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Resumen

El presente trabajo de tesis se orienta al estudio de pacientes con neopla-
sias de celulas plasmaticas en los que se objetiva en suero una inmunoglobulina
monoclonal o fragmento de esta, generada por la proliferacion descontrolada
de células plasmaticas de origen clonal. En el estudio, se han correlacionado pa-
rametros obtenidos mediante citometria de flujo (inmunofenotipo e indices de
proliferacion y apoptosis celular) e hibridacién in situ fluorescente (alteraciones
cromosdmicas numericas y estructurales) con la evolucion clinica (supervivencia
libre de progresion y global) de pacientes con grado creciente de malignidad,
gammapatias monoclonales de significado incierto, mieloma quiescente y mie-
loma multiple, para valorar su utilidad diagndstica y prondstica, asi como la
capacidad de predecir la respuesta a tratamientos actuales de estas patologias.

Los resultados han sido difundidos en 3 publicaciones recogidas en revistas
cientificas indexadas, en ellos se describe como:

La deteccion y cuantificacion mediante citometria de flujo de células plas-
maticas de fenotipo aberrante en sangre periférica, es un método rapido, barato
y accesible que, con independencia del tratamiento que reciban los pacientes,
permite estimar desde el diagndstico el riesgo de progresion de la enfermedad y
de muerte del paciente utilizando exclusivamente parametros de sangre perifé-
rica. Ademas, complementa el valor pronostico de la estimacion de riesgo que
se aplica de manera estandar en la actualidad y que utiliza parametros evaluados
en médula dsea.
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La cuantificacién mediante citometria de flujo de las tasas de proliferacion
y apoptosis de las células plasmaticas de médula dsea en pacientes con neoplasias
de células plasmaticas, permite estimar desde el diagndstico el riesgo de progre-
sion 0 muerte y complementar el valor prondstico de la estimacion de riesgo
que se aplica de manera estandar en la actualidad. Ademas, contribuye a la per-
sonalizacion de la terapia pues los pacientes con ratio proliferacion/apoptosis
elevado, solo responden adecuadamente a tratamientos que asocien inhibidores
del proteasoma e inmunomoduladores a trasplante de médula 6sea autélogo en
tandem.

La determinacion mediante FISH de las anomalias numéricas o estructu-
rales del cromosoma-1 en células plasmaticas purificadas de medula 6sea de pa-
cientes con neoplasias de células plasmaticas, tiene un elevado valor prondstico
desde el diagndstico. Sin embargo, la ganancia de 1q, por si sola, no afiade valor
prondstico a la estimacion de riesgo que se utiliza en la actualidad, y es necesario
tener en cuenta la concurrencia de otras alteranciones cromosémicas y el tipo
de tratamiento que recibira el paciente para la correcta valoracion de esta anolia.



1. Introduccion

1.1. NEOPLASIAS DE CELULAS PLASMATICAS

1.1.1. ETioLocGia

Se denomina neoplasia de celula plasmatica o0 gammapatia monoclonal
a un conjunto de enfermedades donde existe un clon de células plasmaticas
situado generalmente en la médula 6sea que dan origen a inmunoglobulinas de
caracter monoclonal, también llamado componente monoclonal o paraprotei-
na, cuya presencia se puede poner de manifiesto en la sangre u orina. EI compo-
nente monoclonal también puede estar formado exclusivamente por una cadena
ligera libre (CLL) x o A (Kumar et al., 2009). EI 2% de estas patologias son no
secretoras (Chawla et al., 2015).

1.1.2. EPIDEMIOLOGIA

La neoplasia de células plasmaticas mas frecuente es la gammapatia mo-
noclonal de significado incierto (MGUS, del inglés monoclonal gammopathy of
undetermined significance), con una prevalencia del 3,2% en la poblacion gene-
ral mayor de 50 afios y que aumenta con la edad. Aunque el prondstico de esta
patologia es generalemente benigno, hay que tener en cuenta que aproximada-
mente un 1% por afo progresan a estadios mayores, como el mieloma quiescen-
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te (SMM, del inglés smoldering myeloma) o el mieloma maltiple (MM) por lo
que es necesario disponer de biomarcadores prondsticos en MGUS que faciliten
el correcto asesoramiento, atencion clinica y seguimiento de estos pacientes Kyle
etal., 2018).

El MM representa el 1% del conjunto de todas las neoplasias y el 10% de
las neoplasias hematoldgicas (Rajkumar et al., 2014; Pinto et al. 2020). Es una
neoplasia heterogénea desde la perspectiva molecular y clinica (Rajkumar et al.,
2014). Presenta una frecuencia levemente superior en el sexo masculino (54%)
(Charlot-Lambrecht et al., 2012) y en afroamericanos (5.8%) con respecto cau-
casicos (3.2%) (Landgren et al., 2009) (Fillmore et al., 2019). Ademas, presenta
agregacion familiar, existiendo un riesgo dos o tres veces superior en miembros
de la familia de los afectados, si se compara con la poblacion general. La edad
media del diagnostico oscila entre los 65 y 70 afios siendo s6lo un 15% y un
2% los enfermos menores de 50 y 30 afios, respectivamente (Blade et al., 2019).

Globalmente, la incidencia de MM varia y es mayor en paises mas desa-
rrollados. Por ejemplo, Suecia presenta 4,8 casos nuevos por 100.000 perso-
nas/afio (Turesson et al., 2010) y menor en paises asiaticos como Taiwan con
0.75/100.000 (Huang et al., 2007). Estas diferencias se podrian deber a factores
ambientales y genéticos. En nuestro pais, la Red Espafiola de Registros de Can-
cer de 2020 (REDECAN) calcula para esta patologia una tasa de incidencia de
3 para hombres y 2 para mujeres por 100.000 habitantes/afio. En Esparia hay
alrededor de 12.000 pacientes con MM vy se diagnostican cada afio 2.000 casos
nuevos (Comunidad Espafiola de Pacientes con Mieloma, 2020).

1.1.3. PATOGENIA

Los linfocitos B provienen de las células madre hematopoyéticas pluripo-
tenciales y forman parte de la respuesta de la inmunidad humoral. Estas células
reconocen y responden a antigenos. La fase inicial de diferenciacion de los lin-
focitos B tiene lugar en la médula dsea. Sus precursores son las células pro-B,
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pre-B y las células B inmaduras. En una ultima etapa portan en la membrana
dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras de inmunoglobulina que conforman
el receptor para el antigeno. Tras este periodo maduran en los érganos linfoides
secundarios a células secretoras de anticuerpos o células plasmaticas, cuando son
expuestas a sefiales antigénicas o productos microbianos (Shapiro-Shelef et al.,
2004).

El MM seria una enfermedad con varias etapas con origen a partir de célu-
las B maduras tras pasar por el centro germinal de los 6rganos linfoides secunda-
rios, donde tiene lugar los procesos de hipermutacion somatica y el cambio del
gen de la cadena pesada que forma parte de las inmunoglobulinas y que produce
el cambio de isotipo.

Los cambios genéticos que se producen en la célula plasmatica neoplasica
se pueden dividir en primarios y secundarios. Los cambios genéticos prima-
rios mas habituales se originan en la region del gen de la cadena pesada IgH,
concretamente en la region 14g32.33, como son las traslocaciones t(14;16) y
t(4;14) (Fonseca et al., 2003), entre otras. Los cambios genéticos secundarios
podrian ser responsables de la progresion de la enfermedad y comprenden ano-
malias en el gen MY C (8q24), activacion de los genes NRAS y KRAS, asi como
mutaciones en los genes FGFR3 y TP53 y la inactivacion de inhibidores de
quinasas dependientes de ciclinas CDKN2A y CDKN2C (Manier et al., 2017),
asi como cambios en la expresion de micro RNA 'y en la metilacion de los ge-
nes (Corre et al., 2015). Esto altera la respuesta a las sefiales del microambiente
medular que finalmente provocan alteraciones en el ciclo celular y la apoptosis
estimulando el crecimiento tumoral y la resistencia al tratamiento.

En las neoplasias de células plasmaticas no sdlo se producen cambios gené-
ticos en las células transformadas, sino que también se altera el microambiente
de la médula 6sea (Pardanani et al., 2003).

El microambiente en la médula 6sea es responsable de que estas células
malignas tengan una mayor supervivencia y de la progresion de la enfermedad
(Bianchi et al., 2015). En la médula 6sea tendrian lugar cambios epigenéticos de
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hiper/hipometilacion y finalmente sucesos biolégicos que comprenden la prolife-

racion, la angiogénesis, la resistencia a los farmacos, la alteracion de la vigilancia
inmunitaria, el control del ciclo celular, la apoptosis y la reparacion del ADN.

Los factores de riesgo que pueden estar relacionados con las neoplasias de

células plasmaticas serian:

1.

Edad y sexo: los estudios reflejan que la incidencia del MM aumenta
con la edad, con una edad media en torno a los 65 afos. Esta incidencia
ira creciendo debido a que la poblacion esta cada vez mas envejecida,
por lo que el numero de casos se incrementara en un 80% para las si-
guientes 2 décadas (Wildes et al., 2014).

Antecedentes familiares: hay un mayor riesgo de padecer MM cuando
hay un familiar de primer grado afectado por una neoplasia hematolo-
gica (OR=1.19). Y este riesgo es mayor si el antecedente familiar es de
MM (OR=1.9) (Schinasi et al., 2016).

Raza o grupos de poblacion: existe una mayor incidencia en afroame-
ricanos con respecto a los individuos de poblacion caucasica (Dores et
al., 2009).

La aparicion de una MGUS se considera el principal factor de ries-
go que evoluciona a MM (Sergentanis et al., 2015). La progresion de
MGUS no-IgM a MM es de un 1% (Cosemans et al., 2018) y de mie-
loma quiescente (SMM) a MM del 10% en los primeros 5 afios (Kyle
et al., 2007).

La diabetes mellitus tipo 2 parece estar implicada en una incidencia
aumentada de MM (Castillo et al., 2012).

La obesidad es un factor de riesgo para el MM, y este factor de riesgo es
potencialmente reversible (Wallin et al., 2011).

El contacto con pesticidas y agentes quimicos (Chang et al., 2016) (Liu
etal., 2013).
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8. La falta de actividad fisica (Patel et al., 2015).

9. Enfermedades de base autoimmune (Hemminki et al., 2016) como
la parpura trombocitopénica inmune, polimiositis/dermatomiositis,
artritis reumatoide, sindrome de Sjogren y el lupus eritematoso sisté-
mico. Los autores platean que la estimulacion de células B maduras
en este tipo de patologias podria fomentar la division celular y la hi-
permutacion somatica, que podria ser el fundamento patogénico en la
transformacion neoplésica.

10. El virus de la inmunodeficiencia humana (Cheung et al., 2005).

11. El virus de la hepatitis B (Francechi et al., 2011).

1.1.4. CLASIFICACION DE LAS NEOPLASIAS DE CELULAS PLASMATICAS

El grupo internacional de mieloma (IMWG, del inglés International Mie-
loma Working Group), publicd un documento consenso en el afio 2014 donde
establecio los criterios diagndsticos y clasificacion de las neoplasias de células plas-
maticas (Rajkumar et al., 2014).

1. GAMMAPATIA NONOCLONAL DE SIGNIFICADO INCIER-
TO (MGUS) (No IgM)

2. MGUS DE CADENAS LIGERAS
3. SMOLDERING MIELOMA

4. MIELOMA MULTIPLE

5. PLASMOCITOSMA SOLITARIO

6. PLASMOCITOMA SOLITARIO CON MINIMA AFECTACION
DE MEDULA OSEA
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1.2. DIAGNOSTICO DE NEOPLASIAS DE CELULAS PLASMATICAS

1.2.1. EVALUACION CLINICA

De forma inicial, el protocolo de manejo de un paciente seria (Kumar et
al., 2009):

1. Diagnostico.

2. Evaluacion de cormobilidades y estado funcional.

3. Estimacion del riesgo.

4. Terapia individualizada

1.2.2. EsTuDIOS DE LABORATORIO

Tanto para el diagnostico como para valorar la respuesta al tratamiento,
deben ser cuantificados los siguientes parametros (Rajkumar et al., 2014) (Guia
de Mieloma Multiple. Grupo Espafiol de Mieloma):

1. Hemograma, VSG vy frotis de sangre periférica.
2. Bioquimica serica:

* Obligatorios: creatinina y urea, Cay fésforo, proteinas totales y albu-
mina, LDH y beta-2 microglobulina (B2m).

* Recomendables: pruebas de funcidon hepatica y despistaje de anemia
(metabolismo de hierro, vitamina B12, acido félico y hormonas tiroi-
deas) o de hiperparatiroidismo (PTH) si procede.

¢ Si se sospecha amiloidosis: Troponina Ty proBNP.

3. Estudio de proteinas
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* En suero: electroforesis (EF) con cuantificacion del componente mono-
clonal en suero (CMs) e inmunofijacion (IF) para tipificar la monoclo-
nalidad; dosificacion de inmunoglobulinas (Igs); cadenas ligeras libres
en suero (FLC) mediante nefelometria (CLL-x y CLL-A y su ratio).

* En orina de 24 horas: proteinuria total, EF para cuantificar el com-
ponente monoclonal en orina (CMo) mediante proteinuria de BJ e
IF para tipificar la monoclonalidad del componente monoclonal.

4. Presencia de células plasmaticas aberrantes en sangre periférica a través
de un estudio inmunofenotipico. Este parametro no se ha estandariza-
do en todos los centros.

5. Aspirado de médula o6sea.
* Citomorfologia: porcentaje y morfologia de las células plasmaticas.
» Ctometria de flujo: inmunofenotipo.
¢ Estudios citogenéticos por hibridacion in situ fluorescente (FISH)

6. Serologias viricas de VIH, VHB y VHC.

1.2.3. EsTuDIOS DE IMAGEN

Las siguientes técnicas evaluan las lesiones osteoliticas (Guia de Mieloma
Maultiple. Grupo Espariol de Mieloma):

1. Serie 0sea por radiologia convencional, aunque tiene baja sensibilidad.

2. ElI TAC de baja dosis ha incrementado la sensibilidad para detectar le-
siones 0seas y de medula 0sea (Hillengass et al., 2019), por lo que ha
sustituido a la radiologia convencional como método de imagen de elec-
cion para el diagnostico de la enfermedad 0sea en el MM.

* Permite detectar enfermedad extramedular.
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* Aporta informacion sobre el riesgo de fractura y la estabilidad de las
vértebras colapsadas.

¢ Valora la compresién de la médula espinal cuando la RM no estd dis-
ponible.

* Permite la planificacién de radioterapia o la obtencion de biopsias
percutaneas.

Para evaluar la enfermedad medular se emplea (Guia de Mieloma Multi-
ple. Grupo Espafiol de Mieloma):

* Resonancia magnética: en el MM al diagndstico se recomienda la RM
de cuerpo entero (o alternativamente la RM de columna y pelvis) si
la TC de cuerpo entero es negativa 0 PET-TC es negativa. También
se emplea en sospechas de compresion medular (aporta informacion
intrarraquidea).

o PET-TC con 18-fluorodesoxiglucosa:

* Técnica de eleccidn para valorar la respuesta al tratamiento y la
presencia de enfermedad extramedular.

* Tiene mas sensibilidad que la RM en las lesiones costales y escapu-
lares.

¢ Predice el prondstico: numero de lesiones activas, enfermedad ex-
tramedular o persistencia tras el tratamiento.

1.2.4. EsTuDIO DE CITOMETRIA DE FLUjO EN MEDULA OSEA

1.2.4.1. ESTUDIOS DE INMUNOFENOTIPO Y ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL EN
MEDULA OSEA

La citometria de flujo multiparamétrica se emplea actualmente para diag-
nosticar, caracterizar y clasificar la enfermedad. Asi mismo se utiliza para mo-
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nitorizar la respuesta al tratamiento y estos resultados se integran con la infor-
macion clinica, radioldgica y bioquimica de los pacientes (van Dongen et al.,
2012).

La citometria de flujo es una técnica que se fundamenta en hacer pasar una
suspension de células en fila una por una atravesando un haz de luz laser focali-
zado. Las sefiales se originan al pasar la célula por el rayo de luz laser y se recogen
por varios detectores. La luz dispersada en angulo cénico pequefio (0-10°) se
denominada FSC (del inglés Forwad Scatter) y es proporcional al tamafio de la
célula. La luz dispersada en angulo recto (90°C) llamada SSC (del inglés Side
Scatter) mide la complejidad o la estructura interna de la célula.

Ademas, los citometros de flujo pueden detectar sefiales de fluorescencia
gue se originan cuando marcamos una célula con un anticuerpo monoclonal
conjugado con un fluorocromo y éste forma un complejo con un antigeno de
la célula. Los fluorocromos son moléculas quimicas que absorben la luz a una
determina longitud de onda con una energia determinada y que emiten a una
longitud de onda superior de menor energia, es decir, que se clasifican segun sus
espectros de excitacion y emision.

La citometria de flujo emplea anticuerpos monoclonales que son especifi-
cos para solo un antigeno. Los antigenos que reconocen los anticuerpos mono-
clonales pueden estar localizados en la membrana, el citoplasma o el nucleo de
la célula. Para denominarlos se emplea el sistema de clasificacion CD (Cluster of
Differentation o grupos de diferenciacion). (http://www.hcdm.org/).

De manera inicial, cuando se sospecha que un paciente pueda sufrir una
neoplasia de células plasmaticas se debe estimar el porcentaje de células plas-
maticas en la médula 0sea a través de un estudio morfologico en una muestra
de aspirado medular. A continuacion, la clonalidad se puede analizar mediante
citometria de flujo, inmunohistoquimica o inmunofluorescencia. La citometria
de flujo, a su vez, puede demostrar que el clon de células malignas es de caracter
monoclonal y no un proceso reactivo. Pero sobre todo, la citometria de flujo es
junto a los metodos moleculares, la técnica de mayor sensibilidad para realizar
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los estudios de “enfermedad minima residual” y monitorizar la respuesta al tra-

tamiento (cita de citometria de nueva generacion de Alberto Orfao, Salamanca).

Con respecto al diagnostico diferencial, la citometria de flujo permite iden-
tificar las células plasmaticas mediante el marcador CD138, para posteriormen-
te separar esta poblacion en maligna o benigna en funcién del inmunofenotipo
(Rawstron et al., 2008), a través de marcadores, como el CD19, CD27, CD28,
CD43, CD45, CD56, CD117, CD200, etc., como se expondra mas adelante,
y nuevamente estimar el pronostico de la enfermedad para méas adelante valorar
la enfermedad minima residual en los pacientes con estas patologias. Dentro de
la citometria de flujo, las poblaciones celulares se consideran fuera de los limites
de normalidad cuando muestran patrones atipicos de diferenciacién, cuando
manifiestan de manera aumentada o disminuida los antigenos habituales, cuan-
do presentan patrones de maduracion anormales o se manifiestan antigenos de
manera aberrante (Soh et al., 2017).

Otro marcador que la citometria de flujo puede estimar es la “ratio” de
células plasmaticas neopléasicas frente a células sin alteraciones. Esto ayuda a
diferenciar entre las patologias benignas, como el MGUS, y malignas, como el
MM (Rawstron et al., 2008), siendo la ratio superior al 97% de células malignas
para el MM y superior al 3% de células benignas para el MGUS. Para concluir,
la ratio >97% también predice un peor desenlace para el paciente.

Actualmente se sabe que las técnicas convencionales para evaluar la
respuesta a los tratamientos, mediante los estudios de enfermedad minima
residual, basadas en la cuantificacion o deteccion del componente monoclonal
en suero u orina no presentan la sensibilidad necearia para identificar de forma
temprana pacientes que recaeran y que podrian beneficiarse de tratamientos
preventivos personalizado. Sin embargo, técnicas recientes de biologia molecular
(ASO-PCR y NGS) y de citometria de flujo multiparamétrica si tienen suficiente
sensibilidad.

La citometria de flujo de nueva generacion es rapida, sensible y esta es-
tandarizada para su implementacion en la préctica clinica (Flores-Montero et
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al., 2017). Este tipo de analisis han puesto en valor los estudios de enferme-
dad minima residual y han podido demostrar que la ausencia de enfermedad
minima residual tras el tratamiento es, actualmente, el factor pronostico mas
Importante en MM tanto en pacientes trasplantados como en pacientes no tras-
plantados, independientemente de la edad y del riesgo y por tanto es un crite-
rio esencial en la evaluacion de la respuesta al tratamiento (Paiva et al., 2010).
La citometria de flujo de alta sensibilidad permite identificar pacientes que in-
cluso estando en remision completa tienen peor pronostico y se beneficiarian de
un tratamiento para prevenir la recida (Paiva et al., 2012).

La realizacion de los estudios de enfermedad minima residual requiere de la
implantacion de procedimientos estandarizados y de la utilizacion de un panel
de anticuerpos monoclonales minimo que incluya antigenos para la deteccion
de las células plasmaticas (CD45, CD38 y CD138) vy la identifacion de patro-
nes aberrantes de expresion de moléculas como CD19, CD27, CD43, CD56,
CD81 y CD117. No obstante, se recomienda que el panel de anticuerpos y sus
fluroescencias sea exactamente el mismo al diagndstico y al seguimiento (Flores-
Montero et al., 2017; Stetler-Stevenson et al., 2016).

1.2.4.2. DETECCION DE CELULAS PLASMATICAS ABERRANTES EN SANGRE
PERIFERICA

El MM es una enfermedad compleja y en su prondstico intervienen varios
factores. Los subtipos genéticos de MM tienen diferentes caracteristicas biolo-
gicas subyacentes que definen las propiedades proliferativas, apoptéticas y de
diseminacion de la célula mielomatosa y contribuyen a la heterogeneidad clinica
de la enfermedad (Zhan et al., 2006). Aunque los mecanismos precisos que sub-
yacen a la diseminacion de las células tumorales del mieloma siguen siendo en
gran parte desconocidos (Paiva et al., 2013), varios estudios han demostrado de
forma recurrente que la presencia de células plasmaticas circulantes aberrantes en
la sangre periférica es un marcador de la actividad de la enfermedad en pacientes
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con MM (Witzig et al., 1993), con un significado pronostico adverso indepen-
diente en MGUS (Kumar et al., 2005), SMM (Witzig et al., 1994); (Bianchi et
al., 2013); (Gonsalves et al., 2017), MM (Witzig et al., 1996); (Nowakowski et
al., 2005); (Chakraborty et al., 2017) y amiloidosis de cadena ligera (Pardanani
et al., 2003). Ademas, la presencia de células plasmaticas circulantes aberrantes
puede predecir la recaida temprana después del trasplante autélogo de células
madre (Dingli et al., 2006), (Chakraborty et al., 2016), y parece ser Gtil como
factor predictivo en el MM recidivante (Gonsalves et al., 2014).

En los Gltimos afios, la deteccion de células plasmaticas circulantes abe-
rrantes ha ganado interés para el MM principalmente debido a la naturaleza
minimamente invasiva de los analisis de sangre frente a los de médula 0sea. La
citometria de flujo de nueva generacion de alta sensibilidad es capaz de detec-
tar células plasmaticas circulantes aberrantes sistematicamente en la sangre de
pacientes con MM en el momento del diagnostico, con un impacto prondstico
adverso cuando se detectan recuentos mas altos de células plasmaticas circu-
lantes aberrantes, lo que sugiere que la diseminacion de la enfermedad a traves
de la sangre confiere un comportamiento maligno al MM (Sanoja-Flores et al.,
2018). En esta direccidn, resultados previos de nuestro grupo mostraban que la
presencia de células plasmaticas aberrantes en sangre periférica por encima del
0.0035% del total de células de la sangre periférica permitia discriminar gam-
mapatias benignas (MGUS) de malignas (MM y SMM) y otorgaba un valor
predictivo negativo en la evolucion clinica de los pacientes con neoplasias de
células plasmaticas de diferente grado de malignidad, desde el MGUS hasta el
MM (Periago et al., 2016).

Ademas, la citometria de flujo de nueva generacion de alta sensibilidad
proporciona informacion adicional sobre el seguimiento de la eficacia del tra-
tamiento pues es capaz de detectar células plasmaticas circulantes aberrantes en
el 26% de los pacientes después de la terapia, lo que indica que los pacientes
tienen una mayor capacidad de diseminacion y/o crecimiento tumoral (Sanoja-
Flores et al., 2019), lo que en ultima instancia determina la progresion de la
enfermedad, muy probablemente debido a las caracteristicas mas inmaduras y
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similares a las células madre tumorales de las células plasmaticas (Sanoja-Flores
etal., 2018).

1.2.4.3. INDICE DE PROLIFERACION Y APOPTOSIS Y CONTENIDO DE ADN DE LA
CELULA PLASMATICA

El estudio del ciclo celular de las células plasmaticas mediante citometria
de flujo por tincién con ioduro de propidio y anticuerpos frente a CD38 aporta
informacion complementaria para el diagnostico y pronostico de las neoplasias
de células plasmaticas: 1) se pueden identificar anomalias cromosdmicas numé-
ricas (aneuploidia) y 2) se puede estimar el indice de proliferacion de las celulas
plasmaticas. Entre el 50% y el 70% de los pacientes de MM presentan aneu-
ploidias, mas frecuentemente por hiperdiploidia (generalmente trisomias de los
cromosomas 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19, 0 21) y menos frecuentemente hipodiploidia
(tipicamente monosomias) (Debes-Marun et al., 2003). En general, la hiper-
diploidia se asocia a mejor prondstico, mientras que las hipodiploidias lo hacen
a un peor prondstico. La diploidia suele tener un efecto neutro en cuanto al
prondstico, salvo que se asocie a alteraciones cromosomicas de buen prondstico
como lat(11;14) o de mal prondstico como t(4,14), t(14;16), deleccion P53 o
ganancia de 1q.

El anélisis del ciclo celular por citometria de flujo ha demostrado que la
existencia de valores superiores al 3% de células plasmaticas en fase de sintesis
(fase S) se asocia a prondstico adverso en MM. Asi, una tasa por encima del 3%
se acepta como marcador de alto riesgo (Witzig et al., 1999).

El indice de proliferacion de las células plasmaticas mielomatosas propor-
ciona ademas informacion sobre la biologia de la célula neoplasica y es un buen
marcador pronostico en MM activo (Scudla et al., 2006); (Minarik et al., 2011);
(Minarik et al., 2005), SMM (Madan et al., 2010); (Aljama et al., 2018) e in-
cluso en MGUS (Dhodapkar et al., 2014). Sin embargo, la expansion del clon
neoplasico de mieloma esté determinada por un equilibrio entre la prolifera-
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cion, por un lado, y la induccion o bloqueo de la apoptosis, por otro. De hecho,
el mieloma se caracteriza por una proliferacion muy lenta de células plasmaticas
malignas, lo que sugiere que la patogenia y la resistencia al tratamiento de estas
células dentro de la médula 6sea pueden estar relacionadas con la resistencia
a la apoptosis (Oancea et al., 2004). Los desequilibrios en la expresion de los
miembros de la familia Bcl-2, mayor expresion de los antiapoptéticos Bel-2 y
Mecl-1 y menor de los proapoptoticos Bax (Spets et al., 2002), dan como resul-
tado defectos en la muerte celular programada, que se asocian con malignidad,
agresividad y quimiorresistencia de tumores (Oancea et al., 2004). Diversas li-
neas terapéuticas que estan siendo efectivas en MM modulan los niveles de los
miembros de la familia Bcl-2, cuya expresion esta regulada principalmente por
p53, el factor nuclear kB y los factores STAT (Oancea et al., 2004). Tanto los
tratamientos inmunomoduladores como los inhibidores del proteasoma alteran
la via de supervivencia NF-kB de las células plasmaticas y estimulan la apop-
tosis de las células plasmaticas malignas (Holstein et al., 2017); (Mitsiades et
al., 2002). Ademas, los inhibidores del proteasoma estimulan la expresion de
los miembros de la via de induccion de apoptosis mediada por Fas/Fas-ligando
(Mitsiades et al., 2002).

A diferencia de lo que ocurre con los tumores solidos, donde las tasas de
proliferacion mas altas se asocian con un aumento de la apoptosis de las células
neoplasicas (Liu et al., 2001), en las neoplasias de células plasmaticas parece
existir una relacion inversa entre la proliferacion de células plasmaticas y las
tasas de apoptosis (Scudla et al., 2003). No obstante, una ratio elevada de pro-
liferacion frente a apoptosis de las células plasmaticas de la médula 6sea es un
factor prondstico independiente que predice una supervivencia global mas corta
en los pacientes con tumores solidos como el adenocarcinoma cervical (Leung
et al., 2004) y el glioblastoma multiforme (Kuriyama et al., 2002) y también
en pacientes con MM (Scudla et al., 2006); (Minarik et al., 2011); (Minarik
etal., 2005). En MGUS y SMM una ratio proliferacion/apoptosis eleva en las
células plasmaticas de la médula dsea se ha asociado con una enfermedad activa
y la progresion de la enfermedad (Witzig etal., 1999); (Scudla et al., 2005),
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pero su valor prondstico en la supervivencia global del paciente ha sido poco
investigada.

Estudios recientes parecen demostrar que la estimacion del indice de apop-
tosis en las células plasmaticas de médula 6sea es un parametro independiente
y de gran valor predictivo. Pacientes con valores superiores a 4,5% de células
plasmaticas apoptdticas, presentan una superviencia global de 38 meses de me-
dia, frente a 16 meses en los pacientes con valores inferior al 4,5%. Estos datos
también son aplicables a pacientes en tratamiento con talidomida y bortezomib
tras la primera y segunda recaida (Minarik et al., 2009). Si tenemos en cuenta
que la introduccion de los nuevos farmacos anti-mieloma ha reducido signifi-
cativamente la capacidad predictiva de los factores prondsticos clasicos como la
citogenetica y las caracteristicas proliferativas de las células plasmaticas, la eva-
luacion del indice de apoptosis de las células plasmaticas por citometria de flujo
se perfila como un marcador pronostico de gran utilidad.

Otras vias implicadas en la inhibicidn de la apoptosis y la supervivencia de
las celulas malignas en la médula 6sea comprenden for factores NF-«f, PI3K/
AKT and JAK/STAT y ademas confieren a estas células una resistencia a los tra-
tamientos quimioterapicos (Akhtar et al., 2020). De hecho, el tratamiento fren-
te a estas enfermedades puede seleccionar de manera positiva clones de células
malignas que sean resistentes a la apoptosis o proliferen de manera mas intensa
(Lionetti et al, 2017). Para terminar este apartado, comentar que las células
malignas expresan el receptor para la IL-15 que de manera autocrina aumenta
la supervivencia de estas células y existen trabajos que demuestran que actuando
sobre este mecanismo, como diana terapéutica, se podria conseguir que las cé-
lulas malignas entraran en apoptosis de manera natural (Tinhofer et al., 2000).

1.2.5. EsTuDIOS DE CITOGENETICA EN LAS NEOPLASIAS DE CELULAS PLASMATICAS

El International Myeloma Working Group recomienda que en todos los
pacientes diagnosticados de MM se haga una evaluacion mediante FISH de las
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alteraciones citogenéticas (Fonseca et al., 2009). Mediante esta técnica se llegan a
demostrar anomalias cromosomicas numéricas hasta en el 90% de MM (Debes-
Marun et al., 2003) y de traslocaciones del gen de la cadena pesada de las Ig (IgH)
con una incidencia superior al 50% en MM y MGUS (Fonseca et al., 2003).

Las alteraciones genéticas que puede experimentar la CP se clasifican en:

a) Primarias: aparecen al inicio de la enfermedad y siguen estando presen-
tes durante toda la evolucion de la enfermedad. Estan implicadas dos
vias que no se suelen superponer como son las translocaciones del gen
de la IgH y las trisomias.

La trisomia se caracteriza por una copia adicional de uno 0 mas cromoso-
mas de numero impar (cromosomas 3, 5, 7,9, 11, 15 0 17), esto se denomina
hiperploidia y se presenta en el 60% de los pacientes (Chretien et al., 2015;
Aktas Samur et al., 2019; Barila et al., 2020).

Las traslocaciones del gen IgH son el principal evento oncolégico y ya apa-
rece en la mitad de los casos de MGUS y SMM, constatandose hasta en el 40%
de los MM sintomaticos. Se producen por errores en los procesos fisioldgicos
de cambio de isotipo o de hipermutacion somatica, lo que podria dar lugar a la
desregulacion de los genes de la ciclina D, tanto de forma directa (11q13: ciclina
D1; 6p21.: ciclina D3) como indirecta (4p169g23, otras: ciclina D2).

Las principales translocaciones del locus 14q32 de IgH junto con sus ge-
nes desregulados son:

1. t1(11;14) (913;932): gen afectado CCND1 (ciclina D1): neutral

2. 1(4;14) (p16;932): gen afectadoFGFR-3 y MMSET: prongstico adver-
SO

3. 1(14;16) (932;923): gen afectado C-MAF: riesgo intermedio
4. t(14;20) (932;911): gen afectado MAFB: alto riesgo

5. 1(6;14): gen afectado CCND3 (ciclina D3): buen pronostico
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b) Secundarias: Se asocian con progresion de la enfermedad y se adquie-
ren tardiamente en el curso de esta (Chan et al., 2017). Se caracteriza
por la aparicion de eventos secundarios (translocaciones, deleciones,
mutaciones) consecuencia de la inestabilidad genomica de las células
neoplasicas. Entre estas destaca la monosomia 13 y delecion 13q, des-
critas mas precozmente. El resto aparece en fases posteriores como la
deleccion del(17p) que afecta al gen TP53. La inactivacion de TP53
por deleccion o mutacion también parece estar mas frecuentemente
asociada con la progresion de la enfermedad. La alteracion de la region
cromosdmica 1g21, principalmente por ganancia, se asocia a progre-
sion desde mieloma quiescente a MM y a un peor pronostico (Rajan et
al., 2015).

Alrededor del 30% de los casos en el momento del diagnostico (Schmidt
et al., 2019) presentan la ganancia (tres copias) o amplificacion (mas de tres co-
pias) del brazo largo del cromosoma 1 (1q).

En el brazo largo del cromosoma 1 se encuentra el gen CKS1B, cuya pro-
teina interviene en el crecimiento y division celular, a través de la activacion de
la via del STAT3 (Shi et al., 2010). Este gen estaria expresado de una mane-
ra aumentada cuando existe ganancia/amplificacion del cromosoma 1q y esta
relacionado con una peor supervivencia (Bock et al., 2016), presentando una
menor supervivencia libre de progresion y supervivencia global (Varma et al.,
2020; Shah et al., 2018). Por ello, esta alteracion citogenética seria un marcador
de alto riesgo en los pacientes con MM vy se puede emplear junto con el R-ISS
para estimar el pronostico de los pacientes afectados por esta neoplasia de células
plasméticas (D" Agostino et al., 2020; Hanamura et al., 2006; Avet-Loiseau et
al., 2007; Avet-Loiseau et al., 2012).

Recientes investigaciones demuestran que la presencia de la alteracion ci-
togenética en 1q interviene también en la resistencia por parte de las células
malignas a los diferentes tratamientos (Shi L et al., 2010), incluyendo agentes
novedosos como el bortezomib y la lenalidomida (Giri et al., 2020; An et al.,
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2014), y el trasplante autologo de células hematopoyéticas tampoco mejora la
supervivencia en los pacientes con alteraciones en el cromosoma 1q (Shah et al.,
2017). La consecuencia de este hecho es un mayor nimero de recaidas en los
pacientes.

Por Gltimo, la ganancia/amplificacion del cromosoma 1q esta también re-
lacionada con una mayor progresion en pacientes afectados de MM, sobre todo
cuando existen igual o0 mas de 4 copias (Schmidt TM et al., 2019) u otras alte-
raciones citogenéticas asociadas como del(13q14) o del(17p13) (Grzasko et al.,
2013) con una menor supervivencia global.

Otras alteraciones citogenéticas comprenden las mutaciones en los pro-
tooncogenes de las proteinas RAS y la proteina G monomérica que median
sefiales a las células que afectan a la conformacion del citoesqueleto, la proli-
feracion, la diferenciacion, intervienen en la adhesion y migracion celular y en
la apoptosis y en la capacidad de invasion y supervivencia de tumores, como el
MM. Las mutaciones que afectan a la familia de N-RAS ocasionan una resisten-
cia a agentes terapéuticos como el bortezomib (Mullligan et al., 2014).

Tanto las anomalias citogenéticas primarias como secundarias pueden in-
fluir en el curso de la enfermedad, la respuesta al tratamiento y el pronaostico.

1.3. NEOPLASIAS DE CELULAS PLASMATICAS ASINTOMATICAS

1.3.1. GAMMAPATIA MONOCLONAL DE SIGNIFICADO INCIERTO

LA gammapatia monoclonal de significado incierto (MGUS) es el trastor-
no de células plasmaticas mas comun (Soh et al., 2017). Tiene una prevalencia
del 3% en la poblacién de mas de 50 afios y presenta una progresion a MM del
1% al afio (Kyle et al., 2006; Pérez-Persona et al., 2007). Aunque representa un
clon de células que segregan inmunoglobulinas, no se considera como patol6gi-
co 0 maligno y no requiere de intervenciones o tratamientos (Soh et al., 2017).
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Para el diagndstico de esta gammapatia se emplean los criterios del Inter-
national Myeloma Working Group (Rajkumar et al., 2014). Se precisan las 3
siguientes condiciones:

1. Componente monoclonal (CM) en suero < 3 g/dL (no de tipo IgM).
2. Células plasmaticas (CP) en médula 6sea <10%.

3. No evidencia de dafio organico relacionado con el mieloma como: hi-
percalcemia, insuficiencia renal, anemia o lesiones 0seas, hiperviscosi-
dad, hepatoesplenomegalia

Posteriormente se han afiadido otras entidades como son las gammapatias
monoclonales de significado clinico:

1. GM de significado renal *
2. GM de significado neurolégico

* El término GM de significado renal fue presentado por primera vez
en 2012 y redefinido por el International Kidney and Monoclo-
nal Gammopathy Research Group (IKMG) en 2017 (Leung et al.,
2019).

1.3.2. MIELOMA MULTIPLE ASINTOMATICO (SMOLDERING) O MIELOMA QUIESCENTE

Existe otro estadio considerado premaligno que se denomina SMM (asin-
tomatico / quiescente) que se caracteriza por un mayor numero de células plas-
maticas malignas y proteinas monoclonales (Kyle et al., 1980). El riesgo de pro-
gresion a MM es de aproximadamente el 10% en el primer afio, aunque en afios
posteriores decae a un 3-5% (Pérez-Persona et al., 2007; Visram et al., 2021).
No obstante, este riesgo varia enormemente dependiendo de diferentes factores
de riesgo, llegando alcanzar tasas de progresion superiores al 50% cuando los
factores de riesgo son adversos (Visram et al., 2021).
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Para el diagndstico de esta gammapatia se emplean los criterios del Inter-
national Myeloma Working Group (Rajkumar et al., 2014). Se precisan las 2
siguientes condiciones:

1. Banda Monoclonal (s) (1gG or IgA) > 3 g/dL o Proteinuria de Bence
Jones >500 mg en 24 h y/o Células Plasmaticas Clonales en Médula
Osea entre 10-59%.

2. Ausencia de signos de dafio organico atribuible al mieloma o de amiloi-
dosis

El mieloma asintomético con riesgo de progresion bajo o intermedio no
precisan de tratamiento, por el contrario en el mieloma asintomatico de alto
riesgo segun los estudios GEM-PETHEMA y ECOG la progresion se enlente-
ce usando lenalidomida y dexametasona o lenalidomia sola (Guia de Mieloma
Maultiple, Grupo Esparfiol de Mieloma).

1.4. MIELOMA MULTIPLE SINTOMATICO

1.4.1. CRITERIOS DIAGNOTICOS DE MIELOMA SINTOMATICO

Para el diagnostico de esta gammapatia se emplean los criterios del Inter-
national Myeloma Working Group (Rajkumar et al., 2014). Se precisan las 2
siguientes condiciones:

1. Células plasmaticas clonales* en medula 6sea > 10% o biopsia que afir-
me plasmocitoma 0seo o extramedular y

2. Uno 0 mas de las siguientes circunstancias que definen el mieloma:
* Dafio organico que se otorgue al mieloma:

* Hipercalcemia: calcio sérico >0.25 mmol/L (>1 mg/dL) del limite
superior de la normalidad 0 >2.75 mmol/L (>11 mg/dL).
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¢ Insuficiencia renal: aclaramiento de creatinina <40 mL por minuto
0 creatinina sérica >177 umol/L (>2 mg/dL)

* Anemia: descenso de la hemoglobina >2 g/dL por debajo del limite
inferior de la normalidad o hemoglobina <10 g/dL.

¢ Lesiones dseas**: uno o mas lesiones osteoliticas por radiografia
convencional, TAC o TAC/PET.

* Uno o mas de los siguientes eventos:
» Células plasmaticas clonales en MO > 60%

¢ Suero: Ratio de cadenas ligera libre (FCL) involucrada/no involu-
crada > 100 (siempre que la FCL involucrada > 100 mgr/dL)

* Resonancia magnética con >1 lesidn focal que debe medir > 5 mm

* Células plasmaticas clonales: restriccion de cadenas ligeras k/A
por citometria de flujo en caso de aspirado medular, inmunohis-
toquimica o inmunofluorescencia en caso de biopsia medular.

** |_esiones 6seas: si la médula dsea tiene menos de un 10% de
células plasmaticas clonales, se precisan mas de una lesion 6sea
para diferenciarlo del plasmocitoma con minima infiltracion
medular.

1.4.2. MANIFESTACIONES CLINICAS

Los principales sintomas en la clinica del MM se basan en una sintomato-
logia denominada CRAB que incluye hipercalcemia, insuficiencia renal, anemia
y lesion Osea.

El 80% de los pacientes con MM presentan afectacion dsea con dolor
(Palumbo et al., 2011), especialmente en la columna vertebral y a huesos largos
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debidos a la presencia de lesiones liticas en el hueso, provocadas por el aumento
en la actividad osteoclastica, osteoporosis, osteopenia o fracturas patologicas.

Otras manifestaciones clinicas comprenden la anemia en un 73% de los
pacientes (Palumbo et al., 2011), hipercalcemia que causa polidipsia, poliuria,
deshidratacion, estrefiimiento grave, nauseas o vomitos, pérdida de apetito, de-
bilidad, desasosiego y confusion. La insuficiencia renal (19%) se puede mani-
festar como rifién de mieloma, tubulopatia o sindrome nefroético.

Los pacientes presentan también tendencia a padecer infecciones (Kyle et
al., 2003) debido a las alteraciones en el sistema inmunitario, entre las que des-
tacan inversion del cociente de linfocitos CD4/CDS8, la disfuncion de las celulas
naturl killer (NK), o el descenso de inmunoglobulinas normales (inmunopare-
sia) (Nucci et al., 2009) causada por la infiltracion medular y la insuficiencia
renal (Palumbo et al., 2011).

1.4.3. DATOS DE LABORATORIO

El 73% de los pacientes presentan anemia normocitica normocromica al
diagnostico y el 97% en algun momento de la enfermedad. Las cifras de leucoci-
tos y plaquetas suelen ser normales. La anemia es de origen multifactorial (reem-
plazamiento medular, déficit de eritropoyetina en parte debido a insuficiencia
renal y origen dilucional en caso de componente monoclonal elevado). La crea-
tinina sérica esta aumentada en el 50% de los pacientes al diagnostico siendo
las dos causas principales la nefropatia por cadenas ligeras y la hipercalcemia.
La hipercalcemia se encuentra presente en el 28% de pacientes al diagnostico.

En el proteinograma se detecta una banda o pico monoclonal en la region
gamma en el 80% de los pacientes, aumentando la sensibilidad al 90% con la
inmunofijacion sérica. El 20% no presenta banda, la mayoria de los cuales tie-
ne MM de cadenas ligeras. El componente monoclonal mas frecuente es IgG
(52%) seguido de IgA (21%), cadenas ligeras puro (Bence-Jones) (16%), 1gD
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0 biclonal (2%). Las inmunoglobulinas no involucradas en el mieloma estan
descendidas (inmunoparesia) en el 73-90% de los casos. En el 90% de los pa-
cientes con MM presentan proporciones anormales de cadenas libres en suero.

1.4.4. FACTORES PRONOSTICO EN EL MIELOMA MULTIPLE

Como en otras neoplasias, la supervivencia global del MM se ve afecta por
las caracteristicas del huésped, la carga tumoral (estadio), la biologia (anomalias
genéticas) y la respuesta al tratamiento.

Factores relacionados con el paciente (edad, comorbilidades, ECOG): El
factor mas importante que tiene relacion con la supervivencia global en pacien-
tes con MM es la edad, de tal manera que para edades mayores de 75 afos la
supervivencia media es de 5 afios frente a la supervivencia media de 8 afos para
los pacientes que son mas jovenes y reciben un trasplante de progenitores hema-
topoyéticos (Rajkumar SV, 2018).

Factores relacionados con la enfermedad: carga tumoral/estadio, insufi-
ciencia renal, hipoalbuminemia, B2microglobulina elevada, aumento de PCR y
la respuesta favorable al tratamiento.

El riesgo de la enfermedad se ha evaluado tradicionalmente mediante la es-
tadificacion de Durie Salmon y el sistema internacional de estadificacion (ISS),
siendo el R-1SS el estandar actual a la hora de aplicar el pronostico del MM.
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CLASIFICACION DE DURIE 'Y SALMON

Estadio I: (masa celular baja) * Hemoglobina mayor de 10 g/dl.
Se cumplen todos los criterios: ¢ Nivel de calcio en sangre (calcemia) normal o < 10,5
mg/dl.

* Componente Monoclonal (nivel de inmunoglobuli-
na): IgG menor de 5 g/dl; IgA menor de 3 g/dl o ca-
denas ligeras en orina menor de 4 g/24 horas.

* Ausencia de lesiones osteoliticas (escala 0), o una sola
lesidn litica (en radiologia).

Estadio I1: (masa celular intermedia) | No cumple criterios de I o I11.

Estadio I11: (masa celular alta) * Hemoglobina menor de 8,5 g/dl.

* Nivel de calcio en sangre (calcemia) elevado (mayor
de 12 mg/dl).

¢ Componente Monoclonal (nivel de inmunoglobuli-
na): 1lgG mayor de 7 g/dl; IgA mayor de 5 g/dl o cade-
nas ligeras en orina mayor de 12 g/24 horas.

» Lesiones osteoliticas multiples (escala 3) y generaliza-
das en radiologia (severas).

Cada estadio se subdivide en A o B si la creatinina es menor o mayor de 2 mg/dl

INTERNATIONAL STAGING SYSTEM (ISS) Mediana de supervivencia
(meses)”
I Beta-2-microglobulina sérica < 3,5 mg/L y alblmina sérica 62
> 3,5 g/dl.
Il | No cumple criterios de estadio 1 o Ill. 44
Il | Beta-2-microglobulina > 5.5 mg/L 29

* Revised International Staging System (R-1SS)
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Combinar el ISS con el resultado de FISH y LDH
(Avet-Loiseau et al., 2013):

. Existirian tres estadios

REVISED INTERNATIONAL STAGING SYSTEM (R-ISS) % SUPERVIVENCIA
GLOBAL A5ANOS
I ISS-1+ CG* riesgo estandar por FISH + LDH normal. 82
Il No cumple criterios de estadio 1 o Ill. 62
I11 | I1SS-11l + anomalias CG de alto riesg [del17p y/o t(4;14) y/o 40
t(14;16)] o LDH elevada.

* CG: citogenética

Por altimo, existe una estratificacion del riesgo en
las caracteristicas genéticas y la tasa de proliferacion celu

el MM activo basada en
lar (Kumar et al., 2009),

llamada clasificacion m SMART 3.0 por la Clinica Mayo (Dispenzieri et al.
2007; Mikhael et al., 2013; Rajkumar SV, 2018) y que tiene detalles valiosos

para formular una estrategia terapéutica:

Clasificacion m SMART % de pacientes de nuevo

diagnostico

Riesgo estandar
Trisomias
t(11;14)

t(6;14)

75%

Alto riesgo

t(4;14)

t(14:16)

t(14;20)

del(17p)

ganancia(1q)

Doble-hit: 2 factores de alto riesgo

Triple-hit: tres 0 mas factores de alto riesgo

25%
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1.5. TRATAMIENTO DEL MIELOMA MULTIPLE

La supervivencia del MM ha mejorado significativamente en los ultimos
15 afos gracias a los nuevos tratamientos que se han introducido (Kumar et
al., 2014) (Rajkumar et al., 2020). La terapia de un paciente afectado por MM
deberia satisfacer los siguientes propdsitos (Kumar et al., 2009) (Fillmore et al.,
2019):

1. Estabilizar la enfermedad y revertir el dafio organico como la hipercal-
cemia, la insuficiencia renal y la anemia.

2. Ser bien tolerado y tener pocos efectos secundarios.
3. Retrasar la muerte prematura.

4. Permitir el obtener células madre para el trasplante de progenitores he-
matopoyeticos.

5. ESer individualizado teniendo en cuanta la edad, ECOG y comorbili-
dades del paciente.

El planteamiento inicial depende de si el paciente es candidato o no a tras-
plante de progenitores hematopoyéticos (TPH). En general el TPH se reserva a
pacientes jovenes (< 65 a 70 afios) que gozan de un buen estado fisico y que pue-
den tolerar los efectos secundarios del procedimiento. Los trasplantes de células
madre pueden ser de dos tipos: autdlogos (auto-TPH o TASPE, de trasplante
autélogo de progenitores hematopoyéticos) o alogénicos (alo-TPH) (American
Cancer Society, 2020), aunque este ultimo es poco frencuente en mieloma.

Las terapias mas comunmente utilizadas en MM incluyen (Dingli et al.,
2017):

1. Corticosteroides: dexametasona o prednisona

2. Agentes inmunomoduladores: talidomida, lenalidomida, pomalido-
mida
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3. Inhibidores del proteosoma: bortezomib, carfilzomib, ixazomib
4. Transplante autlogo de progenitores hematopoyéticos
5. Anticuerpos monoclonales: daratumumab, isatuximab, elotuzumab

6. Quimioterapia: melfalan, vincristina, ciclofosfamida, etoposido, doxo-
rrubicina, adriamicina, bendamustina

1.5.1. PACIENTES DE NUEVO DIAGNOSTICO CANDIDATOS A TRASPLANTE

Son aptos aquellos pacientes reciente diagnosticados con edad <70 afos,
sin comorbilidades. Dicho tratamiento consta de tratamiento de induccion se-
guida de altas dosis de quimioterapia y trasplante autdlogo de progenitores he-
matopoyeticos (TASPE) y posterior mantenimiento con lenalidomida. El tras-
plante tiene mejores resultados en la supervivencia que la terapia de bortezomib,
ciclofosfamida y dexametasona (Montefusco et al., 2020). Con los tratamientos
actuales, el 85% de los pacientes alcanzan respuesta parcial o superior.

Régimen de induccion: la combinacidn de cuatro farmacos bortezomib,
talidomida, dexametasona, daratumumab (Dara-VTD, 1A) aprobado por la
EMA lo convierte en un nuevo estandar antes del TASPE (no financiada en
Espafia) (Guia de Mieloma Multiple. Grupo Espafiol de Mieloma). Si no esta
disponible, podemos utilizar bortezomib, talidomida, dexametasona, (VTD,
IA) o bortezomib, ciclofosfamida, dexametasona (VCD, IIB) o bortezomib,
lenalidomida, dexametasona (VRD, IIB). Se recomienda la induccion con 4-6
ciclos en funcion del grado de respuesta alcanzado y la toxicidad. Como terapia
de induccion, antes del trasplante, el daratumumab junto con bortezomib, tali-
domida y dexametasona consigue mejores resultados en cuanto a la superviven-
cia, que la terapia sin este anticuerpo monoclonal (Moreau et al., 2019).

Régimen de acondicionamiento para el TASPE: Melfalan 200 mgr/m:
continta siendo el estandar de acondicionamiento previo al TASPE (Dimo-
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poulos et al., 2021; Kumar et al., 2009; Rajkumar, et al., 2020; Gonsalves et
al., 2019).

Consolidacidn: el régimen de consolidacion post-TASPE no se ha esta-
blecido como terapia estandar. En pacientes que han recibido como induccion

VCD se debe considerar la administracion de 2 ciclos de VRd. También se reco-
mienda en pacientes con citogenética de alto riesgo, junto a TASPE en tandem.

Mantenimiento: se considera el tratamiento con lenalidomida estandar en

todos los pacientes post-TPH de forma continua hasta intolerancia, recaida o
progresion (Gnico farmaco aprobado y financiado por el Servicio Nacional de
Salud (Palumbo A et al., 2012; Aksenova et al., 2021; Mateos et al., 2013). El
bortezomib puede considerarse en paciente de alto riesgo (del1l7p y/o t(4;14))
(Guia de Mieloma Multiple. Grupo Espafiol de Mieloma).

1.5.2. PACIENTES DE NUEVO DIAGNOSTICO NO CANDIDATOS A TRASPLANTE

La eleccion y el objetivo del tratamiento dependera del estado del paciente
(fit, intermedio-fit y fragil). Para ello se recomienda el uso de escalas geriatricas
para determinar el estado del paciente.

Los objetivos en estos pacientes son:

1. Obtener la mejor respuesta posible

2. Retrasar la progresion de la enfermedad

3. Prolongar la supervivencia

4. Asegurar una buen calidad de vida y minimizar toxicidades

Para estos pacientes las opciones disponibles segun la guia ESMO son:
1. Dara-VMP [IA]

2. DaraRd [IA] (no esté aprobado en Espafia por el momento)
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3. VRA [IA]
Como alternativa, aunque a dia de hoy se usan muy poco:
4. RdA[IA]

5. VMP [IA]

1.5.3. TRATAMIENTO DE PACIENTES CON MIELOMA MULTIPLE EN RECAIDA

La terapia adecuada se elige en funcion de factores como la edad, el es-
tado de salud, la disponibilidad de medicamentos, la respuesta a tratamientos
previos, la agresividad de la fase de recaida y la elegibilidad para el TASPE del
paciente (Alanazi et al., 2020).

La evidencia apoya el uso preferente de farmacos a los que el paciente no
ha sido expuesto o al menos a los que no haya mostrado refractariedad. Se define
como mieloma refractario: aquel que ha tenido respuesta al tratamiento pero que
progresa mientras dura el tratamiento o antes de 60 dias tras finalizar el trata-
mientod (Guia de Mieloma Multiple. Grupo Espafiol de Mieloma). El mieloma
en recaida seria el que progresa 60 dias mas alla de la finalizacion del tratamiento.

El TASPE de segunda linea es una opcion para pacientes que recaen des-
pués de la primaria linea que incluya un TASPE seguido de lenalidomida y tuvo
una duracion de remision inicial de > 36 meses (Cook et al., 2016; Cavo et al.,
2007). Aunque desde la aparicion de los nuevos farmacos, esta opcion cada vez
€s menos usada.

1.5.3.1. PACIENTES QUE HAN RECIBIDO UNA LiNEA DE TRATAMIENTO PREVIA

Los tratamientos de eleccidn en estos casos son diversos en funcion de los
siguientes factores:
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Paciente no expuesto o sensible a lenalidomida: tratamiento KRD (car-

filzomib, lenalidomida, dexametasona) o Dara-Rd. Otros como elotuzumab o
iIxazomib no disponen de reembolso en Espafia.

Paciente gue ha recibido regimenes basados en bortezomib sin lenalido-
mida o daratumumab deben recibir un régimen basado en Rd, es decir, KRd,
Dara-Rd, IRd o EloRd (elotuzumab, lenalidomide, and dexamethasone).

Paciente refractario a lenalidomida: Dara-Vd (daratumumab-bortezomib-
dexametaxona), PVd (Pomalidomida-bortezomib-dexametasona), Dara-Kd
(carfilzomib-dexametasona) o Dara-Poma-dexa (estos 2 ultimos aprobados por
la EMA, pero no financiados).

1.5.3.2. PACIENTES QUE HAN RECIBIDO DOS O MAS LINEAS DE TRATAMIENTO.
TRATAMIENTO DE SEGUNDA RECAIDA Y POSTERIORES

Las segundas recaidas de la enfermedad generan dificultades en el trata-
miento debido a la toxicidad de las terapias empleadas con anterioridad y a que
los pacientes pueden presentar nuevas comorbilidades. Se incluiran combina-
ciones de farmacos siempre gque no sean refractarios a estos.

1. En pacientes con dos o0 mas lineas previas de tratamiento y refractarios
a lenalidomida y bortezomib:

* Pomalidomida-dexametasona (Pd): indicado en pacientes no paliati-
vos que han recibido al menos dos lineas previas incluyendo bortezo-
mib y lenalidomida

* |satuximab-pomalidomida-dexametasona: aprobada recientemente
por la EMA aunque no esta todavia disponible en Espafia. No obs-
tante, se prevé que sea reembolsable en breve.

Daratumumab en monoterapia: a partir de la tercera linea para pacientes
no expuestos previamente a daratumumab, refractarios a bortezomib y lenalido-
mida. En caso contrario, Dara-Rd o Dara-Vd.
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2. Terapia dirigida frente a BCMA: belantamab mafodotin es un anticuer-
po monoclonal inmunoconjugado de accidn directa sobre el receptor
del BCMA (B cell maturation antigen). Aprobado por la EMA reciente-
mente y esta indicado en monoterapia para el tratamiento del mieloma
multiple en pacientes adultos, que han recibido al menos cuatro terapias
previas y cuya enfermedad es refractaria a un inhibidor del proteasoma,
un agente inmunomodulador y un anticuerpo monoclonal anti-CD38 y
que hayan demostrado progresion de la enfermedad en la Gltima terapia.

3. Selinexor: Inhibe la exportacion de ciertas proteinas supresoras de tu-
mores y reguladores del crecimiento de tumores al bloguear la exporti-
na-1 (XPO1). Esto conduce a un aumento en la supresion del tumor,
lo que conduce a la muerte de las células cancerosas. Recientemente,
aprobado por la FDA y esta indicado en combinacién con dexameta-
sona para aquellos pacientes que hayan recibido al menos cuatro tra-
tamientos anteriores y cuya enfermedad sea resistente al menos a dos
inhibidores del proteasoma, dos agentes inmunomoduladores y un an-
ticuerpo monoclonal anti-CD38, y que hayan presentado evolucién de
la enfermedad en el dltimo tratamiento (no financiado, programa de
acceso expandido para pacientes triples refractarios).

4. Respecto al TASPE en estos pacientes la evidencia actual es escasa. Se
podria valorar en pacientes en los que la duracion de la respuesta al pri-
mer TASPE haya sido larga (> 36 meses) y en funcién de si ha recibido
mantenimiento o no. Pacientes con recaidas precoces tras el TASPE esta
opcion esta contraindicada.

1.6. INMUNOVIGILANCIA EN CaNCER

1.6.1. RESPUESTA INMUNITARIA INNATA Y SUS COMPONENTES

La inmunidad innata, natural o nativa es la primera barrera de defensa
del huesped frente a infecciones y tumores. Esta defensa tiene lugar de manera
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inmediata, ya que a diferencia de la inmunidad adaptativa o especifica, sus com-
ponentes estan preformados y no genera memoria (Abul K Abbas et al., 2014).

La inmunidad innata o natural esta constituida por los siguientes compo-
nentes:

1. Las barreras epiteliales: comprenden la piel y la mucosa de los aparatos
respiratorio y digestivo para evitar la entrada fisica de los microorganis-
mos mediante uniones herméticas. A su vez producen peptidos antibio-
ticos que lisan a los microbios y poseen linfocitos intraepiteliales para la
destruccion de los mismos.

2. Inmunidad innata humoral: lisozima, sistema de complemento e inter-
ferones.

3. Inmunidad innata celular: fagocitos mono y polimorfonucleares y célu-
las NK que intervienen en la lisis de células infectadas o trasnsformadas.

La respuesta inmunitaria innata posee dos tipos principales de reacciones:

1. La inflamacidn: los leucocitos y proteinas plasmaticas se acumulan y
activan en los sitios donde existe infeccion o lesion de tejidos, destruyen
a los microbios extracelulares y reparan el dafio tisular.

2. La defensa contra los virus intracelulares y turmores: llevado a cabo
principalmente por los linfocitos NK.

Los patdgenos estimulan la inmunidad innata mediante moléculas con
patrones asociados a microorganismos (PAMP). Igualmente las células dafiadas
0 necrosadas expresan moléculas que también son reconocidas por el sistema
inmunitario innato y se denominan patrones moleculares asociados a la lesion
(DAMP). Las células del sistema inmunitario innato poseen receptores que re-
conocen estos estas sefiales, como son:
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1. Receptores tipo toll: estan ubicados en la superficie celular y reconocen
componentes bacterianos como lipoglucanos, acidos nucleicos de los
virus, el lipopolisacarido (LPS), la proteina flagelar bacteriana, etc.

2. Receptores tipo NOD: estan ubicados en el citosol y reconocen DAMP
y PAMP

3. Receptores tipo RIG: reconocen el ARN de los virus

4. Receptores tipo lectina: reconocen glucanos de los hongos y manosa
terminales

La inmunidad innata en pacientes afectados por el MM esta alterada (Tamu-
raetal., 2018). La actividad celular de las células NK contra las células malignas
del MM depende de receptores tales como el NKG2D, DNAX vy los receptores
naturales de citotoxicidad Np46, Np30 y Np44, cuya expresion se encuentra
disminuida en el MM (Fauriat et al., 2006), asi como la expresion de PD-1.

La presencia de los macrofagos se encuentra aumentada en el ambiente de
la médula 6sea de los pacientes con MM, de tal manera que las células malignas
proliferan y sobreviven a través de la molécula proliferativa STAT3 (Kim et al.,
2012).

Por altimo, los neutrdfilos presentan una actividad reducida en los pacien-
tes con MM mediante la disminucion de la expresion de Arg-1 (Parrinello et al.,
2013).

1.6.2. RESPUESTA INMUNITARIA ESPECIFICA O ADAPTATIVA

El sistema inmunitario adaptativo tiene como caracteristica principal la
especificidad por el antigeno (Paul et al., 2018) y la generacidén de memoria
(cuando el sistema inmune se enfrenta al antigeno de nuevo se produce una res-
puesta inmunitaria mas potente y rapida frente a este). La respuesta inmunitaria
primaria sigue el siguiente esquema:
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1. Reconocimiento del antigeno

2. Periodo de latencia: al cabo de varios dias los linfocitos se expanden
clonalmente y se transforman en células efectoras

3. Respuesta efectora: produccion de anticuerpos especificos, generacion
de actividad citolitica especifica, activacion de células fagociticas y me-
moria inmunitaria.

La respuesta inmunitaria especifica comienza con el reconocimiento del
antigeno por parte de los linfocitos T y B. Las inmunoglobulinas (anticuerpos)
se encuentran en su forma soluble en el torrente circulatorio o presente en la
superficie celular de los linfocitos B. Por otra parte los linfocitos T se activan
cuando los antigenos son presentados por moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad. Los linfocitos CD8+ reconocen proteinas del citoplasma
presentadas por todas las células nucleadas en moléculas de histocompatiblidad
de clase-1'y los CD4+ lo hacen sobre moléculas de clase-11 presentando péptidos
exogenos en las células presentadoras de antigenos (células dendriticas, fagocitos
mononucleares, linfocitos B y linfocitos T activados).

La respuesta inmunitaria especifica tiene lugar fundamentalmente en los
organos linfoides periféricos como los ganglios linfaticos, el bazo y tejido linfoi-
de asociado a las mucosas (MALT). Se caracteriza por ser clonal, es decir, cada
clon de linfocitos reconoce un antigeno especifico y tiene un receptor unico.
El receptor transmite sefiales al citosol o nucleo del linfocito para que este se
divida, se diferencie o incluso muera mediante la fosforilacion de proteinas que
activan la transcripcion de genes y la produccion de proteinas. El receptor para
el antigeno se denomina complejo del receptor del linfocito B (BCR) o comple-
jo del TCR para los linfocitos T. Los linfocitos cooperadores (mayoritariamente
CD4+) colaboran en la produccién de anticuerpos y la fagocitosis, mientras que
los linfocitos citotoxicos (mayoritariamente CD8+) destruyen las células tumo-
rales o infectadas por microorganismos.
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Con respecto a la inmunidad especifica en el MM, la alteracién de los
linfocitos B lleva a una hipogammaglobulinemia (Paul et al., 2018), una dismi-
nucion del cociente de linfocitos CD4/CD8 y un aumento de las células Th17
pro-inflamatorias que a través de la interleuquina IL-17 generan lesiones 0seas
(Prabhala et al., 2010). Las células malignas también generan citoquinas como
IL-6, IL-10 y TGF-B que alteran la presentacion de antigenos por parte de las
células dendriticas y bloquean el desarrollo de linfocitos anti-tumorales (Ratta
et al., 2002).

1.6.3. INMUNOTERAPIA EN EL MIELOMA MULTIPLE

En el MM se producen alteraciones del sistema inmuniario que tienen
como resultado que las células tumorales escapen a la inmunovigilancia (Cho
et al., 2017). Las células malignas expresan antigenos tumorales y moléculas
del complejo mayor de histocomatiblidad de manera disminuida (Kumar et al.,
2016) lo que interfiere con la presentacidn de antigeno y el ataque citolitico
de los linfocitos T. Expresan ademas elvados niveles de PD-L1 (ligando 1 de la
muerte celular programada) (Dosani et al., 2015), que contribuye a la reduccion
de la efectividad de la respuesta citolitica de los linfocitos T. En la médula 6sea
existe un “ambiente de inmunodepresion”, permitiendo a las células malignas
proliferar, migrar y desarrollar resistencia a los tratamientos (Hideshima et al.,
2007) (Kawano et al., 2015). En este ambiente inhibitorio participan los ma-
crofagos y las células T reguladoras y son importantes citoquinas como IL-6,
M-CSF, IL-10, TGFp, CCL2 y VEGF.

Otro mecanismo de las células plasmaticas neoplasicas para escapar al sis-
tema inmunitario es no presentar moléculas coestimuladoras que forman parte
de la sinapsis inmunoldgica, como las que pertenecen a la familia B7 (Brown et
al., 1998).
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Existe evidencia cientifica de que hay una alteracion en la funcién de las
células NK (responsables de eliminar las células tumorales), porque tienen una
expresion reducida de los receptores activadores como el NKG2D (von Lilien-
feld-Toal et al., 2010) (Dosani et al., 2015), y la regulacion al alza de PD-1 lo
que permite la inhibicion de la citotoxicidad NK por la células mielomatosas
que expresan PD-L1 (Benson, 2010). De la misma manera las células NK en los
pacientes con enfermedad en progresion tienen menor capacidad de produccion
de IFN-y (Minnie et al., 2020). El IFN-y inhibe el crecimiento de las células
malignas (Palumbo et al., 1995) y su alteracion también altera el funcionamien-
to de las células T, lo que lleva a la progresion del tumor.

La razon ratio CD4/CD8 también se encuentra alterada en los pacientes
con MM (Paul B et al., 2018) y hay autores que defienden que esto puede tener
relacion con la progresion de la enfermedad (Dosani et al., 2015) (Koike et al.,
2002). Estos autores demuestran a su vez que la IL-16, que proviene de las cé-
lulas CD8 activadas e interviene en la quimiotaxis, puede ocasionar la muerte
de las celulas CD4. Un incremento de la ratio razon CD4/CD8 se correlaciona
con una mejor respuesta al tratamiento.

La evidencia creciente sugiere que la progresion del mieloma esta asociada
con la péerdida del control inmunoldgico que es reflejo de cambios en la dife-
renciacion de las células T, el agotamiento de las células T y un microambiente
supresor de la médula dsea (Minnie et al., 2020). Con respecto a las células T
reguladoras (CD25, CD127, FoxP3 positivas), su aumento en pacientes con
MM podria estar relacionado con respuestas inmunitarias inhibidoras (Dosani
etal., 2015).

Las células dendriticas en el mieloma segregan IL-10 que promueve la su-
pervivencia de las células mielomatosas y la progresion del tumor (Minnie et al.,
2020).

Los tratamientos basados en inmunoterapia tratan de revertir alguno o va-
rios de los mecanimos reguladores/supresores que favorecen el escape tumoral.
Entre estos tratamientos el mas extendido en MM son los anticuerpos mono-
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clonales frente a moléculas expresadas preferencialmente en células plasmaticas
como CD38 o como SLAMF7, que intentan estimular la citotoxicidad tumro-
ral mediada por células NK (Minnie et al., 2020). Algunos de estos anticuerpos
son daratumumab y elotuzumab, respectivamente.

Por otro lado, la utilizacion de anticuerpos monoclonales anti-checkpoint
se ha extendido a la practica clinica de la mayoria de los turmores solidos y he-
matopoyeéticos. Estos anticuerpos tratan de interrumpir la trasmision de sefiales
inhibidoras desde la célula tumoral a los linfocitos T y células NK. Los mas ex-
tendidos son los anticuerpos que interfieren en la interaccion reguladora PD-1/
PD-1L1 como nivolumab y pidilizumab (Berger et al., 2008) o en la interaccion
CTLA-4/B7 como ipilimumab (Kohrt et al., 2016). En mieloma, el tratamien-
to con anti-checkpoints obtiene mejores resultados tras el trasplante autélogo
de progenitores hemaotopoyeéticos (Minnie et al., 2018) y se correlaciona con
la ausencia de enfermedad minima residual. Ademas, puede haber sinergismo
cuando los farmacos anti-PD-1 se combinan con daratumumab (Bezman et al.,
2018).

Sin embargo, la inmunoterapia de mayor exito introducida en el trata-
miento del MM de los Gltimos afios, ha sido la terapia con linfocitos T porta-
dores de receptores quiméricos (CART) frente a moléculas que se expresada en
las células plasmaticas. Los receptores CAR combinan un anticuerpo mono-
clonal que ese expresa en membrana del linfocito T y reconozca al antigeno de
interées (BCMA en MM), con dominios citoplasmaticos de sefializacion para
la activacion y proliferacion de los linfocitos T (Mikkilineni et al., 2017). No
obstante, debido a su elevado coste la utilizacion de estas terapias fuera de los
ensayos clinicos es muy limitada. Sin embargo, los resultados son excepcional-
mente buenos, ya que los pacientes alcanzan remisiones completas y duraderas
en la mayoria de los casos, con recaidas que pueden aparecer un afio después de
haber recibido la terapia CART. Actualmente hay dos CART aprobados por la
EMA: idecabtagene vicleucel (ide-cel) (mediana de supervivencia libre de pro-
gresion de 8,8 meses) y ciltacabtagene autoleucel (cilta-cel) (supervivencia libre
de progresion no alcanzada, con un seguimiento de mas de dos afios).






2. Objetivos y conclusiones

2.1. OBJETIVOS

El objetivo global de este trabajo de tesis doctoral ha sido evaluar la aporta-
cion que los estudios de citometria de flujo y de hibridacion in situ fluorescente
(FISH) en muestras de sangre periférica y/o médula 6sea pueden ofrecer a la
estimacion pronostica de pacientes con neoplasias de células plasmaticas prema-
lignas (MGUS) o malignas (mieloma quiescente 0 mieloma multiple) y con ello
a su adecuado manejo terapéutico.

Para ello, se han perseguido los siguientes objetivos parciales:

1. Evaluar la capacidad pronostica del estudio de células plasmaticas de fe-
notipo aberrante circulantes en sangre periférica, detectadas al diagnos-
tico mediante citometria de flujo multiparametrica, en pacientes con
neoplasias de células plasmaticas premalignas y malignas.

2. Estimar la capacidad pronostica del estudio de la tasa proliferativa y
apoptatica de las células plasmaticas de médula 6sea, cuantificadas en el
diagndstico mediante citometria de flujo multiparametrica, en pacien-
tes con neoplasias de células plasmaticas premalignas y malignas.

3. Determinar el valor pronostico independiente de las alteraciones nu-
méricas y estructurales del cromosoma-1, analizadas mediante FISH,
en pacientes con neoplasias de células plasmaticas premalignas y ma-
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lignas, en relacion a otras alteraciones cromosdmicas concurrentes y al
tratamiento de los pacientes.

2.2. CONCLUSIONES

2.2.1. ArTicuLo 1

La deteccion y cuantificacion de células plasmaticas de fenotipo aberran-
te circulantes en sangre periférica (cPCs) mediante citometria de flujo multi-
paramétrica es un método rapido, barato y accesible que, con independencia
del tratamiento que reciban los pacientes con neoplasias de células plasmaticas
(MGUS, mieloma quiescente o mieloma multiple), permite:

1. Estimar desde el momento del diagndstico el riesgo de progresion de la
enfermedad y de muerte del paciente utilizando exclusivamente paréa-
metros de sangre periférica.

2. Complementar el valor prondstico de la estimacion de riesgo que se
aplica de manera estandar en la actualidad y que utiliza parametros
evaluados en medula 6sea.

3. El valor prondstico de este parametro se mantiene independientemente
del tipo de tratamiento, el grado de respuesta que alcance el paciente y
de la recaida tras la respuesta completa estricta.

2.2.2. ArTicuLo 2

La cuantificacion mediante citometria de flujo multiparamétrica de las ta-
sas de proliferacion y de apoptosis de las células plasmaticas de médula Gsea en
el momento del diagnostico en pacientes con neoplasias de células plasmaticas
(MGUS, mieloma quiescente o mieloma mdaltiple), permite:
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1. Identificar pacientes con mayor riesgo de progresion o muerte, cuando
el ratio proliferacion/apoptosis es elevado.

2. Complementar el valor prondstico de la estimacion de riesgo que se
aplica de manera estandar en la actualidad.

3. Contribuir a la personalizacion de la terapia, pues los pacientes con
ratio proliferacion/apoptosis elevado sélo responden adecuadamente a
tratamientos que asocien inhibidores del proteasoma e inmunomodu-
ladores a trasplante de médula 6sea aut6logo en tandem.

4. El valor pronostico del ratio proliferacion/apoptosis se reduce de mane-
ra directamente proporcional al tiempo trascurrido entre la extraccion
de la muestra y su analisis, por lo que se recomienda trabajar con mues-
tras frescas en las primeras 2 a 4 horas tras la extraccion.

2.2.3. ArTicuLo 3

La determinacion de las anomalias numéricas o estructurales del cromo-
soma-1 mediante hibridacion in situ fluorescente (FISH) en celulas plasmaticas
purificadas de médula 6sea en el momento del diagnostico de pacientes con
neoplasias de células plasmaticas (MGUS, mieloma quiescente o mieloma mul-
tiple), tiene un elevado valor prondstico. Sin embargo, para su correcta interpre-
tacion deben tenerse en cuenta las siguientes consideraciones:

1. No todas las anomalias del cromosoma-1 tienen el mismo valor pro-
ndstico, siendo la ganancia de 1q la que muestra, en global, valor pro-
nostico negativo tanto en la progresion de la enfermedad como en la
supervivencia del paciente.

2. En nuestra serie, la ganancia de 1g no aporta valor pronostico negativo
adicional al mal prondstico asociado a otras alteraciones cromosomicas
de alto riesgo como la delecion 17p (p53) o la translocacion t(4;14)
FGFR3/IGH.



56

2. OBJETIVOS Y CONCLUSIONES

. La ganancia de 1q se asocia fuertemente a otras alteraciones cromoso-

micas, principalmente y en este orden, a hypodiploidia, hiperdiploidia,
translocaciones de IGH diferentes a la t(4;14), delecion 13q y delecion
17p.

. El valor pronostico de la ganancia de 1g depende del tratamiento que

reciban los pacientes. Tiene valor prondstico negativo tanto en la pro-
gresion como en la supervivencia en los pacientes que por su edad o
condicidn fisica no pueden recibir trasplante autdlogo de medula dsea.
Sin embargo, solo tiene valor prondstico negativo en la progresion,
pero no en la supervivencia global, de los pacientes que si pueden reci-
bir trasplante.

. Ademas del tipo de tratamiento, el valor pronostico de la ganancia de

1q depende de su asociacion con otras alteraciones cromosémicas, asi:

* En pacientes que no pueden recibir trasplante, la hipodiploidia y la
ausencia de delecion 13q parecen contrarrestar el mal prondstico de
la ganancia de 1q.

* En pacientes que reciben trasplante, la hiperdiploidia contrarresta el
mal pronostico de la ganancia de 1q.

. Sin embargo, por si sola 'y en global, la ganancia de 1g no parece afiadir

valor prondstico a la actual clasificacion de riesgo, y por tanto, este pa-
rametro deber ser interpretado en relacion al tratamiento que recibira el
paciente y a la concurrencia de otras alteraciones cromosomicas.
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En esta seccion se presentan los articulos publicados.
Articulo 1:

1. Titulo: Blood-based risk stratification for pre-malignant and symptomatic
plasma cell neoplasms to improve patient management.

2. Revista: American Journal of Cancer Research. 2021 Jun 15;11(6):2736-2753.

3. Autores: Maria A. Vasco-Mogorron, Jose A. Campillo, Adela Periago, Valen-
tin Cabanas, Mercedes Berenguer, Maria C. Garcia-Garay, Lourdes Gimeno,
Maria F. Soto-Ramirez, Maria D. Martinez-Hernandez, Manuel Muro, Al-
fredo Minguela.

4. Abstract

Standard risk stratification (sRisk) guides clinical management
in monoclonal gammopathy of undetermined significance
(MGUS), smoldering multiple myeloma (SMM) and multiple
myeloma (MM). Nonetheless, clinical results are considerably
heterogeneous among patients with similar risk status. Blood
and bone marrow samples from 276 MGUS, 56 SMM and 242
MM in regular clinical practice were analyzed at diagnosis by
flow cytometry. Higher levels of aberrant circulating plasma
cells (cPC) (> 0.0035% of leukocytes), combined with albumin,
betaZ-microglobuline and lactate-dehydrogenase levels, offered
minimally-invasive risk stratification (RcPC) with results
comparable to sRisk. RcPC and sRisk 10-year progression-free-
survival (10y-PFS) rates were: 93.8% vs. 95.1% for low-risk,



58 78.4% vs. 81.7% for intermediate-risk and 50.0% vs. 47.8% for

5.

high-risk MGUS; 58.3% vs. 57.8% low-risk, 44.4% vs. 45.8%
intermediate-risk and 8.9% vs. 15.0% high-risk SMM; and
44.4% vs. 44.4% low-risk, 36.1% vs. 36.8% intermediate-risk,
and 13.3% vs. 16.2% high-risk MM. Circulating-PC > 0.0035%
vs. cPC<0.0035% was an independent prognostic factor for PFS
(HR=4.389, P=1.2x10-5, Harrell C-statistic =0.7705%0.0190)
and over-all survival (OS, HR=4.286, 2.3x10-, Harrell C-statistic
=0.8225+0.0197) that complemented sRisk in patients with
low-sRisk (10y-PFS rates 48.1% vs. 87.3%, P=1.2x10+) and
intermediate-sRisk (10y-PFS rates 28.9% vs. 74.1%, P=8.6x10-
12), Patients with high cPCs values are associated with higher
proliferation and lower apoptosis rates of PC. Circulating-PC >
0.0035% identified MGUS, SMM and MM patients at higher risk
of progression or death and predicted a cohort of patients that
after relapse from stringent complete response showed shorter
OS. These patients could benefit from early consolidation
therapy, tandem ASCT or intensive maintenance.

Keywords: Plasma cell neoplasms, MGUS, SMM, MM,
circulating plasma cells, risk stratification
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5.

Maria F. Soto-Ramirez, Maria D. Martinez-Hernandez, Manuel Muro, Al-
fredo Minguela.

. Abstract

Proliferation and apoptosis of neoplastic cells are prognostic
biomarkers in plasma cell neoplasms (PCNs). The prognostic
capacity of proliferation to apoptosis ratio (Ratio-PA) in the era
of immunomodulatory treatments is re-evaluated in 316
gammopathy of wundetermined significance (MGUS), 57
smoldering multiple myeloma (SMM), and 266 multiple
myeloma (MM) patients. Ratio-PA of 0.77 + 0.12, 1.94 + 0.52,
and 11.2 £ 0.7 (p < 0.0001) were observed in MGUS, SMM, and
MM patients. Ten-year overall survival (10y-OS) rates for
patients with low/high Ratio-PA were 93.5%/77.3% p <
0.0001) for MGUS, 82.5%/64.7% (p < 0.05) for SMM, and
62.3%/47.0% (p< 0.05) for MM. For patients with low,
intermediate, and high risk, 10y-0OS for low/high Ratio-PA were
95.5%/72.9% (p< 0.0001), 74.2%/50.4% (p < 0.0001), and
35.3%/20.0% (p= 0.836), respectively. Ratio-PA was an
independent prognostic factor for OS (HR = 2.119, p < 0.0001,
Harrell-C-statistic = 0.7440 + 0.0194) when co-analyzed with
sex, age, and standard risk. In patients with Ratio-PAri, only
first-line therapy with VRd/VTd, but not PAD/VCD, coupled
with ASCT was associated with high 10y-0S (82.7%). Tumor
cell Ratio-PA estimated at diagnosis offers a prognostic
biomarker that complements standard risk stratification and
helps to guide the clinical management of pre-malignant and
symptomatic PCNs. Every effort should be made to provide
first-line therapies including VTd or VRd associated with ASCT
to patients with Ratio-PArier at higher risk of progression and
death.

Keywords: plasma cell neoplasm, MGUS, SMM, MM, treatment,
proliferation, apoptosis

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33918790/
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1. Titulo: Predictive value of 1g21 gain in multiple myeloma is strongly depen-
dent on concurrent cytogenetic abnormalities and first-line treatment.

2. Revista: American Journal of Cancer Research. 2021 Sep 15;11(9):4438-
4454,

3. Autores: Alfredo Minguela, Maria A. Vasco-Mogorrén, José A. Campillo,
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Garay, Miguel Blanquer, Catalina Cava, José Antonio Galian, Lourdes Gi-
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4. Abstract

Improved therapies in multiple myeloma (MM) have forced a
constant risk stratification update, first Durie-Salmon, then
international scoring systems (ISS), next revised-ISS (RISS)
including high-risk cytogenetic abnormalities (HRCAs) such as
del(17p) and t(4;14), and now R2-ISS including 1g21 gain has
been proposed. Predictive value of 1q21 gain by itself or in
concurrence with other cytogenetic abnormalities is evaluated
in 737 real-world plasma cell neoplasm (PCN) patients under
current therapies. Ten-year progression-free survival (10y-
PFS) rates for patients with 2, 3 and >3 copies of 1q21 were
72.2%, 42.5% and 43.4% (P<1.1x10-7). Cox regression analysis
confirmed that 1q21 gain was an independent prognostic factor
for  PFS (HR=1.804, P<0.0001, Harrell C-statistic
=0.7779+0.01495) but not for OS (P=0.131). Gain of 1921 was
strongly associated with hypodiploidy (38.8% vs. 7.0%,
P=1.3x10-22), hyperdiploidy (44.1% vs. 16.4%, P=1.6x1013),
HRCAs (12.6% vs. 3.5%, 1.8x10-), IGH breaks (12.3% vs. 2.1%,
P=2.1x107) and del(13q) (8.0% vs. 4.0%, P=0.031). In our
series, 1q21 gain by itself did not improve RISS predictive
capacity in patients either eligible or ineligible for autologous
stem cell transplantation (ASCT). However, compared with
patients with other 1gq21 gains: concurrence with
hyperdiploidy improved the prognosis of ASCT-eligible patients
from 62.5% to 96.0% 10-year overall-survival (10y-0OS,
P<0.002); concurrence with hypodiploidy improved the
prognosis of ASCT-ineligible patients from 35.7% to 71.0%
(P=0.013); and concurrence with del(13q) worsened the



prognosis of ASCT-ineligible patients from 12.5% to 53.4%
(P=0.035). Gain of 1g21 should be patient-wisely evaluated,
irrespective of the RISS, considering its concurrence with other
cytogenetic abnormalities and eligibility for ASCT.

Keywords: High-risk cytogenetic abnormalities, 1q21 gain,
del(17p), t(4;14), plasma cell neoplasm, multiple myeloma,
autologous stem cell transplantation, immunomodulatory and
proteasome inhibitor treatments

5. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8493371/
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