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1 GAMMAPATIAS MONOCLONALES

1.1 GENERALIDADES

Las gammapatias monoclonales (GMs) o discrasias de células plasmaticas
constituyen un grupo de entidades clinicas caracterizadas por la existencia de un clon
de células plasmaticas (CPs) productoras de una inmunoglobulina (lIg) de caracter
monoclonal también conocida como componente monoclonal (CM) o paraproteina y
gue puede ser detectable en sangre y/u orina. El paradigma de las GMs en la practica
clinica es el mieloma multiple (MM), pero la entidad mas frecuente es un estado
premaligno denominado gammapatia monoclonal de significado incierto (MGUS, del
inglés Monoclonal gammopathy of uncertain significance). Hoy se sabe que casi todos
los pacientes que desarrollan un MM evolucionan a partir de ese estado premaligno
(Landgren O et al., 2009c; Weiss BM et al.,, 2009). En algunos casos, el MM
sintomatico, viene precedido por un estadio asintomatico mas avanzado, denominado
mieloma quiescente o smoldering myeloma (SMM).

Estas patologias tienen su origen en las células secretoras de
inmunoglobulinas, cuyo patron morfolégico corresponde al linfoplasmocito y/o la
célula plasmatica, estadios terminales de la diferenciacién del linfocito B. La célula
proliferante es una célula B postcentro-germinal que migra posteriormente a la
médula dsea (MO), donde se diferencia a células plasmaticas (Bergsagel PL et al,,

2005).

1.1.1 ETIOLOGIA

La causa de las gammapatias monoclonales se desconoce. Algunos de los
factores que podrian dar lugar a las mismas son:

a) Radiaciones ionizantes, insecticidas y pesticidas (Herrington et al., 2004; Landgren
et al.,, 2009b). Sin embargo la mayoria de estos estudios no son concluyentes
porque a menudo, los resultados no se reproducen en las distintas series.

b) Trastornos relacionados con la funcion del sistema inmunoldgico. La incidencia de
GMs aumenta con la edad, pero por otra parte, hasta el 30% de los pacientes que

han sido sometidos a un trasplante renal y el 50% de los receptores de trasplante
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d)

e)

de MO presentan una GM transitoria. Todo ello apoya la hipdtesis de que las GMs
sean consecuencia de un trastorno en la regulacion del sistema inmunoldgico
probablemente relacionado con la disregulacion inmunitaria asociada al
envejecimiento (Bladé J. et al., 2008).

Estimulacion antigénica cronica. La asociaciéon de MGUS con artritis reumatoide
(Garton MJ, 2006), con ciertas infecciones crénicas como las producidas por VIH
(De Zube BJ, 2004) y VHC (Andreone et al., 1998), asi como una serie de
enfermedades infecciosas o inflamatorias y autoinmunes (Brown LW et al., 2008)
apoyan esta hipdtesis. Se ha postulado que la estimulacién inmune crénica y su
activacion de los linfocitos asociados, que estan presentes en los trastornos
autoinmunes, puede inducir la proliferacion incontrolada de las células plasmaticas
malignas, que posiblemente lleve a MM; sin embargo, no se observaron
asociaciones con respecto a un compendio de enfermedades autoinmunes,
incluyendo el sindrome de Sjogren primaria.

Factores genéticos. La asociacién de factores constitucionales en la etiopatogenia
de las gammapatias monoclonales se sustenta bdsicamente en su diferente
frecuencia entre las distintas razas y en la existencia de casos familiares (Vachon
CM et al., 2009). Respecto a la probable predisposicion genética en relacion con la
raza, se ha descrito mayor prevalencia de MGUS en afroamericanos y negros
americanos en comparacion con la poblacion caucasica, independientemente de su
origen geografico y edad, asi como menor prevalencia de gammapatia en
poblacidén asiatica (Korde K et al., 2011).

Otros factores de riesgo. Se ha observado una mayor frecuencia de obesidad

(Landgren O et al., 2010).

1.1.2 PATOGENIA

Para la transformacion de estas células en neoplasia maligna han de ocurrir

multiples alteraciones genéticas (Palumbo et al., 2011). Estudios recientes han

demostrado que casi todos los pacientes con MM proceden de quienes ya tenian un

MGUS, que constituye la fase preclinica en la que la clona maligna permanece estable

durante afios hasta que, por causas aun desconocidas, escapa de los mecanismos que
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limitaban su crecimiento y se produce la transformacién maligna (Landgren et al.,

2009c; Weiss et al., 2009).

Muchas de las alteraciones cromosdmicas presentes en el MM (aneuploidia,
monosomia del cromosoma 13 u otras) ya se detectan en la fase de MGUS, por lo que
se desconoce si estas anomalias preceden o siguen a las translocaciones de la cadena
pesada de las inmunoglobulinas (IgH) (Hallek M et al., 1998). Por el contrario, otras
alteraciones como las mutaciones de C-myc, K-ras, N-ras o deleccién de p53, son
propias de las fases avanzadas del MM, lo que sugieren que estdn mds relacionados
con la progresion que con el origen de la enfermedad (Fonseca R et al, 2009).
Posiblemente, uno de los desencadenantes iniciales sean las translocaciones de IgH,
cuyos genes se sitlan en la region cromosdmica 14932, y que se producirian bien por
errores durante la recombinacidon o cambio de la IgH (“switch”) o bien durante la fase
de hipermutacidén somatica en el centro germinal del foliculo linfoide (Bergsagel PL et
al., 2004) y que podrian dar lugar a la disregulacién de los genes de las ciclinas D
(Bergsagel et al., 2005). Sin embargo, aproximadamente una tercera parte de los
pacientes con MM no tienen translocaciones de IgH o de la cadena ligera de las
inmunoglobulinas (IgL). En estos casos la disregulacion de los genes de ciclina se
produciria por mecanismos aun desconocidos. De hecho, un modelo reciente propone
dos vias diferenciadas en la patogenia del mieloma:

a) En mielomas no hiperdiploides, asociado habitualmente a translocaciones
del gen IgH como un evento oncogénico inicial, mds cominmente t(4;14),
t(14;16), t(6;14) y t(14,20).

b) En mielomas hiperdiploides, asociada a trisomias de los cromosomas
impares y con un mecanismo aun desconocido (Fonseca et al., 2009).

De este modo, la disregulacién de los genes de la ciclina (mediada por la
translocacion de IgH o por mecanismo desconocido), seria el fendmeno oncogénico
universal, de manera que la célula plasmatica quedaria en un estado mas sensible a los
estimulos proliferativos, hecho que favoreceria su expansidn clonal (Bergsagel et al.,
2005). Ademas, estas alteraciones podrian afectar a la viabilidad de dichas células,
retrasando/reduciendo su muerte celular por apoptosis, lo que igualmente conduciria

a la acumulacion clonal de estas células (Dai Y et al., 2006) (Figura 1).
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Por otro lado, cada vez son mas los estudios que otorgan a la interaccién

entre el microambiente medular y las células mielomatosas de la médula ésea (MO) un
papel fundamental en el desarrollo y progresién del MM (Hideshima T et al., 2007). El
microambiente medular estd integrado por la matriz extracelular (fibronectina,
coldgeno, laminina y osteopontina) y componentes celulares, que incluyen las células
hematopoyéticas, células del sistema inmunitario, células estromales y endoteliales de
la MO, osteoblastos y osteoclastos. Estas interacciones entre las CPs y el
microambiente medular serian responsables de la activacién de rutas de sefalizacién
gue median el crecimiento, la supervivencia, la resistencia a farmacos y la migracion de
las células mielomatosas, asi como la osteoclastogénesis y la angiogénesis.

En el MM hay varios fendmenos bioldgicos que se ven influidos por las
interacciones entre el tumor y el microambiente medular:

a) Adhesion selectiva de las células mielomatosas o “homing” y
proliferacion tumoral. Un paso inicial en la patogénesis del MM implica la
adhesién de la CP al microambiente medular gracias a moléculas de adhesion
tales como VLA-4, CD56 y CD44 y CD138 (Vande Broek | et al., 2008). La adhesion
provoca sefales bidireccionales entre las CPs y las células estromales que facilita
el asentamiento de las CP en el entorno medular.

b) Factores paracrinos secretados. En condiciones fisioldgicas y
patoldgicas, en la médula ésea se producen interacciones tanto de las células
entre si como con la matriz extracelular, lo que desencadena la secrecidon de
citoquinas como Interleuquina-6 (IL-6), factor de crecimiento insulinico tipo 1
(IGF-1, del inglés insulin-like growth factor-1), IL-1B, factor de crecimiento
transformante-B(TGF-B, del inglés transforming Growth Factor beta) y factor de
necrosis tumoral-a (TNF-a, tumor necrosis factor) por parte de las células del
estroma medular y de las propias células tumorales. La IL-6 y el IGF-1 estdn
consideradas los factores de proliferacion mas potentes para las células
mielomatosas y que a su vez, proporcionan proteccion frente la muerte celular
inducida por farmacos. Varios miembros de la familia del TNF-a son potentes
factores de supervivencia para las células B y estan sobreexpresados en las CPs

neoplasicas.
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Figura 1. Eventos bioldgicos relacionados con la progresion a Mieloma muiltiple. La
transicion biolégica de las células plasmaticas normales a MGUS, SMM y MM compuestos de
muchos eventos oncogénicos superpuestos. Estos eventos no ocurren en todos los individuos
afectados. Por ejemplo la hiperdiploidia esta presente en aproximadamente el 50% de las
neoplasias precursoras y en MM. En esta ilustracion, las lineas continuas representan el evento
oncogénico probable y las lineas discontinuas indican una menor seguridad de que se
produzcan esos eventos. Una vez que el evento oncogénico se produce, casi siempre persiste.
Los dos principales eventos tempranos incluyen la translocacion de IgH mds comuinmente
t(4;14), t(14;16), t(6;14), t(11;14) y la t(14;20) y la hiperdiploidia, aunque la mayoria de las
células tumorales tienen solo uno de estos dos eventos. Cualquiera de estos puede coexistir
con la deleccién del cromosoma 13, aunque esta anormalidad es mas frecuente acompafiando
alas t(4;14), t(14;16) y t(14;20). Un evento unificador en la mayoria (precursores de MM y MM)
es la disregulacion del gen de la ciclina D. Las translocaciones secundarias pueden ocurrir en
cualquier etapa de la mielomagénesis. La activacion de NRAS y KRAS estan presentes en el 15%
de los MM. Las mutaciones de NRAS estan presentes en MGUS, mientras que las de KRAS estan
ausentes. La activacion constitutiva de la via NFkB estd mediada por mutaciones en algunos
tumores durante la progresién. Otros eventos como la inactivacién de genes Rb o la supresion
de genes p53 o pl8 se ven con mas frecuencia en fases mas avanzadas o en mieloma
extramedular. En la etapa intramedular, las células tumorales son fuertemente dependientes
del microambiente medular. La interaccién reciproca del microambiente medular y las células
tumorales son los responsables de las lesiones liticas. Las células tumorales extramedulares
han desarrollado caracteristicas que las hacen independientes del microambiente medular.
Figura extraida de Korde N. Blood, 26 May 2011 Vol 117, n® 21

c) Angiogénesis regulada por factores solubles. La formaciéon de nuevos
vasos es un proceso complejo regulado por un equilibrio entre factores
proangiogénicos y antiangiogénicos. La induccién de moléculas proangiogénicas,

por ejemplo el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, del inglés
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vascular endothelial growth factor), incrementa la densidad microvascular de la

medula désea y explica la estructura anormal de los vasos en pacientes con
mieloma (Hideshima T et al., 2007).

d) Resorcion dsea y osteoclastogénesis. Las lesiones dseas son el resultado
de un desequilibrio entre la funcidn de los osteoblastos y osteoclastos. Este
desequilibrio es causado por un aumento de la actividad osteoclastica y marcada
depresion de la actividad osteoblastica que ocurren sobretodo en la interfase
entre el hueso sano vy la proliferacion plasmocelular del MM activo(Roodman GD,
2001). Como resultado de esto, las lesiones dseas en MM son puramente
osteoliticas. Como se puede ver en la Figura 2, la actividad osteolitica
incrementada estd mediada por un incremento en el ligando del receptor
activador del factor nuclear kappa-B (RANKL, del inglés receptor activator for
nuclear factor k B ligando) en osteoblastos y posiblemente en células plasmaticas
acompafiado por una reduccion de los niveles de osteoprotegerina (OPG),
potente inhibidor de los osteoclastos (Roodman GD., 2001; 2009; Korde N et al.,
2011). Esto conduce a un aumento en la relacion RANKL/OPG, que causa la
activacion osteocldstica y la resorcion dsea. El incremento de los niveles de
proteina inflamatoria macrofagica l1la (MIP-1a, del inglés macrophage
inflammatory protein 1 alpha), IL-3 e IL-6 producidas por las células estromales

también contribuye a la sobreactividad de los osteoclastos.

Figura 2. Las células
plasmaticas y las células T
secretan RANKL para inducir
la formacion de osteoclastos
(OCL).Ademas, células de MM
suprimen la osteoprotegerina
(OPG) en el microambiente de la
médula. Esto se traduce en un
desequilibrio grave del cociente
RANKL/OPG que conduce a la
osteoclastogénesis. Tomado de G
David R Goodman. Best Practice &
Research Clinical Haematology.
Volume 20, Issue 4, December
2007
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Por el contrario, la actividad osteoblastica esta marcadamente suprimida en el
MM, probablemente debido a la produccién por las células mielomatosas de IL-3, IL-7
y de la proteina relacionada con la moléculas dickkopkf 1 (DKK1, del inglés dickkopf-
related protein), que inhibe la via de sefalizacion Wnt que es la via normal de

diferenciaciéon de los osteoblastos (Roodman GD, 2009).

1.1.3  CLASIFICACION DE LAS GAMMAPATIAS MONOCLONALES

Las gammapatias monoclonales se clasifican en dos grandes grupos: benignas
y malignas (Tabla 1). El grupo internacional de mieloma (IMWG, del inglés
International Mieloma Working Group) publicé un documento consenso en el afio
2003 donde se establecian los criterios de diagndstico y la clasificacion de las discrasias
de CPs y trastornos relacionados (Kyle RA et al,2003) y posteriormente una

actualizacion en 2010 (Kyle RA et al., 2010).

Tabla 1. Clasificacion de las gammapatia monoclonales

Gammapatias monoclonales benignas

Gammapatia monoclonal de significado incierto

Gammapatias monoclonales secundarias

Gammapatias monoclonales malignas

Mieloma multiple sintomatico

Mieloma multiple quiescente o Smoldering myeloma
Leucemia de células plasmaticas

Mieloma no secretor

Sindrome de POEMS (mieloma osteoesclerético)
Plasmocitoma localizado (6seo o extramedular)
Macroglobulinemia de Waldenstrom

Enfermedades de cadenas pesadas (a, W, v, 6)

Amiloidosis primaria

1.1.4 ESTUDIOS DE CITOGENETICA EN LAS GAMMAPATIAS MONOCLONALES

El estudio citogenético aporta informacidn para el pronéstico y la

estratificacion, por lo que debe incluirse en la evaluacion inicial del paciente con MM.
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El bajo indice proliferativo de la CP dificulta en gran medida la obtencion de

cariotipos informativos en el MM (Debes-Marun, 2002). La deteccidén de un cariotipo
anormal en MM se correlaciona con un elevado indice proliferativo que refleja la
agresividad de la clona y una elevada infiltracion plasmocelular en la MO(Rajkumar,
1999). Por este motivo, los cariotipos anormales son infrecuentes en MGUS, mientras
gue se observan en el 30-40% de los mielomas diagnosticados de novo, en cerca de
60% de los MM en recaida y hasta en el 80% de las leucemias de células plasmaticas
(Avet-Loiseau et al., 2001). Generalmente los cariotipos son complejos, con anomalias
tanto numéricas como estructurales, aunque no se ha llegado a identificar una
anomalia especifica de la enfermedad. Un problema adicional radica en que algunas de
las anomalias cromosémicas mas importantes pueden ser cripticas como la t (4; 14)
(p16.3; 932) y la t (14; 16) (g32; q23).

A pesar de estas limitaciones, la citogenética convencional resulta muy util
para la deteccion de anomalias numéricas (Debes-Marun et al., 2003) y nos permite
clasificar a los MM en dos grandes subgrupos: hiperdiploides y no hiperdiploides.

Las principales anomalias cromosémicas recurrentes numéricas y estructurales
descritas en el MM se detallan en la Tabla 2.

La dificultad para obtener metafases de las células plasmaticas, limita en gran
medida la obtencién de informacién citogenética importante para el prondstico y
tratamiento de la enfermedad, aunque en buena medida se puede subsanar mediante
el uso de la técnica de FISH ya que permite el estudio de nucleos en interfase. Con esta
técnica se han podido demostrar anomalias cromosdmicas numéricas hasta en el 90%
de los MM (Debes-Marun et al., 2003). La FISH también ha demostrado ser de utilidad
para el estudio de las translocaciones del gen de la IGH, evidenciando una incidencia

superior al 50% tanto en pacientes con MM como con MGUS (Fonseca et al., 2003).

10
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Tabla 2. Anomalias cromosdmicas mas frecuentes en MM

Alteraciones numéricas

Ganancias de los cromosomas: 3, 5, 7, 9, 11, 15, 18, 19, 21

Pérdidas de los cromosomas: 8, 13, 14, 16, 22, X, Y

Alteraciones estructurales

1q trisomias parciales

1p deleciones

14q t(11;14)(q13;932)

8q t(8;14)(q24;932)
t(8;22)(q24;q11)
t(2;8)(p12;q24)

11q t(11;14)(q13;932)
Ganancias

6q deleciones

16p o 16q t(1;16)(q11;911)

22q11 deleciones

19qy 19p translocaciones

Igualmente se ha observado una elevada incidencia de alteraciones en el
cromosoma 13 (monosomias y deleciones intersticiales) asi como deleciones de 17g13.
En la Tabla 3, se revisan las principales alteraciones citogenéticas detectadas mediante

FISH y con mayor transcendencia clinica.

Tabla 3: Principales alteraciones citogenéticas detectadas mediante FISH

Alteracion Genes involucrados Frecuencia
Translocaciones de IGH 50-73%
t(11;14)(q13;032) CCND1/IGH 15%
t(4;14)(p16;32) FGFR3-MMSET/IGH 15%
t(14;16)(932;923) IGH/C-MAF 6%
t(6;14)(p21;932) CCND3/IGH 3%
t(14;20)(932;q11) IGH/MAFB 2%
Monosomia/deleccién 13 RB1 30-55%
Delecciéon 17p13 P53 10%

Ampliacién 1q21 CKS1B 30-40%
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1.1.4.1 ANOMALIAS CITOGENETICAS ESPECIFICAS

a) Translocaciones relacionadas con el locus de las inmunoglobulinas (IGH e IGL): Las
translocaciones de IGH pueden ser fendmenos primarios en la génesis de las
gammapatias monoclonales o pueden ser fendmenos tardios asociados a la
progresién (translocaciones secundarias) (Kuehl et al., 2005). Las translocaciones
primarias se detectan en aproximadamente el 40% de los pacientes con MM vy estan
involucrados a cinco regiones cromosémicas recurrentes: 4p16.3 (FGFR3 y MMSET,
15%),11q13 (ciclina D1, 15%), 16923(c-MAF, 6%), 6p21 (ciclina D3, 3%), 20q11
(MAF-B, 2%) (Tabla 3). La consecuencia de las translocaciones es la disregulacion o
aumento de expresion de determinados oncogenes. La prevalencia de las
translocaciones de IgH en las GMs varian segun el estado de la enfermedad:
aproximadamente el 50% de las MGUS o SMM, el 55-70% de los MM y el 80% de las
leucemias de células plasmaticas (Fonseca et al.,, 2003). Aproximadamente en el
10% de los pacientes con MGUS y en el 20% de los pacientes con MM, se producen
translocaciones de IGL. Cabe destacar que dichas translocaciones involucran en
general a IgL lambda, mientras que las translocaciones IgL kappa son menos
frecuentes.

El paradigma de las translocaciones secundarias son las que afectan al gen c-
MYC (8qg24), translocaciones qué son raras en las MGUS, sin embargo estdn
presentes en el 15% de los MM y el 45% de los MM avanzados.

b) t(4;14)(p16;q932):Puede ser detecta en el 15% de los MM mediante FISH o RT-PCR,
pero no por citogenética convencional. Esta alteracion se asocia a una expresion
aumentada de los genesFGFR3 (del inglés fibroblast growth factor receptor 3)y
MMSET (del inglés multiple myeloma SET domain), y a una pobre supervivencia,
independientemente de la modalidad del tratamiento. Sin embargo, el valor
prondstico de esta translocacion ha sido cuestionada en series de pacientes
tratados con Bortezomib (Zhan F et al., 2006). También, parece existir asociacion
entre t(4;14)(p16;932) y el isotipo IgA, la cadena ligera A y muy alta prevalencia de
anormalidades del cromosoma 13(deleciones o monosomias) (R Fonseca et al.,

2009).
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d)

e)

f)

g)

t(11;14)(q13;932): La prevalencia en MM es del 15% y produce un aumento en la
expresion de la ciclina D1. Se asocia con la expresion de CD20, morfologia
linfoplasmocitica, variante MM oligosecretor y con MM de cadenas libres lambda.
Esta translocacion también puede observarse en MGUS. En la mayoria de los
trabajos parece estar asociado a un prondstico favorable (Fonseca R et al, 2009).
t(14;16)(q32;923) y anormalidades en 16q:Es detectable en el 5-7% de los MM e
igual que la t(4;14) no se detecta mediante analisis de cariotipo. Esta translocacién
se ha asociado a sobreexpresion de c-MAF, a mayor frecuencia de deleccién en
cromosoma 13, isotipo IgA y al menos en dos series a evolucion clinica mas
agresiva(Fonseca et al., 2003). Mas recientemente en una serie de 1003 pacientes
no se ha podido demostrar un impacto negativo de la misma.

Aberraciones del cromosoma 1: Las anomalias en el cromosoma 1 son altamente
prevalentes en el MM vy afectan principalmente al brazo largo (1q) (Shaughnessy JD
et al., 2007). Tanto las anormalidades del brazo corto como del largo se asocian a
menor supervivencia y aunque todavia no estd claro como el cromosoma 1
participa en la generacidn de clones biolégicamente mas agresivos, las anomalias
en el mismo, contindan siendo importantes para establecer el prondstico de los
pacientes.

Deleccion/monosomia del cromosoma 13: Se trata de la pérdida de material
genético mas frecuente en el MM, tanto si se utilizan técnicas de citogenética
convencional como de FISH. Aparece en el 40-50% de los MM, la mayoria de las
veces (85%) como monosomia y el resto (15%) como deleccidon intersticial. Sin
embargo, hay controversia respecto a su valor prondstico ya que podria venir de su
estrecha asociacién con caracteristicas genéticas de alto riesgo, por ejemplo
t(4;14)(Fonseca R et al.,2009). Cada vez mas, los datos sugieren un papel crucial del
cromosoma 13 como prerrequisito para la expansién clonal de tumores pues casi el
90% de los casos con translocacion t(4;14) albergaran deleccién del cromosoma 13.
Sin embargo el cromosoma 13, una vez excluido su asociacion con t(4;14), parece
tener un prondstico neutro.

Deleccion de 17p (p53): El factor citogenético mas importante para el prondstico
es la pérdida de 17p13 (locus P53). En todas las series analizadas su pérdida

confiere un efecto muy negativo sobre la supervivencia. En otros estudios, ademas
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h)

se ha observo que la enfermedad presenta un curso clinico mas agresivo y una
mayor prevalencia de enfermedad extramedular e hipercalcemia. Ademas predice
una corta duracion de la respuesta al tratamiento tanto convencional como al
trasplante de progenitores hematopoyéticos. La deleccion 17p13 es infrecuente en
MGUS, y se detecta sélo en el 10% de los pacientes con MM.

Aneuploidia: Gran numero de MM y MGUS presentan aneuploidia, de hecho, la
presencia de esta es independiente de que la enfermedad corresponda a MGUS o
MM. Las alteraciones en la ploidia son estables en el tiempo, de tal manera que los
pacientes con MM permanecen hiperdiploides en el transcurso de la enfermedad.
Los MM hiperdiploides (MM-h) (aproximadamente el 60% de casos) se asocian a
trisomias recurrentes que implican a cromosomas impares (3, 5, 7,9, 11y 19), a
baja prevalencia de translocaciones de IGH y a un curso clinico mas favorable. Los
MM no hiperdiploides (MM-nh) (aproximadamente el 40% de casos) pueden ser
hipodiploides (44/45 cromosomas), pseudodiploides (44/45 a 46/47cromosomas) o
casi tetraploides (=75 cromosomas) y se caracterizan por una prevalencia muy
elevada de translocaciones de IgH comparado con los MM-h (70% vs 30%) y corta
supervivencia. Las translocaciones secundarias de IgH, por el contrario, ocurren

con la misma frecuencia en ambos tipos de MM.

1.2 ESTUDIO INMUNOFENOTIPICO EN DISCRASIAS

La citometria de flujo (CMF) se ha consolidado como herramienta util para

demostrar clonalidad de forma sensible, especifica y objetiva, asi como para evaluar la

respuesta terapéutica y la progresiéon en fases preclinicas o avanzadas de la

enfermedad. Entre las aplicaciones de la CMF para el estudio de las GMs se pueden

incluir:

1) Identificacidon diferencial de las CPs tumorales de las reactivas y sanas.

2) Evaluacién de marcadores de valor pronéstico.

3) Identificacion del riesgo de progresion de MGUS y SMM.

4) Evaluacion de la enfermedad minima residual y la respuesta al

tratamiento.
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En este sentido, aunque el recuento de CPs mediante CMF generalmente
proporciona valores inferiores a los estimados por microscopia, existe una correlacién
significativa entre ambas técnicas (Paiva et al., 2009b). Por otro lado, es posible
detectar CPs aberrantes/clonales (aCPs) circulantes en sangre periférica en una
elevada proporcidon de pacientes con MM (>80%) y, aunque con menor frecuencia
también en pacientes con MGUS (20%)(Kumar et al., 2005).Este dato tiene, ademas de
valor diagndstico valor prondstico, de manera que se ha visto que la supervivencia
global (SG) disminuye a medida que se incrementan las cifras de CPs detectadas en

sangre periférica(Nowakowski et al., 2005a).

1.2.1  MARCADORES DE UTILIDAD PARA LA IDENTIFICACION DIFERENCIAL DE
CELULAS PLASMATICAS PATOLOGICAS POR CMF.

Los marcadores mas utilizados en CMF para la identificacion de las CPs en
humanos son CD38 y CD138. Las CPs son células que suelen presentar elevado tamafio
(FSC elevado, del inglés Forward side scatter) y elevada/intermedia complejidad
celular/granulacién citoplasmatica (SSC elevado, del inglés Side scatter). La expresion
de marcadores de valor diagndstico y prondstico sobre las CPs sanas y patoldgicas se
han detallado en la Figura 3.

CD38: es una glicoproteina con actividad enzimatica que se encuentra
ampliamente distribuida en todas las lineas hematopoyéticas, especialmente en sus
etapas tempranas de maduracidn y tras su activacion. Hay que destacar el elevado
nivel de expresién que adquiere CD38 tanto en CPs sanas como en patoldgicas, lo que
permite diferenciarlas del resto de leucocitos (Bataille R et al., 2006; Raja KR et al.,
2010). Ademas, la expresion de CD38 suele estar reducida en CPs de pacientes con
MM respecto a las CPs sanas.

CD138 (Sindecano-1): es una glicoproteina transmembrana con actividad
enzimatica de la familia del hepardn-sulfato. Se expresa en CPs, células epiteliales,
mesenquimales y carcinomatosas. CD138 es un receptor de diversos factores de
crecimiento de especial relevancia para las CPs cuya expresion aparece tardiamente en
la diferenciacidn de los linfocitos B, y se detecta a partir del estadio de plasmoblasto.
La tincion con anticuerpo anti-CD138 en leucocitos, permite identificar de forma

especifica todas las CPs, aunque su expresion puede estar incrementada o disminuida
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en las CPs patoldgicas en comparacion con las sanas. Esta molécula se libera al plasma

por CPs apoptdticas pasando a ser una molécula soluble cuya presencia en suero
permite estimar la masa tumoral y del indice apoptdtico (espontdneo e

inducido)(Bataille R et al., 2006; Raja KR et al., 2010).
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Figura 3. Representacion en graficos de puntos de células procedentes del aspirado de
médula dsea de un paciente con Mieloma multiple(dot plots). En el grafico de la izquierda
se representa Forward scatter (FSC) y Side scatter (SSC) correspondientes al tamafio y a la
granulacién/complejidad celular, respectivamente. Se pueden detectar dos poblaciones de células
plasmaticas (CPs), CPs sanas (azul) con menor FSC (0.37% del total celular) y patoldgicas (naranja)
con mayor FSC (7.35% del total celular). En el grafico de la derecha se representan los marcadores
CD138 (conjugado con Fluoresceina) y CD38 (conjugado con Aloficocianina). Ambas poblaciones
de CPs son CD138+ aunque las CPs sanas (azul) tienen mayor intensidad de CD38 que las
patoldgicas (naranjas).De los Reyes N et al, Revista de hematologia Vol12,n22,2011

CD19: es un marcador de linea B de gran utilidad para diferenciar las CPs
patoldgicas de las sanas. En la mayoria de los pacientes con MM (97'5%) se manifiesta
una pérdida de la expresion de CD19sobre las CPs patoldgicas, mientras que las CPs
sanas habitualmente retienen la expresidon de este marcador (Bataille R et al., 2006;
Raja KR et al., 2010). Algunos pacientes con MM presentan una poblacion de CPs
patoldgicas que retienen marcadores de linfocitos B, como CD20 y, mas raramente
CD19, aunque no se conocen casos de co-expresion de ambos. En los pacientes con
una poblacion de CPs CD19+ o CD20+ se detecta una mayor asociacion con
reordenamiento t(11;14), diploidia y buen pronéstico. Por otro lado, el fenotipo (CD19-
CD20-CD27-) se relaciona con reordenamientos de IgH de prondstico adverso, t(4;14) y
t(14;16), y a ausencia de hiperdiploidia.

La expresion de CD20 también se asocia a CPs pequeiias, la de CD28 con

del(17p) y a t(14;16) e igualmente la del(13q) y t(4:14) se han asociado a la falta de
expresion de CD117.
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CD56: molécula de adhesidon perteneciente a la superfamilia de las Ig,
tipicamente asociada a las células NK (Natural Killer). Es uno de los marcadores mas
caracteristicos que definen a las CPs patoldgicas. Se expresa de forma aberrante en las
CPs del 78% de los pacientes de MM, mientras que en las CPs sanas y en las células de
la leucemia de CPs, su expresion es mas restringida (Bataille R et al., 2006; Raja KR et
al., 2010). La expresion de CD56 parece estar en relacidn con el nicho de localizacion
de las CPs. De hecho, CD56 es una molécula de adhesién entre las CPs y entre éstas y
los osteoblastos. Ademas, el fenotipo CD56- se asocia a ausencia de osteolisis, a isotipo

de cadena ligera A y con mal pronédstico.

1.2.2  MARCADORES DE VALOR PRONOSTICO

CD27: Marcador de memoria inmunoldgica, cuya expresion suele restringirse
a células linfoides del centro germinal, células memoria y CPs sanas. La expresidn de
CD27 en CPs patoldgicas estd claramente disminuida en el 50% de los pacientes
(Bataille R et al., 2006; Raja KR et al, 2010). Cuando su expresion se mantiene en
niveles normales, se asocia a un mejor prondstico. Por otro lado, se ha descrito que
CD27 reduce su expresion con la progresién de la enfermedad.

CD28: Esta es una molécula presente con normalidad en linfocitos T, su
expresion es aberrante en CPs patoldgicas en el 47,8% de los pacientes (Bataille R et
al., 2006; Raja KR et al., 2010). En linfocitos T, CD28 se implica en la activacién celular y
en la secrecién de citoquinas, pero se desconoce su funcién en las CPs de pacientes
con MM. No obstante, su expresion se asocia a una peor evolucion (progresién de la
enfermedad por aumento del riesgo de recaida).

CD45: Marcador asociado a malignidad y a pronéstico adverso. Es una
tirosina-fosfatasa de expresiéon casi universal en las células del sistema
hematopoyético o “marcador panleucocitario”. Se expresa intensamente en las CPs
sanas, pero su expresion se reduce o se negativiza en las CPs patoldgicas. Se ha
descrito, ademas, que las CPs en proliferacion tanto sanas como patoldgicas presentan

ntermedias) y que existe una correlacién entre el

una expresion intermedia de CD45(CD45
indice de proliferacion y CD45, que se confirma por estar a su vez inversamente

relacionada con la presencia de Bcl-2, una proteina que regula la apoptosis celular

17



INTRODUCCION

(Bataille R et al., 2006). Ademas CD45 se relaciona con otra molécula asociada a

malignidad, CD221 o IGF-1R (insulin-like growth factor 1 receptor).

Los estudios clinicos revelan que la ausencia de CD45 en CPs patoldgicas se
asocia a peor prondstico y que aparentemente, la ausencia CD45 favorece la activacion
de la proteina-quinasa AKT, una molécula relacionada con la supervivencia celular
mediada por IGF-1 e insulina.

CD117:Es el receptor de c-Kit o cytokine stem cell factor y se expresa de forma
natural en células progenitoras de estirpe mieloide y de forma anormal en CPs
patoldgicas en un 30% de los casos. La expresion de CD117 en CPs patoldgicas se
asocia a hiperdiploidia, a ausencia de translocaciones y a mejor prondstico (Bataille R
etal., 2006).

CD200 (OX-2):Es wuna glicoproteina de membrana de caracter
inmunoregulador que al interaccionar con su receptor (CD200R o OX-2R) suprime la
respuesta mediada por células T. De hecho se ha demostrado que los pacientes que
muestran expresion positiva de CD200 sobre sus CPs patolégicas tienen una
supervivencia libre de eventos mas reducida (14 meses) comparada con los que no la
expresan (24 meses) tras terapia y trasplante. Ademas, es un parametro prondstico
independiente del estadio clinico y de los niveles de B2-microglobulina sérica
(MoreauxJ et al., 2006).

CD221 se expresa de manera aberrante en CPs de MM, por lo que los
pacientes con fenotipo CD221++ muestran supervivencias mas cortas (Bataille R et al.,

2006). Ademas su expresion se asocia a translocaciones de mal pronéstico t(4;14) y

t(14;16).
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Figura 4. Representacion en graficos de puntos de marcadores de malignidad vy
prondstico. Las CPs sanas (azul) muestran un fenotipo CD56- CD27++ CD45++ CD19+/- CD28-
CD117-/+ CD20-, mientras que el fenotipo de las CPs patoldgicas (naranja) es CD56++ CD27-/+débil
CD45+débil/- CD19- CD28- CD117++ CD20-. De los Reyes Net al, Revista de hematologia
Vol12,n92,2011.
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En resumen, aunque el fenotipo de las CPs, tanto normal como mielomatosa,

es variable y en parte condicionado por el grado de diferenciacién celular, existen
rasgos fenotipicos caracteristicos que nos permiten distinguirlas. Comparadas con las
CPs normales, las mielomatosas muestran una expresion incrementada deCD56 y
CD138, mientras aparece disminuida para CD38 y negativa para CD19 y CD45 (Figura
4). Otros antigenos también negativos sonCD20 y CD117 o que se expresan débilmente
como CD28 y CD33 en CPs normales, pueden tener una expresion fuerte en CP

mielomatosas en un numero variable de casos.

1.2.3 CLONALIDAD DE LAS CELULAS PLASMATICAS

El estudio de las inmunoglobulinas citoplasmaticas (IgCit), tanto de cadenas
ligeras (kappa y lambda) como pesadas (IgA, IgD, I1gG e IgM) permite establecer por un
lado, la clonalidad de las CPs patolédgicas y diferenciarlas de las CPs sanas de
distribucién policlonal y por otro, identificar la presencia de multiples lineas de CPs
patoldgicas (Figura 5). Para la correcta identificacion de la presencia de mas de una
linea de CPs patoldgica es necesario incluir en el panel de marcadores, tanto cadenas
ligeras como pesadas y, a ser posible, una combinacién de ambas. Por otro lado,
cuando el fenotipo de membrana no permite diferenciar las CPs patoldgicas de las
sanas, el estudio de la IgCit puede ayudar a establecer la relacion de CPs

patoldgicas/sanas.
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Figura 5. Representacion en graficos de puntos de las inmunoglobulinas citoplasmaticas.
Las CPs sanas (azul) muestran una distribucion policlonal tanto de las cadenas ligeras (kappa y lambda)
como de las pesadas (IgA, 1gG e IgM). Sin embargo, se pueden diferenciar dos lineas de CPs patoldgicas,
una monoclonal de tipo IgA/Lambda (verde claro) y otra monoclonal de tipo I1gG/Lambda (naranja). De
los Reyes N et al, Revista de hematologia Vol12,n22,2011.
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1.2.4 INDICE DE PROLIFERACION Y CONTENIDO DE ADN.

El analisis del ciclo celular de las CPs mediante CMF y doble tincidn con ioduro
de propidio y anti-CD38, aporta informacidn sobre dos aspectos complementarios en
el diagndstico y prondstico de las gammapatias. Por un lado, la identificacion de
anormalidades cromosdmicas numéricas (aneuploidia) y por otro, la estimacién del
indice de proliferacién de las CPs (Figura 6). Diversos trabajos han puesto de
manifiesto que la determinacién del contenido de ADN mediante CMF es un
parametro de utilidad para la evaluacién clinica en MM ya que entre el 50% y el 70%
de los pacientes de MM presentan aneuploidias, la mayoria de las veces por
hiperdiploidia con ganancia de cromosomas, tipicamente trisomias, y con menor
frecuencia por hipodiploidia con pérdida de cromosomas. Generalmente la
hiperdiploidia se asocia a mejor prondstico, mientras que las hipodiploidias lo hacen a
una peor evolucion. La diploidia tiene un efecto neutro, salvo que se asocie a
translocaciones de buen prondstico t(11;14) o de mal pronéstico t(4,14) y t(14;16).

El analisis del ciclo celular por citometria ha permitido comprobar que la
existencia de valores superiores al 3% de CPs en fase de sintesis (fase S) se asocia a
prondstico mas adverso y que este es un parametro independiente de la supervivencia
en pacientes con MM. Por otro lado, San Miguel et al. describen que el nimero de CPs
en fase S, junto a otros marcadores prondstico como B2-microglobulina, edad y estado
del paciente, son de gran utilidad para la correcta estratificaciéon de los pacientes de
MM (San Miguel JF et al., 1996).

Aunque los pacientes con MM suelen tener CPs con mayores indices de
proliferacion que los pacientes con MGUS o SMM, este no es un dato que permita una

clara discriminacion de este tipo de patologias.
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Figura 6. Andlisis del ciclo celular y del contenido de ADN mediante citometria de flujo por
doble tincion con ioduro de propidio (IP, contenido de ADN) y CD38 (CPs) de células de
médula 6sea paciente con MM. A) Histograma que muestra el contenido de ADN vy la distribucién
en los diferentes estadios del ciclo celular, fase GO+G1 (Naranja), fase de sintesis (azul claro, S) y fase
G2+M (azul oscuro) en las células no plasmaticas de la médula ésea. Se considera como “indice de
proliferacion celular” a la suma de las células en fase S y G2+M. B-izquierda) Grafico de puntos que
representa el ciclo celular de las CPs CD38++ sanas (azul) y patoldgicas (naranja) y del resto de células
no-plasmaticas (gris). Las CPs sanas (azul) muestran un contenido de ADN diploide mientras que las CPs
patoldgicas (naranja) son hiperdiploides. Ademas, se aprecia que parte de las CPs tanto sanas como
patolégicas se distribuyen en las diferentes fases del ciclo celular y por tanto se desplazan hacia arriba
al tener mayor contenido en ADN y una mayor tincidn con IP. B-derecha) representacion en histograma
del ciclo celular de las células que se muestran en el grafico de puntos. Natividad de los Reyes et al,
Revista de hematologia Vol12,n92,2011.

1.2.5 VALOR PRONOSTICO DEL INDICE DE APOPTOSIS DE LA CP PATOLOGICA

En los estadios iniciales de la patogenia del MM tiene lugar una
disregularizacién del ciclo celular que conduce a la expansién de la clona tumoral. De
manera tradicional, se ha relacionado el MM con una patologia de alta proliferacién.
Sin embargo, estudios recientes revelan que solo un pequeino porcentaje de la clona
patolégica prolifera y es la pérdida de control en la apoptosis o muerte celular
programada de las CPs tumorales lo que lleva a su acumulacién y al desarrollo de la
enfermedad (Minarik J et al., 2009).

Las nuevas terapias como el bortezomib, la talidomida o lenalidomida, poseen
potentes mecanismos de accién como inductores de apoptosis. Sin embargo, hasta
ahora han sido muy escasos los estudios dirigidos a evaluar el impacto del indice de
apoptosis de las CPs patoldgicas en la evolucidén de la enfermedad y en la eficacia de
las terapias. En la actualidad, la CMF permite un analisis rapido y sencillo, basado en la
deteccion de moléculas de fosfatidil-serina en la membrana celular de las CPs
mielomatosas mediante la utilizacion de Anexina-V(Figura 7).De hecho, la Anexina-V
es un marcador ideal por reflejar el estado apoptodtico de las células, con

independencia de que el origen del estimulo que la indujo sea intrinseco o extrinseco.
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Estudios recientes parecen demostrar que la estimacion del indice de

apoptosis en las CPs patoldgicas es un parametro independiente y de gran valor
predictivo sobre el prondstico. De tal forma que pacientes con valores superiores a
4,5% de CPs apoptodticas, manifiestan una supervivencia total de 38 meses de media,
mientras que esta desciende hasta los 16 meses en aquellos en los que se detecta un
valor inferior al 4,5%. Estos datos también son aplicables a pacientes en tratamiento
con Talidomida y Bortezomib tras la primera y segunda recaida (Minarik Jet al.,2009).
Si tenemos en cuenta que la introduccién de estos nuevos farmacos ha
reducido significativamente la capacidad predictiva de los factores prondsticos clasicos
como la citogenética y las caracteristicas proliferativas de las CPs, la evaluacién del
indice de apoptosis de las CPs por citometria se perfila como un marcador prondstico

de gran utilidad en el futuro.
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Figura 7. Estimacion del indice de apoptosis en CPs sanas CD19+ CD45+ CD28- (azul) y
patolégicas CD19- CD45-/débil CD28+/- (naranja) en un paciente con gammapatia
monoclonal. En el grafico de puntos de la izquierda se muestra una representacion de los pardmetros
CD45 vs CD28 y en el de la derecha una representacion de CD19 vs Anexina-V. Las CPs sanas tienen un
indice de apoptosis mas elevado (43%) que las patoldgicas (20.1%).
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1.2.6  DISCRIMINACION CITOMETRICA DE MIELOMA Y OTRAS GAMMAPATIAS

Existen diversas patologias que involucran células con diferenciacién
plasmocitoide y CM en suero: MM, SMM, MGUS, Macroglobulinemia de Waldenstrom
y/o linfoma linfoplasmocitoide, plasmocitoma, leucemia de células plasmaticas,
linfoma de la zona marginal y amiloidosis-AL. El analisis del fenotipo de las células
patoldgicas en cada caso, mediante CMF, permite diferenciar dichas patologias.

Quizds, el pardmetro que permite una mejor discriminacién entre MM, SMM y
MGUS, a parte de los parametros clinicos y seroldgicos, es la relacidn entre nimero de
CPs sanas y patoldgicas. En MGUS y SMM la coexistencia de CPs sanas y patoldgicas es
habitual, pero es raro en MM. De hecho un 82% de los pacientes de MGUS y un 40%
de pacientes de SMM muestran mas del 5% de CPs sanas. Asi, el parametro que mejor
parece discriminar los pacientes con MGUS de los pacientes con MM es el la relacién
existente entre CPs sanas y patoldgicas, inferior o superior al 3%, respectivamente
(Ocqueteau et al., 1998). En este estudio del Grupo Espaiiol de Mieloma, se puso de
manifiesto ademas que el riesgo de progresiéon a MM de los pacientes con MGUS y
SMM era del 25% y 63% respectivamente, si las CPs patolégicas eran superiores al
95%, frente al 5% y 8%, respectivamente, para valores de CPs patoldgicas inferiores al
95%. Mas recientemente Han demostrado que pacientes con MM con relaciéon de CPs
sanas/patoldgicas superior al 5% tenian mejor prondstico, menor frecuencia de
citogenética de alto riesgo, mejores respuestas al tratamiento y mejores
supervivencias libres de progresion y total (Paiva B et al., 2009).

Por otro lado, las caracteristicas fenotipicas de las CPs monoclonales suelen
ser diferentes en MGUS y el MM. Generalmente las CPs monoclonales en MGUS, a
diferencia del MM, suelen retener la expresién de CD19 y CD27 vy su pérdida se asocia
con progresion a MM. Ademas la expresion de CD28 en MGUS es rara (19% de los
pacientes) y habitualmente débil (Raja KR et al., 2010). Para discriminar MM de otras
patologias de CPs es importante analizar la expresiéon de las moléculas CD19, CD45 y

CD56.
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1.2.7 UTILIDAD DEL ANALISIS DE INMUNOFENOTIPO EN SANGRE PERIFERICA

La presencia de CPs circulantes es un factor prondstico en pacientes de nuevo
diagndstico con MM, SMM y MGUS (Witzig TE, 1994; Billadeau D et al., 1996). En una
elevada proporcion de pacientes con mieloma multiple (46-80%) es posible detectar
células plasmaticas patolégicas circulando en la sangre periférica, y aunque en menor
frecuencia, también en pacientes con SMM (50%) y MGUS (20-25%) (Kumar Set al.,
2005, Paiva et al.,2010). Este dato tiene ademas, valor diagndstico y prondstico, de
manera que la SG disminuye segun se incrementan las cifras de CPs detectadas en la
sangre de pacientes con MM (Nowakowski GS et al., 2005b; Kumar S et al., 2005) y
tiene significado prondstico también para la progresién a SMM (Paiva B et al., 2010).
Grzegorz et al. demuestran en 2005 que el niumero de células plasmaticas circulantes
detectadas por CMF es un factor prondstico independiente en los pacientes de MM
diagnosticados de novo. Con todo, la presencia de las células plasmaticas circulantes es
independiente de la masa del tumor y probablemente refleja las diferencias en la
biologia del tumor (Grzegorz S et al., 2005). Existen resultados contradictorios respecto
a la relacién entre la frecuencia de CPs en SP y la carga tumoral, estadio de la
enfermedad o anomalias citogenéticas (Paiva et al., 2010).

Bianchi et al. sugieren que los pacientes diagnosticados de SMM con niveles
altos de CPs circulantes, tienen mds elevado riesgo de progresion en los primeros 2-3
afos del diagndstico que aquellos que no las presentan (Bianchi et al, 2013). La
presencia de CPs circulantes, especialmente cuando se combina con el tamafio de la
proteina M, han sido capaces de construir un modelo de estratificacion (Bianchi et al,
2013).

La presencia de CPs circulantes, en combinacidn con otros factores prondstico
conocidos como la concentracion del CM y el isotipo de la Ig, identifican un grupo de
individuos con MGUS con mayor riesgo de progresion a mieloma (Kumar Set al.,,
2005,2013).

Por ultimo, el estudio en sangre periférica del grado de activacién de linfocitos
T también ha demostrado ser util en pacientes con linfomas y mielomas. Es posible
detectar cifras mds elevadas de linfocitos T que expresen marcadores de activaciéon

CD57+, CD62L-, CD(16+56)+, CD28- en pacientes afectados de MM que en controles
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sanos y que en pacientes con MGUS (Van den Hove LE et al., 1998) mostrando una

tendencia aumentada a la apoptosis en cultivo.

1.2.8 MONITORIZACION DESPUES DEL TRATAMIENTO

Las técnicas convencionales para evaluar la respuesta al tratamiento en MM
no siempre tienen suficiente sensibilidad para identificar de forma temprana pacientes
gue podrian beneficiarse de nuevas terapias tras el trasplante. Sin embargo, técnicas
recientes de biologia molecular (ASO-PCR) y las de CMF, si alcanzan el grado de
sensibilidad necesario. Segln Rawstron et al., 2002 mediante CMF es posible detectar
CPs tumorales a los 3 meses post-trasplante en al menos el 40% de los pacientes. Una
vez detectadas, la cifra de CPs tumorales se incrementa hasta alcanzar la progresidn
clinica. Estos pacientes en los que se detecta la presencia de CPs patoldgicas
tempranamente post-trasplante, o en los que a los 6 meses sélo se detectan CPs
patoldgicas (sin CPs sanas residuales) tienen una supervivencia libre de progresion

(SLP) inferior que la de los pacientes en los que no se detectaron.

1.3  GAMMAPATIAS MONOCLONALES ASINTOMATICAS

1.3.1 GAMMAPATIA MONOCLONAL DE SIGNIFICADO INCIERTO

El término gammapatia monoclonal de significado incierto fue acufiado por
Kyle en 1978para describir el trastorno mas frecuente de las células plasmaticas. Su
incidencia aumenta con la edad y en un realizado por este autor informd que la
prevalencia de MGUS fue 3.2% vy 5,7% en personas mayores de 50 y 70 afios,
respectivamente (Kyle RA et al.,, 2006). La prevalencia de MGUS en familiares de
primer grado también esta incrementada, lo que sugirie la participacion de factores
genéticos (Landgren O et al., 2009; Vachon CM et al., 2009).
La inclusién de pacientes en esta entidad clinica requiere del cumplimiento de
todas y cada una de las siguientes condiciones:
e Presencia de CM en baja cuantia en sangre (<3,0 g/dL) y/u orina (<1,0 g/24
horas).

e Infiltracidn medular de células plasmaticas en baja cuantia (<10%).
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e Ausencia de manifestaciones de dafio organico como hipercalcemia,

insuficiencia renal, anemia o lesiones dseas (acronimo de CRAB: C
hipercalcemia, R: insuficiencia renal, A: anemia, B (bones): afectacion désea)
gue puedan ser atribuidas a la proliferacion de CPs.

Existen dos tipos de gammapatias monoclonales asintomaticas, progresiva
(evolving) y no progresiva (no evolving), con diferentes historias naturales y
probablemente diferentes mecanismos patogénicos. La variante progresiva tiene
mayor riesgo de transformacién y menor tiempo hasta la progresion y la no progresiva
con CM estable y una menor probabilidad de transformacién maligna (Rosifol et al.,
2007).

Aunque el MGUS se considera una etapa premaligna de MM, MGUS tiene un
riesgo de transformacién a mieloma multiple o enfermedades relacionadas de
aproximadamente 1% anual, por lo que los pacientes deben ser monitorizados durante
toda su vida para evidenciar progresién (Kyke RA et al, IMWG 2003). Predecir qué
pacientes, en el momento del diagndstico, van a mantenerse estables en comparacién
con los que van a progresar continta siendo dificil, aunque hay diversos estudios en los
que se han descrito biomarcadores que pueden proporcionar informacién importante.
Por primera vez, las guias de IMWG 2010 sugieren la estratificacién de riesgo a todos
los pacientes con MGUS y SMM y de monitorizacidn segun sus categorias de riesgo.

(Kyle et al., 2010) (Tabla 4).

Tabla 4. Modelos de estratificacion de riesgo para MGUS segun Clinica Mayo y

el grupo de estudio espafiol.

Factores de riesgo Numero de % de progresion
Clinica Mayo factores riesgo a 20 afos
CM>1.5 g/dL 0 5
Tipo no 1gG 1 21
FCL ratio<0.26 o0 >1.64 2 37

3 58
Factores de riesgo Numero de % de progresion
Grupo Espariol factores riesgo a 5 afios
295%aCP en MO por CMF 0 2
Aneuploidia ADN 1 10

2 46

CM componente monoclonal; MGUS gammapatia monoclonal de significado incierto; FCL: ratio
cadenas ligeras k/A en suero; aCP células plasmaticas con fenotipo aberrante. Neha Korde et al, Blood.
2011 May 26; 117(21):5573-81
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Segun guias IMWG 2010 los MGUS de bajo riesgo, CM<1,5 g/dL, Isotipo IgG y
relacion de cadenas ligeras libres en suero normal, deberian ser seguidos con
proteinograma e inmunoelectroforesis (IEF) cada 6 meses y si esta estable cada 2 0 3
afos o si aparecen sintomas clinicos. A los pacientes MGUS de intermedio-alto riesgo,
CM>1,5 g/dL, isotipos IgA o IgM o relacion anormal de cadenas ligeras libres en suero,
se debe realizar estudio medular basal y seguimiento en 6 meses con proteinograma e
IEF y luego anual de por vida (Landgren O, 2010b). El grupo espafiol utiliza la CMF en
aspirados medulares para diferenciar CPs normales de las aCPs y estratifica a los
pacientes en 3 grupos de riesgo en funcién de que no tengan ningun factor de riesgo,

tengan 1 o 2 de estos factores (Tabla 4).

1.3.2  MIELOMA MULTIPLE ASINTOMATICO (SMOLDERING) O MIELOMA
QUIESCENTE

El término mieloma quiescente se aplica a los pacientes que cumpliendo
criterios diagnodsticos e histologicos de MM, no presentan ninguna de las
complicaciones clinicas propias de la enfermedad, como son anemia, hipercalcemia,
insuficiencia renal, lesiones osteoliticas, infecciones bacterianas de repeticion o
plasmocitomas extramedulares.

Esta entidad fue descrita por primera vez por Kyle y Greip en 1980.
Posteriormente se han empleado diversos criterios diagndsticos siendo en la
actualidad definido por la IMWG en 2003 como aquellas gammapatias que cumplen las
siguientes condiciones:

e Presencia de CM en sangre >3 g/dL y/o,
e Infiltracién medular de células plasmaticas 210% y
e Ausencia de dafio organico como hipercalcemia, insuficiencia renal, anemia

o lesiones 6seas (CRAB) que puedan ser atribuidas a la proliferacion de CPs

En esta entidad clinica se incluiria actualmente el mieloma en estadio IA de la
clasificacién de Durie-Salmon.

Tanto SMM como MGUS no presenta sintomas clinicos. Sin embargo, el SMM
tiene que ser distinguido de la MGUS debido a un mayor riesgo de progresiéon a

mieloma o enfermedades relacionadas: 10% por ano durante los primeros cinco afios,
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3% por afio durante los siguientes cinco afios y 1,5% por afio a partir de los 10 afios

(Kyle RA et al., 2007, 2010)

Los predictores actuales mas relevantes de progresién en SMM, son la
cantidad de la proteina sérica monoclonal y el porcentaje de CPs en médula ésea (RA

Kyle et al., 2007). En base a esto, se desarrollé un modelo de riesgo-estratificacién

segun los siguientes criterios:
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e CPs > 10% y proteina monoclonal 23 g/dL, con un riesgo de progresion del

87% a los 15 afios.

e (CPs > 10% y proteina monoclonal <3 g/dL, con un riesgo de progresion del
70% a los 15 afios.

e (CPs< 10% y proteina monoclonal >3 g/dL, con un riesgo de progresion del 39%

alos 15 anos.

La mediana de tiempo hasta la progresion fue de 2 afios, 8 afios y 19 anos,
respectivamente.

La relacion de cadenas libres k/A en suero es un factor de riesgo
independiente para la progresion (Dispenzieri A et al., 2008). Dispenzieri encontré que
las cadenas libres en suero proporcionaban una informacién prondstica adicional, de
manera que una relacidon anormal de las mismas, definida como menor que 0,125 o
mayor que 8, predecia mayor riesgo de progresion.

De modo similar a lo que hemos sefialado para la MGUS, la presencia de mas
de un 95% de aCPs entre las CPs totales en MO detectadas por CMF (aCP/BMPC), junto
con immunoparesis (descenso de inmunoglobulinas policlonales), discrimina 3 grupos
en SMM, como podemos ver en la Tabla 5, con un riesgo de progresidon a 5 afios de
72% (alto riesgo), 46% (riesgo intermedio) y 4% (bajo riesgo), respectivamente, si el

paciente tiene 2, uno o ningun factor de riesgo .(Pérez-Persona E et al., 2007)

Tabla 5. Modelo de estratificacién del riesgo para SMM segun Clinica Mayo y

segun grupo de estudio espafol

Clinica Mayo (FR) Ne factores riesgo (FR) % progresion a 5 afios
CP en MO210% 1 25
CM=>3 g/dL 2 51
Ratio FLC<0,125 0>8 3 76
Grupo espaiiol (FR) % progresion a 5 afios
295% aCPs en MO 0 4
Inmunoparesis 1 46

2 72

FR factores de riesgo; CP células plasmaticas; CM componente monoclonal; FCL: ratio
cadenas ligeras k/A en suero. aCP: células plasmaticas con fenotipo aberrante. Korde
et al.blood 2011. Vol 117, n° 21.
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Rosifiol (Rosifiol et al., 2003, 2007) identifica desde el punto de vista evolutivo

dos variantes de SMM:

1. Tipo progresivo, caracterizado por un aumento continuado del CM,
antecedentes de MGUS, mayor frecuencia de paraproteina tipo IgA y rapida evolucién
a MM sintomatico (1.3 vs 3.9 afios).

2. Tipo no progresivo, caracterizado por un CM estable hasta el momento de
la transformacién, ausencia de fase previa de MGUS y progresién tardia a MM
sintomatico.

Para los pacientes con SMM dado su mayor riesgo de progresion, la IMWG
2010 recomienda control a los 2-3 meses tras el diagndstico y posteriormente cada 4-

6 meses por un afio y si esta estable cada 6-12 meses.

1.4  MIELOMA MULTIPLE SINTOMATICO

El MM o enfermedad de Khaler es una neoplasia caracterizada por la
proliferaciéon de una sola clona de células plasmaticas derivadas de células B. Esta
clona prolifera en la MO y frecuentemente invade huesos adyacentes produciendo
destruccién esquelética, dando lugar a dolor éseo y fracturas. Ocasionalmente, las CPs
infiltran multiples érganos y producen otros sintomas. El exceso de produccién de CM
puede conducir a fracaso renal por la proteinuria de Bence Jones (PBJ, proteinuria de
cadenas ligeras monoclonales) o hiperviscosidad por su exceso en sangre (Kyle et al.,
2003).

El MM representa el 1% de todas las neoplasias y el 13% de neoplasias
hematoldgicas (Rajkumar SV, 2011). La incidencia anual en paises occidentales es de
5.6 nuevos casos por cada 100.000 habitantes. La edad media al diagndstico es de 70
afos; 37% son menores de 65 afios, 26% tiene entre 65 y 74 afios y 37% son mayores
de 75 afos (Brenner H,2008; Kumar SK, 2008).

En los ultimos afios, la introduccidn de trasplante autdlogo y la disponibilidad
de farmacos como talidomida, lenalidomida y bortezomib han cambiado el manejo
clinico del mieloma e incrementado la supervivencia. En menores de 60 afios, la

supervivencia a los 10 afios se aproxima al 30% (Palumbo, A et al., 2011).
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1.4.1  CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE MIELOMA SINTOMATICO

Los criterios diagndsticos de MM segun la IMWG 2003 son las gammapatias
gue cumplen las siguientes condiciones:

a. Presencia de CM en suero y/u orina (excepto mieloma no secretor).

b. Presencia de CP clonales en MO o plasmocitoma. Aunque no se define
una cifra, si se realiza citometria de flujo, la mayoria de las células
plasmaticas (>90%) deben mostrar fenotipo mielomatoso.

c. Evidencia de dafo organico o tisular (CRAB): el dafio orgdnico se define
como la presencia de hipercalcemia, insuficiencia renal, anemia o lesiones
Oseas debidas a proliferacion celular. Algunos pacientes pueden no tener

sintomas pero tener dafo organico o tisular.

Aproximadamente el 40% de MM sintomaticos tienen CM<3g/dL. Sin
embargo, el 97% tendran CM en suero y/u orina. No hay un nivel minimo de
infiltracién medular de CP ya que el 5% de los pacientes con MM tienen <10% de CPs

en MO (IMGW, 2003).

1.4.2  MANIFESTACIONES CLINICAS

Los sintomas mas frecuentes de MM son fatiga, dolor dseo e infecciones
recurrentes. El dolor éseo constituye la manifestacion inicial en el 70% de los casos
(Kyle et al., 2003). Generalmente se localiza en esqueleto axial: parrilla costal, columna
vertebral o zona proximal de extremidades y es de caracteristicas mecanicas. La
radiografia convencional muestra anormalidades esqueléticas (lesiones liticas,
osteoporosis y/o fracturas) en el 80% de los pacientes al diagndstico (Rajkumar et al.,
2005). Los sitios mas frecuentemente afectados son las vértebras, craneo, caja
toracica, pelvis, hiumero y fémur. Tipicamente las lesiones son osteoliticas Unicas o
multiples sin reaccion osteosclerética, dando un aspecto en “sacabocados”. También
son frecuentes la osteoporosis generalizada y las fracturas patolégicas, mientras que
las lesiones osteosclerdticas representan el 1% de los casos. Recientemente se ha
destacado el valor de la tomografia por emision de positrones (PET) en la
estadificacion y el seguimiento de pacientes con minima o ausente secrecién de

componente monoclonal.
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La susceptibilidad a las infecciones bacterianas recurrentes (> 2 episodios en

12 meses), son el resultado del deterioro de la respuesta inmune debido a la reduccién
de las inmunoglobulinas normales (no monoclonales) y a la neutropenia o a la
combinacion de ambas (IMGW., 2003). También pueden contribuir a aumentar el
riesgo de infecciones, las alteraciones de la inmunidad celular, especialmente las
observadas en los linfocitos T, NK y en monocitos. Ademas, hay una relacion directa
entre el grado de actividad de la enfermedad y la incidencia de infecciones, siendo
mayor el riesgo en los primeros meses tras el diagndstico y en los pacientes con
enfermedad refractaria o en recaida (Augustson et al, 2005). Las infecciones
bacterianas recurrentes constituyen una complicacién frecuente, siendo la principal
causa de muerte (50% de los pacientes). Los microorganismos mas frecuentemente
implicados son el streptococus pneumoniae y el haemophilus influenzae, aunque en
pacientes con fracaso renal o enfermedad avanzada, mas del 90% de los episodios
infecciosos son debidos a bacilos gram negativos o staphyloccus aureus. La fiebre
asociada al propio mieloma es excepcional (1%). La insuficiencia renal con niveles de
creatinina superiores a 2 mg/dL aparece en el 25-30% de los pacientes en el momento
del diagnodstico y es causa de muerte en el 20% de los casos. La etiologia es
multifactorial, siendo la excrecidon de cadenas ligeras un factor critico ya que lesionan
directamente las células de los tubulos renales proximales y ello da lugar a una nefritis
intersticial pues precipitan en los tubulos renales distales en forma de cilindros
causando obstruccion (rifidn de mieloma). La hipercalcemia y la deshidratacién son los
factores que con mayor frecuencia desencadenan una insuficiencia renal.

Alrededor del 10% de pacientes presentan plamocitomas extramedulares en
el momento del diagndstico. La manifestacion mas grave de un plasmocitoma
extramedular es la compresion medular que puede dar lugar a paraparesia o paraplejia
gue requieren tratamiento urgente. El 20% cursa con hepatomegalia y menos del 5%
con esplenomegalia. Alrededor del 5% tiene amiloidosis asociada, que puede
manifestarse como sindrome nefrético, insuficiencia cardiaca congestiva, sindrome del

tunel carpiano, polineuropatias e hipotension ortostatica.
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1.4.3 DATOS DE LABORATORIO

Una tercera parte de los pacientes presentan anemia normocitica-
normocrémica, mientras que las cifras de leucocitos y plaquetas suelen ser normales.
El origen de la anemia es multifactorial (infiltracidn medular, insuficiencia renal, y
dilucional en caso de CM de gran cuantia). La hipercalcemia se encuentra en 15-20%
de los pacientes. El aspirado de MO muestra una infiltracién por células plasmaticas
superior al 5% en el 90% de los pacientes con MM. El proteinograma electroforético
sérico y/o urinario presenta una banda homogénea o CM en el 85% casos pero en el
15% restante, la electroforesis sérica es normal o muestra solo una pequefia banda
(mieloma de cadenas ligeras, algunos casos de mieloma IgG o IgA con escaso CM vy los
raros casos de mieloma IgD o no secretor). En la mitad de los casos aparece proteinuria
de cadenas ligeras (proteinuria de Bence Jones). El estudio cualitativo de las
inmunoglobulinas por inmunofijacion (u otras metodologias) resulta imprescindible
para identificar la clase de Ig que se produce en exceso y confirmar su cardcter
monoclonal.

Los tipos de CM mas frecuentes en el MM son 1gG (50-60%), IgA (20-30%),
cadenas ligeras Bence-Jones puro (15-20%), IgD (2%) y el no secretor (1-2%). Los tipos
IgE e 1gM son excepcionales. En condiciones normales la relacién de cadenas ligeras
kappa/ lambda es de 2:1, sin embargo en el MM esta proporcion esta siempre alterada
porque todas las cadenas ligeras secretadas por células mielomatosas son Kappa o
lambda, con excepcion del mieloma IgD que suele ser lambda (Kyle et al., 2003). Los
niveles de las Ig normales restantes, no involucradas en el CM, estan disminuidas en el
91% de los pacientes con MM, fenédmeno conocido como inmunoparesis (Rawstron et
al.,1998), pero también estan reducidas en el 80% de pacientes con SMM y en 30-40%
de los pacientes con MGUS. Las manifestaciones clinicas del mieloma IgD y del de
cadenas ligeras son muy similares entre si, tanto desde el punto de vista clinico como
bioldgico, y presentan mayor riesgo de insuficiencia renal, hipercalcemia y amiloidosis,

a la vez que mayor cuantia en la proteinuria de cadenas ligeras que los tipos IgA e IgG.
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1.4.4 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

El diagndstico diferencial en MM se plantea frente a la MGUS, el SMM, la
amiloidosis y el carcinoma metastdsico. Los pacientes con CM sérico inferior a 3g/dLy
porcentaje de CPs en médula dsea inferior al 10%, sin lesiones osteoliticas ni anemia,
hipercalcemia, insuficiencia renal, plasmocitomas extramedulares o sintomas
atribuibles a la gammapatia monoclonal, se diagnostican de MGUS. Los pacientes
asintomaticos con un CM sérico igual o superior a 3g/dL o 10% o mas de células
plasmaticas, sin dafio organico ni otros sintomas cumplen criterios de mieloma
qguiescente (IMGW., 2003). En la amiloidosis primaria la proporcién de células
plasmdticas en médula dsea suele ser inferior al 10%, no existen lesiones osteoliticas y
la proteinuria no acostumbra a ser masiva. En pacientes que presentan multiples
lesiones liticas y que no tienen CM sérico o urinario, se debe realizar un estudio
inmunohistoquimico de las células proliferantes al objeto de excluir carcinoma

metastasico.

1.4.5 PRONOSTICO

La supervivencia del mieloma es muy variable ya que mientras unos
sobreviven sélo unos meses otros lo hacen mdas de 15 afios. Con los modernos
tratamientos, la supervivencia de los MM sintomaticos se ha incrementado del 3-5% a
5 afios en mas del 70% en pacientes elegibles para trasplante y al 50% en pacientes no
candidatos a trasplante. La identificacidon precisa de los pacientes de alto riesgo es el
primer paso para mejorar los resultados. El pronéstico de los pacientes con MM
depende de la carga tumoral, las caracteristicas del paciente y la biologia de la

enfermedad. Para la estratificacidn del riesgo, se han utilizado diversos factores:

1.4.5.1 FACTORES RELACIONADOS CON LA CARGA TUMORAL/ESTADIO

El sistema de estadiaje establecido por de Durie-Salmon (DS) en 1976
incorpora varios factores correlacionados con la carga tumoral. Este sistema de
estadiaje es predictivo del desenlace clinico después de quimioterapia a dosis
estandar, no asi con el uso de quimioterapia a altas dosis y nuevas drogas, limitandose

cada vez mas su uso a ensayos clinicos. Posteriormente se publicod el International
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Staging System (ISS) que utiliza dos pardmetros, los niveles de albumina y el de B2-

microglobulina, estableciendo tres estadios prondsticos con diferentes medianas de
supervivencia e independiente del tipo de tratamiento (quimioterapia convencional o
trasplante). A diferencia de DS, el ISS solo se debe aplicar a MM sintomaticos, no en
MGUS ni SMM y no es un indicador fiable de la carga tumoral. Por lo tanto, el ISS es
superior a DS para identificar el subconjunto de pacientes verdaderamente de alto

riesgo de los pacientes (Tabla 6).

Tabla 6. Sistemas de estadificacion

Estadio Criterios de Durie-Salmon Criterios indice prondstico internacional (ISS)
Todos los siguientes: R2microglobulina <3.5 mg/L
=  Hemoglobina >10g/dL AlbUmina 23.5 g/dL

= Calcio sérico £ 12mg/dL
= N2 de lesiones liticas: 1 o
| menos
=  Bajo CM (alguno de ellos):
V' 1gG<5 g/dL;
v’ IgA<3 g/dL;
v’ PBI<4 g/24h

Il Ni estadio | ni lll Ni estadio | ni lll

Uno o mas de los siguientes: R2microglobulina>5.5 mg/L
=  Hemoglobina <8.5g/dL
=  Calcio sérico > 12mg/dL
= N2de lesiones liticas>3
=  Alto CM (alguno de ellos):
v 1gG>7 g/dL;
v’ 1gA>5 g/dL;
v' PBIJ>12 g/24h

Los pacientes son clasificados en A o B en base a creatinina <2 o0 22 mg/dL
PBJ: proteinuria de Bence-Jones, Ig: inmunoglobulina
Posteriormente se demostré por el grupo francés de mieloma que la
citogenética de alto riesgo tiene impacto prondstico independiente de la ISS, lo que
sugiere que la integracién de ambos, ISS y la genética, genera un modelo mas sélido.
Recientemente, se demostrd que la extensidon de la enfermedad detectada

por resonancia magnética y tomografia de emisién de positrones/tomografia
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computarizada (PET/TAC) correlaciona con la carga tumoral y tiene utilidad pronéstica.

Estos resultados requieren la confirmacion adicional antes de su aplicacion clinica
(Waheed S et al.,2013).

Hay datos soélidos que demuestran una asociacion entre la profundidad de la
respuesta al tratamiento y los resultados del mismo a largo plazo, incluyendo la SLP y
la SG. La mayoria, pero no todos los estudios muestran que el logro de la respuesta
completa (RC)es un objetivo importante para la mejora de la SG (Mateos M-V et al.,
2015). Ademas, hay una serie de estudios indicativos de que el logro de la remisién
inmunofenotipica, donde las células plasmaticas anormales ya no son detectables por
CMF, se asocia con una supervivencia mayor que RC (Paiva et al., 2012). También hay
datos que sugieren que lograr una RC molecular es mejor que RC (Ladetto et al., 2010).
El mejor método paraevaluar la medida de la respuesta, es en la actualidad es materia
de debate.

El IMWG en 2014 (Chng et al., 2014) propone el uso de un sistema prondstico
gue combina el ISS con estudios de genética como un nuevo estandar para definir la
enfermedad de alto riesgo (Tabla 7). En este caso, el grupo de alto riesgo se define por
un ISS 1I/1ll y presencia de t(4;14) o del17p13 y el bajo riesgo se define por pacientes
menores de 55 afios, ISS | o Il y ausencia de los tres marcadores de FISH t(4;14), del

17p13 o0 +1921.

Tabla 7. Estratificacion de riesgo en MM

Alto riesgo Riesgo Bajo riesgo
estandar
Parametros ISS 1I/l'y t(4;14)a o Otros ISS I/1l'y ausencia de (4;14) o del
del 17p13 17p13 y +1g21 y edad<55 anos
Mediana SG 2 aflos 7 aflos 20%
% pacientes 20% 60% 20%

ISS indice prondstico internacional, SG, supervivencia global, a supervivencia de pacientes con t(4;14)
se mejora con el uso de tratamientos que incluyan Bortezomib.
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1.4.5.2 FACTORES RELACIONADOS CON EL PACIENTE

La edad y el estado general del paciente son dos factores con valor prondstico
independiente. Ludwig observd que los pacientes mayores de 50 afios tenian una
supervivencia significativamente mas corta cuando eran tratados tanto con
quimioterapia sola como con quimioterapia seguida de trasplante (Ludwig H et al.,
2008). Mientras que los pacientes mas jévenes tendian a presentar caracteristicas mas
favorables, la edad al momento del diagnéstico en si fue un factor predictivo
independiente de supervivencia general. Este mismo grupo ha comprobado que hay
un acortamiento gradual de la supervivencia en cada incremento de edad en tramos
de 10 afios en pacientes tratados tanto con quimioterapia convencional como con
nuevos agentes, lo que indica que aunque los pacientes mads jovenes tienen una mejor
supervivencia, el nimero de afios de vida perdidos fue mayor en pacientes jovenes
(Ludwig H et al., 2010).

Por otro lado, el estado inmunolégico del paciente es un factor importante en
el control de la enfermedad. En este sentido se ha observado que las diferentes
subpoblaciones de linfocitos NK varian a lo largo de la evolucion de MM (San Miguel JF

et al, 2005).

1.4.5.3 FACTORES RELACIONADOS CON LA BIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD

Estos incluyen el indice de proliferacion celular, medido por el labeling index
(Greipp PR et al.,1993), la presencia de células plasmaticas circulantes (Nowakowski GS
et al., 2005b) y la morfologia plasmablastica (Greipp PR et al., 1998). Sin embargo, los
factores mas importantes son las alteraciones citogenéticas y los perfiles de expresién
génica y se ha demostrado que los pacientes que presentan la t(4;14) y la deleccion
17p13 tienen una pobre supervivencia. Los datos de la t(14;16) tanto para el grupo de
la Clinica Mayo como el MRC (Medical Research Council) muestran que se asocia a
peores resultados, mientras que este no era el caso en los estudios del grupo francés
de mieloma. Otro factor con datos contradictorios es la ampliacién del cromosoma
1921 (1g21+) ya que algunos han mostrado que es un factor prondstico independiente
mientras otros no. Mas recientemente, la supresion de 1p también ha mostrado ser un

factor pronéstico independiente asociado con una supervivencia mas corta (Hebraud B
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et al., 2014). La importancia prondstica de la deleccién 1p y el locus (1p21 o 1p32)

necesita ser confirmada. No obstante, incluso dentro de estos grupos con factores
prondsticos genéticos, puede haber mas heterogeneidad, por ejemplo, un analisis
reciente mostré que los pacientes con alteraciones genéticas de alto riesgo tienen
diferencias significativas en la supervivencia dependientes de la presencia o ausencia
de trisomias (Kumar S et al., 2012). Estos resultados sugieren que con el estado actual
de conocimientos acerca de la genética de mieloma, la genética por si sola puede ser
suboptima como factor prondstico, mientras que la informacidn combinada de
anomalias genéticas con otros parametros puede mejorar su valor prondstico (Chng et

al., 2014).

1.4.6 TRATAMIENTO DEL MIELOMA MULTIPLE

El tratamiento del MM ha cambiado sustancialmente con la introduccion de
nuevas drogas -talidomida, bortezomib y lenalidomida- con mecanismos de accién
diferentes a los de la quimioterapia convencional y que tienen como diana terapéutica
no solo la célula tumoral sino también al microambiente medular. Estos farmacos
estdn proporcionando beneficios tangibles para los pacientes con una neoplasia que
permanece incurable en la mayoria de los casos. Es importante destacar que se ha
observado una mejora en los resultados de supervivencia, no solo en pacientes
jovenes, sino también en pacientes de edad avanzada y para quienes el prondstico
solia ser generalmente pobre con los tratamientos convencionales (Ludwig et al.,
2012)

La decision de como se tratara al paciente debe basarse en si es candidato a
trasplante autdélogo o no y estd guiada por la edad bioldgica, el estado funcional y

comorbilidades.

1.4.6.1 CANDIDATOS A TRASPLANTE DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS

Es la aproximacidon terapéutica universalmente aceptada para pacientes
“jévenes” diagnosticados de MM sintomatico. Los pacientes considerados elegibles
para trasplante de progenitores hematopoyéticos de sangre periférica (TASPE), deben

ser tratados con 3-4 ciclos de tratamiento de induccién, seguido por la recoleccion de
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células madre y altas dosis de quimioterapia con TASPE realizado de forma temprana o

tardia en el momento de la recaida. El tratamiento de induccion debe incluir nuevos
farmacos y varios estudios han demostrado superioridad de una triple combinacién
basada en bortezomib sobre VAD (Vincristina, Adriamicina, Dexametasona) o sobre la
combinacion de 2 farmacos (H Ludwig, et al., 2014). En la Tabla 8 podemos observar

distintos combinaciones de farmacos en el tratamiento de induccidn.

Tabla 8. Regimenes de tratamiento de induccién previo a altas dosis de

quimioterapia y TASPE

Tratamientos Opcion preferida: Regimenes Regimenes de 4
regimenes de 3 drogas de 2 drogas drogas
basados en bortezomib

Basado en bortezomib PAD,VCD VD

Basado en bortezomib+IMiD VRD,VTD VRDC,VDTC
Basado en lenalidomida LD, Ld

Basado en talidomida TAD, CTD TD

Si no hay drogas nuevas VAD

Abreviaturas: PAD, bortezomib-adriamicina-dexametasona; VCD, bortezomib-ciclofosfamida-
dexametasona; VD, bortezomib-dexametasona; VRD, bortezomib-lenalidomida-dexametasona; VTD,
bortezomib-talidomida-dexametasona;VRDC,bortezomib-lenalidomida-dexametasona-ciclofosfamida;
VDTC, bortezomib-dexametasona-talidomida-ciclofosfamida; LD, lenalidomida-altas dosis de
dexametasona; Ld, lenalidomida-bajas dosis de dexametasona; TAD, talidomida-adriamicina-
dexametasona; CTD, ciclofosfamida-talidomida-dexametasona; TD, talidomida-dexametasona; VAD,
vincristina-adriamicina-dexametasona. IMWG recommendations for global myeloma care. Tabla
extraida de Ludwig et al., Leukemia, 2013

Con la introduccidn de los nuevos farmacos vy la alta tasa de respuesta a los
mismos, el papel del TASPE como parte de la primera linea de tratamiento es objeto de
debate. Sin embargo, la realizacién precoz del mismo debe continuar siéndolo hasta
gue los resultados de ensayos clinicos en curso no estén disponibles (Mateos M-V et
al., 2015).

El tratamiento de induccién ird seguido de una intensificacion mediante un
TASPE. El acondicionamiento para este procedimiento debe llevarse a cabo con
melfaldan 200 mg/m? (MEL200), considerado como estindar y aunque se han
comunicado intentos para mejorar la eficacia del régimen de acondicionamiento

mediante la adicion de busulfan (Reece D et al., 2013) o bortezomib a MEL200 (Roussel

et al, 2010) pero estos regimenes no pueden ser considerados como estandar todavia.
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En general, la realizacidon de un solo TASPE es el procedimiento habitual. Para

pacientes seleccionados, con la finalidad de aumentar la tasa de RC postrasplante se
ha propuesto la realizacidon de dos TASPEs consecutivos o en “tandem”que mejora el
grado de respuesta (Kumar A et al., 2009) y puede beneficiar a pacientes con respuesta
inferior a una muy buena respuesta parcial (VGPR del inglés very good partial
response) tras el primer trasplante (Attal M et al.,2003) y también aquellos a con alto

riesgo citogenético (Ludwig et al., 2014)

1.4.6.2 TRASPLANTE ALOGENICO

La introduccion de una induccidn mas efectiva y una consolidacién y
mantenimiento que incluyen nuevo agentes farmacoldgicos, ha revolucionado el
tratamiento del mieloma y ha cuestionado de hecho el papel del trasplante. Entre las
potenciales ventajas respecto al trasplante de progenitores hematopoyético autélogo
se encuentra la ausencia de contaminacion del injerto por células tumorales y el
posible efecto del injerto contra el mieloma, lo que le convierte en un potencial
tratamiento curativo. Sin embargo debido a su elevada toxicidad, mayor riesgo de
complicaciones y muerte, su uso es muy restringido y de forma infrecuente se realiza
fuera de ensayos clinicos. Con el objeto de reducir la toxicidad asociada al
procedimiento manteniendo el efecto antitumoral del injerto, se introdujo el
trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos con acondicionamiento de
intensidad reducida (alo-TIR). La toxicidad de este tipo de trasplante es menor, pero
excepto en paciente de alto riesgo, este procedimiento debe realizarse

preferentemente en el contexto de ensayos clinicos.

1.4.6.3 PACIENTES NO CANDIDATOS A TRASPLANTE ESTANDAR

Los pacientes de 65 a 75 afios por lo general no son candidatos a TASPE.
Debido a que la edad bioldgica puede ser diferente de la edad cronoldgica, este rango
puede variar en aproximadamente 5 afios. De acuerdo con la edad y estado del
paciente se pueden adoptar diferentes enfoques terapéuticos de modo que para los
pacientes mayores de 65 a 70 afios en situacidon clinica excelente, o pacientes mas

jovenes con comorbilidades, un TASPE de intensidad reducida con melfalan 100 mg/m2
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(MEL100) se pueden adoptar de forma segura, en vez de utilizar una dosis completa de
melfalan 200 mg/m2 (MEL200). En los pacientes mayores de 65 a 75 afos en buena
situacidon clinica, esta indicada la quimioterapia convencional a dosis completa,
mientras que para los pacientes fragiles de mdas de 75 afios, o0 mas jovenes con
comorbilidades, se sugiere una terapia de intensidad de dosis reducida.

Para la eleccion del tratamiento debe tenerse en cuenta el estado del
paciente, la relacion riesgo/beneficio de cada régimen y la calidad de vida del paciente
(Tabla 9, Figura 8).

Mas recientemente se ha incorporado la bendamustina al tratamiento del
mieloma. En Europa esta actualmente aceptada para el tratamiento de MM de nuevo
diagndstico que no es candidato a TASPE y que no puede recibir talidomida o
bortezomib por neuropatia.

Otras combinaciones, incluyendo nuevos agentes de segunda y tercera
generacién como carfilzomib, marinozomib o elotuzumab estan en fase de desarrollo

clinico con resultados prometedores.
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Tabla 9. Esquemas terapéuticos en pacientes no candidatos a trasplante.

Régimen Referencia RC(%) SLP/SLE/TP (meses) SG
Induccién

MPT Fayer PM,2011 13-16 20,3 39,3 meses
CTDa Morgan GF,2011 13 13 33 meses
VMP Palumbo A, 2010 24-30 22-27 A 2 afos,85-87%
VMPT Palumbo A, 2010 38 33 A 3 afios,86%
VTP Mateos MV,2010 28 31 A 3 afios, 70%
VCD Reeeder CB,2009, 2010 39 - -
VRd Richardson PG,2010 37 A 18m, 75% A 18m,97%
Rd Rajkumar SV,2010 4 25 A 2 ainos,87%
MPR Palumbo A, 2012 3 14 No alcanzado

Mantenimiento

T Morgan GJ,2012 -- 11 38 meses
Palumbo,2012 - 26 -
VT Palumbo,2010, 2012 45 27 Mediana

no alcanzada

Tratamientos de rescate

\Y Richarson PG,2005 6 6 A 1aiio,80%
V-Peg Orlowski RZ, 2007 4 9 A 15 meses, 76%
RD Weber DM,2007 14 11 29,6 meses
Carfilzomib Siegel DS, 2012 0,4 3,7 15,6 meses

RC, respuesta completa; SLE, supervivencia libre de eventos; TP, tiempo hasta la progresién; SG,
supervivencia global; SLP, supervivencia libre de progresion; MPT, melfalan-prednisona-
talidomida;CTDa, ciclofosfamida-talidomida-dexametasona; VMP, bortezomib-melfaldn-prednisona;
VMPT, bortezomib-melfalan-prednisona-talidomida; VTP, bortezomib-talidomida-prednisona; VCD,
bortezomib-ciclofosfamida-dexametasona; VRd, bortezomib-lenalidomida-bajas dosis de
dexametasona; Rd, lenalidomida-bajas dosis de dexametasona; MPR, melfalan-prednisona-
lenalidomida; T, talidomida; R, lenalidomida; VT bortezomib-talidomida; V, bortezomib; V-Peg,
bortezomib-doxorrubicina liposomal; RD, lenalidomida-altas dosis de dexametasona. IMWG
consensus. Tabla extraida de Palumbo et al, JCO 2014.
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Pacientes ancianos de nuevo diagnodstico o pacientes jévenes con MM no elegibles para altas dosis
de tratamiento (MEL200)

Evaluacién de la situacion
del paciente. Presencia de
comorbilidades y/o
limitaciones

VERY FIT FIT UNFIT

Trasplante autdlogo de
intensidad
reducida(MEL100)

MPT,VMP/NMPT-VT/ Bajas dosis de MPT/VMPV
VCD/VRD,MPR-R/Rd o Vd/Rd

Figura 8. Algoritmo de tratamiento para pacientes de edad avanzada con MM.MEL100,
melfaldn 100 mg/m2; MEL200, melfaldan 200mg/m2; MPR-R, melfalan-prednisona-lenalidomida seguido
de lenalidomida; MPT, melfaldn-prednisona-talidomida; Rd, lenalidomida-dexametasona a bajas dosis;
Vd, bortezomib-dexametasona; VCD, bortezomib-ciclofosfamida-dexametasona; VMP, bortezomib-
melfaldn-prednisona; VMPT-VT, bortezomib-melfalan-prednisona-talidomida seguido de bortezomib-
talidomida; VRD, bortezomib-lenalidomida-dexametasona.IMWG consensus statement for the
management, treatment, and supportive care of patients with myeloma multiple not eligible for
standard autologous stem-cell transplantation. Modificado de Palumbo et al. JCO vol 32, number 6,
February 20,2014

1.4.6.3.1 OPCIONES DE TRATAMIENTO PARA PACIENTES NO APTOS.

Los pacientes no aptos, son mads susceptibles a los efectos adversos del
tratamiento con interrupciones posteriores que afecten significativamente Ila
intensidad de dosis y su eficacia. En estos pacientes, se sugieren terapias intensas a
dosis mas bajas. La combinacidn de MPT ha mostrado sistematicamente una mejora en
la SLP que fue menos pronunciada en los pacientes de edad>75 afios, mientras que la
terapia con VMP fue superior a MP en pacientes >75 afios. En un estudio aleatorizado,
el resultado fue similar entre VD, VMP, y VT- dexametasona, pero la tasa de abandono
fue menor con VD. La combinacion Rd fue igualmente eficaz en los pacientes mas
jovenes y los ancianos. Es importante utilizar bajas dosis de dexametasona (10-20
mg/semana) dada la mayor toxicidad y mortalidad asociada a altas dosis de la misma.

Por lo tanto, las combinaciones de dos medicamentos tales como corticoides mas
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lenalidomida, talidomida o bortezomib deben ser opciones de tratamiento

consideradas seguras en pacientes no aptos (Palumbo A et al., 2014).

1.4.6.4 TRATAMIENTO DE CONSOLIDACION Y MANTENIENTO

El tratamiento de consolidacion se define como un tratamiento intensivo
administrado durante un periodo limitado de tiempo que se da tras la induccidén, con la
intencidn principal de la mejora de la calidad de la respuesta y por lo tanto de la SG. En
la actualidad, los resultados obtenidos con bortezomib, lenalidomida-bortezomib-
dexametasona (VRD), lenalidomida-dexametasona y VID o TD estan disponibles.
Bortezomib administrado durante 21 semanas después de TASPE dio lugar a una
prolongacion significativa de la SLP, pero no se observé un aumento de la SG (Mellgvist
UH et al., 2013). El beneficio de SLP sélo se observé en pacientes con menos de muy
buena respuesta parcial (del inglés, Very Good Partial Response) antes del inicio del
tratamiento de consolidacion. La consolidacidon con VTD tras TASPE incrementé la
proporciéon de pacientes con remision molecular (Terragna C et al., 2011). Esto
posiblemente se podra traducir en una SG mas prolongada pero aun no estan
disponibles los datos de supervivencia y por tanto, no se puede dar una
recomendacion definitiva respecto a un uso rutinario en la practica clinica, aunque a
pesar de estos hechos, se estd utilizando cada vez mas en la consolidacién.

El tratamiento de mantenimiento se inicia después de un tratamiento de
induccidén exitoso y/o después de la terapia de consolidacién, y su objetivo es
prolongar el tiempo de la remisién con una buena calidad de vida, con el objetivo final
de mejorar la SG. Este tratamiento, ha prolongado de forma consistente la SLP pero de
forma inconsistente la supervivencia. El tratamiento con talidomida después del TASPE
mejord la SLP en 6 de 6 ensayos y SG en 3/6 estudios, pero la tolerancia a este agente
es un factor limitante. Sin embargo, en pacientes de edad avanzada, se observé mejora
de SLP sin ningun beneficio en la SG o incluso asociado a SG inferior en los pacientes de
alto (Morgan GJ et al., 2012). Bortezomib se ha usado como tratamiento Unico o en
combinacion con talidomida después de TASPE y en combinacion con talidomida o con
prednisona en pacientes de edad avanzada. En pacientes mas jovenes, la combinacién
de VT resultdé en una SLP superior en comparacion con talidomida o interferon de

mantenimiento como agentes Unicos (Rosifiol L et al., 2012). En pacientes de edad
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avanzada, VT produce una mayor SLP en comparacion con VP (bortezomib-
prednisona), pero hasta ahora, la SG en ambos grupos es comparable (Mateos MV et
al., 2012). El mantenimiento con lenalidomida se ha evaluado en pacientes de edad
avanzada en un ensayo y en pacientes mas jovenes en tres ensayos. Los cuatro
estudios mostraron una mejoria notable de la SLP, pero la SG fue superior en sélo 2 de
los 3 ensayos realizados en pacientes mas jovenes. En el momento actual, la
lenalidomida no se recomienda de forma rutinaria como tratamiento de

mantenimiento (Ludwig et al., 2012b).

1.4.6.5 TRATAMIENTO DE PACIENTES CON MM EN RECAIDA/RESISTENTE

Para los pacientes con MM resistente en recaida o progresidon, no existe una
alternativa terapéutica estandarizada. En esta situacion, la eleccidon del tratamiento
depende de factores especificos del paciente, las caracteristicas del tumor, tales como
la citogenética, la eficacia y la tolerancia del tratamiento anterior, el nimero de lineas
de tratamiento anteriores, las opciones de tratamiento disponibles restantes y el
intervalo de la ultima terapia (Mothy B et al., 2011; Jakubowiak, 2012). Los farmacos
con neurotoxicidad potencial, como bortezomib o talidomida, deben evitarse en
pacientes con polineuropatia, mientras que los farmacos menos mielotoxicos seran
preferibles en aquellos con funcion de la médula dsea comprometida. Sin
recomendaciones oficiales generales, el TASPE de rescate se debe ofrecer a los
pacientes con mieloma multiple en recaida que tuvieron una respuesta duradera
durante al menos 24 meses después de su primer TASPE (Jiménez-Zepeda et al., 2012;
Ludwig et al., 2012).

Recientemente se han introducido nuevos agentes eficaces, como carfilzomib
(Jakubowiak AJ et al., 2013) y pomalidomida (Lacy MQ et al., 2012) para el tratamiento
de pacientes con recaida/refractaria. Los pacientes cuya enfermedad se ha vuelto
resistente a los agentes novedosos presentan un desafio particular. Ellos se pueden
enrolar en un ensayo clinico con agentes experimentales novedosas, en el caso de esta
opcion esta disponible, o se les puede ofrecer tratamiento paliativo, con agentes

alquilantes en combinacién con corticosteroides.
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2 LAS GAMMAPATIAS MONOCLONALES Y SU RELACION
CON LOS MECANISMOS DE INMUNOVIGILANCIA

2.1 ELSISTEMA INMUNITARIO

El Sistema Inmunitario (SI) lo constituye un conjunto de estructuras y procesos
cuya funcion es defender al organismo de las agresiones, bien causadas por agentes
infecciosos exdgenos bien por alteraciones de las células propias. El gran reto del
sistema inmunitario es el “aprendizaje” ya que debe ser capaz de distinguir entre
células y moléculas propias de las no propias, entre agentes exdgenos que no
constituyen un peligro potencial y los que si lo son y entre células propias alteradas -
potencialmente tumorales- y normales.

El SI ofrece su respuesta a través de dos ramas que tradicionalmente se
conocen como respuesta inmunitaria innata o inespecifica que comprende células y
mecanismos que emiten respuestas genéricas que no desembocan en una inmunidad a
largo plazo y la respuesta inmunitaria especifica constituida por un entramado de
proteinas, células, organos y tejidos que emiten respuestas adaptadas a las
caracteristicas de cada antigeno. Ademas, el sistema inmunitario especifico es capaz
de desarrollar respuestas de “memoria inmunoldgica” que hacen que la respuesta a un

patdgeno en veces sucesivas ocurra de una manera mas rapida y eficiente.

2.1.1 REPUESTA INMUNITARIA INNATA'Y SUS COMPONENTES

La primera linea de defensa frente a cualquier agresion depende de la accién
de la inmunidad innata o natural. Esta respuesta tiene tres caracteristicas
fundamentales:

e Es constitutiva, al estar preformados los elementos responsables y por
eso, también es inmediata.

e Es inespecifica, puesto que reconoce patrones moleculares constantes
en los patogenos, sin adaptarse a nuevos desafios.

e No genera memoria, no responde de manera mas eficaz frente a un

determinado patégeno cuando se enfrenta a él por segunda vez.
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La piel y las mucosas digestiva, respiratoria y urogenital constituyen la primera

linea de defensa del Sl inespecifico. Los componentes celulares del S| inespecifico son
diversos. Los granulocitos estan presentes en la sangre y tiene la capacidad de migrar
a los tejidos y constituyen alrededor del 65% de todos los leucocitos. Estos incluyen a
los neutréfilos, eosindfilos y basdéfilos. Los mas abundantes son los neutréfilos que dan
lugar a una respuesta de primera linea frente a patégenos, debido a su capacidad de
reconocimiento rapido, fagocitosis y eliminacion de microbios (bacterias y hongos)
(Min, 2008). Los eosindfilos representan el 3-5% de los granulocitos circulantes. Sin
embargo en los tejidos estan presentes en cientos de veces mas, donde se acumulan
principalmente en la lamina propia de estémago, intestino delgado, colon y vias aéreas
(Powell et al., 2010), y nos defienden de la invasidn microbiana, secretando
mediadores solubles relacionados con respuestas inflamatoria y alérgica (Bochner y
Gleich, 2010).Los basofilos son una poblacion menos representada en la sangre
periférica (menos del 0,2% de leucocitos totales), que cuando maduran dan lugar a
macrofagos que se localizan en tejidos, donde al activarse liberan mediadores de
inflamacién y de respuesta alérgica. Los mastocitos o “células cebadas” que poseen
vesiculas cargadas de histamina, molécula implicada en la respuesta inflamatoria al
favorecer la permeabilizacidon de los vasos sanguineos en zonas sometidas a agresion
(Abraham y St John, 2010).

Los monocitos constituyen el 6-8% de los leucocitos circulantes y se
caracterizan por una vida media breve ya que permanecen solo alrededor de 24 horas
en la sangre. Desde aqui alcanzan los tejidos y puntos de inflamacion donde
evolucionan a macréfagos maduros (Volkman y Gowans, 1965). Los macréfagos
constituyen un grupo de células grandes capaces de ingerir y destruir a la mayoria de
los patogenos. Pero también cooperan con los linfocitos en la inmunidad especifica
como células presentadoras de antigeno (APC, Antigen Presenting Cell).

Los linfocitos Tyd (Bonneville et al., 2010), las células NK (del inglés, Natural
killer) y las células T con funcién natural killer (NKT) (Cooper y Yokoyama, 2010; Paust
et al.,, 2010) también forman parte del S| inespecifico o innato, aunque las

estudiaremos con mayor detalles en apartados sucesivos.
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2.1.2 RESPUESTA INMUNITARIA ESPECIFICA O ADAPTATIVA

La inmunidad especifica, adaptativa o adquirida, implica mecanismos mas
sofisticados de la respuesta inmunitaria y una eliminacidn selectiva del
microorganismo implicado, a través del reconocimiento de moléculas concretas
presentes en los patdgenos “antigenos”. La respuesta inmunitaria especifica mucho
mas precisa se caracteriza por dar una respuesta con:

e Especificidad antigénica, que permite la distinciéon sutil entre los diversos
antigenos, llegando a discriminar entre péptidos antigénicos que difieren en un
solo aminodacido. En este reconocimiento participan receptores especificos de
antigeno presentes tanto en linfocitos T, los receptores de las células T (TCR,
del inglés T cell receptor), como en linfocitos B, aunque en este caso puede
estar unido a membrana formando el receptor de las células B (BCR, del inglés
B Cell Receptor) o soluble en suero en forma de Igs o anticuerpos (Acs).

e Diversidad, enorme variabilidad estructural de los sitios de unién de los
anticuerpos y de los TCRs, lo que multiplica las posibilidades de reconocimiento
de determinantes antigénicos diferentes.

e Memoria inmunoldgica, desarrollada a partir del primer contacto con un
antigeno determinado. De manera que cuando tiene lugar una segunda
interaccidn, se produce una respuesta mas rdpida y efectiva. Esta memoria
puede ser mas o menos duradera, pudiendo perdurar de por vida.

e Tolerancia hacia lo propio, que permite a través de diversos procesos de
seleccién, filtrado/eliminacién o inactivacidon/regulacion de clones celulares
auto-agresivos, quedarse con células linfoides capaces de reaccionar frente a lo
extrano, respetando lo propio.

e Homeostasis, caracteristica que comparte con la inmunidad innata y que
permite al sistema inmunitario recuperar su nivel basal tras cada desafio
antigénico, lo que le permite estar siempre preparado para conferir salud al

organismo.

Tradicionalmente, los procesos llevados a cabo por los componentes del SI

especifico han sido divididos en inmunidad humoral e inmunidad celular.
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La inmunidad humoral hace referencia a la generaciéon de anticuerpos por

parte de los linfocitos B y las células plasmaticas y su secrecién en suero u otros
liguidos corporales, que son capaces de ligar antigenos nativos (no desnaturalizados) y
desencadenar la respuesta inmunitaria para eliminar los patdgenos. Los anticuerpos o
Ilgs son proteinas que segun sus propiedades fisicas, quimicas e inmunoldgicas, se
diferencian en cinco isotipos: 1gG (con 4 subclases, 1gG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4), IgA (con 2
subclases, IgAl e IgA2), IgM, IgD e IgE.

La inmunidad especifica celular implica la presencia y expansidn de linfocitos
Ty B con receptores especificos para determinadas estructuras presentes en regiones
concretas de los antigenos conocidas como “epitopos”. Mientras Las Igs reconocen
antigenos nativos completos, el TCR interacciona solo con epitopos procesados y
presentados en pequefios fragmentos sobre moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad o MHC (Mayor Histocompatibility Complex). En la especie humana,
el MHC se denomina HLA (Human Leukocyte Antigens) y su localizacion génica se

representa en la Figura 9.

2.1.2.1 HLA: LOCALIZACION, REGIONES, CLASES,GENES Y FUNCIONES

Los genes del sistema HLA se localizan en el brazo corto del cromosoma 6,
banda 6p21.3, y se distinguen tres regiones:
e C(Clase-l: Incluye genes de los locis HLA-A, -B y -C (antigenos cladsicos del
trasplante) y HLA-E, -F y -G (antigenos no clasicos).
e Clase-ll: HLA-DR, -DQy -DP.
e Clase-lll: factores de complemento (C4, C2 y Bf), citoquinas (TNF-a y TNF-R),
proteinas de “choque térmico” Hsp (Heat Shock Protein) y otros genes sin
relacion directa con el sistema inmunitario o la inflamacién (Klein y Sato, 2000;

Shiina et al., 2004).
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Figura 9. Las tres clases de genes conocidos de MHC humano.(a) Region del brazo corto del
cromosoma 6 donde se encuentra la region HLA. (b) Principales subregiones (clases I, Il and Ill) y genes
dentro de cada una. (c) Mapa detallado de la region de clase Il que muestra los principales genes que
incluye esta region.

La herencia de los genes de HLA es de tipo mendeliano y cada individuo puede
tener dos alelos por gen en su genotipo, que se heredan en grupos denominados
haplotipos (2 por individuo) heredados respetivamente del padre y de la madre sin que
haya recombinacion genética entre ellos. Los loci del MHC constituyen uno de los
grupos génicos con mayor variabilidad en los mamiferos y, por extensién, en los seres
humanos. A fecha 20 de noviembre de 2012, hay identificados 2132 alelos para HLA-A,
2798 para HLA-B, 1672 para HLA-C y 1196 para HLA-DRB1 (consultar:
http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/stats.html).

Las moléculas HLA de clase | son glicoproteinas presentes en la superficie de
todas las células del organismo, cuya funcidn principal es presentar antigenos propios
y no propios a los linfocitos T para desencadenar la respuesta especifica. La moléculas
codificadas por genes de clase Il son mads restringidas y su expresiéon se limita a células
presentadoras de antigenos (monocitos y células dendriticas), linfocitos B y linfocitos T
activados. En los Ultimos afios ademas, esta cobrando importancia la interaccion de las
moléculas HLA con receptores de células NK, lo que permite al sistema inmunitario
detectar la pérdida de identidad (pérdida de expresion de HLA), y con ello la potencial

presencia de infecciones virales o de malignidad.
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2.1.2.1.1 PRESENTACION DE ANTIGENOS A LINFOCITOS T

Las moléculas de clase HLA de clase | tienen la capacidad de presentar
péptidos de unos 8-10 aminoacidos (aa), generalmente de origen enddgeno, es decir
proteinas citosdlicas propias o codificadas por virus y patdgenos intracelulares, a los
linfocitos T citotoxicos o CTLs (Cytotoxic T lymphocytes), la mayoria de los cuales posee
en su superficie la molécula accesoria CD8.

Las moléculas de HLA de clase Il se expresan en un rango de tejidos mas
limitado. Estan presentes de forma constitutiva en la superficie de las células
presentadoras de antigenos (linfocitos B, monocitos, macréfagos y células dendriticas),
si bien, citoquinas como IFN Y y/o TNFa, pueden aumentar el nUmero de tejidos que
las expresan, como el endotelio, linfocitos T, etc. Las moléculas de clase Il unen
péptidos de mayor tamafio que las de clase |, de entre 10 y 24 aa, y suelen tener un
origen exogeno, es decir derivan de proteinas extracelulares o localizadas en Ia
membrana celular y los presentan a los linfocitos T colaboradores o Th (T helper) que
poseen también la molécula CD4+. En este caso los péptidos que entran en la célula
por la via endocitica, son degradados en los lisosomas y se ligan a la molécula de clase

Il para volver a expresarse en la membrana.

2.1.2.1.2 INTERACCION CON RECEPTORES DE CELULAS NK, DETECCION DE LA
PERDIDA DE IDENTIDAD

Las células NK constituyen una poblacién de linfocitos, tradicionalmente
considerados de la inmunidad innata, que portan receptores capaces de detectar y
eliminar de manera muy eficaz células infectadas por virus o que hayan sufrido
transformaciones tumorales. Entre estos receptores, las células NK cuentan con los
denominados receptores KIR (Killer-cell Immunoglobulin-like Receptors) que participan
activamente en este reconocimiento.

En condiciones normales, las células del organismo expresan de manera
constitutiva moléculas HLA de clase | las cuales, que al interaccionar con los receptores
KIR generan sefiales inhibitorias que impiden que la célula NK lisen o maten las células
sanas. Bajo situaciones alteradas como las infecciones viricas o las transformaciones
tumorales, las células pueden perder la expresion de HLA. En esta situacidn, la célula

NK se libera de las sefiales inhibitorias y emite respuestas dirigidas a la destruccién de
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la célula alterada. Este modelo de comportamiento se denomina modelo de “Missing-

Self” (pérdida de lo propio) y fue propuesto en 1981 por Karre (Ljunggren y Karre,
1990) (Figura 10).
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Figura 10. Sistema utilizado por las células NK para reconocer células normales y células
que pierden el complejo mayor de histocompatiblidad clase Irlos receptores activadores de
células NK reconocen moléculas presentes en la superficie normal de las células nucleadas y en
ausencia de una sefial inhibitoria de receptores inhibidores de células NK (que reconocen MHC de clase
1), los receptores generan una orden a las NK para atacar y matar la otra célula. (NEJM 2000; julio 6. Vol
343(1).

2.1.2.1.3 HLAY MIELOMA MULTIPLE

Se han realizado numerosos estudios en los que se ha descrito la existencia de
asociacién entre diversas patologias y multiples variantes alélicas de los genes HLA de
clase | y de clase Il. Asociaciones que tienen relacion tanto con la susceptibilidad como
con la proteccion frente a enfermedades autoinmunes, alérgicas, infecciosas,
oncolégicas, en trasplante alogénico, etc. Sin embargo, muy pocos trabajos han
analizado la relacién existente entre la diversidad genética de HLA vy la susceptibilidad
a padecer discrasias de células plasmaticas o mds concretamente mieloma multiple
(MM). En 1991 se describid cierta correlacion entre la presencia de HLA B65, -C2 y —
DR14 vy el desarrollo de MM en una poblacion de raza negra, mientras que en
poblacién de raza blanca son mas prevalentes los fenotipos HLA-A3 y -C2 (Pottern et

al., 1992).
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2.2 INMUNOVIGILANCIA E INMUNOTOLERANCIA FRENTE A TUMORES

El sistema inmunitario desarrolla tres funciones primarias para prevenir la
aparicion del cancer. La primera se refiere a la proteccién frente a tumores inducidos
por infecciones virales; la segunda a la eliminacidon de patégenos y pronta resolucién
de la inflamacién y que puede prevenir el establecimiento de un microambiente
inflamatorio propicio para la tumorogénesis; y la tercera a la identificacion y
eliminacion de células tumorales, al reconocer especificamente antigenos tumorales o
moléculas inducidas por estrés (Swann et al., 2007).

Un fendmeno muy extendido en el desarrollo tumoral y que apoya un papel
relevante del sistema inmunitario en el control del cancer, es la regulacidn a la baja de
la expresion de moléculas HLA clase | en la membrana de las células malignas, lo que
afecta al reconocimiento inmunoldgico de las células tumorales por los linfocitos CDS8,
y por tanto no se genera respuesta inmune eficaz, de modo que facilita el escape de las
células transformadas a la inmunovigilancia de los linfocitos T antigeno especificos.
Afortunadamente, segln la hipdtesis del Missing Self (pérdida de identidad), esta
pérdida de HLA incrementa el riesgo de quedar expuestas a la accion litica de las
células NK. A pesar de la inmunovigilancia, hay tumores que consiguen escapar, por lo
gue surge un concepto mas completo en la explicacion del papel del sistema
inmunoldégico en el desarrollo tumoral: la inmunoedicidn.

Segun este concepto, en el desarrollo de tumores se podrian diferenciar tres
fases:

1) una fase de eliminacion que se asimila al concepto de inmunovigilancia
previamente expuesto, en la que se pueden eliminar o no todas las células
tumorales,

2) cuando la eliminacion del tumor es parcial, la inmunoedicidon pasa por una
fase de equilibrio, en la que es dificil prever si las células tumorales
continuaran en un estado de dormicién o evolucionaran, acumulando mas
alteraciones,

3) el propio sistema inmunoldgico al ejercer una presion selectiva puede

favorecer el escape de variantes tumorales capaces de resistir, evitar o suprimir

53



INTRODUCCION

la respuesta antitumoral, entrando en la fase de escape en la que el sistema

inmunoldgico se torna incapaz de controlar la progresion tumoral

2.2.1 INMUNOVIGILANCIA E INMUNORREGULACION POR LINFOCITOS T

Las células T constituyen una poblacion clave en el control de infecciones
intracelulares y del cancer. La funcidn de estas células no se limita a ejercer un efecto
citotoxico sobre las células transformadas, sino que también realizan funciones tanto
de apoyo a la respuesta inmunitaria como de regulacién y supresion. Las células
tumorales expresan antigenos asociados a tumores o TAAs (Tumor Associated
Antigens) que, presentados sobre células dendriticas, pueden inducir respuestas T
antigeno especificas. Bajo las condiciones adecuadas, estas células podrian erradicar el
tumor; por ello, hoy muchas de las terapias anticancer se han desarrollado bajo esta
premisa. Pero existe una diferencia fundamental entre las infecciones y los tumores y
es que las primeras tienen un origen extrinseco y las segundas, intrinseco al individuo.
Por ello, la respuesta antitumoral requiere de un creciente ataque autoinmune, que
puede implicar la rotura de la tolerancia. De hecho, la mayoria de los antigenos
expresados por las células tumorales no son neo-antigenos que se identifiquen sélo en
las células transformadas, sino que pueden ser antigenos de diferenciacion tisular
presentes también en células normales (Boon et al., 2006; Rosenberg, 1999).

Las pruebas experimentales apoyan este hecho. En especial, los datos
aportados por los grupos de Bogen y de Levisky quienes demostraron de manera
independiente que las células T CD4+ antigeno-especificas se tornaban tolerantes
durante el desarrollo tumoral in vivo (Bogen, 1996; Staveley et al., 1998). Por lo tanto,
parece indiscutible que existen mecanismos de escape inmunolégico semejantes al
mantenimiento de la autotolerancia. Por otro lado, se ha demostrado que la
progresién del tumor se asocia con una deficiencia funcional en los linfocitos T CD8+,
aunque existen discrepancias sobre cémo definir la falta de respuesta en este
compartimento. Inicialmente se interpreté como “ignorancia” y existencia de
deleccién clonal, puesto que las respuestas citotdoxicas antigeno-especificas, la
proliferacién y la produccion de citoquinas se veian moduladas negativamente por re-
estimulacion in vitro con antigenos tumorales (Ochsenbein et al., 1999; Dalyot-Herman

et al.,, 2000). Con todo, las células cancerigenas emiten diversos mecanismos
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inmunosupresores capaces de evadir las respuestas T, ya sea impidiendo el
reconocimiento inmune o discapacitando a las células T efectoras (Drake et al., 2006;
lgney y Krammer, 2002; Whiteside, 2006). Entre estos mecanismos, se incluyen
alteraciones de los componentes implicados en el reconocimiento del antigeno,
defectos en la sefializacién proximal del TCR, secrecidén de factores inmunosupresores
y proapoptdticos, activacion de vias de regulacidn inhibitorias y reclutamiento
especifico de células reguladoras (Drake et al., 2006; Steinman et al., 2003; Blank et al.,

2005).

2.2.2 CELULAS NK Y RESPUESTA ANTITUMORAL

Las células NK son mononucleadas con morfologia de linfocito grande
granular. La poblacién circulante en sangre periférica representa aproximadamente el
10% de la poblacién linfoide y tiene capacidad bioldgica para eliminar de forma rapida
y espontanea células alteradas, ya sean infectadas por virus o tumorales (Yokoyama et
al., 2002; Herberman et al., 1981). Al producir citoquinas pueden contribuir a modular
tanto la respuesta inmunitaria innata como la adaptativa. Las células NK estan
implicadas en el reconocimiento materno-fetal durante el embarazo (Moffett-King,
2002) y se han relacionado con el rechazo en trasplante y con procesos patologicos
como inflamacion y autoinmunidad (Yu et al., 1992; Shi et al., 2000)

Las células NK maduras expresan CD56 de forma moderada (CD56dim),
marcador que adquieren de forma progresiva durante su maduracion, junto a CD161,
receptor Fc de IgG (CD16) y CD94. También expresan algunas moléculas asociadas a
linfocitos T como CD2 y CD7, pero no CD3 o TCR. Durante su activacién, aumenta la
expresiéon de HLA-DR, CD38, CD11a, CD45R0O, CD57 y CD2 y se reduce la de CD7,
CD11b, CD11c y CD38. Ademas, en las ultimas décadas se ha descrito que son
portadoras de diversos receptores de activacion e inhibicion presentes en la
membrana de las células NK que regulan su funcién. (Figuras 11y 12)

La activacion de las células NK puede ser inducida:

a) bien mediante la unién del fragmento Fc al CD16 que expresan algunas NKs
alteradas o a través delos receptores citotéxicos naturales, NCR (Natural

cytotoxic receptors) como NKp44 o CD336, NKp46 o CD335, NKp30 o CD337,
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DNAM-1 (DNAX Accesoy Molecule 1) o CD226, NKR2B4 o CD244, NKR-P1A o

CD161, NKG2D o CD314, entre otros;
b) o bien mediante la identificacion de la pérdida de identidad de las células y
tejidos alterados, al detectar una reduccion o pérdida en la expresién de HLA,

como ocurre con las células infectadas o malignas.

Célula blanco

Figura 11. Esquema de interaccidon de algunos receptores de las
células NK: CD16 (FcyR), receptor activador (Rs-Act) y receptores
de moléculas HLA de clase |. Adaptado a partir de Lépez-Botet y Bellon
Curr Opin Immunol 1999; 11: 301-7.

Para que las células NK desarrollen su funcidn, tiene que identificar a la célula
diana. Para ello, poseen diferentes tipos de receptores, aparte del CD16, con funcién
de reconocimiento de moléculas en las células blanco y en consecuencia de inducir la
actividad citolitica y/o secretora de citoquinas como ya se ha dicho. Como ya se ha
dicho, los receptores responsables de la actividad citolitica pueden ser activadores o

inhibidores.
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La gran mayoria de los receptores de membrana de las células NK pertenecen
a dos superfamilias estructuralmente bien diferenciadas: la superfamilia de las
inmunoglobulinas (receptores tipo KIR y tipo ILT) codificadas en el cromosoma 19y la
superfamilia de las lectinas o KLR (Killer-cells Lectin-like Receptors), receptores NK tipo
lectina como CD94 y NKG2 que son glicoproteinas codificados en el cromosoma 12 y se
expresan en forma de homo o heterodimeros unidos por puentes disulfuro (Renedo et
al., 1997). Los receptores de estas dos familias comparten caracteristicas funcionales
gue les proporcionan la capacidad de inhibir o activar las funciones de las células NK.
Los receptores KIR, ILT y el homodimero CD94 pueden ejercer acciones inhibitorias
como activadoras, y el que se ejerza una u otra accion depende de la cola
citoplasmatica de dichas moléculas y de las quinasas con las cuales se asocien.

Los receptores inhibidores comparten segmentos citoplasmaticos largos con
motivos inhibidores ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif) que sufren
fosforilacion por quinasas tipo Src tras la interaccion receptor-ligando. Esta
fosforilacidon facilita la unién de fosfatasas SHP1 y SHIP1, esenciales en la eliminacién
de la sefal activadora.

Por su parte, el funcionamiento de los receptores activadores se basa en la
posesidn o asociacion a moléculas portadoras de motivos activadores o ITAM
(Immunoreceptor Tyrosine-based Activatory Motif). Estos receptores poseen un
segmento citoplasmatico corto y un residuo de carga positiva en el segmento

transmembrana que les permite unirse al adaptador DAP12, portador de dominios
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ITAM, que tras fosforilacidn en residuos de tirosina por accién de quinasas Src, facilita

el acoplamiento a otros adaptadores (ej. Syk o ZAP70) responsables de la activacidon

celular.

2.2.2.1 RECEPTORES KIR (KILLER-CELL IMMUNOGLOBULIN-LIKE RECEPTORS)

Los receptores KIRs son un grupo de moléculas de membrana que interactian
con moléculas de clase |, regulando la funcién de las células NK. Estan constituidos por
dominios extracelulares tipo inmunoglobulina y una cola intracitoplasmatica que se
expresan en células NK y linfocitos T. La nomenclatura de estos receptores se basa en
sus caracteristicas morfoldgicas segun el nimero de dominios inmunoglobulina (2D o
3D) o si el tallo intracitoplasmatico es corto (“S” del inglés “Short”) o largo (“L” del
inglés “Long”), seguido de un digito que diferencia las moléculas codificadas por genes
diferentes (Ej. KIR2DL1, corresponde al primer gen descrito con 2 dominios de tipo
inmunoglobulina y cola larga) (Pavlova et al., 2008) (Figura 13). Ademas, siguiendo la
nomenclatura CD (Tabla 10), los receptores KIR se corresponden con las moléculas
CD158, seguido de una letra para diferenciar los distintos receptores KIR (Ej. CD158a,
que se corresponde con KIR2DL1).

Los genes KIR forman una familia multigénica de 16 genes (14 genes y 2
pseudogenes, KIR2DP1 Y KIR3DP1) localizada en el cromosoma 19 (19q13.4) dentro del
Complejo de Receptores Leucocitarios o LRC (Leukocyte Receptor Complex) y se
expresan en células NK y en una subpoblacién de linfocitos T.

Dada la cercania entre los distintos genes KIR, por lo general se segregan en
haplotipos con alto desequilibrio de ligamento. Tradicionalmente, se distinguen dos
grupos de haplotipos: grupo A que contiene sobre todo genes KIR inhibidores y, grupo
B cuya carga de genes KIR activadores es mayor, lo cual genera diversidad de
asociaciones de presencia-ausencia de genes y de polimorfismos entre los presentes
en cada genotipo (Figura 14) . Hasta la fecha se han descrito mas de 100 haplotipos KIR
diferentes en funcién del contenido de genes, con frecuencias varian en las distintas
poblaciones. No obstante, los genes KIR (2DL4, 3DL2, 3DL3 y 3DP) estan presentes en
todos los haplotipos por lo que se denominan genes marco o framework genes

(Shilling et al., 2002).
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En la TablalO, se recogen los receptores KIR en relacidon con el tipo de

haplotipo al que pertenece, su nomenclatura CD, su ligando y las vias de sefalizacion.

Tabla 10. Receptores KIR: ligandos y vias de senalizacion

FUNCION HAPLOTIPO KIR cD LIGANDO SENALIZACION
A 2DL1 CD158a HLA-C2 ITIM
B 2DL2 CD158b1 HLA-C1 ITIM
CZ) A 2DL3 CD158b2 HLA-C1 ITIM
g B 2DL5 CD158f Desconocido ITIM
E A 3DL1 CD158el HLA-Bw4 ITIM
AyB 3DL2 CD158k HLA-A(débil) ITIM
AyB 3DL3 CD158:z Desconocido ITIM
B 2DS1 CD158h HLA-C2 (débil) DAP12
B 2DS2 CD158j HLA-C1( débil) DAP12
E B 2DS3 - Desconocido DAP12
E A 2Ds4 CD158i HLA-Cw-04 DAP12
é B 2DS5 CD158g Desconocido DAP12
AyB 2DL4 CcD158d HLA-G FceRl, éITIM?
AyB 3DS1 CD158e2 Desconocido DAP12

Modificada de Torres-Garcia et al.,2008 y Lanier,2005

K
()
® 2DS1
2Ds2
3oLt 3pLs  20L 2DL4  2ps3
30L2 2bL2
2DL3 2054
2085
i . S . . J
Inhibitory Activating

Figura 13. Estructura de los receptores KIR. En la Figura podemos observar
esquematicamente las tres parte constituyentes de cada receptor KIR (dominios
extracelulares, tallo transmembrana y dominios intracitoplasmaticos). Destacar la
presencia de motivos ITIM en los KIRs inhibidores y los residuos aminoacidicos cargados
positivamente en los activadores(extraida de Bashirova et al., 2006).
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Figura 14. Complejo de genes KIR. Se esquematiza la posicion del complejo de genes KIR
dentro del LCR y las distribuciones posibles de pseudogenes y genes activadores e inhibidores
dentro de los haplotipos (distinguiendo entre haplotipos A y B) asi como los limites de las regiones
centromérica y telomérica. (Extraido de Kulkarni et al., 2008).

2.2.2.2 EXPRESION DE GENES KIR

El KIR2DL4 es el unico gen KIR que se transcribe en todas las células NK, y a
través de él se da acceso al complejo de transcripcidon al resto de genes KIR, que se
transcriben siguiendo un mecanismo aleatorio y parcialmente desconocido, de tal
manera que cada clon de células NK puede expresar diferentes combinaciones de
genes KIR. El juego de genes KIRs que expresa cada célula NK queda fijado por
metilacion de los genes no expresados. De esta manera, el patron de expresion pasa a
la descendencia que, en conjunto, constituye un clon NK (Parham, 2005).

Al conjunto de clones de células NK que expresan diversas combinaciones de
receptores KIR y CD94/NKG2A en un individuo se denomina “Repertorio de células
NK”. Dado que estas moléculas se segregan de manera independiente a la de sus
ligandos (HLA clase 1) por estar en cromosomas diferentes (Vilches y Parham, 2002),
muchos individuos poseen algunos receptores KIR para los que no poseen el ligando
correspondientes. Mientras que cada célula NK funcional expresa al menos un
receptor para HLA propio (auto-reconocimiento), la co-expresién de dos o mas es un

acontecimiento menos frecuente. Esto permite que la mezcla total de células NK de un
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individuo sea capaz de detectar la pérdida de al menos un alelo HLA clase-I en las
células propias debido a transformacion tumoral o infeccion viral.

Durante el desarrollo, el genotipo HLA clase-l conduce la seleccién y la
educacion del repertorio de las células NK, dictaminado por receptores KIRs
inhibidores para HLA clase-I propio (Shilling et al., 2002). De este modo, la adecuada
expresion del repertorio de KIRs inhibidores protege de la autorreactividad de las
células NK. En ausencia de estas vias inhibitorias, las células diana se tornan
susceptibles de ser objeto de lisis mediada por células NK.

Aunque la expresion de genes KIR en un clon NK determinado ocurre con
cierta aleatoriedad, es un proceso modulado por el genotipo HLA clase-I del individuo,
de manera que el genotipo HLA de clase-l modifica las frecuencias relativas de las
células NK que expresan KIRs particulares. Ya que la expresion de los receptores KIRs
es aleatoria, los clones NK que no expresan estos receptores, deben expresar
CD94/NKG2A para asegurar la autotolerancia. Conviene sefialar que practicamente
todas las células NK KIR- son CD94/NKG2A+ y viceversa (Ruggeri et al., 2006; Yawata et
al., 2006). La presencia del ligando HLA clase-l para un determinado KIR aumenta la
frecuencia de células que expresan dicho KIR. En individuos homocigotos para
KIR2DL1, la presencia de su ligando (HLA-C de tipo C2) incrementa la frecuencia de
células NK KIR2DL1+ casi al doble. También se han descrito evidencias de que la
frecuencia de células NK KIR2DL2/3+ disminuye en ausencia de su ligando (HLA-C de
tipo C1). Por ultimo, las células NK que expresan KIR3DL1 también se ven favorecidas
por la presencia de su ligando HLA-Bw4, siendo este efecto mas evidente en individuos

heterocigotos que en homocigotos.

2.2.2.3 LIGANDOS DE LOS RECEPTORES KIR

Los receptores KIR tienen como ligando de mayor afinidad las moléculas del
MHC clase | y en particular los dominios al/a2 (Storkus et al., 1989). Dentro de estas
moléculas en humanos, los ligandos mds importantes de los receptores KIR serian en
este orden las moléculas HLA-C, -B y -A.

La unidn entre receptores KIR y sus ligandos HLA se establece a través de
puentes de hidrégeno y de interacciones hidrofdbicas. La especificidad KIR-HLA se ve

influida por la presencia de ciertos aminoacidos en posiciones especificas, clave en la
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interaccion. Asi, algunos KIR inhibidores reconocen preferencialmente residuos lisina

(Lys) o arginina (Arg) en la posicion 80 del dominio de las moléculas HLA-C, lo que ha
propiciado su conservacién evolutiva en linajes tanto humanos como de chimpancés
(Single et al., 2007). En este sentido, hay que sefialar que las moléculas HLA-C han sido
clasificadas en dos grandes grupos diferenciados por la presencia de dimorfismo en el
dominio al de la cadena pesada (Figura 15).
Asi, segun este dismorfismo las moléculas HLA-C se han clasificado en dos
grupos:
e El grupo C1, constituido por aquellos alelos que presentan serina (Ser)
en la posicion 77 y asparagina (Asn) en la 80 y que incluye los alelos
HLA-C*01, *03, *07, *08, *12, *14, *16, codificantes de moléculas HLA
gue interactdan con KIR2DL2, KIR2DS2 y KIR2DL3.
e El grupo C2, integrado por moléculas con Asn77 y Lys80 y que incluye
los alelos HLA-C*02, *04, *05, *06, *15, *17 y *18, caracterizadas por
interactuar con KIR2DL1 y KIR2DS1.

HLA-C as KIR ligand

The specificity of HLA-C molecules as
Lgands for KIR depends on the
dimorphism in position 80 m the
alpha-1 helix, wlhich s defined by
changes m the aminoacids asparagine or

lysine.

Cl-group: (Asn80). C*01, 03, 07, 08, 12, 14, 16, which are
spectfic igands for KIR2ZDL2/3/82 receptors

C2-group: (Lys80). C*02, 04, 05, 06, 15, 17, 18, that are specific
ligands for KIR2DL1/ 81 receptors

Figura 15. Ligandos HLA-C de los receptores KIR. Se representa la estructura tridimensional de la
molécula HLA de clase-l, HLA-C, y se indica la situacion del aa 80 en la hélice alpha-1. En funcién de la
presencia de Asn80 o Lys80 en dicha posicion, se pueden clasificar los diferentes alelos de HLA-C, como
grupo-C1 o grupo-C2. Lépez Alvarez MR. Tesis doctoral
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2.2.2.4 EDUCACION Y FUNCION DE LAS CELULAS NK

Las formas maduras de las células NK constituyen una poblacién heterogénea
de células que difieren en su localizacidn, potencial proliferativo, capacidad funcional y
de respuesta a diversas citoquinas (Vivier et al.,, 2008; Morett et al., 2008). La
complejidad de esta poblacidon se debe en buena medida a su variado repertorio de
receptores inhibidores y activadores que les facilitan el reconocimiento de células
diana, de manera que el estatus funcional de las células NK va a estar determinado por
el equilibrio entre las senales activadoras y las inhibidoras que transmitan los
receptores de su superficie (Béziat et al., 2010).

Durante su desarrollo, las células NK son “educadas” a través de receptores
inhibidores que interaccionan con sus ligandos, principalmente HLA clase |,
adquiriendo competencias funcionales a través de un mecanismo denominado de
licencia o educacién o “Licensing” (Kim et al., 2005). Este mecanismo es un proceso
mediante el cual la célula NK aprende a reconocer la identidad propia del individuo y
tiene como resultado la aparicion de dos grupos funcionales de células NK: licenciadas
y no-licenciadas o lo que es lo mismo educadas o no-educadas para el reconocimiento
de lo propio (Kim et al., 2005).

Como los receptores de las células NK y sus ligandos MHC clase-l no estdn
genéticamente unidos, al heredarse en cromosomas diferentes, se pueden dar
situaciones en las que algunas células NK tengan receptores para ligandos que no
porta el individuo, o por el contrario, que se tengan ligandos para los que no existen
receptores sobre las células NK. De hecho, se han identificado individuos con clones NK
gue no expresan receptores inhibidores para las moléculas MHC clase-l que han
heredado (Fernandez et al., 2005; Yawata et al., 2008), y sin embargo, no sufren el
efecto de un ataque autoinmune de sus células NK. Esto, ha llevado a plantear la
cuestion de como las células NK que carecen de receptores inhibidores consiguen
mantener la autotolerancia. Se han propuesto diversas hipdtesis que explicarian esta
tolerancia:

1) La primera postula el modelo de “licencia” que las células son inicialmente

no-respondedoras o no-licenciadas, y que la unidon de los receptores

inhibidores a sus ligandos MHC clase-l durante el desarrollo, licencia o
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2)

3)

arma estas células para convertirlas en efectores competentes (Kim et al.,
2005).

De manera alternativa, la hipdtesis del “desarme” sugiere que todas estas
células NK son en principio, reactivas, pero sin la estimulacién croénica a
través de receptores inhibidores, se tornarian anérgicas al interaccionar
con sus ligandos MHC clase-| especificos (Gasser y Raulet, 2006).

Existe un tercer modelo de “redstato” que propone que la reactividad de
las células NK se afina en base al nimero de receptores inhibidores
especificos para el MHC clase-l que cada una de ellas exprese en su
superficie y por la afinidad de cada uno de estos receptores por su ligando
(Brodin et al., 2009; Raulet y Vance, 2006). Las células NK que expresan
dos o mds receptores inhibidores responden de manera mas frecuente y
poseen funciones efectoras mas fuertes que las que sélo expresan uno
(Brodin et al., 2009; Joncker et al., 2009). La afinidad de la interaccion
entre el receptor inhibidor y su ligando MHC clase-I también afecta al
proceso de educacion (Jonsson et al., 2010). Por ello, la educacion de las
células NK parece ser un proceso cuantitativo a través del cual la
capacidad reactiva de la célula NK esta determinada por la frecuencia y
afinidad de las uniones entre los receptores inhibidores y sus ligandos

MHC clase-l y esto es aplicable a los dos modelos descritos anteriormente.

Varios estudios han sugerido la existencia de un modelo por el cual la

inhibicion de las células NK a través de algunas combinaciones HLA-KIR es mas fuerte

que a través de otras. Asi, la inhibicidon por KIR2DL1/HLA-C2 es la mas fuerte, seguida

por KIR2DL2/HLA-C1 y KIR2DL3/HLA-C1 (Carrington et al., 2005; Khakoo et al., 2004;

Nelson et al., 2004; Hiby et al., 2004, Parham, 2005). En consecuencia, las

interacciones mas débiles permitirian una mejor activacion de las células NK y, por

ende, mayor proteccidn frente a infecciones virales o mayor susceptibilidad a procesos

autoinmunes (Figura 16). Ademas, teniendo en cuenta los ligamientos genéticos mas

comunes de estos genes KIR, KIR2DL1 ligado bien a KIR2DL2 o bien a 2DL3, pero no

estas dos ultimos juntos pues se compartan como alelos, se obtiene una diversidad de

combinaciones genéticas que pueden presentar una gradacion decreciente de
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actividad inhibidora o viceversa creciente en su funcién activadora, y todo ademas en

funcién de que encuentren sus ligandos HLA-C en homocigosis o heterocigosis (Figura
16, derecha).

Por otro lado, parece que los receptores activadores también pueden
participar en la educacidn de las células NK. Esta educacién estd dirigida a evitar
situaciones de autoinmunidad. Por ejemplo, en ratdén, los ligandos de NKG2D estan
relacionados con la eliminacién de infecciones viricas y el rechazo de células
hematopoyéticas (Orr y Lanier, 2010). Uno de estos ligandos es Rae-1, cuya expresion
decae desde estados embrionarios a la madurez del individuo. En ratones transgénicos
gue expresan de manera constitutiva Rae-1 las células NK son incapaces de rechazar
tumores portadores de ligandos de NKG2D, lo que significa que la presencia
continuada de estos ligandos vuelve a las células NK tolerantes debido tanto a la
regulacién a la baja del receptor NKG2D como a un estado de hiporrespuesta a la

sefializacidn a través de este receptor activador (Champsaur y Lanier, 2010).

Inhibit - Affinit f | | Functional KIR2DL- Increasing
rzc:epltg:y HLA-C ligand int:r‘zllgti%n _HLA'C pairs activation
KIR2DL1 | Lysine 80 C2 | Strong 20L1-C2 (hor
KIR2DL2 | Asparagine 80 | C1 Intermediate [2001=c2 and
KIR2DL3 | Asparagine 80 | C1 | Weak =22 ==0r
2DL1-C2 and
20L3-C1
Two commeon arrangements 2DL2-C1 (homaozygous)
of KIR2DL genes on chromosome 19 |
2DL2-C1 and
KIR2DL2 KIR2DL1 2DL3-C1
KIR2DL3 KIR2DL 1 s inoeasing | |20L3-C1 homozygous)

Figura 16. Prediccion de la naturaleza de las interacciones KIR-HLA-C. Las interacciones KIR-
HLA-C de mayor afinidad son las que tienen lugar entre KIR2DL1 y HLA-C2, siendo mas débiles las de
KIR2DL2-HLA-C1 y KIR2DL3-HLA-C1 (arriba izquierda). Abajo a la izquierda, se muestran 2 de las
combinaciones genéticas mas frecuentes de estos genes. En funcion del genotipo (derecha), se puede
predecir las consecuencias de las posibles interacciones KIR-ligandos HLA-C. Asi, se puede predecir
mayor inhibicién de las células NK en individuos homocigotos HLA-C2 que expresen KIR2DL1 y una mas
facil activacion en individuos homocigotos HLA-C1 que expresen KIR2DL3 homocigotos, con varias
situaciones intermedias posibles. (Extraido de Parham, 2005).

Desafortunadamente, no hay pruebas directas de si las células NK humanas
gue expresan KIRs activadores y reconocen HLA-C propio causen desdrdenes
autoinmunes en estos individuos, aunque se ha establecido una asociacién genética
entre KIRs activadores y enfermedades autoinmunes (Kulkarni et al., 2008) (ver Tabla

11).
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2.2.3 RECEPTORES KIR Y ASOCIACION CON ENFERMEDAD

Diferentes combinaciones de genes HLA y KIR se han asociado a proteccién o
susceptibilidad de una gran variedad de enfermedades autoinmunes, cdncer,
infecciones virales o fallo reproductivo. Los genes KIR manifiestan una rapida evolucién
gue no puede ser justificada solamente en base a las divergencias en el sistema HLA
(Vilches et al., 2002). Muy probablemente, la diversidad KIR haya estado dirigida por la
presién ejercida por los patdégenos ambientales, de tal manera que buena parte de
esta diversidad va a poder ser correlacionada con la susceptibilidad o resistencia a las
enfermedades. De hecho, tal y como se resume en la Tabla 11 se han realizado

numerosos estudios que revelan mayor o menor grado de asociacién entre las

interacciones HLA-KIR y el desarrollo de diversos tipos de enfermedad.

TABLA 11. Asociacion entre enfermedad y combinaciones génicas KIR-HLA

(Adaptado de Rajagolapan y Long, 2005 y Kulkarni et al., 2008)

PATOLOGIA PARES HLA-KIR EFECTO REFERENCIA
ENFERMEDADES INFECCIOSAS
Infeccién por | KIR3DS1/Bw4-80I Menor progresion Martin et al., 2002
VIH' KIR3DL1*004/Bw4 Menor progresién | Martin et al., 2007
KIR3DL1*h/Bw4-80I Riesgo reducido de | Long et al., 2008;
KIR3DS1 infeccion Ravet et al., 2007;
Jennes et al., 2006
VHC? KIR2DL3/HLA-C1 (homozigosis) Resolucion de la | Khakoo et al., 2004
infeccion
CMVh® KIR2DL1 Infecciones Gazit et al., 2004
recurrentes por
CMV
Mas de un KIR activador en la | Proteccidn frente a | Cook et al., 2006
médula 6sea del donante de un | la reactivaciéon del
trasplante CMV en el receptor
del trasplante
VHs* KIR3DS1, en ausencia de HLA-Bw4 Reactivacién del | Price et al., 2007
VHS durante IRD5
en SIDA
Mycobacterium | KIR2DL1, KIR2DL3 Susceptibilidad Méndez et al., 2006
tuberculosis
Plasmodium KIR3DL2*002 Alta respuesta a | Artavanis-Tsakonas
falciparum hematies et al., 2003
infectados
ENFERMEDADES AUTOINMUNES E INFLAMATORIAS
Artritis KIR2DS1/2DS2, HLA del grupo Cw | Susceptibilidad Nelson et al., 2004
psoriasica (homozigosis)
Psoriasis KIR2DS1/HLA-Cw6 Susceptibilidad Luszczek et al., 2004
KIR2DS1; KIR2DL5; KIR haplotipo B Susceptibilidad Suzuki et al., 2004
Vasculitis KIR2DS2/HLA-CwO03 Susceptibilidad Yen et al., 2001
reumatoide
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Escleroderma

KIR2DS2+/2DL2-

Susceptibilidad

Momot et al., 2004

Sindrome
coronario agudo

Expresion de novo de KIR2DS2 en
células CD4+ CD28-

Susceptibilidad

Nakajima et al., 2003

DM-T1°

KIR2DS2/HLA-C1

Susceptibilidad

Van der Slik et al.,
2003

Endometriosis

KIR3DS1/HLA-Bw4

Proteccion

Kitawaki et al., 2007

Corioretinopatia
tipo Birdshot

Combinaciones KIR/HLA débiles y
KIR activadores en individuos HLA-
A*29+

Susceptibilidad

Levinson et al., 2008

Bronquiectasias

HLA-C1/C1y KIR2DS1/2DS2

Susceptibilidad

Boyton et al., 2006

idiopatica
Colangitis KIR3DL1/HLA-Bw4; KIR2DL1/HLA-C2 | Proteccidn Karlsen et al., 2007
esclerosante
primaria
CANCER

Melanoma KIR2DL2/2DL3; HLA-C1 Susceptibilidad Naumova et al.,
maligno 2005
Leucemia KIR2DL1; KIR3DS1 Susceptibilidad Verheyden et al.,

2004
Linfoma de KIR2DS1; KIR3DS1 Proteccion Besson et al., 2007
Hodgkin
Carcinoma Cinco o mas KIRS activadores Susceptibilidad Butsch et al., 2005
nasofaringeo
Cancer cervical KIR3DS1 y ausencia de HLA-C2 y/o | Susceptibilidad Carrignton et al,
inducido por HLA-Bw4 2005
VPH® No KIR3DS1 con HLA-C2 y/o HLA- | Proteccidn

Bw4
Leucemia Expresion de KIRs inhibidores en | Cuadro mas severo | Nowakowski et al.,
linfocitica de ausencia de ligando 2005
células T
grandes y
granulares
Leucemia Expresion de Kira activadores Posible Morice et al., 2003;
linfocitica de contribucion a la | Zambello et al., 2003
células NK patogénesis
grandes y
granulares
Sindrome de Expresion de KIR3DL2 Marcador Bahler et al., 2007
Sezary diagndstico util
REPRODUCCION
Preeclamsia Madre con fenotipo KIR AA; feto con | Susceptibilidad Hiby et al., 2004
HLA-C2

Abortos Ausencia de KIR2DS1 en madre y | Susceptibilidad Hiby et al., 2008
espontaneos frecuencia aumentada de HLA-C2
recurrentes tanto en madre como en su pareja

Frecuencias aumentada de KIR2DS2
y disminuida de HLA-C2; frecuencia
global de KIRs activadores
aumentada

Susceptibilidad

Wang et al., 2007

Mayor expresion en superficie de
KIR2DL4

Susceptibilidad

Yan et al., 2007

1VIH, Virus de Inmunodeficiencia Humana; ZVHC, Virus de la Hepatitis C; 3CMVh, Citomegalovirus
humano; 4VHS, Virus del Herpes Simplex; 5DM—Tl, Diabetes Mellitus Tipo 1; GVPH, Virus del Papiloma

Humano.
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Esta asociacion se asienta sobre la base de que las células NK son importantes

reguladores del sistema inmunitario y sus funciones van mas alld de la simple
eliminacidon de las células alteradas. Las células NK en su interaccion con células
dendriticas, macrofagos y células trofobldsticas pueden a su vez ver regulada su propia
actividad en términos de produccion de citoquinas, citotoxicidad y estimulacién de las
respuestas dependientes de linfocitos Thl (Rajagopalan y Long, 2005). Asi, una fuerte
estimulacion de células NK puede constituir un factor positivo en la resolucion de
infecciones virales, en la lucha frente a tumores y el embarazo, pero resultar
indeseable en el contexto de patologias autoinmunes o, incluso, de transformacién
neoplasica, esto ultimo, en relacion con el riesgo de desarrollar cdncer en un contexto
de inflamacién crénica. Un ejemplo seria el Virus del Papiloma Humano (VPH) que
estabiliza su latencia previniendo la lisis de las células infectadas mediada por células
NK (Woodworth, 2002). En esta situacion, la infeccion por el VPH provocaria una
respuesta proinflamatoria a través de citoquinas secretadas por células NK en ausencia
de citotoxicidad, favoreciendo la transformacién neoplasica.

Sin embargo, el variado repertorio de receptores presentes en células NK que
les permiten interpretar el ambiente en el que se encuentran, hace
extraordinariamente dificil alcanzar una explicacién simple. A esto se suma el alto
grado de polimorfismo entre los receptores KIR, referido no sélo al polimorfismo de
cada molécula sino también al contenido genético de cada individuo (Parham, 2005).
Se sabe que haplotipos diferentes pueden contener un nimero variables de genes KIR,
con pocos o ningun KIR activador (haplotipos A) o por el contrario contener varios KIR
activadores (haplotipos B). De esta manera, los individuos con varios genes KIR
activadores, simplemente tienen mayor posibilidad de expresar al menos uno de
dichos KIR activadores en sus células, mas si tenemos en cuenta que cada célula NK
contiene su propio repertorio de receptores, que expresan de manera estocastica. Por
lo tanto, la asociacion a enfermedad de las combinaciones KIR-HLA no puede
interpretarse simplemente como una suma de sefales activadoras que ensalzan la
actividad de las células NK.

Algunos trabajos sostienen que los receptores KIR activadores son
absolutamente dispensables. De hecho, hay haplotipos KIR que carecen de genes

KIR2DS y KIR3DS funcionales (Hsu et al. 2002). Ademas, todos los individuos tienen
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células NK desprovistas de KIRs activadores. Si tenemos en cuenta que la expresion de
receptores KIR activadores e inhibidores no esta coordinada, resulta poco probable
que las formas activadoras contribuyan a la funcién de las inhibidoras. Por otro lado, la
especificidad por el ligando de los KIRs activadores, no estd completamente
esclarecida. KIR2DS1 y KIR2DS2 pueden unir HLA-C (Biassoni et al., 1997; Valés-Gémez
et al.,1998), pero existe la posibilidad que se unan a ligandos alternativos, como
ligandos no-HLA-C descritos en células de melanoma (Katz et al., 2004). Existe la
posibilidad que los KIR activadores puedan igualmente unirse a proteinas virales, tal y
como ha sido descrito en modelos murinos para la proteina de m157 del
citomegalovirus (Arase et al., 2002; Smith et al., 2002), o incluso que los KIRs
activadores manifiesten funciones ligando-independientes.

Es posible igualmente que la expresion de receptores KIR en algunas
subpoblaciones de linfocitos T pueda contribuir a algunas de las asociaciones vistas en
los estudios genéticos. Los KIRs activadores podrian establecer un efecto sinérgico con
el TCR, para inducir activaciones inmunes y/o autoinmunes aberrantes. Por ejemplo,
KIR2DS2 se expresa en un porcentaje elevado de linfocitos T CD4+CD28- en pacientes
de artritis reumatoide con complicaciones vasculares y es un factor de riesgo para esta
enfermedad (Yen et al.,, 2001). Incluso en linfocitos T que carecen de DAP12, la
expresion de KIR2DS2 coestimula las sefales del TCR, para inducir la secrecién de

citoquinas (Snyder et al., 2003).

2.2.4 CELULAS NKY MIELOMA

El mieloma multiple es una transformacion tumoral asociada a una profunda
disregulacién inmunoldgica. Se sabe que las células NK pueden intervenir en la
respuesta inmune frente al mieloma y algunas de las nuevas quimioterapias con
farmacos inmunomoduladores median sus efectos anti-mieloma en parte potenciando
las funciones de las células NK (Quach et al., 2010). Estudios in vitro realizados en los
ultimos veinte afios han verificado el efecto citotdxico de las células NK sobre células
de mieloma (Frohn et al., 2002). Junto a esto, otros estudios han demostrado que la
funcién de las células NK se mantiene en pacientes con MGUS y mielomas de nuevo
diagndstico, pero conforme la enfermedad progresa desciende la supervivencia de las

células NK y el efecto citotoxico contra las células mielomatosas (Godfrey y Benson,
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2012). Estos hallazgos fomentan la idea de que las células NK pueden contribuir

inicialmente al control de las células plasmaticas malignas, pero este efecto se va
aminorando con la progresion de la patologia.

Algunos factores del microambiente donde se desarrolla el mieloma, como
TGF-B, IL-6, IL-10 o prostaglandina E2 (PGE2), propician no sélo la propagacion tumoral
sino también la disfuncién inmunoldgica de las células NK (Pratt et al., 2007; Lu et al.,
1995). Asi mismo, sefiales intermedias como STAT3 pueden promover el crecimiento
de la poblacién mielomatosa y suprimir simultdneamente la funcién de las células NK
(Wang T et al., 2004; Kortylewski et al. 2005). Los linfocitos Treg (CD4+CD25high) estan
elevados en mieloma multiple y pueden suprimir la funcién de las células NK mediante
la produccién de TGF-B. TGF-B puede inducir la fosforilacion de SMAD3 (Small Mothers

Against Decapentaplegic homologue 3) y suprimir la produccién de IFN-y mediada por

CD16 vy la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo o ADCC (Trotta et al., 2008).
TGF-B también reduce la capacidad de respuesta de las células NK a citoquinas
proinflamatorias como IL-12 o IL-15 (Yu J et al., 2006). Por otro lado, existen otras
citoquinas cuyos niveles estan elevados en mieloma y contribuyen a la disfuncién de
las células NK, como IL-6 que afecta a la citotoxicidad de las células NK (Tanner et al.,
1991) o IL-10 que es un antagonista de la produccion de IFN-y (Tripp et al., 1993;
D’Andrea et al., 1993).0tro ejemplo lo constituiria la ciclooxigenasa 2 o COX-2
expresada por las células mielomatosas. Esta enzima estd relacionada con la
enfermedad avanzada y el prondstico clinico pobre (Ladetto et al., 2205; Cetin et al.,
2005). COX-2 dirige la produccién celular de PGE2 en estas células (Hoang et al., 2006),
que produce a su vez una supresion de la citotoxicidad, produccién de citoquinas y
migracion de las células NK (Holt et al., 2011).

Algunos factores especificos del mieloma también contribuyen a la evasién y
atenuacion de las funciones de las células NK. En primer lugar, hay que resaltar que la
presencia de una concentracion elevada de inmunoglobulinas policlonales per se
pueden suprimir la ADCC realizada por las células NK (Komiyama et al., 1986 y
Gherman et al.,, 1987), efecto que puede ser revertido por tratamiento con IL-2
exogena (Frassanito et al., 1997; Mota et al., 1999). En mieloma, la inmunidad de las
células NK se puede ver igualmente afectada por la reduccion en la concentracion de

citoquinas importantes en la activacion, proliferacion y funcién de las células NK. En
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estos pacientes, se ha demostrado la presencia en suero de niveles elevados del

receptor de IL-2 soluble (que se correlaciona con la concentracion de inmunoglobulina
monoclonal), lo que puede interferir en la activaciéon de las células NK mediada por
linfocitos T via IL-2 (Nielsen et al., 1991). IL-15 es una citoquina que desempefia un
papel importante en el desarrollo y la supervivencia de las células NK, sin embargo, se
ha descrito la expresion funcional constitutiva de su receptor en las células
mielomatosas, por lo que esta citoquina puede igualmente estimular el crecimiento
tumoral (Tinhofer et al., 2000).

Igualmente importante para la disfuncion de las células NK en mieloma
multiple es la modulacion negativa de receptores activadores como CD244 y CD16
(Fauriat et al., 2006), DNAM-1, NKG2D y/o NKp46 (El-Sherbiny et al., 2007), o de sus
ligandos en la célula mielomatosa como MICA (un ligando para NKG2D) (Bedel et al.,
2011; Jinushi et al., 2008; Carbone et al., 2005). Fendmeno que también puede estar
relacionado con la liberacién de MICA soluble por la célula tumoral, lo que puede
provocar la regulacion a la baja del NKG2D en las células NK (Jinushi et al., 2008). Otros
estudios describen ademas, un aumento en las formas solubles de HLA clase-l y B2-
microglobulina a lo largo de la evolucidén tumoral hasta mieloma y hasta leucemia de
células plasmaticas (Pérez-Andrés et al., 2005), y los relacionan con peores prondsticos
para este tumor (Pérez-Andrés et al., 2005). El incremento en la concentracion de HLA
clase-l soluble puede estimular la sefalizacion a través de receptores inhibidores y
bloquear la respuesta de células NK.

Las células de mieloma expresan el ligando para PD-1 (Programmed Death 1)
lo que puede suprimir tanto los procesos de la inmunidad innata como los de la
adaptativa, al unirse a su receptor en linfocitos T y células NK (Benson et al., 2010). Las
células plasmaticas malignas pueden igualmente suprimir de manera activa la

expresion de ligandos del receptor de activacion DNAM-1 (Soriani et al., 2009).
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Figura 17: Estrategias de evasion del mieloma multiple frente a células NK. Las células de
mieloma secretan citoquinas tales como TGF-$, IL-6, IL-10 o PGE2, entre otras, y suprimen la funcién de
las células NK. La inmunoglobulina monoclonal que este tumor produce también puede afectar
directamente a las células NK. El mieloma multiple se asocia con niveles aumentados del receptor
soluble de IL-2 y las células patolédgicas secretan IL-15 y exhiben IL15R, creando un bucle de
retroalimentacion que contribuye a la homeostasis del mieloma. Ademas, el balance entre receptores y
ligandos activadores e inhibidores de las células NK se altera a través de un aumento de receptores
inhibidores como MHC clase-l y PD-L1, mientras que de manera simultanea, los ligandos activadores se
reducen y las formas solubles de los ligandos de activacion son secretadas. Las células NK en mieloma
puede presentar mayores niveles de AMPc como resultado del PGE2 secretada por las células de
mieloma, lo que inhibe la respuesta inmunoldgica, tal y como ocurre con la fosforilacién de STAT3. En
estados avanzados de mieloma, las células NK de los pacientes presentan niveles reducidos de
receptores activadores como DNAM-1, NKG2D o CD16 y también expresan el receptor inhibidor PD-1.

2.2.4.1 TERAPIA CON CELULAS NK FRENTE A MIELOMA

A pesar de todos los mecanismos de evasién que desarrolla el mieloma
multiple para escapar del control de las células NK, un nimero creciente de trabajos
experimentales y clinicos sefialan la posibilidad de utilizar estas células en
inmunoterapia contra el mieloma. Las primeras experiencias se llevaron a cabo
utilizando citoquinas, como los interferones, capaces de estimular la actividad citolitica
de las células NK in vitro (Uchida et al., 1984; Ogmundsdéttir, 1988) e in vivo (Einhorn
et al., 1982), especialmente la de las células NK de la médula ésea de pacientes que
respondian al tratamiento (Millar et al., 1995; Hall et al., 1997). Dos meta-andlisis
muestran que la terapia con IFN-a consiguen respuestas en torno al 20% de los
pacientes, mejorando tanto la progresion libre de enfermedad como la SG, pero los
efectos secundarios fueron considerables (Gisslinger, 1997; Fritz y Ludwig, 2000).
Algunos estudios preclinicos y clinicos, asociaron la IL-2 al tratamiento con IFN-a, con

resultados equiparables y de nuevo con elevada toxicidad (Porrata et al., 2001). Aun
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asi, IFN-a continda siendo una linea de tratamiento frente al mieloma mdltiple

(Anderson et al., 2011).

2.2.4.1.1 AGENTES INMUNOMODULADORES DE LA FUNCION DE CELULAS NK

Los agentes inmunomoduladores talidomida y lenalidomida ejercen efectos
pleiotrépicos anti-mieloma, incluyendo un aumento en la activad de las células NK
frente al mieloma (Quach et al., 2010). Talidomida es un agente inmunomodulador al
inducir la produccion de IL-2 por parte de LT, que a su vez estimula la activacion de
células NK, y es antiinflamatorio, pero no induce directamente la muerte de las células
de mieloma. Ademas inhibe la produccién de IL-1, IL-12, TNF-a y TNF-y e incrementa el
cociente de linfocitos T CD8/CD4 al reducir los linfocitos Th circulantes (Davies et al.,
2001). Por su parte, Lenalidomida es un derivado de la talidomida que inhibe el
crecimiento y la proliferacion de las células tumorales, posee accidon antiangiogénica y
potencia la actividad de linfocitos T y células NK, al incrementar la expresiéon de CD16 y
favorecer la citotoxicidad dependiente de anticuerpo (ADCC) contra el mieloma (Tai et
al., 2005). Lenalidomida tiene también un efecto favorecedor en el balance entre
receptores activadores e inhibidores de las células NK, lo que lleva a respuestas mas
efectivas frente a mieloma. Este farmaco incrementa la expresién de ULBP-1 en células
de mieloma y disminuye la de PD-L1, lo que resulta en una mejora en la supervivencia,
reconocimiento y lisis de las células mielomatosas por las células citoliticas (Benson et
al., 2010, 2011). Estos farmacos inmunomoduladores también disregulan la expresion
de SOCS1 (Suppressor Of Cytokine Signaling 1) lo que deriva en una mayor sensibilidad
a los estimulos del microambiente (Gorgiin et al., 2010).

Actualmente, Dexametasona estd demostrando en ensayos in vitro efectos
sinérgicos con Lenalidomida contra el mieloma. Sin embargo, Dexametasona parece
antagonizar los efectos inmunomoduladores de Lenalidomida como la produccion de
IL-2 por los linfocitos T (Gandhi et al., 2010).

Bortezomib es un inhibidor del proteosoma (complejo proteico que rompe las
proteinas innecesarias o dafiadas dentro de una célula) que parece conferir eficacia
contra el mieloma al aumentar la actividad anti-mieloma de las células NK. Esta droga,
reduce la expresion de HLA clase | en las células de mieloma, lo que mejora la

respuesta de las células NK (Shi et al., 2008). Efecto que ha sido igualmente
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confirmado para otros inhibidores del proteosoma (Wu et al., 2011). Ademas,

Bortezomib puede hacer a las células de mieloma mas sensibles a la lisis via TRAIL (una
via citotdxica utilizada por efectores inmunes como linfocitos T y células NK o via
Fas/Fas-L (Hallett et al., 2008).

La terapia con anticuerpos monoclonales se inicié tardiamente en el caso del
mieloma multiple. No se inicid hasta que se identificod la expresion casi universal en la
membrana de las células mielomatosas de la glicoproteina CS1, que parece modular la
interaccion entre estas células y el estroma medular (Hsi et al., 2008). Esta
glicoproteina es de expresion pobre en células normales. Elotuzumab es un anticuerpo
monoclonal humanizado de tipo IgG1 que reconoce a CS1 y parece conferir efectos
anti-mieloma via ADCC mediada por células NK (Van Rhee et al., 2009).

IPH2101 es un anticuerpo monoclonal humanizado de tipo 1gG4 frente a los
receptores inhibidores KIR2DL1, 2DL2 y 2DL3, que al impedir la sefializacion negativa
gue median dichas moléculas, mejora la capacidad citolitica de las células NK frente a
células tumorales autdlogas, tanto in vivo como in vitro(Benson et al., 2011; Romangné
et al., 2009). Datos recientes obtenidos en un ensayo clinico fase | indican que la
combinacién de Lenalidomida con IPH2101 conduce a un efecto sinérgico en el que
Lenalidomida favorece la activacion de las células NKs y IPH2101 las libera de las

sefiales inhibidoras(Benson et al., 2011).

2.2.4.1.2 CELULAS NKY TRASPLANTE DE MEDULA OSEA EN PACIENTES CON
MIELOMA

Diversos datos sugieren que las células NK pueden contribuir al efecto
antitumoral en el trasplante de células madre o SCT (del inglés Stem Cells Transplant),
tanto de naturaleza autéloga como alogénica.

En el contexto del trasplante autdlogo, numerosos estudios demuestran la
relacion entre la recuperacion linfocitaria temprana y los resultados de supervivencia
asociados al trasplante de células madre en mieloma (Porrata et al., 2001,2004; Kim H
et al., 2006; Hiwase et al., 2008). En esos estudios, no resultaba posible identificar qué
poblacién linfocitaria fue la responsable de dichos resultados. Sin embargo, se sabe
que la reconstitucidon cuantitativa y funcional de los linfocitos T y B que sigue al

trasplante de células madre puede verse aplazada meses, mientras que la
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reconstitucion de las células NK ocurre tan solo en dos semanas tras el trasplante
(Porrata et al., 2001). Estudios posteriores verificaron esta idea, demostrando que el
valor absoluto de linfocitos en el dia +15 (>500/uL) y en el dia +30 (>1000/pL) tras el
SCT se correlaciona con mejor supervivencia libre de enfermedad y SG en mieloma
multiple (Porrata et al., 2004; Hiwase et al., 2008).

En estos trabajos, tras la infusion de linfocitos se observé que la dosis de
células NK infundida se correlacionaba con la recuperacién temprana del valor
absoluto de linfocitos (Porrata et al., 2003). La subpoblacion de células NK analizada
reveld que, ademas, un contaje igual o superior a 80 células/pL en el dia +15 post-SCT
se correlacionaba con mejor supervivencia libre de enfermedad. Esta correlacién no se
establecié de manera significativa con otras subpoblaciones linfocitarias como CD3+,
CD4+, CD8+ y CD19+ (Siddiqui et al., 2006).

Estos hallazgos sugieren que la recuperacién temprana del recuento de
células NK tras altas dosis de quimioterapia, puede facilitar la actividad de células NK
frente al mieloma, posiblemente debido a una mejora en cociente de célula efectora:
célula diana.

Otros autores sugieren que el melfalan, que es el agente mds comun en las
terapias de acondicionamiento pre-SCT, puede regular positivamente la expresion de
los ligandos activadores sobre células mielomatosas, haciéndolas mas susceptibles a la
lisis por células NK (Soriani et al., 2009). Ademas, los agentes alquilantes como el
melfalan no parecen suprimir la funcién de las células NK (Soriani et al., 2009; Markasz
etal., 2007).

Aunque aun no se conocen todos los detalles sobre los mecanismos que
acontecen en ese periodo post-SCT, parece que dicho periodo es particularmente
atractivo para la inmunoterapia mediada por las células NK.

Sin embargo, donde mayores evidencias se han encontrado de un efecto
injerto contra mieloma (Markasz et al., 2007) de las células NK ha sido en el trasplante
alogénico de médula ésea, tanto a nivel experimental (Alici et al., 2008) como clinico,
donde la infusion de células NK haploidénticas, seleccionadas para garantizar el
reconocimiento de la ausencia de ligando para moléculas KIR inhibidoras con sus
ligandos HLA clase | ha producido ratios de respuesta muy favorables en mielomas

avanzados (Shi et al., 2008). En estas situaciones, hay que destacar que no se produce
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enfermedad injerto contra huésped ni fallo en las células madre alogénicas injertadas.

Tal es el caso de la leucemia mieloblastica aguda (Ruggeri et al., 2002), donde primero
fue descrito este efecto, y donde el adecuado emparejamiento KIR-ligando en la
seleccion donante-receptor puede mejorar los resultados tras el SCT en mieloma
(Kroger et al., 2005). Kroger y su equipo (Kroger et al., 2011) han demostrado que el
haplotipo KIR del donante puede influir en el resultado del SCT alogénico en mieloma.
En su estudio, tanto la supervivencia libre de enfermedad como la SG fueron mejores
en pacientes que recibieron injertos de donantes con haplotipos KIR de tipo B, mas
ricos en receptores activadores que los receptores de haplotipos A.

Los criterios de seleccion de un donante adecuado en este sentido se basan
en los trabajos de los grupos de Moretta (2011), Ruggeri (2006) y Velardi (2012) y han
resultado muy efectivos en las terapias de leucemias agudas agresivas. El donante
ideal debe ser un individuo que tenga al menos una incompatibilidad con el receptor
en los ligandos KIR (HLA-C1, -C2 o Bw4, son los mas considerados), es decir, que al
menos un ligando esté ausente en el receptor del injerto y presente en el donante.
Esto permitiria que una clona NK KIR+ se licencie en presencia de su ligando
correspondiente y manifieste capacidad alorreactiva frente a las células leucémicas del
receptor, al reconocer en ellas la pérdida de su ligando correspondiente. Esta
alorreactividad frente a las células del donante, se veria reflejada en diversos aspectos
beneficiosos que se representan en la Figura 18:

1) Favorecer la implantacién del injerto, evitando su rechazo al eliminar

células T alorreactivas del huésped.

2) Eliminar la enfermedad residual, aprovechando la alorreactividad NK,

segun las directrices dela hipdtesis de pérdida de ligando propio o
“Missing self”.
3) Limitar la enfermedad injerto contra huésped, al eliminar las células

dendritica del huésped, y evitar la presentacion de aloantigenos.

La poblacidn NK alorreactiva se detecta a las 6-7 semanas post-trasplante y
manifiesta un patrén de expresion KIR semejante al encontrado en el donante. Parece
que este efecto se debe a la megadosis de células madre CD34+ transfundidas que

pueden producir un microambiente medular semejante al presente en el donante
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(Moretta et al., 2011). De esta manera, el proceso de educacion ocurriria en el
receptor bajo las mismas condiciones dadas en el donante, lo que produciria células
NK licenciadas de naturaleza alorreactiva.

Otra ventaja de la poblacion NK es que actua principalmente sobre células
hematopoyéticas del huésped sin afectar a los tejidos sanos y por ello, esta poblacién
no esta implicada en la Enfermedad Injerto Contra Huésped o EICH (Moretta et al.,
2011). En modelos murinos, esta probado que son los linfocitos T alogénicos los
causantes de dicho efecto y no asi las células NK (Ruggeri et al., 2002). Parece que la
resistencia tisular al ataque NK se debe a la baja o nula expresiéon de ligandos para

receptores activadores de las células NK (Bottino et al., 2003).

Proliferative
potential I

No leukemic
relapses

CD34

No graft
rejection

Figura 18. Generacion de células NK alorreactivas y su papel terapéutico en el trasplante de
células madre hematopoyéticas. Durante las dos primeras semanas, los precursores experimentan una
proliferacion intensa y se comprometen en la linea NK. En estados posteriores, la actividad proliferativa se
ve mermada. Los primero signos distintivos experimentados son la expresién CD94/NKG2A y la capacidad de
secretar citoquinas; en especial, IFN-y y TNF-a. Tras ello, aparece la expresidon de los receptores KIR y
aumenta la capacidad citotdxica, que es maxima en las células NK KIR+. Vemos, ademads, los efectos sobre
las diferentes poblaciones del donante. La lisis de las células dendriticas evita la EICH; al eliminarse la
poblacién T, se reduce el riesgo de rechazo y la actividad frente a las células blasticas es crucial en la lucha
contra la leucemia (Moretta et al., 2011).
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1 HIPOTESIS DE TRABAJO

La progresion clinica de un proceso tumoral se ve condicionada por diversos
factores, algunos intrinsecos a la biologia del propio tumor y otros, relacionados con el
microambiente donde este se desarrolla. Las variaciones genéticas que pueden
conducir a la transformacién celular y a su malignizacion, se traducen en un fenotipo
distintivo, un patrdén de alteraciones genéticas especificas y una capacidad proliferativa
y apoptédtica bien definida. Estas caracteristicas pueden tener valor predictivo de la
evolucidn clinica de la enfermedad y de la supervivencia de los pacientes. Debido al
envejecimiento actual de la poblacion, la incidencia de discrasias de células
plasmdsticas se ha incrementado de forma notable, por lo que disponer de
biomarcadores sencillos y econdmicos, es uno de los aspectos determinantes para
prevenir el avance de la enfermedad, y orientar el manejo integral del paciente,
evitando procedimientos innecesarios y costosos. Asi, estos biomarcadores pueden ser
de la maxima importancia en la seleccion del tratamiento mas adecuado y en la
monitorizacién de su eficacia en cada paciente. Por otro lado, el sistema inmunitario
del huésped ejerce una presion anti-tumoral que es responsable de eliminar las células
tumorales emergentes. Sin embargo, cuando este sistema de vigilancia se ve superado
la enfermedad aparece y progresa, aunque de forma muy variable en cada paciente.
Actualmente conocemos que los linfocitos T CD3+ y células NK CD56+, pueden tener
un papel importante en el control de tumores en funcion de que la interaccién de las
moléculas KIR con sus ligandos HLA clase-I determine su actividad. Por eso, es posible
que la cantidad y/o la calidad/diversidad de esas células del sistema inmunitario en
tanto que mediadoras de la respuesta antitumoral, puedan condicionar igualmente la
progresién de la enfermedad y ser de interés como marcador prondstico tras el
trasplante de progenitores hematopoyéticos.

Asi pues, nuestra hipétesis se fundamenta en que un analisis conjunto de
marcadores en sangre periférica y médula 6sea, en pacientes con diversos tipos de
discrasias de células plasmaticas, permitira seleccionar biomarcadores sensibles y
especificos, que pueden ser de utilidad tanto para el diagnéstico diferencial de las

diferentes tipos de discrasias, como para la prediccidon del riesgo de progresion de la
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enfermedad o la indicacion de terapias individualizadas adaptadas a las caracteristicas

de cada paciente.

2

OBIJETIVOS

Caracterizar en pacientes con diversos tipos de discrasias de células

plasmaticas, biomarcadores en sangre periférica (SP) y médula désea (MO) para

establecer pardmetros con capacidad diagndstica y prondstica de la evolucidn clinica

de los pacientes, en base al tiempo hasta la progresion de la enfermedad vy la

supervivencia global de los pacientes. Para ello, se abordaran los siguientes objetivos

especificos:

1.- Analizar las caracteristicas bioldgicas de las células plasmaticas en MO (fenotipo,

cariotipo, capacidad proliferativa y apoptética), en un grupo control sano y en
pacientes con discrasias de células plasmaticas, tanto en sus formas mas
benignas (Gammapatia monoclonal de significado incierto), como en las mas
agresivas mieloma multiple quiescente y mieloma multiple sintomatico, vy
relacionarlas con las caracteristicas clinico-patoldgicas y la evolucion de la

enfermedad de los pacientes.

2.- Estudiar la presencia y el fenotipo de células plasmaticas tumorales en SP, para

establecer una relacion con las caracteristicas bioldgicas de las células
plasmaticas de MO, con el diagndstico del paciente y con la evolucién de la
enfermedad. Con el fin Ultimo de evaluar la capacidad diagndstica y pronostica

del estudio de la sangre periférica en las discrasias de células plasmaticas.

Analizar en células inmunitarias de sangre periférica, la expresion de las
moléculas de activacion/adhesion CD62L, HLA-DR y CD56 en linfocitos T, asi
como la expresidon de moléculas KIR2DL en linfocitos T (CD4+ y CD8+) y células
NK, y para correlacionarlas con las caracteristicas bioldgicas de las células
plasmaticas de MO y SP, el tipo de gammapatia al diagndstico y la evolucién

clinica de la enfermedad.
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1 DISENO Y JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El presente trabajo se plantea como un estudio prospectivo y multicéntrico,
para evaluar las caracteristicas fenotipicas, proliferativas, apoptéticas y citogenéticas
de las células tumorales de médula 6sea que aparecen en pacientes con diferentes
tipos de discrasias de células plasmaticas de nuevo diagndstico. En el mismo se
pretende establecer una relacién con las caracteristicas clinico-patoldgicas y la
evolucion de la enfermedad de los pacientes, con el objeto de establecer
biomarcadores sensibles y especificos que sean de utilidad tanto para el diagndstico
diferencial de las diferentes tipos de discrasias, como para la prediccién del riesgo de la
enfermedad y la seleccién de terapias individualizadas adaptadas a las caracteristicas
de cada paciente. Para ello comparamos las caracteristicas bioldgicas citadas de los
diferentes subgrupos de enfermedades entre si y con un grupo control normal, asi
como su correlacién con la evolucion clinica.

En este trabajo, también evaluamos la utilidad del andlisis de las muestras de
sangre periférica de estos pacientes para establecer una correcta clasificacidon y
estadificacion de estas enfermedades, con el fin Ultimo de evitar la realizacion de
punciones medulares y las morbilidades derivadas de esta técnica.

Por ultimo, investigamos el papel del sistema inmunitario en estas
enfermedades. A tal efecto, se propone estudiar la expresion de moléculas de
activacion y adhesion (CD57, CD62L y HLA-DR) en linfocitos T asi como la de moléculas
que regulan la funcién/activacién de los linfocitos T y células NK particularmente
receptores KIR2D en muestras de sangre periférica de pacientes al diagndstico o
aquellos que sin ser de reciente diagndstico no han recibido tratamiento y de
individuos sanos, con el fin de poder relacionarlos con la aparicidon y evolucién de
discrasias de células plasmaticas y con las caracteristicas bioldgicas de sus células
patoldgicas.

Por tanto, se trata de un proyecto de investigacion multidisciplinar que
involucra a aspectos hematolégicos e inmunoldgicos y que cuenta con un componente
de investigacion basica y otro de investigacion clinica aplicado a pacientes con diversos

tipos de discrasias de células plasmaticas. Como se ha indicado en los objetivos
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pretendemos aportar datos originales que nos indiquen nuevos biomarcadores en
sangre periférica y médula ésea con valor diagnodstico y prondstico, asi como evaluar la
implicacion del sistema inmunitario en la evolucion clinica de los pacientes, mediante

un analisis de la tasa de progresidn y de la supervivencia global.

2 PACIENTES, GRUPOS DE ESTUDIO Y MUESTRAS
RECOGIDAS

El estudio incluye el seguimiento de pacientes de nuevo diagndstico de
discrasia de células plasmaticas (MGUS, SMM y MM) y pacientes que sin ser de nuevo
diagndstico no han recibido tratamiento, procedentes de los Servicios de Hematologia
del Hospital Universitario Rafael Méndez de Lorca, Hospital Clinico Universitario
Virgen de la Arrixaca y Hospital de Santa Lucia de Cartagena de la region de Murcia
entre los afios 2010y 2012.

Para la inclusién de los pacientes en los distintos grupos experimentales se
siguieron los criterios del grupo internacional de trabajo para el mieloma multiple
(IMWG 2003):

1. Gammapatia monoclonal de significado incierto. Debe cumplir todos los
criterios siguientes:

a. Proteina monoclonal en suero <3 g/dL.

b. Células plasmaticas clonales en médula 6sea <10%.

c. Ausencia de alteraciones como hipercalcemia, insuficiencia renal, anemia o
lesiones dseas (cuyo acrénimo en inglés es CRAB) y que puedan ser
atribuidas a un desorden de la proliferacién de las CPs.

2. Mieloma quiescente, Smoldering o MM asintomatico. Debe cumplir todos los
criterios siguientes:

a. proteina monoclonal en suero (I1gG o IgA) > a 3 g/1dL y/o

b. células plasmaticas clonales en médula 6sea > a 10% y

c. ausencia de alteraciones como lesiones liticas, anemia, hipercalcemia o

fallo renal que se atribuyan a un desorden de la proliferacién de CP.
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3. Mieloma muiltiple. Debe cumplir todos los criterios siguientes:

a. CPs clonales en MO > al 10% o plasmocitoma, aunque se acepta el
diagndstico de MM con valores inferiores a los fijados siempre que
exista afectacion organica atribuible al mieloma.

b.  Presencia de CM en suero u orina (excepto en pacientes con MM no
secretor) y

c. Evidencia de alteraciones que puedan ser atribuidas a la proliferacion
maligna de células plasmaticas, especificamente, hipercalcemia >
11,5 mg/dL o insuficiencia renal con creatinina sérica > a 1,73
mmol/L; anemia (normocitica, normocrémica), entendida como el
descenso de la cifra de hemoglobina 2g/dL por debajo del valor de la
hemoglobina habitual del paciente o bien <10g/dL y lesiones dseas

como lesiones liticas, osteopenia severa o fractura patoldgica.

Mas recientemente el IMWG han propuesto nuevos criterios para el
diagndstico de MM (Rajkumar et al.,, 2014). Siguiendo esta nueva clasificacién, la
mayoria de los pacientes SMM (17 de 25) de nuestro estudio se incluirian en el grupo
de MM. Por lo que afadiremos a nuestros datos el estudio estadistico de un grupo
denominado SMM+MM.

Como grupo control se han estudiado personas sanas voluntarias comparables
en sexo y edad con los pacientes, de los que se obtuvieron el mismo tipo de muestras.

En todos los casos, la inclusidon de pacientes y controles, se realizé bajo la

estricta aceptacion del consentimiento informado.

2.1  CRITERIOS DE INCLUSION

e Pacientes de nuevo diagnéstico de discrasias de células plasmaticas (MGUS,
SMD o MM) o pacientes ya diagnosticados que no habian recibido
tratamiento y cumplian los criterios de la IMWG descritos anteriormente.

e Pacientes que, ademas, durante su proceso diagndstico requirieron de un
estudio del aspirado de médula ésea para su correcta filiacion, seguimiento
o/y orientacién terapéutica.

e Aceptacion del consentimiento informado.
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2.2

CRITERIOS DE EXCLUSION

Pacientes que habian recibido tratamiento previamente frente a la discrasia

de células plasmatica.

e Pacientes con bandas monoclonales en suero procedentes de otras
patologias linfoides, como el linfoma linfoplasmocitoide o el sindrome de
POEMS.

e Pacientes con discrasias que recibieran tratamientos inmunosupresores o
inmunomoduladores por otras patologias.

e Pacientes de los que a pesar de cumplir los criterios de inclusién, no se
pudo conseguir sangre periférica para realizar el estudio completo.

e No aceptacidn del consentimiento informado.

2.3

GRUPOS DE ESTUDIO

Grupo control sano: El grupo control queda constituido por individuos sanos que
requirieron cirugia traumatoldgica de reposiciéon de cadera, rodilla o patologia
similar, y que dieron su consentimiento para la obtencidon de muestras de médula
Osea y sangre periférica durante el proceso quirdrgico bajo anestesia general. Se
excluyeron los individuos con patologias del sistema inmunoldgico y/o
hematopoyético, o que estuvieran bajo tratamiento con farmacos
inmunosupresores o inmunomoduladores. El grupo final consté de 30 individuos
sanos con un rango de edad equiparable a los de los pacientes. Las muestras se
recogieron en el mismo acto quirdrgico mediante aspirado medular y venopuncion,
siguiendo protocolos habituales, en colaboracién con el Servicio de Traumatologia
del Hospital U. Virgen de la Arrixaca.
Grupos experimentales: De los 175 pacientes recogidos en el periodo sefialado, se
descartaron 11 por diferentes causas, quedando finalmente un total de 164 de
pacientes que cumplian los criterios de la IMWG. Estos se dividieron en los
siguientes subgrupos experimentales:

a. Pacientes con MGUS: n = 86.

b. Pacientes con MM indolente (SMM): n = 25.

c. Pacientes con MM sintomatico: n = 53.
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2.4 MUESTRAS RECOGIDAS

e Muestras de sangre periférica: Se extrajo a la inclusion del estudio, tanto de
pacientes como de controles sanos, una muestra de 3 ml sangre periférica
anticoagulada con EDTA(etilendiaminotetraacético), que se utilizd para el
analisis de poblaciones celulares y la expresion de receptores KIR2D en
linfocitos Ty células NK.

e Muestras de aspirados de médula ésea: Igualmente a la inclusidn del estudio y
tanto en pacientes como en controles sanos, se tomé una muestra de 3 ml de
médula ésea anticoagulada con EDTA que se utilizd para realizar los estudios de
fenotipo, los indices de proliferacion y de apoptosis de las células plasmaticas y
la técnica de FISH. Otra muestra, se envid de manera protocolizada a un
laboratorio de referencia para estudio citogenética (Balague Center, Barcelona

y Centro Inmunoldgico de Alicante).

2.5 TRATAMIENTOS

Del total de los 164 pacientes, solo los mielomas sintomaticos recibieron
tratamiento compuesto por:
e Melfalan-prednisona: 6 pacientes
e Corticoides a altas dosis: 2 pacientes
e Esquemas basados en Bortezomib:
0 VMP (bortezomib-melfalan-prednisona): 12 pacientes (2 de
ellos radioterapia asociada)
0 VelDex (bortezomib-dexametasona): 15 pacientes (2 de ellos
con radioterapia asociada, 5 asociados a TAPH)
0 PAD (bortezomib-ciclofosfamida-dexametasona):17 pacientes
(16 asociados a TAPH)
e Esquemas basados en a lenalidomida:
0 Lenalidomida-dexametasona: 11 pacientes
e Otros: 3 pacientes (bendamustina, ponatinib, ciclo alternante

VBMCP/ABVD)
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Un paciente no recibié tratamiento por éxitus antes de iniciarlo y otro por

rehusar el mismo. Los tratamientos administrados se registraron a lo largo de la
evolucién de los pacientes con el fin de valorar su impacto en la evolucién de la

enfermedad.

3 VARIABLES DE ESTUDIO

3.1 VARIABLES DEMOGRAFICAS Y CLINICO-BIOLOGICAS

e Variables demograficas: edad, sexo, hospital de procedencia.

e Radiografia dsea convencional: incluye lateral de craneo, térax, pelvis,
huesos largos de brazos y piernas (ambos humeros y fémures) y lateral y
postero-anterior de columna cervical, dorsal y lumbar.

e Variables clinicas: seguimiento clinico de la enfermedad, para establecer
su evolucion y diferenciar MGUS o SMM “progresivos” y “no progresivos” y
en caso de MM sintomatico, permitir la estratificacién prondstica de Durie
y Salmon e ISS y el tipo de tratamiento recibido.

e Progresion y supervivencia: se analizd la tasa de progresion vy la SG.

3.2 VARIABLES CITOMORFOLOGICAS

e Porcentaje de células plasmaticas en médula 6sea observadas al
microscopio éptico

e Presencia de células plasmaticas de morfologia atipica (plasmablasticas)

e Signos de displasia en serie mieloide y eritroide

e Celularidad medular, aumentada, normal o disminuida
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3.3

VARIABLES DE LABORATORIO

Hematimétricas: hemoglobina, hematocrito, leucocitos y plaquetas.
VSG(velocidad de sedimentacion globular)

Bioquimicas: Creatinina, calcio sérico, B2microglobulina, LDH, albumina,
proteina C reactiva (PCR) y proteinas totales.

Inmunoquimicas: Cuantificacién e identificacion del componente monoclonal.

Analisis de las cadenas libres en suero.

3.4

VARIABLES EXPERIMENTALES

Que se iran describiendo con mayor detalle en los resultados de esta

memoria, pero que podrian englobarse de forma genérica en los siguientes apartados:

Inmunofenotipo de células plasmaticas en médula dsea.

Indices de proliferacién y apoptosis de células plasméaticas en médula ésea.
Ploidia de células plasmaticas en médula dsea evaluado por citometria de flujo.
Alteraciones citogenéticas por citogenética convencional (cariotipo).
Alteraciones citogenéticas detectadas por FISH en células plasmaticas
purificadas.

Células plasmaticas circulantes en SP.

Marcadores de activacion de linfocitos T en sangre periférica.

Expresién de receptores KIR2D en células T y NK de sangre periférica.

INSTRUMENTACION

4.1

EQUIPOS DE HEMATIMETRIA Y BIOQUIMICA

Contador celular: la hematimetria se realizé en analizador Coulter® LH 750
analyzer (Beckman Coulter).

Lector de VSG: Beckman Coulter.

Analizador de bioquimica: los parametros bioquimicos fueron determinados en

DXC Beckman Coulter.
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e Sistema Hydrasys focusing®:La cuantificacion del componente monoclonal se

realizd por electroforesis con sistema automatizado en Hydrasys focusing®
(Sebia Hispania SA) utilizando proteinas Hydragel™. Tras la electroforesis el gel
de proteinas se escaned utilizando un densitdmetro y las proteinas séricas
incluyendo la proteina monoclonal se calcularon utilizando un software Sebia
Phoresis™.

e Sebia Hydrasys®: La identificacion del componente monoclonal se realizd
utilizando IF hydragel™ tanto en suero como en orina.

e analizadores nefelométricos Siemens BNTM Il y BN ProSpec®:El analisis de las
cadenas libres en suero se realizé con usando como reactivos N Latex (Siemens)

KFLC y A FLC.

4.2  EQUIPOS DE CITOMETRIA

En nuestro estudio se utilizaron los citémetros de flujo FACS-Canto Il y FACS-
LSR Il Becton-Dickinson®. En la Tabla 12, se resumen las caracteristicas técnicas de

ambos equipos.

TABLA 12. Caracteristicas técnicas de los citémetros de flujo utilizados.

FACSCanto-lI LSR-1I
(10 parametros, 8 FLs) (12 parametros, 10 FLs)
Laseres Parametro o FL Dicroico/filtro Dicroico/filtro
405nm Pacific blue -/ 440-40 - /440-40
AmCyan LP505 / 525-50 LP505 / 525-50
488nm FSC Fotodiodo-488 Fotodiodo-488
SSC - /488/10 - /488/10
FITC LP502 / 530-30 LP502 / 530-30
PE LP556 / 575-26 LP556 / 575-26
PE-Alexa610 No disponible LP595 / 610-20
PerCp/PE-Cy5 LP655 / LP670 LP655 / LP670
PE-Cy7 LP735 / 780-60 LP735 / 780-60
635nm APC - /660-20 - /660-20
Alexa-700 No disponible LP685 / 710-20
APC-Cy7 LP735 / 780-60 LP735 / 780-60
APC, aloficocianina; FITC, fluoresceina; FL, fluorescencia; FSC, forward scatter; PE,
ficoeritrina; PerCP, peridinin-chlorophyll-protein; PE-Cy5, PE-Cianina-5; PE-Cy7, PE-Cianina-7,;
SSC, side scatter
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5 ESTUDIO DE INMUNOFENOTIPO POR CITOMETRIA DE
FLUJO

La citometria de flujo es una técnica de estudio celular multiparamétrica
basada en el analisis de una suspension de células marcadas con elementos que
emiten fluorescencia a distintas longitudes de onda y que se hacen pasar alineadas de
una en una por delante de un haz de luz focalizado procedente de uno o mas laseres.
La interaccién del haz de luz sobre la célula produce senales que son recogidas por
diferentes detectores y que permiten diferenciar distintos parametros. Estos
parametros pueden estar relacionados con caracteristicas intrinsecas de la célula,
como el tamafio (FSC, del inglés, Forward Scatter) y la complejidad y granularidad
celular (SSC, del inglés, Side Scatter), o con sus caracteristicas antigénicas
(Inmunofenotipo) ya sean marcadores situados en la superficie o el citoplasma/nucleo

celular.

5.1 MUESTRAS ESTUDIADAS

Se utilizaron muestras de SP anticoaguladas con EDTA obtenidas mediante
puncion y aspiracion venosa, que se utilizaron para la caracterizacién de CPs en SP, el
estudio de marcadores de activacion de linfocitos T (CD57, DR y CD62L) y la deteccidn
de la expresion de moléculas KIR2D en linfocitos Ty NK.

Asi mismo, se utilizaron muestras de MO anticoaguladas con EDTA obtenidas
mediante puncion y aspiracion désea (generalmente del esterndn) que se utilizaron
para caracterizar fenotipicamente las células plasmaticas (en superficie y citoplasma) y
para evaluar su capacidad proliferativa/ploidia (citometria de ADN) y apoptdtica
(tincion con Anexina-V).

La concentracidn celular requerida para realizar los estudios por citometria es
de entre 6 y 15 millones de leucocitos por mililitro, por lo que en algunas ocasiones,
particularmente con muestras de MO hipercelulares, fue requerido una dilucién de la
muestra, que se realizé con PBS-1%BSA (fofato-buffer-salino- 1% de seroalbumina

bovina) hasta obtener dicha concentracion.
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5.2 ANTICUERPOS MONOCLONALES UTILIZADOS (AcMo)

Tal como se detalla en la tabla 13, los AcMo utilizados estaban conjugados con

diversos fluorocromos.

Tabla 13. Anticuerpos monoclonales (AcMo) y reactivos utilizado en

citometria

Especificidad antigénica Fluorocromo | Clon Fabricante Referencia
CD3 AmCyan SK7 BD 339186
CD3 Pacific blue UCHT1 BD-Pharmingen | 558117
Cb4 Alexa-700 RM4-5 BD-Pharmingen | 557922
CDh4 PE-Cy7 SK3 BD 348809
Cb4 Alexa-700 RM4-5 BD-Pharmingen | 557922
CD8 PerCp SK1 BD 345774
CD8 APC RPA-T8 BD-Pharmingen | 555369
CD8 APC-Cy7 SK1 BD-Pharmingen | 557834
CD13 PE L138 BD 347406
CD14 APC 47-3D6 ImmunoStep 14A-100T
CD16 Pacific blue 3G8 BD-Pharmingen | 558122
CD19 PE-Cy7 SJ25C1 BD 341113
CD20 Vioblue LT20 Miltenyi Biotech | 130-094-167
CD27 APC-H7 M-T271 BD-Pharmingen | 560222
CD28 PE L293 BD 348047
CD38 APC HB7 BD 345807
CD38 PerCp HIT2 BD-Pharmingen | 551400
CD45 APC-Cy7 2D1 BD 348815
CD45 PerCP 2D1 BD 345809
CD56 PE MY31 BD 345810
CD56 PE-Cy7 NCAM16.2 BD 335826
CD57 FITC HKN-1 BD 333169
CDh62L PE Dreg BD-Pharmingen | 555544
CD117 PerCP-Cy5.5 104D2 BD 333950
CD138 FITC B-B4 IQP IQP153F
CD158a (KIR2DL1) FITC 143211 RyD FAB1844F
CD158a/h (KIR2DL1/S1) PE EB6B Immunotech 2277
CD158b (KIR2DL3) APC 180704 RyD FAB2014P
CD158bj (KIR2DL2/L3/S2) PE-Cy5 GLI83 Beckman Coulter | A66900
Anexina-V V450 No aparece BD-Pharmingen | 560506
HLA-DR PerCP L243 (G46-6) | BD 347402
IgA FITC Policlonal Dako FO057

IgG FITC G18-145 BD-Pharmingen | 555786
IgM PE Policlonal Dako R5111
IgKappa APC Policlonal Dako C0222
IgLambda PE JDL-12 BD-Pharmingen | 555797
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5.3 PANELES DE ESTUDIO

Los paneles de estudio fueron predefinidos para cada tipo de muestra e

indican los tubos disefiados con las combinaciones y cantidades de AcMos para el

estudio de la SP y MO (Tablas 14 y 15 respectivamente). Por otro lado indica el método

de tincion utilizado, el instrumento de analisis y el nimero de células adquiridas en las

ultimas lineas de la tabla.

TABLA 14. Panel de estudio de inmunofenotipo para caracterizar marcadores

de activacién/adhesion y KIR2D en linfocitos y la presencia de CP aberrantes
en SP

Fluorocromo Tubo-1. Activacion T | Tubo-2. Expresion KIR2D Tubo-3. CPs en SP
FITC CD57 CD158a (KIR2DL1) CD138 (20ul)

PE CD62L CD158a/h (KIR2DL1/S1) CD56

PerCP HLA-DR CD158b/j (KIR2DL2/S2/13) CD45

PE-Cy7 CD4 CD56 CD19

APC CD8 CD158b (KIR2DL3) CD38

Alexa700 - CD4 (2.5ul) -

APC-Cy7 CDA45 (2ul) CDS8 (2.5ul) CD27

PB CD16 (2pul) CD16 (1pl) CD20

AmCyan CD3 (10pl) CD3 (2.5ul) -

Método Tincidn directa Tincion directa Tincidn directa
Instrumento FACSCanto-Il (BD) LSR-11 (BD) FACSCanto-Il (BD)
N2 eventos 50.000* 200.000* 200.000**

La cantidad de AcMo afiadido por 50ul de SP fue de 5ul, excepto donde se indican otras

cantidades.

* Linfocitos definidos en ventana FSC/SSC (tamafio y complejidad).
** Células totales. Se adquieren 200.000 eventos para la prospeccion inicial. Ante la
evidencia de aCPs en SP se incrementd el nimero de eventos a 1 x 10°.

TABLA 15. Panel de estudio de inmunofenotipo para caracterizar CP de MO

Fluorocromo | Tubo-1 Tubo-2 Tubo-3 Tubo-4 Tubo-5 Tubo-6
FITC CD66 CD138 (20ul) | CD138 (20ul) | IgAcit IgGcit CD38
PE CD13 CD56 CD28 IgMcit IgAcit IP
PerCP CD8 CD45 CD117 (10pl) | CD38 (2ul) | CD38 (2ul)

PE-Cy7 CD4 CD19 CD19 CD19 CcD19

APC CD14 CD38 CD38 IgKcit IgKcit

APC-Cy7 CD45 (2ul) | CD27 CD45 (2ul) CD45 (2ul) | CD45 (2pl)

PB 0 V450 CD16 (2ul) | CD20 Anexin-V - -

AmCyan CD3 (10ul) | - - - -

Método T. directa T. directa T. directa Ig-citoplas | Ig citoplas | Cit.ADN
N2 eventos* 50.000 200.000 200.000 300.000 300.000 100.000

* Eventos adquiridos de células totales en FACSCanto-Il (BD).
Todos los tubos fueron adquiridos en un FACSCanto-Il (Becton Dickinson).
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5.4 METODOS DE TINCION

e Tincidn directa de marcadores de superficie

Para la caracterizacién de marcadores de superficie se siguid el siguiente

protocolo:

Tomar 50puL de la muestra a estudiar.

Poner 5uL de cada AcMo en cada tubo segun el panel, salvo cuando se
especifique otra cantidad.

Mezclar bien e incubar en oscuridad a temperatura ambiente 10min.
Afadir 3mL de solucién de lisado/fijado (1x BD FACS Lysing Solution,
Becton-Dickinson®) y agitar bien.

Incubar a temperatura ambiente en oscuridad durante 5min.

Centrifugar durante 5min a 1800rpm.

Eliminar el sobrenadante por aspiracion, resuspender en 3mL de solucién
de lavado (PBS+1%BSA) y agitar.

Centrifugar durante 5min a 1800rpm.

Eliminar el sobrenadante por aspiracién, resuspender en 300uL de
PBS+1%BSA y agitar

Adquirir inmediatamente.

e Eliminacion de inmunoglobulinas séricas

En aquellos casos en los que se quiere identificar la presencia de Igs, ya sean

de superficie celular o intracitoplasmatica, resulta necesaria la eliminacién de las Igs

presentes en el suero que interferirian en el estudio. Para ello, se siguio el siguiente

protocolo:

En un tubo de 10ml y fondo cdénico, poner 300uL de la muestra.
Completar el volumen del tubo con PBS-BSA-1%.

Centrifugar a1800rpm, 5min, a 4°C.

Eliminar el sobrenadante por aspiracion

Agitar y repetir el 22 y 32 paso.

Eliminar el sobrenadante por aspiracion.

Resuspender la muestra para proceder a su tincién.
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e Tincion de marcadores citoplasmaticos

Las CP no suelen expresar inmunoglobulina en la membrana celular, por el
contrario presentan grandes cantidades en vesiculas citoplasmaticas para ser
secretadas. Por ello, para poder estudiar su clonalidad se hace necesario realizar una
tincion intracitoplasmatica.

Este proceso se llevo a cabo utilizando el conjunto de reactivos de marcaje
intracitoplasmatico (IntraStain, Fixation and Permeabilization Kit for Flow Cytometry,
DAKO®), que contiene reactivos de fijacion (reactivo A) y de permeabilizacion (reactivo
B). Para ello se siguié el protocolo que se describe a continuacion:

- Tomar 50uL de la muestra a estudiar a un tubo de citometria.

- Afadir los AcMos de membrana (5ul o lo que corresponda segun Tabla), e

incubar 10 min a temperatura ambiente.

- Afadir 100puL de reactivo A (fijacidn) a la sangre y agitar.

- Incubar 20min a temperatura ambiente.

- Lavar con 4ml de PBS+1%BSA y centrifugar 5 min a 1800rpm.

- Eliminar el sobrenadante por aspiracion, agitar y afiadir 50uL de reactivo

B (permeabilizacidn) y los AcMos para la tincién en citoplasma (5ul o lo
gue corresponda segun Tabla).

- Incubar 20min a temperatura ambiente.

- Lavar con 4ml de PBS+1%BSA, centrifugar 5 min a 1800rpm.

- Eliminar el sobrenadante por aspiracién y agitar en vortex

- Resuspender en 300uL de FACS Flow-BD o PBS y adquirir.

e Estudio de ploidia y ciclo celular (marcaje de ADN)

Los estudios de ciclo celular en MM han demostrado poseer un importante
valor prondstico, y la deteccién de aneuploidias de ADN en CP se ha sugerido que
podria constituir una herramienta de gran utilidad para la deteccién de enfermedad
minima residual en estos pacientes y contribuir al diagnéstico diferencial entre MM y
MGUS. Mediante el reactivo CYCLOSCOPE-MM, Cytognos®, se optimiza el estudio de
aneuploidias y distribucion en las diferentes fases del ciclo celular (GO/G1, Sintesis y
G2/M) de las CPs.

El procedimiento consiste en un marcado indirecto con FITC (florescein-

isotiocianato) del marcador CD38 para identificar las CP, seguido de tincidn con ioduro
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de propidio que se une al ADN (agente intercalante). Para ello, se siguid el siguiente

protocolo:

Tomar 50 pL de la muestra a la concentracion adecuada en tubo de
citémetro.

Anadir 20pL del AcMo primario y agitar la mezcla.

Incubar 10 minutos a temperatura ambiente.

Para eliminar el AcMo primario no unido, se debe rellenar cada tubo con 3
ml PBS (FACSFlow) y centrifugar a 1800rpm durante 5 minutos; después
aspirar el sobrenadante y resuspender el botén celular golpeando
suavemente con los dedos el fondo del tubo.

Afiadir 20uL del anticuerpo secundario conjugado con FITC y agitar la
mezcla.

Incubar en oscuridad durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Para eliminar los restos de anticuerpo secundario rellenar cada tubo con 3
ml PBS (FACSFlow) y centrifugar a 1800rpm durante 5 minutos; luego
aspirar el sobrenadante y resuspender el botén celular golpeando
suavemente con los dedos el fondo del tubo.

Afiadir 2mL de la solucion de lisis (FACS Lysing Solution) para eliminar los
hematies. Cerrar el tubo, agitar la mezcla e incubar en oscuridad durante
10 minutos.

Para eliminar de la mezcla los hematies lisados centrifugar a 1800rpm
durante 5 minutos, aspirar el sobrenadante y escurrir el tubo sobre papel
de filtro, eliminando asi los posibles restos de solucién lisante. A
continuacion resuspender el botdn celular golpeando suavemente con los
dedos el fondo del tubo.

Afiadir Iml de solucién de marcado de ADN (yoduro de propidio) e incubar
la mezcla durante un minimo de 10 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad (mdaximo 3 horas).

Adquirir en un citometro de flujo siempre en posicién de velocidad baja

(low).
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e Aislamiento de células mononucleadas para estudio de receptores KIR2D

El aislamiento y purificacion de células mononucleadas para estudio de
receptores KIR2D en linfocitos T y NK se realizé6 siguiendo la técnica descrita por
Boyum (1968). A saber, un mililitro de sangre anticoagulada con EDTA se diluye a %
con suero salino fisiolégico (solucidon de CINa 0.9%) y se deposita cuidadosamente, sin
romper la interfase, sobre el medio de separacion (Ficoll-Hypaque), centrifugando 20
minutos a 600g. El anillo de células mononucleares formado en la interfase se recupera
y se lava 2 veces por adicion de PBS+1%BSA y centrifugacion a 400g 5 minutos. Las
células obtenidas se resuspenden rutinariamente en 50ul de PBS+1%BSA con posterior

tincion directa como se describe en el apartado 5.4.1.

5.4.1 AJUSTE DE LOS CITOMETROS

Ambos equipos, FACS-Canto Il y FACS-LSR Il son citdmetros digitales de nueva
generacioén en los que lo mas critico es el ajuste del voltaje de los fotomultiplicadores.
Su ajuste se realizé de manera manual, siguiendo un procedimiento similar al utilizado
de forma tradicional en los citdmetros analdgicos (tipo FACSCalibur).

e Ajuste del voltaje de los fotomultiplicadores

Brevemente, para este ajuste se utilizaron células de un origen similar a las
estudiadas en la rutina diaria y en este trabajo, células totales de SP o MO frescas. Las
muestras se tifleron con un solo fluorocromo siguiendo el protocolo de tincién
directa/lisado/lavado con AcMos conjugados con cada una de las fluorescencias.
Habitualmente se utilizaron AcMos anti-CD4 disponible para todas las fluorescencias
de nuestros equipos. A su vez, se lisaron células sin tincion alguna, que se utilizaron
para ajustar basalmente todos los fotomultiplicadores.

Con las células sin tefiir, se fueron ajustando los voltajes de FSC y SSC
(trabajando en lineal) hasta dar la apariencia de tamafo/granulacién deseada a las
células. lgualmente se fueron ajustando todos los voltajes de las fluorescencias
(trabajando en logaritmico) para que las células sin tenir estuvieran contenidas entre
100 y 103. Posteriormente se utilizaron los tubos marcados con fluorescencias simples,
y se ajustaron finamente los voltajes de la fluorescencia correspondiente, para

maximizar la sefial positiva de la poblacién celular tefiida sin incrementar el fondo
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(“background”) de la poblacidon negativa. Estos tubos también se utilizaron para ajustar
las compensaciones entre fluorescencias, segun protocolo que se describe a
continuacion.

En general el ajuste de los voltajes fue estable, y salvo grandes variaciones por
averias, sustituciones de ldseres, o la fibra éptica, no fue necesario reajustar los
voltajes.

e Ajuste de la compensacion entre fluorescencias

Las compensaciones de las fluorescencias, sin embargo, fueron mas variables
y por ello se requirié un ajuste diario para cada muestra y tubo. Los citdmetros
digitales de elevada sensibilidad, son sensibles a minimas variaciones en la intensidad
de la sefial y por tanto se ven influidos de forma importante por las fluctuaciones
diarias de la potencia de los laseres, lotes de los reactivos, el proceso de lisado, etc.

La “compensacién de fluorescencias” es un proceso matematico que permite
determinar y restar la cantidad de una fluorescencia que estimula indebidamente el
resto de los fotodetectores que no se corresponden con su detector especifico. Dado
que los espectros de emision de fluorescencia de los fluorocromos se extienden
generalmente por un nimero mas o menos amplio de nandmetros de longitud de
onda, es habitual que la sefial de un fotodetector se vea contaminada por la luz
emitida por fluorocromos de espectros préximos.

Para el ajuste basal de las fluorescencias, se utilizaron los tubos marcados con
fluorescencias simples, descritos en la seccidn anterior, en un protocolo que se resume
en la figura 19. Se consideré una fluorescencia bien compensada, cuando la poblacién
positiva para dicha fluorescencia (Ej. FL-1+) mostraba una intensidad media de
fluorescencia (IMF) para la otra fluorescencia (Ej. FL-2) del dot-plot (diagramas de
puntos), similar a la de la poblacién FL-1 negativa (FL-1-). Cuando se produce un exceso
de compensacion, la poblacion FL-1+ adquiere valores de IMF para la FL-2 inferiores a
la poblacion FL-1-, y viceversa, si la compensacién es insuficiente, la poblacién FL-1+
adquiere valores de IMF mayores para FL-2 que la poblacién FL-1-, obviamente

siempre que dichas células no sean doblemente positivas para ambas fluorescencias.
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Figura 19. Ajuste basal de compensaciones entre fluorescencias. Se muestra un ejemplo de
compensacidon para células teiidas con CD4 PE-Cy7 frente a la fluorescencia PerCP. Cuando la
compensacion es insuficiente, la IMF para PerCP de las células PE-Cy7+ es mayor que la IMF de las
células PE-Cy7-. Por el contrario, si la compensacidn es excesiva, la IMF para PerCP de las células PE-
Cy7+ es inferior (y negativa) a la de las células PE-Cy7-. Si la compensacion es correcta, la IMF para PerCP
de ambas poblaciones PE-Cy7+ y PE-Cy7- son similares. Este proceso se repitié para todas las
combinaciones posibles de fluorescencias. Igualmente se muestran dichas células en doble tincion con
CD3 en AmCyan, para diferenciar una doble positividad (“pot” mas a la derecha) de una compensacion
insuficiente (Plot mas a la izquierda).

Para el ajuste diario, se utilizé una planilla en la que se combinaron todas las
fluorescencias dos a dos, en tantos dot-plots como fueron necesarios. En la figura 20
se muestra dicha planilla en la que se ha ajustado las compensaciones para las

fluorescencias del tubo-1 de MO en el FASCanto-II.
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Figura 20. Sistemdtica de compensacion diaria de fluorescencias. Este panel esta asociado a
cada tubo y permite de un vistazo rapido comprobar que todas las fluorescencias estan
compensadas unas con otras. En caso de detectarse alguna descompensacidon se ajustarian
dos a dos cada una de las fluorescencias siguiendo los criterios de la figura-19.

5.4.2

SISTEMATICA DE ADQUISICION Y ANALISIS

Tanto para FACSCanto-ll como para LSR-Il Se generaron plantillas (templates

en inglés) de adquisicion/analisis en Diva Software (Becton-Dickinson®) y para cada

uno de los tubos, se disefiaron tantos dot-plots (graficos de puntos, bidimensionales) o

histogramas (unidimensionales) como fueron necesarios para la adquisicion y analisis

de las muestras. En los dot-plots y/o histogramas se disefiaron las ventanas (gates en

inglés) de analisis

necesarias, y estas se jerarquizaron y ligaron ldgicamente para

obtener la informacion de los pardmetros deseados en cada una de las poblaciones

celulares de interés.
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Dada la dificultad y lo extenso que resultaria explicar cada una de las ventanas
de analisis realizadas, se muestra la sistematica de analisis en cada tubo de SP y MO en

una impresion de pantalla para cada tubo (Figuras de la 21 a 29)
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Figura 21. Tubo-1 de SP: disefiado para definir las poblaciones de linfocitos, monocitos y
neutréfilos en SP, asi como la expresion de moléculas de senescencia/activaciéon/adhesién
CD57, CD62L y HLA-DR en linfocitos T CD3+CD4+ y CD3+CD8+.
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Figura 22. Tubo-2 de SP: disefiado para analizar la expresion de receptores KIR2DL1,
2DS1, 2DL2/S2 y 2DL3 en linfocitos T CD3+CD4+ y CD3+CD8+ y células NK CD3-CD56+,
tanto CD16-CD56++ como CD16+CD56+.
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Figura 23. Tubo-3 de SP: disefiado para determinar la frecuencia de CP totales
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Figura 25. Tubo-2 de MO: diseiiado para determinar la frecuencia de CP totales (en azul,

CD38+++CD138+) y diferenciar

CP sanas (CD19+ y/o CD27++ y/o CD45++) de
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patolégicas/aberrantes (en verde, CD19- y/o CD20+ y/o CD27-/+débil y/o CD45-/+débil y/o

CD56+).
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Figura 26. Tubo-3 de MO: disefiado para analizar marcadores de valor prondstico en CP de
MO(CD28, CD117 y Anexina-V). Las células anexina-V+ se consideraron como apoptéticas tanto para CP
(azul) como para linfocitos B (rojo) que se utilizd6 como poblacién control para establecer la mortalidad

basal de la muestra de MO.
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Figura 27. Tubo-4 de MO: disefiado para determinar la posible clonalidad de CP para las
cadenas pesadas de IgA o IgM, y la cadena ligera Kappa.
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Figura 28. Tubo-5 de MO: disefiado para determinar la posible clonalidad de CP para la

cadena pesada de

IgG y las cadenas ligeras Kappa y Lambda. Ademas, facilita

diferenciaciéon entre CP sanas/policlonales y monoclonales/patolégicas.
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disefiado para analizar el ciclo celular y el contenido de ADN

mediante citometria de flujo por doble tincidon con ioduro de propidio (IP, contenido de ADN)
y CD38+CD138 FITC (identificacién de CPs). Se valoraron los diferentes estadios del ciclo celular, fase
G0+G1, fase de sintesis y fase G2+M tanto en las células totales de la médula ésea, no plasmaticas (en
amarillo, ver debajo), como en CPs (en azul, ver debajo). Se considera como “indice de proliferacion
celular” a la suma de las células en fase S y G2+M. Se considerd el contenido de ADN diploide,
hiperdiploide o hipodiploide de la CP cuando la IMF (intensidad media de fluorescencia) del pico GO+G1
de las CPs era similar, mayor o menor, respectivamente a la IMF del pico GO+G1 de las células sanas de

MO.
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5.4.3 CUANTIFICACION DE CELULAS PLASMATICAS EN SP Y MO

Para estimar la frecuencia de CP totales en SP y MO se utilizo el la
combinacion mostrada en tubo-3 en SP y en el tubo-2enMO, con la misma
combinacion de anticuerpos monoclonales. Las células plasmaticas se definieron como

células CD38+++ CD138+ (coloreadas en azul).

5.4.4 ESTIMACION DE CELULAS PLASMATICAS DE FENOTIPO ABERRANTE

La frecuencia de CPs de fenotipo aberrante se estimd sobre el total de células
plasmadticas. Para ello, como hemos indicado en el apartado anterior se utilizé el tubo-
2 en el que se definié la presencia de aCP basado en la pérdida de expresion de los
marcadores CD19 y/o CD27 y/o CDA45 vy la ganancia de CD20 y/o CD56. Alternativa y/o
complementariamente se utilizaron los tubos 4 y 5 para establecer el porcentaje de
aCPs, en este caso se estimaron como aCPs las CPs con Ig Citoplasmatica de tipo

monoclonal para cadenas pesadas y/o ligeras de las Igs.

5.4.5 ESTIMACION DE CELULAS PLASMATICAS APOPTOTICAS

Para estimar la frecuencia de las CP apoptdticas (Anexina-V+) se utilizo
Anexina-V (tubo-3 de MO) y el porcentaje también se refirié al total de CPs. En el
mismo tubo se estimd la frecuencia de linfocitos B (CD19+) apoptdticos (Anexina-V+)
referidos al total de los linfocitos B y este dato fue tomado como valor control de la
apoptosis basal de la muestra. El indice de apoptosis (IA) de células plasmaticas se

determind como:

Indice de apotosis= apoptosis en CPs — apoptosis en Linfocitos-B

5.4.6 ESTIMACION DE PLOIDIA Y DEL iINDICE DE PROLIFERACION DE CELULAS
PLASMATICAS

La ploidia y el indice de proliferacion celular se estimaron en el tubo-6 de MO.
Las CPs se seleccionaron con una mezcla de anticuerpos (CD38 y CD138) conjugados
con FITC y se colorearon en azul. Para estimar la ploidia, se evalud la intensidad media
de fluorescencia del canal del ioduro de propidio (FL2-Area) para las células en fase

GO0/G1 y cuando las CPs tenian una intensidad mayor o menor que el resto de células
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de MO, se considerd una muestra “aneuploide”, por hiperdiploidia o hipodiploidia,

respectivamente.
El indice de proliferacion celular (IP) se estimé como la suma de las células en
fase S (sintesis) y en fase G2/Mitosis y se expresé como un porcentaje referido al total

de CPs.

5.4.7 ESTIMACION DE MARCADORES DE CMF DE VALOR PRONOSTICO (CD28
Y CD117)

El porcentaje de CPs que expresan CD28 o CD117 sobre el total de CPs, fue
también evaluado. Las CPs se seleccionaron sobre la base su grado de expresion de

CD38+++CD138+.

6 ESTUDIOS CITOGENETICOS POR HIBRIDACION IN SITU
FLUORESCENTE (FISH)

El estudio de las alteraciones cromosdmicas de mayor trascendencia
diagndstica y prondstica en mieloma multiple se analizé mediante hibridacién “in situ”
con sonda fluorescente (FISH o Flourescent In Situ Hybridization) que permite la

deteccion de alteraciones cromosdmicas en nucleos interfasicos.

6.1 PURIFICACION DE CELULAS PLASMATICAS.

Los especimenes objeto de estudio por FISH fueron las CPs purificadas de las
muestras de aspirados MO de los pacientes.

La obtencién de CPs purificadas se realizd con el equipo de reactivos
RosetteSep® Human Multiple Myeloma Cell Enrichment Cocktail que consiste en una
mezcla de AcMo combinados tetraméricamente que se unen a eritrocitos y a todos los
subtipos de leucocitos excepto a la poblacién de interés, en nuestro caso las CPs. Tras
el tiempo de incubacién, se forman grandes complejos en los que las células de las
diversas poblaciones quedan unidas a los eritrocitos que son elementos formes de alta
densidad.

Tras el periodo de incubacidn, la muestra se somete a un gradiente de

densidad, utilizando como medio de separacion Lymphoprep®. Las poblaciones que no
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son de interés son arrastradas al fondo del tubo por los eritrocitos y en el halo por
encima del medio de separacién permanecen las CP.
El halo de CPs se recoge con pipeta, se traspasa a tubo de fondo cdénico y se

lava con PBS+1%BSA.

6.2 CHOQUE OSMOTICO.

La técnica FISH requiere tanto de la eliminacién de restos de eritrocitos como
de la presencia de nucleos distendidos que permita la correcta visualizacion de las
sefales emitidas por las sondas fluorescentes. Para ello, las CP purificadas se
sometieron a un choque osmatico mediante incubacidon con una disolucion de cloruro
potasico 0'075M. Tras ello, las muestras fueron centrifugadas para eliminar el

sobrenadante por aspiracion.

6.3  FIJACION Y MONTAJE DE PORTAOBJETOS.

Los “pellets” obtenidos en el paso anterior fueron sometidos a fijacidon del
ADN mediante sucesivos lavados con solucion de Carnoy (metanol:acético 3:1) hasta
obtener sobrenadantes claros. Tras ello, el residuo celular resuspendido en Carnoy se
coloca en portaobjetos bien identificados (identificacidon del paciente y tipo de
prueba). Posteriormente se depositaron gotas de la suspensién celular con pipetas de
vidrio. Los portaobjetos se dejaron secar a temperatura ambiente durante unos

minutos.

6.4  HIBRIDACION CON SONDAS FLUORESCENTES.

Las sondas FISH son secuencias de ADN o ARN combinadas con un
fluorocromo, de secuencia complementaria a las regiones del genoma humano que
resulten de interés.

En los estudios de MM, las sondas de interés son las especificas de los genes
de proteinas supresoras de tumores como p53 y 13q o retinoblastoma (RB). La
deleccién de ambos genes tiene una alta incidencia en MM.

lgualmente son muy frecuentes las alteraciones que por delecién o

amplificacién afectan al cromosoma-1. Para analizar dichas alteraciones se utilizo la
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sonda locus-especifica 1p32/1921 que detecta deleciones o amplificaciones en los

brazos largo y brazo corto del cromosoma 1, concretamente en la region 1g21 se
incluye el gen CKS1B y en la zona 1p32 se incluye el gen (p18) CDKN2C.

Por otro lado, al tratarse de una patologia de estirpe B, son relativamente
frecuentes los reordenamientos en el gen de la IgH. Por ello, de manera rutinaria, se
realizé un cribado con una sonda de ruptura para verificar si este gen estaba roto v,
potencialmente, se habia translocado con otro gen. Cuando esta prueba fue positiva,
se amplio el panel de estudio para verificar qué translocacidn habia tenido lugar entre
las tres mas frecuentes: IgH/CCND1, IgH/FGFR3 o IgH/MAF.

Por dultimo, las células mielomatosas presentan una alta incidencia de
alteraciones en el nimero de cromosomas o aneuploidias, ya sean por hipo o
hiperdiploidia, siendo las segundas de mejor prondstico que las primeras. Los estudios
de ploidia celular realizados por CMF se complementaron con la técnica FISH y se
valoraron los cromosomas 5, 9 y 15 para detectar posibles alteraciones numéricas de
estos tres cromosomas (en la Tabla 16, se resumen las sondas comerciales utilizadas).

La hibridacion de las sondas se realizd calentando sobre placa calefactora
(80°C, 4 minutos) los portaobjetos con las células fijadas a las que se les afiade una
alicuota (5uL) de la sonda de interés. A esa temperatura el ADN se desnaturaliza v,
posteriormente, durante el proceso de renaturalizacién a temperatura fisioldgica
(37°C, 16-24 horas), la sonda se hibrida con su secuencia complementaria y queda
fijada a ella. De esta manera el fluorocromo quedara unido a las secuencias de interés

y se podra visualizar posteriormente en un microscopio de fluorescencia.
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TABLA 16. SONDAS FISH UTILIZADAS EN LOS ESTUDIOS DE MM.

PRUEBA SONDA COMERCIAL

1qg* LSl 1g21/1p32 SpectrumGreen /SpectrumOrange. MetaSystems, Werfen.

P53 LSI TP53 SpectrumOrange/ CEP 17 SpectrumGreen, Vysis®, Abbott®

RB (13q) LSI 13914 (D13S319) SpectrumOrange/LSI 13934 SpectrumGreen, Vysis®, Abbott®
IgH IGH Breakapart Probe, Cytocell®, Vysis®, Abbott®

IgH/CCND1 LSI (11;14) IgH/CCND21 TX Dual Color Dual Fusion, Vysis®, Abbott®

IgH/FGFR3 LSI t(4;14) IgH/ FGFR3 Dual Color Dual Fusion, Vysis®, Abbott®

IgH/MAF LSI t(14;16) IgH/MAF Dual Color Dual Fusion, Vysis®, Abbott®

Aneuploidias MM Aneuploidy MultiColor Panel, Vysis®, Abbott®

(Cr- 5-9-15)

* Esta sonda no estuvo disponible en nuestro laboratorio hasta 2013, por lo que se evalud
retrospectivamente soélo en pacientes con MM de los que se disponia de suficientes células
plasmaticas purificadas preservadas a -202C en Carnoy.

Tras la hibridacion se realizaron dos lavados consecutivos a 72-74°C vy
temperatura ambiente con soluciones de 2xSSC y detergente Tween-20 con el fin de
eliminar la sonda excedente y pegada inespecifica.

A continuacion los portaobjetos se dejaron secar en oscuridad y los nlcleos se
contratifieron con DAPI.

Finalmente, se procedié a su lectura en microscopio de fluorescencia (Nikon®

Eclipse 50i).

6.5 INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.

Las sondas FISH presentan diversos disefios aplicables segln la verificacidon
gue se quiera llevar a cabo. Las sondas mas sencillas son las especificas de locus,
disefiadas para verificar las deleciones o ampliaciones génicas. De esta manera, si de
un gen se aprecian las dos sefiales de fluorescencia, el resultado de la prueba es
negativo (no estd delecionado ni ampliado). Hay deleccién heterocigota cuando sélo se
aprecia una sefial del gen (se ha perdido uno de los dos alelos) u homocigota cuando
no hay ninguna sefial de ese gen (se pierden los dos alelos). Cuando la alteracién es
por amplificacion se detectan un numero variable de sefiales, siempre mayor de 2.
Para evitar confusiones en la interpretacion de los resultados debida a alteraciones en
el nUmero de cromosomas u otras causas, las pruebas suelen incluir una sonda control

gue verifique que la hibridacién ha sido buena.
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Las sondas centroméricas son especificas de secuencias del centromero de
cada cromosoma vy se utilizan para el recuento de los cromosomas. Un nimero de
sefiales diferente a dos indicaria alteraciones numéricas en el cromosoma estudiado.

Las sondas “break apart” estan disefiadas para valorar la rotura de genes que
potencialmente pueden translocar con otros (“genes promiscuos”). A ambos lados del
punto de rotura identificado, se hibridan dos juegos de sondas de sendos colores (rojo
y verde). Si no hay rotura, las sefiales apareceran juntas (sefales de fusion), mientras
gue cuando hay rotura, las sefiales del cromosoma que se ha roto se separan.

Finalmente, las translocaciones se valoraron con las sondas “dual color/dual
fusion”. En este caso, las regiones que incluyen el punto de ruptura en ambos
cromosomas se hibridaron en colores diferentes (rojo y verde). En condiciones
normales, aparecerdn dos sefiales de cada color, correspondientes a los dos alelos de
cada gen. En cambio cuando hay una translocacién, dos cromosomas se rompen y se
intercambian regiones y aparece una sefial verde y una roja de los cromosomas que no
se han roto y dos sefiales de fusion de los dos genes derivativos.

En este estudio de tesis se evaluaron las alteraciones numéricas, por pérdida o
ganancia, de los cromosomas 5, 9, 13, 15, 14 o 17. Variaciones numéricas en cualquier
direccién nos llevo a clasificar los pacientes como con “aneuploidia”.

Un ejemplo representativo de cada uno de los tipos de sondas descritos
anteriormente se muestra en la Tabla 17 donde se integraron figuras representativas,

tanto para células normales como para células con alteraciones cromosdmicas.

En la Tabla 18, se resumen los diferente disefios de sondas comerciales
presentes en el mercado, las sondas FISH que son ensayadas en los estudios de MM

(citadas anteriormente) y los resultados esperados.

Tabla 17. Tipos de sondas FISH y resultados esperados.

Sondas especificas de Sondas Break Apart Dual Color/Dual
locus centroméricas Fusion(DC/DF)
Resultado | Resultado | Resultado | Resultado | Resultado | Resultado | Resultado | Resultado
Normal Alterado* | Normal Alterado* | Normal Alterado* | Normal Alterado*

*Se indica una posibilidad (la mas comun) entre otras opciones posibles.
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Tabla 18. Tipos de Sondas y resultados esperados.

Prueba Tipo de Sonda Resultados Resultados
Sonda Control Normales Alterados
1921/1p32 Sonda 1p32 Dos seiales | Por delecion, menos de dos sefales de
especifica de cada | cualquiera de ambas regiones. Pérdida de una
de locus color. sefial de cada color, posible monosomia. Tres o
mas senales de cada color, posible trisomia o
polisomia. Mas de 2 sefales rojas con 2 verdes,
amplificacién 1q (mal pronéstico).
p53 Sonda CEP17* Dos sefales | Pérdida de una o las dos seiales del gen
especifica de cada | problema (p53). La sonda control puede verificar
de locus color. alteraciones numeéricas del Cr-17.
RB Sonda (13934) Dos sefales | Pérdida de una o las dos seiales del gen
(13q14) especifica de cada | problema (RB). Se pueden valorar alteraciones
de locus color. numéricas del Cr-13 o valorar la posibilidad de
la pérdida completa de un brazo 13g completo.
IgH Break - Dos seiales | Una sefial de fusidn y una sefial de cada uno de
(14932) Apart de fusién los colores, lo que indicaria rotura. Si hay mas o
menos de dos sefales de fusidn, se podrian
considerar alteraciones numéricas del Cr-14.
IgH/CCND1 Dual color | - Dos seiales | Si hay translocacidn, apareceran una sefial de
IgH/FGFR3 dual fusién de cada | cada color (cromosomas no alterados) y dos
color. sefales de fusidén (cromosomas derivativos).
IgH/MAF
Aneuploidia | Centromé- | - Dos sefales | Las alteraciones numéricas en todos o en alguno
(Cr- 5-9-15) rica de cada | de los tres cromosomas estudiados se valoraran
color (rojo, | por cambios en el nimero de sefiales de cada
azul y verde) | color (diferente de dos).

*La denominacion “CEP” hace referencia a una nomenclatura comercial de las sondas centroméricas.

7 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos procedentes de variables clinicas y experimentales se recogieron en

bases de datos Excel (Excel2003; Microsoft Corporation, Seattle, WA). Para el analisis

estadistico se utilizé SPSS-15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). El andlisis ha tratado de

correlacionar las variables clinico-patoldgicas, con las variables experimentales y con el

tratamiento y la evolucidn de los pacientes, incluyendo la tasa de progresion y SG.

Las variables categéricas se analizaron mediante Tablas de contingencia y los

test 2 de Pearson’s o exacto de Fisher.

Debido a que la n para algunos de los grupos de estudio era escasa, y a que la

distribucién de sus valores con frecuencia no mostraba una distribucién normal, las

variables cuantitativas se analizaron con métodos no paramétricos tipo Mann-Whitney

o Kruskal Wallis, para variables con dos o mas de dos grupos de estudio,
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respectivamente. Los datos se expresaron como mediatzSEM (error estandar de la
media). Se utilizd la mediana cuando fue necesario para realizar comparaciones con
otros estudios.

Mediantes analisis de curvas ROC se establecieron puntos de corte con la
maxima sensibilidad y especificidad para diversos pardmetros, de manera que nos
permitiera explorar su utilidad como predictores de riesgo de progresién y SG. La
calidad del analisis de curva ROC se estimd como el drea bajo la curva, siendo 1 el
estimador perfecto (sensibilidad y especificidad 100%).

Los andlisis de tasa de progresion y SG se realizaron mediante Tablas de
mortalidad, andlisis de Kaplan-Meier y el test Log-rank para estimar la significacion de
las diferencias entre los grupos. Las diferencias en supervivencia entre los grupos de
estudio se expresaron como porcentaje de progresion o SG a 36 meses (o 3 afios), que
fue la mediana de seguimiento en nuestro grupo de estudio. Cuando la supervivencia
caia por debajo del 50%, se recogidé la “mediana de supervivencia”, que hacia
referencia al tiempo (en meses) en el que el grupo alcanzé el 50% de supervivencia.
Cuando el grupo no alcanzaba un 50% de supervivencia, se refirio como “No se alcanzé
la mediana de supervivencia”.

Para analizar la posible relacién o dependencia en la capacidad predictiva de
diversas variables relacionadas sobre alglin parametro, se realizaron analisis de
regresion logistica multivariante. Cuando los parametros a analizar fueron la tasa de
progresién o la SG se utilizé la regresidon de Cox. La fuerza de la asociacion se estimé
mediante la Odds Ratio (OR) con un intervalo de confianza del 95 % (IC del 95 %).

En cualquier caso, valores de p<0,05 fueron consideraron significativos. El
método de Bonferroni se utilizd para corregir por el nimero de comparaciones (Pc)

cuando se estimo necesario.
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1 CARACTERISTICAS CLINICAS Y BIOLOGICAS DE LOS
PACIENTES

En primer lugar se presentaran las caracteristicas clinico bioldgicas de los
pacientes, seguidas del estudio de su incidencia sobre la progresién y la mortalidad.
Asi mismo, se expondra la estratificacion clinica y de riesgo en los diferentes grupos de
estudio asi como su impacto en la progresién y la SG.

Debido a la baja tasa de progresion y de mortalidad observados en el grupo
de pacientes diagnosticados de MGUS (tres progresaron y ninguno fallecié) no se pudo

valorar la evolucion clinica en este grupo.

1.1  VARIABLES DEMOGRAFICAS

El estudio incluye 164 pacientes, 86 mujeres y 78 hombres, con una mediana
de edad de 68 afios (59-77 afios) y una mediana de seguimiento de 27 meses (1-49
meses)(Tabla 19). En el momento del diagndstico, 86 pacientes fueron clasificados
como MGUS, 25 como SMM y 53 como MM. Sin embargo, de acuerdo con los nuevos
criterios de IMGW para el diagndstico de MM, Rajkumar et al., 2014, la mayoria de
pacientes SMM, 17 de los 25, pasarian a ser MM, por lo que a efectos de progresion y
SG se haincluido un grupo de estudio que auna los pacientes SMM+MM.

La mediana de edad de los grupos de pacientes fue la siguiente: MGUS 68
afios (38-91), SMM 66 afios (37-87) y MM 70 afios (35-91). La relacién hombre: mujer
diferia poco entre los grupos MGUS y MM (1.05:1 y 0.96:1, respectivamente), pero en
el grupo de SMM hubo un predominio femenino 1:2.1 (8/17). No se encontraron
diferencias estadisticas en la edad ni en la distribucién de género entre grupos de

diagndstico, ni tampoco con el grupo control.

Tabla 19. Variables demograficas por grupos de diagnéstico

Control Total MGUS SMM MM
(n=30) (n=164) (n=86) (n=25) (n=53)
Sexo, n (%): Masculino 19(63.6%) 78(47.6%) 44 (51.2%) 8 (32%) 26 (49.1%)
Femenino 11(36.7%)  86(52.4%) 42(48.8%) 17(68%)  27(50.9%)
Edad,afios(MediatSEM) 64.1+2.9 67.2£1.0 67.0+1.3 65.612.8 68.4+1.7
(Mediana, rango) 67(53-77) 68(59-77) 68(38-91) 66(37-87) 70(35-91)
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Asi mismo se estudiaron 30 controles, 11 mujeres y 19 hombres con una

mediana de edad de 67 afios (53-77 afios).
¢ Impacto de la edad

Para evaluar el impacto de la edad en la progresion y SG se efectuaron
comparaciones en pacientes con edad superior e inferior a la edad media del grupo
total (67.3 afos). Tal y como se resume en la Tabla 20, la tasa de progresion a los 36
meses para estos grupos fue respectivamente del 50% y 7.7% en SMM (OR=12.0
p<0.027), del 66.7% y 56.6% en MM (p>0.05) y del 62% y el38.9% en SMM+MM
(OR=2.55 p=0.043). Por su parte, la SG global a 36 meses para estos grupos fue del
66.7% y 100% en SMM (OR=1.5 p<0.039), del 50% y 82.6% en MM (OR=4.75 p<0.014) y
del 54.8% y 88.9%en SMM+MM (OR=6.61 p<0.001). Por tanto, una edad superior a la

media impactd negativamente tanto en la progresién como en la SG.

Tabla 20. Impacto de la edad en la progresién de la enfermedad vy

supervivencia global de los pacientes en los distintos grupos de estudio

Progresion (Si/No), n (%) Supervivencia global (Si/No), n (%)
Grupo Edad >media Edad < media Edad >media Edad < media
SMM 6/6 (50%)° 1/12 (7.7%) 8/4 (66.7%)° 13/0 (100%)
MM 20/10 (66.7%) 13/10 (56.5%) 15/15 (50%)° 19/4 (82.6%)
SMM+MM 26/16 (62%)°  14/22 (38.9%) 23/19(54.8%)° 32/4 (88.9%)

® OR=12.0 p<0.027; ° OR 2.55 p=0.043
 OR=1.5 p<0.039;  OR=4.75 p=0.014; * OR=6.61 p<0.001

El impacto de la edad en la progresion y SG se evalué igualmente mediante
analisis de Kaplan Meier y Log rank. En la Figura 30 se puede observar que la edad
superior a la media asocia tasas de progresién mas elevadas tanto en SMM (p=0.052)
como en MM (p=0.022) o SMM+MM (p=0.004). Ademas muestra que la SG es mas en
SMM (p=0.028), MM (p=0.005) y SMM+MM (p<0.001).
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Figura 30. Impacto de la edad en la progresion de la enfermedad y la SG global de los
pacientes. Las figuras muestran el andlisis de Kaplan Meier de progresion de la enfermedad (arriba) y
supervivencia global (abajo) en los grupos SMM, MM y SMM+MM, para pacientes con edad superior a la
media (linea verde) e inferior o igual a la media (linea azul). En cada grafico se indica la significacion
obtenida mediante el analisis de Log Rank.

e Impacto del sexo
Al analizar el impacto del sexo en la progresidon y la SG global en nuestro
grupo de estudio, tal y como muestra la tabla 21, se observdé que en general los
hombres presentaban, tasas de progresién mas elevadas que las mujeres, aunque esta
diferencia solo alcanzd significacion estadistica cuando se analizaron de forma
conjunta todos los mielomas, es decir, el grupo SMM+MM (61.7% vs.43.2%, OR=3.7

p=0.047). Igualmente los hombres presentaron menores tasas de supervivencia a 36

meses que las mujeres, diferencia que fue mas clara y significativa en los pacientes con

MM (42.3.0% vs. 85.2, p<0.001) que con SMM (75.0% vs. 88.2, p>0.05).

Tabla 21. Impacto del sexo en la progresion de la enfermedad vy
supervivencia global de los pacientes en los distintos grupos de estudio.
Progresion (Si/No), n (%) Supervivencia global(Si/No), n (%)
Grupo Hombre Mujer Hombre Mujer
SMM 3/5 (37.5%) 4/13 (23.5%) 6/2 (75.0%) 15/2 (88.2%)
MM 18/8 (69.2%) 15/12 (55.6%) 11/15 (42.3%) 23/4 (85.2%)"
SMM+MM  21/13 (61.7%)  19/25 (43.2%)° 17/17 (50%)° 38/6 (86.4%)

® OR=3.7 p=0.047, ® OR=7.84 p<0.001, © OR=6.33 p<0.001
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Igualmente, el impacto del sexo en la progresién y SG se evalud

posteriormente mediante analisis de Kaplan Meier y Log rank. En la Figura 31, se
puede observar que los hombres presentaban tasas de progresion mas elevadas que
las mujeres en el grupo SMM+MM analizado conjuntamente(p=0.047); asi como
niveles de SG mas reducidos igualmente para el total de pacientes (p=0.008), para MM

(p=0.005) y para SMM+MM (p=0.002).
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Figura 31. Impacto del sexo en la progresion de la enfermedad y la SG global de los
pacientes. Andlisis de Kaplan Meier de progresiéon de la enfermedad (arriba) y supervivencia global
(abajo) en el total de pacientes y los grupos SMM, MM y SMM+MM. En linea verde se representa al
sexo masculino y en la azul al femenino. En cada grafico se indica la significacidon obtenida mediante el
analisis de Log Rank.

1.2 VARIABLES CLINICAS

En este apartado se valoran las variables de las patologias asociadas a las
gammapatias en el momento del diagndstico. Entre estas patologias destacaba
principalmente la presencia de otras enfermedades oncoldgicas y reumatolodgicas,
siendo estas ultimas estadisticamente menos frecuentes en el grupo MM que en SMM
(11.3% vs 33.3%; OR=0.27, p=0.0269) y que en MGUS (11.3% vs 29.1%; OR=0.31
p=0.015).También se evalud la frecuencia de aparicion de lesiones liticas, que se
objetivaron en 28 de 50pacientes con MM (56.0%), pero sdlo en 3 de 24 pacientes con
SMM (12.5%; OR 8.9, p<0.001)

Cabe destacar que ni las patologias asociadas ni las lesiones liticas impactaron

negativamente en la progresion de la enfermedad o en la SG de los pacientes.
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1.3 HEMATIMETRIA Y VARIABLES BIOQUIMICAS

En el analisis de los pardmetros hematimétricos y bioquimicos, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos MGUS y SMM,
pero si entre cualquiera de estos grupos y el grupo MM. Tal y como se muestra en la
Tabla 22, en el grupo de MM encontramos cifras de hemoglobina(10.75+0.36) mas
bajas que en el resto de grupos (13.20+1.7 en MGUS y 12.53+0.32 en SMM (p<0.001 y
p=0.004 respectivamente). Igualmente la cifra de plaquetas fue significativamente mas

baja en MM (184.9+11.6) que en MGUS (222.247.5, p=0.005).

Tabla 22. Parametros de hematimetria y bioquimicos

MGUS SMM MM p*

Datos bioquimicos cuantitativos (n=86) (n=25) (n=53)

Hemoglobina(g/dL) 13.20+0.17 12.53+0.32 10.75+0.36 <0.001
Plaquetas(x10°/L)° 222.2+7.5 216.09.7 185.011.6 0.015
VSG (mm/h) 44.2+2.7 50.7£6.9 54.415.6 0.635
PCR (mg/L) 8.0+2.1 4.0+1.3 7.3+1.9 0.548
LDH (U/L) 168.6x4.3 159.4+7.1 178.417.6 0.154
B,microglobulina(mg/L) 3.0+0.2 2.9140.2 5.8+0.7 0.001
Creatinina(mg/d L)d 1.1+0.1 1.1+0.1 1.740.2 0.023
Calcio(mg/dL)® 9.5+0.1 9.620.2 10.0+0.20 0.018
AlbGmina (g/dL)’ 4.10.1 4.140.1 3.740.1 <0.001
Proteinas totales(g/dL) 7.410.1 7.710.2 8.0+0.3 0.245

Resultados expresados en mediatEEM. Los datos significativos se resaltan en negrita
* Diferencias globales obtenidas en el test de Kruskal Wallis.

® MGUS vs MM p<0.001; SMM vs MM p=0.004; ® MGUS vs MM p=0.005

“MGUS vs MM p<0.001; SMM vs MM p<0.001

4MGUS vs MM p=0.007

*MGUS vs MM p=0.007; SMM vs MM p=0.043

FMGUS vs MM p<0.001; SMM vs MM p=0.006

Los valores de B,microglobulina fueron significativamente mas altos en MM
gue en MGUS (5.840.7vs 3.0+0.2; p<0.001) y SMM (5.8+0.7vs 2.9+0.2; p<0.001). La
creatinina se encontraba en niveles significativamente mas elevados en MM que en
SMM (1.6+0.2 vs. 1.1+0.1; p=0.021), el calcio mas elevado en MM que en MGUS
(10.04£0.2 vs 9.5+0.1; p<0.001) y SMM (10.0£0.2 vs 9.6%0.2; p<0.001) y la albumina
estaba mas reducidos en MM que en SMM (3.7+0.1 vs 4.1+0.1; p=0.006) y en MGUS
(3.7+0.1vs 4.1+0.05 p<0.001). Los valores de VSG, PCR, LDH y Proteinas totales no

mostraron diferencias significativas entre los grupos de estudio.
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1.4 COMPONENTE MONOCLONAL EN SUERO

En relacion con la concentracion del CM, se pudo observar un incremento del
mismo desde MGUS a MM con diferencias estadisticamente significativas para la
comparacion MGUS y SMM (p=0.022) y para la de MGUS y MM (p<0.001). El tipo de
CM mas frecuente en el conjunto del total de pacientes fue de IgG (60.5%), seguido
por IgA (28.4%) y cadenas ligeras (7.4%). La cadena ligera Kappa predominaba entre los
pacientes con MGUS y MM (60.2% y 58.8% respectivamente) mientras que en el SMM

se distribuia al 50% con la cadena Lambda (Tabla 23).

Tabla 23. Concentracidon y tipo del componente monoclonal por patologias.

Componente MGUS SMM MM SMM + MM p*
(n=85) (n=25) (n=52) (n=77)
CM g/dL (mediatEEM) 1.1+0.1° 1.5+0.18 2.43+0.34 2.1+2.1  0.002
(Mediana, rango) 0.97(0.5-1.5)  1.5(0.7-2.3)  2.3(0.1-14)  1.9(0.7-2.5)
IgG (n, %) 58 (68.2%) 13 (52%) 27 (51.9%) 40 (64.5%) 0.108
IgA(n, %) 24 (28.2%) 11 (44 %) 11 (21.2%) 22(15.6%) 0.116
Cadenas ligeras (n, %)b 0 (0%) 1(4%) 11 (21.2%) 12(15.6%) 0.000
Otras (n, %) 3 (3.6%) 0 (0%) 3(5.8%) 3 (3.9%)

CM componente monoclonal.

* Diferencias globales obtenidas en el test de Kruskal Wallis.
*MGUS vs SMM p=0.022; MGUS vs MM p<0.001

®MGUS vs SMM p=0.023; MGUS vs MM p<0.001

Respecto al comportamiento progresivo del CM se objetivd que 4 de
74(5.4%) MGUS presentaban este fenotipo, incrementandose de forma
estadisticamente significativa al 42.9% (9 de 21 pacientes) en el grupo de SMM (OR
13.8, p<0.001).

La immunoparesis estaba igualmente presente de forma creciente desde
MGUS a MM y se encontrd que aparecia en el 23% de los pacientes con MGUS, el 84%
de los SMM vy el 90% de los MM. La comparacién entre grupos revelé diferencias
estadisticamente significativas entre MGUS y SMM o MM (p<0.001, en ambos casos),
pero no al comprar los grupos SMM y MM (Tabla 25).

El cociente de cadenas ligeras k/A libres en suero aparecié alterado en el
32.5% de los MGUS, 93% de los SMM vy en 79.3% de los MM, con diferencias
estadisticamente significativas al comparar MGUS con SMM o MM (p<0,001, en ambos

casos), pero no al comprar los grupos SMM vs MM (Tabla 24).
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La presencia de proteinuria de Bence-Jones se incrementaba desde MGUS a
MM, al igual que la cantidad de la misma. Asi se objetivé la presencia de PBJ en el 14%
de MGUS, el 47% de SMM vy el 74% de MM con diferencias estadisticamente
significativas al comparar MGUS con SMM (p=0.001) y con MM (p<0.001) y también al
comparar SMM con MM (p=0.032).

Ninguno de estos ultimos 4 parametros se asocié a progresion o SG en los

grupos SMM y MM por separado o conjuntamente.

Tabla 24. Incidencia de inmunoparesis, cociente K/ A alterado vy la PBJ

Variable MGUS SMM MM p**
(n=86) (n=25) (n=53)
Inmunoparesis (%)° 20 (23.3%) 21(84%) 48(90.6%) 0.000
Cociente K/A alterado*, n (%)b 13 (32.5%) 13(92.9%) 23(79.3%) 0.000
Proteinuria Bence-Jones, n (%)° 10 (13.9%) 11 (47.8%) 34 (73.9%) 0.000
P.Bence-Jones (mg/24h, mediaiEEM)"| 293+153 3104169 1128 +211 0.018

*Cociente K/A alterado: definido como <0.26 o >1.65.

**Significacion estadistica por test de Kruskal Wallis

*MGUS vs SMM p<0.001; MGUS vs MM p<0.001

®MGUS vs SMM p<0.001; MGUS vs MM p<0.001

¢ MGUS vs SMM p=0.001; MGUS vs MM p<0.001; SMM vs MM p=0.032
YMGUS vs MM p=0.025; SMM vs MM p=0.030

1.5 DATOS CITOMORFOLOGICOS EN MEDULA OSEA

En el estudio histolégico de la médula désea (Tabla 26) se detecté que el
porcentaje de CPs ascendia desde MGUS (3.95%) a SMM (16.45%) y MM (33.9%), con
diferencias que fueron muy significativas entre cada grupo (p<0.001 en todos los
€asos).

Tanto las CPs polinucleadas como las plasmablasticas, se observaron con
mayor frecuencia en los pacientes con MM que con MGUS (59.6% vs. 17.3% y 48.9%
vs. 5.4%, respectivamente; p<0.001 en ambos casos) y, también en los pacientes con
SMM con respecto a los de MGUS (47.6% vs. 17.3%, p=0.004 y 25% vs 5.4%,p=0.008,
respectivamente). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos SMM y MM.

El grado de celularidad de médula dsea y de mielodisplasia tampoco mostro

diferencias estadisticas entre los grupos (Tabla 25).
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Tabla 25. Variables histolégicas en médula ésea

Variable MGUS SMM MM p*
(n=86) (n=25) (n=53)

CPs-Histologia (%)® 3.95+0.25 16.45+2.58 33.90+2.90 0.000
Polinucleadas, si/no(%)° 13/62(17.3%) 10/11(47.6%) 28/19(59.6%) 0.000
Plasmablasticas, si/no(%)* 4/70(5.4%) 5/15(25%) 23/24(48.9%) 0.000
Mielodisplasia, si/no(%) 9/66(12%) 5/16(23.8%) 9/37(19.6%) 0.327
Celularidad, n°(%) 0.573

e Aumentada 15(19.7%) 5(23.8%) 9(20.9%)

e Normal 54(71.1%) 14(66.7%) 27(62.8%)

e Disminuida 7(9.2%) 2(9.5%) 7(16.3%)

*Significacion estadistica por test de Kruskal Wallis.
*MGUS vs SMM o MM p<0.001; SMM vs MM p<0.001
® MGUS vs SMM p=0.004; MGUS vs MM p<0.001
‘MGUS vs SMM p =0.008; MGUS vs MM p<0.001

1.6  ESTADIFICACION CLINICA Y DE RIESGO. VALOR PRONOSTICO

Segun los dos modelos de estadificacion clinica utilizados los pacientes se
distribuyeron de la siguiente forma. Asi mediante la clasificacion de Durie-Salmon
(Figura 32), los estadios | (37%) y Il (44%) predominaron entre los pacientes con MGUS;
el estadio | predomind mayoritariamente (88%) entre los pacientes con SMM, mientras
gue los pacientes con MM, estaban regularmente distribuidos en los tres estadios, con
leve predominio del estadio Ill (42%) frente a los estadios Il (32%) y estadio | (26%). La
clasificacién ISS es solo aplicable a los pacientes con MM, y atendiendo a esta
clasificacidn se observo que los pacientes se distribuian en estadio | (23%), Il (43%) y IlI

(34%).
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Durie-Salmon ISS

MGUS SMM MM MM
Estadio Il
“ | ' ‘ .

Figura 32. Estadificacion clinica de los pacientes. Se representa la distribucién segun
Durie-Salmon de los diferentes grupos clinicos y segin ISS para los MM.

Igualmente, los pacientes con MGUS y SMM se estratificaron siguiendo los
criterios de la Clinica Mayo y los del Grupo Espaiiol de Mieloma. Debido a que en uno
de los hospitales no se disponia de la cuantificacidon del cociente de cadenas ligeras
libres en suero, la estratificaciéon segun la Clinica Mayo solo se pudo establecer en el
43% de MGUS. De ellos, el 40% no presentd ningun factor de riesgo, el 30% mostré 1 6
2 factores de riesgo y ningun paciente presentd los tres factores. Para SMM se dispuso
de datos en el 52% de los casos, de modo que la mayoria (69%) presentaron 1 factor

de riesgo, el 31% 2 factores de riesgo y ningln paciente presentd los tres (Figura 33).

MGUS SMM

0% Ne factores 0% N2 factores
de riesgo de riesgo

mo
ml

ml
m2

m2
m3

u3

Figura 33. Estratificacion de riesgo segun Clinica Mayo para pacientes de los grupos MGUS
y SMM. Factores de riesgo para MGUS: CM>1.5 g/dL, Tipo no IgG, FCL ratio<0.26 o >1.64. Factores de
riesgo para SMM: CP en M0>10%, CM=>3 g/dL, Ratio FCL<0.125 o >8.

Atendiendo a la clasificacion del Grupo Espanol, la mayoria (70.9%) de los
pacientes diagnosticados de MGUS no presentaban ningun factor de riesgo, el 26%

presentaron solo un factor de riesgo y un 3% de los mismos presentd dos. Sin embargo
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la mayoria de los pacientes diagnosticados de SMM (60%) presentaron dos factores

de riesgo, el 28% uno y el 12% ninguno (Figura 34).

MGUS SMM

Ne factores
de riesgo
=m0
m1

m2

Figura 34. Estratificacion de riesgo segin Grupo Espafiol para pacientes de los grupos
MGUS y SMM. Factores de riesgo para MGUS: 295% aPC en MO, aneuploidia ADN por citometria.
Factores de riesgo para SMM: 295% aPC en MO, immunoparesis.

La estadificacion de los pacientes segun Durie-Salmon no tuvo
aparentemente impacto en la progresién ni en la supervivencia en ninguno de los

grupos de estudio (Tabla 26).

Tabla 26. Impacto de la estadificacion Durie-Salmon en la progresion de la

enfermedad y la SG.

Progresion enfermedad, Si/No n (%) | Supervivencia; Si/No n (%)
Grupo Estadiol | Estadio Il/lll Estadio | Estadio I1/11l
SMM 3/12(20%) 3/7(30%)  12/3(80%) 9/1(90%)
MM 6/8(42.9%) 26/13(66.7%)  9/5(64.3%)  25/14(64.1%)
SMM+MM 9/20(31%) 29/20(59.2%) 21/8(72.4%)  34/15(69.4%)

La estadificacidn segun ISS (Tabla 27) en los pacientes con MM revelé tasas de
progresiéon del 41.7% vs. 68.3% y de SG del 58.5% vs. 83.3% mads favorables en los
pacientes con estadio | que los que tenian estadio Il o Ill, aunque los resultados no
alcanzaron significacion estadistica posiblemente debido al reducido nimero de
pacientes. Sin embargo, cuando se analizaron los pacientes SMM y MM
conjuntamente, siempre teniendo en cuenta que todos los SMM tuvieron un estadio
ISS |, estas diferencias si resultaron significativas tanto para progresién (32.4% vs.
68.3%, p=0.001) como para la SG (58.5% vs. 83.8%, p=0.007). En la Figura 35 se

muestran las graficas de progresidon y SG estimadas mediante Kaplan Meier.
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Tabla 27. Impacto de la estadificacion ISS en la progresiéon de la enfermedad

y la SG.
Progresion enfermedad, Si/No n (%) Supervivencia; Si/No n (%)
Grupo ISS | | ISS 11/111 Issi | ISsH/i
MM 5/7(41.7%) 28/13(68.3%) 10/2(83.3%) 24/17(58.5%)
SMM+MM 12/25(32.4%) 28/13(68.3%)° 31/6(83.8%) 24/17(58.5%)b

%1SS I vs Il grupo SMM+MM: p=0.001, I°p=0.007

107 spmemm 1,07
ISS I
0,87 © —
c ISS 1/ 3 0,8
© c
n 0,6 L 0,67
o =
a0 4 > 1SS /11
o0,4 !CT_) 0.4
S o
| 1SS |
0\00,2 3 0,21
X
0.0 p=0.001 ) | SMM+MM p=0.007
| | | | | 0,0

1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
meses

Figura 35. Valor prondstico de la clasificacion ISS en pacientes con mieloma (SMM+MM).
Analisis de Kaplan Meier de progresidon y SG en funcién de los estadios | o Il/1ll de ISS. Se muestran
valores de p determinados en analisis Log Rank (Mantel- Cox).

Por ultimo, los factores de riesgo establecidos segun el Grupo Espafiol y la

Clinica Mayo, no ofrecieron ningln tipo de impacto en la progresiéon o la SG de los

pacientes de nuestra serie (datos no mostrados).

2 ANALISIS CELULAR DE MEDULA OSEA POR CMF

En este apartado se describirdn los estudios realizados mediante citometria
de flujos para cuantificar y caracterizar el fenotipo de las células plasmaticas (sanas y
aberrantes), asi como su capacidad proliferativa y apoptotica. No obstante, antes se
recogen los resultados obtenidos en el analisis de las lineas celulares principales y las

subpoblaciones linfocitarias de médula dsea.
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2.1  LINEAS CELULARES PRINCIPALES

El recuento celular de médula en contador hematolégico no reveld
diferencias entre los grupos y tampoco en las cifras de linfocitos totales. Sin embargo,
como se resume en la Tabla 28, todos los grupos de gammapatias presentaban cifras
elevadas de monocitos con respecto al grupo control, con diferencias estadisticamente
significativas en MGUS (p=0.007) y MM (p=0.0013). Las cifras de neutréfilos estaban
disminuidas en el grupo MM comparadas con las del grupo control (p=0.0014) y con
los de los grupos MGUS (p<0.000) y SMM (p=0.0044), diferencia originada
principalmente por una disminucién en las cifras de las formas inmaduras de
neutréfilos (CD66+CD13-) en MM con respecto al resto de grupos (p<0.0001, en todos
los casos). lgualmente, las cifras de eosindfilos estaban disminuidas en MM
comparadas con el resto de grupos (Control, p=0.019; MGUS, p=0.003 y SMM,
p=0.006).

Tabla 28. Lineas celulares principales en MO cuantificadas mediante CMF

Células/x10°/pL +EEM Control MGUS SMM MM p*
(n=30) (n=86) (n=25) (n=53)
Leucocitos 30.12+3.18 39.65+3.73 30.51+3.73 28.13¥3.75  0.014
Linfocitos 12.38+1.14 13.58+1.08 14.38+1.75 15.22+1.03 0.184
Monocitos® 3.3440.16 4.1840.17 4.00+0.36 4.8010.31 0.009
Neutréfilos® 65.60+1.55 65.50+1.06 65.60+2.47 54.51+2.29  0.000
Neutréfilos maduros 35.85+1.30 34.99+1.02 36.60+2.08 36.63+2.44 0.741
Neutréfilos inmaduros* 29.73+1.57 30.51+1.06 29.00+2.42 17.88+1.47  0.000
Eosinéfilos® 2.44+0.43 2.08+0.13 2.12+0.18 1.65+0.27 0.011

Los resultados se expresan en MediazEEM (error estandar de la media)

*Valor de p determinada por test de Kruskal Wallis. P entre grupos mediante U de Mann Whitney.
®Control vs. MGUS p=0.007; Control vs. MM p=0.0013

®Control vs. MM p=0.0014; MGUS vs. MM p<0.000; SMM vs. MM p=0.0044

“Control vs. MM; p<0.000; MGUS vs. MM; p<0.000, SMM vs. MM p<0.0001

dControl vs. MM p=0.019; MGUS vs. MM p=0.003; SMM vs. MM p=0.006

2.2 SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOSTY B

Las cifras de linfocitos B CD19+ se redujeron progresivamente de MGUS a
MM, aunque estas diferencias no alcanzaron significacion estadistica. Es importante

destacar que este descenso ocurria fundamentalmente a expensas de linfocitos B
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CD19+IgM+ (virgenes o naive), conservando las cifras de formas mas maduras
CD19+IgA+ o CD19+IgG+. Las de linfocitos B CD19+IgM+ fueron significativamente
menores en pacientes con MGUS, SMM y MM que en el grupo control (p=0.008,
p=0.001y p<0.001, respectivamente)

Las cifras de linfocitos T CD3+ estaban mas elevadas en pacientes con MM
gue en el resto de grupos y significativamente mas elevadas que en el grupo MGUS
(p=0.017). Esta diferencia se debia fundamentalmente al aumento de linfocitos T CD8+
en el grupo MM cuyo incremento fue significativo respecto a MGUS y controles

(p=0.0016 y p=0.029, respectivamente). Todos estos datos se resumen en la Tabla 29.

Tabla 29. Subpoblaciones linfocitarias en MO: CD19, CD3, CD4 y CD8

Control MGUS SMM MM p*

(n=30) (n=86) (n=25) (n=53)
CD19+ (%) 2.4610.42 2.15+0.20 1.84+0.27 1.6710.21 0.182
CD19+IgM+ (%)’ 1.600.25 0.74%0.16 0.62+0.12 0.50+0.09  0.000
CD19+IgA+ (%) 0.056+0.02 0.052+0.02 0.06+0.02 0.09+0.02 0.095
CD191gG+ (%) 0.07+0.02 0.08+0.008 0.1+0.02 0.14+0.27 0.773
CD3+ (%)b 8.11+0.60 7.72+0.50 8.92+0.99 10.27+0.81 0.041
CD4+ (%) 4.0£1.70 3.89+0.27 4.44+0.57 4.631+0.40 0.356
CD8+ (%)° 2.27+0.50 3.38+0.27 3.75+0.49 4.8310.42 0.006

Los resultados se expresan en MediatEEM (error estandar de la media)

*Valor de p determinada por test de Kruskal Wallis. P entre grupos mediante U de Mann Whitney.
® Control vs. MGUS, SMM y MM (p<0.000, p=0.001 y p<0.000 respectivamente).

®MGUS vs. MM p=0.007

“Control vs. MM p=0.029; MGUS vs. MM; p=0.0016

2.3 CELULAS PLASMATICAS EN MEDULA OSEA

Las cifras de CPs en MO obtenidas mediante CMF, tal y como muestra la tabla
30, se incrementaban en MGUS (522cél/ul), SMM (1133cél/ul) y MM (4089cél/ul)
respecto a controles (128 cél/ul) con un valor de p<0.001 en todos los casos. Esta
diferencia también se constaté entre los grupos MGUS y SMM o MM (p<0.000, para
ambos),asi como entre SMM y MM(p=0.002) tal y como muestra al Figura 36,

izquierda).
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Tabla 30. Recuento de células plasmaticas en MO mediante CMF e histologia

Células plasmaticas Control MGUS SMM MM P*
(n=30) (n=86) (n=25) (n=53)

CMF (%)* 0.39+0.07 1.05+0.09 3.65+0.96 10.79+1.90 0.000

CMF (cél/pl)° 128433 522495 1133#315  4089+1162 0.000

Histologia (%) nd 3.96+0.25  16.45+2.58  33.91+2.90 0.000

Los valores evaluados por CMF se expresan en porcentajes y células/ul + EEM.

Los datos de histologia se expresan solo en porcentajes +tEEM.

nd, no datos

*Valor de p determinada por test de Kruskal Wallis. P entre grupos mediante U de Mann Whitney.
®Control vs. todos p<0.000; MGUS vs. SMM o MM p<0.000; SMM vs. MM; p=0.002;

®Control vs. todos p<0.000; MGUS vs. MM p<0.000; MGUS vs. SMM p=0.033

“MGUS vs. SMM o MM p<0.000; SMM vs. MM vs.; p<0.000

El recuento de CPs obtenido mediante CMF proporcioné valores inferiores a
los estimados por histologia en todas las patologias. No obstante, con ambos métodos
se observé un aumento progresivo del porcentaje de CPs a medida que empeoraba el
prondstico de la enfermedad. Es decir, que existia una correlacion positiva entre
ambos métodos de medida (Figura 36, derecha).

La relacidon entre ambas variables metodoldgicas se ajustaba a una ecuacién

lineal:

Log (CPs citometria)=-0,501 + 0,798 x Log (CPs histologia)

Asi, tal como se puede observar en la Figura 36 derecha, cuando se extrapold
el valor del 10% de CP estimadas por histologia (punto de corte habitual para
diferenciar MGUS de MM y SMM), se obtuvo un valor de 1,98% de CPs estimadas por
citometria.

Para estimar el mejor valor de corte en las cifras de CPs, determinadas por
citometria, que permitiera diferenciar pacientes MGUS de pacientes con mieloma
(SMM o MM), se procedidé a un analisis de curvas ROC, con area bajo la curva=0.83 e
IC-95% 0.76-0.89 (p<0.001), de donde se obtuvo un punto de corte de 1,78% (Figura
37).
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Figuras 36.Relacion entre las cifras de CPs en MO estimadas por CMF e histologia. La parte
izquierda de la figura) representa los porcentajes de CP estimadas por histologia (barras azules) y por
CMF (barras moradas). En la parte derecha) se representa la correlacidon entre CP determinadas por

histologia y por citometria con una estimacion del
correspondiente a un valor de 1,98% por citometria.

10% de CPs estimadas por histologia

Este punto de corte obtenido por curva ROC de 1.78% de CPs por citometria,

proporciond una sensibilidad del 74,4% y especificidad del 87,2% para diferenciar

Mieloma (SMM+MM) de MGUS. La sensibilidad fue mucho menor cuando se trataba

de diferenciar SMM de MGUS (52,0%) y claramente superior cuando se trataba de

diferenciar MM de MGUS (84,9%).

Sensibilidad

Cut off: 1.78%
ABC: 0.83
Sensibilidad: 74.4%
Specificidad: 87.2%

I I | | | |
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1 - Especificidad

Figura 37: Curva ROC para estimar el punto
de corte de %CPs-citometria para
diferenciar MGUS de Mieloma(SMM+MM).

Ademas, se estimo si el valor de corte de CPs de 1,78% establecido por

citometria, podria tener valor predictivo sobre la progresién de la enfermedad y SG de

los pacientes. Asi, al analizar el grupo conjunto de SMM+MM se pudo determinar que

cifras de CPs>1,78% por CMF se asociaban significativamente a una mayor tasa de

progresion (p=0.033) y una peor SG (p=0.008). Tanto en los pacientes diagnosticados
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de SMM como los de MM por separado, se observaba una tendencia hacia una mayor

progresion de la enfermedad y menor SG a los 36 meses de seguimiento con valores
de CPs>1,78%, no llegando a alcanzar significacidon estadistica en ningun caso. (Tabla

31y Figura 38)

Tabla 31. Progresidon y supervivencia global en funcién de CP por CMF >

1.78%

Progresion enfermedad, Si/no n(%) Supervivencia, Si/no n(%)
Grupo CPs<1.78% MO CPs>1.78% MO CPs<1.78% MO CPs>1.78% MO
SMM 2/10 (16.7%) 4/9(30.8%) 12/0(100%) 9/4(69.2%)
MM 4/4(50%) 28/17(37.8%) 7/1(87.5%) 27/18(60%)
SMM+MM 6/14(30%) 32/26(55.2%)° 19/1(95%) 36/22(62.1%)°

°CPs< 0 >1.78% MO:p=0.33; ° p=0.008

1,0 =
07 swm p=ns MM p=ns SMM+MM p=0.033

CPs>1.78% CPs>1.78%

CPs>1.78%

CPs<1.78%
CPs<1.78%
CPS<1.78%

%Progresion

T T T 1 T T T T LT T

:

CPs<1.78%

CPs<1.78%
1 CPs<1.78% ]

CPs>1.78%

CPs>1.78% CPs>1.78%

=Ns
SMM p=0.031 MM p= SMMMM p=0.008

%supervivencia

| I T T T T T T I T
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40 0 10 20 30 40

meses
Figura 38: Impacto en la progresion y supervivencia de los pacientes de cifras de CPs en
MO por CMF>1.78%.Curvas Kaplan Meier de progresién de la enfermedad (gréficas superiores) y SG
de pacientes (graficas inferiores) a 36 meses, segun la presencia de cifras de CPs por CMF> 1.78%. Los
pacientes con CPs>1.78% progresan mas y sobreviven menos que aquellos con CPs<1.78%. La
significacion estadistica (Log Rank) queda reflejada en las graficas. Las curvas con p>0.05 aparecen
como p=ns (no significativa).
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2.3.1 UTILIDAD DE LA PROPORCION DE LAS CELULAS PLASMATICAS
ABERRANTES EN MO DENTRO DEL COMPARTIMENTO DE CELULAS
PLASMATICAS EN MO

Una de las principales ventajas de la CMF frente al analisis histoldgico, es su
capacidad para diferenciar las aCPs o potencialmente clonales de las CPs residuales
sanas o policlonales. La proporcion de aCPs en MO dentro del compartimento de CPs
(cociente aCPs/BMPC) se ha descrito que tiene valor diagndstico y prondstico (Pérez
Persona et al., 2007). Segun este criterio, al estudiar este cociente en los diferentes
grupos de patologias (Figura 39, izquierda), se pudo observar que en MGUS una
proporciéon considerable de CPs eran policlonales y exhibian un fenotipo normal, con
valores de aCPs de 50.1%+3.8, mientras que en el mieloma activo casi todas las CPs
son monoclonales (94.3%+1.7, p<0.001) y que en el indolente aparecia igualmente una
gran proporcion de aCPs (92.2%+3.4, p<0.001). Asi, encontramos que solo el 9.3% de
los pacientes con MGUS presentaban aCPs>95%, frente al 64.0% del grupo SMM
(p<0.001) y el 79.2% de los clasificados MM (p<0.001) (Figura 39, derecha).

120 1 @% aCPs/BMPCs © 100 1 @9 Pacientes aCP>95%
Fkk o)

100 A kkok _ % 80 A kR
3 n % Kk
a 80 - 3
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B 60 - T n
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0 0
MGUS SMM MM MGUS SMM MM

Figura 39. Células plasmaticas de fenotipo aberrante en los diferentes grupos de patologia.
Parte Izquierda,El cociente aCPs/BMPC (Media tEEM) se calculé para los diferentes grupos.
Parte Derecha,Frecuencia de pacientes con aCPs>95% para cada patologia. *** p<0.001 en
Chi-cuadrado .***, indica las diferencias significativas en elanalisis post-hoc DMS del ANOVA.

Sin embargo, la presencia de aCP>95% no impacté de forma significativa ni en
progresion de la enfermedad ni en la SG, aunque para esta Ultima se observa cierta
tendencia a menor SG en pacientes con aCP>95% que con aCPs<95% (59.45% vs.

81.2% y 65% vs. 85% en MM y SMM+MM, respectivamente) (Tabla 32 y Figura 40).
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Tabla 32. Progresion de la enfermedad y SG en pacientes con mieloma y aCPs

>95% en MO.

Grupo Progresion enfermedad, Si/No n (%) Supervivencia; Si/No n (%)
acP>95% | aCPs 95% aCP>95% |  aCP<95%
SMM 4/12 (25%) 3/6 (33,3%) 13/3(81,3%) 8/1 (88,9%)
MM 28/14 (66,7%) 5/6 (45,4%) 25/17(59.5%) 2/9 (81,2%)
SMM+MM 32/26 (55,2%) 8/12 (40%) 38/20(65%) 17/3 (85%)
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Figura 40. Impacto de la ratio aCP/BMPC en la progresion de la enfermedad y la SG de los
pacientes diagnosticados de MM y de SMM+MM. Representa curvas Kaplan Meier para
progresién y SG de pacientes estratificados por CPa> o <del 95% en MO. Los pacientes con aCP>95%
(linea verde) presentan una SG a 36 meses inferior a los que estan por encima de dicho punto de
corte (linea azul)

2.3.2  MARCADORES FENOTIPICOS DE VALOR DIAGNOSTICO Y PRONOSTICO
EN CELULAS PLASMATICAS

Una vez definida la aCP sobre la base de su pérdida de expresion de CD19 y/o

CD27 y/o de la ganancia de CD20, CD28 y/o CD56, se analizd6 mediante CMF

multiparamétrica la expresion de marcadores con valor prondéstico como CD28 y
CD117 segun se ha descrito previamente (Tabla 33):

a) La pérdida de expresion de CD19se acentud con la severidad de la patologia. Asi

en pacientes con MM la mayoria de sus células (96.03+1.12%) perdian la

expresion de esta molécula, mientras que solo lo hacian en el 89.86+4.06%,

73.11+2.27% y 33.45+3.86% en los pacientes de los grupos SMM, MGUS vy
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b)

c)

d)

e)

controles, respectivamente. La comparaciéon entre grupos resultd
estadisticamente significativa para el control frente a todos los grupos vy
también todos los grupos entre si.

La expresion de CD20 en las aCPs no mostré diferencias significativas entre
ninguno de los grupos. La expresidn positiva en CPs de CD20 suele caracterizar a
pacientes con translocacion t(11:14), que como se describe en el apartado de
FISH estuvo muy poco representada en nuestra serie.

La pérdida de expresion de CD27 en CP fue mayor en MM (53.15£3.50%) que en
SMM 61.48+4.92% o MGUS (74.63%3.08%). El analisis comparativo mostré
diferencias estadisticamente significativas cuando se contrastaron los datos de
los individuos control con los de las distintas patologias (en todos los casos
p<0.001) y también cuando se comparé MGUS con SMM o MM (p=0.005 y
p<0.000, respectivamente). Sin embargo, la comparacion entre SMM y MM no
reveld diferencias estadisticamente significativas.

La molécula CD56 en CPs se expresaba en el 66.95+5.72% de pacientes con MM,
en el 59.22+8.20% de los SMM, en el 39.29+3.43% de MGUS y en el
17.14+3.14% de los controles. La comparacién entre grupos mostré diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo control y el resto de grupos (en
todos los casos p<0.000) y entre MGUS y SMM o MM (p=0.02 y p<0.000,
respectivamente).Las diferencias entre SMM y MM no fueron significativas.

La expresion de CD28 y CD117, no mostraron diferencias entre ninguno de los
grupos de estudio. Ademas, se realizé un andlisis de curva ROC para ambas
moléculas tratando de establecer puntos de corte con valor prondstico en
progresion y SG, pero en ningun caso, se obtuvieron valores de utilidad (datos

no mostrados).
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Tabla 33. Analisis de antigenos de diferenciacion con valor prondstico en

células plasmaticas.

Control MGUS SMM MM p*
(n=30) (n=85) (n=25) (n=53)

Marcadores de utilidad para identificar CPs aberrantes
cD19(+)° 76.643,86  26.9+2,27  10.5%4,06 4.0+1,12 0.000
CD20(+) 8,62+1,20 10,12+1,91 11,9245,15 11,1443,23 0.000
CD27(+)b 98,82+0,42 74,63%+3,08 61,48%4,92 53,15%3,50 0.000
CD56 (+)° 17,14+3,14 39,29+3,43 59,22+8,20 66,9515,72 0.000

Marcadores de utilidad prondstica

CD28(+) 13,77+2,43 19,97+2,78 15,38+3,93 19,82+3,96 0.338
CD117(+) 39,1145,71 29,61+3,15 34,4416,33 30,57+4,39 0.356

Los datos porcentuales se expresan en Media + EEM.

*Valor de p determinada por test de Kruskal Wallis. P entre grupos mediante U de Mann Whitney.

? Control vs. todos los grupos (p<0.000); MGUS vs. SMM o MM p<0.000; SMM vs. MM p<0.000
®Control vs. todos p<0.000; MGUS vs. SMM p=0.005; MGUS vs. MM p<0.000

“Control vs. MGUS o MM p=0.001; Control vs. SMM p=0.005; MGUS vs. SMM p=0.023; MGUS vs. MM
p<0.000

2.3.3  ANALISIS DEL CONTENIDO DE ADN POR CITOMETRIA DE FLUJO

Los estudios de la cuantificacion de ADN mediante citometria de flujo poseen
un gran impacto clinico en el drea de las neoplasias hematoldgicas y tumores sélidos
puesto que contribuyen de manera relevante al diagndstico, a la valoracion prondstica
y al seguimiento de los pacientes. Mediante este estudio se puede determinar la
presencia de aneuploidias que orienten sobre la existencia de anomalias clonales en
las células tumorales, asi como la distribucién de las células tumorales a lo largo de las

distintas fases del ciclo celular y con ello su tasa de proliferacién o “labeling index”.

2.3.3.1 ANEUPLOIDIA: FRECUENCIAS E IMPACTO CLINICO

En este apartado se valora la frecuencia de la aneuploidia detectada mediante
CMF y se comparard con la tasa de aneuploidia detectada mediante FISH en células
plasmaticas purificadas. El valor prondstico de la aneuploidia detectada mediante FISH
se describe en el apartado 3.2.

Mediante CMF se detectaron aneuploidias en el 43,37% de los pacientes con
MGUS, en el 68% de los SMM y en el 62,26% de los MM, porcentajes que fueron

menores cuando la aneuploidia se determind mediante FISH donde se detectaron
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alteraciones en el 15,28% de MGUS, 30% de SMM vy en el 47,83% de MM. La
comparacion entre grupos (Tabla 34) reveld que por CMF se podian demostrar
diferencias significativas entre MGUS y SMM (p=0.031) o MM (p=0.032), mientras que
por la técnica de FISH estas diferencias solo se observaron para la comparacion entre

MGUS y MM (p<0.001).

Tabla 34. Frecuencia de aneuploidia detectada por CMF y FISH

Aneuploidia* MGUS SMM MM
CMF, Si/No, n (%)° 36/47(43,37%) 17/8(68%) 33/20(62.26%)
FISH, Si/No, n (%)° 11/61(15.28%) 6/14 (30%) 22/24 (47.83%)

* Todos los casos con aneuploidia detectada por CMF fueron por hiperdiploidia, excepto 1 paciente del
grupo MM que presenté hipodiploidia.

# MGUS vs. SMM; OR=2.77 p=0.031; MGUS vs. MM; OR= 2.15 p=0.032

®MGUS vs. MM; OR=5.08 p<0.001.

De los 136 pacientes en los que se completd el estudio por ambos métodos,
en 32 (23.53%) se detectaron aneuploidias por ambas técnicas y en 53 (38.97%) no se
detectaron por ninguno (Tabla 35). De los 51 (37.5%) pacientes con aneuploidia
restantes, la mayoria 44 (32.3%) se detectaron exclusivamente por CMF, mientras que
por FISH sélo se detectd en 7 pacientes (5.1%) (OR=5.5; p<0.001)

El analisis de la ploidia mediante CMF no resulté atil para predecir la
progresién de la enfermedad o la SG de los pacientes, ya que no se detectaban
diferencias claras en estos parametros entre los pacientes diploides y aneuploides-
hiperdiploides (Tabla36). En este analisis es importante destacar que solo 1 paciente
de los presentaban aneuploidia lo fue por hipodiploidia y todos los demas por
hiperdiploidia, de manera que cuando se hace referencia a aneuploidia por CMF,

basicamente habla de hiperdiploidia.
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Tabla 35. Aneuploidia por CMF y por FISH en el total de pacientes

Aneuploidia FISH
No Si
No 53(38,9%) 7(5.1%)
Aneuploidia CMF
Si 44(32,3%) 32(23,5%)

Tabla 36. Impacto de la aneuploidia determinada por CMF en la progresion

de la enfermedad y la SG de los pacientes.

Grupo Progresion enfermedad, Si/No n (%) Supervivencia; Si/No n (%)
Aneuploide Diploide Aneuploide Diploide
SMM (n=25) 4/13 (23,5%) 3/5(37,5%) 14/3(82.4%) 7/1(87.5%)
MM (n=53) 21/12 (63.6%) 12/8 (60.0%) 20/13 (60.6%) 14/6 (70.0%)
SMM+MM (n=78) 25/50 (50.0%) 15/13 (53.6%) 34/16 (68.0%) 21/7 (75%)

2.3.3.2 CICLO CELULAR E INDICE DE PROLIFERACION: FRECUENCIA E IMPACTO
CLINICO

La proliferacidn y apoptosis de las CPs son procesos opuestos que tienen que
ver con la patogénesis del MM vy sirven para controlar la expansién de la célula
tumoral. En este trabajo se ha medido de forma simultanea el indice de proliferacién y
el de apoptosis (tal y como se describe en el apartado 2.3) de las CPs en el momento
del diagndstico. Los resultados se han relacionado con la progresion de la enfermedad
y con la SG del paciente.

El IP-CP de las CPs (Figura 41) se incrementaba de forma progresiva y
estadisticamente significativa desde los controles sanos (0.98+0.229), a MGUS
(1.34+0.14, p<0.05), SMM (2.30%0.69, p<0.01) y MM (2.95+0.40, p<0.001). Ademds,
este indice fue significativamente mas elevado en los pacientes con MM que en los

MGUS (p<0.001) y que el de los pacientes con SMM (p<0.01).
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Figura 41. indice de proliferacién de CPs determinada mediante CMF. Se representan los
indices para cada patologia y se comparan entre si.*p<0.05, **p<0.01 y **p<0.001 en el
analisis post-hoc DMS del ANOVA.

Mediante analisis de curva ROC con area bajo la curva de 0.695 se determind
un valor de 1.1% de proliferaciéon de las CPs en MO, a partir del cual se podia
diferenciar el total de pacientes con mieloma (SMM+MM) de los que tenian MGUS,

con una sensibilidad del 78.9% y una especificidad del 62.6% (Figura 42 izquierda).
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Figura 42. Curvas ROC con sus respectivos puntos de corte y sensibilidad y
especificidad. Figura izquierda, establece un valor de corte (cut-off) en el IP-CP de las
CPs de MO que nos permita diferenciar Mieloma (SMM+MM) de MGUS. Figura derecha,
establece valor de corte para diferenciar pacientes con riesgo de progresion o muerte en
los pacientes con mieloma (SMM+MM).
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Igualmente se realizé un andlisis con curva ROC para determinar un valor de

corte de utilidad en el prondstico de progresion de la enfermedad y la SG de los
pacientes, con drea bajo la curva de 0.726, estableciéndose un punto de corte 1.375%
de proliferacion de CPs que ofrecia una sensibilidad del 81.2% y una especificidad del
60.6% (Figura 42 derecha).

Los IP-CP>1.375%conferian un valor prondstico adverso para la progresion de
la enfermedad en los pacientes con mieloma (Tabla 37 y Figura 43), de manera que
aquellos con CP-IP>1.375% progresaron mas que los que tenian tasas inferiores, tanto
en el grupo de SMM (41.7% vs. 7.7%), MM (64.7% vs. 52.6%) o el SMM+MM
conjuntamente (58.7% vs. 35.48%, p=0.029). Igualmente, este indice impactaba de
forma negativa en la SG de los pacientes, de manera que los pacientes con CP-
IP>1.375% comparados con los que no superaban dicho indice, tenian una
supervivencia inferior tanto en SMM (66.7% vs. 100%, p=0.039), MM (55.9% vs. 78.9%)
y SMM+MM conjuntamente (58.7% vs. 87.5%, p=0.005)

Tabla 37. Impacto del indice de proliferacién de CPs en la progresién de la

enfermedad y SG de los pacientes en los pacientes con mieloma.

Progresion enfermedad, Si/No n (%) Supervivencia; Si/No n (%)
Grupo IP-CP>1.375% ‘ IP-CP<1.375% IP-CP>1.375% | IP-CP<1.375%
SMM 5/7 (41.7%) 1/12 (7.7%) 8/4 (66.7%)° 13/0 (100%)
MM 22/12 (64.7%) 10/9 (52.6%) 19/15 (55.9%) 15/4 (78,9%)
SMM+MM 27/19 (58.7%)° 11/21 (35.48%)  27/19 (58.7%)° 28/4 (87.5%)

IP-CP, indice de proliferacién de las células plasmaticas.
®0R=1.5,p=0.039

®OR=2.71, p=0.029;

‘OR=4.926,p=0.005

Con el analisis de Kaplan Meier (Figura 43) igualmente se pudo demostrar
que indices de proliferacion superiores a 1.375% impactaban negativamente en la
progresién de la enfermedad y la SG de los pacientes de los grupos SMM, MM o
SMM+MM analizados conjuntamente. Para la progresiéon de la enfermedad se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas o muy préximas a la significacion
en los grupos SMM (p=0.052) y SMM+MM (p=0.029), y también en la SG en los grupos
SMM (p=0.028) y SMM+MM (p=0.009).
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Figura 43. Impacto del indice de proliferacion de las CPs sobre la progresion de la
enfermedad y la SG de los pacientes. Andlisis Kaplan-Meier en funcion del indice de proliferacion
de las CPs < 0 > 1.375% en los pacientes de los grupos SMM, MM y SMM+MM conjuntamente. La
significacion estimada en el analisis Log-Rank se muestra en cada grafico.

2.3.4 ESTUDIO DE LA APOPTOSIS EN CELULAS PLASMATICAS DE MO

La determinacion de apoptosis en CPs de MO se realiz6 mediante tincidon con
Anexina V y analisis por CMF. La tincidn de Anexina-V se evalud igualmente en
linfocitos B, dato que se consideré como la apoptosis basal de las muestras de MO.
Este valor se sustrajo del obtenido en CPs, de manera que el indice de apoptosis de CPs

fue definido como resultado de dicha sustraccion:

indice de apoptosis de CPs = % Anexina-V en -% Anexina-V en linfocitos B

Los indices de apoptosis de CPs (IA-CPs) en pacientes de nuestra serie se
representan en la Figura 44. Estos valores decrecieron de forma progresiva desde el
grupo control (21.47%+2.18) a los grupos MGUS (9.37%+0.81), SMM (4.1%+1.01) y
MM (3.39%+0.69), de manera que las comparaciones entre el valor del control y los
distintos grupos fueron estadisticamente significativas en todos los casos (p<0.001).
Igualmente, se detectaron diferencias significativas entre los grupos MGUS vs. SMM o

MM (p<0.001en ambos casos), pero no entre SMM y MM.
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Figura 44. indice de apoptosis de las células plasmaticas en médula ésea en los grupos
control y de gammapatias. La tasa de apoptosis de CPs (columnas verdes) se estimé como el
porcentaje de CPs-Anexina-V+ menos el porcentaje de Linfocitos-B-Anexina-V+. Las cifras de linfocitos B
Anexina V positivos se muestran para cada grupo (columnas marrones).Los resultados se expresan
como MediatEEM. p estimadas en el analisis post-hoc DMS del ANOVA.

Para estimar la utilidad del IA-CPs en la discriminacion entre gammapatias
benignas (MGUS) y malignas (SMM+MM), se establecié6 mediante curva ROC un valor
de corte de 5.68% de apoptosis de CPs, con area bajo la curva de 0.776y una

sensibilidad del 64.5% y especificidad del 78.14% (Figura 45 izquierda).
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Figura 45. Curvas ROC para establecer un valor de corte en el indice de apoptosis de
las CPs de MO. Figura izquierda, establece un punto de corte en el IA-CP en MO que
nos permita diferenciar Mieloma (SMM+MM) de MGUS. Figura derecha, establece el

punto de corte con utilidad prondstica en progresién y SG de pacientes con mieloma
(SMM+MM)
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Sin embargo, dicho valor no resulté de utilidad para la prediccion de
progresién o SG. Por ello, se procedié a ensayar un nuevo punto de corte equivalente a
0.54% de apoptosis de CPs en una curva ROC con drea bajo la curva de 0.641, que
ofrecia una sensibilidad del 78.4% y especificidad del 50.6% (Figura 45 derecha).

Este nuevo punto de corte (0.54% de apoptosis de plasmaticas) tampoco
demostré gran capacidad predictivas sobre la progresion de la enfermedad en ninguno
delos grupos de mieloma (Tabla 38). Sin embargo, se pudo comprobar que IA-
CP>0.54% parecian ejercer un efecto protector, ya que la SG en pacientes, era mas
elevada que los que se situaban por debajo del mismo, tanto para SMM (89.58% vs.
60%), como MM (71.9% vs. 47.1%) o SMM+MM conjuntamente (78.4% vs. 50.0%). No
obstante, solo se observaron diferencias significativas al comparar los mielomas

SMM+MM conjuntamente (p=0.017).

Tabla 38. indice de apoptosis de CPs y progresién de la enfermedad vy

supervivencia en los distintos grupos de estudio

Progresion enfermedad, Si/No n (%) Supervivencia; Si/No n (%)
Grupo IA-CP>0.54% 1A-CP<0.54% I1A-CP>0.54% IA-CP £0.54%
SMM 4/15 (21,1%) 2/3 (40,0%) 17/2(89,5%) 3/2(60,0%)
MM 19/13 (59,4%%) 11/6 (64,7%) 23/9 (71,9%) 8/9 (47,1%)
SMM+MM 23/28 (44,23%) 13/9(59,1%) 40/11 (78,4%) 11/11 (50,0%)°

IA-CP, indice de apoptosis de las CPs
® OR=0,27 p=0.017

Por otro lado, el andlisis de Kaplan Meier (Figura 46), revelé que todos los
grupos de pacientes con mieloma e IA-CP>0.54 tenian SGs mas prolongadas que los
que el IA-CP<0.54. Estas diferencias fueron estadisticamente significativas en los

grupos MM (p=0.018) y SMM+MM (p<0.004).
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Figura 46. indice de apoptosis de las CPs y SG de los pacientes. Se muestran curvas obtenidas
mediante analisis Kaplan-Meier para IA-CPs < o >0.54 en pacientes de los grupos SMM, MM vy
SMM+MM conjuntamente. El valor de p obtenido mediante Log-Rank se incluye en cada grafico.

2.3.5 RATIO PROLIFERACION/APOPTOSIS DE CELULAS PLASMATICAS EN MO

La tasa de crecimiento neto de los tumores esta en relacion con su capacidad
proliferativa y el indice de apoptosis o muerte celular. Por ese motivo, parecié
interesante valorar la capacidad diagndstica y prondstica de dicho cociente en todos
los grupos de gammapatias de presente estudio. Estos cocientes fueron comparados

en cada uno de los grupos entre si y con el obtenido en controles sanos.

6
o p<0,01
g5
s p<0,001
Qo
< 41 Figura 47.Ratio proliferacion/apoptosis de CPs
S 3] en MO en controles sanos y pacientes. Se
9 representa el cociente IP-CP/IA-CP obtenidos en
L5 controles sanos y en cada grupo de gammapatias.
g Los resultados se expresan como MediatEEM. p
o 1+ estimadas en el analisis post-hoc DMS del ANOVA.
T
i -

0 \

Control MGUS SMM MM

Como se puede observar en la Figura 47, los controles y los pacientes con
MGUS tenian ratios de proliferacién/apoptosis (P/A) similares (0.43+0.34 y 0.30+0.04),
y muy inferiores a los de pacientes con mieloma, SMM (2.65+1.08) y MM (2.34+0.47).
Las diferencias fueron estadisticamente significativas para los dos grupos de mielomas

(SMM y MM) tanto si se comparaban a los controles sanos (p<0.01, en ambos casos)
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como si la comparacion se hacia frente a los pacientes con MGUS (p<0.001, en ambos
Casos).

Con posterioridad, mediante una curva ROCse establecié un punto de corte
equivalente a un valor de la ratio de 0.37, quepermitiera discriminar MGUS de
mieloma (SMM+MM)(Figura 48 izquierda). El drea bajo la curva tuvo un valor de 0.81y

la sensibilidad alcazé un valor de 73.2% mientras que la especificidad fue del 79.1%.

1,0 1,01
0,8 0,81
T ©
© ©
20,6 20,6
=2 2
(7] . g
$0.4- Cut-off: 0.37 50,41 Cut off: 1.77
ABC:0.81 ABC: 0.70
0,21 Sensibilidad: 73.2% 0,27 Sensibilidad:63.6%
Especificidad: 79.1% Especificidad :81.25%
0,0 T T T T T 0,0 T T T T T
00 02 04 06 08 1,0 00 02 04 06 08 1,0
1 - Especificidad 1 - Especificidad

Figura 48. Curva ROC para establecer un valor de corte en la ratio proliferacién/apoptosis
de las CPs de MO. Figura izquierda, punto de corte que nos permita diferenciar Mieloma
(SMM+MM) de MGUS. Figura derecha, punto de corte con valor prondstico en la progresion
y la supervivencia de los pacientes Mieloma (SMM+MM).

Igualmente y mediante el analisis de curvas ROC se estimd un valor de corte
ratio P/A del.77 (Figura 48 derecha) que permitiera predecir la progresién de la
enfermedad vy la SG, cuya area bajo la curva fue de 0.70 y que mostré una sensibilidad
de 63.6% y una especificidad del 81.25%.

Con este nuevo punto de corte de 1.77, no se pudo demostrar la existencia de
diferencias estadisticamente significativas relativas a progresidn de la enfermedad en
ningun grupo de mieloma.

Ademas, valores del cociente P/A>1.77 (Tabla 39), también se asociaron a una
SG significativamente menor que los que tenian P/A<1.77, tanto en MM (38.8% vs.

79.3%; p<0.01) como en SMM+MM conjuntamente (39.1% vs. 80.5%, p<0.001).
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Tabla 39. Impacto de la ratio proliferacién/apoptosis en la progresién de la

enfermedad y supervivencia de los pacientes con mieloma.

Progresion enfermedad, Si/No n (%) Supervivencia; Si/No n (%)
Grupo RatioP/A*>1.77 RatioP/A<1.77 Ratio P/A>1.77 RatioP/A<1.77
SMM 2/2 (50,0%) 3/15 (16,7%) 2/2 (50.0%) 16/2(88,9%)
MM 13/6 (68,4%) 17/12 (58,6%) 7/12 (38,8%)° 23/6 (79.3%)
SMM+MM 15/12 (55,5%) 20/27 (42,5%) 9/14 (39,1%)b 39/8 (80,5%)

*Ratio P/A: ratio proliferacion/apoptosis de CPs en MO.
®0OR=6.57; p<0.01
® OR=7.5; p<0.001

La aplicacion del andlisis de Kaplan Meier (Figura 49), igualmente demostré

que ratios de P/A> 1.77 impactaban negativamente en la progresién de la enfermedad

y la SG de los pacientes de los grupos SMM, MM y SMM+MM analizados

conjuntamente. Al considerar la progresién de la enfermedad se obtuvieron

diferencias estadisticamente significativas en los grupos SMM (p=0.035) y SMM+MM

(p=0.013), asi como al hacerlo con la SG en los grupos SMM (p=0.026), MM (p<0.002) y
SMM+MM (p<0.001).

0,47

Progredin (%)
o
(=1}

0,2

Supervivencia global (%)

0,01

1,07
0,8
0,6
0,4

0,21

0,01

Meses —m>

SMM MM SMM+MM
~ Ratio P/A>1.77 |
1 -—— Ratio P/A<1.77
P=0.035 |
i P=0.209 || P=0.013
P=0.026 . P=0.002 . P<0.001
10 20 30 40 0 10 20 30 40 0 10 20 30 40

Figura 49. Ratio proliferacion/apoptosis de las CPs y progresion de la enfermedad o SG de
los pacientes. Se muestran las curvas obtenidas con Kaplan-Meier para la comparacion ratio
proliferacién/apoptosis (Ratio P/A) de CPs < o > 1.77 en los pacientes de los grupos SMM, MM o
MM+MM conjuntamente. La significacion fue estimada por Log-Rank y el valor de p se muestra en cada

grafico.
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En resumen, de los tres pardmetros analizados en este apartado,
proliferacion, apoptosis y ratio proliferacion/apoptosis de las CPs en MO, este uUltimo
fue el que alcanzdé mayor sensibilidad (73.2%) y especificidad (79.1%) y por tanto
resultd mas eficaz para orientar el diagndstico de MGUS frente al de mieloma (Tabla
40 arriba). lIgualmente, de estos tres parametros es nuevamente la ratio
proliferacion/apoptosis de las CPs, la que ofrece mayor valor predictivo respecto a la

progresién de la enfermedad y la SG de los pacientes (Tabla 40 debajo).

Tabla 40. Proliferacién,apoptosis y ratio P/A de células plasmaticas

Su utilidad diagndstica para diferenciar MGUS de mielomas

Punto de corte Sensibilidad Especificidad Suma S+E
Proliferacién de CPs 1.1% 78.9% 62.6% 141.5%
Apoptosis de CPs 5.68% 64.5% 78.1% 142.6%
Ratio P/A de CPs 0.37% 73.2% 79.1% 152.3%
Punto de Progresion enfermedad* Supervivencia global*
corte SMM MM ambos SMM MM ambos
Proliferacion de CPs 1.375% 0.052 ns 0.029 0.028 ns 0.009
Apoptosis de CPs 0.54% ns ns ns ns 0.018 0.004
Ratio P/A de CPs 1.77 0.035 ns 0.013 0.026 0.002 0.000

S, sensibilidad; E especificidad; ns, no significativo (p>0.05)
* Recoge valores de p estimados en los test de Kaplan Meier para cada grupo y parametro.

2.4 ESTUDIO COMBINADO DE PARAMETROS DE MO ESTIMADOS POR
CMF CON MAYOR UTILIDAD EN DIAGNOSTICO Y PRONOSTICO

En este apartado se explora la utilidad de la combinacién de parametros
evaluados en MO por CMF que individualmente mostraron capacidad para diferenciar
las gammapatias benignas (MGUS) de las malignas (Mieloma y SMM) y que tuvieron
capacidad predictiva sobre la progresidn de la enfermedad y la SG. Para ello, se realizo
un analisis de regresidon logistica binaria multivariable con el que se evalué la
capacidad diagndstica combinada dela “frecuencia de CPs” y dela “ratio P/A de las CPs”
(Tabla 41).

Este andlisis permitid estimar por una parte, la probabilidad de que la

combinacion de dichas variables pudiera resultar de valor prondstico en Ia
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diferenciacién de MGUS y mieloma (SMM+MM). Para ello, se construyé una curva ROC

(area bajo la curva de 0.885) capaz de estimar la sensibilidad y la especificidad (Figura
50). El resultado obtenido mostré que la combinacion de estos dos pardmetros de
evaluaciéon rapida y econdmica en MO mediante CMF, ofrecia con una elevada
sensibilidad (82.8%) y especificidad (83.5%) para diferenciar MGUS de Mieloma
(SMM+MM).

Tabla 41. Regresién logistica binaria multivariable para calcular Ia

probabilidad prondstica de la combinacidon de variables de la citometria de
MO utiles para diferenciar MGUS de Mieloma.

Variable dependiente Co-variables OR 95%Cl p

Grupo de patologia % CPs en Médula dsea 2,169 1,414-3.328 0,000

(Mieloma vs. MGUS)  Ratio proliferacion/apoptosis de CPs 3,922 1,493-10.298 0,006
Constante 0,094 - 0,000

OR, odd ratio; 95%Cl, 95% de intervalo de confianza.

1,01
0,87
g Figura 50. Curva ROC para establecer la
EO 6- sensibilidad y la especificidad para
- diferenciar MGUS de Mieloma (SMM+MM).
g Se usa la combinacién de los valores de CPs
$0,4‘ Cut off: 0.346% en MO y de la ratio proliferacion/apoptosis
ABC: 0.885 | deCPs
0.2 Sensibilidad: 82.8%
Especificidad: 83.5%

00 02 04 06 08 10

1 - Especificidad

Ademas, la combinacién de estos dos pardmetros sirvié para establecer un

modelo de estimacion de riesgo tanto, para la progresién de la enfermedad como
para la SG de los pacientes con gammapatias en general y de los mielomas en
particular (Figura 51).

Al comparar nuestro modelo con la estimacidn de riesgo establecida por el
IMWG en 2014 y que diferencia tres grupos de riesgo (bajo, intermedio y alto) en

funcion de la edad, el ISS y la citogenética, se observd que el modelo aqui propuesto
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puede identificar igualmente 3 grupos de riesgo: bajo (CPs en M0<1.78%), intermedio
(CPs en MO>1.78% y Ratio P/A<1.77) y alto (CPs en MO>1.78% y Ratio P/A>1.77).

Las diferencias observadas en el analisis de Kaplan-Meier y la estimacién Log-
Rank, fueron ain mucho mas significativas en este modelo que en el propuesto por el
IMWG en 2014. Asi para todas las gammapatias (p=2x10'12 vs. P=7x10"% en progresion
y p=7x10"° vs. P=7x10" en SG), mielomas SMM+MM (p=0.002 vs. P=0.002 en
progresién y p=5x10'4 vs. P=0.021 en SG) y MM (p=0.22 vs. P=0.05 en progresion y
p=0.003 vs. P=0.157 en SG).

Tabla 42. Estimacion del riesgo de progresion y SG seguin el modelo propuesto

basado en parametros de MO evaluados por citometria de flujo y el propuesto por el
IMWG.

Riesgo Progresion de la enfermedad (%) | Supervivencia global (%)
p'::gﬂ:'::o IMWG-2014 p'r\:gﬂ:zo IMWG-2014
Total pacientes n % n % n % n %
Bajo n=77| 6.6% | n=28| 10.7% | n=77 | 98.7% | n=28 | 100%
Intermedio n=40 | 42.5% | n=130 | 25.8% | n=40 | 82.5% | n=130 | 85.2%
Alto n=21 | 66.7% n=3| 62.5% | n=21| 33.3% n=3 | 50.0%
Pearson (x°) p=4.7x10"° p=0.011 p=4.6x10"* p=0.002
SMM+MM pm:ﬂ:::o IMWG-2014 p?::ﬂ:'s‘:o IMWG-2014
Bajo n=17 | 23.5% | n=10| 30.0% | n=17 | 94.1% | n=10| 100%
Intermedio n=32|53.1% | n=61| 49.2% | n=32 | 78.1% | n=61 | 68.9%
Alto n=21 | 66.7% n=7| 71.4% | n=21| 33.3% n=7 | 42.9%
Pearson ()(2) p=0.027 p=0.24 p=9.1x10~ p=0.033
MM pm:ﬂ:::o IMWG-2014 p?::ﬂ:'s‘:o IMWG-2014
Bajo n=7 | 42.9% n=4 | 50.0% n=7 | 85.7% n=4 | 100%
Intermedio n=23 | 65.2% | n=45| 60.0% | n=23 | 78.3% | n=45| 62.6%
Alto n=18 | 66.7% n=4 | 75.0% | n=18 | 33.3% n=4 | 50.0%
Pearson (x°) p=0.507 p=0.76 p=0.005 p=0.265
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Figura 51. Comparacion del modelo propuesto de estimacion del riesgo con parametros de
MO evaluados mediante citometria de flujo y el modelo propuesto por el IMWG en 2014.
Analisis de Kaplan Meier de progresion de la enfermedad (arriba) y SG (debajo) para nuestro modelo de
estimacién del riesgo, bajo (CPs en M0>1.78%, linea azul continua), intermedio (CPs en M0>1.78% vy
Ratio proliferacién/apoptosis=1.77, linea verde continua) y alto (CPs en MO>1.78% vy Ratio
proliferacién/apoptosis>1.77, linea roja continua), comparado con el modelo del IMWG 2014, bajo
(Edad=55 & ISS-I/Il &citogenética favorable, linea azul discontinua), alto (I1SS-II/Ill & p53/t(4;14)/1qg-gain,
linea roja discontinua) e intermedio (resto de pacientes, linea verde discontinua). La significacion
estadistica (Log Rank) se refleja en cada grafica (Chng et al.,Leukemia 2014,28 pg.273).

La Tabla 42 resume las tasas de progresion de la enfermedad y de SG a tres
afos del total de gammapatias, de los pacientes con mieloma (SMM+MM) y de los MM
exclusivamente, tanto para modelo de estimacién del riesgo aqui propuesto basado en
parametros de MO evaluados por citometria, como para el modelo propuesto por el
IMWG en 2014. En la misma tabla se puede observar que ambos modelos fueron
capaces de discriminar pacientes de riesgo bajo, intermedio y alto. No obstante,
parece de interés destacar que modelo aqui propuesto, permite obtener resultados de
prediccién en un plazo no mayor a 2 horas y un coste mucho mas reducido, y que las
diferencias observadas son mucho mas significativas cuando se comparan los grupos

de riesgo. Ademds es igualmente destacable que comparado con el de IMWG, el
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modelo de citometria que aqui se propone es capaz de identificar pacientes con tasas
de supervivencia a tres afios muy reducidas (33.3% vs. 50.0% en total de pacientes,
33.3% vs. 42.9% en SMM+MM y 333% vs. 50.0% en MM), en los que
independientemente de la edad, se deberian concentrar los mayores esfuerzos
terapéuticos tras el diagndstico. Estos pacientes serian los que presentan cifras de CPs
evaluadas por citometria de flujo mayores de 1.78% vy un ratio proliferacion apoptosis
mayor de 1.77 (ver Figura 51).

lgualmente se investigd si el modelo propuesto de estimacién del riesgo
basado en parametros de MO evaluados por citometria, en comparacién con el
modelo propuesto por el IMWG en 2014 basado en citogenética de alto riesgo, tenia
valor prondstico con independencia del tipo de tratamiento al que fueron sometidos
los pacientes, y en particular si con las nuevas terapias basadas en Bortezomib la
progresion y la SG eran igualmente predecibles. En la Figura 52 se puede observar que
incluso con la aplicacidon de nuevas terapias, la SG de los pacientes con MM de alto
riesgo segln el modelo de citometria de MO fue significativamente mucho menor
(35.7%, p<0.008) con respecto a la de los grupo de medio (87.0%) y riesgo bajo
(85.7%). lgualmente el modelo basado en citogenética fue capaz de diferenciar
pacientes de alto (58.3%), medio (69.0%) y bajo (100%) riesgo, aunque en este caso las
diferencias no alcanzaron significacién estadistica (p<0.245).

De manera similar, el modelo propuesto tuvo una gran capacidad predictiva
tanto si los pacientes recibieron TASPE como parte del tratamiento (SG de 42.9%,
100% y 100%, respectivamente para alto, medio y bajo riesgo, p<0.044) o no (SG de
20.0%, 61.5% y 80.0%, respectivamente para alto, medio y bajo riesgo, p<0.012). El
modelo basado en la citogenética, aunque era igualmente capaz de discriminar entre
grupos de alto, intermedio y bajo riesgo, no alcanzd significacidn estadistica ni en los
pacientes que recibieron TASPE (SG de 57.1%, 90.0% y 100%, respectivamente,
p<0.153) ni en los que no recibieron ducho tratamiento (SG de 42.9%, 52.2% y 100%,
respectivamente, p<0.522). Sin embargo, al tener en cuenta la edad este modelo era
capaz de discriminar pacientes jovenes qua a tres afios tenian supervivencias del 100%

y por tanto con muy bajo riesgo.
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Figura 52. Comparacion del modelo propuesto de estimacion del riesgo con parametros de
MO evaluados mediante citometria de flujo y el modelo propuesto por el IMWG en
2014considerando el tipo de tratamiento aplicado a los pacientes con MM. Los datos del
analisis de Kaplan Meier de SG para el modelo propuesto de estimacién del riesgo (arriba), bajo (CPs en
MO>1.78%, linea azul continua), intermedio (CPs en MO>1.78% y Ratio P/A<1.77, linea verde continua)
y alto (CPs en M0>1.78% y Ratio P/A>1.77, linea roja continua).Modelo del IMWG-2014 (debajo), bajo
(Edad=55 & ISS-I/Il & citogenética favorable, linea azul discontinua), alto (ISS-II/lI &
p53/t(4;14)/ganancialq, linea roja discontinua) e intermedio (resto de pacientes, linea verde
discontinua). La significacién estadistica (Log Rank) se refleja en cada gréfica.(Chng et al.,Leukemia
2014,28 pg.273)

3 UTILIDAD DE LOS ESTUDIOS CITOGENETICOS EN

GAMMPATIAS

Las alteraciones citogenéticas son muy frecuentes en el mieloma y claves en el
prondstico, por lo que se considera un estudio obligado en pacientes con discrasias de
células plasmaticas. El principal obstaculo de la citogenética convencional (CC) es el
bajo indice proliferativo de la célula plasmatica y la baja infiltracion de las células
tumorales en médula ésea. El estudio por técnicas de FISH solventa en buena medida
estos problemas, aunque presenta la limitacion de que estudia Unicamente las
alteraciones que corresponden a la sonda aplicada, o sea, no permiten conocer todo el
contexto de alteraciones genéticas. Por ello, la CC y la técnica de FISH se consideran

técnicas complementarias.

154



RESULTADOS

3.1 CITOGENETICA CONVENCIONAL (CARIOTIPO)

El estudio de citogenética convencional se pudo realizar en 91 de los 164
pacientes (55,5%).De ellos, el cariotipo fue normal en el 85,7% de pacientes,
patoldgico en el 9,9% y en un 4,4% no se obtuvieron metafases. El tipo de alteraciones
queda recogido en la Tabla 43. En cuanto a la distribucidn por patologias, tal como
muestra en la Figura 54, en los tres grupos se pudieron detectar alteraciones en torno
al 10% de los pacientes. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas

entre los grupos sobre la incidencia de alteracion del cariotipo.

Tabla 43. Alteraciones detectas por citogenética convencional por grupos

MGUS SMM MM
Alteraciones estructurales | der 14(1;14) delY del Y, inv 12, del13q
der (13;14) del13q
Alteraciones numéricas +5 +8 +3,+6,add(6),+7,+9,+15,+19

der: cromosoma derivado, del: delecion, inv: inversion, +: ganancia de cromosoma completo, add:
material adicional de origen desconocido

100
0 . .
oo | B878% 88,9% 8125% Figura 54. Alteraciones
20 descritas por
70 citogenética
;\-5 60 convencional (cariotipo).
T 0 Las barras ?zules
S 4 corresponden a pacientes
TR sin alteracién, las rojas a
Q pacientes que mostraron
g 20 11,11% 0 o A i
R ’ 9,3% 9,3%  algln tipo de alteracion vy
o las verdes a pacientes en los

que no se pudo determinar
el cariotipo por ausencia de
metafases.

MGUS SMM MM

M Cariotipo normal M Cariotipo alterado W Ausencia de metafases

Debido al reducido numero de pacientes en los que se describieron
alteraciones citogenéticas en el cariotipo, no se ha realizado un estudio de su

incidencia en la progresidon y supervivencia.
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3.2

FISH EN CELULA PLASMATICA PURIFICADA

Para completar este andlisis se obtuvieron suficientes células plasmaticas
purificadas en 145 de los 164 pacientes (88.41%) y los resultados obtenidos para cada
uno de los grupos de estudio se resumen en la Tabla 44. Es importante precisar que la
ganancia de 1g se analizé de forma retrospectiva, ya que cuando se inici6 este estudio
no se disponia de dicha determinacion y que su estudio se llevd a cabo solamente en
pacientes con MM y SMM en los que se disponia de material suficiente.

Mediante esta técnica, se pudo detectar al menos una de las alteraciones
cromosdémicas analizadas por FISH en el 43.1% de los pacientes, siendo mas frecuentes
en los pacientes con MM (71,4%) que en los de SMM (61,9%) y los de MGUS (19,7%).
Estas diferencias fueron estadisticamente significativas cuando se compararon MGUS y

SMM asi como MGUS y MM (p<0.001, en todos los casos).

Tabla 44. Frecuencia y tipos de anomalias citogenéticas detectadas por FISH

Total
n (%)

MGUS
n (%)

SMM
n (%)

MM

Alteracion n (%)

Cualquier alteracién®

Ganancia 1qb

Aneuploidia 5, 9, 13, 15, 14 0 17°
Delecion 13qd

Rotura IGH®"

Delecion p53

63/146 (43,1%)
14/47 (29,8%)
39/138(28,3%)
17/144(11,8%)
15/145(10,3%)
7/148(4,7%)

15/76(19,7%)
nd
11/72(15,3%)
3/73(4,1%)
2/76(2,6%)
1/76(1,3%)

13/21(61,9%)
1/15(6,7%)
6/20(30%)
2/22(9,1%)
4/22(18,2%)
2/22(9,1%)

35/49(71,4%)
13/32(40,6%)
22/46(47,8%)
12/49(24,5%)
9/47(19,1%)
4/50(8%)

Aneuploidia, se definié como alteraciones en el nimero de cromosomas por pérdida o ganancia de los

cromosomas 5,9, 13,15, 14 0 17.

nd, no datos

® MGUS vs SMM; OR=6.6 p<0.001; MGUS vs MM; OR=9.9 p<0.001.

®, SMM vs MM; OR=9.57 p=0.018

¢, MGUS vs MM; OR=5.0 p<0.001.
¢ MGUS vs MM; OR=7.5 p=0.001.

¢, MGUS vs MM; OR= 8.7 p=0.003, MGUS vs SMM; OR=8.22 p=0.022.

* Rotura de IGH: 3 casos t(11;14); 2 casos t(14;16); 3 casos t(4;14) y 7 casos con rotura sin definir.

Tal y como puede verificarse en la Tabla 48, entre estas alteraciones, y

teniendo en cuenta el total de las determinaciones realizadas, la ganancia de 1q fue la

mas frecuente (29,8%), aunque hay que advertir que su andlisis solo se realizé en los

grupos de SMM y MM. La aneuploidia fue la segunda alteracion en frecuencia (28,3%),
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seguida por la delecién de 13q (11,8%) y la rotura de IGH (10,3%). La delecion de p53
fue la que presentd menor frecuencia (4,7%).

Por grupos de patologia, la aneuploidia fue la alteracién mas frecuente en
MGUS y SMM (15.3% y 30%, respectivamente), mientras que en MM, las alteraciones
mas frecuentes fueron la aneuploidia (47.8%) y la ganancia de 1q (40.6%).

De modo general, al analizar la frecuencia de las diferentes anomalias
cromosémicas respecto al tipo de gammapatia monoclonal, se encontré que la
aneuplodia, la delecién de 13q, la rotura de IGH y la delecién de p53 fueron
significativamente menos frecuentes en MGUS (15.3%, 4.1%, 2.6%, 1.3%,
respectivamente) que en SMM (30%. 9.1%, 18.2%, 9.1%, respectivamente) y en MM
(47.8%, 24.5%, 19.1% y 8%, respectivamente). Estas alteraciones tenian frecuencias
similares en SMM y MM, a excepcion de del(13g) que estaba mas representada en
MM que en SMM (24,5% vs. 9,1%, aunque esta diferencia no alcanzé la significacion
estadistica). La frecuencia de las ganancias de 1q fue significativamente menor en
SMM (6.7%) que en MM (40.6%) En la Tabla49 se exponen con detalle las diferencias
significativas encontradas en la distribucion de las alteraciones citogenéticas entre los

diferentes grupos de estudio.

3.2.1 IMPACTO DE LAS ALTERACIONES DETECTADAS POR FISH EN LA MASA
TUMORAL Y LOS INDICES DE PROLIFERACION Y APOPTOSIS DE LAS
CELULAS PLASMATICAS.

En este apartado se explora la relacién existente entre las alteraciones
citogenéticas detectadas por FISH y la masa tumoral, asi como con los indices de
proliferacion y apoptosis del tumor.

Los pacientes sin alteraciones citogenéticas detectadas por FISH presentaron
las cifras mas reducidas de CPs en MO por histologia (8.89%) (Figura 53 A), ya que
principalmente correspondian al grupo MGUS (72%). Los pacientes con aneuploidias,
presentaban cifras de CPs ligeramente mas elevadas aunque significativamente
superiores que los que no tenian (16.36%, p<0.01). Aquellos con rotura IGH (33.8%),
delecién 13q (31.1%), ganancia de 1qg (30.58%) y delecidon p53 (29.57%) presentaron
cifras de CPs mucho mas elevadas que los que no presentaban alteracién, siendo estas

diferencias estadisticamente significativas en todos los casos (p<0.001).
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Figura 53. Relacidn entre las alteraciones citogenéticas con la masa tumoral y los indices
de proliferacion y apoptosis del tumor. Los datos representan mediatSEM para el porcentaje de
CPs en MO (A), la ratio aCP/BMPC (B), indices de proliferacion (C) y apoptosis (D)y cifras absolutas de
aCPs en SP (E) de los pacientes clasificados teniendo en cuenta la anomalia citogenética de mayor
impacto segun el siguiente esquema de clasificacion p53 > 1q > 13q > IGH > Aneuploidia > Sin
alteracién. *, p<0.05, **, p<0.01y ***, p<0.001, en el andlisis post-hoc DMS del ANOVA.

La relacion de aCPs/BMPC menos elevada la presentaban los pacientes sin
alteraciones citogenéticas (62.9%), mientras los valores en el resto de grupos oscilaron
entre el 92.01% de pacientes con delecion de 13q y el 97.95% de los pacientes con
delecién de p53 (Figura 53 B). En cualquier caso, todas las alteraciones citogenéticas
inducian a ratios de aCP significativamente mas elevadas (p<0.001, en todos los casos).

El indice de proliferacion de las CPs(Figura 53 C) también se mantuvo en
niveles reducidos en los pacientes sin alteraciones citogenéticas (1.6%), con
aneuploidia (1.93%) o con rotura de IGH (1.68%). Sin embargo, en los pacientes con
delecién 13q (3.09%), ganancia de 1q (3.24%) y delecidén de p53 (2.81%) el IP-CP estaba
significativamente mas elevado que en aquellos que no presentaban alteracion
citogenética (p<0.05), excepto en pacientes con delecion 13g, donde quizas la menor
frecuencia de esta anomalia limito la significacidn estadistica.

Al analizar el indice de apoptosis de las CPs(Figura 53D) se encontrd que en
comparacion con el grupo sin alteraciones (8.29%), pacientes con aneuploidias (5.4%,
p<0.01), rotura de IgH (2.23%, p<0.01) y delecién de p53 (1.29%, p<0.05) presentaban

tasas de apoptosis mucho mas reducidas.
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Por ultimo, las cifras de CPs en SP (Figura 53 E) se mantuvieron en niveles
reducidos en los pacientes sin alteraciones (2.0+1.29), con aneuploidia (0.89+0.45) y
con rotura de IGH (0.27+0.1). Sin embargo, los pacientes con delecién 13q (6.04+4.1),
ganancia de 1qg (11.64+4.70) y delecién de p53 (49.77+32.2) mostraron cifras
significativamente mas elevadas que los que no presentaban alteracion (p<0.001, en
todos los casos).

De su andlisis conjunto, cabe destacar que todas las alteraciones excepto la
aneuploidia, se presentan con cifras de infiltracion de CPs en MO elevadas, pero
mientras en los pacientes con rotura de IGH aparentemente se debia a la baja tasa de
apoptosis de las células tumorales, en el resto de las alteraciones parecia deberse a
tasas proliferativas elevadas. Llama la atencién que los pacientes con delecion de p53,
con las peores tasas de progresién y supervivencia, muestran una elevada proliferaciéon
asociada a tasas super-reducidas de apoptosis tumoral.

Mediante analisis de regresion de Cox se explord la relacion de la masa
tumoral en el momento del diagndstico (% de CPs en la histologia), la tasa de
crecimiento neto del tumor (ratio proliferacion/apoptosis) y las alteraciones
citogenéticas principales en cada paciente, con la progresién de la enfermedad y la SG
del total de pacientes (Tabla 45). Las tres variables parecian impactar de forma
negativa e independiente en la progresion de la enfermedad, aunque la ratio
proliferacion/apoptosis se quedd muy proximo a la significacion estadistica (p=0.053).
Sin embargo, la masa tumoral al diagndstico no parecia impactar en la supervivencia
de los pacientes (p=0.663), pero si lo hicieron de forma independiente, la ratio P/A 'y
las alteraciones citogenéticas principales. Por tanto, todo parece indicar que las
alteraciones citogenéticas son lo que en ultimo término estarian gobernando el
crecimiento neto del tumor, incidiendo en la modulacion de una tasa proliferativa y
apoptotica caracteristica para cada tipo de alteracidn citogenética, y con ello la

progresion y sobretodo la SG de los pacientes.
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Tabla 45.Regresion de Cox para progresion y supervivencia del total de

pacientes y relaciéon el masa tumoral al diagnéstico, la ratio P/A y las
alteraciones citogenéticas principales en cada paciente al diagndstico.

Variable dependiente Co-variables OR 95%ClI p

Progresion % PCs en histologia 1,018 1,002-1.035 0,031
Ratio Prolif/Apop de CPs 1,075 0,999-1.157 0,053
Tipo de alteracion FISH 1,480 1,197-1.829 0,000
Co-variables

Supervivencia global % PCs en histologia 1,006 0,981-1.063 0,663
Ratio Prolif/Apop de CPs 1,142 1,052-1.241 0,002
Tipo de alteracion FISH 1,457 1,114-1.906 0,006

OR, odd ratio; 95%Cl, 95% intervalo de confianza.

3.2.2 IMPACTO DE LAS ALTERACIONES DETECTADAS POR FISH EN CELULA
PLASMATICA PURIFICADA EN LA PROGRESION Y EN LA SUPERVIVENCIA.

Para evaluar la progresién de la enfermedad y la SG de los pacientes en
relacién con las distintas anomalias detectadas por FISH, se aplicd en primer lugar un
analisis comparativo mediante Tablas 2x2 en los distintos grupos de pacientes. Debido
a la baja frecuencia observada para la rotura de IGH, esta anomalia no se incluyé en la
evaluacién de su impacto sobre progresion y supervivencia, pues no se podian separar
las roturas consideradas de buen prondstico (BCL-1) de las de peor prondstico (MAF y
FGFR3). Tampoco se pudo analizar la supervivencia en el grupo de pacientes
diagnosticados de MGUS dado que durante el periodo de seguimiento no fallecio

ninguln paciente de este grupo.

3.2.2.1 PROGRESION DE LA ENFERMEDAD

Segun los datos recogidos en la Tabla 46, de forma genérica, se observd que
los pacientes en los que se detectd alguna alteracién mediante FISH experimentaban
mayor progresion de la enfermedad que los que no tenian alteraciones citogenéticas
(44,4% vs. 10,8%, OR=6.57, p<0,001). Al analizar cada uno de los grupos de pacientes,
se verific6 que en MGUS ninguno de los 15 pacientes con anomalias experimentd
progresién de la enfermedad, aunque en contra de lo esperado si lo hicieron 3 de los
61 pacientes que no tuvieron alteraciones (0% vs. 4,9%, p>0.05). Por el contrario, en el

grupo SMM, los pacientes con alguna alteracién detectada mediante FISH
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experimentaban una progresién de la enfermedad superior que los que no tenian
dichas alteraciones citogenéticas (30.8% vs. 12.5%), aunque estas diferencias no
alcanzaron significacién estadistica. Sin embargo al comparar presencia frente
ausencia de alteraciones citogenéticas, la progresion de la enfermedad fue
significativamente superior en los grupos MM (68.6% vs. 35.7%, OR= 3.92 p=0.035) y
en el SMM+MM (58.3% vs. 27.3%, OR=3.73, p=0.016).

Tabla 46. Impacto de las alteraciones detectadas por FISH en la progresiéon de

la enfermedad

Grupo Total pacientes MGUS SMM MM SMM+MM
Alteracién FISH (Si/No)

Progresion:n (%) Si No Si No Si No Si No Si No
N 63 83 15 61 13 8 35 14 48 22

Cualquier

alteracion® | " 28 9 0 3 4 1 24 5 28 6
(%) | (44,4%) | (10,8%) | (0%) | (4.9%) | (30,8%) | (12,5%) | (68,6%) | (35,7%) | (58,3%) | (27,3%)
N 39 99 11 61 6 14 22 24 28 38

Aneuploi-

dia® n 19 15 0 3 2 3 17 9 19 12
(%) | (48,7%) | (15,1%) (0%) | (4,9%) | (33,3%) | (21,4%) | (77,2%) | (37,5%) | (67,8%) | (31,5%)
N 17 127 3 70 2 20 12 37 14 57

Delecién

13q° n 9 27 0 3 0 5 9 19 9 24
(%) | (52,9%) | (21,2%) (0%) | (4,3%) (0%) (25%) (75%) | (51,3%) | (64,3%) | (42,1%)
N —- — — 1 14 13 19 14 33

Ganancia

lqd n 1 5 11 9 12 14
(%) (100%) | (35,7%) | (84,6%) | (47,4%) | (85,7%) | (42.4%)
N 7 141 1 75 2 20 4 46 6 66

Delecién

p53° n 4 33 0 3 1 4 3 26 4 30
(%) | (57,1%) | (23,4%) (0%) (4%) (50%) (20%) (75%) | (56,5%) | (66,7%) | (45,4%)

N, total pacientes de cada grupo; n, nimero de pacientes con/sin alteracion; %, de pacientes referidos a N

?Con vs sin cualquier alteracién: Total pacientes, OR=6.57, p<0.001; MM, OR=3,92, p=0.035; SMM+MM, OR=3.73, p=0.016
bAneuploidl’a vs no aneuploidia: Total pacientes, OR=5.32, p<0.001; MM,0OR=5.66, p=0.007; SMM+MM, OR=4.57, p=0.004
“Delecién vs no delecién de 13q: Total pacientes, OR=4.16, p=0.005

dGanancia vs no ganancia de 1g: MM, OR=6.11, p=0.033; SMM+MM, OR=8.14, p=0.006

€ Delecién vs no delecién p53: Totalpacientes,OR=4.36, p=0.044

El analisis dela aneuploidia en el total de pacientes, sugeria que esta
alteracion tenia un impacto sobre la progresion de la enfermedad, de manera que la
dicha progresién fue significativamente superior en los pacientes con aneuploidia que
en los que no se detectaron alteraciones numéricas en los cromosomas 5, 9, 13, 15, 14
o 17 (44.4% vs. 10.8%, OR=5.32, p<0.001). Sin embargo, la consideracién
independiente de cada patologia, mostrd que en los grupos MGUS y SMM la presencia

de aneuploidia no afectaba a la progresion de la enfermedad, pero si a los pacientes
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con MM en los que la presencia de esta conllevaba una progresion significativamente

mas elevada (77,2% vs. 37,5%, OR=5.66 p=0.007) e, igualmente, ocurria en el grupo de
SMM+MM (67,8% vs. 31,5%, OR=4.57 p=0.004).

La ganancia del 1q incidid en la progresion de la enfermedad tanto en
pacientes con SMM (100% vs. 35,7%, no significativo) como con MM (84.6% vs. 47.4%,
OR=6.1 p=0.033) o conjuntamente SMM+MM (85.7% vs. 42.4%, OR=8.14 p=0.006), ya
que cuando dicha alteracién estuvo presente en la progresion fue significativamente
mayor (Tabla 46).

Por ultimo, tanto la delecién 13q como la delecién p53, se asociaron una tasa
de progresidon superior solamente al analizar el total de pacientes (52.9% vs. 21.3%,
OR=4.16, p=0.005 y 57.1% vs. 23.4%, OR=4.36, p=0.044, respectivamente). Cuando los
grupos de pacientes se analizaron por separado, el impacto de dichas alteraciones
sobre la progresién de la enfermedad se mantenia en la mayoria de los casos, sin
embargo, dada la menor frecuencia de estas alteraciones, y en particular la de p53, las
diferencias no alcanzaron significacion estadistica en ningun caso (Tabla 46).

Los estudios de las tasas de progresion se complementaron mediante la
aplicacion de un analisis de Kaplan Meier. Este segundo analisis, permitié elaborar
curvas de progresion hasta los 36 meses de seguimiento y comparar dichas curvas en
pacientes presencia o ausencia de cada uno de los tipos de alteraciones estudiadas por
FISH (Figura 55):

a. Aneuploidia: al considerar el total de pacientes, el andlisis de Kaplan Meier
igualmente ofrecid curvas de progresion significativamente mas elevadas a tres
afios en los pacientes con aneuploidia que en los pacientes sin esta alteracidn
numérica en el FISH (53% vs. 18%, p<0.001 a 36 meses), asociacion que se
reprodujo tanto en los pacientes con MM (81% vs 42%, p=0.006) como en el
conjunto de SMM+MM (72% vs 35%, p=0.001).

b. Ganancia de 1q: igualmente la tasa de progresion fue superior en los pacientes
de MM (86% vs 52%, p=0.016) y SMM+MM (87% vs 45%, p= 0.002) que eran
portadores de este tipo de alteracion.

c. Deleciones de 13q y p53: para ambas alteraciones al considerar el total de
pacientes, se observd segun los resultados del anadlisis de Kaplan Meier, un

impacto negativo en la progresion, de manera que progresaron
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significativamente mas los pacientes con del 13q y p53 que los que no las

presentaban (55% vs. 25%, p=0.007 y 57% vs. 28%, p=0.037 respectivamente).

Sin embargo, en el estudio por separado de cada uno de los grupos de

pacientes, estas no alcanzaron significacidon estadistica.
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Figura 55. Impacto de las alteraciones citogenéticas en la progresion de la enfermedad de
los distintos grupos de pacientes. Las siguientes figuras describen la progresion mediante el
método de Kaplan Meier de la enfermedad a 36 meses en pacientes con cada alteracidn (lineas verdes)
y en pacientes sin alteracion (lineas azules). Se muestran curvas para el andlisis relativo a aneuploidia,
ganancia 1q, delecion de 13q y delecidon p53. Se muestran las graficas en las que las diferencias
alcanzaron valores estadisticamente significativos.

3.2.2.2 SUPERVIVENCIA GLOBAL DE LOS PACIENTES

La supervivencia de los pacientes con MGUS a los 3 afios fue del 100% con

independencia de las alteraciones citogenéticas que presentaran.

La presencia de algun tipo de alteracion en el FISH (Tabla 47 y Figura 56)

redujo la SG del total de pacientes del 96.4% al 71,5% (OR=10.66 p<0.001), mientras

en los grupos de pacientes con SMM, MM o SMM+MM la presencia de alteraciones
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citogenéticas reducia la supervivencia, aunque no se llegd a alcanzar significaciéon

estadistica en ningun caso.

La presencia de aneuploidia en el total de pacientes se asocidé con tasas de
supervivencia del 66.7% frente al 92.9% en ausencia de la misma (OR=6,57 p<0.001).
Esta diferencia venia principalmente influida por el efecto de los pacientes con MM
donde la supervivencia observada fue menor (45,5% vs 79,2%, OR=4.56 p=0.018). En
los pacientes con SMM la supervivencia en presencia o ausencia de alteraciones
citogenéticas no varié sensiblemente (83.3% vs. 85.7%).

Tanto la delecion de 13qen el total de pacientes (70.6% vs. 87.4%), como la
ganancia de 1q en los pacientes con mieloma SMM+MM (50% vs. 69.7%), llevaron a
supervivencia mas reducida. Sin embargo, en ningln caso y para ningln grupo de

pacientes las diferencias observadas alcanzaron significacidn estadistica.

Tabla 47. Impacto de las alteraciones detectadas por FISH en la supervivencia

Grupo Total pacientes MGUS SMM MM SMM+MM
Alteracién FISH (Si/No)
SG: n (%) Si No Si No Si No Si No Si No
| N 63 83 15 61 13 8 35 14 48 22
Cualquier
alteracion® | M 45 80 15 61 10 8 20 11 30 19
(%) | (71,5%) | (96,4%) | (100%) | (100%) | (76,9%) | (100%) | (57,1%) | (78,6%) | (62,5%) | (86,4%)
| T 39 99 11 61 6 14 22 24 28 38
Aneuploi-
dia® n 26 92 11 61 5 12 10 19 15 31
(%) | (66,7%) | (92,9%) | (100%) 100%) | (83,3%) | (85,7%) | (45,5%) | (79,2%) | (53,7%) | (81,5%)
N 17 127 3 70 2 20 12 37 14 57
Delecién
13q n 12 111 3 70 2 17 7 24 9 41
(%) | (70,6%) | (87,4%) | (100%) | (100%) | (100%) (85%) | (58,3%) | (64,9%) | (64,3%) | (71,9%)
N | e e e 1 14 13 19 14 33
Ganancia
1q n | 1 10 6 13 7 23
% (100%) | (71,4%) | (46,1%) | (68,4%) (50%) | (69,7%)
(%)
N 7 141 1 75 2 20 4 46 6 66
Delecion
p53° n 3 124 1 75 1 18 1 31 2 49
9 42,8% 87,9% 100% 100% 50% 90% 25% 67,3% 33,3% 74,2%
(%) | (42,8%) | (87,9%) | ( )|« ) (50%) (90%) (25%) | (67,3%) | (33,3%) | (74,2%)

N, total pacientes de cada grupo; n, nimero de pacientes vivos con/sin alteracion; %, de pacientes referidos a N

?Con vs sin cualquier alteracién: Total pacientes, OR=10.66, p<0.001; SMM+MM, OR=3.80, p=0.043
bAneuploidl’a vs no aneuploidia: Total pacientes, OR=6,57, p<0.001; MM, OR=4.56, p=0.018; SMM+MM, OR=3.83, p=0.014

“Delecién vs no delecién p53: Total pacientes, OR=9.72, p=0.001; SMM+MM, OR=5.76, p=0.035

La delecién de p53 produjo un fuerte impacto negativo en la SG tanto en el
total de pacientes que la portaban (42,8% vs. 87,9%, OR=9.72 p=0.001), como en cada

uno de los grupos de estudio. No obstante, los grupos SMM (50% vs. 90%) y MM
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(25.0% vs. 67.3%) analizados por separado, la diferencia entre portadores y no
portadores de la delecion p53 no alcanzo significacion estadistica, quizas por la baja
frecuencia detectada para dicha alteracién. Sin embargo, al considerar conjuntamente
los pacientes SMM+MM, la delecidn de p53 redujo la supervivencia al 33.3%, mientras
alcanzé el 74,4% en ausencia de esta alteracién (OR=5.76, p=0.035). Por tanto, el
estudio de la delecién de p53 si resultd util para predecir la supervivencia, ya que su
presencia redujo profundamente la sobrevida del paciente (Tabla 47)

La SG también se evalué mediante el test de Kaplan Meier y Log Rank. Esto
permitid comparar las curvas de SG a 36 meses para las alteraciones citogenética que
indujeron las diferencias mds importantes (Figura 56). Asi, la presencia de aneuploidia
reducia la supervivencia tanto en el total de pacientes (p<0.001), como en los
pacientes con MM (p<0.014) o los agrupados como SMM+MM (p<0.006). La ganancia
de 1q conducia igualmente a supervivencias mas reducidas, pero para esta alteracion,
las diferencias en ningln caso alcanzaron significacién estadistica. A pesar de la baja
frecuencia de la delecién de p53, cuando estaba presente, conducia a supervivencias
muy reducidas y mostré diferencias significativas, tanto en el total de pacientes
(p<0.001) como en los mielomas considerados conjuntamente SMM+MM (p<0.037),
pero quedaron solo préximas a la significacion en el grupo de pacientes con MM

(p=0.053).
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Figura 56. Impacto de las alteraciones citogenética en la supervivencia global en los
distintos grupos de pacientes. Se representan curvas obtenidas mediante analisis de Kaplan
Meier para los distintos grupos de enfermedad segun presencia (lineas verdes) o ausencia
(Iineas azules) de cada alteracidn, aneuploidia, ganancia 1q y delecién p53. Se muestran solo las
graficas en las que las diferencias alcanzaron valores estadisticamente significativos, o muy
préximos a ellos.

3.2.2.3 ANALISIS MULTIVARIABLE DEL IMPACTO DE LAS ALTERACIONES
CITOGENETICAS SOBRE LA PROGRESION DE LA ENFERMEDAD Y LA
SUPERVIVENCIA GLOBAL DE LOS PACIENTES.

El analisis de regresion logistica multivariable (Tabla 48) del total de pacientes,
puso de manifiesto que tanto la aneuploidia (OR= 4.104, p<0.000), como la ganancia
de 1q (OR= 0.847, p<0.000) o la delecién de p53 (OR= 4.574, p<0.017) tenian valor
prondstico independiente sobre la progresion de la enfermedad, pero no ocurria asi
con la delecién 13q.

Igualmente esta andlisis mostré que tanto la aneuploidia (OR= 5.730,
p<0.001), como la ganancia de 1g (OR= 0.8433 p<0.002) o la delecién de p53 (OR=
7.630, p<0.003) tenian valor pronéstico independiente sobre la SG, pero tampoco en

este caso influia la delecién 13q.
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Asi pues, la aneuploidia y la delecién de p53 aparentemente exponen a un
riesgo incrementado de progresién de la enfermedad y de una menor supervivencia
(ORs>1), mientras que paraddjicamente la ganancia 1q parece proporcionar una

evolucidn clinica mas favorable protegiendo a los pacientes (ORs<1).

Tabla 48. Regresion de Cox para progresion y supervivencia del total de

pacientes para las alteraciones citogenéticas estudiadas.

Variable dependiente | Co-variables OR 95%Cl P

Progresion Aneuplodia 4,104 2,012 -8.37 0,000
Ganancia 1q 0,847 0,779 -0.92 0,000
Delecién 13q 2,156 0,958 —4.85 0,063
Delecién p53 4,574 1,313-15.9 0,017
Co-variables OR 95%Cl p

Supervivencia global | Aneuplodia 5,730 2,100-15.6 0,001
Ganancia 1q 0,833 0,741 -0.93 0,002
Delecién 13q 1,491 0,483 -4.60 0,487
Delecién p53 7,630 1,963 -29.7 0,003

OR, odd ratio; 95%Cl, 95% intervalo de confianza.

Esta paradoja podria ser debida a que dichas alteraciones no aparecen de
forma aislada en cada paciente, si no en diversas combinaciones de cada una de ellas.
En un intento de evaluar el riesgo real de cada una de estas alteraciones, los pacientes
se clasificaron teniendo en cuenta la anomalia citogenética principal (de mayor
impacto) segun el siguiente esquema de clasificacion p53 > 1g > 13q > IGH >
Aneuploidia > Sin alteracion (Kalyan N et al., 2013; Rajkumar et al., 2015). Los
resultados de esta clasificaciéon para cada uno de los grupos de estudio se pueden ver
en la Tabla 49. Entre ellos cabe destacar que en el grupo conjunto de mielomas
(SMM+MM), la frecuencia ordenada de mayor a menor fue como sigue: Aneuploidia
(71.7%), sin alteracion (32.4%), Ganancia 1q (16.9%), Rotura IGH (12.7%), Delecion p53
(8.5%) y Delecion 13q (5.6%). La distribucidn en el resto de grupos clinicos se puede

ver en la Tabla 49.
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Tabla 49. Frecuencia de la anomalia citogenética principal detectadas por

FISH

Total MGUS SMM MM SMM+MM

FIsH n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Aneuploidia 39 (28.3%) 11 (15.32%) 6(30.0%) 22 (47.85%) 28 (71.79%)
Sin alteracion 83 (56.5%) 60 (78.9%) 9 (40.9%) 14 (28.6%) 23 (32.4%)
Delecion 13q 7 (4.80%) 3 (3.90%) 1(4.50%) 3(6.10%) 4 (5.6%)
Rotura IGH 11 (7.50%) 2 (2.60%) 4 (18.2%) 5(10.2%) 9(12.7%)
Ganancia 1q 1 (4.50%) 11 (22.4%) 12 (16.9%)
Delecién p53 7 (4.80%) 1(1.30%) 2 (9.10%) 4 (8.20%) 6 (8.5%)

Al comparar mediante andlisis Kaplan Meier y Log Rank en el total de
pacientes, las tasas de la progresién y SG observadas para las diferentes alteraciones
citogenéticas con la observada en los pacientes sin alteracién, se ponia en evidencia
que todas las alteraciones citogenéticas impactaban de forma negativa y significativa
tanto en la tasa de progresién como en la SG, excepto la rotura de IGH que no alcanzé
significacion estadistica. Esto posiblemente venia influido por lo reducido de la
muestra y a la heterogeneidad de los pacientes, ya que el grupo comprendian 3 tipos
de roturas distintas t(11;14), t(4;14) y t(14;16)con prondstico muy diferentes. No
obstante, queremos destacar que de los 3 pacientes en que se encontré rotura de IGH
y que progresaron, 2 presentan la translocaciéon de mal prondstico t(4;14) y de ellos,
uno fue el Unico que murid. Para mayor detalle, en la Tabla 50 y Figura 57A se
representan los datos de progresion y SG en curvas de Kaplan-Meier, asi como el nivel
de significacidn estadistica en cada caso.

Este analisis se reprodujo para el conjunto de pacientes con Mieloma
(SMM+MM) donde se pudo observar, que solo la deleciéon p53 tenia un impacto
negativo claro y significativo en la progresion (21.7% vs. 66.7%, p=0.046) y en la SG
(87.0% vs. 33.3%, p=0.018) comparado a los pacientes con mieloma sin alteraciones
citogenéticas.

La ganancia de 1qcomparada con los MM sin alteraciones citogenéticas, se
asociaba a tasas de SG significativamente inferiores (87.0% vs. 58.3%, p=0.050) y a
mayores tasas de progresidon (21.7% vs. 83.3%) aunque en este caso no alcanzo

significacion estadistica.
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La Aneuploidia, la delecion de 13q y la rotura de IGH no tuvieron impacto
significativo sobre la progresion ni sobre la SG en los pacientes con mieloma.

Ademas, para esclarecer el papel de la hiperdiploidia entre los cromosomas 5,
9, 13, 15, 14 o 17, se pudo verificar que de los 39 pacientes con aneuploidia, 20
presentaban hiperdiploidia como Unica alteracidn, 7 tenian monosomia, 6 compartian
delecién 13q, 3 amplificacion 1q, 2 delecién P53, y 1 rotura IGH. Segun andlisis de
Kaplan-Meier (Figura 57B) para progresiéon y SG en pacientes con mieloma (SMM+MM)
se constatod que la hiperdiploidia (n=16) no parecia conferir ni riesgo ni proteccion en

comparacion con el resto pacientes (n=52).

Tabla 50. Progresion y SG en funcion de la anomalia citogenética principal

Total de pacientes Mieloma (SMM+MM)

Progresion SG Progresion SG

Alteracién FISH*'

Si/ No (%)

Vivo/Muerto (%)

Si/ No (%)

Vivo / Muerto (%)

Sin alteracién*’
Aneuploidia®
Delecion 13qb
Rotura IGH"
Ganancia 1q"|

Delecién p53°

8/ 75 (9.6%)
20/19 (51.3%)
2 /5 (28.6%)
3/8(27.3%)*

4/3(57.1%)

80/ 3 (96.4%)
26 /13 (66.7%)
5/2(71.4%)
10/ 1 (90.9%)**

3/4(42.9%)

5/18 (21.7%)
20/ 8 (71.4%)
2 /2 (50.0%)
3/6(33.3%)
10/ 2 (83.3%)
4/2 (66.7%)

30/ 3 (87.0%)
15/ 13 (53.6%)
2/2(50.0%)
8/1(88.9%)
7/5 (58.3%)
2/4(33.3%)

*1 Clasificacién de pacientes teniendo en cuenta la anomalia citogenética principal (de mayor
impacto) segun el siguiente esquema de clasificacion p53 > 1q > 13q > IGH > Aneuploidia > Sin

alteracion.

*2 Se compara mediante analisis Kaplan Meier y Log Rank (Mantel-Cox) cada tipo de alteracion
respecto a la ausencia de alteraciones citogenéticas.

*3 Progresa 1 paciente con t(11;14) y 2 pacientes con t(4;14).

** Muere un paciente con t(4;14).

Total pacientes:

®, Progresién, p=0.002; Supervivencia global, p=0.002
b Progresidon, p=0.002; Supervivencia global, p=0.009
¢, Progresion, p=0.078; Supervivencia global, p=0.375
¢, Progresion, p=0.000; Supervivencia global, p=0.000

Mieloma (SMM+MM):

® Progresion, p=0.058; Supervivencia global, p=0.144
b Progresion, p=0.334; Supervivencia global, p=0.104
¢ Progresion, p=0.661; Supervivencia global, p=0.869
d, Progresion, p=0.069; Supervivencia global, p=0.050

¢, Progresién, p=0.046; Supervivencia global, p=0.018

169




RESULTADOS

A Total de pacientes Mieloma (SMM+MM)
1,0-® Sin alteracion 1,07
— ® Aneuploidia
S 0,8{® Delecion 13q
c ® Rotura IGH
O 0,61 Ganapf:ia 1q
@ ® Delecion p53
o 0,41
e
a8 0,2-
0,0
S W T e e— | ] ::%'ﬁz
E 0,8 ""‘l_‘ 0,81
9 o
O 0,6 L_ 0,6 L
E ’ *o
S 04- L. 0,41
g .
< 02 0.2] P=0.018
L)
£ 0,01 P=0.000| 0,0 P=0.104
« 0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Meses ——»
B Mieloma (SMM+MM)
1,01 @ No hiperdiploide 1,01
< @ Hiperdiploide -
8\0/ 0,87 P P 9\1 0,81 %L—q_\*
c =
S 0,61 S 06 L
g S
> 0.4 20,41
o o
& 021 @ 0.2
P=0.534 =
0.0+ 0.0- P=0.746

T T T T T

10 20 30 40

Meses ——»

o
-
o
(=)
o
[
o
=y
o

Figura 57. Impacto de las alteraciones citogenética en la progresion de la enfermedad y la
supervivencia global en funcién de la alteracién principal. A) Analisis de Kaplan Meier sobre
progresién de la enfermedad (arriba) y SG (debajo), en el total de pacientes (izquierda) y en pacientes
con mieloma (SMM+MM, derecha) clasificados teniendo en cuenta la anomalia citogenética principal
(de mayor impacto) segun el siguiente esquema de clasificacion p53 > 1q > 13q > IGH > Aneuploidia >
Sin alteracion. En cada grafico se indica el nivel de significacién obtenido en el andlisis Log Rank
(Mantel-Cox) para el conjunto de todas las anomalias citogenéticas (en negro). La tasa de progresién y
la SG a tres afios de los pacientes de cada subgrupo, asi como el resultado del analisis Log Rank
(Mantel-Cox) para cada tipo de alteracion respecto a la ausencia de alteraciones se puede ver en la
Tabla 50. En el grafico se exponen solo los resultados del grupo de mieloma y la significacion estadistica
de las comparaciones que alcanzaron o estuvieron préximos a alcanzar valores menores o préximos a
0.05. El color corresponde a cada alteracion citogenética. B) Andlisis de Kaplan Meier de progresion de
la enfermedad (izquierda) y SG (derecha) en pacientes con mieloma (SMM+MM) que presentaban
hiperdiploidia como Unica alteracién respecto al resto de pacientes (no hiperdiploides). En los graficos
se recogen también los valores de p del analisis Log-Rank.
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4 ANALISIS CELULAR EN SANGRE PERIFERICA POR
CITOMETRIA DE FLUJO

En este apartado se estudiaron las principales lineas leucocitarias vy
linfocitarias en sangre periférica, la presencia de células plasmaticas aberrantes
circulantes y marcadores de activacidn y expresion de receptores KIR2D en células NK

y linfocitos T.

4.1 LINEAS CELULARES Y SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS PRINCIPALES

Las cifras de las principales lineas celulares (Leucocitos, Monocitos,
Neutroéfilos y Eosindfilos) y subpoblaciones linfocitarias (linfocitos T CD3+, CD3+CD4+ y
CD3+CD8+; linfocitos B CD19+ y células NK CD3-CD56+), no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo control y los distintos grupos de

pacientes, ni entre los distintos grupos de pacientes entre si (Tabla 51).

Tabla 51. Lineas celulares y subpoblaciones linfocitarias principales en

sangre periférica

Variable Control MGUS SMM MM

Leucocitos totales (x109/L) 6.6310.52 6.52+0.19 6.17+0.41 6.15+0.38
Linfocitos 26.42+1.78 25.56+0.97 | 28.77+1.83 25.17+1.67
Linfocitos B CD19+ 2.11+0.23 2.22+0.16 2.38+0.27 1.7940.22
Linfocitos T CD3+ 18.26+1.47 | 18.36+10.81 | 21.90+1.47 18.46+1.33
Linfocitos T CD3+CD4+ 10.05+0.83 10.83+0.48 | 12.07+0.72 9.75+0.74
Linfocitos T CD3+CD8+ 7.09+0.87 6.34+0.42 8.40+1.07 7.47+0.70
Células NK CD3-CD56+ 16.35%£2.0 15.60+1.1 11.89+1.7 14.14+1.9
Monocitos 7.9540.50 8.73£0.39 | 8.4610.46 8.94+0.56
Neutréfilos 60.36+2.01 59.93+1.16 | 57.981£1.74 60.49+1.98
Eosindfilos 2.65+0.47 2.43+0.17 2.06+0.22 1.84+0.26

Valores expresados en porcentaje + error estandar de la media(EEM)
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4.2  VALOR PREDICTIVO DE LA PRESENCIA DE CELULAS PLASMATICAS
ABERRANTES EN SANGRE PERIFERICA

Nuestro estudio también analizé el valor predictivo de la presencia de aCPs
circulantes en SP, sobre la progresion y la SG de los pacientes Para ello, se estudio
mediante CMF multiparamétrica (ver Materiales y métodos) la presencia y el fenotipo
de CPs tanto en SP como en MO. Aunque establecer el fenotipo aberrante de las CPs
circulantes en SP con los métodos actuales de citometria es relativamente sencillo,
siempre se comprobd que el fenotipo aberrante de las CPs en SP era concordante con
el descrito en la MO, tal y como se muestra en la Figura 58A. Basicamente las aCPs se
definieron como células que perdian la expresion de CD19 y/o CD45 y/o CD27 y/o
ganaban la de CD20 y/o CD56. En la figura se muestra en los graficos superiores los
graficos de puntos (dotplots) utilizados para seleccionar las CPs tanto en SP como en
MO, basados en la consideracion de tamano (FSC) y granulacion (SSC)
intermedio/elevado (ventana de analisis a) y, en la expresion positiva y elevada de
CD38 y CD138 (ventana de analisis b). En los dotplots inferiores se muestran las CPs de
médula ésea de un control sano que contenia un 0.77% de CPs de fenotipo normal
CD19+/- CD20-/+ CD27++ CD38+++ CD45++ CD56-/+ CD138+ y, seguido de un paciente
representativo con aCPs tanto en MO (24.1%) como en SP (2.7%) de fenotipo CD19-
CD20- CD27-/+débil CD38++ CD45-/+débil CD56+ CD138+; y por ultimo, de un paciente
representativo de aquellos que tenian aCPs en MO (18.1%), de fenotipo CD19- CD20++
CD27+/- CD38++ CD45++ CD56- CD138+, pero no en SP (0.00%).

Con la sensibilidad que ofrecia nuestro método, el porcentaje de pacientes en
los que fue posible detectar la presencia de aCPs en SP se incrementd de forma
notable segin aumentaba el grado de la patologia, (Figura 58B) siendo poco
frecuentes en MGUS (11.6%) y mas frecuentes en SMM (40.0%) y MM (71.2%). La
frecuencia de aCPs en SP fue significativamente mayor en SMM y MM que en MGUS
(OR=6.27, p<0.01 y OR=23.86, p<0.001 respectivamente). Igualmente, dicha frecuencia
se incrementaba al considerar el grado de riesgo de los pacientes con MM (siguiendo
los criterios de riesgo descrito por el grupo internacional de mieloma por Chng et al.,
2014), representando un 30% en los MM con bajo riesgo, 57.4% en los de riesgo

estandar y 57.1% en los de alto riesgo. No obstante, las diferencias encontradas en la
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frecuencia de aCPs en SP segln dichos grupos de riesgo no alcanzaron la significacién
estadistica.

En la Figura 58C se describe el porcentaje de infiltracion de CPs tanto en MO
como en SP. Como cabia esperar, y tal y como se ha descrito en apartados anteriores,
la frecuencia de CPs descritas por histologia en MO (barras negras) se incrementaba de
forma significativa con la gravedad de la discrasia, asi mismo lo hizo la ratio de aCPs
/BMPC (barras grises). Sin embargo, dichos parametros no alcanzaron diferencias
significativas cuando se compararon en los tres grupos de riesgos establecidos segln
los criterios del IMWG2014 (Figura 58 C, arriba). Por el contrario, cuando se analizo el
grado de infiltracion de aCPs en SP (Figura 58 C, abajo) se observé que las cifras de
estas se incrementaban significativamente de MGUS (0,003%+0,001), a SMM
(0,026%+0,002) (p<0.05) y a MM (0,38%+0,15) (p<0.001 comparado a MGUS). Asi
mismo lo hicieron conforme se incrementaba el riesgo de mieloma, pasando
de0,056%+0,05 y 0,18%%0,07 a 0,32%+0,14, para riesgos bajo, estdndar y alto,

respectivamente(MM de alto riesgo vs MGUS p<0.05).
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Figura 58. Deteccion de células plasmaticas (CPs) normales y aberrantes (aCPs) en médula
6sea (MO) y sangre periférica (SP).A) Graficos de puntos superiores: seleccion de CPs mediante
ventana en FSC/SSC (a) y CD38++/CD138+ (b). Las CPs se representan en negro y las células restantes
en gris. En la siguiente linea y sucesivas, se muestra una MO de un Control sano con CPs normales
(CD19+/- CD45++ CD27++ CD20- CD56-/+); de un paciente representativo de MM (Caso-1) con
presencia de aCPs(CD19- CD45-/+dim CD27-/+dim CD20- CD56+) tanto en SP como en MO; y de un
paciente representativo de MM (Caso-2)con presencia de aCPs (CD19- CD45-/+dim CD27-/+dim CD20-
CD56+) en MO pero no en SP. B)Representa la frecuencia de pacientes con aCPs en SP (aPCPB) en los
diferentes tipos de discrasias de células plasmaticas (izquierda) o pacientes diagnosticados de MM con
diferentes puntuaciones de riesgo (derecha). La puntuacion de riesgo fue asignada a cada paciente
como sugiere Chng., 2014 ***, p<0.001, el test de Chi cuadrado comparando entre MGUS o bajo riesgo
con los otros grupos. C) Numero de CP por histologia (gris) y aCPs (negro) en MO (arriba) y SP (abajo)
entre las diferentes tipos de discrasias (izquierda) o pacientes con MM con diferentes puntuaciones de
riesgo (derecha). *, p<0.05; *** p<0.001, en test de Mann Whitney comparando entre MGUS o bajo
riesgo con los otros grupos.

4.2.1 RELACION DE LAS CELULAS PLASMATICAS ABERRANTES EN SP CON
OTROS PARAMETROS

La presencia de aCPs en SP se relacioné con un gran niumero de parametros
analizados en nuestra serie (no se muestran todos los datos), ya que en definitiva estas

se asociaban a la mayor malignidad de la patologia. Sin embargo, algunos de los
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parametros de la enfermedad se relacionaron muy significativamente con la aparicién
de aCPs en SP (Tabla 52). En la parte superior de |la Tabla se muestra la frecuencia de
aCPs en funcién de algunos de los parametros de valor prondstico mejor establecidos
en gammapatias. En los analisis univariantes la presencia de aCPs no se asociaba a la
edad, pero si al numero de CPs totales determinado en la histologia (p<0.0001), al
indice de proliferacion de las CPs (p<0.001), a la citogenética de alto riesgo (delecién
p53 y/o t (4; 14) y/o ganancia de 1q, p<0.0001), a la delecion de 13q (p<0.0001) y a la
hiperdiploidia (p<0.01). El andlisis multivariante demostraba que la aparicién de aCPs
en SP se relacionaba de forma independiente al nimero de CPs totales determinado
por histologia (p<0.0001), al indice de proliferacién de las CPs (p<0.029), a la
citogenética de alto riesgo (p<0.027) y a la deleciéon de 13q (p<0.038), pero no a la
hiperdiploidia.

Tabla 52. Parametros asociados con la presencia de aCPs circulantes en la SP

Analisis univariante

Variables No aCPs Si aCPs OR; p<*
Edad (afios) 66,416,2 69,816,3 ns

CPs por histologia (%) 9,0+7,1 31,748,7 0,0001
indice de proliferacién CPs (%) 1,5+0,7 3,37+1,8 0,001
Citogenética alto riesgo, Si/No, n (%) 6/121 (4,7%) | 16/32 (33,3%) OR=10.1; 0.0001
Deleccién 13q, Si/No, n (%) 3/98 (2,97%) | 14/29 (32,5%) OR=15.8;0.0001
Hiperdiploidia, Si/No, n (%) 21/78 (21,1%) | 18/22 (45,0%) OR=3.0; 0.01

Regresion logistica multivariante

OR 95%Cl p
Edad (afios) 1.039 0,995-1,086 0.083
CPs por histologia (%) 1.054 1,024 - 1,085 0.000
indice de proliferacién CPs (%) 1.313 1,028 - 1,678 0.029
Citogenética alto riesgo, Si/No, n (%) 4.474 1,183- 16,922 0.027
Deleccion 13q, Si/No, n (%) 6.250 1,108- 35,248 0.038
Hiperdiploidia, Si/No, n (%) 1.367 0,462- 4,042 0.572

* p: Significacion estadistica con xzpara cualitativa y Mann Whitney para pardmetros cuantitativos.
OR, Odds ratio.
ns, no significativo
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El parametro que presentaba la asociacion mas fuerte con la presencia de aCPs

fue el nimero de CPs totales en la histologia (p<0.0001), pero el riesgo que este
pardmetro aporta es relativamente pequefio (OR=1.054), comparado con el que aporta

la citogenética de alto riesgo (OR=4.47) o la deleccién de 13g (OR=6.25).

4.2.2 UTILIDAD DIAGNOSTICA DE LAS CELULAS PLASMATICAS ABERRANTES
EN SP

Mediante estudio de curva ROC se evalud la utilidad de la presencia de aCPs
en SP para diferenciar MGUS de SMM+MM (area bajo la curva, ABC = 0.778). En ella
estudio se pudo establecer un punto de corte de 0.0035%, con una sensibilidad del

70.7% vy especificidad del 75.0% para discriminar SMM o MM de MGUS (Figura 59A).

4.2.3 CAPACIDAD PREDICTIVA DE LAS CELULAS PLASMATICAS ABERRANTES
EN SANGRE PERIFERICA PARA LA PROGRESION Y SUPERVIVENCIA

Este punto de corte tuvo igualmente gran utilidad para evaluar el impacto de
las aCPs en SP tanto en la progresién como en la supervivencia de los pacientes. Como
se puede observar en la Figura 59B, con independencia de que se estudiaran los
mielomas de forma separada SMM y MM o conjuntamente, la capacidad para
discriminar pacientes con evolucién (progresion y/o supervivencia) favorable o
desfavorable en funcion de la presencia de aCPs en SP fue muy clara y
estadisticamente significativa tanto para SMM+MM (p<0.01 y p<0.001, en progresion y
supervivencia, respectivamente) como para MM (p<0.05, en progresidon y
supervivencia). Cuando se analizaron los SMM por separado, no se alcanzé

significacidon estadistica quizas debido al limitado nimero de pacientes.
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Figura 59. Impacto de las aCPs circulantes en la progresion y supervivencia de los
pacientes. A) Curva ROC para establecer los valores de corte de aCPs en SP con mayor sensibilidad y
especificidad para discriminar MGUS de mieloma (SSM+MM). Se seleccionaron valores de aPC >
0.0035%. Cuando se utilizé el andlisis ROC para contrastar la progresion y supervivencia de los
pacientes, se encontraron valores de corte similares. B) Curvas de Kaplan-Meier para progresion y
supervivencia de pacientes con aPC > (puntos negros) vs < 0.0035% (puntos blancos) diagnosticados de
SMM+MM (arriba), SMM (centro) y MM (abajo). Se muestran los valores de p determinado en el
analisis Log Rank (Mantel-Cox).

En la Tabla 53 se puede comprobar como la presencia de aCPs impacta
negativamente tanto en la progresiéon como en la supervivencia de los pacientes a los
tres afios, cualquiera que sea el grupo que se compare. Asi en funcién de la presencia o
no de aCPs en SP la tasa de progresion fue del 37,5% vs 17,6%; 67,6% vs 47,4% y 61,9%
vs 33,3% (p<0.05) en SMM, MM o SMM+MM, respectivamente; y la de supervivencia
de 62,5% vs 94,1%, 52,9% vs 84,2% (p<0.05) y 54,8% vs 88,9% (p<0.001),

respectivamente.
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Tabla 53. Impacto de la presencia de aCPs en sangre periférica en la progresion de

la enfermedad y supervivencia de los pacientes

Progresion enfermedad, Si/No n (%) Supervivencia, Si/No n (%)
Grupo Sin aCPsC Con aCPsC Sin aCPsC Con aCPsC
SMM 3/14(17,6%) 3/5(37,5%) 16 /1 (94,1%) 5/3(62,5%)
MM 9/10 (47,4%) 23/11(67,6%) 16 / 3 (84,2%)° 18 /16 (52,9%)°
SMM+MM 12/24(33,3%)° | 26/16(61,9%)" | 32/4(88,9%) 23 /19 (54,8%)°

aCPsC, células plasmaticas clonales circulantes en sangre periférica
%SG en pacientes MM con y sin aCPsC: OR=4.47; p<0.05
bProgresic’m pacientes SMM+MM con y sin aCPsC: OR=3.25; p<0.05
°SG pacientes SMM+MM con y sin aCPsC: OR=6.61;p<0.001

4.2.4 LA PRESENCIA DE CELULAS PLASMATICAS ABERRANTES EN SP
COMPLEMENTA LA CAPACIDAD PREDICTIVA DE OTROS PARAMETROS
PRONOSTICOS BIEN ESTABLECIDOS EN GAMMAPATIAS

En los proximos analisis, la atencidn se centrd en la evaluacién de la utilidad
de la presencia de aCPs en SP para complementar el riesgo estimado con pardmetros
clasicos en los pacientes nuevamente diagnosticados de gammapatias malignas tipo
SMM o MM. En la Figura 60A se muestra el impacto de la presencia de aCPs en SP en la
progresion y supervivencia de pacientes clasificados de riesgo bajo o estandar tanto
por los criterios del IMWG, edad menor a la media, citogenética favorable o indices de
proliferaciéon bajos (menores de la media). En todos los casos, incluso en estos
pacientes clasificados de buen prondstico, la presencia de aCPs en SP parecia
contribuir a identificar pacientes con una progresién mas adversa (aunque no alcanzo
la significacion estadistica en ningln caso) y supervivencias significativamente menores
para todos los pardmetros clasicos (p<0.05), p<0.01, para el caso de la citogenética
favorable.

También en aquellos pacientes clasificados de mal prondstico por los criterios
del grupo internacional de mieloma, de edad mayor a la media, citogenética adversa o
indices de proliferacién elevados (mayores de la media) (Figura 60B), la presencia de
CPs en SP tuvo una gran capacidad predictiva complementaria, ya que impacté muy
negativamente tanto en la progresion como en la supervivencia de los pacientes.
Debido al reducido nimero de pacientes clasificados como alto riesgo tanto para los
criterios del grupo internacional de mieloma, citogenética adversa o indices de

proliferaciéon elevados, el impacto en la progresién solo alcanzd la significacidon
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estadistica para los pacientes con una edad superior a la media (p<0.01). Igualmente,
impactd de forma muy negativa en la supervivencia de los pacientes clasificados de
mal prondstico, con diferencias significativas entre los que tenian o no aCPs en SP para
todos los parametros cldsicos, excepto para la citogenética adversa, que aunque las
diferencias de supervivencia a tres afios fueron claras (25.0% vs 66.7%), no se alcanzo
significacion estadistica probablemente debido al reducido nimero de pacientes en

esta situacion.
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Figura 60. La presencia de aCPs en SP complementa el valor pronéstico de biomarcadores
clasicos.A)Curvas Kaplan-Meier para progresién (arriba) y supervivencia (abajo) de pacientes con
mieloma (SMM+MM) en funcién de la presencia de aCPs > vs < 0.0035% en diferentes condiciones de
riesgo bajo/estandar (riesgo bajo, (Chng., 2014) edad<media, citogenética favorable e indice de
proliferacion<media. B) Analisis Kaplan-Meier para la progresion (arriba) y la supervivencia (abajo) de
pacientes con mieloma (SMM+MM) en funcién de la presencia de aCPs 2 vs < 0.0035% en diferentes
condiciones de riesgo alto (riesgo alto, (Chng., 2014) edad>media, citogenética desfavorable e indice de
proliferacion>media. Se muestran los valores de p determinado por analisis Log Rank (Mantel-Cox).
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4.2.5 LA CAPACIDAD PREDICTIVA DE LA PRESENCIA DE aCPs EN SP PARA LA
SUPERVIVENCIA ES DE UTILIDAD TANTO EN TERAPIAS CLASICAS COMO
NUEVAS

El siguiente aspecto en el que se centro el presente trabajo fue en determinar
si la capacidad predictiva de la presencia de aCPs en SP era de utilidad cualquiera fuera
el tipo de la terapia utilizada. En este sentido, se evalud el impacto de la presencia de
aCPs en SP tanto en funcién del nimero de lineas de tratamiento aplicadas, como de la
utilizacion de terapias clasicas o nuevas o la inclusién del trasplante autélogo de SP
(TASPE).

Como se puede comprobar en la Figura 61A, la aplicacién de 1 o mas lineas de
tratamiento (entre 2 y 4) no parecia incidir sobre la SG a tres afios, sin embargo, la
presencia de aCPs en SP redujo de forma muy importante la SG (p<0.05) en ambas
opciones terapéuticas.

Por el contario, la utilizacidon de las nuevas terapias (Figura 61B) conseguia
supervivencias muy superiores (68.6%) a las clasicas (14.3%), aunque esta diferencia
no resultara estadisticamente significativa debido probablemente al reducido nimero
de pacientes a los que se les aplicaron terapias clasicas. No obstante, una vez mas la
presencia de aCPs en SP tuvo un impacto muy negativo sobre la supervivencia
cualquiera que fuera la terapia empleada, con resultados muy significativos en el caso
de las nuevas terapias (p<0.01).

Por ultimo, cuando se tuvo en cuenta la inclusién del TASPE (Figura 61C) en el
tratamiento de los pacientes, se encontrd que la supervivencia fue significativamente
muy superior (81.8%) en los pacientes que recibieron TASPE frente a los que no lo
recibieron (50.0%, p<0.05). Muy probablemente este resultado pudo estar relacionado
con la menor edad media de los pacientes que recibieron TASPE (59,7+2,26 vs
73,9+1,65, p<0.001). No obstante, hay que destacar que otra vez la presencia de aCPs
afectaba muy negativamente sobre la supervivencia con independencia de que se
aplicara TASPE (69,2% vs 100% a tres afios, p=0.06) o no (39,1% vs 69,2% a tres afios,
p<0.05).
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Figura 61. El valor prondstico de las aCPs circulantes en sangre periférica es independiente
del tipo de tratamiento. A) Analisis de Kaplan-Meier para la supervivencia de pacientes que
recibieron 1 vs 2 a 4 lineas de tratamiento (izquierda). Supervivencia de pacientes con aCP en SP > vs <
0.0035% para pacientes tratados con 1 (centro) o 2 a 4 lineas de tratamiento (derecha). B)Curvas de
Kaplan-Meier para supervivencia de pacientes tratados con nuevos farmacos (Bortezomib y/o
lenalidomida) vs los tratados con farmacos clasicos (izquierda). Supervivencia de pacientes con aCP en
SP > vs < 0.0035% para pacientes tratados con nuevos farmacos (centro) o clasicos (derecha). C)Curvas
de Kaplan-Meier de supervivencia de pacientes tratados o no con TASPE (izquierda). Supervivencia de
pacientes con aCP en SP > 0< 0.0035% para pacientes tratados (derecha) o no (centro) con TASPE. Los

valores de p de Log Rank (Mantel-Cox) se indican en cada caso.
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4.2.6

PROPUESTA DE UN NUEVO MODELO DE PREDICCION DE RIESGO EN

PACIENTES CON MIELOMA BASADO EXCLUSIVAMENTE EN PARAMETROS

DE SP

La utilidad y versatilidad que demostraba la determinacién de aCPs en SP,

propone con el modelo de IMWG.

A

Riesgo en MM (Chng et al. 2014)
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unido a su facil, rapida y econédmica estimacion, nos animd a proponer un nuevo
modelo de estratificacion del riesgo de pacientes con Mieloma (SMM+MM), basado
exclusivamente en la utilizacion de parametros determinados en SP que tiene la

ventaja de ser mucho menos invasivo. En la Figura 62 se compara el modelo que se

Figura 62. Nueva
Estratificacion de riesgo en
MM basada exclusivamente
en parametros de SP.A)
Analisis Kaplan-Meier de
progresién de la enfermedad vy
supervivencia de pacientes para
grupos de riesgo establecidos
siguiendo los criterios descritos
por el IMWG (Chng et al. 2014);
B) Estratificacion del riesgo
basada exclusivamente en
parametros de SP, siguiendo
criterios similares a los descritos
en A, pero cambiando la
presencia de citogenética adversa
por la presencia de aCPs en SP
(aPC); y C)Situacidn similar a B,
pero incrementando la edad de
los pacientes de bajo riesgo de 55
a 65 afios. Los graficos circulares
representan la distribucion de
pacientes (numero absoluto) en
bajo (blanco), intermedio (gris) y
alto (negro) riesgo en todos los
casos.
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Para ello, se tomd como referencia la clasificacion propuesta por el grupo
internacional de mieloma,(Chng., 2014) que define el riesgo bajo en funcion de una
edad menor de 55 afios, ISS-I o -Il y ausencia de citogenética desfavorable, mientras
gue el alto riesgo lo establece en ISS-Il o -1l y citogenética desfavorable (presencia de
deleccion p53 y/o t(4;14) y/o amplificacidn 1q), dejando el resto de pacientes como un
grupo de riesgo intermedio o estandar. Segln se representa en la Figura 62A siguiendo
esta clasificacién en la serie estudiada, 10 pacientes (12.8%) se clasificaron de bajo
riesgo, 50 de riesgo estandar(64.1%) y 18 de alto riesgo(23.1%). Efectivamente con
esta clasificacion la tasa de progresion a tres afios fue de 30%, 49.2% y 71.4% vy el de la
supervivencia del 100%, 68.9% y 42.9% para los grupos de bajo, estandar y alto riesgo,
respectivamente. En ambos casos se alcanzaron diferencias significativas (p<0.02 y
p<0.05, respectivamente).

Mediante un esquema similar de clasificacion al anterior, pero sustituyendo
Unicamente el pardmetro de citogenética desfavorable por la presencia de aCPs en SP,
se conseguia un modelo de clasificacién que permitia diferenciar pacientes de bajo 9
(11.5%), estandar36 (46.1%) y alto riesgo33 (42.3%). Con esta nueva clasificacién, las
tasas de progresion a tres afos representaron un 43.4%, 37.6% y 69.7% y de
supervivencia un 100%, 80.6% y 51.5% para los grupos de bajo, estandar y alto riesgo
respectivamente, con diferencias significativas tanto para progresién como para SG
(p<0.001). De manera que ofrecia tasas de prediccidon para progresion y supervivencia
comparables a los del modelo que se utilizaba la citogenética. Sin embargo, es
interesante destacar que el modelo aqui propuesto tiene mayor capacidad para
detectar pacientes de alto riesgo que el modelo IMWG (42.3% vs 23.1%), mientras que
el nimero de pacientes de riesgo estandar se reduce de 64,1% a 46,1% (Figura 62B).

Con el objetivo adicional de mejorar el valor predictivo de este nuevo modelo,
se recalculd la edad de corte para clasificar a los pacientes de buen prondstico hasta
los 65 afios. Una edad que actualmente se ajusta mas a la realmente utilizada en la
toma de decisiones terapéuticas como la inclusion del TASPE, etc., principalmente
debido ala mayor esperanza de vida y mejor estado fisiologico de los pacientes a esa
edad. Con este nuevo punto de corte, 65 afios, el modelo ofrecia una clasificacién que
permitia diferenciar pacientes de bajo riesgo21 (26.9%), de riesgo estandar24 (30.7%)

y de alto riesgo33 (42.3%). Con esta nueva clasificacién las tasas de progresiéon a tres
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afos fueron 23.8%, 41.7% y 69.7% y de las de supervivencia de 100%, 70.8% y 51.5%

para los grupos de riesgo de bajo, estandar y alto riesgo, respectivamente, con
diferencias significativas en ambos casos p<0.001 (Figura 62C).

A la vista de los resultados ofrecidos por los tres modelos, el modelo final
propuesto aqui, sustituyendo la citogenética de mal prondstico por la presencia de
aCPs en SP y la edad de corte de 55 a 65 anos para definir el buen prondstico,
observamos que este modelo ofrece valores predictivos comparables de progresion y
supervivencia, pero una clasificacion de pacientes con riesgo bajo, estdndar y alto
mucho mas util e informativa que el propuesto por el IMWG. De manera que es capaz
de detectar mayor nimero de pacientes de bajo riesgo, 26.9% vs 12.8 %, con tasas de
progresion del 23.8% vs 30% y supervivencia del 100% vs 100% comparables o incluso
mejoradas a los tres afios. Ademas, fue capaz de casi duplicar el porcentaje de
pacientes del grupo de alto riesgo (42.3% vs 23.1%), pero manteniendo el nivel
predictivo en progresion (69.7% vs 71.4%) y supervivencia (51.5% vs 42.9%). Y sobre
todo redujo a menos de la mitad el grupo de pacientes con riesgo indeterminado o
estandar (30.7% vs 64.1%), manteniendo una vez mas, tasas comparables de
prediccion a tres afios de la progresion (41.7% vs 49.2%,) y la supervivencia (70.8% vs
68.9%).

Finalmente, el andlisis multivariante (Tabla 54) confirmd que la presencia de
aCPs en SP se puede considerar un parametro predictivo de riesgo de progresion y
supervivencia independiente a otros parametros bien establecidos como la edad, el
indice de proliferacién de las CPs o la citogenética adversa. Ademas fue el parametro
que ejercia mayor impacto sobre el riesgo de progresion y la supervivencia (OR de 3.37
y 8.8, respectivamente) y una elevada significacion estadistica (p<0.001 y p<0.0001,
respectivamente).

Al contrastar los dos sistemas de estratificacion de riesgo, el propuesto por el
IMWG y el aqui propuesto basado exclusivamente en parametros de sangre periférica
(con el punto de corte en 65 afios), el analisis multivariante mostraba una vez mas que
este nuevo modelo impactaba con mayor fuerza en el riesgo de progresion y
supervivencia (OR de 2.79 y 4.02, respectivamente) y lo hacia de forma igualmente

muy significativa (p<0.001 y p<0.002, respectivamente).
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Tabla 54. Regresidn de Cox para progresidon y supervivencia de pacientes con

mieloma contrastando diferentes pardmetros de estratificacion del riesgo

Variable dependiente | Co-variables OR 95%Cl P

Progresion Edad 1,026 002 -1,051 0,036
Presencia de aCPs> 0.0035 3,374 1,636 - 6,960 0,001
indice de proliferacién de CPs 2,913 1,444 - 5,879 0,003
Citogenética adversa 1,101 1,002 - 1,211 0,046
Riesgo-MM, grupo int. de mieloma 1,824 0,930- 3,576 0,080
Riesgo-MM, I1SS+aCP en SP (65 afios) 2,791 1,507 - 5,169 0,001
Co-variables OR 95%Cl P

Supervivencia global | Edad 1,054 1,015 - 1,095 0,007
Presencia de aCPs> 0.0035 8,839 | 2,775-28,157 0,000
indice de proliferacién de CPs 1,630 0,652 - 4,073 0,296
Citogenética adversa 1,124 0,995-1,271 0,061
Riesgo-MM, grupo int. de mieloma 1,396 0,597 - 3,267 0,442
Riesgo-MM, 1SS+ aCP en SP (65 afios) 4,018 1,632 -9,887 0,002

OR, odd ratio; 95%Cl, 95% intervalo de confianza.

4.3  MARCADORES DE ACTIVACION, SENESCENCIA Y ADHESION DE
LINFOCITOS T

En este apartado se analiza la expresidén de algunos marcadores de activacién,
senescencia y adhesién de linfocitos T CD8+, como CD57, CD62L y HLA-DR (Tabla 55).
Van den Hove et al., 1998, describieron que en pacientes con MM, y en un nimero
variable de MGUS, se expandia una poblacién de linfocitos T de fenotipo activado

CD8+CD57+CD62L-DR+, con potencial transcendencia en la evolucion de los pacientes.

185



Tabla 55. Marcadores de activacion en linfocitos T CD8+

Linfocitos TCD8+ Control MGUS SMM MM P (K.Wallis)
CD8+CD57+ 1,45+0,23 2,25+0,23 3,6810,65 2,6740,33 0,025°
CD8+CD57+DR+ 0,13+0,03 0,13+0,02 0,24+0,05 0,31+0,05 0,021°
CD8+HLA-DR+ 0,7610,11 0,58+0,08 0,76%0,12 1,17+0,16 0,005°
CD8+CD62L+ 2,71+0,41 2,11+0,14 2,41+0,38 2,18+0,23 0,502
CD8+CD62L- 4,36+0,62 4,23+0,33 6,0010,86 5,29+0,60 0.117

Valores expresados en porcentaje referido a linfocitos + error estandar de la media (EEM).
® Control vs. SMM (p<0.01); Control vs. MM (p<0.05); MGUS vs. SMM (p<0.01).

®MGUS vs. SMM (p<0.05); MGUS vs. MM (p<0.01).

‘MGUS vs. MM (p<0.01).

Los resultados obtenidos con tincién multiparamétrica de estos marcadores
simultaneamente (Tabla 55), muestran una expansién de la subpoblacién de linfocitos
T CD8+ que expresa el marcador de senescencia CD57+ en todos los grupos de
gammapatias comparadas con el grupo control de forma significativa (p=0.025, Kruskal
Wallis). Significacién estadistica que se confirmé entre el grupo Control y el SMM
(p<0.01) y entre el grupo Control y el MM (p<0.05), pero no llegaron a alcanzar
significacion estadistica entre el grupo Control y MGUS. Igualmente la subpoblacion
CD8+CD57+ se expandia de forma significativa en el grupo SMM respecto a MGUS
(p<0.01), pero las diferencias con el grupo MM no alcanzaron significacién estadistica.
Por tanto, la expansién de la subpoblacién CD8+CD57+ podria estar asociada a la
presencia de gammapatia tanto benigna como maligna, aunque de forma mas
marcada en las malignas (SMM y MM).

En relacién con el marcador de activacion HLA-DR, se observaba un
incremento en los linfocitos T CD8+DR+ activados exclusivamente en los pacientes con
MM vy con valores significativamente elevados en estos respecto al grupo MGUS
(p<0.01), aunque la diferencia no alcanzé la significacion estadistica al compararlo con
el grupo Control, probablemente debido al menor nimero de controles (n=30) que de
MGUS (n=78).

El estudio de la expresién del marcador de activacién HLA-DR en las células
CD8+CD57+, revelé que se producia un incremento significativo de células

CD8+CD57+DR+ exclusivamente en los pacientes con mieloma tanto SMM como MM
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(p=0.037, Kruskal Wallis) y que presentaba diferencias significativas cuando se
comparaban los grupos MGUS y SMM (p<0.05) y MGUS y MM (p<0.01). Igualmente las
diferencias fueron significativas entre el grupo MGUS y los mielomas agrupados
(SMM+MM, p=0.005).

Para confirmar la capacidad diagndstica y predictiva de este parametro en la
progresion y supervivencia de los pacientes, se realizd una curva ROC para diferenciar
MGUS de Mieloma (SMM+MM). La curva presentaba un drea bajo la curva de 0.63, y
se establecid un punto de corta de 0.2% para células CD8+CD5+DR+ que permitia
diferenciar MGUS de Mieloma con una baja sensibilidad (49%) aunque con una buena

especificidad 82.0% (Figura 63).
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So.6- Figura 63. Curva ROC de linfocitos T
% CD8+CD57+DR+ para discriminar MGUS de
c ; .
30’4' Area bajo curva= 0.63 Mieloma (SMM+MM).
Cut-off=0.20
0,27 Sensibilidad= 49.0%
Especificidad= 82.0%
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Para evaluar la capacidad predictiva de este parametro, se realizé anadlisis de
Kaplan Meier para progresion de la enfermedad y supervivencia de los pacientes, en
funcién del punto de corte de linfocitos T CD8+CD57+DR+ mayor o menor a 0.2%
(Figura 64). El resultado obtenido, indicé que diferencias en este tipo de células no
parecia conllevar cambios en la supervivencia (datos no mostrados), aunque al
comparar el total pacientes con gammapatias se pudo comprobar que los pacientes
con cifras elevadas de linfocitos T CD8+CD57+DR+ presentaban tasas de progresion a
tres afios superiores que los pacientes con cifras mas reducidas (46% vs 31%, p<0.05).
Sin embargo, esta diferencia en la progresion desaparecia cuando se analizaba el

impacto de las cifras de dichas células en el grupo conjunto de mieloma (SMM+MM).
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Figura 64. Valor prondstico de las cifras de linfocitos T CD8+CD57+DR+.Analisis Kaplan Meier
de progresion de la enfermedad en funcion de las cifras de linfocitos T CD8+CD57+DR+ superiores
(puntos negros) o no (puntos blancos) al punto de corte del 0.2%.Se muestran los valores de p
determinado en el analisis Log Rank (Mantel-Cox).

La baja capacidad predictiva de la presencia de linfocitos T activados en SP
sobre la progresion de la enfermedad y la supervivencia de los pacientes, hizo que se
decidiera explorar en un andlisis de regresién de Cox, su relacion con el pardmetro con
mayor potencia predictiva de los analizados en SP, la presencia de aCPs en SP. Este
analisis permitid comprobar que sdélo la presencia de aCPs tuvo una fuerte capacidad
predictiva independiente, mientras que las cifras de linfocitos T CD8+CD57+DR+ no
tenia capacidad predictiva independiente (Tabla 56). Este hecho probablemente se
debia a la relacidn existente entre las cifras de linfocitos T activados CD8+CD57+DR+ y
la presencia de aCPs en SP, de manera que las cifras de linfocitos T activados
CD8+CD57+DR+ eran significativamente muy superiores en los pacientes que

presentaban cifras de aCPs > 0.0035% (Figura 65).

Tabla 56. Regresién de Cox para progresion de la enfermedad en pacientes

con gammapatias en relacion a las cifras de linfocitos CD8+CD57+DR+ y
presencia de aCPs en SP.

Variable dependiente Co-variables OR 95%Cl P
Progresion Presencia de aCPs> 0.0035 5.53 2.89—-10.59 0,000
Cifras de linfocitos CD8+CD57+DR+ 1.10 0.42-2.88 0,842
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Con el objeto de determinar la causa de la activacidn celular, se investigo su
posible relacién con la masa tumoral, el fenotipo de las CPs y su capacidad proliferativa
y apoptética (Tabla 57). Esto permitiéo comprobar que tanto la masa tumoral (cifras de
CPs en MO evaluada por histologia, 11.9% vs 25.2%, p<0.001) como el indice de
proliferaciéon de las CPs (1.8% vs 2.3%, p<0.05) guardaba una relacion directamente
proporcional a las cifras de linfocitos T activados CD8+CD57+DR+ (menor o mayor al
0.2%), mientras que el indice de apoptosis (10.0% vs 6.0%, p<0.01) guardaba una
relacién inversa. Sin embargo, el fenotipo de la CP en MO (expresién de CD20, CD27,

CD28, CD56 0 CD117) no parecia tener relacion con las cifras de linfocitos T activados.

Tabla 57. Relacién entre la activacidon de los linfocitos T y el fenotipo de las

CPs en MO
% Linfocitos CD8+CD57+DR+ p

Variables (MediatSEM) <0.2% 20.2% Mann W.
% CPs por histologia 11.19+41.3 25.2+3.4 0.001
% CPs CD20+ 9.3#1.5 13.1+3.1 0.25
% CPs CD27+ 71.812.6 68.0%£3.5 0.16
% CPs CD28+ 18.5£2.1 17.5£3.2 0.75
% CPs CD56+ 43.2+3.2 52.845.3 0.17
% CPs CD117+ 32.0£2.64 31.1+4.0 0.93
% Proliferacion CPs 1.8+0.3 2.310.2 0.05
% Apoptosis CPs 10.0+0.9 6.0£1.0 0.01
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Como complemento, mediante andlisis de regresion logistica multivariante se

demostraba que la frecuencia de linfocitos T activados CD8+CD57+DR+ se relacionaba
de forma independiente Unicamente con la masa tumoral, pero no con los indices de
proliferaciéon o apoptosis, ya que estos en definitiva estan directamente relacionados

con la masa tumoral (Tabla 58).

Tabla 58. Regresién de Cox para progresion de la enfermedad en pacientes

con gammapatias en relacion a las cifras de linfocitos CD8+CD57+DR+ vy
presencia de aCPs en SP.

Variable dependiente Co-variables OR 95%Cl p

Cifras de linfocitos | % CPs en la histologia 1.04 1.02-1.06 0.003

CD8+CD57+DR+ indice de proliferacion 2.68 087-827 | 0.086
indice de apoptosis 0.96 0.88- 1.04 0.329

Por ultimo, el analisis de la expresion de la molécula de adhesién/migracién
celular CD62L tampoco evidencioé diferencias significativas entre los grupos de estudio
tanto si se consideraba la subpoblacion de linfocitos T CD8+CD62L+ como la

CD8+CD62L- (Tabla 55).

4.4  EXPRESION DE RECEPTORES KIR2D EN LINFOCITOS T Y CELULAS NK

Al analizar la expresién de receptores KIR2D, concretamente las moléculas
inhibidoras KIR2DL1, KIR2DL2 y KIR2DL3 y la activadora KIR2DS1 (todos ellos
receptores que unen a moléculas del grupo HLA-C) expresados sobre de linfocitos T
CD3+CD4+ y CD3+CD8+ y células NK CD3-CD56+, no se encontraron diferencias
significativas al comparar la presencia de estas poblaciones celulares entre los grupos
de pacientes y el grupo control, ni entre los distintos grupos de pacientes, para

ninguna de las subpoblaciones estudiadas (Tabla 59).

190



RESULTADOS

Tabla 59. Expresién de receptores KIR2D en linfocitos T y células NK de SP

Control MGUS SMM MM
Linfocitos T CD3+CD4+
CD4+KIR2DS1+ (%) 0.03040.025 0.083+0.062 0.008+0.062 0.005+0.006
CD4+KIR2DL1+ 0.02810.01 0.075+0.033 0.206%0.186 0.042+0.013
CD4+KIR2DL2+ 0.27+0.06 0.31+0.08 0.97+0.6 0.4210.12
CD4+KIR2DL3+ 0.67+0.29 1.0310.22 0.91+0.33 0.51+0.13
Linfocitos T CD3+CD8+
CD8+KIR2DS1+ 0.61+0.32 0.27+0.07 0.22940.19 0.251+0.15
CD8+KIR2DL1+ 1.98+0.77 2.47+0.51 2.12+0.92 1.77+0.63
CD8+KIR2DL2+ 1.4940.31 3.67+0.71 3.44+1.29 3.81+£1.27
CD8+KIR2DL3+ 5.41+1.11 5.84+0.94 2.85+0.58 4.33+1.38
Células NK CD3-CD56+
NK KIR2DS1+ 3.85+0.9 4.42+0.71 2.73£1.26 3.6x1.0
NK KIR2DL1+ 16.21+2.46 15.91+1.15 19.64+2.94 15.35+2.12
NK KIR2DL2+ 14.48+3.29 15.88+1.77 11.35+3.07 17.92+2.92
NK KIR2DL3+ 21.23+2.65 20.81+1.64 29.29+4.41 22.28+3.01

Valores expresados en porcentaje + error estandar de la media referido al total de la subpoblacién
linfocitaria implicada.

Igualmente, se traté de relacionar la expresion de receptores KIR2D en las
diferentes subpoblaciones linfocitarias con la progresion de la enfermedad y la
supervivencia de los pacientes. En estos andlisis, tan solo la subpoblacién de linfocitos
T CD8+KIR2DL2-KIR2DL3+parecia guardar cierta relacion con la progresion de la
enfermedad. Los pacientes en los que la enfermedad progresaba, presentaban cifras
de estas células mas reducidas que los que permanecian estables (3.0+0.83 vs.
5.49+0.84, p<0.05) aunque esta significacion desaparecié al aplicar la correccién de
Bonferroni.

En paralelo a esta memoria, se esta realizando un estudio en la misma serie
de pacientes, en el que se analiza genéticamente la relacion de las interacciones de los
receptores KIR con sus ligandos HLA especificos. Asi, hay un trabajo aceptado para
publicacién (Martinez-Sanchez, 2015) que demuestra que no son las cifras de linfocitos
T o NK que expresan KIR, si no la educacién o no de las células que portan dichos

receptores, lo que condiciona la susceptibilidad y la progresién de la enfermedad.
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Gracias a dichos estudios genéticos, de los que amablemente se ha tomado

informacién para conocer la presencia del ligando especifico del Unico KIR2D activador
analizado en esta tesis, KIR2DS1+, cuyos ligandos son los alelos C2 de HLA-C, se ha
podido comprobar que efectivamente, no son las cifras de células NK que expresan
KIR2DS1 las que parecen relacionarse con la aparicién de gammapatias malignas, si no
las células NK KIR2DS1+ que de forma efectiva pueden interaccionar con su ligando C2
y con ello activar las células NK.

Como se puede comprobar en la Figura 66 izquierda, mientras que las cifras
de células NK KIR2DS1+ se mantienen en niveles muy similares en los controles y
pacientes que no portan su ligando especifico HLA-C2 (barras grises), las células NK
KIR2DS1+ se reducen significativamente (p<0.05, test de Mann Whitney) en pacientes
en los que estas células son realmente funcionales al interaccionar con su ligando HLA-
C2+ (barras negras). En la Figura 66 derecha, se pone de manifiesto que esta diferencia
no se debe a diferencias en la frecuencia génica de KIR2DS1 en los pacientes de los
diferentes grupos, ya que la frecuencia génica de KIR2DS1 es similar en controles,
MGUS y mielomas (SMM+MM) tanto para individuos poseedores de HLA-C2+ como en
los que los alelos del grupo HLA-C2 estaban ausentes (HLA-C2-negativos).

En definitiva, segin estos datos, los pacientes con mieloma presentan de
forma intrinseca cifras significativamente reducidas células NK con potencial actividad
anti-tumoral respecto a individuos control y pacientes con gammapatias benignas, es
decir, células NK que comparten la presencia de KIR2S1 (KIR2DS1+) con la de alelos
HLA-C del grupo HLA-C2, que son sus ligandos especificos y que tras su union a

KIR2DS1, permiten la activacion de esos clones concretos de células NK.
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Figura 66. Cifras de células NK KIR2DS1+ en controles y paciente, en funcion de la
presencia de su ligando HLA-C2 especifico.Figura lzquierda) cifras de células NK KIR2DS1+ en
controles, MGUS y mielomas (SMM+MM) en funcién de la ausencia (barras grises) o presencia (barras
negras) de su ligando especifico HLA-C2. *, p<0.05 diferencias entre mieloma y Control y Mieloma y
MGUS (test de Mann Whitney). Figura Derecha) frecuencia génica de KIR2DS1 en los diferentes grupos
de estudio.
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DISCUSION

1 CARACTERISTICAS CLiNICAS Y BIOLOGICAS DE LOS
PACIENTES

En los pacientes de la serie estudiada en este trabajo (ver pacientes vy
métodos), la edad media mediana de edad fue similar a la descrita por Kyle et al.,
2003, Bladé et al., 2010 y Rosifiol et al., 2007, y la mediana de edad fue de 68 anos en
el grupo de MGUS, 66 en el de SMM vy de 70 afios en el MM. En concordancia con lo
descrito en la literatura, una edad superior a la media tuvo un impacto negativo tanto
sobre la progresion de la enfermedad como sobre la SG (Ferlay J et al., 2015). Sin
embargo, en la serie aqui estudiada ha habido un leve predominio del sexo femenino
en el conjunto global de las gammapatias (hombre/mujer= 1:1.1), siendo esta
diferencia mas acusada en el grupo SMM (1:2.1), lo que contrasta con estudios
nacionales o internacionales que describen una mayor prevalencia de gammapatia en
hombres que en mujeres, oscilando esta relacion de 1.3:1 a 1.5:1 (Ferlay J et al., 2015).
Esto podria estar relacionado con el predominio sexo femenino en la Region de Murcia
en edades de los 55 afios (datos del Centro Regional de estadistica de Murcia afios
2010 a 2012http://www.carm.es/econet/ecodata/toda_demografia.html) o
simplemente a una desviacién de la muestra de estudio debido a un numero todavia
limitado de pacientes. Nuestros datos revelan, sin embargo, que los hombres de esta
serie tenian menor SG, especialmente en el grupo de MM, lo que es coincidente con
los datos procedentes de la OMS (Ferlay J et al., 2015).

Los parametros bioquimicos no han sido el objetivo fundamental de esta tesis
doctoral, pero se han analizado con el animo de corroborar conceptos ya bien
establecidos, como es el incremento de B,microglobulina y el descenso de albumina
con la progresién de la enfermedad. Ademas, han sido de utilidad para establecer uno
de los indicadores prondstico mas utilizado en la actualidad en mieloma, como es el
indice prondstico internacional (ISS, Greipp PR et al., 2005).

El analisis del componente monoclonal revelé que predominaba el de tipo 1gG
tanto si se consideraba el total de gammapatias o los distintos grupos de estudio,
seguidos por el tipo IgA y el de cadenas ligeras. Resultados que también son muy
similares a los obtenidos por otros autores. El estudio de Kyle et al., 2006 describen

pacientes con MGUS en donde la IgG supuso el 68.9% vy la IgA 10.8% y en el realizado
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por el IMWG 2003 en SMM también predominaban la IgG 74% e IgA 22.5%. En nuestra

serie, el tipo de cadena ligera predominante en el 59% de los pacientes fue la cadena
Kappa en linea con lo observado previamente por Kyle et al., 2006b. En cuanto al
comportamiento “progresivo” de la proteina monoclonal, se constaté en nuestra serie
que ocurria en el 5% de MGUS mientras el SMM alcanzé un 43%, cifra en ambos casos
similares a las reportadas por Rosifiol et al., en 2007 en un estudio de 359 pacientes
con MGUS de los cuales 29 (8%) presentaron comportamiento “progresivo” o evolving
o en el estudio de la misma autora en 2003 en el que se identificaron este
comportamiento en el 41.5% de pacientes con SMM. La immunoparesis, el cociente
k/A en suero y la proteinuria de Bence-Jones, si bien son considerados factores
prondstico relacionados con la progresion de la enfermedad, en nuestro caso no
tuvieron una influencia clara ni en la progresién de la enfermedad ni en la SG de los
pacientes.

En el estudio citomorfoldogico de la MO mostré, como cabia esperar, una
infiltracion creciente de células plasmaticas desde MGUS a MM, lo que concordaba
con lo descrito en otros estudios (Kyle et al., 2002; Rosifiol et al., 2007). También, la
morfologia plasmablastica crecié desde MGUS a MM y dado que este pardmetro no
parecia impactar de forma significativa en la progresion de la enfermedad o en la SG
de los pacientes de nuestra serie, se ha profundizado en la relacion de este parametro
con las caracteristicas clinico-bioldgicas de los pacientes. No obstante, resultados en
los pacientes de nuestra serie, y que no se recogen en este trabajo, en los que la
morfologia plasmablastica en MM se correlaciond con el alto porcentaje de infiltracidon
de células plasmaticas en MO y un cariotipo alterado, apoyan los recientemente
descritos por Mgller et al., en 2015, pero a diferencia de ellos, nuestros datos no se
relacionan con caracteristicas clinicas desfavorables o altos indices de proliferacion (en

nuestro caso medido mediante citometria de ADN).
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2 ESTIMACION DEL RIESGO EN PACIENTES CON
GAMMAPATIA

Las gammapatias monoclonales constituyen unas de las afecciones tumorales

de mayor incidencia en la poblacidn a partir de los 50-55 anos de edad. La variabilidad
en la presentacion clinica de estas patologias, desde formas benignas a formas de gran
malignidad como es el MM, o incluso entre los pacientes afectados por MM, ha llevado
a la busqueda de nuevos parametros de valor prondstico para tratar de individualizar
las estrategias diagnodstica y terapéutica a cada paciente.

En la actualidad, los estimadores de riesgo de progresion mas utilizados en la
practica clinica para los pacientes con MGUS y SMM, son los modelos de estratificacion
de riesgo definidos por el Grupo Espafiol de Mieloma y la Clinica Mayo (Korde N et al.,
2011). El primero utiliza pardmetros como la proporciéon de CP aberrantes en MO
(295%) y la presencia de aneuplodia (evaluada por citometria) en los pacientes con
MGUS vy la proporcién de CP aberrantes en MO (295%) y la presencia de inmunoparesis
en los pacientes con SMM. Por su parte, la Clinica Mayo utiliza la concentracion del
componente monoclonal (>1,5 g/dL), el tipo de Ig (no 1gG) y la alteracién del cociente
K/A en suero en MGUS, mientras que para SMM utiliza el porcentaje de CPs en MO
evaluado por histologia (210%), la concentracién del componente monoclonal (=3
g/dL) y la alteracion del cociente k/A, para establecer diversos grupos de riesgo.

El porcentaje de progresion de los pacientes MGUS fue del 1.1% anual,
rangos esperables para este tipo de patologia (Hillengass J. et al., 2011) aunque seria
necesario incrementar la serie de pacientes con MGUS asi como alargar el periodo de
seguimiento confirmar el efecto de los pardmetros monitorizados en este trabajo.
Ilgualmente, el porcentaje de progresion en los pacientes SMM de nuestra serie
mantuvo los rangos esperables para este tipo de patologia con un 8.0% anual (Kyle et
al., 2007). A pesar de ello, el reducido nimero de pacientes de este grupo, ha limitado
la capacidad de andlisis estadistico para establecer el valor predictivo de los
parametros analizados. No obstante, hay que tener en cuenta que siguiendo los
nuevos criterios de clasificacion de mieloma del IMWG 2014, 17 de los 25 pacientes
con SMM, podrian actualmente ser considerados como MM, y por tanto deberia pasar

a evaluarse dentro del grupo MM.
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En 2008 Ludwig et al., trabajando con en una amplia muestra de 10.549

pacientes con mieloma, encontraron que el estadio Ill de Durie-Salmon se asociaba a
mal prondstico comparado a los estadios I-Il. Sin embargo, desde que Durie y Salmon
propusieran su sistema de clasificacion en 1975, han sido propuestos diversos factores
estimadores de riesgo, como el perfil citogenético, el proliferativo o el apoptético de
las células tumorales. Aun asi, el indice mas utilizado en la practica clinica es el ISS
(propuesto por Greipp en 2005), debido a su capacidad predictiva y facil estimacion, ya
qgue simplemente utiliza parametros que pueden determinarse en suero como la
concentracién de albumina y B2-microglobulina y por ello ha desplazado al sistema
clasico de estadificacion de Durie-Salmon.

Efectivamente, la capacidad predictiva del ISS pone de manifiesto que los
pacientes de nuestra serie con ISS>| tienen tasas de progresién mas elevadas (68.3% vs
41.7% p=0.001) y SG mas reducidas (58.5% vs 83.8%, p=0.007), que los pacientes con
ISS-I. A pesar de las notables diferencias en progresién y supervivencia, la toma de
decisiones en cuanto a la mejor opcidén terapéutica en cada caso, es dificil basarla
Unicamente en este indice.

Mas recientemente, el IMWG 2014 ha propuesto nuevos sistemas de
estimacion del riesgo, que incluyen la edad, una citogenética desfavorable y el ISS que
permite diferenciar entre pacientes con riesgo bajo, intermedio y alto (Chng et al.,
2014). Los resultados de este trabajo obtenidos con este ultimo sistema de
clasificacion se discuten con mayor detalle mas adelante, donde se describe la
capacidad predictiva de los modelos propuestos en este estudio, basados en

parametros de citometria en MO o en SP.
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3 APORTACION DE LA CITOMETRIA DE FLUJO EN
MEDULA OSEA AL DIAGNOSTICO Y PRONOSTICO DE
LAS GAMMAPATIAS.

La evaluacion citomorfoldgica de los aspirados de MO continta siendo la
metodologia estandar en el diagndstico y clasificacidon de las gammapatias, cuando se
trata de estimar el grado de infiltracién de CPs en MO y con ello, poder clasificar esta
patologia, principalmente en gammapatias benignas cuando el recuento no supera el
10% y hay ausencia de sintomatologia clinica, o en mieloma cuando este recuento
supera el 10%. Ademas, y a pesar de que ninguna dismorfia celular es patognomonica,
esta si que puede ofrecer informacidén util. No obstante, en las dos ultimas décadas, el
analisis inmunofenotipico mediante citometria de flujo ha venido a complementar los
estudios citomorfoldgicos, gracias a que ofrecen informacién relevante sobre el grado
de infiltracion de la MO por CPs, su patron fenotipico para discriminar la proporcion de
CPs aberrantes/clonales frente a las residuales sanas, la expresién de moléculas con
valor prondstico (CD28, CD117, etc.), la clonalidad de dichas células mediante el
analisis de la inmunoglobulina citoplasmatica y sobre la presencia de multiples clonas
tumorales, o incluso datos intimos de la biologia celular del tumor como son el grado
de proliferacién y de apoptosis (Rawstron et al.,2008; Paiva et al., 2010). Muchos de
estos parametros han demostrado tener un importante valor prondstico tanto para la
SLP como la SG (Pérez-Persona et al., 2007; Paiva et al., 2012). Ademas, la CMF se ha
establecido como una técnica fundamental en la monitorizacién de la enfermedad
minima residual tras el tratamiento, por su gran valor predictivo (Rawstron AC et al.,
2002, 2008; Paiva et al., 2009a, 2010).

Por todo ello, los analisis de citometria de flujo en MO se han establecido
como esenciales en la practica clinica de los pacientes con gammapatias. Sin embargo,
las notables diferencias en el recuento de CPs observado mediante citometria y
citomorfologia (Paiva et al., 2009b) limitan en parte en su utilidad. Esta diferencia se
ha atribuido a diversas causas, como hemodilucion de la muestra, diferencias en los
métodos de contaje, fragilidad o adherencia al plastico de la CP o su tendencia a
asociarse a lipidos (Rawstron et al., 2008) Hecho que se ha puesto también de

manifiesto en el anadlisis de pacientes del presente estudio, donde el recuento de CPs
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fue de 3.96+0.25%, 16.45+£2.58% y 33.91+2.90% mediante citomorfologia mientras que

solo fue del 1.05+0.09%, 3.65+0.96% vy 10.79+1.90% mediante citometria,
respectivamente para MGUS, SMM y MM. A pesar de ello, se pudo demostrar que
existia una correlaciéon excelente entre los resultados obtenidos por ambos métodos,
en los que los datos de esta serie (r=0.503, p<0.001) coinciden con los de Johnsen et
al., 2010 (r=0.46, p<0.001). Es mas, fue posible establecer un punto de corte en la
frecuencia de CPs estimadas mediante citometria (1.78% de CPs) que permitia
discriminar MGUS de mieloma (SMM o MM) con una sensibilidad del 74,4% y una
especificidad del 87,2%. La sensibilidad asi calculada fue menor cuando se trataba de
diferenciar SMM de MGUS (52,0%), pero claramente superior cuando se trataba de
diferenciar MM de MGUS (84,9%).

Ademas, la citometria multiparamétrica se caracteriza por poder ofrecer un
gran niumero de biomarcadores en tiempo y coste reducidos, por lo que a parte del
recuento de CPs totales, ofrece otros pardmetros que por si solos o en diversas
combinaciones, pueden ser igualmente de gran utilidad en diagndstico y prondstico.
Entre estos pardmetros, destaca la proporcion de CP aberrante 295% dentro del
compartimento global de CP (aCP/BMPC) por su vinculacion con el diagnéstico
diferencial entre MGUS y Mieloma (Gressier M et al.,, 2013) y la posibilidad de
identificacion de MGUS o SMM de alto riesgo (Paiva et al., 2010; Gressier M et al.,
2013). Sin embargo, en esta serie aqui estudiada, la presencia de mas del 95% de CPs
aberrantes no ofrecia buena sensibilidad o especificidad para discriminar MGUS de
Mieloma sino Unicamente una tendencia a condicionar tasas de progresion y reduccion
de la SG en pacientes SMM y SMM+MM, que no alcanzaron en ningun caso la
significacion estadistica. Por ello cabe pensar que desafortunadamente, el todavia
reducido nimero de pacientes y el tiempo de seguimiento aun corto, no permite
evaluar dicho parametro en los pacientes con MGUS.

Otros parametros con supuesto valor diagndstico y prondstico, como CD28 y
CD117 segln Rawstron et al., 2008, no resultaron informativos en los analisis
preliminares de nuestra serie y, en consecuencia, fueron excluidos de los paneles de
analisis, ya que incrementan el coste innecesariamente y se pudo constatar que la
utilizacion de los marcadores CD19, CD20, CD27, CD45 y CD56 era suficiente para

poder diferenciar las CPs aberrantes de las sanas. El andlisis individualizado de la
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expresion de cualquiera de estos marcadores (CD19, CD20, CD27, CD45 y CD56) no
aportaba informacion sobre el diagndstico o prondstico mas que la de la ratio CPs
aberrantes/CPs totales en MO. Algo similar ocurrié con el estudio de la ploidia de las
CPs mediante analisis de ADN por citometria de flujo, que es también un pardmetro
prondstico bien establecido en numerosos trabajos (Fonseca R et al., 2004; Paiva et al.,
2012).

Por el contrario, otros parametros como los indices de proliferacion y de
apoptosis de CPs, o su combinacién en un ratio proliferacion/apoptosis, si ofrecieron
resultados de gran utilidad en diagndstico y prondstico. Asi, y como describe la
bibliografia, se pudo evidenciar una relacién inversa entre los indices de proliferacién y
apoptosis a medida que la patologia incrementa su malignidad (Scudla V et al., 2003,
2006). En efecto, las CPs de MO en controles sanos y pacientes con MGUS de nuestra
serie presentaban cifras muy bajas de proliferacion (por debajo del 1.5% de media) y
elevadas de apoptosis (por encima del 9% de media), mientras que en los pacientes
con mieloma (SMM+MM) esta relacidén se invertia pasando a presentar cifras mas
elevadas de proliferaciéon (por encima del 2.3% de media) y mds reducidas de
apoptosis (por debajo del 4% de media). Esto permitié establecer puntos de corte para
diferenciar paci