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Ac        Anticuerpo 

AcMo        Anticuerpos monoclonales 

APC         Aloficocianina  

CAR        Receptor de antígeno quimérico 

CAR T        Terapia con células CAR T  

CPs        Células plasmáticas 

CFM        Citometría de flujo multiparamétrica 

EMA        European Medicines Agency (Agencia Europea de Medicamentos) 

ESMO        European Society for Medical Oncology (Sociedad Europea de Oncología 

      Médica) 

FITC        Isotiocianato de fluoresceína 

GMSI                      Gammapatía monoclonal de significado incierto  

IMIDs                      Inmunomoduladores 

IMWG                     International Myeloma Working Group  

IPs                          Inhibidores de proteasoma 

ISS                         International Staging System 

κ        Kappa 

λ        Lambda 

MFI        Median Fluorescence Intensity (Intensidad media de fluorescencia) 

MM                         Mieloma múltiple  

MMQ        Mieloma múltiple quiescente  

MMRR        Mieloma múltiple recurrente o en recaída 

MO        Médula ósea 

NGF        Next generation flow (Citometría de flujo de nueva generación) 

OC515        Pacific orange 

PacB        Pacific blue 

PCA        Principal component análisis (Análisis de componentes principales) 

PE        Ficoeritrina 

PE-Cy7             Ficoeritrina-cianina 7 

PerCPs-Cy5.5        Clorohidrato de peridina con cianina-5.5 
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RC        Remisión completa 

RCs        Respuesta completa estricta 

sFLC                      Serum free light chain (Cadenas ligeras libres en suero) 

SG        Supervivencia global 

SLP        Supervivencia libre de progresión 

SP        Sangre periférica 

TASPE       Trasplante autólogo de progenitores hematopoyéticos de sangre periférica 

TTP        Tiempo hasta la progresión 
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1. Aspectos clínicos del MM 

1.1. Aspectos generales 

El MM es una neoplasia de células B caracterizada por la proliferación y acumulación 

de CPs malignas en MO. Las CPs clonales se ubican principalmente en la MO, pero pueden 

encontrarse en SP u otros órganos y tejidos, sobre todo, en etapas avanzadas de la 

enfermedad (Wilson I. Gonsalves et al., 2014). En la mayoría de los pacientes se detecta una 

inmunoglobulina monoclonal (proteína M) en suero u orina, producida por las CPs malignas 

(Palumbo & Anderson, 2011). El MM se clasifica como asintomático o sintomático, 

dependiendo de la ausencia o presencia de manifestaciones clínicas relacionadas con 

disfunción de órganos o tejidos, como hipercalcemia, fallo renal, anemia y lesiones óseas (B G 

M Durie et al., 2006; Brian G M Durie et al., 2003; W I Gonsalves et al., 2016; R A Kyle & 

Rajkumar, 2009; S. V. Rajkumar et al., 2014), también llamados síntomas CRAB. Más 

recientemente, se han identificado parámetros biológicos que también se consideran 

manifestaciones de enfermedad activa, y que por tanto condicionan el inicio del tratamiento del 

MM (S. V. Rajkumar et al., 2014). 

1.2. Epidemiología 

El MM es la segunda enfermedad hematológica más frecuente después de la leucemia 

linfática crónica de células B (Siegel et al., 2016), representando aproximadamente el 13% de 

las neoplasias hematológicas y un 1,7% de los casos de cáncer (Shaji K. Kumar et al., 2017; S. 

V. Rajkumar et al., 2014; Siegel et al., 2016; Vincent Rajkumar, 2014). Tiene una incidencia de 

5,6 casos nuevos por cada 100.000 habitantes y año en países occidentales (Altekruse SF, 

Kosary CL, Krapcho M, Neyman N, Aminou R, Waldron W, Ruhl J, Howlader N, Tatalovich Z, 

Cho H, Mariotto A, Eisner MP, Lewis DR, Cronin K, Chen HS, Feuer EJ, Stinchcomb DG, n.d.) y 

se diagnostican más de 80.000 nuevos casos al año en todo el mundo (Becker, 2011). La 

incidencia varía a nivel global, siendo mayor en países desarrollados, como Estados Unidos, 

oeste de Europa y Australia, probablemente debido a la disponibilidad de mejores técnicas de 

diagnóstico y a una mayor conciencia sobre la enfermedad (Shaji K. Kumar et al., 2017). La 

mediana de edad al diagnóstico es de aproximadamente 70 años; el 37% de los pacientes 
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tienen menos de 65 años, el 26% se sitúan entre los 65 y los 74 años y el 37% tienen 75 años 

o más. (Altekruse SF, Kosary CL, Krapcho M, Neyman N, Aminou R, Waldron W, Ruhl J, 

Howlader N, Tatalovich Z, Cho H, Mariotto A, Eisner MP, Lewis DR, Cronin K, Chen HS, Feuer 

EJ, Stinchcomb DG, n.d.; Kristinsson et al., 2007). 

1.3. Patogénesis 

Las CPs se forman a partir de células madre hematopoyéticas, que pasan por varios 

estadios de diferenciación en la MO y órganos linfoides secundarios, donde se convierten en 

linfocitos B y posteriormente en CPs. En MO, las células B inmaduras tienen reordenamientos 

en la región V(D)J de las inmunoglobulinas, lo que origina diversidad en el repertorio de 

inmunoglobulinas (González et al., 2007). Después, las células B migran a órganos linfoides 

secundarios, donde se producen otra serie de cambios en los genes de inmunoglobulina, como 

la maduración de la afinidad, la recombinación de cambio de clase o la hipermutación somática, 

tras lo cual se obtienen inmunoglobulinas de alta afinidad por un determinado antígeno y con 

diferentes propiedades funcionales. Los cortes y otras alteraciones que se producen en el DNA 

durante este proceso, pueden llevar a mutaciones o alteraciones cromosómicas, y si estas 

tienen un impacto en la proliferación o en la inmortalidad de la célula, pueden llevar al 

desarrollo de procesos patológicos como el MM (Shaji K. Kumar et al., 2017). 

1.3.1. Evolución de la GMSI 

El MM se origina a partir de un estado asintomático y pre-maligno que resulta de la 

proliferación clonal de CPs, la GMSI (Palumbo & Anderson, 2011). La acumulación progresiva 

de múltiples cambios genéticos y microambientales pueden ocasionar la transformación de 

éstas células en una neoplasia maligna (Palumbo & Anderson, 2011). La hipótesis actual es 

que el MM evoluciona desde una GMSI que progresa a MMQ y, finalmente, hasta la 

enfermedad activa (Kuehl & Bergsagel, 2002). Los pacientes con GMSI, los cuales se 

caracterizan por tener bajas concentraciones de proteína M y no presentar síntomas o 

evidencias de afectación orgánica (síntomas CRAB), tienen una probabilidad del 10% de 

evolucionar a MMQ en los primeros cinco años, y del 1% al año de evolucionar a mieloma 

sintomático (Korde et al., 2011; Robert A. Kyle et al., 2007; Landgren et al., 2009). El MMQ, un 
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estadio aun asintomático y premaligno pero más avanzado que la GMSI, progresa a MM con 

una probabilidad del 10% al año en los cinco primeros años tras el diagnóstico, del 3% en los 

cinco años siguientes y del 1,5% en los años consecutivos (Robert A. Kyle et al., 2007). 

A pesar de ser considerada como una única enfermedad, el MM engloba una variedad 

de pacientes con anomalías citogenéticas diversas (S. Kumar et al., 2012; Rajan & Rajkumar, 

2015). Las anomalías citogenéticas en MM se clasifican en primarias o secundarias, en función 

del momento de la evolución de la enfermedad en la que se originan. De esta forma, se cree 

que las anomalías cromosómicas primarias se producen en el estadio GMSI y que tienen un 

papel importante en la patogénesis inicial. Las anomalías primarias más frecuentes en MM son 

la hiperdipoidía y las translocaciones que afectan al gen de la cadena pesada de la 

inmunoglobulina (IGH), que se sitúa en el cromosoma 14. La hiperdiploidía en MM se 

caracteriza principalmente por trisomías de uno o más cromosomas impares (cromosomas 3, 5, 

7, 9, 11, 15, 17, 19 o 21) (Chretien et al., 2015), siendo frecuente la coexistencia de distintas 

trisomías en un mismo paciente. Además, se ha demostrado el valor pronóstico de las 

trisomías; como ejemplo, las trisomías de los cromosomas 3 y 5 están asociadas a buen 

pronóstico, y la trisomía 21 se asocia a mal pronóstico (Chretien et al., 2015). Por otro lado, las 

traslocaciones más comunes en MM son la t(11;14), t(4;14), t(6;14), t(14;16) y t(14;20) (Shaji K. 

Kumar et al., 2009) (Tabla 1), y ocasionan la sobreexpresión de los genes CCND1 (gen de la 

ciclina D1, codificado en 11q13), FGFR-3 y MMSET (codificados en 4p16.3), CCND3 (gen de la 

ciclina D3, codificado en 6p21), c-MAF (codificado en 16q23) y MAF-B (codificado en 20q11), 

respectivamente (Bergsagel & Kuehl, 2001; Fonseca et al., 2002; Kuehl & Bergsagel, 2002). 

Algunas de estas anomalías tienen impacto en la estratificación de los pacientes con MM; entre 

otras, t(4;14) o t(14;16) están asociadas a peor pronóstico (Braggio et al., 2015; Walker et al., 

2019). 
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Tabla 1. Clasificación y frecuencia de las anomalías citogenéticas primarias en pacientes 

con mieloma múltiple (MM) 

Subtipo Genes/Cromosomas afectados 

Porcentaje de 
pacientes 

con MM (%) 

Trisomías Cromosomas impares, con la  

 

 excepción de los cromosomas 42 

 1, 13 y 21 

 

   

Translocaciones en IgH 
 

30 

t(11;14)(q13;q32) CCND1 (ciclina D1) 15 

t(4;14)(p16;q32) FGFR-3 y MMSET 6 

t(14;16)(q32; q23) C-MAF 4 

t(14;20)(q32; q11) MAFB <1 

Otras* CCND3 (ciclina D3) en t(6;14) 5 
   

Combinadas trisomías/ 
 

15 

translocaciones en IgH 
  

   

Monosomía del cromosoma 14 4,5 

  

Otras anomalías citogenéticas 
 

5,5 
   

Normal 
 

3 

*Incluye la translocación t(6;14)(p21;q32), y raramente, otras translocaciones IgH que involucran 

cromosomas poco comunes. IgH: cadena pesada de las inmunoglobulinas. Tabla modificada de (S. 

Kumar et al., 2012). 

 

1.3.2. Progresión a MM 

Mediante NGS se ha podido demostrar que no existe una única mutación responsable 

de la evolución a MM ya que, por el contrario, coexisten diferentes subclones de CPs 

patológicas con distintas mutaciones (Bolli et al., 2014; Lohr et al., 2014; Morgan et al., 2012; 

Walker et al., 2015). De esta forma, se ha observado que el patrón de evolución de los 

subclones durante el tratamiento es heterogéneo y se han propuesto varias teorías para 

explicar la dinámica de la evolución clonal (Bolli et al., 2014; Keats et al., 2012). 

Durante la progresión desde GMSI hasta MM, se producen otra serie de alteraciones 

genéticas secundarias en las CPs clonales. Por una parte, se producen anomalías en el 
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número de copias, incluyendo del(1p), amp(1q), del(13q), del(17p) y reordenamientos del 

oncogén MYC. Algunas de estas anomalías, como amp(1q) o del(17p), están asociadas a peor 

pronóstico (Braggio et al., 2015; Walker et al., 2019). Por otra parte, un porcentaje 

relativamente pequeño de los pacientes con MM sufre mutaciones en los genes KRAS (en el 

23% de los pacientes), NRAS (20%), FAM46C (11%), DIS3 (11%) y TP53 (8%). Otras 

mutaciones menos frecuentes son las que se producen en los genes BRAF, TRAF3, PRDM1, 

CYLD, RB1, IRF4, EGR1, MAX, HIST1H1E y ACTG1 (Bolli et al., 2014; Lohr et al., 2014; 

Walker et al., 2015).. 

Otro tipo de anomalías que se producen durante la transformación maligna a MM son 

las epigenéticas, como las alteraciones en la expresión de microARNs o las modificaciones en 

la metilación de genes (Agirre et al., 2015; Alzrigat et al., 2018; Rio-Machin et al., 2013; 

Roccaro et al., 2009). 

Además, el microambiente de la MO también es un factor crucial para el desarrollo del 

MM, ya que las células que lo componen secretan distintos factores que promueven la 

migración y la proliferación de las CPs clonales, la angiogénesis, la inhibición de la inmunidad 

celular, las lesiones óseas o la resistencia al tratamiento (Damiano et al., 1999; Dhodapkar et 

al., 2015; Hideshima & Anderson, 2002; S. V. Rajkumar et al., 2002). Por ejemplo, el factor de 

crecimiento endotelial A (VEGFA) producido por las células de estroma de la MO es un factor 

angiogénico potente, que conlleva a una mayor densidad de la microvasculatura del tumor y un 

aumento en el aporte de oxígeno a las células de mieloma (Hideshima et al., 2007; S. V. 

Rajkumar et al., 2002). En cuanto a la importancia del microambiente en la formación de 

lesiones óseas, se ha observado que la interacción de las células de mieloma con el estroma y 

los osteoblastos altera los niveles de producción de factores que ocasionan una formación 

ósea aberrante, como la producción de mayores niveles de RANKL y menores niveles de 

osteoprotegerina (Manier et al., 2016; Roodman, 1997). Por otro lado, se demostró que la 

resistencia a ciertas terapias en MM podría estar asociada a procesos de resistencia a drogas 

mediada por adhesión celular (CAMDR), que se producían entre las células de mieloma y el 

estroma (Damiano et al., 1999; McMillin et al., 2010), lo cual refleja la importancia del 

microambiente en la resistencia al tratamiento (Figura 1). 
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Figura 1. Desarrollo del mieloma múltiple (MM). El desarrollo del MM es un proceso de distintas 

etapas, que comienza en un estado premaligno como la gammapatía monoclonal de significado incierto 

(GMSI) y el mieloma múltiple quiescente (MMQ). Aunque la GMSI, MMQ y el MM están clínicamente bien 

definidos, biológicamente se han encontrado varias similitudes entre estas entidades. El MM también 

puede progresar a mieloma extramedular y a leucemia de células plasmáticas. Los eventos genéticos 

primarios en el desarrollo de GMSI, MMQ y MM incluyen las translocaciones que involucran los genes de 

la cadena pesada de las inmunoglobulinas (IGH) y la hiperdiploidía. El número de alteraciones genéticas 

secundarias aumenta desde la GMSI hasta el MMQ, y finalmente hasta MM. Figura reproducida de (Shaji 

K. Kumar et al., 2017). 

 

1.4. Diagnóstico 

Los criterios diagnósticos que tienen mayor aceptación son los establecidos por el 

IMWG, que fueron actualizados en 2014 (S. V. Rajkumar et al., 2014) (Tabla 2). Según estos 

criterios, el diagnóstico del MM requiere la presencia de uno o más de los eventos definitorios 

de mieloma (EDM), además de la presencia de un 10% o más de CPs clonales en MO o en una 

biopsia de plasmocitoma. Los EDM consisten en los criterios CRAB de afectación orgánica, así 

como en tres biomarcadores específicos: ≥60% de CPs clonales en MO, una ratio de sFLC 

≥100 y más de una lesión focal por resonancia magnética (RM). 
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Tabla 2. Criterios del International Myeloma Working Group (IMWG) para el diagnóstico de la gammapatía monoclonal de significado incierto 

(GMSI) y patologías de células plasmáticas (CPs) relacionadas 

Entidad Definición* 

Gammapatía monoclonal 

de significado incierto 
no IgM 

Proteína monoclonal en suero < 30 g/L 

Células plasmáticas clonales en médula ósea <10%† 

Ausencia de afectación orgánica, como hipercalcemia, insuficiencia renal, anemia o lesiones óseas, atribuibles a la proliferación de las 

células plasmáticas clonales 
  
Mieloma múltiple  

quiescente  

Proteína monoclonal en suero (IgG o IgA) ≥ 3 g/L, o proteína monoclonal en orina ≥ 500 mg por 24h y/o 10-60% de células plasmáticas 

clonales en médula ósea 

Ausencia de eventos definitorios de mieloma o amiloidosis 

  

Mieloma múltiple  ≥ 10% de células plasmáticas clonales o evidencia mediante biopsia de plasmocitoma óseo o extramedular 

 Cualquiera o más de uno de los siguientes eventos definitorios de mieloma: 

 Evidencia de afectación orgánica atribuible a la proliferación de las células plasmáticas clonales, específicamente a: 

 Hipercalcemia: calcio sérico >0,25 mmol/L (>1mg/dL) más alto que el límite superior normal o >2,75 mmol/L (>11 mg/dL) 

 Insuficiencia renal: aclaramiento de creatinina <40 mL por minuto o creatinina en suero >177 μmol/L (>2 mg/dL) 

 Anemia: hemoglobina > 20 g/L por debajo del límite inferior normal o hemoglobina < 100 g/L 

 Lesiones óseas: una o más lesiones osteolíticas en radiografía, CT o PET-CT 

 Cualquiera o más de uno de los siguientes biomarcadores de malignidad: 

 ≥ 60% de células plasmáticas clonales en médula ósea 

 Ratio de cadenas ligeras involucradas/no involucradas libres en suero ≥ 100 

 > 1 lesión focal mediante estudio RM 
  

Plasmocitoma solitario Lesión solitaria comprobada por biopsia, en hueso o tejido blando, con evidencia de células plasmáticas clonales 

 Médula ósea sin evidencia de células plasmáticas clonales 

 

Ausencia de afectación orgánica, como hipercalcemia, insuficiencia renal, anemia o lesiones óseas (CRAB), atribuibles a la proliferación clonal 

de células plasmáticas 

*Todos los criterios listados deben cumplirse para poder hacer el diagnóstico. † El estudio en médula ósea puede ser postpuesto en pacientes con GMSI de riesgo bajo (de 

tipo IgG, con proteína monoclonal < 15 g/L, ratio de cadenas ligeras libres normal) en los cuales no haya evidencias clínicas de mieloma múltiple. Adaptado de (S. V. Rajkumar 

et al., 2014).
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1.5. Pronóstico y estratificación del riesgo 

La forma tradicional de estratificar los pacientes con MM según el riesgo de progresión 

ha sido mediante los sistemas de estadiaje Durie-Salmon e ISS (Greipp et al., 2005; Hari et al., 

2009). Más recientemente, se ha revisado y definido un sistema unificado de estratificación (R-

ISS) (Tabla 3), que combina la información sobre la extensión (ISS, niveles de lactato 

deshidrogenasa (LDH)) y sobre la biología de la enfermedad (anomalías citogenéticas) 

(Palumbo, Avet-Loiseau, et al., 2015).  

Tabla 3. Sistema Internacional de Estadiaje Revisado (R-ISS) para pacientes con mieloma 

múltiple (MM) 

Estadio I 

Se cumplen todos los siguientes: 

Albúmina sérica ≥3,5 g/dL 

Beta-2-microglobulina sérica <3,5 mg/L 

No citogenética de alto riesgo 

Niveles normales de lactato deshidrogenasa 

 

Estadio II 

No cumplir criterios de estadio I ni III 

 

Estadio III 

Se cumplen ambos: 

Beta-2-microglobulina sérica >5,5 mg/L 

Citogenética de alto riesgo [t(4;14), t(14;16) o del(17p)] o niveles altos de lactato deshidrogenasa 

Adaptado de (S. V. Rajkumar et al., 2014). 

 

La SG a 10 años es del 60% para pacientes sin citogenética de alto riesgo, y del 34% 

para pacientes con citogenética de alto riesgo, aunque la realización de un TASPE en tándem 

puede prolongar su supervivencia de forma significativa (SG a 10 años del 72% y del 51% 

respectivamente) (Cavo et al., 2018). 

2. Inmunofenotipo de las CPs 

El fenotipo de las CPs, tanto normales como patológicas, es variable debido en parte al 

grado de diferenciación de las mismas (Jego et al., 1999; Terstappen et al., 1990). Sin 
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embargo, existen rasgos fenotípicos característicos que nos permiten distinguirlas del resto de 

las células de la muestra. 

En MM, los marcadores utilizados para el análisis del compartimento de CPs se pueden 

clasificar en marcadores de identificación de CPs y marcadores útiles para la discriminación 

entre células normales y aberrantes (K. C. Anderson et al., 1984; J. F. San Miguel et al., 1986). 

Desde hace décadas, CD38 es un marcador de gran utilidad para la identificación de CPs 

mediante CFM. La expresión de CD38 varía a lo largo de la maduración de las células B, 

alcanzando una expresión característicamente alta (CD38bright) en la fase de diferenciación a 

CPs (M. Perez-Andres et al., 2010). Ciertamente, las CPs expresan CD38 con una intensidad 

mayor que cualquier otra población celular presente en SP o MO (Terstappen et al., 1990). 

Además de CD38, también se han descrito varios marcadores asociados o específicos de CPs; 

entre ellos, CD138 (sindecano 1) (Wijdenes et al., 1996) ha demostrado ser particularmente útil 

(Andy C. Rawstron et al., 2008). Sin embargo, a pesar de que se considera que la expresión 

intensa de CD138 se restringe únicamente al compartimento de CPs (Wijdenes et al., 1996), se 

ha observado que poblaciones celulares mieloides pueden mostrar autofluorescencia basal o 

tinción inespecífica para CD138. Por otra parte, se ha demostrado que la expresión de CD138 

disminuye en CPs en proceso de apoptosis (Jourdan et al., 1998), y también en CPs de 

muestras anticoaguladas con heparina (Antonio et al., 1994; Yang et al., 2003). Por estos 

motivos, entre otros, en MM actualmente se recomienda el uso combinado de AcMo anti-CD38 

y anti-CD138 para una correcta identificación de las CPs por CFM, tanto al diagnóstico como 

durante la monitorización de EMR (Andy C. Rawstron et al., 2008). Además, para optimizar la 

exclusión de otras células que no sean CPs, es recomendable marcar la muestra con AcMo 

frente a CD45 simultáneamente a CD38 y CD138, y usar los detectores de FSC y SSC (Andy 

C. Rawstron et al., 2008). 

Por otra parte, las CPs de MM tienen un fenotipo distinto al de las CPs normales. Las 

CPs normales de MO pierden la expresión de marcadores pan-B como CD20 y CD22, y 

también de inmunoglobulinas de superficie. Además, tienen una expresión heterogénea de 

CD19, CD45low y CD56-/low, junto con una expresión intensa de CD38 y CD138 (Pérez-Andrés 

et al., n.d.; Andy C. Rawstron et al., 2008). De esta manera, los marcadores que han 
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demostrado ser informativos para la discriminación entre CPs normales y las patológicas 

debido a su patrón de expresión aberrante en las células de mieloma incluyen CD19, CD56, 

CD45, CD38, CD27, CD81 y en menor medida CD20, CD28, CD33 y CD117, y las 

inmunoglobulinas de superficie (Mateo et al., 2005, 2008; Andy C. Rawstron et al., 2008). Sin 

embargo, muchos de estos marcadores útiles o incluso esenciales para la detección de 

fenotipos aberrantes no son estrictamente aberrantes en sí mismos. Por ejemplo, a pesar de 

que CD19 es uno de los marcadores más informativos ya que está ausente en las CPs 

tumorales en más del 90% de los casos de MM (B Paiva et al., 2008; Andy C. Rawstron et al., 

2008), aproximadamente un 30% de CPs normales o reactivas también son negativas para 

CD19 (Liu et al., 2012; Robillard et al., 2014). De manera similar, CD56 se ha considerado 

durante mucho tiempo como un marcador específico de CPs de MM (Mateo et al., 2008; Andy 

C. Rawstron et al., 2008); sin embargo, un pequeño porcentaje de CPs normales o reactivas 

(<30%) también muestran expresión de CD56 (Liu et al., 2012; Martin Schmidt-Hieber et al., 

2013). Asimismo, otros fenotipos aberrantes definidos por marcadores que son frecuentemente 

observados en CPs de MM, como CD28+, CD45-, CD81-/low o CD27-/low, pueden expresarse en 

subpoblaciones de CPs normales. Por el contrario, no se han publicado casos de expresión de 

CD117 en CPs normales (M. Ocqueteau et al., 1996), mientras que se ha observado 

reactividad para este marcador en aproximadamente un 30% de pacientes con MM (M 

Schmidt-Hieber et al., 2011). Debido a la complejidad de la identificación de fenotipos 

aberrantes, la combinación de estos marcadores con el marcaje citoplasmático de cadenas 

ligeras de inmunoglobulina κ y λ es de gran utilidad para establecer la naturaleza clonal de las 

CPs con fenotipo aberrante (Figura 2).  
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Figura 2. Características fenotípicas de las células plasmáticas (CPs) normales y clonales en 

médula ósea (MO). (A) Los marcadores CD38 y CD138 permiten la identificación del compartimento de 

CPs del resto de células en la MO (en gris). (B-E) Las CPs normales (en azul) y las clonales (en rojo) se 

distinguen en función de la expresión de CD45, CD27, CD56, CD19 y CD117 y CD81, entre otros. (F) El 

estudio de expresión de cadenas ligeras de inmunoglobulinas citoplasmáticas permite confirmar la 

clonalidad de las CPs con fenotipo aberrante. 

 

3. Tratamiento del MM 

A pesar de que el MM aún se sigue considerando una enfermedad incurable, la SG de 

los pacientes ha mejorado significativamente en los últimos años (S K Kumar et al., 2014), tras 

la introducción de fármacos como la talidomida (Singhal et al., 1999), el bortezomib 

(Richardson et al., 2005) o la lenalidomida (S. V. Rajkumar et al., 2005; Richardson et al., 

2006). Más recientemente, han sido aprobados los fármacos carfilzomib, pomalidomida, 

panabinostat, ixazomib, elotuzumab y daratumumab para el tratamiento de las recaídas. Éstos 

nuevos fármacos han demostrado ser capaces de mejorar la supervivencia de los pacientes 

con MM en distintos ensayos clínicos (M A Dimopoulos et al., 2016; Jakubowiak et al., 2016; S 

Lonial et al., 2015; Philippe Moreau, Masszi, et al., 2016; Oliva et al., 2016; San-Miguel et al., 
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2014; J. San Miguel et al., 2013; Stewart et al., 2015). Aún más recientemente, la incorporación 

de daratumumab a los esquemas de primera línea ha resultado en una nueva prolongación de 

la SLP de pacientes candidatos y no candidatos a trasplante (Facon, Kumar, et al., 2019; M. V. 

Mateos et al., 2018; Philippe Moreau et al., 2019). No obstante, se describirán a continuación 

los esquemas de tratamiento vigentes durante el desarrollo de esta tesis doctoral. 

3.1. Pacientes de nuevo diagnóstico 

El tratamiento del MM está indicado, en general, para pacientes con MM sintomático. 

En los últimos años se ha producido un gran avance en el tratamiento del MM, y actualmente 

hay disponible una amplia gama de fármacos con diferentes mecanismos de acción. En el caso 

de los pacientes con MMQ, actualmente está en discusión el beneficio de empezar el 

tratamiento en aquellos con alto riesgo de desarrollar MM sintomático (Shaji K. Kumar, 2018). 

En relación a esto, en un estudio se demostró que el tratamiento de inducción con lenalidomida 

y dosis bajas de dexametasona (Rd) seguido de mantenimiento con lenalidomida aumentaba el 

TTP de los pacientes con MMQ de alto riesgo (María-Victoria Mateos et al., 2013). En un 

estudio más reciente, se observó que los pacientes con MMQ, de riesgo alto o intermedio, 

tratados con lenalidomida experimentaban una SLP significativamente más prolongada 

comparado con los pacientes que no recibieron tratamiento (Sagar Lonial et al., 2019). En otro 

estudio donde los pacientes con MMQ de alto riesgo fueron tratados con nuevos fármacos con 

la combinación de carfilzomib, lenalidomida y dexametasona, todos los pacientes alcanzaron al 

menos una muy buena respuesta parcial y el 92% alcanzaron EMR negativa por CFM (Korde et 

al., 2015). 

A la hora de escoger el esquema de tratamiento para un paciente con MM de nuevo 

diagnóstico, algunos de los factores más importantes son la elegibilidad del paciente para 

TASPE, la presencia de comorbilidades y las preferencias del propio paciente (Shaji K. Kumar 

et al., 2017). En cuanto a la elegibilidad del paciente para recibir TASPE, la edad ha sido el 

mayor determinante en la mayoría de ensayos clínicos realizados, estableciendo, en muchos 

de ellos, ≤65 años como límite de edad para ser candidato a TASPE (Attal et al., 1996; Child et 

al., 2003; M. V Mateos et al., 2010, 2016) (Figura 3). 
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Figura 3: Tratamiento de primera línea para el mieloma múltiple sintomático. El tratamiento 
recomendado para los pacientes candidatos a trasplante consiste en una terapia de inducción con las 
combinaciones triples de fármacos bortezomib, talidomida, dexametasona (VTD), bortezomib, 
ciclofosfamida, dexametasona (VCD), bortezomib, doxorrubicina, dexametasona (PAD) o lenalidomida, 
bortezomib, dexametasona (RVD), seguido de quimioterapia con dosis altas de melfalán previa al 
trasplante autólogo de progenitores hematopoyéticos (ASCT) y una terapia de mantenimiento posterior 
con lenalidomida. Para los pacientes no candidatos a trasplante, como primera opción de tratamiento se 
puede elegir entre las combinaciones bortezomib, melfalán, prednisona (VMP), lenalidomida y dosis bajas 
de dexametasona (Rd) o lenalidomida, dosis bajas de dexametasona y bortezomib (VRd); como segunda 
opción se recomiendan las combinaciones de melfalán, prednisona, talidomida (MPT) o VCD; otras 
opciones valorables en circunstancias concretas son las combinaciones de ciclofosfamida, talidomida, 
dexametasona (CTD), melfalán, prednisona (MP) o bendamustina, prednisona. Reproducido de (P 
Moreau et al., 2017). 

 

3.1.1. Pacientes candidatos a trasplante 

La ESMO considera candidatos a trasplante a los pacientes con menos de 65 años o a 

los mayores de 70 años con buena salud (P Moreau et al., 2017). En base a las indicaciones 
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de la ESMO (P Moreau et al., 2017), el tratamiento estándar para pacientes con una buena 

condición física es la inducción seguida de dosis altas de quimioterapia con TASPE (Philippe 

Moreau et al., 2015). Más concretamente, se recomienda administrar cuatro a seis ciclos de 

inducción, antes de la recolección de las células progenitoras hematopoyéticos; después, el 

tratamiento estándar continua con la administración de melfalán (200mg/m2 intravenoso) previa 

al TASPE (Philippe Moreau et al., 2002). Las células progenitoras de SP son la fuente 

preferente de células madre. Dos ensayos clínicos fase III en los que se compararon el TASPE 

en primera línea con el TASPE en el momento de la primera recaída, demostraron que el 

TASPE en primera línea inducía una SLP superior en pacientes expuestos a una terapia de 

inducción con combinaciones de nuevos fármacos (Attal et al., 2015; Cavo et al., 2016). Por 

otra parte, las tasas de respuesta a la terapia de inducción han aumentado de forma 

significativa con el uso de combinaciones basadas en nuevos fármacos. La combinación 

bortezomib, dexametasona, superior a la clásica VAD (vincristina, doxorrubicina y dosis altas 

de dexametasona), se ha convertido en parte de la columna vertebral de las terapias de 

inducción previas al TASPE (Philippe Moreau et al., 2015). La inclusión de un tercer fármaco a 

la combinación, como la talidomida (VTD), doxorrubicina (PAD), lenalidomida (VRd) o 

ciclofosfamida (VCD), han demostrado conseguir mayores tasas de respuesta en ensayos 

clínicos en fase II (Philippe Moreau et al., 2015). Ciertamente, la superioridad de VTD sobre las 

combinaciones de talidomida, dexametasona (TD) o bortezomib, dexametasona ha sido 

demostrada en tres estudios prospectivos (Philippe Moreau et al., 2015). Por otra parte, dos 

estudios prospectivos compararon las combinaciones VCD con PAD (Mai et al., 2015), y VTD 

con VCD (Philippe Moreau, Hulin, et al., 2016). En el primero se demostró que VCD y PAD eran 

igual de efectivos en términos de tasas de respuesta, pero que VCD era menos tóxico. En el 

segundo se demostró que VTD era más efectivo que VCD en cuanto a tasas de muy buena 

respuesta parcial, aunque se asociaba con una mayor tasa de neuropatía periférica. En base a 

todo ello, en Europa, los esquemas de preferencia son VTD y VCD (Philippe Moreau et al., 

2015). Sin embargo, se prevé que el esquema VRd, cuando sea aprobado para pacientes 

candidatos a trasplante, será ampliamente utilizado debido a los buenos resultados observados 

en ensayos clínicos (Attal et al., 2017; Brian G M Durie et al., 2017; Rosiñol et al., 2019). Cabe 

destacar que la combinación carfilzomib, lenalidomida y dexametasona (KRd) (Korde et al., 
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2015) se ha asociado con altas tasas de respuesta, pero actualmente sólo está aprobada para 

el tratamiento del MM en recaída (P Moreau et al., 2017).  

Por otro lado, actualmente está en discusión el beneficio terapéutico de realizar un 

TASPE en tándem, en esencia, un segundo trasplante después del primero. Los beneficios del 

TASPE en tándem fueron evaluados por primera vez antes de la era de los nuevos fármacos, 

habiéndose observado que era beneficioso para pacientes que no alcanzaban muy buena 

respuesta parcial tras el primer TASPE (Philippe Moreau et al., 2015). En un estudio realizado 

por Alemania y Países Bajos (estudio HOVON-65/GMMG-HD4), en el que los pacientes 

recibieron bortezomib en la terapia de inducción y en el mantenimiento, se observó que los 

pacientes del grupo GMMG (TASPE en tándem) tuvieron una SG más prolongada comparado 

con los pacientes del grupo HOVON (TASPE único) (Sonneveld et al., 2012); sin embargo, el 

ensayo no fue diseñado con el fin de comparar el TASPE doble y el TASPE único. En el 

estudio más reciente EMM02/H095, en el cual se comparaban el TASPE doble y el único, la 

SLP fue más prolongada en los pacientes con TASPE en tándem (Cavo et al., 2016). Sin 

embargo, los resultados del más reciente ensayo clínico estadounidense BMT CTN 0702 

muestran que un segundo TASPE no supuso una mejora en la SLP ni en la SG de los 

pacientes, y concluyeron que el estándar de tratamiento para los pacientes candidatos a 

trasplante debería seguir siendo un único TASPE seguido de mantenimiento con lenalidomida 

(Stadtmauer et al., 2019). Por otra parte, el trasplante alogénico no está indicado como parte 

del tratamiento de primera línea y sólo debería utilizarse en ensayos clínicos (P Moreau et al., 

2017). 

En cuanto al tratamiento de consolidación posterior al TASPE, varios ensayos clínicos 

han demostrado que éste mejora la profundidad de la respuesta alcanzada (Philippe Moreau et 

al., 2015), pero tras la incorporación de los nuevos fármacos todavía no hay suficiente 

evidencia que justifique el tratamiento de consolidación de manera sistemática. Es más, en el 

reciente ensayo clínico estadounidense BMT CTN 0702 observaron que la consolidación con 

RVD después del TASPE no suponía una mejora en la supervivencia de los pacientes 

(Stadtmauer et al., 2019). 



Introducción 

 

25 

 

Finalmente, en cuanto a la terapia de mantenimiento tras el TASPE, varios ensayos 

clínicos fase III han demostrado que el mantenimiento con IMIDS, fundamentalmente 

lenalidomida, inducen una SLP más prolongada (Philippe Moreau et al., 2015). En un 

metaanálisis basado en los datos individuales de más de 1200 pacientes, se observó que el 

mantenimiento con lenalidomida tras el TASPE se asociaba con un beneficio de más de dos 

años en la SG (Attal et al., 2012). En 2017 la EMA aprobó el uso de lenalidomida como 

monoterapia en el mantenimiento para pacientes adultos con MM de nuevo diagnóstico 

sometidos a TASPE (P Moreau et al., 2017). El mantenimiento con bortezomib durante dos 

años también fue evaluado, y demostró un beneficio en supervivencia comparado con el 

mantenimiento con talidomida, pero el protocolo de inducción no fue idéntico en las dos ramas 

estudiadas (Sonneveld et al., 2012). El bortezomib y la talidomida no están aprobados en la 

terapia de mantenimiento (P Moreau et al., 2017). 

3.1.2. Pacientes no candidatos a trasplante 

En pacientes de nuevo diagnóstico que no son candidatos a TASPE, la ESMO (P 

Moreau et al., 2017) recomienda de forma preferente en base a los ensayo clínicos fase III, dos 

opciones terapéuticas de inducción: bortezomib (subcutáneo), melfalán, prednisona (VMP) 

(Jesús F. San Miguel et al., 2008) o lenalidomida con dosis bajas de dexametasona (Rd) 

(Benboubker et al., 2014); ambas han sido aprobadas por la EMA. El tratamiento con Rd está 

aprobado por la EMA hasta que se produzca la progresión de la enfermedad. La terapia con 

melfalán, prednisona, talidomida (MPT) (Fayers et al., 2011) también está aprobada por la EMA 

pero es inferior a la Rd en términos de SLP y SG (Benboubker et al., 2014). Por otro lado, la 

combinación bortezomib, ciclofosfamida, dexametasona (VCD) no está aprobada por la EMA, 

pero es ampliamente utilizada e induce buenas tasas de respuesta (Philippe Moreau et al., 

2015). En un estudio comparativo reciente entre Rd y Rd con bortezomib (VRd) se demostró 

que la inclusión de bortezomib resultaba en una SLP y SG significativamente más prolongadas, 

con una relación entre riesgo y beneficio aceptable (Brian G M Durie et al., 2017). Esta triple 

combinación ha sido aprobada recientemente por la EMA para el tratamiento de pacientes no 

candidatos a trasplante. La terapia con bendamustina y prednisona está aprobada por la EMA 

para pacientes con neuropatía en el momento del diagnóstico, excluyendo el uso de 
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combinaciones de fármacos con talidomida (MPT) o con bortezomib (VMP) (Pönisch et al., 

2006). La combinación melfalán, prednisona y lenalidomida (MPR) ha sido comparada en dos 

estudios prospectivos con melfalán y prednisona (MP) (Palumbo et al., 2012) y con MPT 

(Zweegman et al., 2016), en los que MPR no demostró ser superior a ninguna de las dos. Esta 

triple combinación está aprobada por la EMA pero no se usa de forma rutinaria y no puede ser 

considerada como un estándar de tratamiento (P Moreau et al., 2017). La combinación 

ciclofosfamida, talidomida, dexametasona (CTD) también ha sido comparada con MP y, pese a 

haber demostrado superioridad en tasas de respuesta, no induce un aumento de supervivencia 

comparado con MP (Morgan et al., 2011). 

Después de la terapia de inducción, varios ensayos clínicos han estudiado el beneficio 

de la terapia de mantenimiento en la SG, utilizando IMIDs o bortezomib: MP o un esquema de 

inducción con dosis bajas de CTD (CTDa), con o sin talidomida de mantenimiento (Morgan et 

al., 2011), inducción con MP vs MPR vs MPR seguido de mantenimiento con lenalidomida 

(MPR-R) (Palumbo et al., 2012), bortezomib, melfalán, prednisona, talidomida seguido de 

bortezomib, talidomida (VMPT-VT) vs VMP (Palumbo et al., 2010) o VMP vs bortezomib, 

talidomida, dexametasona (VTD) seguido de mantenimiento con bortezomib, prednisona (VP) o 

bortezomib, talidomida (VT) (M. V. Mateos et al., 2012). Estos ensayos clínicos no han logrado 

demostrar un beneficio claro en cuanto a SG, y los fármacos todavía no han sido aprobados 

por la EMA, por lo que en 2017 no se recomendaba una terapia de mantenimiento sistemática 

para pacientes no candidatos a trasplante (P Moreau et al., 2017). Esta posición ha ido 

cambiando en consonancia con los resultados de nuevos ensayos clínicos fase III (Facon, 

Kumar, et al., 2019; M. V. Mateos et al., 2018). 

3.2. Pacientes en recaída 

La mayoría de los pacientes con MM sufren recaídas y necesitan ser tratados con 

terapias adicionales. Se ha observado que cuando los pacientes sufren múltiples recaídas la 

duración de la respuesta al tratamiento disminuye progresivamente, lo que es indicativo del 

desarrollo de refractariedad al tratamiento, y refleja la necesidad de desarrollar nuevos 

fármacos con mecanismos de acción alternativos. La elección de la terapia en las recaídas 

depende de varios factores, como la edad del paciente, las comorbilidades, el tipo de 
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tratamiento previo recibido, su eficacia y la tolerancia a éste, el número de líneas de tratamiento 

recibidas, las opciones terapéuticas disponibles, el periodo transcurrido desde el último 

tratamiento o el tipo de recaída (clínica o bioquímica; en caso de ser bioquímica puede 

retrasarse el tratamiento) (Figura 4) (Laubach et al., 2016). Hasta 2015, la EMA aprobó el uso 

de lenalidomida en combinación con dexametasona y bortezomib, como agente único o en 

combinación con doxorrubicina pegilada, para el tratamiento de la primera y posteriores 

recaídas (P Moreau et al., 2017). En 2015 y 2016, en base a los resultados obtenidos en 

ensayos clínicos fase III, la EMA aprobó nuevas combinaciones de tripletes. La combinación de 

panabinostat, un inhibidor de panHDAC, con bortezomib y dexametasona está actualmente 

indicada para el tratamiento de pacientes con MMRR que hayan recibido al menos dos 

esquemas de tratamiento previos con bortezomib y un IMID (San-Miguel et al., 2014). 

Carfilzomib, un inhibidor del proteasoma de segunda generación, también está aprobado en 

combinación con lenalidomida y dexametasona para el tratamiento de pacientes con al menos 

una línea de tratamiento previa (Stewart et al., 2015), y también está aprobado en combinación 

sólo con dexametasona en pacientes con al menos una línea de tratamiento previa (Meletios A 

Dimopoulos et al., 2016). Elotuzumab, un AcMo contra SLAMF7, está aprobado en 

combinación con lenalidomida y dexametasona para el tratamiento de pacientes que hayan 

recibido al menos una línea de tratamiento previa (S Lonial et al., 2015). Ixazomib, el primer 

inhibidor de proteasoma oral, en combinación con lenalidomida y dexametasona también está 

aprobado para el tratamiento de pacientes que hayan recibido al menos una línea de 

tratamiento previa (Philippe Moreau, Masszi, et al., 2016). En el caso de estadios muy 

avanzados de la enfermedad, la EMA aprobó otros dos fármacos para el tratamiento del 

MMRR: la pomalidomida y daratumumab. La pomalidomida, un IMID de tercera generación, en 

combinación con dosis bajas de dexametasona, está aprobado para pacientes que hayan 

recibido al menos dos líneas de tratamiento previas, las cuales hayan incluido lenalidomida y 

bortezomib, y cuya enfermedad progrese tras el tratamiento con estos fármacos (J. San Miguel 

et al., 2013). Daratumumab, un AcMo contra CD38, también fue aprobado para el tratamiento 

de pacientes con MMRR cuyos tratamientos previos incluyeran un inhibidor del proteasoma y 

un IMID y cuya enfermedad empeorara tras el tratamiento (Usmani et al., 2016). Daratumumab 

también ha demostrado ser eficaz en primeras recaídas y posteriores, en dos ensayos clínicos 
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fase III en los que se utilizó en combinación con bortezomib y dexametasona (Palumbo et al., 

2016; Spencer et al., 2018) o con lenalidomida y dexametasona (M A Dimopoulos et al., 2016). 

Estas dos nuevas combinaciones de tres fármacos son estándares de tratamiento del MM en 

recaída.  

En pacientes candidatos a trasplante, se puede considerar realizar un segundo TASPE, 

siempre y cuando el paciente haya respondido bien al primer TASPE y tenga una SLP superior 

a los 24 meses (Giralt et al., 2015). En cuanto al trasplante alogénico, en el caso de una 

recaída, solo debería de realizarse en el contexto de un ensayo clínico (P Moreau et al., 2017).  

Actualmente están en marcha varios ensayos clínicos en los que se están estudiando 

nuevos fármacos, algunos de los cuales están aportando resultados prometedores (Bahlis et 

al., 2018; Maria-Victoria Mateos et al., 2018; Richardson et al., 2018; Shah et al., 2017). 
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Figura 4. Tratamiento de rescate en mieloma múltiple. Para el tratamiento de la primera recaída de pacientes que hayan recibido una terapias de inducción basadas en 

fármacos inmunomoduladores (IMIDs), están aprobados los dobletes de carfilzomib con dosis bajas de dexametasona (Kd) y bortezomib con dosis bajas de dexametasona 

(Vd) o las combinaciones de tripletes basados en bortezomib, como daratumumab, bortezomib, dexametasona (DaraVD), panobinostat, bortezomib, dexametasona (PanoVD), 

elotuzumab, bortezomib, dexametasona (EloVD) o bortezomib, ciclofosfamida, dexametasona (VCD). Para el tratamiento de la primera recaída de pacientes que hayan 

recibido terapias de inducción basadas en bortezomib, están aprobados el tratamiento con lenalidomida y dosis bajas de dexametasona (Rd) o combinaciones de tripletes con 

Rd, como daratumumab, lenalidomida y dosis bajas de dexametasona (DaraRD), carfilzomib, lenalidomida y dosis bajas de dexametasona (KRd), ixazomib, lenalidomida y 

dosis bajas de dexametasona (IxaRd) o elotuzumab, lenalidomida y dosis bajas de dexametasona (EloRd). Para el tratamiento de las segundas y posteriores recaídas están 

aprobados los tratamientos basados en pomalidomida y dexametasona, administrados junto con ciclofosfamida (Cyclo), ixazomib (Ixa), bortezomib (Bort), daratumumab (Dara) 

o elotuzumab (Elo); otra línea de tratamiento aprobada es la administración de daratumumab, como único agente o en combinación, y, por último, se ofrece la posibilidad de 

participar en ensayos clínicos. Reproducido de (P Moreau et al., 2017). 
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Sin duda, los IP, los IMIDs y los AcMo han supuesto un gran avance en el tratamiento 

del MMRR (Hervé Avet-Loiseau et al., 2017; M. Dimopoulos et al., 2018; McCarthy et al., 2017; 

Spencer et al., 2018; Stewart et al., 2015). Sin embargo, muchos pacientes continúan 

recayendo después de recibir varias líneas de tratamiento (Gandolfi et al., 2018; Majithia et al., 

2016; Philippe Moreau, 2017), y que podrían beneficiarse de tratamientos alternativos. En los 

últimos años se han desarrollado nuevas estrategias farmacológicas, entre ellas y quizá una de 

las que mayor repercusión tuvo, la terapia celular CAR T (June et al., 2018; Wang et al., 2017; 

Zhang & Xu, 2017). Brevemente, la terapia consiste en insertar en el ADN de las células T del 

paciente el fragmento que codifica para el CAR, un receptor quimérico elaborado mediante 

ingeniería genética con capacidad para reconocer y unirse a un antígeno concreto de la célula 

tumoral y, de forma simultánea, inducir y dirigir la activación de las células T contra el tumor. En 

MM, la terapia con CAR T es todavía experimental. Actualmente hay varios ensayos clínicos 

con CAR T dirigidos frente a varios antígenos de las células de mieloma, como el antígeno de 

maduración de células B (BCMA), CD19, CD138, SLAMF7 o las cadenas ligeras de las 

inmunoglobulinas (Carpenter et al., 2013; Garfall et al., 2018; Gogishvili et al., 2017; B. Guo et 

al., 2016; Ramos et al., 2016) (Figura 5). La mayoría de los ensayos clínicos con CAR T en 

MM han ido dirigidos frente a BCMA, y los primeros resultados que demostraban la eficacia de 

un CAR T contra BCMA en MM fueron publicados en 2016 (Ali et al., 2016). De modo 

generalizado, los ensayos clínicos con CAR T dirigidos contra BCMA han mostrado altas tasas 

de respuesta en pacientes con MMRR (Brudno et al., 2018; Cohen et al., 2019; Raje et al., 

2019; Xu et al., 2019; Zhao et al., 2018). Como ejemplo, en el ensayo clínico chino fase I 

(NCT03090659), en el que se trataron pacientes con MMRR con LCAR-B38M, un CAR T 

dirigido contra BCMA y con 4-1BB como molécula coestimulatoria, el 74% de los pacientes 

alcanzaron RC, los cuales tuvieron una mediana de SLP de 24 meses y no alcanzaron la 

mediana de SG (Zhao et al., 2018). En la actualidad una variedad de productos diferentes de 

CAR T contra BCMA están siendo estudiados en distintos ensayos clínicos, y se espera que la 

terapia de CAR T contra BCMA sea aprobada pronto para el tratamiento de los pacientes con 

MMRR. Por otra parte, las terapias de CAR T contra CD138, SLAMF7, y cadenas ligeras de 

inmunoglobulinas están la mayoría en fase preclínica, pero los resultados aportados hasta 

ahora son prometedores (B. Guo et al., 2016; Mathur et al., 2017; Ramos et al., 2016). Por 

http://clinicaltrials.gov/show/NCT03090659
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último, las terapias con CAR T con doble diana están siendo estudiados en diferentes ensayos 

clínicos (Lin et al., 2019).  

 

 

Figura 5. Representación esquemática de las construcciones CAR T contra las dianas específicas 

que están siendo estudiadas en mieloma múltiple (MM). Los antígenos BCMA, TACI, CS1 (SLAMF7), 

CD138 y CD19 son las principales dianas de los CAR T diseñados para el tratamiento del MM. El CAR T 

representado tiene un fragmento monocatenario (scFv) en la parte extracelular, que es el producto de la 

fusión de las regiones variables de las cadenas pesada y ligera de las inmunoglobulinas, encargado de 

reconocer el antígeno diana; en la parte intracelular tiene un dominio CD3Zeta (CAR T de primera 

generación), para activar la respuesta T y dos dominios de moléculas de coestimulación de la respuesta 

T, como 4-1BB, CD28, CD27, CD28, ICOS u OX40, por lo que se trata de un CAR T de tercera 

generación. Reproducido de https://multiplemyelomahub.com/medical-information/original-review-driving-

forward-with-car-t-therapy-what-does-this-mean-for-mm. 

 

Además, éstas mismas dianas también están siendo utilizadas para la construcción de 

otras estructuras diferentes para el tratamiento del MM, como los Acs biespecíficos. Los Acs 

biespecíficos constan de dos proteínas fusionadas, cada una de las cuales está diseñada para 

reconocer un antígeno concreto. Una de las proteínas reconoce un antígeno de la célula diana, 

y el otro suele reconocer un antígeno de los linfocitos T, CD3, uniéndose a éstos, con lo que se 

favorece la respuesta de los linfocitos T contra las células tumorales. Algunos tienen también 

un dominio Fc (Ac bioespecífico de tipo IgG). El primer Ac biespecífico con resultados clínicos 
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en MM ha sido, AMG420, dirigido contra BCMA, con el cual se ha obtenido una tasa de 

respuesta del 70% (Topp et al., 2019). Otro Ac biespecífico contra BCMA con el que se han 

obtenido resultados prometedores ha sido CC-93269, con una tasa de respuestas global del 

89% y un 44% de RC (Costa et al., 2019). Actualmente existen varios ensayos clínicos en 

marcha para estudiar otros Ac biespecíficos dirigidos contra BCMA y también contra otras 

dianas como CD38, CD19, SLAMF7 o GPRC5D.  

 

Otra de las nuevas estructuras que se están estudiando para el tratamiento del MM son 

los conjugados fármaco-anticuerpo, dirigidos contra antígenos específicos de las células de MM 

como por ejemplo BCMA (GSK2857916). 

4. EMR 

4.1. Definición 

La EMR se define como la cantidad de células tumorales que persiste en el organismo 

después del tratamiento y que no se detecta mediante técnicas convencionales. 

4.2. Relevancia del estudio de EMR 

En los últimos 15 años se ha experimentado un gran avance en el tratamiento del MM, 

con la introducción de nuevas y más eficaces combinaciones de fármacos, en combinación con 

el TASPE (M A Dimopoulos et al., 2016; S Lonial et al., 2015; Palumbo et al., 2016; San-Miguel 

et al., 2014; J. San Miguel et al., 2013; Jesús F. San Miguel et al., 2008; Stewart et al., 2015). 

Como consecuencia, los pacientes alcanzan respuestas más profundas, y más del 40-50% de 

los pacientes incluidos en ensayos clínicos alcanzan una RC (Landgren et al., 2018). Sin 

embargo, los datos de un metaanálisis de 5 estudios y 574 pacientes demostraron que entre 

los pacientes que alcanzaban RC, aquellos con EMR positiva tenían menor SLP y SG, 

comparado con los que tenían EMR negativa (Munshi et al., 2017). Más aún, se ha observado 

que entre los pacientes con RC, la mejora en SLP y SG estaba significativamente asociada a 

una EMR negativa, independientemente del estadio de la enfermedad o del riesgo citogenético 

al diagnóstico (Munshi et al., 2017). Estos resultados coinciden con los de Lahuerta et al. (J.-J. 

Lahuerta et al., 2017), publicados el mismo año, en el que analizaron los datos de 609 
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pacientes incluidos en tres ensayos clínicos PETHEMA/GEM. Los resultados mencionados 

demostraron que la EMR negativa superaba el valor pronóstico de la RC, tanto para SLP como 

para SG, independientemente del tipo de tratamiento recibido o del riesgo del paciente (J.-J. 

Lahuerta et al., 2017). 

4.2.1. Pacientes candidatos a trasplante 

En pacientes candidatos a trasplante, se ha demostrado en numerosos estudios que la 

detección de EMR tiene valor pronóstico. Los pioneros en ofrecer los primeros resultados 

fueron los grupos español y británico de MM. En el protocolo español PETHEMA/GEM2000, en 

el que los pacientes recibieron un tratamiento uniforme que incluía dosis altas de melfalán 

seguido de TASPE, la EMR negativa determinada mediante CFM de 4 colores (sensibilidad de 

10-4) fue el factor pronóstico más relevante y se asociaba  a una mayor SLP y SG (B Paiva et 

al., 2008). En el ensayo clínico británico MRC myeloma IX, en el que los pacientes fueron 

aleatorizados a un tratamiento con CTD o con ciclofosfamida, vincristina, doxorrubicina y 

dexametasona (CVAD), seguido de dosis altas de melfalán y TASPE, los resultados 

demostraron que la EMR negativa post-TASPE determinada por CFM de 6 colores (sensibilidad 

de 10-4) se asociaba a una SLP y SG significativamente superiores (Andy C. Rawstron et al., 

2013). Estos resultados han sido extensamente corroborados en estudios posteriores en los 

que la EMR ha sido evaluada mediante MFC con sensibilidad de 10-5 (Hahn et al., 2019; Oliva 

et al., 2017), PCR-ASO (Ferrero et al., 2015; Puig et al., 2014) o NGS (J Martinez-Lopez et al., 

2014; Perrot et al., 2018; Takamatsu et al., 2017). 

4.2.2. Pacientes no candidatos a trasplante 

A pesar de que estudios recientes indican que un número considerable de pacientes no 

candidatos a trasplante tratados con combinaciones terapéuticas optimizadas pueden alcanzar 

EMR negativa (Dytfeld et al., 2014; Korde et al., 2015), su significado clínico ha sido mucho 

menos estudiado en este grupo de pacientes ya que antes de la incorporación de nuevos 

fármacos se alcanzaban tasas muy bajas de RC. Sin embargo, es a los pacientes no 

candidatos a trasplante, los cuales son el subgrupo más frecuente de pacientes de MM y en los 

cuales es de máxima importancia lograr un equilibrio entre eficacia y toxicidad, a los que más 
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les podría beneficiar una evaluación sensible de la respuesta para evitar tratamientos excesivos 

o insuficientes. Uno de los estudios realizados sobre el valor pronóstico de la EMR en 

pacientes mayores no candidatos a trasplante fue en el ensayo clínico MRC mieloma IX, en el 

que el tratamiento consistió en la administración de melfalán y prednisona (MP) o CTD 

atenuada, y en el que los pacientes con EMR negativa no demostraron tener una SLP 

significativamente mayor (Andy C. Rawstron et al., 2013). En el ensayo clínico 

PETHEMA/GEM2005MAS65, en el que se administraron dos combinaciones de fármacos 

distintas que contenían bortezomib, los pacientes que alcanzaron RC por CFM tras tratamiento 

no alcanzaron la mediana de SLP ni SG tras un largo periodo de seguimiento, y la RC por CFM 

demostró ser un factor pronóstico independiente para la SLP y la SG (M. V Mateos et al., 

2014). Más recientemente, se publicaron los resultados del ensayo clínico NCRI Myeloma XI, 

en el que observaron que los pacientes que alcanzaban EMR negativa, evaluada con CFM de 

6 colores (sensibilidad 10-4), tenían una SLP significativamente más prolongada comparado con 

los pacientes con EMR positiva (Ruth Mary de Tute et al., 2016). Ese mismo año, se publicaron 

los datos sobre el valor pronóstico de la EMR en pacientes mayores no candidatos a trasplante 

incluidos en el ensayo clínico PETHEMA/GEM2010MAS65 (B Paiva, Cedena, et al., 2016), 

cuyos resultados están expuestos en esta tesis doctoral. Más recientemente, se han publicado 

los resultados de los ensayos clínicos ALCYONE (M. V. Mateos et al., 2018), MAIA (Facon, 

Kumar, et al., 2019) y CLARION (Facon, Lee, et al., 2019), en los que se han evaluado distintas 

estrategias de tratamiento para pacientes no candidatos a trasplante. En los ensayos clínicos 

ALCYONE y MAIA, la proporción de pacientes que alcanzaron EMR negativa fue 

significativamente mayor en la rama de tratamiento que incluía daratumumab, y la SLP de 

estos pacientes fue significativamente mayor que la de los pacientes de la rama de tratamiento 

control (Facon, Kumar, et al., 2019; M. V. Mateos et al., 2018). Por lo tanto, se podría concluir 

que la mayor proporción de casos con EMR negativa estaba asociada a una SLP superior 

observada en la rama experimental. En el ensayo clínico CLARION no se observaron 

diferencias significativas entre las dos ramas de tratamiento, ni en cuanto a la proporción de 

casos con EMR negativa, ni en cuanto a SLP (Facon, Lee, et al., 2019). 
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4.2.3. Escenario actual y perspectivas futuras 

En los últimos años, la SLP ha sido considerada como el objetivo primario de los 

ensayos clínicos en MM, sustituyendo a la SG, con el fin de acelerar la aprobación de nuevos 

fármacos. Sin embargo, dadas las respuestas profundas y de larga duración que se están 

consiguiendo con los fármacos de segunda y tercera generación, especialmente en pacientes 

de nuevo diagnóstico, la SLP está pasando a ser una meta tardía que podría retrasar el 

proceso de aprobación de fármacos. En este sentido, hay una cantidad considerable de 

resultados que evidencian que la EMR podría ser un posible biomarcador para evaluar la 

eficacia de las distintas estrategias de tratamiento (Kenneth C. Anderson, 2017; Gormley et al., 

2016; Harousseau & Avet-Loiseau, 2017; Mailankody et al., 2015; B Paiva et al., 2015). De 

hecho, la Food and Drug Administration (FDA) ha autorizado recientemente un test de NGS 

para la detección de EMR en MM; de esta manera, la negatividad de EMR con una sensibilidad 

de 10-5 pasa a ser el objetivo primario en algunos ensayos clínicos iniciados recientemente 

(FDA authorizes first next generation sequencing-based test to detect very low levels of 

remaining cancer cells in patients with acute lymphoblastic leukemia or multiple myeloma | FDA, 

n.d.). Una manera eficaz de evaluar la EMR como herramienta a la hora de tomar decisiones 

terapéuticas, sería la realización de estudios en los que las opciones terapéuticas se tomaran 

en base a la EMR. De hecho, recientemente han comenzado a publicarse los primeros 

resultados de estudios basados en esta premisa. Por ejemplo, De La Puerta et al., estudiaron a 

un total de 66 pacientes con MM de nuevo diagnóstico y observaron que, comparado con los 

pacientes que siguieron una terapia preespecificada (no modificada en función de la 

profundidad de la respuesta alcanzada), los pacientes con un tratamiento dirigido en función de 

la EMR (se intensificó el tratamiento a los a los pacientes con EMR positiva) redujeron el riesgo 

de progresión o de muerte en un 90%, sin que se observara aumento en la toxicidad (De La 

Puerta Rueda et al., 2019). Además, hay varios ensayos clínicos en marcha en los que también 

se está evaluando la intensificación del tratamiento en pacientes con EMR positiva después de 

recibir el tratamiento estándar (por ejemplo, NCT03901963 o NCT03710603). 

Por otra parte, a pesar del uso de combinaciones de fármacos de alta eficacia, 

mediante técnicas de detección de EMR de nueva generación se ha observado que un gran 
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número de pacientes aún tienen EMR positiva tras tratamiento (H Avet-Loiseau et al., 2015; 

Flores-Montero et al., 2017). Debido a diversos factores clínicos y biológicos, estos pacientes 

podrían tener periodos de supervivencia muy distintos entre sí (Bruno Paiva et al., 2012). De 

esta forma, la estratificación del riesgo en pacientes con EMR positiva emerge como un campo 

de investigación inexplorado que podría aportar información adicional para diseñar una correcta 

estrategia de tratamiento y monitorización de la enfermedad en estos pacientes. 

Otra cuestión pendiente en MM es la de establecer el mejor momento para la 

monitorización de EMR. Frecuentemente la EMR se mide en momentos concretos a lo largo del 

tratamiento (tras inducción, al día +100 post-TASPE, después de la consolidación, antes y 

durante el mantenimiento) (Ferrero et al., 2015; Oliva et al., 2016; B Paiva et al., 2008; Roussel 

et al., 2014), o en el caso de los tratamientos continuos, usualmente utilizados para tratar 

pacientes no candidatos a trasplante, la evaluación de la EMR se suele hacer en el momento 

de sospecha de RC o RCs, y en momentos posteriores concretos (Facon, Kumar, et al., 2019). 

En el ensayo clínico Myeloma IX, en el que la EMR se monitorizó con CFM con sensibilidad 10-

4, se observó una SLP superior en los pacientes que tuvieron EMR negativa después de la 

inducción así como después del TASPE, comparado con los pacientes que tuvieron EMR 

positiva tras la inducción y EMR negativa después del TASPE (Andy C. Rawstron et al., 2013). 

De forma destacable, en el mismo estudio observaron que por cada reducción de un logaritmo 

en los niveles de EMR, los pacientes tenían un beneficio de un año en la mediana de SG (A C 

Rawstron et al., 2015). Por otro lado, Hahn et al. demostraron que los pacientes candidatos a 

trasplante que tuvieron EMR negativa antes del TASPE, antes del mantenimiento, y un año 

después del TASPE, tuvieron una SLP superior comparado con los pacientes con EMR positiva 

(Hahn et al., 2019). Gu et al. utilizaron CFM para monitorizar los niveles de EMR en 104 

pacientes tras la inducción y en distintos momentos después del TASPE (entre los 3 y 24 

meses), observando que los pacientes con EMR negativa mantenida hasta los 24 meses 

después del TASPE tuvieron un TTP y SG superiores, comparado con los pacientes que 

tuvieron EMR negativa después de la inducción, pero positiva en los 24 meses tras el TASPE 

(Gu et al., 2018). En conjunto, estos resultados sugieren que la duración de la EMR negativa 

podría ser importante para prolongar la supervivencia de los pacientes, lo que implicaría la 

necesidad de realizar una monitorización de EMR periódica. Sin embargo, de momento hay 
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pocos datos sobre la duración mínima necesaria para que una EMR negativa se pueda 

considerar como sostenida en el tiempo. Ensayos clínicos actualmente en marcha, y futuros, 

podrán determinar la definición de EMR negativa sostenida y evaluar su posible importancia a 

la hora de tomar decisiones terapéuticas. 

Por último, uno de los principales inconvenientes a la hora de estudiar la EMR en MO 

es la heterogeneidad de la enfermedad. El análisis de EMR en MO se hace en aspirados de 

MO extraídos de un único punto, pero en algunos pacientes las células de mieloma tienen un 

patrón de infiltración parcheado, por lo que la muestra puede no ser representativa de los 

niveles de enfermedad (Lee et al., 2017). Realizar biopsias líquidas podría ser la solución para 

solventar este problema. La biopsia líquida es una estrategia de monitorización no invasiva en 

la que se analizan distintas moléculas o células en la SP de los pacientes. De esta manera, 

actualmente se encuentran en fase de investigación la detección de células tumorales 

circulantes (Sanoja-Flores et al., 2019), de ADN circulante derivado de las células tumorales 

(Mazzotti et al., 2018) y de péptidos de la proteína M (Mills et al., 2017; Thoren, 2018).  

4.3. Técnicas para la monitorización de la EMR 

Como consecuencia de la profundización en la respuesta de los pacientes y la mejora 

en la sensibilidad de las técnicas de detección de EMR, el IMWG publicó una actualización de 

los criterios de respuesta que incluía una recomendación sobre los métodos que se deben 

emplear para la detección de EMR (S. Kumar et al., 2016). En resumen, el IMWG recomienda 

la tomografía por emisión de positrones-tomografía computada (PET/CT) como método de 

imagen para la detección de EMR extramedular, y la NGS o la NGF para la detección de EMR 

en MO.  

Las técnicas de imagen han demostrado que el MM tiene un patrón de distribución 

heterogéneo. De esta forma, algunos estudios sugieren que más del 10% de los pacientes al 

diagnóstico tienen enfermedad extramedular en tejido blando y grandes órganos, y sugieren 

que, en las recaídas, una alta proporción de pacientes también tienen enfermedad 

extramedular (Bladé et al., 2012; Dores et al., 2009; Sheth et al., 2009; Short et al., 2011; 

Usmani et al., 2012; Varettoni et al., 2010). Por este motivo, el IMWG incorporó las técnicas de 
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imagen, junto con la evaluación de la MO para mejorar la detección de la EMR (S. Kumar et al., 

2016). El PET/TC con F18-FDG (FDG PET/CT) es una técnica de imagen sensible que permite 

determinar la actividad metabólica de las lesiones focales extramedulares y en MO, por lo que 

actualmente forma parte del protocolo asistencial estándar en muchos hospitales para evaluar 

la respuesta al tratamiento (Blade et al., 2011; Hillengass et al., 2011; Philippe Moreau, 2011). 

Su valor pronóstico y predictivo ha sido demostrado en varios estudios (Bartel et al., 2009; 

Philippe Moreau et al., 2017; Elena Zamagni et al., 2011). Por ejemplo, Moreau et al 

compararon el FDG PET/TC con la por resonancia magnética (RM), y observaron que si bien 

ambas técnicas mostraron una sensibilidad similar para la detección de lesiones óseas, la 

normalización del PET/TC tras tratamiento, pero no la de RM, tenía valor pronóstico (Philippe 

Moreau et al., 2017). Tanto en pacientes respondedores como no respondedores, las lesiones 

focales pueden permanecer positivas durante varios meses, por lo que la RM convencional 

puede ser inferior al PET/TC para evaluar EMR (Bartel et al., 2009; Hillengass et al., 2012; E 

Zamagni & Cavo, 2012) 

La primera técnica molecular para evaluar EMR en MO fue la reacción en cadena de la 

polimerasa con oligonucleótidos específicos de alelo (ASO-PCR), cuyo valor pronóstico fue 

demostrado en varios estudios tanto en pacientes candidatos a TASPE (Bakkus et al., 2004; 

Korthals et al., 2012; Ladetto et al., 2010; Martinelli et al., 2000; Putkonen et al., 2010; 

Sarasquete et al., 2005) como en no candidatos (Joaquin Martinez-Lopez et al., 2013; 

Martínez-Sánchez et al., 2008; Puig et al., 2014). Sin embargo, diferentes aspectos limitaron su 

uso a favor de la NGS. Primero, su aplicabilidad, que variaba desde un 40 hasta un 60%, 

debido a la baja tasa de identificación de marcadores clonales al diagnóstico, ya que la 

ejecución de esta técnica se veía limitada por la tasa de hipermutación somática del loci de las 

inmunoglobulinas, lo que ocasionaba problemas en la secuenciación. Además, la necesidad de 

sintetizar cebadores específicos de paciente aumentaba la complejidad de esta técnica 

(Gambella et al., 2019; Ladetto et al., 2010; Puig et al., 2014). La NGS es un método 

implementado hace pocos años para el estudio de la EMR en MM, que se basa en el uso de 

conjuntos de cebadores específicos de los locus IGH e IGK (locus de la cadena ligera κ de las 

inmunoglobulinas), para la amplificación y secuenciación de los reordenamientos clonales de 

las inmunoglobulinas. Ladetto et al. (Ladetto et al., 2014) compararon la qPCR-ASO y la NGS 
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en cuanto a su capacidad para detectar EMR, y observaron que tanto la capacidad como la 

sensibilidad para detectar clonotipos (lecturas de secuencia idénticas) era comparable entre 

ambas técnicas, siendo de al menos 1 célula tumoral en 105 células normales. Sin embargo, la 

NGS tenía las ventajas de no requerir cebadores específicos de paciente y una mayor 

aplicabilidad (Ladetto et al., 2014). Además, otros estudios demostraron que la NGS puede 

alcanzar una sensibilidad de 10-6 (H Avet-Loiseau et al., 2015) y que eso contribuía a una mejor 

estratificación de los pacientes con MM (Korde et al., 2015; J Martinez-Lopez et al., 2014; P 

Moreau et al., 2006). En el ensayo clínico IFM2009, se compararon la NGS (sensibilidad 10-6) 

frente a la MFC de 7 colores, (sensibilidad 10-4), y los resultados mostraron que la NGS era 

claramente suprior a la MFC puesto que varios pacientes con EMR negativa por MFC, tenían 

EMR positiva por NGS (H Avet-Loiseau et al., 2015). Actualmente hay en marcha varios 

estudios en los que se está evaluando la NGS vs NGF y su correlación. En el estudio 

CASSIOPEIA, se ha observado una buena correlación (83,5% en muestras pareadas) 

utilizando la misma sensibilidad (10-5), lo que indica que ambas técnicas son equiparables en la 

evaluación de la EMR (Herve Avet-Loiseau et al., 2019).  

4.4. CFM para la detección de EMR en MM 

4.4.1. Metodología de primera y segunda generación 

Los primeros estudios de detección de EMR en MM mediante CFM se realizaron con 

tecnología de primera generación, en la que las muestras se analizaban con combinaciones de 

4 colores y se adquirían al menos entre 2x104 y 1x105 células totales por combinación (Almeida 

et al., 1999; Manzanera et al., 2005; J F San Miguel et al., 2002). En consecuencia, se 

alcanzaba una sensibilidad de una célula de mieloma en 104 células totales (sensibilidad 10-4). 

Al igual que al diagnóstico, el empleo de marcadores que permitían identificar las CPs en el 

total de células de la MO (fundamentalmente el CD38) y la caracterización de fenotipos 

aberrantes (por aquel entonces sin el marcaje citoplasmático de cadenas κ y λ), permitía 

discriminar con alguna eficacia CPs normales y patológicas dentro del compartimento de CPs 

en MO (Mauricio Ocqueteau et al., 1998).  
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Varios estudios han demostrado la eficacia de la CFM de primera generación en la 

detección de EMR en MO (B Barlogie et al., 2008; B Paiva et al., 2008, 2011; Bruno Paiva et 

al., 2012; Puig et al., 2014; Andy C. Rawstron et al., 2013; Sarasquete et al., 2005). Rawstron 

et al. (2002) demostraron que los pacientes con EMR negativa por CFM tras el TASPE tenían 

una SLP significativamente mayor comparado con los pacientes que tenían EMR positiva (Andy 

C. Rawstron et al., 2002). Además, demostraron que la CFM tiene mayor sensibilidad que la 

inmunofijación en la evaluación de la respuesta al tratamiento (Andy C. Rawstron et al., 2002). 

Los resultados de San Miguel et al. (J F San Miguel et al., 2002) fueron muy similares a estos 

resultados iniciales del grupo británico. El grupo español de mieloma (PETHEMA/GEM) (B 

Paiva et al., 2008) estudió una serie amplia con 295 pacientes candidatos a trasplante, y 

demostraron que la EMR por CFM era uno de los predictores más importantes de la evolución 

de los pacientes, con valor pronóstico tanto para la SLP como para la SG. Paiva et al. (Bruno 

Paiva et al., 2012) estudiaron una serie de 241 pacientes en RC incluidos en los ensayos 

clínicos GEM2000 y GEM2005MENOS65, y demostraron que la persistencia de EMR post-

TASPE y la citogenética de alto riesgo al diagnóstico son los mejores predictores de una 

recaída temprana en pacientes que alcanzan RC. Estos resultados van en consonancia con los 

obtenidos por un estudio previo de Barlogie et al. (B Barlogie et al., 2008). 

Sin embargo, en los últimos años se ha introducido progresivamente una tecnología de 

CFM más sofisticada, de segunda generación (Korde et al., 2015; Roussel et al., 2014), en la 

que se utilizan combinaciones de 8 colores, se adquiere aproximadamente un total de 2x106 

células por combinación (Stetler-Stevenson et al., 2016) y se utiliza un sistema de 

procesamiento de señales digital, que permite el análisis de una mayor cantidad de datos en 

menor tiempo, y que se debería traducir en un aumento de eficacia. Ciertamente, se espera 

una mejora en la sensibilidad y la especificidad en la monitorización de EMR, pero hasta el 

momento de la realización de esta tesis doctoral, no se había determinado el alcance de esta 

mejora. 

Por otra parte, el estudio de EMR mediante CFM ofrece una serie de ventajas a parte 

de la detección de CPs clonales. Debido a la necesidad de realizar el análisis en muestras 

frescas y de la expresión de los antígenos utilizados para la detección de EMR en otras 
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poblaciones celulares de la MO, la CFM ofrece la posibilidad de obtener datos, en tiempo real, 

de otros parámetros además de la EMR. De esta forma, el estudio de EMR por CFM permite 

evaluar la calidad de los aspirados de MO y poder, así, descartar muestras hemodiluidas 

(Flores-Montero et al., 2017). Además, permite realizar una caracterización global del 

compartimento de CPs (J F San Miguel et al., 2002), ofrece información sobre posibles dianas 

terapéuticas en las células patológicas (B. Paiva et al., 2015; Bruno Paiva et al., 2010; Raja et 

al., 2010) y sobre la biología de las células quimiorresistentes de la EMR (Paino et al., 2015; B 

Paiva, Corchete, et al., 2016), también aporta información sobre la reconstitución del sistema 

inmune tras tratamiento (Pessoa de Magalhaes et al., 2013) y, por último, la CFM también 

podría ser utilizada para obtener información de valor pronóstico basada en el fenotipo de las 

CPs aberrantes. De hecho, varios grupos de investigación han publicado resultados que 

demuestran el valor pronóstico de distintos marcadores en MM (W I Gonsalves et al., 2016; J. 

Guo et al., 2016; Mateo et al., 2008; P Moreau et al., 2004, 2006; B Paiva et al., 2012; Pan et 

al., 2016). En un estudio más reciente, se han identificado patrones de expresión de antígenos, 

basados en CD19 y CD81, que definían subgrupos de CPs normales y clonales con distinto 

grado de diferenciación. Mediante una comparación longitudinal entre muestras al diagnóstico y 

tras evaluación de EMR, estos patrones fueron útiles para identificar un grupo de pacientes con 

peor pronóstico, en los que predominaban subclones de CPs menos diferenciados tras la 

presión inducida por el tratamiento (B Paiva et al., 2017). Sin embargo, existe una falta de 

consenso a la hora de determinar los marcadores con valor pronóstico debido, entre otros 

factores, a la variabilidad en las técnicas inmunofenotípicas utilizadas y la escasez de estudios 

con cohortes grandes de pacientes. Además, son pocos los datos publicados sobre el valor 

pronóstico del fenotipo tras la incorporación al tratamiento del MM de nuevos fármacos como 

los IPs o los IMIDs (W I Gonsalves et al., 2016; B Paiva et al., 2012, 2017). 

4.4.2. NGF 

En los últimos años, la CFM ha experimentado una evolución desde la CFM de primera 

y segunda generación hasta la NGF, debido al análisis simultáneo de 8 o más marcadores y a 

la capacidad de interrogar un mayor número de células que ofrecen protocolos optimizados de 

procesamiento de muestras y los nuevos programas informáticos. Recientemente, el consorcio 
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EuroFlow ha propuesto un protocolo optimizado con el objetivo de aumentar la sensibilidad y 

estandarizar la detección de EMR en MM mediante CFM. Han elaborado un panel de AcMo con 

dos tubos de 8 colores, en los que se incluyen marcadores de superficie, para la discriminación 

entre CPs aberrantes y normales, así como las cadenas ligeras κ y λ citoplasmáticas para 

confirmar la clonalidad de las células fenotípicamente aberrantes (Flores-Montero et al., 2017; 

B Paiva et al., 2015; Stetler-Stevenson et al., 2016; van Dongen et al., 2012) (Tabla 4). 

Además, el protocolo incorpora un paso de bulk-lysis, que permite el análisis de más de 5x106 

células por tubo (Flores-Montero et al., 2017). Por otra parte, el consorcio EuroFlow también ha 

definido los reactivos que se deben utilizar y las variables de adquisición y de identificación de 

las CPs clonales, y ha desarrollado programas informáticos con algoritmos para el análisis 

automatizado de CPs clonales en MM (Flores-Montero et al., 2017). Este protocolo desarrollado 

por EuroFlow ha sido extensamente validado, con más de 100 muestras de EMR analizadas 

(Flores-Montero et al., 2017).  

Tabla 4. Panel optimizado por Euroflow para la detección de enfermedad mínima residual 

(EMR) en mieloma múltiple (MM) por citometría de flujo de nueva generación (NGF) 

Tubo BV421 BV510 FITC PE PerCPsCy5.5 PECy7 APC APCH7 

1 CD138 CD27 CD38 CD56 CD45 CD19 CD117 CD81 

2 CD138 CD27 CD38 CD56 CD45 CD19 citoκ citoλ 
 

 

Además de los paneles de 8 colores, también se están empezando a utilizar paneles de 

9 o 10 colores pero no se ha demostrado que la perdida de estandarización conlleve a un 

aumento de sensibilidad (Blum et al., 2019; Flores-Montero et al., 2017; Roshal et al., 2017; 

Royston et al., 2016), y sería deseable que, en la medida de lo posible, hubiera una fuerte 

adhesión a los métodos recomendados por el IMWG. 

El IMWG ha recomendado la NGF, junto con la NGS, como métodos para la detección 

de EMR en MO en MM, y propuso su inclusión en futuros ensayos clínicos (S. Kumar et al., 

2016). Como se muestra en la Tabla 5, ambos métodos ofrecen ventajas e inconvenientes, y 

son varias las características que pueden influir a la hora de elegir un método u otro. 
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Tabla 5. Comparación de distintas técnicas utilizadas para la detección de enfermedad mínima residual (EMR) en médula ósea (MO) 

 Citometría de nueva generación (NGF) Secuenciación de nueva generación (NGS) 

   

Aplicabilidad Casi del 100% ≥90% 

   
Disponibilidad 

La mayoría de hospitales tienen citometría de flujo de 8 colores. 
Únicamente servicio comercial; actualmente plataformas académicas 
en desarrollo 

 
experiencia.  

 

   

Muestra al diagnóstico No se requiere Se requiere para la identificación del clonotipo dominante 

   

Número de células requeridas Mínimo de 10 millones de células 1-2 millones de células/20µg de ADN 

   

Procesamiento de la muestra Necesita ser procesada a las 24-48h; requiere muestra fresca Se pueden usar muestras frescas o almacenadas 

   

Estandarización Estandarizado por el consorcio EuroFlow Compañías comerciales (Adaptive Biothecnologies) 

  
También hay disponibles metodologías académicas 

   
Control de calidad de la 
muestra Posible de evaluar mediante un análisis global de la médula ósea No es posible 

   

Cuantitativo Sí Sí 

   

Sensibilidad 1 en 105-106 1 en 105-106 

   
Tiempo de respuesta y 
complejidad 

3-4h. Requiere conocimiento en citometría de flujo 
Una semana. Las metodologías académicas requieren soporte 
bioinformático 

 
Disponible software automatizado 

 
   

Evolución clonal Evaluable. Puede tener en cuenta cambios fenotípicos Evaluable. Puede tener en cuenta todos los clones menores 

Adaptado de.(Oliva et al., 2020). 
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4.5. Criterios de respuesta al tratamiento 

Numerosos estudios han demostrado que una respuesta profunda al tratamiento se 

asocia a una mayor supervivencia, tanto en pacientes candidatos como en no candidatos a 

trasplante (Gay et al., 2011; J. J. Lahuerta et al., 2008; J. San Miguel et al., 2013), lo que 

subraya la relevancia clínica de la evaluación de la respuesta en MM. Esta estuvo basaba 

durante décadas en la detección de proteína M en suero u orina mediante electroforesis o 

inmunofijación (BladÉ et al., 1998; B G M Durie et al., 2006), y en la cuantificación de CPs en 

MO mediante análisis morfológico. Así, la definición de RC requería únicamente que hubiera 

menos de un 5% de CPs en MO, sin tener en cuenta si eran clonales o no (BladÉ et al., 1998; 

B G M Durie et al., 2006). Más tarde, la definición de RC fue refinada a RCs, al incorporar la 

determinación de sFLC junto con la evaluación de biopsias de trefina por inmunohistoquímica 

(B G M Durie et al., 2006; S. V. Rajkumar et al., 2011). De esta forma, la RCs se alcanza con 

una inmunofijación negativa, la desaparición de los plasmocitomas, menos de 5% de CPs en 

MO, ausencia de CPs clonales en MO por inmunohistoquímica y una ratio de CLL normal. La 

RCs ha sido, hasta hace poco, el criterio que definía el nivel de respuesta más profunda en 

MM. Sin embargo, debido a diversas circunstancias comentadas anteriormente, entre ellas la 

eficacia mejorada de las nuevas estrategias de tratamiento, y al desarrollo de métodos más 

sensibles para la detección de EMR, era evidente la necesidad de redefinir los criterios de 

repuesta al tratamiento en MM. En consecuencia, el IMWG publicó en 2016 los nuevos criterios 

de respuesta, introduciendo la definición de EMR como la presencia de células tumorales a un 

nivel de una en al menos 105 células normales (S. Kumar et al., 2016). De esta forma, 

incorporaron los términos EMR negativa por NGF, NGS, PET/CT y EMR negativa mantenida, 

para su empleo estandarizado en ensayos clínicos (S. Kumar et al., 2016). En la Tabla 6 se 

muestra una descripción de los criterios de respuesta “standard” del IMWG de RC y RCs, y los 

nuevos criterios de respuesta EMR negativa por NGF, NGS, PET/CT incorporados por el IMWG 

en 2016. 
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Tabla 6. Criterios de respuesta establecidos por el International Myeloma Working Group 

(IMWG) para la evaluación de enfermedad mínima residual (EMR) en mieloma múltiple 

(MM) 

 Criterios de respuesta* 

Criterios de respuesta "standard" IMWG  

Respuesta completa Inmunofijación negativa en suero y en orina y desaparición de los 
plasmocitomas en tejido blando y <5% de células plasmáticas en aspirados 
de médula ósea  

  

Respuesta completa 
estricta 

Respuesta completa como está arriba descrita y ratio FLC normal y ausencia 
de células clonales en biopsias de médula ósea por inmunohistoquímica (ratio 
κ/λ ≥4:1 o ≤1:2 para pacientes κ o λ , respectivamente, tras contar ≥100 
células plasmáticas†) 

 

 

 

Criterios de respuesta adicionales IMWG (2016) 

EMR mantenida Negatividad de EMR en médula ósea (NGF, NGS o ambas) y por imagen tal 
como se describe abajo, confirmado como mínimo durante un año  

 
EMR negativa por NGF Ausencia de células plasmáticas aberrantes por fenotipo mediante NGF en 

aspirados de médula ósea usando los protocolos de EuroFlow para la 
detección de EMR en mieloma múltiple (o por un método equivalente 
validado) con un mínimo de sensibilidad de 1 en 105 células nucleadas  

  

EMR negativa por NGS Ausencia de células plasmáticas clonales por NGS en aspirados de médula 
ósea. La clonalidad requiere dos lecturas de secuenciación idénticas 
obtenidas tras la secuenciación de DNA de aspirados de médula ósea 
utilizando la plataforma LymphoSIGHT (o por un método equivalente 
validado) con un mínimo de sensibilidad de 1 en 105 células nucleadas 

 

 

 
Prueba de imagen y EMR 
negativas 

EMR negativa determinada por NGF o NGS y desaparición de cada área de 
captación aumentada al diagnóstico o en PET/TC previo o descenso de la 
captación SUV respecto a sangre de mediastino o tejido normal adyacente 

Abreviaturas: EMR, enfermedad mínima residual; NGF: citometría de nueva generación (next-generation 

flow); NGS, secuenciación de nueva generación (next-generation sequencing); FLC, cadenas ligeras 

libres (free light chain); SUV, Valor de captación estandarizado (standardised uptake value).*Se 

recomienda realizar estudio de EMR tras cada fase del tratamiento (tras inducción, TASPE, consolidación, 

mantenimiento). La detección de EMR debería realizarse únicamente cuando se sospeche respuesta 

completa. †La presencia o ausencia de células clonales en inmunohistoquímica se basa en la ratio κ/λ. 

Una ratio anormal que refleja la presencia de un clon es κ/λ of >4:1 <1:2, y es necesario analizar al menos 

100 células plasmáticas para determinarlo. Adaptado de (S. Kumar et al., 2016). 
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En los últimos años ha habido un gran desarrollo en los estudios inmunofenotípicos 

para la detección de EMR en MM, evolucionando desde la CFM convencional (de primera 

generación) hasta la más reciente NGF. Durante esta evolución se ha desarrollado la CFM de 

segunda generación, hoy en día ampliamente instalada en los laboratorios de diagnóstico, 

sobre todo aquellos que por determinadas razones aún no han podido dar el salto a la NGF. 

Sin embargo, a pesar de que se asume que aporta una mayor sensibilidad en la detección de 

EMR comparado con la CFM de primera generación, hasta el momento no se ha determinado 

el aumento de sensibilidad o especificidad con la CFM de segunda generación.  

Por otra parte, el valor pronóstico de la monitorización de EMR ha sido ampliamente 

validado en pacientes con MM candidatos a trasplante. Sin embargo, su impacto en pacientes 

mayores no candidatos a trasplante aún no estaba bien definido. 

Por último, la estratificación pronóstica de pacientes con EMR positiva emerge como un 

campo de investigación inexplorado que podría aportar información adicional para diseñar una 

correcta estrategia de tratamiento y monitorización de la enfermedad en estos pacientes. 

Por todo ello, en esta tesis doctoral hemos establecido los siguientes objetivos 

principales:  

1. Determinar la sensibilidad y especificidad en la detección de EMR en MM mediante 

CFM de primera versus segunda generación, y estudiar su significado clínico en 

pacientes mayores no candidatos a trasplante. 

2. Identificar nuevos algoritmos que permitan la estratificación pronóstica de pacientes 

con EMR positiva 
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1. Pacientes y diseño de los ensayos clínicos 

Para estudiar el valor pronóstico del perfil fenotípico de las CPs clonales, se analizaron 

los datos de 1265 pacientes de MM de nuevo diagnóstico incluidos en cuatro protocolos 

consecutivos de PETHEMA/GEM (GEM2000 y GEM2005MENOS65 para pacientes candidatos 

a trasplante, y GEM2005MAS65 y GEM2010MAS65 para pacientes no candidatos a trasplante) 

y con datos disponibles del perfil fenotípico de las CPs clonales al diagnóstico. Para estudiar el 

valor pronóstico de la EMR en pacientes no candidatos a trasplante, se analizaron un total de 

162 pacientes de los 241 incluidos en el ensayo clínico GEM2010MAS65, los cuales tenían 

datos de EMR. A continuación, se describen los esquemas de tratamiento administrados en 

cada uno de los ensayos clínicos objeto de esta tesis, así como las estrategias utilizadas para 

la evaluación de EMR. 

En el protocolo PETHEMA/GEM2000 (NCT00560053) (J. J. Lahuerta et al., 2008) un 

total de 685 pacientes fueron tratados 

con 6 ciclos alternos de vincristina, 

BCNU, melfalán, ciclofosfamida y 

prednisona (VBMCP) y vincristina, 

BCNU, doxorubicina, dexametasona 

(VBAD). La terapia de condicionamiento 

previo a TASPE consistió inicialmente 

en melfalán y busulfán, pero fue 

sustituido por altas dosis de melfalán 

debido a efectos adversos del primer 

régimen. A los pacientes que no 

alcanzaron RC o “respuesta cercana a 

RC” (del inglés, near CR) se les ofreció 

un TASPE tándem o un 

condicionamiento de intensidad 

reducida previo a un alotrasplante en caso de tener disponible un familiar donante idéntico. Por 

Figura 6. Diseño del protocolo de tratamiento 

PETHEMA/GEM2000. VBMCP: vincristina, BCNU, 

melfalán, ciclofosfamida y prednisona; VBAD: 

vincristina, BCNU, doxorubicina, dexametasona; 

TASPE: trasplante autólogo de progenitores 

hematopoyéticos de sangre periférica; RC: respuesta 

completa; mini-ALO: condicionamiento de intensidad 

reducida previo a alotrasplante. 
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último, todos los pacientes recibieron terapia de mantenimiento durante dos años con interferón 

y prednisona (Figura 6).  

En el estudio 

PETHEMA/GEM2005MENOS65 

(NCT00461747) (Rosiñol et al., 2012), 390 

pacientes fueron aleatorizados, en una 

proporción 1:1:1, para la administración de 

la terapia de inducción basada en TD, 

VTD o VBMCPs/VBAD, seguido de 

bortezomib (VBMCPs/VBAD/B). Tras la 

inducción, todos los pacientes se 

sometieron a TASPE con dosis altas de 

melfalán, tras lo cual se les asignaba un 

tratamiento de mantenimiento de nuevo 

aleatorizado, con interferón alfa-2b, 

talidomida o talidomida y bortezomib (VT) 

(Figura 7). 

 

En el ensayo clínico 

PETHEMA/GEM2005MAS65 

(NCT00443235) (M. V Mateos et al., 

2010), 260 pacientes fueron reclutados 

y tratados aleatoriamente, en una 

proporción 1:1, con 6 ciclos de VMP o 

VTD, tras lo cual, los pacientes de 

cada uno de los dos grupos de 

tratamiento de inducción recibieron 

mantenimiento aleatorio, en una proporción 1:1, con VT o VP (Figura 8).  

Figura 7. Diseño del ensayo clínico 

PETHEMA/GEM2005MENOS65. VBMCP: vincristina, 

BCNU, melfalán, ciclofosfamida y prednisona; VBAD: 

vincristina, BCNU, doxorubicina, dexametasona; Btz: 

bortezomib, TD: talidomida ,dexametasona; VTD: 

bortezomib, talidomida, dexametasona; VT: talidomida y 

bortezomib; TASPE: trasplante autólogo de 

progenitores hematopoyéticos de sangre periférica. 

Figura 8. Diseño del ensayo clínico 

PETHEMA/GEM2005MAS65. VMP: bortezomib, melfalán, 

prednisona; VTD: bortezomib, talidomida, dexametasona; VT: 

talidomida y bortezomib; VP: bortezomib, prednisona. 
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En el ensayo clínico PETHEMA/GEM2010MAS65 (NCT01237249) (M. V Mateos et al., 

2016), 241 pacientes fueron tratados de forma aleatoria con una administración secuencial o 

alternante de 9 ciclos de VMP seguidos de 9 ciclos de Rd, hasta 18 ciclos (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aunque en el protocolo del ensayo estaban previstos aspirados de MO para el estudio 

de EMR tras 9 y 18 ciclos de tratamiento independientemente de la respuesta alcanzada, en la 

práctica la selección de los pacientes para la detección de EMR se realizó en función de la 

respuesta basada en los niveles de proteína M. De esta forma, el 80% de los pacientes 

alcanzaron al menos muy buena respuesta parcial, y el 50% alcanzaron RC según los criterios 

establecidos por el IMWG (B G M Durie et al., 2006). Se realizó el estudio de inmunofenotipo 

en MO al diagnóstico a un total de 225 pacientes, de los cuales 6 (3%) fueron excluidos para la 

monitorización de EMR debido a la ausencia de fenotipos aberrantes (Figura 10). La 

distribución de los pacientes entre las dos ramas de tratamiento fue balanceada (n=78 y n=84, 

para la administración secuencial o alternante, respectivamente). La mediana de seguimiento 

tras la inclusión en el estudio para los 162 pacientes fue de 36 meses (y de 30 meses para la 

serie global de 241 pacientes (M. V Mateos et al., 2016)). A los 36 meses, 79 de los 162 

pacientes (49%) estaban en progresión y 34 (21%) habían fallecido. 

Figura 9. Diseño del ensayo clínico PETHEMA/GEM2010MAS65. 

Esquema secuencial (VMPx9 y Rdx9) y alternante (VMP/Rdx9 y 

VMP/Rdx9). VMP: bortezomib, melfalán, prednisona. Rd: lenalidomida 

y dosis bajas de dexametasona. 
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Figura 10. Diagrama del estudio de enfermedad mínima residual (EMR) en el ensayo clínico 

PETHEMA/GEM2010MAS65. 162 de los 241 pacientes incluidos en el ensayo clínico tenían datos de al 

menos uno de los dos estudios de EMR realizados; tras el ciclo 9 se recogieron datos de EMR de 127 

pacientes, de los cuales 60 pacientes habían recibido el esquema de administración consecutivo y 67 

pacientes el alterno. Tras el ciclo 18 se recogieron datos de EMR de 118 pacientes, 61 de los cuales 

habían recibido el esquema de administración secuencial y 57 pacientes habían recibido el esquema 

alterno. Por lo tanto, los datos de EMR se determinaron en el ciclo 18 para 118 de los 162 pacientes, y los 

44 casos restantes fueron determinados únicamente en el ciclo 9 debido a que los aspirados de médula 

ósea de estos pacientes no fueron centralizados fundamentalmente por progresión de la enfermedad 

(32%), toxicidad (20%), retirada del consentimiento informado (9%) o exitus (5%). Un total de 83 pacientes 

tenían datos de EMR tanto tras al ciclo 9 como tras el 18.  

 

 

Los datos demográficos y las características clínicas de los pacientes incluidos en 

estos ensayos clínicos se muestran en la Tabla 7. 
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Tabla 7. Datos demográficos y características clínicas de los pacientes incluidos en los 

ensayos clínicos PETHEMA GEM2000, GEM2005MENOS65, GEM2005MAS65 y 

GEM2010MAS65. 

   
GEM2000 

(n = 479) 

GEM2005MENOS65 

(n = 316) 

GEM2005MAS65 

(n = 238) 

GEM2010MAS65 

(n = 232) 

     
Hombre / Mujer, % 56 / 44 54 / 46 48 / 52 52 / 48 

Edad, años (rango) 59 (31 – 70) 56 (25 – 65) 73 (65 – 84) 74 (65 – 89) 
 

    

Subtipo de mieloma, %     

IgG 54 60 59 54 

IgA 24 22 30 34 

Cadenas ligeras 20 15 11 12 

Otros 2 3 0 0 
 

    

ISS I / II / III, % 32 / 43 / 25 39 / 41 / 20 25 / 44 /31 21 / 47 / 32 

Hemoglobina, g/L 105 

(40 – 168) 

100 

(80 – 160) 

104 

(80 – 166) 

105 

(70 – 159) 
Creatinina, mg/dL 1.1 

(0.2 – 18) 

0.9 

(0.3 – 2) 

1.0 

(0.4 – 2) 

0.9 

(0.4 – 2) 
Calcio, mg/dL 9.5 

(2 – 20) 

9.5 

(1.2 – 14) 

9.6 

(0.6 – 14) 

9.5 

(2 – 13) 

 
    

Citogenética (n = 777), %     

t(4;14) 6 15 9 19 

t(11;14) 10 18 13 46 

t(14;16) 6 3 1 8 

del(13q) 32 52 39 50 

del(17p) 6 8 10 10 

Alto riesgo  12 21 19 19 
 

    

Mediana seguimiento, años 12 6 6 3 

 

 

Para investigar la estabilidad antigénica de las CPs clonales desde el diagnóstico hasta 

los distintos momentos de evaluación de EMR, se analizaron los datos recogidos en el ensayo 

clínico PETHEMA/GEM2012MENOS65, en el cual se incorporó la NGF de 8 colores, debido a 

que en los ensayos clínicos anteriores los estudios de inmunofenotipo se realizaron con CFM 

de 4 colores (GEM2000, GEM2005MENOS65, GEM2005MAS65) u 8 colores, pero sin 

protocolos que garantizaran la estabilidad de los sistemas luminoso y óptico de los citómetros 

de flujo para comparar el perfil fenotípico de las CPs clonales al diagnóstico vs EMR.  
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En el ensayo clínico PETHEMA/GEM2012MENOS65 (NCT01916252), todos los 

pacientes fueron tratados con seis ciclos de inducción con VRd tras lo cual los pacientes fueron 

aleatorizados en una proporción 1:1 para recibir tratamiento de acondicionamiento con dosis 

altas de melfalán o melfalán y busulfán seguido de TASPE, y una consolidación con dos ciclos 

de VRd para todos los pacientes. 

Durante el seguimiento, los 

estudios de EMR se realizaron 

tras inducción, TASPE y al final de 

la consolidación. Se seleccionaron 

aleatoriamente 25 pacientes que 

tuvieron EMR positiva en cada 

uno de los momentos de 

evaluación de EMR, y se comparó 

el perfil fenotípico de las CPs 

clonales al diagnóstico con el de 

los estudios longitudinales de 

EMR (Figura 11). 

La mediana de seguimiento del global de pacientes de todas las series fue de 69 

meses. 

Todas las muestras fueron recogidas tras recibir el consentimiento informado de cada 

uno de los pacientes, de acuerdo con los comités éticos locales y a la Declaración de Helsinki. 

2. CFM 

2.1. CFM de primera generación 

En el protocolo PETHEMA/GEM2000 se procesaron muestras de MO de 479 pacientes 

al diagnóstico. Las muestras fueron marcadas usando una técnica de inmunofluorescencia 

directa de 4 colores, descrita previamente en detalle (Mateo et al., 2008; B Paiva et al., 2008; J 

F San Miguel et al., 2002). De esta forma, se utilizaron las siguientes combinaciones de AcMo 

(FITC/PE/PerCPs-Cy5.5/APC): (1) CD38/CD56/CD19/CD45, (2) CD138/CD28/CD33/CD38 y 

Figura 11. Diseño del protocolo de tratamiento de los 

pacientes del ensayo clínico PETHEMA/GEM2012MAS65, 

mostrando los puntos de monitorización de enfermedad 

mínima residual (EMR). VRd: bortezomib, lenalidomida, 

dexametasona. TASPE: trasplante autólogo de progenitores 

hematopoyéticos de sangre periférica. 
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(3) CD20/CD117/CD138/CD38. Tras la lisis de los eritrocitos, se utilizaron citómetros 

FACSCalibur (BD, San José, CA, EEUU) para la adquisición de los datos, de acuerdo a 

métodos establecidos (Manzanera et al., 2005). Se grabó la información de al menos 3x103 

CPs de cada combinación de AcMo y el análisis de las CPs se realizó utilizando el programa 

informático Paint-Gate-PRO (BD), publicado previamente (Manzanera et al., 2005). 

En los ensayos clínicos GEM2005MENOS65 y GEM2005MAS65, se procesaron 

aspirados de MO de 316 y 238 pacientes, respectivamente. Las muestras fueron marcadas con 

una técnica de inmunofluorescencia de 4 colores descrita en detalle en varios estudios (Mateo 

et al., 2008; B Paiva et al., 2011), utilizando las siguientes combinaciones de AcMo: 

(FITC/PE/PerCPs-Cy5.5/APC): (1) CD38/CD56/CD19/CD45, (2) CD38/CD27/CD45/CD28 y (3) 

β2-microglobulina/CD81/CD38/CD117. Tras realizar la lisis de los eritrocitos, la adquisición de 

las muestras se realizó con un protocolo de dos pasos utilizando citómetros FACSCalibur (BD) 

y el programa informático CellQUESTPRO (BD), grabando la información de 3x103 CPs de 

cada combinación de AcMo utilizada (Mateo et al., 2008; B Paiva et al., 2011). 

2.2. CFM de segunda generación 

En el ensayo clínico PETHEMA/GEM2010MAS65 fueron procesados los aspirados de 

MO de 232 pacientes. Se siguieron las recomendaciones de EuroFlow sobre el protocolo de 

marcaje, los reactivos y la estrategia de análisis (van Dongen et al., 2012). Al diagnóstico, 

aproximadamente 100μl de MO anticoagulada con EDTA fueron marcados con un protocolo de 

inmunofluorescencia de 8 colores con las siguientes 2 combinaciones de AcMo 

(PacB/OC515/FITC/PE/PerCPs-Cy5.5/PE-Cy7/APC/APCH7): (1) CD45/CD138/CD38/CD56/β2-

microglobulina/CD19, citoκ, citoλ y (2) CD45/CD138/CD38/CD28/CD27/CD19/CD117/CD81. 

Tras tratamiento, aproximadamente 200μl de MO anticoagulada con EDTA fueron marcados 

con la siguiente combinación de AcMo (PacB/OC515/FITC/PE/PerCPs-Cy5.5/PE-

Cy7/APC/APCH7): CD45/CD138/CD38/CD56/CD27/CD19/CD117/CD81. Para la adquisición de 

las muestras se utilizaron citómetros FACS Canto II (BD), y el programa informático FACSDiva 

6.1 (Beckton Dickinson Bioscience, San José, CA, EEUU). El análisis de los datos se realizó 

con el programa informático Infinicyt (Cytognos SL, Salamanca, España). Se determinó EMR 

negativa cuando se detectaban menos de 20 CPs clonales en 2x106 leucocitos o más 
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(<0,001%, límite de detección: 10-5). La detección de EMR se centralizó en tres laboratorios 

PETHEMA/GEM, sin que los analistas tuvieran acceso a los datos clínicos de los pacientes. 

La identificación de CPs fenotípicamente aberrantes se realizó siguiendo las 

recomendaciones del consorcio EuroFlow (van Dongen et al., 2012). Brevemente, las CPs con 

fenotipo aberrante fueron identificadas por la infra expresión de CD19, CD27, CD38, CD45 y/o 

CD81, sobreexpresión de CD56 y expresión asincrónica de CD117. Era necesaria la presencia 

de al menos dos marcadores aberrantes (por ejemplo, de CD56 y CD117) para definir un 

cluster de CPs clonales. En seis de los 225 pacientes (3%) se detectaron CPs clonales con 

restricción de cadenas ligeras de inmunoglobulinas, pero en ausencia de marcadores 

aberrantes. Debido a que el estudio de cadenas ligeras no se realizó con CFM de segunda 

generación, se consideró que estos casos no eran válidos para la detección de CPs aberrantes 

mediante inmunofenotipo y fueron desestimados para la monitorización de la EMR. Por lo tanto, 

la aplicabilidad de la CFM de segunda generación fue del 97%.  

Por otro lado, la combinación de hasta 8 AcMo también permite la identificación de 

varias poblaciones celulares como los progenitores hematopoyéticos eritroides (CD117+, CD38-

/low, CD45-/low, SSClo) y mieloides (CD117+, CD38+, CD45low, SSChi), los eritroblastos, (CD45-, 

CD38-, SSClow), mastocitos (CD117bright, CD45low), eosinófilos (CD45bright, CD81bright, SSChi), 

basófilos (CD38+, CD81-, CD45low), monocitos (CD45+, CD38+, CD81+, SSCint), neutrófilos 

(CD45low, CD81-, SSChi), linfocitos B y sus precursores (CD19+, CD45low, CD38bright, CD27-), 

linfocitos B vírgenes (CD19-, CD45+, CD38-/low, CD27-) y linfocitos B de memoria (CD19+, 

CD45+, CD38-/low, CD27+), así como células NKT y células NK (CD45+, CD56+, CD19-, SSClow) y 

linfocitos T (CD45+, CD56-, CD19-, SSClow) (Figura 12).  
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Figura 12. Análisis del perfil inmune durante la evaluación de enfermedad mínima residual en médula ósea (MO) mediante citometría de flujo multiparamétrica de 

segunda generación en mieloma múltiple. (A) Visualización del total de las poblaciones celulares analizadas en el diagrama de separador automatizado de poblaciones 

APS del programa Infinicyt. (B) Las células plasmáticas (CPs) totales se diferencian del resto de células de la MO mediante los marcadores de identificación CD38 y CD138, 

después el resto de los marcadores, como CD19 y CD56, se utilizan para distinguir CPs normales (en azul) y CPs clonales residuales (en rojo). (C-E) Visualización de distintas 

poblaciones mieloides en función de la expresión de CD117, CD45 y SSC. (F) Las células NK y NKT y los linfocitos T se identifican haciendo una primera selección de la 

población linfocitaria y excluyendo las células CD19+, después, se distinguen entre sí por la expresión de CD56, entre otros marcadores.(G) Las distintas poblaciones celulares 

de línea B (precursores B, linfocitos B vírgenes y de memoria) se identifican haciendo una primera selección de las células CD19+, después, se distinguen entre sí en función 

de la expresión de CD45, CD38, CD81 y CD27. 
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Estos datos se utilizaron para generar perfiles inmunes en 146 pacientes. Para ello, se 

realizó un análisis PCA basado en las 13 poblaciones mencionadas utilizando el separador de 

poblaciones automatizado (que enfrenta componente principal 1 vs. componente principal 2), 

una herramienta de análisis multivariante y de representación gráfica del programa informático 

Infinicyt (Cytognos SL), descrito anteriormente (B Paiva, Vídriales, et al., 2013).  

2.3. NGF 

Se utilizó NGF para la monitorización de EMR de 25 pacientes incluidos en el ensayo 

clínico PETHEMA/GEM2012MENOS65. De forma resumida, el método de procesamiento se 

basó en un protocolo estandarizado de lisis, lavado y marcaje de las muestras, que permite el 

análisis de un gran número de células (al menos 2 x 5x106 células/tubo). Para la identificación 

de las CPs y la discriminación entre aberrantes y normales, se utilizó un panel de marcaje 

optimizado (Flores-Montero et al., 2017) que consistía en las siguientes dos combinaciones de 

8 colores: (BV421/BV510/FITC/PE/PerCPs-Cy5.5/PE-Cy7/APC/APCH7): (1) CD138/CD27/ 

CD38/CD56/CD45/CD19/CD117/CD81 y (2) CD138/CD27/CD38/CD56/CD45/CD19/citoκ/citoλ. 

Esta estrategia permitía la detección de EMR debido a su fenotipo aberrante, definido por la 

infra expresión de CD19, CD27, CD38, CD45 o CD81, o a la sobreexpresión de CD56, CD117 

o CD138, y a su monoclonalidad (restricción de cadenas ligeras) . Se utilizaron nuevas 

herramientas informáticas que permitían la fusión de los datos de las dos combinaciones de 

AcMo y el análisis automatizado del compartimento de CPs (Flores-Montero et al., 2017), lo 

que supuso alcanzar un límite de detección de EMR de 2x10-6. 

3. Caracterización citogenética 

Se realizaron estudios de hibridación fluorescente in situ (FISH) al diagnóstico, en 

muestras enriquecidas de CPs mediante selección inmunomagnética, a 777 de los 1265 

pacientes analizados incluidos en los cuatro protocolos PETHEMA (GEM2000, 

GEM2005MENOS65, GEM2005MAS65 y GEM2010MAS65). Entre otras alteraciones 

citogenéticas, se estudiaron las traslocaciones t(4;14) y t(14;16) y la deleción del(17p). Los 

pacientes que tenían alguna de estas tres alteraciones eran clasificados con MM de alto riesgo 

citogenético mientras los demás casos eran clasificados con MM de riesgo estándar. 



Pacientes y métodos 

 

60 

 

En el caso concreto de los 162 pacientes incluidos en el protocolo 

PETHEMA/GEM2010MAS65 con datos de EMR, se le realizó FISH al diagnóstico a 132 de los 

162 pacientes. Se analizaron las traslocaciones que involucran IGH, ganancia de 1q y deleción 

del(17p). De esta forma, los casos con t(4;14), t(14;16) y/o del(17p) fueron clasificados de alto 

riesgo citogenético (n=26) y el resto de los casos se clasificaron de riesgo estándar (n=106).  

4. Análisis estadístico 

En el estudio del valor pronóstico del perfil fenotípico de CPs clonales realizado con los 

datos de 1265 pacientes incluidos en los ensayos PETHEMA GEM2000, GEM2005MENOS65, 

GEM2005MAS65 y GEM2010MAS65, la SLP se midió desde el momento del diagnóstico hasta 

la progresión o fallecimiento por cualquier causa. La SG se definió como el tiempo desde el 

diagnóstico hasta el fallecimiento por cualquier causa. Se utilizó el método Kaplan-Meier para 

analizar la supervivencia de los pacientes y la significancia de la diferencia entre las curvas se 

evaluó con el test de Log-Rank a dos colas. Se realizó un análisis univariante para medir el 

impacto en la SLP y la SG de la elegibilidad para trasplante, así como de varios factores 

pronósticos de referencia, incluyendo el sistema de estratificación de riesgo ISS, los niveles 

séricos de LDH, y la clasificación citogenética. Además, se hizo un análisis multivariante de las 

variables con significancia estadística en el análisis univariante con el objetivo de estudiar su 

valor pronóstico independiente en SLP y SG, para lo cual se utilizó el modelo de riesgos 

proporcionales de Cox. El análisis multivariante y la visualización de los perfiles fenotípicos y 

citogenéticos se realizaron utilizando una escala de 0 a 100 para representar los perfiles de 

expresión de los antígenos, representados gráficamente mediante t-SNE (Infinicyt, Cytognos).  

Para evaluar de forma longitudinal y comparar los parámetros cuantitativos y 

cualitativos del perfil fenotípico de las CPs clonales al diagnóstico y en los diferentes momentos 

de evaluación de EMR, se utilizaron respectivamente el test de Friedman y el test de ANOVA 

para medidas repetidas, aplicando el factor de corrección Greenhause-Geisser.  

En el estudio del perfil inmune de los 146 pacientes del ensayo clínico 

PETHEMA/GEM2010MAS65, la significancia estadística de las diferencias observadas en la 

distribución de las poblaciones de los diferentes grupos de pacientes fue analizada mediante el 
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test de Kruskal-Wallis. Las curvas de supervivencia fueron calculadas mediante el método 

Kaplan-Meier y comparadas utilizando el test Log-Rank a dos colas. El TTP se definió como el 

tiempo transcurrido desde el estudio de EMR hasta la progresión de la enfermedad, y la SG se 

definió como el tiempo desde el estudio de EMR hasta el fallecimiento por cualquier causa. Se 

realizó un análisis univariante para medir el impacto en la supervivencia de diferentes factores, 

incluyendo la edad, el riesgo del paciente según el sistema ISS, la clasificación citogenética, la 

profundidad serológica de la respuesta y la EMR. El valor pronóstico independiente de aquellos 

factores con impacto significativo en el estudio univariante se estudió mediante el modelo de 

riesgos proporcionales de Cox. 

En todos los test estadísticos realizados se consideró estadísticamente significativo un 

valor de p<0.05.  

Los análisis estadísticos se realizaron con el programa informático SPSS (versión 20.0; 

IBM, Chicago, IL, EEUU) y con el programa estadístico R (versión 3.2.3, The R Foundation for 

Statistical Computing). 
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1. Evaluación de EMR mediante CFM de segunda generación 

Empezamos analizando las diferencias en especificidad y sensibilidad entre la CFM de 

primera generación, basada en cuatro antígenos (CD19, CD38, CD45 y CD56) y en la 

evaluación de 2x105 células, y la CFM de segunda generación que combina ocho marcadores 

(CD19, CD38, CD45 y CD56, CD27, CD81, CD117, CD138) y en la que se evaluaron 

aproximadamente 2x106 células. Para ello, construimos una base de datos de referencia con 

los datos de CPs clonales y normales de MO mediante el programa informático Infinicyt. 

Brevemente, se analizaron muestras de MO de 71 pacientes con MM en el momento del 

diagnóstico y de 17 individuos sanos. Estos casos se agruparon mediante el programa 

informático Infinicyt para formar un archivo de datos de referencia y un modelo de PCA (Figura 

13).  

 

 

Figura 13. Construcción de la base de datos de referencia de células plasmáticas (CPs) normales y 

clonales. Se identificaron y se seleccionaron las CPs normales (en verde) y clonales (en rojo) de médula 

ósea de 17 individuos sanos y de 71 pacientes con mieloma múltiple (MM) al diagnóstico, 

respectivamente. Todas las muestras fueron marcadas con el panel de 8 colores CD138-BV421, CD27-

BV510, CD38-FITC, CD56-PE, CD45-PerCPsCy5.5, CD19-PECy7, CD117-APC, CD81-APCH7, cuyos 

marcadores sirvieron para la identificación de las CPs y también para la discriminación entre CPs 

normales y patológicas en las muestras de los pacientes con MM. Posteriormente, los archivos generados 

con la selección de las CPs normales y clonales fueron fusionados para crear la base de datos mediante 

las herramientas proporcionadas por el programa informático Infinicyt. 
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Primero, estudiamos la contribución individual de cada marcador para discriminar entre 

CPs normales y aberrantes (Figura 14A). CD56 fue el antígeno con mayor poder 

discriminatorio, seguido de CD19, CD81, CD27, CD117, CD45, CD38 y CD138. Por lo tanto, 

tres de los marcadores incluidos en los nuevos paneles de 8 colores - CD81, CD27 y CD117 -, 

tuvieron mayor poder discriminativo que los marcadores convencionales CD45 o CD38. A 

continuación, identificamos y seleccionamos CPs clonales de muestras de MO estudiadas 

durante la evaluación de EMR en 50 pacientes con EMR positiva incluidos en el protocolo 

PETHEMA/GEM2010MAS65 y elegidos de forma aleatoria. Analizamos las CPs clonales 

correspondientes a la EMR positiva de esos 50 pacientes en un PCA que incluya la base de 

datos de CPs clonales y normales descrita anteriormente, para comparar la capacidad de 

discriminación de las estrategias de 4 y 8 colores a la hora de clasificar las CPs clonales de 

EMR como patológicas o normales. En el análisis de PCA basado en 4 colores, 9 de 50 

pacientes se situaban en la zona donde se superponían las curvas de la primera y segunda 

desviación estándar (DE) de las referencias de CPs normales y clonales (82% de precisión, 

Figura 14B). Por el contrario, en el análisis PCA con 8 colores todos los pacientes excepto dos, 

fueron clasificados correctamente dentro de la referencia de CPs aberrantes, fuera de las 

curvas de primera y segunda DE de la referencia normal (96% de precisión, Figura 14C).  
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Figura 14. Evaluación de la especificidad de la citometría de flujo multiparamétrica (CFM) de 

segunda generación vs CFM de primera generación en la monitorización de enfermedad mínima 

residual (EMR) en mieloma múltiple (MM). (A) Análisis de componentes principales (PCA) para la 

discriminación basada en el fenotipo entre células plasmáticas (CPs) normales de médula ósea (MO) de 

individuos sanos (n=17) (en color verde) y CPs clonales de MO de pacientes con MM (n=71) (en color 

rojo). Cada control o paciente está representado por un único punto, y aparecen representadas las curvas 

de 1 desviación estándar (DE) (línea discontinua) y 2 DE (línea continua) de las referencias de CPs 

normales y clonales. (B&C) CPs clonales de 50 pacientes con EMR positiva (puntos azules) 

seleccionadas en base al fenotipo aberrante de cada caso, fueron interpuestas al PCA seleccionando los 

4 marcadores fenotípicos utilizados en la CFM de primera generación (CD38, CD19, CD45 y CD56) o 

seleccionando los 8 marcadores fenotípicos disponibles en la CFM de segunda generación (CD38, 

CD138, CD19, CD27, CD45, CD56, CD81 y CD117) . 

 

Además, quisimos evaluar el posible aumento de sensibilidad de la CFM de segunda 

frente a primera generación. Para ello, utilizamos el programa Infinicyt para reducir el número 

total de células a analizar desde 2x106 (segunda generación) hasta 2x105 (primera generación) 

en las muestras de CPs clonales de los 50 pacientes con EMR positiva descritos anteriormente. 
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De esta forma observamos que cuando sólo se analizaron 2x105 células (primera generación) 

15 de los 50 casos (30%) eran clasificados erróneamente como EMR negativa, ya que las CPs 

clonales fueron indetectables o eran insuficientes para poder definirlas como un cluster de EMR 

(Figura 15).  

 

 

Figura 15. Evaluación de la sensibilidad de la citometría de flujo multiparamétrica (CFM) de 

segunda vs primera generación en la monitorización enfermedad mínima residual (EMR) en 

mieloma múltiple. Se analizaron los archivos de citometría de 50 pacientes con EMR positiva incluidos 

en el ensayo clínico PETHEMA/GEM2010MAS65 utilizando un número de células totales de 2x106 (CFM 

de segunda generación) o 2x105 (CFM de primera generación) para evaluar el incremento de sensibilidad 

de la CFM de segunda generación sobre la CFM de primera generación. Cuando se analizaron solamente 

2x105 células (CFM de primera generación), 15 de los 50 pacientes con EMR positiva (30%) fueron 

erróneamente clasificados como EMR negativa al no detectarse un cluster de EMR. 

 

2. Significado clínico de la EMR negativa mediante CFM de segunda generación  

De modo sorprendente, observamos que la detección de EMR en niveles inferiores a 

10-4 (primera generación) tenía significado clínico, ya que solamente los pacientes con EMR 

negativa (<10-5) tenían una supervivencia significativamente más prolongada, mientras que los 

pacientes con niveles de EMR entre 10-4 y 10-5 tenían un pronóstico similar al de los pacientes 

con niveles de EMR igual o superiores a 10-4 (Figuras 16A y 16B). 
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Figura 16. Supervivencia de los pacientes en base a los niveles de enfermedad mínima residual 

(EMR) detectados con citometría de flujo multiparamétrica de segunda generación. (A) Tiempo 

hasta la progresión (TTP) y (B) supervivencia global (SG) de los 162 pacientes estudiados. 54 pacientes 

tuvieron EMR indetectable o inferior a 0,001% (EMR negativa <10-5), 20 casos tuvieron EMR detectable 

con niveles entre 0,001% y 0,009% (EMR positiva ≥10-5 a 10-4) y los 88 pacientes restantes tuvieron EMR 

igual o superior a 0,01% (EMR positiva ≥10-4). NA: No alcanzada. 

 

A continuación, evaluamos el impacto de los primeros 9 ciclos de quimioterapia en los 

niveles de EMR. Así, 25 de los 127 (20%) pacientes analizados tras el ciclo 9 tuvieron EMR 

negativa, sin que hubiera diferencias en cuanto a la proporción de casos que recibieron 

administración secuencial o alternante de fármacos (20% vs. 19%, P=.97). La estratificación de 

los pacientes en función del estatus de EMR reflejó diferencias significativas en supervivencia, 

ya que los pacientes con EMR negativa tras el ciclo 9 tenían un TTP y SG significativamente 

más prolongados comparado con los pacientes con EMR positiva, indistintamente de si habían 

o no alcanzado RC. De hecho, no hubo diferencias significativas en supervivencia entre los 

pacientes con EMR positiva y en RC respecto a los que no alcanzaron RC (Figuras 17A y 17B, 

respectivamente).  
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Figura 17. Supervivencia de los pacientes en base a los niveles de enfermedad mínima residual 

(EMR) detectados con citometría de flujo multiparamétrica de segunda generación: evaluación en 

los ciclos 9 y 18. (A) Tiempo hasta la progresión (TTP) y (B) supervivencia global (SG) de los pacientes 

con mieloma múltiple en el ciclo 9 (n=127) y en el ciclo 18 (paneles C y D, respectivamente; n=118). RC: 

remisión completa. 

 

A continuación, analizamos el estatus de EMR a lo largo del tratamiento, para lo cual 

analizamos 83 pacientes que tenían estudios de EMR tras los ciclos 9 y 18. Dieciséis pacientes 

(19%) con EMR positiva tras ciclo 9 alcanzaron EMR negativa tras el ciclo 18, sin diferencias en 
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la proporción de pacientes a los que se les administró el esquema secuencial o el alterno (23% 

vs 15%, respectivamente; P=.28). No hubo ningún caso con EMR negativa tras el ciclo 9 que 

se positivizase tras el ciclo 18. La proporción de pacientes que alcanzaron EMR negativa tras el 

ciclo 18 fue ligeramente superior, aunque no significativamente, en el grupo de pacientes que 

siguieron el esquema de administración secuencial frente a los que siguieron el esquema 

alterno (46% vs 33%, P=.16). Por otro lado, el diseño del ensayo clínico 

PETHEMA/GEM2010MAS65 (18 ciclos de tratamiento sin mantenimiento) permitía evaluar el 

impacto de la EMR en la supervivencia de los pacientes sin la variable de confusión que 

supone el tratamiento continuado hasta progresión de la enfermedad. De esta forma, 

observamos que la mediana de TTP desde la evaluación de la EMR tras el ciclo 18 fue de sólo 

12 meses para los pacientes que no alcanzaron RC, de 20 meses para los pacientes en RC y 

que, sin embargo, tenían EMR positiva, mientras que los pacientes con EMR negativa no 

alcanzaron la mediana (Figuras 17C y 17D).  

Después, quisimos investigar el significado clínico de la negativización de EMR en dos 

subgrupos de pacientes: de riesgo estándar y de alto riesgo citogenético. Cabe señalar que los 

pacientes de alto riesgo que alcanzaron EMR negativa presentaban un TTP significativamente 

más prolongado que los pacientes con EMR positiva y de alto riesgo, y similar a la de los 

pacientes de riesgo estándar con EMR negativa. Por el contrario, los pacientes con EMR 

positiva, a pesar de tener riesgo estándar tuvieron un TTP significativamente menor, aunque 

superior al de los pacientes con alto riesgo citogenético y EMR positiva (Figura 18).  
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Figura 18. Impacto de alcanzar enfermedad mínima residual (EMR) negativa en el tiempo hasta la 

progresión (TTP) de los pacientes con mieloma múltiple en base a su perfil citogenético (n=132). NA: No 

alcanzado 

 

También quisimos determinar si el impacto de alcanzar EMR negativa se mantenía en 

pacientes muy mayores. Así, mientras que ninguno de los grupos de pacientes con EMR 

negativa, ni los que tenían edades entre los 65 y 75 años, ni los mayores de 75, alcanzaron la 

mediana de TTP desde el momento de evaluación de EMR, los pacientes con EMR positiva 

tuvieron un TTP significativamente inferior, indistintamente de la edad de los pacientes (Figura 

19).  

 

 

 

Figura 19. Impacto de alcanzar enfermedad mínima residual (EMR) negativa en el tiempo hasta la 

progresión (TTP) de los pacientes con mieloma múltiple en base a su edad (n=162). NA: No alcanzado 
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Por último, el análisis multivariante que incluía factores pronósticos basales o 

posteriores al tratamiento con impacto en supervivencia mediante análisis univariante (la edad, 

el riesgo según el sistema ISS, el perfil citogenético mediante FISH, la profundidad de la 

respuesta al tratamiento o el estatus de EMR), reveló que únicamente la citogenética y la 

evaluación de EMR retenían valor pronóstico independiente para el TTP y la SG (Tabla 8). 

 

Tabla 8. Análisis multivariante incluyendo los factores pronósticos basales o posteriores 

al tratamiento con impacto en el tiempo hasta la progresión (TTP) o en la supervivencia 

global (SG) en el análisis univariante.  

 

TTP SG  
HR (95% IC) P HR (95% IC) P 

Edad (<75 vs ≥75 años) − − 1.7 (0.8-3.7) .16 

ISS (estadio I vs II y III) − − 2.0 (0.6-6.8) .28 

Citogenética de riesgo estándar vs alto riesgo* 2.0 (1.1-3.4) .02 4.3 (2.0-9.2) <.001 

Profundidad de la respuesta (RC vs <RC) 1.7 (0.9-3.4) .07 1.2 (0.5-2.8) .63 

EMR (negativa vs positiva) 2.7 (1.3-5.5) .007 3.1 (1.1-8.8) .04 

Abreviaturas: HR, hazard ratio; IC, intervalo de confianza; ISS, International Staging System (sistema de 

estadiaje internacional). *Citogenética de alto riesgo incluye t(4;14), t(14;16) y/o del(17p); citogenética 

estándar incluye el resto de los casos. 

 

3. Valor pronóstico del perfil inmune durante la evaluación de EMR 

Para investigar si el perfil inmune de los pacientes durante la monitorización de EMR 

también puede tener valor pronóstico, evaluamos el patrón de distribución en MO de 13 

poblaciones celulares identificadas mediante CFM de segunda generación en un total 146 

pacientes (n=58 tras el ciclo 9, n=88 tras el ciclo 18). De este modo, con el programa Infinicyt y 

la herramienta APS pudimos comprobar que los pacientes se agrupaban en tres grupos en 

función de su perfil inmune, denominados A (n=16), B (n=117) y C (n=13), que se diferenciaban 

por un número de eritroblastos progresivamente mayor, junto con un descenso progresivo en el 

compartimento de linfocitos B vírgenes y de memoria (Figura 20). No hubo diferencias 

significativas en ninguno de los grupos en cuanto a la proporción de pacientes que recibieron el 

esquema de administración secuencial o el alterno (38% vs 62%, 53% vs 47% y 36% vs 64% 

en los grupos A, B y C, respectivamente), ni en cuanto a la estratificación según el sistema ISS 
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(paciente en grupos I vs II y III: 19% vs 81%, 20% vs 80% y 15% vs 85% en los grupos A, B y 

C, respectivamente) o al perfil citogenético mediante FISH (pacientes de alto riesgo vs riesgo 

estándar: 7% vs 93%, 23% vs 77% y 17% vs 83% en los grupos A, B y C, respectivamente); sin 

embargo, aunque no se hayan visto diferencias significativas, habría que validar estos 

hallazgos en series de pacientes más amplias.  

 

Figura 20. Análisis del perfil inmune de pacientes con mieloma múltiple durante la monitorización 

de enfermedad mínima residual (EMR). (A) Análisis de componentes principales (PCA) del perfil inmune 

de los pacientes definido por la distribución de 13 poblaciones celulares (excluyendo células plasmáticas 

normales y clonales) en la médula ósea durante la evaluación de EMR (n=146). (B) Distribución de las 13 

poblaciones celulares en los grupos de pacientes A (n=16), B (n=116) y C (n=13). 
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Al evaluar el valor pronóstico de la clasificación inmune, observamos que los pacientes 

del grupo A mostraban una tendencia hacia un mayor TTP y tenían una SG significativamente 

más prolongada comparado con los grupos B y C (Figuras 21A y 21B). Cabe destacar que no 

hubo diferencias significativas en el estatus de EMR entre los tres grupos de pacientes, y que, 

incluso en los pacientes con EMR persistente, el perfil inmune seguía teniendo valor pronóstico 

con una SG a los tres años de 100%, 65% y del 0% para los grupos A, B y C, respectivamente 

(P=.003) (Figuras 21C y 21D). 

 

 

 

Figura 21. Supervivencia en base al perfil inmune. (A) Tiempo hasta la progresión (TTP) y (B) 

supervivencia global (SG) del total de pacientes de los grupos A (n=16), B (n=116) y C (n=13), y de los 

pacientes de los grupos A (n=8), B (n=77) y C (n=8) con enfermedad mínima residual (EMR) positiva 

(paneles C y D, respectivamente). 
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4. Valor pronóstico de la expresión antigénica 

4.1. Valor pronóstico de la expresión antigénica al diagnóstico 

Antes de centrarnos en la identificación de aquellos antígenos que podían contribuir a 

la estratificación de pacientes con EMR positiva, comenzamos el estudio investigando el valor 

pronóstico de todos los marcadores que se utilizan para monitorizar EMR en una serie de 1265 

pacientes de nuevo diagnóstico incluidos en los protocolos GEM2000 y GEM2005MAS65 para 

pacientes candidatos a trasplante y GEM2005MENOS65 y GEM2010MAS65 para pacientes 

mayores no candidatos a trasplante. Los pacientes fueron dicotomizados en base al porcentaje 

de CPs clonales positivas para los marcadores con patrón de expresión bimodal (CD19, CD27, 

CD45, CD56, CD81 y CD117), o en base a la MFI de las CPs clonales para los marcadores con 

patrón de expresión unimodal (alta o baja intensidad de expresión de CD38 o CD138), teniendo 

como referencia el patrón observado en otras células nucleadas de la muestra. Para el primer 

tipo de marcadores, los puntos de corte de expresión óptimos se establecieron basados en el 

cuartil de porcentaje con el valor P más bajo alcanzado para SLP (es decir: 0%, 25%, 50%, 

100% de CPs clonales positivas para el marcador). El análisis conjunto de los datos de los 

1265 pacientes estudiados mostró que todos los marcadores excepto CD56 tenían valor 

pronóstico (Tabla 10). Sin embargo, al fraccionar el análisis en base al tipo de tratamiento 

recibido, observamos que el impacto negativo de CD19 (cuando se expresaba en al menos el 

50% de las CPs clonales) y particularmente, la expresión de CD45 (cuando el 25% o más de 

las CPs clonales eran positivas) sólo fue significativo en pacientes mayores no candidatos a 

trasplante (mediana de SLP de 22 vs 32 meses, P=.001; mediana de SG de 43 vs 60 meses, 

P=.016). Al contrario, el efecto favorable de la expresión de CD117 (cuando era positivo en al 

menos el 50% de las células) sólo fue significativo en pacientes candidatos a trasplante que no 

recibieron IPs y/o IMIDS (mediana de SLP de 44 vs 32 meses, P=.004; mediana de SG de 88 

vs 52 meses, P<.001). En cambio, los patrones de expresión de CD38, CD81 y CD138 

demostraron valor pronóstico en todos los protocolos en los que se analizaban estos 

marcadores (Tabla 9).  
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Tabla 9. Valor pronóstico de la expresión antigénica en las células plasmáticas (CPs) 

clonales en pacientes con mieloma múltiple (MM) de nuevo diagnóstico. 

Expresión del 
antígeno  

(% punto de 
corte) 

Serie global 
No IPs o IMIDs 

TASPE 

IPs o IMIDs 

TASPE No TASPE 

SLP SG SLP SG SLP SG SLP SG 

CD19 (≥50%)*       (↓) 

CD27 (≥25%)* (↓) (↓) NE NE   (↓) 

CD45 (≥25%)* (↓)     (↓) (↓) 

CD56*       

CD81 (≥25%)* (↓) (↓) NE NE (↓) (↓) (↓) (↓) 

CD117(≥50%)* (↑) (↑) (↑) (↑)   

CD38low
# (↓) (↓) (↓) (↓) (↓) (↓)  (↓) 

CD138 low
 # (↓) (↓) (↓)  NE NE (↓) (↓) 

*Pacientes clasificados en base a menor vs igual o mayor 
porcentaje de CPs que expresan el marcador. 
# 

Pacientes clasificados en base a baja (low) o alta (bright) 
intensidad en la expresión del marcador. 

P <.09 P <.05 P <.01 P <.001 

 
 

Abreviaturas: TASPE, trasplante autólogo de progenitores hematopoyéticos de sangre periférica; IMIDs, 

inmunomoduladores; IPs; inhibidores de proteasoma; NE: No estudiado. Análisis del total de 1265 

pacientes incluidos en cuatro ensayos clínicos consecutivos PETHEMA/GEM: GEM2000, 

GEM2005MENOS65, GEM2005MAS65 y GEM2010MAS65. El impacto individual de los ocho antígenos 

utilizados para la monitorización de la enfermedad mínima residual (CD38, CD138, CD19, CD27, CD45, 

CD56, CD81 y CD117) en la supervivencia libre de progresión (SLP) y supervivencia global (SG) está 

representado mediante un código de colores basado en el valor P. Para cada antígeno está indicado el 

porcentaje de expresión con la cual se alcanzaba el máximo valor pronóstico para SLP. Para CD38 y 

CD138 los pacientes fueron clasificados (low o bright) en base a la interpretación visual de su intensidad 

media de fluorescencia (MFI) en las CPs clonales vs el resto de las células nucleadas. El valor pronóstico 

de la expresión de los antígenos fue estudiado en la serie global de pacientes y también de forma 

específica en los pacientes candidatos a trasplante antes (GEM2000) y después de la introducción de IPs 

e IMIDs (GEM2005MENOS65), así como en pacientes no candidatos a trasplante (GEM2005MAS65, 

GEM2010MAS65). Las flechas indican pronóstico favorable (↑) o adverso (↓). 

 

Los pacientes con baja densidad de CD38 en las CPs clonales tuvieron una SLP 

inferior comparado con los pacientes que tenían expresión intensa de CD38 (mediana de 30 vs 

38 meses, P<.001) y también una menor SG (mediana de 58 vs 77 meses; P<.001) (Figuras 

22A y 22B). Observamos resultados comparables con los pacientes cuyas CPs clonales tenían 
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una densidad de CD138 baja comparado con los pacientes que expresaban intensamente 

CD138 (mediana de SLP de 29 vs 34 meses, P=.003; mediana SG de 55 vs 67 meses, P=.04). 

Por último, los pacientes con una expresión de CD81 en al menos el 25% de las CPs clonales 

tenían una SLP y SG inferiores comparado con el resto de los pacientes (mediana de 24 vs 38 

meses, P=.004; mediana de 53 vs 81 meses, P<.001) (Figuras 22C y 22D). 

 

 

Figura 22. Supervivencia libre de progresión (SLP) (A) y supervivencia global (SG) (B) del total de los 

pacientes con patrón de expresión alta (bright; n=764) vs baja (low; n=499) de CD38, y de los pacientes 

con expresión positiva (en al menos el 25% de las células plasmáticas; n=285) vs negativa (n=500) de 

CD81 (paneles C&D, respectivamente). 
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Estos resultados demostraban que la mayoría de los marcadores necesarios para lo 

monitorización de EMR tienen valor pronóstico en pacientes con MM, pero también que el 

TASPE junto con el empleo de fármacos más eficaces, pueden modular el pronóstico adverso 

de determinados antígenos. 

4.2. Comparación longitudinal de los perfiles fenotípicos de las CPs clonales desde 

el diagnóstico hasta los distintos momentos de evaluación de EMR 

Hasta el momento, apenas se había investigado la estabilidad antigénica a lo largo del 

tratamiento del MM, lo cual nos animó a estudiar el perfil de expresión de los diferentes 

marcadores en las CPs clonales al diagnóstico y en distintos momentos de evaluación de EMR 

en 25 pacientes que recibieron un tratamiento uniforme establecido en el ensayo clínico 

PETHEMA/GEM2012MENOS65, y que tuvieron EMR positiva tras cada una de las etapas del 

protocolo terapéutico. Este análisis tenía el objetivo de investigar si el fenotipo de las CPs 

clonales tras tratamiento era representativo del fenotipo que tenían las CPs clonales al 

diagnóstico, donde habíamos recogido el grueso de los resultados sobre el valor pronóstico de 

su perfil antigénico. Como era de esperar, la carga tumoral disminuyó significativamente desde 

el diagnóstico hasta la evaluación de EMR tras seis ciclos de inducción con VRd, tras el TASPE 

posterior a dosis altas de quimioterapia, y tras dos ciclos de consolidación con VRd (mediana 

de porcentaje de CPs clonales de 6%, 0,05%, 0,009% y 0,003%, respectivamente; P<0.001) 

(Figura 23). Por lo tanto, la presión ejercida por el tratamiento sobre el total de las CPs 

clonales al diagnóstico provocó la selección de cantidades mínimas de CPs clonales 

quimiorresistentes (EMR). 
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Figura 23. Porcentaje de células plasmáticas (CPs) clonales en médula ósea al diagnóstico y durante la 

monitorización de enfermedad mínima residual tras seis ciclos de inducción con bortezomib, lenalidomida 

y dexametasona (VRd), dosis altas de quimioterapia y trasplante autólogo de progenitores 

hematopoyéticos de sangre periférica (TASPE), y dos ciclos de consolidación con VRd, de 25 pacientes 

incluidos en el ensayo clínico PETHEMA/GEM2012MENOS65. Los puntos y las líneas verticales 

representan el valor medio y los percentiles 25 y 75, respectivamente. 

 

 

Cuando se comparó el perfil fenotípico de las CPs clonales de EMR con las CPs 

clonales al diagnóstico de forma pareada, se observó un incremento progresivo en la expresión 

de CD81 a lo largo del tratamiento (porcentaje medio de CPs clonales positivas al diagnóstico, 

tras inducción, tras TASPE y tras consolidación de 14%, 15%, 22%, 28%, respectivamente; 

P=.002). Por el contrario, no se observaron diferencias significativas en la intensidad de 

expresión de CD38 y CD138, ni en el porcentaje de expresión de CD19, CD27, CD45, CD56 o 

CD117 (Figura 24). 
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Figura 24. Análisis longitudinal de los perfiles fenotípicos de las células plasmáticas (CPs) clonales 

analizados al diagnóstico vs distintos momentos de monitorización de enfermedad mínima residual. La 

comparación de los perfiles fenotípicos se realizó en 25 pacientes incluidos en el ensayo clínico 

PETHEMA/GEM2012MENOS65 y que tenían CPs clonales en todos los momentos de estudio (al 

diagnóstico, tras seis ciclos de inducción con bortezomib, lenalidomida y dexametasona (VRd), tras dosis 

altas de quimioterapia y trasplante autólogo de progenitores hematopoyéticos de sangre periférica 

(TASPE), y tras dos ciclos de consolidación con VRd. La expresión del antígeno está representada como 

el porcentaje de CPs clonales que expresan el marcador, o como intensidad media de fluorescencia (MFI) 

en el caso de los marcadores con expresión unimodal (CD38 y CD138). Cada punto representa a un 

paciente. 

 

 

Se observaron cambios en la expresión de un antígeno (definido como el paso desde 

una expresión negativa a una expresión positiva en al menos el 20% de las CPs clonales, o 

viceversa) en solamente 13 de las 75 muestras de EMR analizadas (17%). En la Tabla 10 se 

muestran los casos de cambio de expresión antigénica observados en el global de las 75 

muestras de EMR estudiadas. La mayoría de los cambios se produjeron en la expresión de 

CD81, y, por el contrario, no se observó ningún cambio de expresión en el caso de CD19, 

CD45 y CD56. 
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Tabla 10. Cambios de expresión antigénica observados en 25 pacientes incluidos en el 

ensayo clínico GEM2012MENOS65, desde el diagnóstico hasta los distintos momentos 

de evaluación de EMR (n=75). 

Cambio de expresión del antígeno CD27 CD81 CD117 

Sin cambios 21/25 (84%) 18/25 (72%) 23/25 (92%) 

De negativo a positivo 1/25 (4%) 7/25 (28%) 1/25 (4%) 

De positivo a negativo 3/25 (12%) 0/25 (0%) 1/25 (4%) 

No se observaron cambios en la expresión de CD19, CD45 y CD56.  

 

Como ejemplo, en la Figura 25 se muestra el caso de un paciente en el que se observó 

un cambio doble de expresión antigénica, concretamente en CD81 y CD117. 

 

 

Figura 25. Diagramas de puntos de un caso representativo de cambios de expresión antigénica en las 

células plasmáticas (CPs) clonales desde el diagnóstico hasta las distintas etapas de monitorización de 

enfermedad mínima residual (EMR). En los diagramas aparecen representadas las CPs clonales en 

función de los niveles de expresión de CD81 y CD117, representados cada uno en un eje de los 

diagramas. El paciente sufre un doble cambio de expresión durante la monitorización de EMR, con 

ganancia de CD81 y pérdida simultánea de CD117. 

 

Por lo tanto, estos resultados indican que de forma general el perfil fenotípico de las 

CPs clonales al diagnóstico se mantuvo estable en los diferentes momentos de evaluación de 

EMR. En consecuencia, el valor pronóstico del perfil fenotípico de las CPs resistentes tras el 

tratamiento puede ser inferido del que se ha establecido al diagnóstico (Figura 26). 
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Figura 26. Perfiles de expresión antigénica de células plasmáticas (CPs) clonales al diagnóstico (color 

rojo) vs CPs clonales de enfermedad mínima residual (color azul) tras seis ciclos de inducción con 

bortezomib, lenalidomida y dexametasona (VRd) seguido de dosis altas de quimioterapia y trasplante 

autólogo de progenitores hematopoyéticos de sangre periférica, y dos ciclos de consolidación con VRd 

(n=25). El perfil antigénico de cada paciente está representado mediante el diagrama de separador 

automatizado de poblaciones (APS1), basado en la representación gráfica del componente principal 1 (eje 

x) vs el componente principal 2 (eje y) de un total de 8 parámetros: CD19, CD27, CD38, CD45, CD56, 

CD81, CD117 y CD138. 

 

4.3. Identificación de un perfil fenotípico con valor pronóstico al diagnóstico y 

durante la evaluación de EMR. 

Tras observar el valor pronóstico de los marcadores utilizados para la detección de 

EMR, utilizamos el programa estadístico R para estudiar todas las posibles combinaciones de 

antígenos y, en base a su patrón de expresión, definir los perfiles fenotípicos con mayor 

impacto pronóstico. De esta forma, el perfil fenotípico definido por la expresión baja de CD38, 

junto con la reactividad para CD81 (al menos en el 25% de las CPs clonales), y en ausencia de 

expresión homogénea de CD117 (en menos del 50% de la CPs clonales), identificaba a un 

grupo de pacientes (n=100, 9%) que, comparado con el resto, tenían una SLP y SG 

significativamente inferiores (mediana de 22 vs 35 meses, P<.001; mediana de 43 vs 76 

meses, P<.001) (Figura 27). Además, los pacientes con el perfil fenotípico CD38low CD81+ 

CD117- tenían una tasa de recaídas tempranas (en los 12 primeros meses) significativamente 

mayor (28% vs 17%; P=.011) que el resto de los pacientes. 
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Figura 27. Supervivencia libre de progresión (SLP) (A) y supervivencia global (SLP) (B) del total de los 

pacientes cuyas células plasmáticas clonales expresaban el perfil fenotípico CD38low CD81+ CD117- 

(n=100) vs los que expresaban otros perfiles (n=1049). 

 

El análisis multivariante de los principales factores pronósticos para la supervivencia, 

que incluían el perfil fenotípico descrito, la elegibilidad de los pacientes para el trasplante, el 

riesgo según el ISS, los niveles de LDH, el perfil citogenético, y el estatus de EMR tras 

tratamiento, demostró que el perfil fenotípico CD38low CD81+ CD117- tenía valor pronóstico 

independiente, con efecto adverso en la SLP (cociente de riesgos instantáneos (HR): 1.69; 

P=.002), y también mostró una tendencia como factor adverso en la SG (HR: 1,46; P=.093) 

(Tabla 11).  

Tabla 11. Análisis multivariable del impacto pronóstico independiente de factores 

pronósticos en la supervivencia libre de progresión (SLP) y supervivencia global (SG). 

 SLP SG 

 HR P HR P 

No candidato vs candidato a trasplante 

 

1.31 .019 1.79 <.001   

ISS III vs. I/II 1.05 NS 1.29 NS   

LDH sérica elevada vs normal 1.48 .028 1.93 .003   

Citogenética de alto riesgo* vs riesgo estándar 1.50 .004 2.06 <.001   

EMR post-tratamiento positiva vs negativa 2.13 <.001 2.08 <.001   

Perfil fenotípico CD38low CD81+ CD117-vs otros 1.69 .002 1.46 .093   

Abreviaturas: HR, hazard ratio; ISS, International Staging System (sistema internacional de estadiaje); 

LDH, lactato deshidrogenasa; NS, no significativo. *Citogenética de alto riesgo incluye t(4;14), t(14;16) y/o 

del(17p); citogenética estándar incluye el resto de los casos. 
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Cabe señalar que a pesar de que se hayan encontrado asociaciones significativas 

entre la expresión de determinados antígenos y la presencia de anomalías citogenéticas 

individuales (Tabla 12), la representación t-SNE del global de perfiles fenotípicos de las CPs 

clonales reveló que los pacientes con un perfil citogenético de alto riesgo (t(4;14), t(14;16) y/o 

del(17p)) no se agrupaban (Figura 28). Así mismo, los pacientes con el perfil fenotípico 

CD38low CD81+ CD117- no tenían una mayor frecuencia de alteraciones citogenéticas de alto 

riesgo comparado con el resto de los pacientes (20% vs 19%, P=.5). 
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Tabla 12. Asociación entre la expresión de cada antígeno y la presencia de anomalías citogenéticas. 

 

La significancia de la asociación entre los marcadores y las anomalías citogenéticas está representada mediante un código de colores basado en el valor P. Para cada 

antígeno aparece representado el porcentaje de expresión con el cual se conseguía la asociación con más significancia, y el porcentaje de pacientes con la anomalía 

citogenética. En el caso de CD138, los pacientes fueron clasificados (low o bright) en base a la interpretación visual de su intensidad media de fluorescencia (MFI) en las 

células plasmáticas clonales vs otras células nucleadas. No se observaron asociaciones significativas en los antígenos CD19, CD27 y CD38. 
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Figura 28. Correlación entre perfiles fenotípicos y citogenéticos. Proyección t-Distributed Stochastic 

Neighbor Embedding (t-SNE, incrustación estocástica de vecinos con distribución t) de los perfiles 

fenotípicos de los pacientes, definidos por la expresión antigénica en las células plasmáticas clonales en 

el momento del diagnóstico (n=672). Los pacientes sin ninguna anomalía citogenética de alto riesgo [en 

esencia, t(4;14), t( 14;16) y/o del(17p)] están representados con círculos de color gris (n=544), mientras 

que los pacientes con las anomalías t(14;16) y del(17p) (n=2), t(4;14) y del(17p) (n=9), del(17p) (n=44), 

t(4;14) y t(14;16) (n=2), t(14;16) (n=9), y t(4;14) (n=61) están resaltadas como círculos de color azul, rosa, 

verde oscuro, verde claro y marrón, respectivamente. 

 

Además, quisimos investigar si el perfil fenotípico adverso CD38low CD81+ CD117- tenía 

valor pronóstico en pacientes con EMR persistente al final del tratamiento (n=396). Así, 

comparado con el resto de los pacientes con EMR positiva, aquellos con el perfil fenotípico 

CD38low CD81+ CD117- (n=45, 11%) tenían una SLP significativamente inferior (mediana de 24 

vs 36 meses, P=. 002) y una tendencia hacia una menor SG (mediana de 53 vs 74 meses; 

P=.058) (Figura 29). Cabe señalar que los niveles de EMR no eran significativamente 

diferentes entre los pacientes con EMR positiva con el perfil fenotípico adverso y el resto de los 

pacientes con EMR positiva (mediana de 0,22% vs 0,11%, P=.67). 
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Figura 29. Supervivencia libre de progresión (SLP) (A) y supervivencia global (SG) (B) de los pacientes 

con enfermedad mínima residual positiva (n=396) cuyas células plasmáticas clonales expresaban el perfil 

fenotípico CD38low CD81+ CD117- (n=45) vs los que expresaban otros perfiles (n=351). 
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Vivimos en una época de notable progreso en el MM con la aprobación de nuevos 

fármacos como daratumumab, elotuzumab, pomalidomida, panabinostat o carfilzomib (Lokhorst 

et al., 2015; S Lonial et al., 2015; San-Miguel et al., 2014; J. San Miguel et al., 2013; Stewart et 

al., 2015) y un emergente conjunto de fármacos con nuevos mecanismos de acción que están 

demostrando ser de gran eficacia (Ocio et al., 2014), todo ello resultando en una prolongación 

muy significativa de la supervivencia y probablemente, en la posible curación de algunos 

pacientes (Bart Barlogie et al., 2014). La disponibilidad de nuevos fármacos con un buen 

equilibrio entre eficacia y toxicidad ha permitido el diseño de estrategias de tratamiento más 

complejas y largas (Palumbo et al., 2014; Palumbo, Gay, et al., 2015), pero también ha 

evidenciado la necesidad de poder disponer de nuevos subrogados de supervivencia para 

agilizar la aprobación de nuevos fármacos (Landgren et al., 2014). En este sentido, en los 

últimos años, la relevancia de la monitorización de EMR en MM ha aumentado 

significativamente, ya que ha pasado de ser un biomarcador utilizado para evaluar la 

contaminación tumoral en los productos de aféresis hasta convertirse en uno de los factores 

pronósticos más potentes para SLP y SG (Harousseau & Avet-Loiseau, 2017). Sin duda, en 

pacientes candidatos a trasplante el valor pronóstico de la monitorización de EMR ha sido 

demostrado de forma contundente en un amplio número de estudios (Hahn et al., 2019; J 

Martinez-Lopez et al., 2014; B Paiva et al., 2008; Bruno Paiva et al., 2012; Perrot et al., 2018; 

Puig et al., 2014; Andy C. Rawstron et al., 2013; Roussel et al., 2014). Por otra parte, los 

estudios realizados en pacientes no candidatos a trasplante han sido menos numerosos. Así, 

en el momento en el que comenzamos nuestro proyecto de investigación, el valor pronóstico de 

la evaluación de EMR en pacientes mayores no candidatos a trasplante tan sólo se había 

estudiado en dos ensayos clínicos: el PETHEMA/GEM2005MAS65 (M. V Mateos et al., 2010) y 

el MRC Myeloma IX (Morgan et al., 2011). Mientras que alcanzar EMR negativa se asociaba a 

una prolongación significativa del TTP y SG en el estudio PETHEMA/GEM2005MAS65 (J 

Martinez-Lopez et al., 2014; B Paiva et al., 2011; Puig et al., 2014), no se observaron 

diferencias significativas entre los pacientes con EMR positiva y negativa en el ensayo clínico 

MRC Myeloma IX (Andy C. Rawstron et al., 2013). Por lo tanto, la relevancia de la 

monitorización de EMR en pacientes no candidatos a trasplante era por aquellas fechas, 

incierta. Sin embargo, los pacientes mayores no candidatos a trasplante serán muy 
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probablemente aquellos donde es aún más importante balancear eficacia y toxicidad, y la 

monitorización de EMR podría ser útil para individualizar el tratamiento. Esta situación nos 

animó a investigar el valor pronóstico del estudio de EMR en pacientes con MM mayores de 65 

años incluidos en el ensayo clínico PETHEMA/GEM2010MAS65. 

Por otra parte, y en respuesta a la mayor eficacia del tratamiento del MM, también 

surgió la necesidad de desarrollar técnicas de detección de EMR cada vez más sensibles. En 

este sentido, la CFM ha evolucionado considerablemente en los últimos años, desde aquella de 

4 colores (primera generación) hasta la más reciente y ultra-sensible NGF, pasando por la CFM 

de 8 colores de segunda generación. Sin embargo, aunque se presuponía una mejoría en la 

sensibilidad con la CFM de segunda generación comparado con la de primera generación, aún 

no se había determinado el grado de mejora ni el significado clínico de esa evolución, lo cual 

nos motivó a investigar sobre ello en esta tesis doctoral. Cabe señalar que en inúmeros 

laboratorios aún no ha sido posible la implementación de la NGF, y en consecuencia siguen 

utilizando protocolos de CMF de segunda generación (Korde et al., 2015; Oliva et al., 2017). 

El incremento de sensibilidad de las técnicas de detección de EMR supuso que el 

número de casos con EMR positiva se mantuvo relativamente estable pese a la mayor eficacia 

de los tratamientos actuales. Un estudio reciente en el que utilizaron NGF observaron que más 

de la mitad de los pacientes con una mediana de 5 años en RC tenían EMR positiva (Terpos et 

al., 2019). Además, si de modo generalizado los pacientes con EMR negativa alcanzan una 

mayor supervivencia (J Martinez-Lopez et al., 2014; B Paiva et al., 2008, 2011; Puig et al., 

2014), también entre los pacientes con EMR positiva se han observado pequeños subgrupos 

con pronóstico favorable (Bart Barlogie et al., 2014; Joaquin Martinez-Lopez et al., 2011). Con 

estas premisas, creemos que es importante encontrar nuevas herramientas para la 

estratificación de los pacientes con EMR positiva, que sirvan para diferenciar aquellos con 

mayor riesgo de recaída de otros que puedan experimentar una mayor supervivencia pese a la 

persistencia de EMR. Además, sería deseable que la información necesaria para esa 

estratificación proviniera de los mismos estudios de EMR, sin la necesidad de incrementar 

costes o la cantidad de recursos utilizados. 
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A continuación, discutimos a cerca de los puntos más importantes de los resultados 

obtenidos en esta tesis doctoral.
 

1. Incremento en sensibilidad y especificidad en la detección de EMR con la transición 

de CFM de primera a segunda generación  

La mayoría de los estudios de EMR mediante CFM se han realizado con técnicas “de 

primera generación”, basadas en combinaciones de 4 o 6 colores con un límite de detección de 

10-4 (Bruno Paiva et al., 2015), o más recientemente con NGF (Facon, Lee, et al., 2019; Flores-

Montero et al., 2017; Bruno Paiva et al., 2019; Sanoja-Flores et al., 2019). Durante esa 

transición, una CFM más sofisticada “de segunda generación” se ha ido incorporando 

progresivamente para el análisis de EMR en MM (Korde et al., 2015; Roussel et al., 2014), la 

cual se asume que tenga mayor sensibilidad y especificidad en la detección de EMR, pero su 

alcance nunca ha sido estudiado con anterioridad. Con estos precedentes, en esta tesis 

doctoral quisimos evaluar el incremento en sensibilidad y especificidad que supuso la 

incorporación de la CFM de segunda generación para evaluar EMR en MM. Los resultados 

presentados, obtenidos con un protocolo desarrollado por el consorcio EuroFlow (Kalina et al., 

2012; van Dongen et al., 2012), muestran que la transición desde una CFM de 4 colores a una 

CFM de 8 colores, que analiza una cantidad 10 veces mayor de células, resulta en una 

especificidad y sensibilidad significativamente mayores. Concretamente, observamos que al 

aplicar el límite de detección alcanzado en la CFM de primera generación (en definitiva, 10-4), 

más del 30% de los pacientes con EMR positiva detectable mediante CFM de segunda 

generación eran clasificados erróneamente como EMR negativa, debido a la desaparición total 

o la presencia de un número insuficiente de eventos como para poder identificar el cluster de 

CPs clonales. Además, la CFM de segunda generación tenía mayor precisión (96%) en la 

identificación de CPs patológicas frente a la CFM de primera generación (84%).  

2. Significado clínico de la EMR negativa mediante CFM de segunda generación 

De forma paralela a la mayor eficacia de los nuevos fármacos para el tratamiento del 

MM, los métodos moleculares e inmunofenotípicos de detección de EMR han sido 

reemplazados por técnicas más sensibles de nueva generación. En consecuencia, el IMWG ha 
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definido nuevos criterios de respuesta: “EMR negativa por NGF” o “EMR negativa por NGS” (S. 

Kumar et al., 2016). Ciertamente, a lo largo de la década anterior distintos grupos han 

demostrado el valor añadido de la evaluación de EMR sobre los criterios de respuesta 

convencional en pacientes con MM candidatos a trasplante (J Martinez-Lopez et al., 2014; B 

Paiva et al., 2008; Bruno Paiva et al., 2012, 2015; Puig et al., 2014; Andy C. Rawstron et al., 

2013; Roussel et al., 2014). Por otra parte, en los últimos años se ha observado que la 

negativización de la EMR también es posible en pacientes con MM mayores no candidatos 

trasplante, debido, principalmente, a la introducción de estrategias terapéuticas más eficaces 

(Dytfeld et al., 2014; Korde et al., 2015; J Martinez-Lopez et al., 2014; B Paiva et al., 2011; Puig 

et al., 2014; Andy C. Rawstron et al., 2013). Sin embargo, el significado clínico de los estudios 

de EMR en pacientes no candidatos a trasplante seguía sin definirse, debido a que su valor 

pronóstico se había investigado de forma esporádica y con CMF de primera generación (B 

Paiva et al., 2011; Andy C. Rawstron et al., 2013). Por este motivo, en esta tesis doctoral 

quisimos estudiar el valor pronóstico de la negativización de la EMR en esta población, para lo 

cual estudiamos pacientes no candidatos a trasplante incluidos en el ensayo clínico 

PETHEMA/GEM2010MAS65, en el que la EMR se evaluó mediante CFM de segunda 

generación. En esta tesis doctoral hemos demostrado que la evaluación de EMR con CFM de 

segunda generación es clínicamente relevante, ya que la detección de EMR con una 

sensibilidad mayor que 10-4 permite identificar un grupo de pacientes, aquellos con EMR 

positiva en niveles entre 10-4 y 10-5, con menor supervivencia que los pacientes con EMR 

negativa o inferior a 10-5, y similar a la de los pacientes con EMR positiva igual o superior a 10-

4. Nuestros resultados van en consonancia con los publicados por Korde y col. (Korde et al., 

2015), los cuales observaron que el valor pronóstico de la monitorización de EMR mediante 

CFM de 8 colores era comparable al de la NGS (una recaída entre los pacientes con EMR 

negativa mediante CFM vs ninguna recaída entre los pacientes con EMR negativa mediante 

NGS). Ese estudio también señalaba que la primera mostraba una aplicabilidad mayor que la 

segunda (98% vs 80% para CFM vs NGS, respectivamente) (Korde et al., 2015). Por último, de 

forma similar a lo que previamente se había descrito en pacientes candidatos a trasplante (B 

Paiva et al., 2008, 2015), la monitorización de EMR destacó como el factor pronóstico más 

relevante en pacientes con MM mayores no candidatos a trasplante. Sin duda, la incorporación 
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de la NGF, capaz de alcanzar una sensibilidad de 10-6 (Flores-Montero et al., 2017) y 

potencialmente estandarizable, conllevará una monitorización de EMR y una capacidad 

pronóstica aún más poderosos, como ya lo están demostrado los primeros resultados 

publicados (Facon, Lee, et al., 2019; Flores-Montero et al., 2017; Bruno Paiva et al., 2019; 

Terpos et al., 2019). Lo mismo se ha observado recientemente en relación a la evaluación de 

EMR mediante NGS en los ensayos clínicos ALCYONE y MAIA que habían incluido pacientes 

no candidatos a trasplante (Facon, Kumar, et al., 2019; M. V. Mateos et al., 2018). Así, ante la 

demostración inequívoca del valor pronóstico de la EMR en ensayos clínicos, la expectativa 

actual es poder incorporar la monitorización de EMR a la práctica clínica como una herramienta 

de apoyo en la toma de decisiones terapéuticas. Así mismo, se ha publicado recientemente un 

estudio del grupo de De La Puerta et al. (De La Puerta Rueda et al., 2019) con resultados 

prometedores, que demostraban que, en comparación con los procedimientos terapéuticos 

estándar, el tratamiento ajustado para lograr EMR negativa mantenida reduce 

considerablemente el riesgo de progresión o de fallecimiento sin aumentar la frecuencia de 

efectos adversos graves. 

Por otra parte, también observamos que la monitorización de EMR con mayor 

sensibilidad tras los primeros 9 ciclos de tratamiento posibilitaba la discriminación entre grupos 

de pacientes con pronóstico significativamente distinto. De hecho, sólo el 16% de los pacientes 

con EMR negativa tras el ciclo 9 progresaron, mientras que más de la mitad (54%) de los 

pacientes con EMR positiva recayeron a pesar de que iban a recibir otros 9 ciclos de 

tratamiento. Es más, no se observaron diferencias en el pronóstico entre los pacientes con 

EMR positiva y en RC comparado con los que su respuesta fue menor que RC, lo que sugiere 

que los criterios de respuesta del momento, antes de la actualización de 2016 de la IMWG, no 

permitían identificar pacientes con una RC de alta calidad (en definitiva, asociada a una EMR 

negativa). Cabe señalar que si en estudios previos la EMR se estudiaba en etapas intermedias 

del tratamiento (por ejemplo, antes del mantenimiento) (B Paiva et al., 2011), el diseño del 

ensayo clínico PETHEMA/GEM2010MAS6 ha permitido estudiar el impacto directo de la EMR 

en el pronóstico de los pacientes en ausencia de tratamiento adicional (en definitiva, de 

mantenimiento). De esta manera, en este estudio mostramos que la EMR positiva al ciclo 18 y 

sin terapia adicional, se correlacionaba con un TTP de aproximadamente un año y medio, sin 
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que hubiera diferencias significativas en función de la profundidad de la respuesta serológica 

alcanzada (esto es, RC vs menor que RC). El significado clínico de estos resultados es doble. 

En primer lugar, dado el mal pronóstico que en general tienen, concluimos que los pacientes 

con EMR positiva deberían ser considerados candidatos a recibir tratamiento con nuevos 

fármacos con mecanismos de acción alternativos (por ejemplo, AcMo) (Lokhorst et al., 2015; S 

Lonial et al., 2015), con el objetivo de eliminar las CPs clonales resistentes. En segundo lugar, 

parece evidente que la redefinición de RC introducida por el IMWG beneficiará de modo 

particular a los pacientes mayores (B Paiva et al., 2015). Además, creemos que la 

monitorización secuencial sería particularmente útil para identificar pacientes con EMR 

negativa mantenida, ya que observamos que los pacientes con mejor pronóstico fueron los 18 

casos con EMR negativa en los ciclos 9 y 18; en concreto, 15 pacientes (83%) no habían 

progresado y 17 (94%) estaban vivos, a pesar de no recibir terapia de mantenimiento.  

Debido a su mal pronóstico y a la necesidad todavía no cubierta de nuevos fármacos, 

los pacientes con citogenética de alto riesgo son candidatos ideales para investigar el papel de 

la EMR como subrogado de supervivencia. En este estudio, hemos mostrado que los pacientes 

con alteraciones citogenéticas de alto riesgo que alcanzaban EMR negativa experimentaban un 

TTP similar a la de los pacientes con EMR negativa y citogenética estándar. Por el contrario, 

los pacientes con citogenética estándar, pero con EMR positiva experimentaban un TTP 

moderado, pero significativamente superior (P=.02) comparado con los pacientes con EMR 

positiva con citogenética de alto riesgo. Estos resultados subrayan el valor independiente y 

complementario que tienen la citogenética y la EMR en la estratificación pronóstica de los 

pacientes, sobre todo, de aquellos con EMR positiva. 

3. Relevancia de alcanzar EMR negativa en pacientes de edad avanzada 

Otro hallazgo de interés en esta tesis doctoral fue observar que, de forma similar a los 

pacientes candidatos a trasplante, la evaluación de EMR también es informativa en pacientes 

con MM mayores de 65 años, ya que aquellos con EMR negativa tuvieron un TTP 

significativamente más prolongado comparado con los pacientes con EMR positiva (P<.001). 

Estos resultados van en consonancia con los resultados previos del ensayo clínico 

PETHEMA/GEM2005MAS65, en el que los pacientes no candidatos a trasplante que 
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alcanzaron EMR negativa tuvieron un TTP y SG significativamente superiores (J Martinez-

Lopez et al., 2014; B Paiva et al., 2011; Puig et al., 2014) (M. V Mateos et al., 2014), y también 

están en línea con los resultados de los ensayos clínicos ALCYONE y MAIA, publicados más 

recientemente (Facon, Kumar, et al., 2019; M. V. Mateos et al., 2018). Cabe señalar que la 

proporción de pacientes que alcanzaron EMR negativa fue significativamente mayor en la rama 

de tratamiento que incluía daratumumab, y que estos pacientes tuvieron una SLP 

significativamente mayor que la de los pacientes de la rama de tratamiento control, en los que 

el porcentaje de casos con EMR negativa era significativamente menor (Facon, Kumar, et al., 

2019; M. V. Mateos et al., 2018). 

De un modo global, estos resultados nos llevan a plantear que la EMR negativa podría 

ser considerada como un objetivo terapéutico en pacientes mayores, siempre y cuando se 

garantice la tolerabilidad de las estrategias de tratamiento planteadas. Por otro lado, los 

pacientes con MM de riesgo estándar y los que alcancen RC con EMR positiva experimentan 

peores resultados, lo que justificaría individualizar su tratamiento con el fin de mejorar su 

supervivencia. 

La disponibilidad de terapias más eficaces para pacientes de edad avanzada acentúa 

la necesidad de evaluar si una estrategia de tratamiento basada en la respuesta (en esencia, 

basada en la EMR) podría reducir las diferencias en supervivencia entre los pacientes 

candidatos a trasplante y los mayores, o incluso entre los pacientes de alto y bajo riesgo 

citogenético. Este tema de investigación requiere un esfuerzo cooperativo tal como el diseño de 

nuevos ensayos clínicos en los que los pacientes se estratifiquen en base a una evaluación 

sensible de EMR previa al tratamiento con estrategias alternativas, o incluso a la aleatorización 

entre tratamiento continuado versus de duración fija, en función de los niveles de EMR. Es 

necesario realizar estos ensayos clínicos para establecer el papel exacto de la EMR en 

pacientes con MM de edad avanzada.  

4. Valor pronóstico del perfil inmune durante la monitorización de EMR  

Hace pocos años, Barlogie et al. (Bart Barlogie et al., 2014) demostraron que la gran 

mayoría de los pacientes en RC que alcanzaban largos tiempos de supervivencia llegando 
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hasta los 10 años libres de recaídas, tenían EMR negativa. Sin embargo, también se observó 

que alcanzar una respuesta profunda no era un prerrequisito para lograr largos periodos de 

control de la enfermedad ya que un pequeño grupo de pacientes con EMR positiva (e incluso 

sin haber alcanzado RC) también lo lograba (Bart Barlogie et al., 2014; Joaquin Martinez-Lopez 

et al., 2011).  

Como se ha mencionado previamente, el análisis de EMR mediante CFM de segunda 

generación permite evaluar de forma simultánea la reconstitución del sistema inmune en la MO 

tras tratamiento (Pessoa de Magalhaes et al., 2013), y con esta premisa, en esta tesis doctoral 

quisimos evaluar el posible valor pronóstico del perfil inmune evaluado de modo simultaneo a la 

monitorización de EMR. De esta forma, hemos demostrado por primera vez que el perfil inmune 

tras tratamiento aportaba información pronóstica adicional al permitir la identificación de un 

grupo de pacientes que, a pesar de tener EMR positiva, experimentaban una supervivencia 

prolongada debido a un perfil inmune singular caracterizado por una regeneración más 

prominente de linfocitos B maduros y un menor número de eritroblastos. Hasta la fecha, se han 

publicado los resultados de varios estudios sobre el valor pronostico del sistema inmune en 

pacientes con MM, los cuales están en sintonía con los resultados obtenidos en esta tesis 

doctoral. En un estudio previo se ha descrito un perfil inmune similar en pacientes con EMR 

negativa y positiva que lograban el control de la enfermedad a largo plazo (Pessoa de 

Magalhaes et al., 2013). En un estudio posterior, se observó que entre los pacientes con EMR 

positiva, aquellos con mayor abundancia de linfocitos B totales, vírgenes y de memoria antes 

del TASPE presentaban una SLP y SG superior, lo que sugiere que la monitorización del perfil 

inmune, en conjunto con la detección de EMR, podría aportar mayor información pronóstica 

(Ho et al., 2017). En una publicación más reciente se demuestra que la monitorización de EMR 

mediante NGF permite identificar un grupo de pacientes, caracterizado por un mayor número 

de eritroblastos, con mayor riesgo de positivizar los niveles de EMR al final del tratamiento 

(Terpos et al., 2019). Cabe esperar que esta forma más pormenorizada de evaluación de la 

respuesta al tratamiento gane mayor preponderancia a medida que nuevas inmunoterapias se 

vayan incorporando al tratamiento del MM. 
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5. Valor pronóstico del fenotipo de las CPs clonales en la era de los nuevos fármacos 

Recientemente se ha demostrado que, a pesar de la utilización de combinaciones de 

fármacos altamente eficaces, la evaluación de EMR mediante técnicas de nueva generación 

revela que al menos un 50% de los pacientes sigue teniendo EMR positiva tras tratamiento (H 

Avet-Loiseau et al., 2015; Flores-Montero et al., 2017). Además, mientras que con las terapias 

convencionales el pronóstico de los pacientes con EMR positiva ha sido tradicionalmente 

adverso (Attal et al., 2017; Ruth M. De Tute et al., 2016; J.-J. Lahuerta et al., 2017), estudios 

más recientes, particularmente aquellos que incluyeron daratumumab, revelaron que el 

pronóstico de algunos pacientes con EMR positiva puede no ser tan desfavorable (Meletios A. 

Dimopoulos et al., 2018; Facon, Kumar, et al., 2019; M. V. Mateos et al., 2018; Spencer et al., 

2018). Ante la evidencia de que las terapias basadas en el uso de AcMo se convierten en un 

pilar importante en el tratamiento del MM, cobra importancia encontrar marcadores capaces de 

discriminar, entre pacientes con EMR positiva, aquellos que alcancen largos periodos de 

supervivencia de aquellos que estén en riesgo de progresión a corto plazo.  

El análisis de EMR mediante CFM ofrece información adicional además de la 

identificación y cuantificación de las CPs clonales residuales, como por ejemplo su perfil 

fenotípico. En este sentido, varios grupos de investigación han publicado resultados que 

demuestran el valor pronóstico de distintos marcadores utilizados para la identificación de las 

CPs aberrantes en MM (W I Gonsalves et al., 2016; J. Guo et al., 2016; Mateo et al., 2008; P 

Moreau et al., 2004, 2006; B Paiva et al., 2012; Pan et al., 2016). 

Con estos precedentes, investigamos el valor pronóstico de los marcadores utilizados 

para detectar EMR mediante CFM, para lo cual estudiamos una de las series más grandes de 

pacientes con MM de nuevo diagnóstico, incluidos en cuatro ensayos clínicos consecutivos de 

PETHEMA/GEM. Una limitación de este estudio ha sido el uso de distintos conjugados de 

AcMo entre los ensayos clínicos más antiguos y los más recientes. Sin embargo, cabe señalar 

que el porcentaje de expresión o MFI de los marcadores evaluados en las CPs clonales fue 

comparado con otras células nucleadas presentes en esa muestra, y no de forma longitudinal 

entre los cuatro ensayos clínicos. Dado que la evaluación del porcentaje o intensidad de 

expresión de cada marcador estaba de esta manera basada en los controles internos de cada 
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muestra (en esencia, otras células nucleadas de la MO), los datos de los distintos ensayos 

clínicos se pudieron agrupar con el fin de realizar un análisis robusto sobre el valor pronóstico 

de la expresión de los antígenos.  

De esta forma, por una parte, observamos que la expresión aberrante de CD117 se 

asociaba a un mejor pronóstico, reproduciendo así resultados anteriores del grupo (Mateo et 

al., 2008). Además, en este trabajo aprovechamos la circunstancia de que los pacientes fueron 

tratados con cuatro protocolos terapéuticos distintos, y estudiamos el valor pronóstico de los 

marcadores en función del esquema terapéutico que recibieron los pacientes. Así, observamos 

que la expresión de CD117 perdía su valor pronóstico tras la introducción de IPs e IMIDs. Estos 

hallazgos podrían tener relación con la habilidad de estos fármacos de alterar el microambiente 

tumoral, ya que previamente a este estudio se ha sugerido que el pronóstico favorable de los 

pacientes con expresión de CD117 podría ser debido a un proceso de migración alterado de 

las CPs clonales en MO, dirigiéndolas hacia los nichos de los precursores de neutrófilos y 

preservando el nicho correspondiente a las CPs normales residuales (M Schmidt-Hieber et al., 

2011).   

Más recientemente demostramos que los pacientes con MM cuyas CPs tenían una 

menor diferenciación, definida en parte por la expresión de CD81, tenían peor pronóstico, lo 

cual podría estar relacionado con la mayor capacidad de resistencia de los clones más 

inmaduros de CPs (B Paiva et al., 2017). En este estudio confirmamos las observaciones 

previas sobre el valor pronóstico de CD81 en MM (B Paiva et al., 2012, 2017), y observamos 

que, de forma similar a lo que se ha descrito para pacientes no candidatos a trasplante (B 

Paiva et al., 2017), había un enriquecimiento en subclones de CPs menos diferenciados 

(CD81+) tras terapia intensiva.  

Por otro lado, el perfil fenotípico de las células de EMR podría contribuir a la 

optimización del uso de inmunoterapias específicas contra antígenos de superficie en las 

mismas. En este estudio, coincidimos con resultados previos (Martin Perez-Andres et al., 2009) 

que indicaban que los pacientes con MM con CD38low y CD138low tenían una SLP y SG 

significativamente inferior comparado con pacientes con una expresión normal de ambos 

marcadores (en definitiva, intensa). CD38 es una glicoproteína multifuncional que sirve como 
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receptor para la transducción de señales de activación y proliferación, así como de ectoenzima 

que cataliza la producción de nucleótidos necesarios para la señalización mediada por calcio 

(Malavasi et al., 2008). Sin embargo, dado el fenotipo diferenciado, estado quiescente y larga 

supervivencia de las CPs CD38bright comparado con el de los plasmablastos CD38low, cabe la 

posibilidad de que más que participar en la señalización, CD38 actúa como una molécula de 

migración y adhesión entre las CPs y el estroma medular (S Deaglio et al., 1998; Silvia Deaglio 

et al., 2008). En ese sentido, las CPs tumorales circulantes expresan niveles más bajos de 

CD38 y CD138 en superficie comparado con las CPs tumorales que permanecen en MO 

(Chaidos et al., 2013; B Paiva, Paino, et al., 2013).  

Utilizando nuevas aproximaciones estadísticas, descubrimos que el perfil fenotípico 

CD38low CD81+ CD117- era el que con mayor eficacia identificaba pacientes con peor 

pronóstico, y que permitía discriminar entre los pacientes con EMR positiva, aquellos con 

mayor o menor SLP y SG. Además, mediante t-SNE no encontramos una correlación 

inequívoca entre la presencia de alteraciones citogenéticas de alto riesgo y este perfil 

fenotípico, por lo que podría aportar información complementaria a la citogenética para 

estratificar el riesgo de los pacientes con EMR positiva. 

En conclusión, en esta tesis doctoral mostramos cómo, de forma simultánea a la 

monitorización de la EMR, la CFM también puede aportar información adicional con valor 

pronóstico basada en el perfil fenotípico de las CPs clonales quimioresistentes. Ciertamente, 

hemos mostrado cómo la mayoría de los marcadores utilizados para la monitorización de EMR 

en MM tienen valor pronóstico; sin embargo, creemos que la intensificación de los protocolos 

de tratamiento y el uso de nuevos fármacos cada vez más eficaces, podrían modular el valor 

pronóstico de los antígenos y por tanto obligará a una revisión periódica de los mismos.  

En este estudio también hemos aportado información novedosa y práctica para 

aquellos especialistas que utilicen NGF para monitorizar EMR en MM. Hemos demostrado por 

primera vez que los cambios en la expresión antigénica durante las distintas etapas del 

tratamiento ocurren en un pequeño porcentaje de los casos (17%), y que la mayoría de los 

cambios ocurren en la expresión de CD81 (7 de los 13 casos con cambios de expresión ). Por 

lo tanto, mientras que la información del fenotipo de las CPs clonales al diagnóstico puede ser 
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útil para monitorizar la EMR, debe de tenerse en consideración que un grupo reducido de 

pacientes presentan inestabilidad antigénica desde el diagnóstico hasta las etapas de 

evaluación de EMR. En el caso de las leucemias agudas mieloides es bien sabido que el 

inmunofenotipo de las células leucémicas puede cambiar entre el diagnóstico y la recaída 

debido a la selección y evolución del clon, lo cual tiene consecuencias importantes para la 

detección de EMR debido a posibles falsos negativos tras la desaparición de los fenotipos 

aberrantes usados como marcadores de EMR (Zeijlemaker et al., 2013). No obstante, los 

cambios de expresión en un único antígeno no afectan a la detección de EMR en MM, la cual 

se basa en el estudio de múltiples aberraciones fenotípicas que son detectadas 

simultáneamente utilizando una combinación de AcMo óptima y mediante un análisis 

multidimensional (≥ 8 colores), hoy por hoy automatizado (Flores-Montero et al., 2017). 

Además, con NGF es posible detectar CPs clonales con mayor precisión ya que el panel de 

dos tubos de AcMo desarrollado para el análisis de CPs permite confirmar la naturaleza clonal 

de las CPs fenotípicamente aberrantes, por medio del estudio de restricción en la expresión de 

cadenas ligeras de inmunoglobulinas κ y λ citoplasmáticas (Flores-Montero et al., 2017). De 

esta forma, tal y como hemos mostrado en esta tesis doctoral, la capacidad de detectar EMR 

mediante CFM de 8 colores es comparable en pacientes con o sin estabilidad antigénica desde 

el diagnóstico hasta los distintos momentos de evaluación de EMR. 

6. Nuevos algoritmos para la estratificación de pacientes con EMR positiva 

La sensibilidad de la CFM para detectar EMR ha aumentado desde un límite de 

detección de 10-4 con técnicas convencionales hasta 10-6 con NGF (Facon, Lee, et al., 2019; 

Flores-Montero et al., 2017; Hahn et al., 2019; Oliva et al., 2017; Bruno Paiva et al., 2019; 

Sanoja-Flores et al., 2019; Terpos et al., 2019). Lo mismo se ha descrito en relación a la NGS 

frente a los métodos moleculares usados anteriormente (Facon, Kumar, et al., 2019; Korde et 

al., 2015; Mailankody et al., 2015; J Martinez-Lopez et al., 2014; M. V. Mateos et al., 2018; 

Perrot et al., 2018; Takamatsu et al., 2017). En consecuencia, el número de pacientes 

clasificados como EMR positiva no ha disminuido pese a la mayor eficacia de los nuevos 

tratamientos. En los ensayos clínicos CASTOR y POLLUX (Bahlis et al., 2020; Meletios A. 

Dimopoulos et al., 2018; Maria-Victoria Mateos et al., 2019; Spencer et al., 2018) se observó 
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que pacientes con EMR positiva tenían un pronóstico notablemente distinto en función del 

esquema de tratamiento recibido. Ciertamente, la SLP de los pacientes con EMR positiva tras 

recibir daratumumab en combinación con Rd (DRd) o daratumumab en combinación con 

bortezomib y dexametasona (DVd) era significativamente mayor comparado con pacientes con 

EMR positiva tratados con Rd o Vd. Por otra parte, debido a la mayor eficacia de las 

combinaciones de nuevos fármacos, existe el riesgo de que se considere de forma 

generalizada que la EMR positiva se equipare al fracaso del tratamiento, a pesar de que no 

todos los pacientes con EMR positiva tengan el mismo riesgo de progresión y algunos incluso 

alcancen tiempos de supervivencia largos (J.-J. Lahuerta et al., 2017). Con este escenario, nos 

planteamos que podría ser importante identificar biomarcadores con valor pronóstico capaces 

de identificar, entre los pacientes con EMR positiva, distintos grupos en función del riesgo de 

recaída y fallecimiento.  

En esta tesis doctoral, hemos demostrado que la monitorización de EMR mediante 

CFM permite a la vez la caracterización fenotípica de las CPs clonales y del perfil inmune en 

MO, y que ambos aportan información que podría ser útil para la estratificación pronóstica de 

pacientes con EMR positiva. Por un lado, descubrimos que el perfil fenotípico caracterizado por 

la expresión simultánea de CD38low CD81+ CD117- tenía valor pronóstico independiente a la 

hora de identificar pacientes con peor pronóstico, y que también ofrecía información adicional 

útil para discriminar grupos de riesgo entre los pacientes con EMR positiva. Ciertamente, los 

pacientes con EMR positiva y con el perfil fenotípico CD38low CD81+ CD117- tenían un riesgo 

significativamente mayor de progresión o fallecimiento comparado con el resto de los pacientes 

en los que también persistía la EMR. Por otro lado, en cuanto al valor pronóstico de la 

reconstitución inmune tras tratamiento, observamos que los pacientes con un perfil inmune 

singular, caracterizado por una regeneración de linfocitos B maduros más prominente, 

experimentaban una supervivencia prolongada a pesar de tener EMR positiva.
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1.  La CFM de segunda generación aporta un aumento en la sensibilidad y especificidad en la 

detección de EMR en MM comparado con la CFM de primera generación. 

2. La detección de EMR mediante CFM de segunda generación permite identificar un grupo de 

pacientes, aquellos con EMR positiva en niveles entre 10-4 y 10-5, con menor supervivencia 

que los pacientes con EMR negativa, y similar a la de los pacientes con EMR positiva a un 

nivel igual o superior a 10-4. 

3. La EMR negativa tiene valor pronóstico en los pacientes con MM de edad avanzada. 

También los pacientes mayores de 75 años o aquellos con alteraciones citogenéticas 

adversas con EMR negativa con una sensibilidad de 10-5, experimentan un aumento 

significativo en SLP y SG frente a los pacientes con EMR positiva. 

4. La evaluación simultanea de EMR y del perfil inmune tras tratamiento puede permitir la 

identificación de un grupo de pacientes que, a pesar de tener EMR positiva, experimentan 

una supervivencia prolongada debido a un perfil inmune singular caracterizado por una 

regeneración más prominente de linfocitos B maduros y un menor número de eritroblastos. 

5. La NGF ofrece información pronóstica adicional basada en el perfil fenotípico de las CPs 

clonales, ya que la mayoría de los marcadores utilizados para la detección de EMR con 

CFM de 8 colores tienen valor pronóstico en MM. 

6. El perfil fenotípico caracterizado por la expresión débil de CD38, junto con la reactividad 

para CD81 y en ausencia de expresión homogénea de CD117, es el que con mayor 

significancia define a un grupo de pacientes con menor SLP y SG.  

7. El perfil citogenético y el perfil fenotípico de las CPs clonales podrían ser herramientas 

complementarias para la estratificación pronóstica de los pacientes con EMR positiva. 

8.  A lo largo de los distintos momentos de evaluación de EMR, son pocos los cambios que se 

producen en la expresión antigénica de las CPs clonales. Además, la capacidad de 

detectarlas permanece invariable para los pacientes con cambios puntuales de expresión, 

utilizando los paneles de anticuerpos diseñados por el grupo EuroFlow para la detección de 

EMR mediante NGF. 
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9. CD81 fue el único antígeno que presentó un cambio significativo en su nivel de expresión en 

evaluaciones sucesivas de EMR. Este hallazgo sugiere que la presión ejercida por las 

distintas etapas del tratamiento produce una selección de CPs clonales quimioresistentes 

con un perfil fenotípico de mayor inmadurez (CD81+). 

10.  El perfil fenotípico de las CPs clonales y el perfil inmune tras tratamiento pueden ser útiles 

para identificar pacientes con EMR positiva y distinto pronóstico. 
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