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Resumen

El mieloma multiple (MM) es una neoplasia hematoldgica caracterizada por la expansion
de células plasmaticas clonales con inmunofenotipo aberrante. A dia de hoy, existe evidencia
de asociacion entre dicho inmunofenotipo y el prondstico del paciente que sufre la
enfermedad. No obstante, con los avances en el tratamiento y los nuevos fArmacos empleados
(inhibidores del proteosoma e inmunomoduladores), dicha asociacion podria verse

modificada.

El objetivo de este proyecto fue describir si dicha asociacion sigue siendo valida en la
actualidad. Para ello, realizamos un estudio observacional descriptivo con una muestra
compuesta por 77 pacientes diagnosticados de MM en el HUNSC, desde febrero de 2017
hasta febrero de 2020. Se clasific a los pacientes seglin el inmunofenotipo presentado y se

valoro la progresion de la enfermedad tras el tratamiento.

Finalmente, se concluy6 que, atun incluyendo los nuevos fairmacos en el tratamiento del
MM, la asociacién entre el inmunofenotipo y la evolucion del paciente parece seguir
guardando correlacion. Sin embargo, seria necesario un tamafio muestral mayor para afirmar

dicha asociacion.

Abstract

Multiple myeloma (MM) is a hematologic neoplasm characterized by the expansion of
clonal plasma cells with aberrant immunophenotype. To date, there is evidence of an
association between immunophenotype and the prognosis of the patient suffering from the
disease. However, with advances in treatment and new drugs used (proteasome inhibitors

and immunomodulators), this association could be modified.

The objective of this project was to describe whether this association is still valid today.
To do this, we carried out a descriptive observational study with a sample made up of 77
patients diagnosed with MM at the HUNSC, from February 2017 to February 2020. The



patients were classified according to the immunophenotype presented and the progression of

the disease after the treatment.
Finally, it was concluded that, even including the new drugs in the treatment of MM, the

association between the immunophenotype and the evolution of the patient seems to continue

to be correlated. However, a larger sample size would be necessary to affirm this association.

Palabras clave

e Inmunofenotipo / immunophenotype
e (élula plasmatica / plasma cell
e Citometria de flujo / flow cytometry

e Mieloma Multiple / multiple mieloma

Introduccion

3.1 Mieloma multiple

3.1.1 Etiopatogenia

El Mieloma Multiple es una neoplasia hematoldgica caracterizada por la proliferacion
atipica de células plasmaticas. Estas se consideran procedentes de linfocitos B, los cuales
alcanzan la diferenciacion morfoldgica a traves de diversas fases madurativas intra y
extrafoliculares, tras pasar por las etapas morfolégicas inmediatamente precedentes

denominadas inmunoblasto y célula linfoplasmocitoide (1).

Las celulas linfoplasmocitoides y las celulas plasmaticas son secretoras de
inmunoglobulinas, que practicamente en la totalidad de los casos aparecen revestidas de
caracter monoclonal. En el caso del Mieloma Multiple, la banda monoclonal puede ser del

tipo 1gG, IgA, IgD e IgE, o bien de fragmentos identificables con cadenas ligeras. Sea como



fuere, es la asociacién del tipo celular proliferante con la presencia de un determinado tipo

de banda monoclonal lo que define dicha enfermedad.

La proliferacion plasmatica propiamente dicha o Mieloma puede ubicarse en la médula
Osea, siendo la localizacion mas frecuente, o en el tejido extramedular, ya sea 6seo o

extradseo, como en el caso de los ganglios linféticos o el bazo.

No obstante, en la actualidad, se desconoce cudl es la causa primaria del Mieloma
Multiple. Como muchas neoplasias hematologicas, su desarrollo posiblemente se deba a una
alteracion de varios mecanismos genéticos que pueden condicionar una idiosincrasia
individual en el metabolismo de las toxinas ambientales o en la exposicion antigénica. A
pesar de los recientes avances en los mecanismos bioldgicos del mieloma, no se han
confirmado otros factores etioldgicos aparte de la edad elevada, la raza negra, el sexo
masculino, tener antecedentes familiares de cancer hematoldgico y la presencia de
gammapatia monoclonal de significado incierto (GMSI), lo cual se puede considerar como

un estadio previo a la enfermedad.

3.1.2 Clinica

Esta neoplasia hematoldgica cursa con una serie de alteraciones clinicas muy llamativas
y caracteristicas. De todas ellas, el dolor 6seo causado por la osteopenia y las lesiones liticas,
es el sintoma mas frecuente. Aparece en el 60-70% de los pacientes en el momento del
diagnostico y las zonas més afectadas suelen ser la columna vertebral o la parrilla costal, pero
también puede afectar a las extremidades. Como estos sintomas son de caracteristicas
mecénicas, se agudizan con los movimientos y mejoran con el reposo. Dentro de este
apartado incluiriamos los dolores articulares, las deformidades Oseas y las fracturas

patoldgicas.

La astenia y la fatiga aparecen en el 32% de los pacientes y tienen relacion con la anemia.

Ademas, se observa pérdida involuntaria de peso en mas del 20% de los pacientes. La fiebre



raramente es de causa primaria y, en la mayoria de los casos, estd relacionada con las

infecciones que pueda padecer el paciente al avanzar la enfermedad.

Asi bien, los sintomas caracteristicos de esta enfermedad, detectados mediante la
anamnesis del paciente en el momento del diagnostico, dependen de las complicaciones que
presente este, sin embargo, los mas frecuentes suelen ser la palidez de piel y mucosas.
También aparece dolor con la movilizacion o a la presion en los huesos con lesiones liticas,
asi como una disminucion de la talla corporal relacionada con la pérdida de altura de los
cuerpos Vertebrales. Otros sintomas menos frecuentes son la hepatomegalia, la

esplenomegalia o las adenomegalias.

Otras manifestaciones clinicas que se asocian son las neuroldgicas, mas relacionadas con
fases avanzadas de la enfermedad y las renales, debidas a la eliminacién por el rifion de

cadenas ligeras de inmunoglobulinas.

3.1.3 Diagnostico

La certeza diagndstica es facil en la mayoria de los mielomas debido a los tipicos datos
clinicos mencionados, asi como a los criterios radiolégicos, citolégicos y urinarios que, en

mayor o menor medida, contribuyen tanto a su identificacion como a su estadificacion.

Tras esta vision general, vamos a comentar las pruebas complementarias que nos sirven

de utilidad, asi como los criterios diagnosticos del MM.

En primer lugar, es fundamental solicitar un hemograma, asi como la determinacion de la
velocidad de sedimentacion globular (VSG). Lo caracteristico es que exista una anemia
desproporcionada en relacion con el resto de las series ademas de una VSG muy elevada

(>100 en la primera hora).

Seguidamente, es fundamental la valoracion del proteinograma, el cual mostrara un pico

monoclonal. Para precisar el tipo de inmunoglobulina implicada, solicitaremos una



cuantificaciéon de inmunoglobulinas, con esto, seremos capaces de identificar el subtipo de
mieloma (IgA kappa, IgA lambda, etc.). En casos dudosos o con pequefio componente, sera
una prueba inestimable la inmunofijacion, considerandose hoy por hoy el “gold estandar”

para la identificacion de un pico monoclonal.

Ademas, todos los enfermos deberén tener un aspirado medular. En el aspirado, se
estudiara la morfologia con tincion pandptica, con especial interés en el recuento celular, su
aspecto y si forman acumulos (dato de malignidad); se hara un estudio citogenético (esencial

por su valor prondstico).

Finalmente, en cuanto a las pruebas de
imagen, la realizacion de un mapa 6seo completo
es de gran relevancia. En él, podremos observar
la osteopenia y las ostedlisis (en craneo pueden
verse lesiones osteoliticas en sacabocados o
rarefaccion dsea con imagen en sal y pimienta).
Sin embargo, hay que tener en cuenta que el
diagnostico de afectacion 6sea por radiologia es

tardio. Por eso cada vez mas se recomienda TAC

) . o AR
de cuerpo entero de baja dosis 0o RMN o PET- - 2
TC (1,2). Radiografia de crdneo. Lesiones “en sal y
pimienta”.

3.1.4 Estadificacion

La primera estadificacion para el MM, y todavia hoy utilizada, es la propuesta por Durie
y Salmon en 2003 (3). En ella se pueden identificar 3 estadios de la enfermedad en relacion

a la masa tumoral.

Estadio I: (Masa celular baja). Se cumplen todos los criterios siguientes:
— Hemoglobina mayor de 10 g/dI.

— Nivel de calcio en sangre (calcemia) normal o < 10.5 mg/dl.



— Componente M (nivel de inmunoglobulina): IgG menor de 5 g/dl; IgA menor de 3
g/dl o cadenas ligeras en orina menor de 4 g/24 horas.

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

Estadio I1: (Masa celular intermedia). No se cumplen los criterios ni de | ni de I11.

Estadio I11: (Masa celular alta). Se cumplen uno o varios de los criterios siguientes:
— Hemoglobina menor de 8.5 g/dl
— Nivel de calcio en sangre (calcemia) elevado (mayor de 12 mg/dl).
— Componente M (nivel de inmunoglobulina): IgG mayor de 7 g/dl; IgA mayor de 5
g/dl o cadenas ligeras en orina mayor de 12 g/24 horas.
— Lesiones osteoliticas multiples (escala 3) y generalizadas en radiologia (severas).
Categoria A: creatinina en suero menor de 2 mg/dl.

Categoria B: creatinina en suero mayor de 2 mg/dl.

A pesar de que los estadios de Durie y Salmon se siguen utilizando, en mayo de 2003 se
presentd el Indice Pronostico Internacional para el mieloma, que al publicarse en 2005
cambio6 su nombre a Sistema de Estadificacion Internacional (I1SS). EI ISS més que estadificar
en el aspecto de localizacion anatomica o extension, clasifica a los enfermos en tres grupos

de riesgo utilizando la albumina y la beta-2 microglobulina (4).

SV
Estadio Criterios mediana
(meses)
I B2M < 3,5 mg/L 62
Albimina = 3.5 g/dl
11 Ni estadio 1T, ni 1117 44
111 B2M = 5,5 mg/L 29

'El estadio 11 tiene dos categorias: B2ZM < 3,5 mg/L con albiimina < 3,5 g/dl; o
B2M de 3,5 a < 5,5 mg/L independientemente del valor de albimina



Por ultimo, se propuso el ISS revisado (R-ISS), el cual también incluia la citogenética y
la LDH.

R-ISS

Factor prondstico Criterios

Estadio IS8

fy-microglobulina < 3,5 mg/L y albumina =

3.5 gidl
1 Mi estadio 1T, ni 111
11 [i;-microglobulina = 5,5 mg/L
Citogenética por FISH
Alto riesgo Presencia de t(4:14) ylo 1(14:16) v/o del(17p)
Riesgo estandar Sin citogenética de alto riesgo
LDH
Mormal LDH = limite supernor de la normalidad
Elevada LDH = limite superior de la normalidad

MNuevo estadio R-155

IS5 estadio | y citogenética de riesgo estandar
y LDDH normal

I MNi R-1SS 1, ni R-ISS 11

IS5 HI v (tanto citogendtica de alto nesgo o

11 LDH elevada)

3.1.5 Tratamiento

El Mieloma Multiple se considera una enfermedad incurable, salvo excepciones. No
obstante, existen formas de tratamiento que al menos logran controlar la enfermedad durante

un tiempo.

Hay ciertas medidas generales que son realmente importantes para estos enfermos, las
cuales se resumen en: beber tres litros de agua al dia, mantenerse activo y evitar en medida

de lo posible el tiempo encamado, asi como evitar las caidas.



En cuanto al tratamiento especifico, es importante clasificar a los pacientes en menores y
mayores de 65 afos, ya que generalmente es el criterio que se utiliza para diferenciar los que
son candidatos a trasplante de los que no lo son. No obstante, también se tienen en cuenta
ciertos aspectos como las comorbilidades del paciente, ya que pacientes mayores de 65 afos

con buen estado general pueden ser candidatos a recibir TAPH vy viceversa.

Los pacientes menores de 65 afios y candidatos a trasplante autdlogo de progenitores
hematopoyéticos (TAPH), se tratan inicialmente con un régimen de induccion, habitualmente
VTD (bortezomib, dexametasona y talidomida), o bien VRD (bortezomib, lenalidomida y
dexametasona), seguido del TAPH, para finalizar con dos ciclos de consolidacion y

posteriormente, el tratamiento de mantenimiento.

En los mayores de 65 afios 0 no candidatos a trasplante, la principal combinacion de
farmacos es VMP (bortezomib, melfalan y prednisona). En estos casos, el tratamiento

continuaria directamente con la fase de mantenimiento.

Otras medidas terapéuticas que pueden ser Utiles son la radioterapia, para el control local
de las posibles fracturas patoldgicas y de los plasmocitomas sintomaticos; y la eritropoyetina

oral, la cual puede ser til para la anemia.
3.1.6 Pronostico

La historia natural de la enfermedad estd cambiando. Aunque en Europa la tasa de
supervivencia a los 5 afios del diagnostico es del 32%, la introduccion de nuevos farmacos
esta suponiendo una mejora en la supervivencia global que se traducird en un futuro en

grandes cambios en la prevalencia de la enfermedad.

3.2. Epidemiologia descriptiva

Se trata de la segunda neoplasia hematologica mas frecuente, representando el 10% de

estas y el 1% del total de neoplasias a nivel global. La incidencia es de aproximadamente 4-
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5 casos por cada 100.000 habitantes/afio, lo que se traduce en Espafia en unos 2.400 nuevos
diagnosticos cada afio. Ademas, se sitlla como la décima causa de muerte por cancer a nivel

mundial en nimeros absolutos (3,8 casos de muerte por cada 100.000 habitantes/afio).

La edad de aparicion mas habitual es entre los 60 y los 70 afios, siendo la media de 69
afios en los hombres y de 71 en las mujeres. En el momento del diagndstico, mas del 70% de
los pacientes son mayores de 60 afios, mientras que menos del 5% de los pacientes tienen

menos de 40 afios.

En relacion al género, hay una mayor incidencia entre los varones de raza negra
(9/100.000 habitantes) en comparacion con las mujeres de la misma raza (6/100.000
habitantes). Estas diferencias por sexo son muchos menores en la raza blanca, con una
incidencia en hombres de 4/100.000 habitantes y de 3/100.000 habitantes en las mujeres (5).

3.3 Citometria de flujo

El estudio inmunofenotipico por citometria de flujo (CMF) es una herramienta
fundamental para un correcto diagnoéstico y un adecuado seguimiento en las neoplasias
hematologicas en general y en el Mieloma Mdltiple en concreto. Esta técnica se basa en el
marcaje de las células a estudio con anticuerpos monoclonales que tienen anclado un
fluorocromo. Si la célula a estudio presenta el antigeno (cluster de diferenciacion o CD) en
su superficie, el anticuerpo se une y, mediante la estimulacion con un rayo laser que emite

en la longitud de onda

adecuada para estimular el

CcD38
SSC-A
3

fluorocromo, desprende un

ez

brillo que es recogido por los A

fotorreceptores (6). Esta sefial " cbras’

es transformada en impulso v o

eléctrico y se visualiza en los

cD19
cnz7

diagramas como los que se

muestran en la imagen. i
cD81
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En la actualidad, los citometros méas usados suelen tener 3 laseres que emiten en diferentes
longitudes de onda y los anticuerpos monoclonales vienen unidos a 8 fluorocromos
diferentes, lo que nos permite obtener informacion sobre 8 marcadores a la vez, ademas del

tamafio (Forward Scatter o FSC) y complejidad de la célula (Side Scatter o SSC).

Citometria de Flujo

Fundamento: u
Detectores de luz

< [rojay naranja

* Estructura Basica: Detactor ds

luz reflejada

ag0° —

N =
¥

Detector de
luz verde

\
* Sistema Fluidrico \
(inyeccién dela Detectot
de luz
m UeStra) incidente jos reflectores
+ Sistema Optico _—
(Fuentes de luz) } Shoah
* Sist Eléctri /
Istema ectrico Fuente de luz laser
Flow Chomber
Laser Optics
/
Z =2

En el Mieloma Multiple la citometria de flujo se ha convertido en una herramienta
imprescindible para el diagndéstico, para predecir la evolucion de gammapatias monoclonales
de significado incierto a mieloma y de mieloma indolente a mieloma sintomatico, asi como
para el seguimiento de la respuesta al tratamiento con el estudio de la Enfermedad Minima
Residual (EMR). Como comentaremos en los apartados siguientes la citometria puede ayudar

a conocer el pronostico de los pacientes con MM (6,7).
3.3.1 Fenotipo normal
La célula plasmética normal se caracteriza por una expresion intensa de CD38; es una

ecto-enzima multifuncional que también esta implicada en la adhesion celular, transduccion

de la sefal y sefializacion del calcio (8). CD38 es comun a otras lineas celulares

12



hematoldgicas (progenitores mieloides y linfoides entre otras) expresada en células CD34+
sobre todo en precursores linfoides B. Durante la maduracion linfoide B la expresion de
CD38 empieza a disminuir hasta hacerse negativa en los linfocitos B naive. Mas tarde en los
linfocitos B activados vuelve a expresarla alcanzando niveles altos en células B del centro
germinal; la maduracion posterior en células B de memoria disminuye su expresion mientras
que la diferenciacion a célula plasmatica se asocia con una intensidad Gnica muy fuerte
(CD38+hi). Es por esto un marcador muy fiable para la seleccion de las células plasmaticas.
El CD138 es un antigeno que se expresa muy selectivamente en la célula plasmética y por
tanto el uso combinado de CD38 con CD138 es el recomendado para la seleccion de células

plasméticas (9,10).

La célula plasmatica ademas se caracteriza por la pérdida de expresion de marcadores

pan-B como el CD20 y CD22 e inmunoglobulina de superficie (Smlg).

Las células plasmaticas de la médula 6sea muestran ademas expresion heterogénea de
CD19, CD45'"° y CD56™°, A pesar de estos marcadores inmunofenotipicos generales las
células plasmaticas estdn formadas por diferentes subpoblaciones fenotipicamente bien

caracterizadas que muestran caracteristicas de maduracién (11,12).

3.3.2 Aberrancias

Las células plasmaticas de pacientes con mieloma muestran fenotipos que se desvian de
las tipicas células plasmaticas normales. La expresion de perfiles antigénicos aberrantes
incluye: CD19, CD56, CD45, CD38, CD27 y en menor frecuencia CD20, CD28, CD33,
CD117 y Smlg (13,14). Asi la combinacion de estos marcadores junto con la expresion
citoplasmatica de cadenas ligeras kappa y lambda contribuye a establecer la naturaleza clonal

de una poblacion sospechosa de células plasmaticas (15,16).

A pesar de todo lo descrito las frecuencias especificas de los marcadores individuales

expresados de forma aberrante en las células plasmaticas de pacientes con mieloma varia de

13



forma significativa dependiendo de la heterogeneidad de la enfermedad y de las diferencias

asociadas al paciente (17,18).

Existe una regla para la EMR por CMF y es que no hay un marcador fenotipico Unico que
por si mismo sea capaz de distinguir células normales/reactivas de células tumorales y esto

también es valido para las células plasmaticas del mieloma (19).

Marcadores més frecuentemente utilizados en la deteccién de fenotipos asociados a la

célula plasmatica del mieloma en nuestro Hospital y frecuencia de aparicion.

Antigeno Patron aberrante % de casos con
expresion aberrante
CD19 - 96%
CD27 - odim+ 40-68%
CD28 + 15-45%
CD38 dim+ 80%
CD45 - 73%
CD56 ++ 60-75%
CD81 - odim+ 55%
CD117 + 30-32%

3.4 Inmunofenotipo en relacién al prondstico

La cuestion que se plantea es si el inmunofenotipo de la célula plasmatica aberrante puede

tener relacion con el pronostico de los pacientes con Mieloma Multiple.

Para responder a esta pregunta ya se realizaron trabajos hace afios (20,21). Asi, en estos
estudios, se observd que la expresién de CD19 y CD28 asi como la ausencia de expresion de
CD117 se asoci6 con una menor supervivencia libre de progresion (SLP) y supervivencia
global (SG). La expresion de CD28 se vio asociada a t(14;16) y del(17p), ambas alteraciones

14



de mal pronostico en el Mieloma Multiple mientras que la ausencia de expresion de CD117
se asocio con t(4;14) y del(13q), de buen pronostico.
De tal manera que el estudio simultaneo de CD28 y CD117 permitia una clasificacion del

riesgo en tres categorias:

— CD28+y CD117-, mal prondstico (SLP 30 meses y SG 45 m).

— CD28y CD 117 ambos positivos 0 ambos negativos, prondéstico intermedio (SLP 37
meses y SG 68 m).

— CD28-y CD117+, buen pronostico (SLP 45 meses y SG no alcanzanda).

En otro trabajo también del GEM, el Dr. Paiva et al referian como la expresion de CD81
suponia un factor de riesgo independiente para la SLP y la SG. (22)

Sin embargo, el tratamiento del Mieloma Multiple ha experimentado y sigue
experimentando una mejoria con la incorporacién de nuevas moléculas como los inhibidores
del proteosoma, farmacos inmunomodeuladores (IMIDs) y anticuerpos monoclonales que se

han ido afiadiendo a la primera linea de tratamiento.

La cuestion sobre el significado pronostico del inmunofenotipo de la célula plasmatica

aberrante sigue siendo en la era de los nuevos tratamientos un motivo de debate.

Teniendo en cuenta los trabajos ya publicados nos planteamos el objetivo de nuestro

trabajo.

Objetivos

e Evaluar si con la introduccion de los nuevos tratamientos para el MM, sigue
existiendo una correlacion entre el inmunofenotipo de la célula plasmética aberrante
y el pronostico de los pacientes diagnosticados de Mieloma Multiple en el HUNSC,
en el periodo de estudio definido mediante la estimacion del tiempo hasta la

progresion.

15



Material y métodos

Para este trabajo, se ha llevado a cabo un estudio observacional descriptivo de tipo
retrospectivo. Para ello, se han recogido los datos de todos los pacientes diagnosticados de
mieloma mdultiple en el Hospital Universitario Nuestra Sefiora de la Candelaria (HUNSC)
desde febrero de 2017 y hasta febrero de 2020.

Toda la informacion se ha obtenido de los datos clinicos recogidos en los registros
informaticos de dicho hospital, salvaguardando la confidencialidad de los pacientes. Se han
recopilado datos de tipo epidemiologicos (sexo y edad), el tipo de enfermedad subyacente
(subtipo de mieloma multiple, en funcion de si era IgG kappa, 1gG lamba o MM de cadenas
ligeras), la fecha de diagnostico, la edad del paciente al diagnostico, el inmunofenotipo
correspondiente a la enfermedad (presente en los informes hematopatologicos del servicio),
el tratamiento elegido para cada caso y la evolucion del paciente (revisando las historias
clinicas), para determinar si ha progresado favorablemente o por el contario, ha tenido un

mal curso de la enfermedad.

Los datos se han agrupado en una tabla de Excel, la cual se utiliz6 como base de datos

para la realizacion de los calculos estadisticos.
Las variables principales que se asignaron fueron:
1. La presencia o no de factores de riesgo, considerandose estos los siguientes
inmunofenotipos: CD81-, CD117- y CD28+. Estos factores de riesgo se agruparon,
segun si el paciente presentaba 0, 1, 2 6 mas de 2.

2. La supervivencia libre de progresion o tiempo hasta la progresion o éxitus.

Con estas variables, se realizé una curva de Kaplan-Meier en el programa SPSS, teniendo

en cuenta que esta analiza el comportamiento de la enfermedad en relacion a la variable

16



tiempo. Este comportamiento puede verse alterado por el tipo de inmunofenotipo que

presenta el paciente, siendo este, el principal objetivo a demostrar en el trabajo.
Los analisis fueron llevados a cabo con el SPSS v.25 (IBM SPSS Statistics) y Microsoft
Excel 2016, considerando que los resultados son estadisticamente significativos cuando p-

valor es menor a 0,05.

Se realiz6 una propuesta de protocolo para la realizacion del estudio que fue aprobada por
el Comité Etico del HUC en fecha 20/01/21.

Resultados

La muestra a estudio se compone de 77 pacientes diagnosticados de mieloma multiple.
De todos ellos, 38 son varones y 39 son mujeres, representando el 49.4% y el 50.6% del total,
respectivamente. La edad media se situd en 65.2 afios. De la muestra, 29 pacientes fueron

tratados con VMP, mientras que 48 pacientes lo hicieron con VTD/VRD.

Los pacientes fueron tratados con dos esquemas diferentes; los candidatos a trasplante
autologo con VTD/VRD x 6-8 ciclos, seguido del trasplante de progenitores hematopoyéticos
(el acondicionamiento se realiz6 con Melfalan 200). Los no candidatos, con protocolo VMP
x 9 ciclos. Asi bien, la edad media en los no candidatos a trasplante autélogo es de 76.1 afios,

mientras que la de los candidatos es de 58.6.

Por otro lado, si nos centramos en grupos de edad, diferenciando los pacientes <55 afios
(14 pacientes, 18.2% del total), entre 55 y 65 afios (39 pacientes, 50.6% del total) y los >65
afios (41 pacientes, 53.2% del total), podriamos decir que el 100% de los pacientes mayores
de 65 afios fue tratado con VMP, no obstante, de los tratados con VTD/VRD, 14 de ellos son
menores de 55 afios, 20 de ellos con una edad comprendida entre 55y 65, y 12 mayores de

65 afos; representando el 29.2%, 45,8% y 25%, respectivamente.
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Finalmente, atendiendo al sexo dentro de los subgrupos de tratamiento, se puede afirmar
que de los 38 pacientes hombres (49.4% del total), 10 de ellos fueron tratados con VMP,
mientras que 28 de ellos lo hicieron los VTD/VRD. En cuanto a porcentajes, obtendriamos
un resultado de un 34.5% de hombres tratados con VMP y un 58.3% con VTD/VRD. En las
mujeres (siendo 39 el total), se observé que 19 de ellas fueron tratadas con VMP y 20 de ellas
con VTD/VRD. Si lo planteamos en porcentajes, corresponderia a un 65.5% de mujeres
tratadas con VMP y 41.7% tratadas con VTD/VRD.

Tabla 1. Caracteristicas demogréaficas y en funcién del tratamiento.

Tratamiento

VMP VTD/VRD Total
(N = 29) (N = 48) (N=77)

Sexo

Hombre 10 (34,5%) 28 (58,3%) 38 (49,4%)

Mujer 19 (65,5%) 20 (41,7%) 39 (50,6%)
Edad (afios) 76,1 £5,6 58,6 £7,3 65,2 £10,9
Edad

<55 - 14 (29,2%) 14 (18,2%)

55-65 - 22 (45,8%) 22 (28,6%)

> 65 29 (100%) 12 (25,0%) 41 (53,2%)

Asimismo, y también clasificando a los pacientes en los dos subgrupos de tratamiento,
podemos observar que para aquellos que recibieron VMP, un 44.8% fueron CD8L1 positivos
y un 55.4% fueron negativos, lo cual hace referencia a 13 y 16 pacientes, respectivamente.
En relacion a la expresion de CD28 en las células plasmaticas aberrantes, 11 pacientes fueron
positivos y 18 fueron negativos, 37.9% y 62.1%, mientras que en cuanto a expresion de

CD117, 13 pacientes fueron positivos y 12 negativos, 50% y 46.2% respectivamente, y un
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3.8% presentaban expresion heterogénea, no obstante, podemos incluir este ultimo grupo

dentro de los positivos.

En el grupo tratado con VTD/VRD 22 pacientes fueron CD81 positivos (47.8%), 17
negativos (37%) y 7 con expresion heterogénea (15.2%). En el caso del marcador CD28, 16
pacientes fueron positivos (33.3%), 31 fueron negativos (64.6%) y un Unico paciente fue
heterogéneo (2.1%). Finalmente, para CD117, 25 pacientes fueron positivos, 18 fueron
negativos y uno fue heterogéneo, representando un 56.8%, un 40.9% y un 2.3%

respectivamente.

En relacion al total de pacientes, 35 fueron positivos para CD81 (46.7%), 33 fueron
negativos (44.0%) y 7 fueron heterogéneos (9.3%). En el caso de CD28, 27 pacientes fueron
positivos (35.1%), 49 fueron negativos (63.6%) y 1 fue heterogéneo (1.3%). Por ultimo, para
CD117, 38 fueron positivos (54.3%), 30 fueron negativos (42.9%) y 2 fueron heterogéneos
(2.9%).

Cabe sefialar que en todos los casos decidimos incluir a los pacientes heterogéneos en el
grupo de positivos, ya que igualmente expresaban el marcador prondstico que queriamos

valorar.

Tabla 2. Inmunofenotipos presentados en grupos de tratamiento.

Tratamiento

VMP VTD/VRD Total
(N = 29) (N = 48) (N=77)

CD81

Positivo 13 (44,8%) 22 (47,8%) 35 (46,7%)

Negativo 16 (55,2%) 17 (37,0%) 33 (44,0%)

Heterogéneo - 7 (15,2%) 7 (9,3%)
CD28

Positivo 11 (37,9%) 16 (33,3%) 27 (35,1%)

Negativo 18 (62,1%) 31 (64,6%) 49 (63,6%)
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Heterogéneo - 1(2,1%) 1(1,3%)
CD117

Positivo 13 (50,0%) 25 (56,8%) 38 (54,3%)
Negativo 12 (46,2%) 18 (40,9%) 30 (42,9%)
Heterogéneo 1 (3,8%) 1 (2,3%) 2 (2,9%)

De esta manera, se nos plantea la necesidad de valorar los meses a progresion o éxitus
teniendo en cuenta el inmunofenotipo presentado, objetivo principal de este estudio. Para
ello, clasificaremos a los pacientes en dos grupos, siendo estos: grupo de bajo riesgo (0 6 1
factor de riego) y grupo de alto riesgo (2 6 mas factores de riesgo). Dichos factores de riesgo
serian:

— CD28 positivo.

— CDI17 negativo.

— CD8I negativo.

En esta ocasion se decidio realizar una curva de supervivencia Kaplan-Meier con el

programa SPSS v.25, obteniéndose la siguiente gréafica:

Gréfica 1. Curva de supervivencia en relacion a los factores de riesgo.
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La curva azul corresponde a los pacientes de bajo riesgo (0 6 1 factor de riesgo), mientras
que la curva roja corresponde al grupo de pacientes considerado de alto riesgo (2 6 més

factores de riesgo).

Se observa una tendencia de separacion entre ambas curvas, siendo la supervivencia libre
de progresion de los pacientes de bajo riesgo mayor que el de los pacientes de alto riesgo. Es
decir, los pacientes que tuvieron 0 6 1 factor de riesgo, tardaron mas tiempo (en meses) de
sufrir una progresion de su enfermedad, lo que se traduce como una mayor cantidad de meses

libres de progresion.

En cuanto a las medias de ambos grupos, se realiz6 una comparacion mediante la prueba

Chi-cuadrado para datos independientes, obteniendo los siguientes resultados.

Tabla 3. Comparacién de medias.

Media DE LI LS
Bajo riesgo 42,454 2,336 37,876 47,033
Alto riesgo 34,500 3,181 28,265 40,735
Global 39,847 2,032 35,864 43,829

*Intervalo de confianza al 95%.

En el grupo de pacientes de alto riesgo, la media en cuanto a progresion o éxitus fue de
34.5 meses, siendo el limite inferior de 28.265 y el superior de 40.735. La desviacion estandar
fue de 3.181, con un intervalo al 95% de confianza. Por otro lado, en el grupo de bajo riesgo,

la media fue de 42.454 meses a progresion o éxitus, siendo el limite inferior 37.876 y el
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superior 47.033. La desviacion estandar en esta ocasion fue de 2.336, con un intervalo de

confianza también al 95%.

De esta forma, podriamos afirmar que el tiempo (medido en meses a progresion o éxitus)
fue mayor en los pacientes de bajo riesgo que en los pacientes de alto riesgo. No obstante, la
significacion estadistica o p-valor fue de 0.129, por lo tanto, al ser mayor que 0.05, no se

consideraria estadisticamente significativo.

Comparaciones globales

Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 2,306 1 129

Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para los distintos niveles de V25.

Discusion

La citometria de flujo multiparamétrica es una herramienta muy util en el diagndstico y
seguimiento de las neoplasias hematoldgicas. En el estudio de las discrasias de células
plasmaéticas, nos permite distinguir las células plasmaticas normales de aquellas patoldgicas,
asi como su cuantificacion. Gracias a ello, podemos identificar a los pacientes que cumplen

criterios diagndsticos de MM.

El valor pronéstico de las caracteristicas inmunofenotipicas de la célula plasmatica ha
sido estudiado en diversos trabajos. El grupo cooperativo espafiol de Mieloma Multiple
(GEM) estudié en profundidad el fenotipo de la célula plasmatica aberrante en pacientes con

MM y su correlacion con el prondéstico (23).

En este trabajo, se identificaron algunos marcadores asociados a pronostico adverso
(menor supervivencia libre de progresion y supervivencia global), como es la expresion de
CD28+; junto a otros de mejor pronostico, como la expresion de CD117+. Ademas, la

pérdida de expresion de CD81 se asocid a una menor supervivencia libre de progresion y
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supervivencia global. En algunos incluso se vio una correlacion con las alteraciones genéticas
encontradas en esos pacientes. Asi, la expresion de CD28 se correlacion6 con la presencia de

t(14;16) y del(17p), asociadas a mal pronostico en el mieloma.

Asimismo, también se valord la influencia de CD19 y CD45. En cuanto a CD19, el estudio
demostré que un numero considerable de pacientes CD19 positivos tuvieron un resultado
mas desalentador en comparacion con los pacientes CD19 negativos, con aproximadamente
1 afio de diferencia en cuanto a la SLP. En contraposicion, se ha observado que el marcador
CD45 negativo podria estar relacionado con un peor pronostico, no obstante, no se obtuvieron

datos significativos para afirmar dicha influencia.

Cabe mencionar que, el estudio anteriormente mencionado, se realiz6 hace varios afios
(2008), siendo entonces la quimioterapia el principal tratamiento para el MM. En la
actualidad, el protocolo de tratamiento de los pacientes con MM ha evolucionado mucho
gracias a la incorporacion de los nuevos farmacos (inhibidores del proteasoma, IMIDs y
anticuerpos monoclonales), por lo que la relacion entre el prondstico del paciente y el

inmunofenotipo de la célula plasmatica aberrante podria verse modificado.

Teniendo en cuenta los estudios anteriormente mencionados, hemos realizado este trabajo
retrospectivo, revisando las historias clinicas y los informes hematopatoldgicos de los 77
pacientes diagnosticados de Mieloma Multiple en el HUNSC (entre febrero de 2017 y febrero
de 2020), obteniendo las caracteristicas epidemioldgicas de cada uno de ellos y seleccionando

los fenotipos mas frecuentemente implicados en el pronostico.

A cada marcador aberrante asociado a mal prondstico se le ha dado un punto:
— CD81 negativo - 1 punto.

— CD117 negativo - 1 punto.

— CD28 positivo - 1 punto.

Seguidamente, hemos agrupado a los pacientes en dos grupos, considerando de bajo riesgo

a los que tienen 0 6 1 punto, y de alto riesgo a los que presenten 2 0 méas puntos.
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Al contar con poco tiempo de estudio para valorar la respuesta total alcanzada por los
pacientes (ya que esto precisaria de afios de seguimiento), hemos decidido estudiar la
supervivencia libre de progresion, es decir, el tiempo (en meses) que transcurrio sin que los

pacientes presentaran alguna recaida en su enfermedad.

Para evaluar esta supervivencia libre de progresion en cada uno de los grupos previamente
definidos, utilizamos el programa estadistico SPSS v.25, con el que obtuvimos una curva de
supervivencia Kaplan-Meier. Esta curva reflejo que la supervivencia libre de progresién de
los pacientes de bajo riesgo fue mayor gque el de los pacientes de alto riesgo. Es decir, los
pacientes que tuvieron 0 0 1 factor de riesgo, tardaron méas tiempo (en meses) de sufrir una

progresion de su enfermedad.

Por otro lado, para valorar la media de tiempo (en meses) que tardé cada grupo en sufrir
una progresion de la enfermedad, se utilizé la prueba estadistica Chi-cuadrado para datos
independientes, y se obtuvo (con un 95% de confianza) que la media en meses de progresion
para los pacientes de bajo riesgo fue de 42,454, mientras que para el grupo de alto riesgo fue
de 34,5. No obstante, la potencia estadistica fue de 0,129 (p>0,005), por lo que la prueba

resulté no ser estadisticamente significativa.

A pesar de no haber obtenido resultados estadisticamente significativos, si que se observa
cierta tendencia a una mayor supervivencia libre de progresion en los pacientes de bajo riesgo
frente a los de alto riesgo. Afirmando, por lo tanto, que la presencia de los inmunofenotipos
descritos anteriormente en los trabajos mencionados, parecen seguir guardando correlacion
con el pronoéstico de la enfermedad hoy dia, incluso con la introduccion de los nuevos

tratamientos empleados para el MM.

Por lo tanto, esto nos lleva a pensar que, si pudiéramos reproducir el mismo estudio, esta
vez con un tamafio muestral mayor, los resultados que obtendriamos serian estadisticamente
significativos, reafirmando de esta manera, que si existe correlacion entre el inmunofenotipo
de la célula plasmatica en el MM y el prondstico de la enfermedad, no viéendose modificado

este hecho con la aplicacion de los avances terapéuticos.
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Finalmente, cabe sefialar la posibilidad de afadir la valoracién de los marcadores CD45 y

CD19 en los futuros estudios ya que, como se ha mencionado anteriormente, también podrian

estar estrechamente relacionados con el pronostico de la enfermedad.

Conclusiones

El inmunofenotipo de la célula plasmética aberrante podria tener influencia en la
supervivencia libre de progresion de los pacientes con Mieloma Mdltiple y, por tanto,
en el pronostico y la supervivencia global.

El uso de los nuevos farmacos (inhibidores del proteasoma, inmunomoduladores y
anticuerpos monoclonales) para el tratamiento del MM parece no modificar la
correlacion previamente descrita entre el inmunofenotipo de la célula plasmatica y la
supervivencia libre de progresion.

Particularmente, en nuestro estudio, esta diferencia no alcanzo el nivel estadistico
significativo necesario.

Seria necesario aumentar el tamafio muestral para intentar alcanzar una mayor
potencia estadistica.

En un futuro, podrian plantearse trabajos similares con una poblacién mayor a estudio
para intentar valorar dicha correlacion y obtener una potencia estadistica

significativa.

. Oué he aprendido realizando el TFG?

Realizar busquedas bibliograficas. Se trata de uno los puntos clave para poder llevar
a cabo un trabajo de investigacion. Asi bien, es fundamental saber manejar los

diferentes buscadores como por ejemplo Pubmed, Scielo, Google Académico, etc.

Analisis critico de los articulos e integracion de los mismos. Si bien es importante
saber encontrar la informacion necesaria, también es fundamental realizar una buena

lectura critica de la bibliografia.
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VI.

VII.

VIIL.

Interpretacion de articulos cientificos. En determinadas ocasiones, la interpretacion
de ciertos articulos cientificos no es fécil debido a los posibles tecnicismos que puede

presentar, para ello, es vital consultar cada palabra que se escape del conocimiento.

Sistematica de recogida de datos. Se trata de la primera vez que realizo una recogida
de datos, por lo que he tenido que adecuar un sistema para ello que sea rapido y eficaz,

en este caso ha sido mediante tablas de Excel.

Uso del programa DRAGO del HUNSC. Ha sido mi fuerte principal a la hora de
obtener la informacion necesaria de los pacientes, por lo que ha sido fundamental
conocer como se utiliza para poder manejarlo de forma independiente para la recogida

de datos.

Manejar el programa SPSS. He adquirido conocimientos bdasicos para realizar
calculos sencillos con el programa. Ademas, he refrescado los conocimientos de
bioestadistica para poder ponerlos en practica y conseguir los valores de los
resultados, asi como saber interpretarlos.

Sintetizar la informacion obtenida y poder obtener conclusiones concretas del estudio
realizado.

Resolver problemas y contrastar opiniones. Junto con mis tutores y colaboradores,
hemos podido llegar a una conclusion final en diferentes ocasiones cuando ha habido

disparidad de opiniones.

Adquirir capacidades para realizar una exposicion oral de lo estudiado, con claridad

y sabiendo comunicar de la mejor manera todo el trabajo realizado.
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