilevara a cabo

por un método nefelometrico.



TECNICAS EMPLEADAS

DETERMINACION DE PROTEINA C REACTIVA

La proteina C reactiva {(PCR)es cuantificada por un método inmunolégico, en el cual
se ponen en contacto anticuerpos vs la PCR que se encuentran fijos en particulas de
latex, que al ponerse en contacto con la PCR producen una reaccién antigeno
anticuerpo que se manifiesta por la turbidez de la solucién que es leida por el

nefeldmetro



DETERMINACION DE B-2 MICROGLOBULINA

La B-2 Microglobulina (B2M) es determinada en el suero por un método de
radioinmunoanalisis (RIA) en el cual un primer anticuerpo vs la B2M suspendido en
una solucién precipitadora,se pone en contacto con el suero del paciente. La B2M
presente en el suero se unc a este anticuerpo. Posteriormente se agrega un segundo
anticuerpo vs la B2M marcado con lodo radioactivo el cual se unc al complejo B2M-
Ac. Se centrifuga por 15 min y posteriormente se decanta. La radioactividad es leida en
el sedimento por un contador d¢ radioctividad. El conteo de radioactividad corresponde

a la concentracion de ta B2M en el suero.
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CONSIDERACIONES ETICAS

Et estudio se realizari de acuerdo a los lineamientos establecidos por el comité de
protocolo de investigacién para residentes del CM.N. siglo XXI. Se elaborara un
formato expreso para el registro individual de los pacientes.

No serd necesario solicitar autorizacién por escrito del pacicnte para 1a toma de una
muestra adicional, ya que las determinaciones se realizardn en la misma muestra
tomada para los estudios de rutina. RECURSOS Los recursos para ia elaboracion del
estudio se encuentran accesibles en el laboratorio de andlisis clinicos de los hospitales
de Oncologia (para interleucinas) , y de Cardiologia (para P.C.R.) del C.M.N. §XXI
RECURSOS HUMANOS Meédico residente en patologia clinica Médicos especialistas
en Hematologia y Patologia Clinica de tos hospitales de Cardiologia y Oncologia del
CMN Sigle XXI como asesores del estudio. Quimicos y laboratoristas responsables de
las secciones de Inmunologia y Radioinmunoanalisis del laboratorio clinico de los
hospitales de Oncologia y Cardiologia del CMN. Siglo XXI.

RECURSOS FiSICOS

Secciones de Inmunologia y Radicinmunoanalisis del laboratorio clinico de los
hospitales de Cardiologia y Oncologia del CMN Siglo XXI. RECURSOS
MATERIALES Jeringas Agujas Tomiquetes Torundas alcoholadas

Tubos Gradillas Centrifuga seroldgicas de volimenes variables Reactive de RIA
Reactivos para determinacion nefelométrica de P.C.R. Nefelometro Contador de

radioactividad Expediente clinico.
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CRITERIOS DE INCLUSION

e Pacientes con diagnéstico de MM y /c plasmocitoma del servicio de hematologia
del hospital de oncologia det C.M.N Siglo XXI. durante el periodo comprendido
entre octubre de 1996 a agosto de 1997,

e Pacientes virgenes al tratamiento con quimio y/o radioterapia.

e Pacientes de uno u otro sexo.

* Pacientes que recibiran tratamiento en este hospital. a los que se les pueda realizar

seguimiento.

CRITERIOS DE NO INCLUSION

e Pacientes con diagnostico de M.M anterior a 1a fecha de inicio del estudio y que no

se les haya tomado la primera muestra para determinacion de interleucinas antes de

iniciar quimio y/o radioterapia.

« Pacientes que no recibiran tratamiento en este hospital.

CRITERIOS DE EXCLUSION

» Pacientes que abandonen ¢! tratamiento y no sea posible realizarles seguimicnto.
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

PROYECTO: UTILIDAD DE LA DETERMINACION DE LOS NIVELES
SERICOS DE INTERLEUCINA 6 E INTERLEUCINA 4 EN EL
MONITOREQ DE LA ACTIVIDAD TUMORAL EN LOS
PACIENTES CON MIELOMA MULTIPLE

ACTIVIDADES{ S (O { N | D{E}F M| A|M|J}J A

Reuniones del grupe
de investigacion ¥y
establecimiento  del
proeyecto

Bisqueda,
recopilacién
discasion  de
bibliografia

™

Elaboracioén del
protecole de
investigacién

Entrega del
protocolo

Reonion  de  los
sujetos de experi-
mentacién, reactivos
y material pecesario

Fase de experimen-
tacién y realizacion
de las pruebas de
Iaboratorio

Anilisis estadistico
de resultados,
discusion de
conclusiones

Redaccitn final para
impresion de tesis
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RESULTADOS
Se estudiaron 22 pacientes con Mieloma Multiple con o sin plasmocitoma revnidos en
el transcurso de lailo, los cuales se estadificaron de acuerdo al sistema de estadificacion
de Durie y Salmon: 5% correspondiendo al estadio IA, 14% al 1IA, 54% al ITIA y 27%
al [iB.El tipo de inmunoglobulina encontrado fue de 31 % de IgA (7pacientes), 57 % de
IgGi (13 pacientes), 6% IgD (1 paciente}, y 6% no secretor(] paciente).
El tipe celular predominante fue el plasmobléstico correspondiendo al 41%, seguido
por el plasmocitico 35%, 17% anaplasico y 17% no especificado.
El sintoma predominante fue el dolor dsco presentandose en el 90% de los pacientes.
La mayor frecuencia de presentacion ocurrié entre la 4a. y 7a. década de la vida,
predominando en la 6a. década.
45% de los pacientes presentaron intolerancia a los carbohidratos y 39% elevacion del
acido urico.
En 2 pacientes se presentaron lesiones liticas en sitios infrecuentes como tibia y
peroné y uno en radio,
6 pacientes presentaron datos de falla renal con niveles de creatinina mayores de 2

mg/dl.

Se determinaron los niveles séricos de PCR y B2M al realizar ¢l diagnastico de la
enfermedad y postenior al primer ciclo de quimioterapia. y /o radioterapia.

11 pacientes en la primer toma presentaron niveles de PCR por armba de 0.8 mg/dl y
de B2M mayores de 2.5 mg/dl correspondiendo al 50%.

9 pacientes murieron, 6 de ellos con niveles de PCR y B2M elevados, | con nivel de

PCR nommal y B2M elevado, y con mveles elevados de PCR y normales de B2M.
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La sobrevida de estos pacientes fue de 1 a cuatro meses, falleciendo tempranamente los
pacientes con niveles elevados de PCR.

Continian vivos 13 pacientes a los que se les realizo una segunda determinacion de
PCR y B2M encontrando: 5 con niveles de PCR y B2M normales, 5 con PCR y BZM
elevados, 2 con B2M normat y PCR elevada y 1 con B2M elevada y PCR normal.

4 pacientes que presentaron niveles de PCR y B2M normales al diagnéstico de la
enfermedad y contintian con niveles normales postratamiento, han tenido una sobrevida

de 12 meses.
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DISCUSION

El nivel de IL-6 esta incrementado en los pacientes con MM y es reflejo de la
sevendad de la enfermedad. La IL-6 es un potente inductor de las proteinas de fase
aguda por el hepatocito como !z! PCR. Los pacientes sin MM tratados con anticuerpos
monoclonales contra esta interleucina presentan una disminucién en la concentracion
de PCR in vivo. Se ha propuesto que los niveles de PCR son reflejo de la actividad de la
IL-6 en pacientes con MM y estdn en relacion con la severidad de la enfermedad.

En este estudio se encontraron niveles aumentados de PCR en un 50 % de los
pacientes al diagndstico de la enfermedad y 76 % posterior al tratamiento, coincidiendo
en su mayoria con los niveles de B2M elevados,

Fallecieron 10 pacientes. 6 de ellos con niveles de PCR > de 0.8 mg/dl y con nivel de
B2M > 2.5 mg/d

De acuerdo a los datos obtenidos podemos suponer que ia determinaciéon de PCR en
pacientes con MM tiene un valor prondstico. Dado que el tamafio de muestra fue
pequedio, no fue posible aplicar algin método de analisis estadistico a los resultados
obtenidos, por lo cual estos se presentan en frecuencias.

Para confirmar estos hallazgos es necesario realizar un estudio con un grupo mayor de
pacientes y determinando simultineamente la concentracion de PCR e [1.-6,

También se puede realizar la determinacion seriada de estos pardémetros, en pacientes
con una larga sobrevida para determinar su valor en el seguimiento del MM. De ser
posible compardndolos con e! indice de marcaje de células plasmaiticas, que

actualmente se considera la prueba con mayor valor prondstico en estos pacientes.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos sugieren que la PCR tiene valor como factor prondstico en
pacientes con M.M. al diagnéstico de la enfermedad ya que los valores mas elevados
fueron encontrados en los pacientes que faliecieron durante ios primeros 4 meses
posteriores al diagndstico.

Niveles de PCR < de 0.8 mg/dl en este estudio pueden considerarse como de bajo
nesgo.

También se sugiere que la PCR pudiera tener una valor pronostico semejante a la
B2M aunque de manera indepenciente, ya que los niveles elevados de PCR no
mostraron una proporcién directa con los de B2M en todos los pacientes.

Para confirmar ia utilidad de la PCR como medida indirecta de la IL-6 se requiere
realizar la determinacién simultinea de esta interteucina.

Se requiere un estudio con mayor numero de pacientes para la confirmacion de estos

hallazgos.
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