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INTRODUCCION

DEFINICION

I mieloma multiple (MM) es una
neoplasia maligna de células
plasmadticas con etiopatogénesis
inciertaqueinvadelaméduladsea,
produciendouna gran destruccion
esquelética,insuficienciamedular
y complicaciones ocasionadas por
lagrancantidad de paraproteina (inmunoglobulina
monoclonal o proteina M) sintetizada por las
células malignas. Esta discrasia de células
plasmaticas puede ser de origen medular o
extra medular y se ve acompafiada de diversos
trastornos funcionales.

La sobrevida es de 2 a 3 afios, sin embargo, es
variable de un paciente a otro, por lo que es de
gran utilidad contar con factores prondsticos que
permitan predecir la evolucion de los pacientes
y realizar la mejor eleccion terapéutica.
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EPIDEMIOLOGIA

El MM representa el 1 % de todos los
canceres y aproximadamente el 10 % de todas
las malignidades hematolégicas. La incidencia
del MM aumenta con la edad, dos veces mas
alta en negros americanos que en caucasicos y
significativamente mas elevada en hombres que
en mujeres. Debido a que estas diferencias no
se correlacionan con factores ambientales, se
piensa que en personas de raza negra existe una
mayor susceptibilidad a eventos tempranos en el
proceso carcinogénico que conduce a MM.

Existe una gran incidenciade MM en personas
que estuvieron expuestas aradiaciones de cabezas
nucleares durante la segunda guerra mundial,
en granjeros, madereros y personas expuestas a
productos derivados del petréleo .

A nivel mundial, la mortalidad por MM
corresponde aun 0,8 % del total de los canceres,
diagnosticindose aproximadamente 86 000
casos nuevos por ailo . La edad promedio en
el momento del diagnéstico oscila entre los 60 y
65 afos, y apenas un 2 % antes de los 40 afnos.

EnVenezuelaainsedesconocelaincidenciadel
MM ydelrestodelas gammapatias monoclonales,
posiblemente debido a fallas en su diagnéstico,
especialmente en las etapas tempranas de la
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enfermedad y en la caracterizacién de los distintos
tipos de presentacion. Sin embargo,en el Banco
Municipal de Sangre, Angelina Rodriguez en un
estudio de los dltimos 4 afios encontré que es la
enfermedad neoplédsica hematolégica de mayor
frecuencia después del linfoma no Hodgkin
(datos no publicados).

El sintoma encontrado con mayor frecuencia
en pacientes con MM es dolor en la médula
espinal a nivel lumbar. En muchos pacientes se
observadebilidad,fatigay asteniacomo resultado
de la malignidad subyacente y frecuentemente
debido a la anemia concomitante, la cual se
encuentra presente en aproximadamente 70 %
de los casos . Una proporcioén significativa
de pacientes presentan una frecuencia elevada
de infecciones, principalmente con bacterias
encapsuladas debido a la sintesis suprimida de
inmunoglobulinas (Ig) y a la inmunodeficiencia
celular. La insuficiencia renal conduce a la
manifestacion del MM en aproximadamente 5 %
de los pacientes, pero es mis comun en las etapas
mads avanzadas. Similarmente, la hipercalcemia
es encontrada con muy baja frecuencia como un
indicador que conduce al diagndstico de MM,
sin embargo, es mas frecuente (15 %) en los
pacientes con enfermedad progresiva avanzada.
En el momento del diagndstico, las anomalias
esqueléticas por radiografia convencional se
presentan en 60 % a 80 % de los pacientes.

Por otra parte es importante sefialar que, el
25 % de los pacientes con MM no presenta
cuadro clinico y son identificados casualmente
por resultados de laboratorio encontrados durante
pruebas de rutina o durante laevaluacién de otros
problemas de salud.

Lacausadel MM no se conoce acienciacierta,
sin embargo, se le ha asociado con exposicién
a radiaciones ?#, productos quimicos (como el
benceno y farmacos), procesos inflamatorios
crénicos y enfermedades hepatobiliares, dado
que de estos surgen estimulos antigénicos
prolongados @.

Durante el proceso de desarrollo del MM

ocurren diferentes eventos genéticos que
son responsables de la progresién a formas
clinicamente més avanzadas y agresivas de esta
malignidad. En relacion con esta afirmacion, se
ha reportado que diferentes oncogénes y genes
supresores de tumores tales como ras, FGFR3,
c-maf, MUM]1, ciclina DI, TP53 y pRb estan
implicados en la patogénesis del MM.

Utilizando la hibridacion in situ con sondas
fluorescentes (FISH), se ha demostrado que
las anomalias cromosdmicas son eventos
casi universales en las neoplasias de células
plasmaticas, incluyendo al MM ©-19,

Los cambios cromosémicos estructurales méas
significativos sonrearreglos del gen de la cadena
pesada de Ig (IgH), ubicado en 14q32, junto
con otros genes, con una incidencia de 75 %
en MM. Cuatro de estos rearreglos parecen ser
primarios y corresponden al gen de la ciclinaD1
(CCNDI),enlatranslocaciont(11;14)(q13;q932),
al gen que codifica para el receptor del factor
de crecimiento fibrobldstico 3 (FGFR3) y al
gen para el dominio SET del MM (MMSET),
los cuales estdn involucrados simultdneamente
en t(4;14)(p16;q32); a una menor extension,
rearreglos en los oncégenes del fibrosarcoma
musculoaponeurético (MAF) en la t(14;16)
(932;923)y el de mielocitomatosis viral (MYC) en
t(8;14)(g24;932). Lamonosomiadel cromosoma
13 y deleciones del brazo largo, especificamente
involucrando a la banda cromosomal 13ql4,
ocurren también frecuentemente en MM.

El MM esta caracterizado por un espectro
de entidades clinicas, incluyendo formas
indolentes tanto localizadas como diseminadas
y formas agresivas V. Estas formas clinicas
frecuentemente ocurren de manera secuencial
durante el curso clinico del MM (desde fase
indolente a crénica y aguda/leucémica),
sugiriendo que el desarrollo de esta enfermedad
ocurre a través de multiples pasos.

En lineas generales, la progresién tumoral a
MM es variable, sin embargo, en méas del 3 % de
los pacientes mayores de 50 afios estaenfermedad
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esta precedida por un tumor benigno denominado
gammapatia monoclonal de significancia no
determinada (MGUS). Las células de MGUS
secretan una Ig monoclonal y progresan a MM
expresando la misma Ig a una tasa de 1 % por
afio, sin embargo, aproximadamente tres cuartos
de estos individuos permanecen sin conversion
por mas de 20 afios y se estima que su frecuencia
es de 80 a 100 veces mayor que la del MM.

Es importante distinguir entre dos clases
de MGUS; la MGUS IgM con un fenotipo
linfoplasmocitico que raramente progresa a
MM vy los tumores de MGUS no-IgM (alguno
de los cuales sélo sintetizan cadenas ligeras de
Ig), la mayoria de los cuales tienen fenotipos
plasmociticos y pueden progresar a tumores
de MM. En estudios recientes se ha observado
una relacién entre el isotipo de Ig, el nivel de
paraproteina, la proporcion de cadenas ligeras
libres y el riesgo de progresion de MGUS a MM.
Por ejemplo, un paciente con una Ig monoclonal
diferente a IgG, cuya concentracién en suero es
mayor a 1,5 g/dL y unarelacion de cadena ligera
libre en suero anormal, podria ser clasificado
como de alto riesgo (58 %) para desarrollar
un MM en 20 anos, comparado con un 5 % de
riesgo que existe en el caso que ninguno de estos
factores este presente V.

La MGUS puede estar seguida del estadio
conocido como mieloma Smouldering (SMM)
o mieloma asintomatico, el cual tiene una
plasmocitosisentre 10 %y 30 % y carece del resto
de las complicaciones del MM, dado que se halla
limitado a una modesta expansién monoclonal
que no interfiere con las funciones fisiolégicas
del cuerpo. Las diferencias bioldgicas entre
MGUS y SMM no estin bien definidas.

El MM se define clinicamente como la
expresion sindromadtica de una neoplasia de
células plasmaéticas. Lamayoriade los pacientes
tienen evidencias de infiltracion 6sea casi siempre
mayor al 10 % y cominmente mayor o igual al
30 %. Este tumor intramedular entra en una
fase quiescente de duracién variable conocida
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como fase plateau, a partir de la cual puede
extenderse aotros érganos como la piel,lasangre
y el liquido pleural, en este punto la enfermedad
es conocida como MM extra medular. Esta
progresion del MM intramedular estd asociada
con caracteristicas secundarias como lesiones
Oseas liticas, anemia, inmunodeficiencia y dafio
renal. El MM extra medular es una forma maés
agresiva de la enfermedad y cuando involucra
la sangre es llamada leucemia de células
plasmaticas secundaria o primaria,dependiendo
del reconocimiento o no de un MM intramedular
precedente.

El diagnéstico del MM estd basado en la
presencia de una proteina monoclonal en orina
y/o suero, manifestaciones 6seas e infiltraciones
de células plasmaticas en la médula 6sea.

La Ig monoclonal, sintetizada por las células
plasmaéticas tumorales nos permite definir
varios tipos de MM, dependiendo del isotipo
de la cadena pesada de Ig y de la cadena ligera.
La mayoria de los MM se caracterizan por la
excrecionde unalg monoclonal completa,siendo
las més frecuentes la IgG (60 % de los pacientes)
y la IgA (aproximadamente 25 %), seguidas
por las otras clases de Ig como IgD, IgM o IgE,
que son encontradas en menos del 2 % de los
casos. Sin embargo, en el 15 % de los casos
con MM las células plasmaéticas malignas sélo
excretan cadenas ligeras de Ig (proteina Bence
Jones). En estos casos el componente M puede
ser clasificado segun el subtipo de cadena ligera
(% o A), encontrandose que dos tercios de los
pacientes presenta un MM de tipo %, mientras
que el tercio restante de los casos tiene MM tipo
A, proporcién que corresponde alanormalmente
encontradaen células plasmadticas. En contraste,
se ha reportado que el 1 % de los pacientes con
MM no excreta ninguna cadena de Ig, lo que se
denomina MM no secretor.

La evaluacion estandar en el laboratorio de
un paciente con sospecha de una discrasia de
células plasmaticas incluye:

Contaje completo de rojos con diferencial.
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Perfil quimico de sangre incluyendo calcio,
creatinina, lactato deshidrogenasa (LDH) y
albumina.

Aspirado de médula 6sea (MO) y biopsia
para histologia e inmunohistoquimica de
rutina, citogenética en metafase, hibridacién
fluorescente in situ para marcadores de discrasias
de células plasmaticas (traslocaciones de los
genes que codifican para la cadena pesada de la
Ig; anomalias de los cromosomas 1,13y 17)y
citometria de flujo para marcadores de células
B.

Revisién esqueléticacompleta (para pacientes
con sintomas localizados, MRI puede ser
realizada. PET/CT no son recomendadas en
este momento).

Electroforesis de suero y orina con
inmunofijacién para identificar la proteina M y
cuantificacién de este proteina (orina 24 h).

Cuantificacién de [3-2 microglobulina en
suero.

Cadenas ligeras libres en suero con relaciéon
%/ (con esto se pueden identificar paraproteinas
monoclonales en mds del 98 % de los
pacientes).

Los pacientes diagnosticados con MM no
secretor no tienen proteina M detectable (no esta
presente en el sueronilaorina) por electroforesis
de proteinas. En estos pacientes, el ensayo de
cadenas ligeras libres en suero; el cual mide el
nivel de cadenas ligeras »/A libres (no unidas) en
el suero,puede ayudar a confirmar el diagndstico
de MM. Ademas, este ensayo puede identificar
paraproteinas monoclonales en més del 70 % de
los pacientes quienes aparentemente presentan
una enfermedad no secretora. El ensayo de
cadena ligera libre es la prueba de opcion para
el MM oligosecretor (pico M en suero <1 g/dL,
pico M en orina <200 mg/24 h) y para discrasias
de células plasmaticas o amiloidosis sistémica
primaria, relacionadas.

Los pacientes con MM deben ser distinguidos
de aquellos con MGUS, amiloidosis u

otros desdérdenes linfoproliferativos con
paraproteinemia. Pautas recientes indican
la necesidad de diferenciar MM sintomaético
del asintomaético debido a que los pacientes
sintomaticos conuno omasde los criterios CRAB
(hipercalcemia, falla renal, anemia, lesiones
dseas) necesitan un tratamiento activo, mientras
que los asintomadticos solamente requieren ser
evaluados periédicamente.

La clasificaciéon tradicional es realizada
de acuerdo al sistema de Durie-Salmon y los
pacientes son asignados en los estados [ aIll y
subclasificados como aquellos sin (subtipo A) y
con (subtipo B) dafiorenal (creatinina>2mg/dL.).
Un nuevo sistema; el Sistema de Clasificacion
Internacional (ISS) ha reemplazado al de Durie-
Salmon en la practica clinica. Existen s6lo dos
variables evaluadas cuando se determinael estado
del paciente de acuerdo a el ISS: albimina y 3-2
microglobulina (3,M) en suero. Utilizando estas
dos variables, el clinico puede correlacionar el
estado del paciente con la sobrevida media.

El gen supresor de tumores TP53, localizado
en el brazo corto del cromosoma 17 (17p13)
codifica para una fosfoproteina nuclear
llamada p53, capaz de bloquear a la célula en
la transicién G1/S, deteniendo la proliferacion
de células con ADN dafiado y promoviendo la
apoptosis. La inactivacién de p53, producida
principalmente por mutaciones, confiere a la
célula propiedades que conducen alaoncogénesis
y progresién tumoral. Alteraciones de este gen
estan involucradas en varios tipos de céanceres
humanos, particularmente carcinomas de colon,
mama, pulmén e higado **'¥ y en la mayoria
de estos tumores, la inactividad de TP53 es el
resultado de mutaciones puntuales que ocurren
principalmente dentro de la secuencia que
constituye los exones 5,6,7,8 y 9 U9,

La inactivacion de p53 tanto por delecion
como por mutacién es un evento poco frecuente
en el MM y esta restringida a estados tardios de
la enfermedad 39, Las deleciones de 17p13
son detectables en 10 % de los pacientes y estan
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asociadas con una sobrevida mds corta (517,

El papel de las mutaciones en el gen
TP53 dentro de la patogénesis del MM vy su
uso potencial como un indicador prondstico
permanece incierto.

En este estudio se determind la prevalencia
de mutaciones del gen TP53 mediante el examen
de ADN gendmico extraido a partir de muestras
de médula 6sea (MO) obtenidas de pacientes con
MM, en diferentes estadios de la enfermedad.

METODOS

Se tomaron muestras de sangre periférica
y MO de una poblaciéon de 31 pacientes con
caracteristicas consistentes de MM y un paciente
con SMM, con edades comprendidas entre 44 a
82 afios, que asisten a consulta en el Servicio de
Hematologia “Dr. Tulio Arends” del HUC. Del
total de los pacientes, 16(52 %) representaban al
sexo masculino y 15(48 %) al sexo femenino.

OBTENCION DE LEUCOCITOS

Las muestras de sangre periféricay aspirados
de MO, colectadas en tubos con etileno diamina
tetra-acetato (EDTA) como anticoagulante,
fueron procesadas parala obtencién de leucocitos
utilizando el método de centrifugacién en
gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque®.

OBTENCION DEL
GENETICO

Los glébulos blancos se resuspendieron en
buffer de lisis pH 8. Luego se digiri6 el lisado
celular durante toda la noche a 37° C con 0,2
mL de SDS 10 % y 10 mL de una solucién de
proteinasa K. Se afiadié una solucion salina
saturada (NaCl 6M) y se agitd vigorosamente
por 15 seg. Luego se centrifugd a 2 500 rpm
durante 15 minutos y se tomé el sobrenadante
(el cual contenia el ADN). El material genético
fue transferido a un nuevo tubo y se afladieron
2 volimenes de etanol absoluto (100 %) frio.

MATERIAL
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Se agit6é el tubo por inmersion hasta que el
ADN precipité. Luego se centrifugé durante 15
minutos a3 000 rpmy se descarto el sobrenadante.
Posteriormente, se seco el ADN con €l tubo en
posicioén invertida y se rehidraté con agua ultra
pura libre de nucleasas.

PCR-SSCP

Mediante la técnica de PCR, se amplificaron
los exones 5,6,7,8 y 9 del gen TP53. La PCR
se realizé empleando 3 uL. de ADN gendémico,
10 pmol de cada cebador, 0.4 mmol/L.de dNTPs,
buffer 5 x (10 mmol/L Tris-HCI (pH 8.,3), 50
mmol/L KCI, 100 pg/mL gelatina), 3 mmol/L
MgCl,y 1,25 U de Go Taq Flexi ADN polimerasa
para un volumen final de 50 pL.. Se cumplieron
treinta ciclos de desnaturalizacion (15 seg a 94°
C©), alineacion (1 min a 65° C para los exones
5,6,7y 9; 58° C para el ex6n 8) y extension
(1 min a 72° C) en un termociclador (Perkin-
Elmer 2400)®. Para confirmar la reaccién de
amplificacion, el producto de PCR fue corrido
electroforéticamente a 150 voltios durante 35 min
en un gel de agarosa al 2 %, tefiido con bromuro
de etidio y visualizado en un transiluminador
de luz UV. Las muestras se desnaturalizaron
por calor a 95° C en bafio de Maria por 5 min
e inmediatamente fueron enfriadas en hielo
durante 3 min. En un gel de poliacrilamida al
8 % v/v con glicerol al 5 % se cargaron 10 pL
de cada muestra problema y una muestra control
previamente desnaturalizadas a 95° C por 5 min.
Lacorridaelectroforética fue realizada en Buffer
TBE 1X a30W porun tiempo de 2 horas y media
a temperatura ambiente. Una vez finalizada la
corrida los geles fueron tefiidos con nitrato de
plata y fotografiados.

SECUENCIACION AUTOMATIZADA

Esta técnica fue aplicada para identificar
los cambios nucleotidicos detectados mediante
un patrén electroforético anormal observado
en el andlisis por SSCP. Todas las muestras
que presentaron un patron de malignizacion
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diferente con respecto ala muestra control fueron
purificadosy enviados al Centro de Secuenciacion
de Acidos Nucleicos (CeSAAn) del Instituto
Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC)
para ser secuenciadas mediante el método de
Sanger y col.!®,

RESULTADOS

Se estudié un grupo de 31 pacientes con
diagnéstico de MM y un paciente con SMM,
siendo la edad promedio 63 afios. De los 31
pacientes, un total de 3 de ellos se encontraban
enremision parcial y los 27 restantes presentaban
una enfermedad activa. Del grupo estudiado
15(48 %) pacientes presentaron un patrén de
migracién sugestivo de mutacién mediante el
andlisisde SSCPparael gen TP53. Ladistribucién
de los patrones de migracién sugestivos de

mutaciones a lo largo de los 5 exones estudiados
mediante SSCP fue la siguiente: 10 para el exén
5 (48 %), 6 para el exén 6 (29 %), 1 para los
exones 7y 9 (5 %) y por dltimo 3 para el exén
8 (14 %) (Cuadro 1).

Los 15 pacientes con patrén de migracion
electroforética anormal para el gen TP53,
detectados por SSCP, fueron secuenciados
automaéticamente y se confirmo la presencia de
la alteracién solamente en 5 de los casos. Se
identificaron 3 mutaciones de tipo delecional
(-TT,-Ty —A) y una mutacién silente producto
de la transicién T/C.

En 1 delos 5 casos con mutacién se encontro la
delecion—T, mientras que en los 4 casos restantes
se identificé la delecién —TT, ambas localizadas
en el codén 212 a nivel del exén 6. Dentro de
estos 4 casos, uno presento la delecién —A en el
coddén 139, dentro del exén 5 y otro portaba la

Cuadro 1. Pacientes con patrones de migracién electroforética anormales determinados por el andlisis de

SSCP
Cod. Enfermedad  Estado Ex 5 ex 6 ex 7 ex 8 ex 9
003 MM Remisiéon - - - * -
013 MM Activo * * - * -
022 MM Activo - * - - -
031 MM Activo - * - - -
043 MM Activo * * - - -
055 MM Activo B * - - -
082 MM Activo * - - - -
112 MM Activo * - - - -
128 MM Activo * - - - -
129 MM Activo * - - - -
167 MM Activo * - * - -
174 MM Activo * - - - -
177 MM Activo - * - * -
178 MM Activo - - - -
179 MM Activo - - - - *
Numero de mutaciones 10 6 1 3 1
Porcentaje (%) 48 29 5 14 5

(*) Patron electroforético anormal. (-) Patron electroforético normal
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Cuadro 2. Mutaciones identificadas por secuenciacién en el gen TP53 de los pacientes con mieloma

multiple
Cadigo Tipo de
del Ex6n Cambio Codén mutacién Lugar de la proteina que ocupa
paciente
013 6 (-TT) 212 - Entre L2 yL3. Entre los dominios evolutivamente
conservados III y IV
013 5 -A) 139 - Region Il evolutivamente conservada del dominio
“Core”
022 6 (-TT) 212 - Entre L2 yL3. Entrelos dominios evolutivamente
conservados III y IV
031 6 (-TT) 212 - Entre L2 yL3. Entre los dominios evolutivamente
conservados III y IV
043 6 (-T) 212 - Entre L2 yL3. Entre los dominios evolutivamente
conservados 11l y IV
055 6 (-TT) 212 - Entre L2 yL3. Entre los dominios evolutivamente
conservados 11l y IV
055 5 (T/C) 185 * Dominiode unién aZinc (L2). Entre los dominios

evolutivamente conservados IIl y IV

(-) Cambio de marco de lectura
(*) Mutacion silente

transicion T/C en el codén 185, ubicado en el
exon 5, ademas de la delecion —TT. Todas las
mutaciones encontradas se hallaban en laregion
del gen que codifica para el dominio de unién al
ADN de la proteina p53 (Cuadro 2).

DISCUSION

Mutaciones enel gen 7P53 fueron encontradas
en 5 de 31 pacientes (16 %) con diagnéstico de
MM. En concordancia con otros trabajos, estas
mutaciones fueron encontradas con una baja
incidencia y relacionadas con las formas mas
agresivas y avanzadas del MM.

Ladelecion —Aen el codon 139 del gen TP53
afecta una regién altamente conservada de la
proteina, que probablemente es esencial para
su actividad biolégica e interacciones con otras
proteinas celulares y virales .
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Latransicion T/Cenel codén 185 afectaunode
los dominios de unién al zinc (L2) en la proteina
p53,especificamente en uno de los dinucleétidos
CpG. Estas transiciones en dinucledtidos
CpG son un hallazgo notable en céanceres
humanos y ocurren en un tercio de los tumores,
principalmente carcinomade colon, mientras que
transversiones en estos mismos dinucle6tidos son
encontradas predominantemente en carcinoma
de higado y pulmén®. Los dinucleétidos CpG
representan blancos de mutaciones que surgen
espontdneamente en células mamiferas debido
a la presencia de residuos 5-metilcitosina.

Las deleciones —T, -TT y —A, al igual que
la transiciéon T/C, detectadas en este trabajo,
se localizaron en la regién del gen TP53 que
codifica paralaregion central de la proteina p53,
la cual es responsable de su unién al ADN. Por
estarazén es posible decir que estas alteraciones
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genéticas interfieren con la funcion de la proteina
p53 como factor de trascripcion al impedir su
unioén a sitios especificos dentro de la secuencia
de ADN.

A pesar de la importancia del papel que
juegan las mutaciones del gen TP53 dentro de
la progresién neoplédsica del MM, la asociacién
de estas con las formas agudas y leucémicas de
la enfermedad limita, y tienen gran importancia
como un marcador de prondstico clinico en

esta enfermedad. Sin embargo, es interesante
mencionar que entre los pacientes en fase aguda
o leucémica, aquellos que portan mutaciones de
TP53 tienen una sobrevida mas corta que los
pacientes negativos para estas mutaciones, lo
que sugiere que la deteccién de mutaciones en
TP53 puede ayudar a clasificar en subgrupos a
los pacientes que se encuentran en las etapas
mads avanzadas del MM @9,
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