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Abreviaturas:

ADN: Acido desoxiribonucleico
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CGH: Hibridacion genémica comparada

clg-FISH: Cytoplasmic Immunoglobulin Fluoresence in situ Hibridization
CLAD: Ciclofosfamida, doxorrubicina liposomal y dexametasona
CM: Componente monoclonal

CP: Célula plasmatica

CRAB: Hipercalcemia, insuficiencia renal, anemia o lesiones 6seas
DCP: Discrasia de células plasmaticas

FISH: Fluorescence in situ hybridization

Gen Rb: Gen del retinoblastoma

GMSI: Gammapatia monoclonal de significado incierto

lg: Inmunoglobulina

IGH: Cadena pesada de la inmunoglobulina

IMWC: International Myeloma Workshop Consensus

IMWG: International Myeloma Working Group

ISS: Sistema International de Estadificacion

LDH: Lactato deshidrogenasa

MM: Mieloma multiple

MO: Médula 6sea

MP: Melfalan, prednisona



POEMS: Polineuropatia, organomegalia, endocrinopatia, componente monoclonal, piel.
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SE: Error estandar
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doxorrubicina, dexametasona
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VDD: Bortezomib, doxorrubicina liposomal, dexametasona
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RESUMEN
En éste estudio analizamos el rendimiento de las técnicas citogenéticas utilizadas en los

protocolos diagndsticos del MM (CC y técnicas de FISH).

En primer lugar caracterizamos la serie de pacientes y los estratificamos en grupos de riesgo
segun los sistemas de estadificacién actuales. Después estudiamos el porcentaje de cariotipos
patolégicos con cada una de las técnicas y en conjunto, encontrando un 40% de cariotipos
patolégicos por CC y de estos un 11,5% pertenecian a estudios con recuentos de CP <20% por

citomorfologia. La técnica de FISH aumenté hasta un 68% los cariotipos patologicos.

También hemos realizado la caracterizacion de los pacientes con ganancias de 1q y su

impacto en la evolucion de la enfermedad.



RESUM
En aquest estudi analitzem el rendiment de les tecniques citogenétiques utilitzades en els

protocols diagnostics del MM (CC i tecniques de FISH).

En primer lloc caracteritzem la série de pacients i els estratificats en grups de risc segons els
sistemes d’estratificacié actuals. Després estudiem el percentatge de cariotips patologics amb
cadascuna de les técniques i en conjunt, trobant un 40% de cariotips patologics per CC i
d’aquests un 11,5% pertanyien a estudis amb recomptes de CP <20% per citomorfologia. La

tecnica de FISH va augmentar fins un 68% els cariotips patologics.

També hem realitzat la caracteritzacié dels pacients amb guanys de 1q i el seu impacte en

I'evolucié de la malaltia



IINTRODUCCION AL CONOCIMIENTO ACTUAL DEL MIELOMA MULTIPLE

1. Concepto

El mieloma multiple es una neoplasia sistémica de células plasmaticas, caracterizada por la
proliferacion de una célula plasmatica clonal, que produce una proteina homogénea de caracter

monoclonal que se libera a la sangre y/o orina.

2. Mieloma multiple y otras discrasias de células plasmaticas

2.1 Clasificacién y criterios diagnésticos

El mieloma multiple se clasifica dentro de las discrasias de células plasmaticas (DCP). Las
DCP incluyen desde procesos indolentes como la gammapatia monoclonal de significado
incierto (GMSI) hasta enfermedades altamente agresivas como la amiloidosis o la leucemia de
células plasmaticas. En el afo 2002, el International Myeloma Working Group (IMWG) reviso
los criterios diagnésticos y la clasificacion de las DCP, basandose en los estudios disponibles
normalmente de rutina. En el afio 2009, Kyle y Rajkumar, de la Clinica Mayo, actualizaron los

criterios diagnosticos establecidos por el IMWG definiendo:

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

Proteina monoclonal en suero <3 g/dL, células plasmaticas clonales en médula 6sea <10% y
ausencia de alteraciones como hipercalcemia, insuficiencia renal, anemia o lesiones Oseas

(CRAB) que puedan ser atribuidas a un desorden de la proliferacion de las CP.

2.1.2. Mieloma quiescente (MM asintomatico). Debe cumplir todos los criterios siguientes:
proteina monoclonal en suero (IgG o IgA) = a 3 g/1dL y/o células plasmaticas clonales en
médula 6sea = a 10% y ausencia de alteraciones como lesiones liticas, anemia, hipercalcemia

o fallo renal que se atribuyan a un desorden de la proliferacion de CP.

2.1.3. Mieloma muiltiple. Debe cumplir todos los criterios siguientes:

CP clonales en MO = al 10%. Presencia de CM en suero u orina (excepto en pacientes con MM
no secretor) y evidencia de alteraciones que puedan ser atribuidas a la proliferacién maligna
de células plasmaticas, especificamente: hipercalcemia = 11,5 mg/dL o insuficiencia renal con
creatinina sérica > a 1,73 mmol/L; anemia (normocitica, normocromica), entendiéndose como
el descenso de la cifra de hemoglobina de 2g/dL por debajo del valor de la hemoglobina
habitual del paciente o bien <10g/dL y lesiones Gseas: lesiones liticas, osteopenia severa o

fractura patoldgica.



2.1.4. Macroglobulinemia de Waldestrom. Deben hallarse los dos criterios:

Gammapatia monoclonal IgM y >10% de infiltracién en MO por pequefios linfocitos que exhiben
diferenciacion de célula plasmatica o plasmocitoide y un inmunofenotipo tipico (IgM de
superficie +, CD5 +/-, CD10-, CD19+, CD20+, CD23-). Debe de excluirse otros sindromes

linfoproliferativos, incluyendo la leucemia linfatica crénica y linfoma de células del manto.

2.1.5. Plasmocitoma solitario. Debe cumplir todos los criterios:

Biopsia de lesién solitaria en hueso o tejido blando que evidencie la presencia de CP, médula
Osea normal, sin evidencia de CP clonales, seriada ésea y resonancia magnética nuclear de la
columna vertebral y pelvis normal (excepto la lesién solitaria primaria) y ausencia de dafo a
o6rgano diana, como lesiones CRAB, que pueda ser atribuido a la proliferacion de células
linfoplasmocitoides.

2.1.6. Sindrome de POEMS. Debe cumplir todos los criterios:

Presencia de una proliferacion monoclonal de células plasmaticas, neuropatia periférica y al
menos alguno de estos siete hallazgos: lesiones Oseas osteoscleroticas, enfermedad de
Castleman, organomegalia, endocrinopatia (excluyendo diabetes mellitus e hipotiroidismo),

edema, lesiones cutaneas y papiledema.

2.1.7. Amiloidosis sistémica. Debe cumplir todos los criterios:

1. Presencia de sindrome sistémico relacionado con amiloidosis (insuficiencia renal,
hepatica, cardiaca, afeccién del tracto gastrointestinal o de los nervios periféricos).

2. Tincién de amiloide positiva para rojo Congo en algun tejido (grasa cutanea o médula
Osea o biopsia de 6rgano).

3. Evidencia de que la presencia de amiloide se debe a depdsito de cadenas ligeras.
Estudio mediante inmunohistoquimica, secuenciacién u otros.

4. Evidencia de una proliferacion monoclonal de las CP (CM en suero u orina, ratio
anormal de cadenas ligeras libres o CP clonales en MO). Aproximadamente un 2-3%
de pacientes con amiloidosis sistémica no evidencian un desorden de células

plasmaticas monoclonales. (RA Kyle and SV Rajkumar, 2009).
2.1.8. Leucemia de células plasmaticas

Es una variante rara y agresiva de MM caracterizada por la presencia >20% y/o >2x10%/L de

células plasmaticas circulantes en sangre periférica (Bladé 1999; Hayman 2001).
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3. Epidemiologia

El MM representa el 1,5 % de todas las neoplasias y el 15% de las neoplasias hematoldgicas
(Kyle & Rakjumar, 2009). Es mas frecuente en la poblaciéon adulta (tercera edad) con una
mediana de edad entre 69 y 70 afos. Es una enfermedad incurable con un prondstico
heterogéneo dificil de predecir y con una supervivencia a los 5 afios que no supera el 40%
(Kyle et al, 2006); en muchos casos, estd precedida por una anomalia llamada GMSI, que
ocurre aproximadamente en el 3% de los individuos mayores de 50 afios (Chng et al, 2007) y
puede progresar a MM (0,5-3% por afio desde el diagndstico de GMSI), siendo importante el

aumento del nivel de inmunoglobulina monoclonal (Kyle et al, 2002).

4. Patogénesis
El MM se caracteriza por alteraciones genéticas muy complejas. La GMSI considerada como

predecesora del mieloma multiple puede ser conceptualizada como un primer cumulo de
alteraciones genéticas que requiere otras mutaciones para progresar a MM. Actualmente se
sabe que algunas alteraciones presentes en MM se encuentran en GMSI. Sin embargo, el
hallazgo de las mismas en GMSI no significa progresion a MM.

La inestabilidad genética intrinseca de las células B se desencadena en el centro germinal.
Muchos de los tumores B que proceden del centro germinal o post-centrogerminal han
modificado el ADN de genes de inmunoglobulina a través de hipermutaciones somaticas que
afectan a las regiones variables de los genes de la inmunoglobulina y seleccion de antigeno, y
otras veces por recombinacion de IGH (IGH switch) (Gréfico 1). Estas hipermutaciones
somaticas son producidas por el reordenamiento molecular de los genes reguladores de las
inmunoglobulinas (IGH, IGK, IGL) mediante la recombinacién V(D)J que implica roturas de la
doble cadena de ADN (Kuehl et al 2002). Las células B post-centrogerminal pueden generar
con éxito plasmablastos que tienen hipermutaciones somaticas completas, seleccion de
antigenos y cambio de subtipo de la cadena pesada de la inmunoglobulina (Shapiro-Shelef et
al, 2005). Normalmente estos plasmablastos migran a la médula 6sea donde las células del
estroma facilitan su diferenciacion final como células plasméaticas de vida larga. (Kuehl et al,
2002).
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Figura 1. Origen de la célula del mieloma (Adaptado de Kuehl y Bergsagel ,2002).
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En hipotesis, existen dos vias oncogénicas en la patogénesis del mieloma multiple y GMSI
(Grafico 2):

Via hiperdiploide que incluye un 50% de los mielomas y se asocia con multiples trisomias de
los cromosomas impares 3,5,7,9,11,15,19,21 y baja incidencia de translocacién de IGH y
monosomia 13/13g-.

Via no hiperdiploide (hipodiploides, pseudodiploidia y tetraploidia) con cariotipos complejos y
presencia de translocaciones que afectan al locus de la cadena pesada de las
inmunoglobulinas (14932) presentes en el 50% de los pacientes y translocaciones de la
cadena ligera presentes en un 10% (Bergsagel et al, 2002, Smadja et al, 1998; Deves-Marun et
al, 2003), con una alta incidencia de monosomia 13/13q-. La consecuencia de estas
translocaciones es disregular o aumentar la expresion de oncogenes yuxtapuestos a uno o mas
promotores (potenciadores) de IGH. Hay 5 oncogenes bien definidos implicados en las
translocaciones de IGH (con una prevalencia del 40%): el gen CCND1 (11q13) representa el
15%, el de CCND3 (6p21) el 3%, el fibroblast growth factor receptor 3 [FGFR3] (4p16) el 15%,
mieloma multiple myeloma domain SET [MMSET)]), el c-maf (16923) el 5% y mafB (20q11) el
3%; los dos ultimos regulan la expresioén de ciclina D2. (Sawyer, 1998, 2001; Kuhel, 2002; Avet-
Loiseau, 2002; Fonseca, 2002).
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Figura 2. Vias oncogénicas en el mieloma multiple (Kuehl y Bergsagel ,2005).
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En la practica, citan una tercera via, representada por la monosomia del cromosoma 13 o la
delecion de 13q14, que puede estar presente en ambos tipos de tumores, pero que se ve con
mayor frecuencia en los tumores no hiperdiploides, coincidiendo en casi todos los tumores con
t(4;14) y t(14;16), y casi nunca con la t(11;14)

Figura 3. Progresion del ciclo celular por fosforilacion e inhibicion del gen Rb (Kuehl y
Bergsagel,2005).
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La Ciclina D junto con CDK4 y 6 estan implicadas en la progresion del ciclo celular (GO a G1-
S) por fosforilacion e inactivacién del gen Rb. Esta reaccion pude ser suprimida por los
inhibidores de CDK INK4a-d (Bergsagel et al, 2001,2005; Hideshima et al, 2004) (Figura 3).

Las translocaciones ocurren inicialmente, probablemente durante la patogénesis del tumor;
posteriormente, cuando la enfermedad progresa y es mas proliferativa, se desarrollan
numerosas alteraciones cromosomicas secundarias como reordenamientos de MYC, del(13q),

del(17p) y del(1p) y/o amplificaciones de 1q.

La via MYC ha sido identificada como un elemento fundamental en la evolucién de GMSI a MM
y representaria la adicion de una nueva alteracion genética en la evolucion. Algunos autores
han demostrado que la via MYC y también, las vias RAS, E2F, CIN y la angiogenesis se
activan en las células plasmaticas normales que evolucionan a mieloma. Es importante
destacar que la activacion de MYC coincide con la activacion de B-catenina (B-CAT), que se

asocia a alteracion 6sea y formas mas agresivas de mieloma (Anguiano et al, 2009).

Los eventos mas comunes en la progresion a mieloma multiple incluyen amplificaciones y
duplicaciones del brazo largo del cromosoma 1 (Sawyer et al, 1998, 2005), deleciones de P53
(Chng et al, 2007), aumento en la expresion de c-MYC (Kuehl et al, 1997), mutacién en ras y
mutaciones en la via NFKappa [ incluyendo TRAF3n y BIRC2/3 (Keats et al, 2007).

5. Manifestaciones clinicas del mieloma

El cuadro clinico que caracteriza a los pacientes con MM se compone de: dolores 6seos que
aparecen en un 60-70% de los pacientes (Kyle et al, 2003) y que son el resultado de la
alteracion del hueso por las células mielomatosas, que a través del estimulo a las células del
estroma, activan a los osteoclastos que destruyen las estructuras esqueléticas y producen
fracturas espontaneas; hipercalcemia producida por la destruccidén 6sea, secundaria a la
liberacion de citoquinas; anemia por la infiltracion medular de CP; insuficiencia renal causada
por el depdsito de cadenas ligeras; hiperviscosidad derivada del acumulo excesivo de
componente monoclonal en suero; amiloidosis por depdsito de proteina monoclonal; e,
infecciones por inmunodeficiencia. Ocasionalmente, las células mielomatosas pueden infiltrar

otros drganos y ocasionar una gran variedad de sintomas.

6.Parametros biolégicos

La presencia de niveles elevados de Ig monoclonal es caracteristica del mieloma, el 15-20%
producen sdélo cadenas ligeras (mieloma de cadenas ligeras o mieloma Bence-Jones),
encontrandose principalmente en la orina. La inmunoglobulina monoclonal mas frecuente es la
IgG. Una forma rara de mieloma es el mieloma no secretor que afecta alrededor del 1% de los
pacientes (Nikhil C et al, 2008). El estudio inmunoelectroforético permite la identificacion de

inmunoglobulinas monoclonales en sangre y orina; después del hallazgo de una banda o un
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pico monoclonal, se precisa de un meétodo para la confirmacion de la proteina-M y su
caracterizacion, siendo el estudio cualitativo de las inmunoglobulinas por inmunofijacién el mas
utilizado. La cuantificacion del CM se realiza mediante los métodos de inmunoensayo
nefelométrico y turbidimétrico. En la mitad de los casos se encuentra proteinuria de cadenas
ligeras. La cuantificacién de cadenas ligeras en suero y orina es fundamental en el diagnéstico
de los mielomas de cadenas ligeras, del mieloma no secretor y de la amiloidosis primaria, ya
que en un alto porcentaje tienen alteracion del cociente kappa/lambda (Drayson et al, 2001;
Lachmann et al, 2003). Un 32% de los pacientes presenta anemia, la plaquetopenia
(<130,0x10%L) es infrecuente y es un factor de prondstico adverso. EI IMWC 2 recomienda

también el estudio de la albumina, LDH y 2-M por su valor pronéstico.

7. Alteraciones cromosdmicas

7.1. Citogenética convencional y FISH

Los reordenamientos de /GH y el nimero de cromosomas, tanto por estudios de citogenética
convencional o de FISH, son dos criterios que contribuyen a estratificar a los pacientes en
grupos pronosticos (Sawyer JR, 2011).

Las primeras alteraciones citogenéticas fueron detectadas por citogenética convencional. Entre
un 10-50% de los mieloma (segun diferentes estudios) tienen alteraciones. El principal
obstaculo es el bajo indice proliferativo de la célula plasmatica y la baja infiltracion de las
células tumorales en médula 6sea (Sawyer et al,1995; Tricot et al, 1997). Para que un estudio
sea rentable se requiere infiltracion =20% de células plasmaticas. Ademas, algunas
alteraciones muy importantes no se ven por CC como el reordenamiento criptico por
t(4;14)(p16;932). El estudio por técnicas de FISH solventa este problema. Hay que enfatizar
que la FISH debe realizarse con identificacion o separacién de CP, porque el bajo porcentaje
de CP que hay en las muestras pude dar lugar a falsos negativos (Avet-Loiseau et al, 2010), el
IMWG recomienda realizar el analisis con clg-FISH. Las técnicas de FISH presentan la
limitacion de estudiar Unicamente las alteraciones que corresponden a la sonda que se aplica,

0 sea, que no permiten saber todo el contexto de alteraciones genéticas.

Las hiperdiploidias aparecen con una frecuencia del 50-60% de los casos con MM. Si no
presentan otras alteraciones concomitantes se asocia a un mejor pronéstico (Smadja et al,
2001; Fonseca et al, 2004; Chng et al, 2006). La trisomia 5 se asocia a una SG a los 5 afios
del 77,5% (Avet-Loiseau et al, 2009).

Entre los reordenamientos de /GH la t(11;14) se observa en un 15- 20% de los casos y es de
prondstico estandar (Avet-Loiseau et al, 2007).

Las alteraciones cromosodmicas de mal prondstico son: la delecibn o monosomia del
cromosoma 13 (detectada por CC y no por FISH) que se asocia a una disminucion de la
supervivencia libre de progresion y de la SG; se presenta en un 40-50% de los casos (Tricot,

1995, 1997); la hipodiploidia, que se encuentra en el 5% de los casos; la delecién de P53, en
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el 11%; y la deleciéon de 1p o ganancias de 1q, que se observa en el 20%-45% de los casos
(Sawyer et al, 1995, Avet-Loiseau et al,1998). Entre los reordenamientos de /GH que se asocian
a mal prondstico estan: 1(4;14)(p16.3;q32) (Avet-Loiseau et al, 2007); la t(14;16)(q32;923); y la
t(14;20)(932;q12) (Fonseca et al, 2009, Kuehl et al, 2005).

7.2. Perfil de expresién genética

El perfil de expresion génica del MM es el parametro pronéstico con mayor peso prondstico.
Una firma genética puede definir hasta un 14 % de los pacientes con mieloma multiple de alto
riesgo, diferenciar mutaciones genéticas iniciales y reflejar la presencia de eventos que llevan a
la progresion por lo que contribuyen a un peor prondstico. Las ganancias en el brazo largo del
cromosoma 1q son una de las anomalias genéticas mas comunes en el MM encontradas por el

estudio de expresion génica.

Se han reconocido siete subgrupos relacionados estrechamente con el riesgo (Zhan, 2006).
Estos siete grupos con gran influencia pronéstica se asocian a lesiones genéticas en c-MAF y
MAFB, CCND1- y CCND3-, y MMSET tanto por translocaciones activadoras como por
hiperdiplodia.

Los grupos de alto riesgo se asocian a los genes de proliferacion (PR), al MMSET (MS) y a los
maf/mafB (MF) con una SLP a los 3 afos del 44%, 39% y 50%, respectivamente. Los genes
PR se asocian con una SG a los 3 afios del 55% y los del MS con 69% (Zhan 2006). Los
grupos de bajo riesgo son: HY: hiperdiploidia, LB: poca enfermedad 6sea, y CD-2 y CD-1, tanto
para SLP, como para SG. En las hiperdiploidias la SLP a los tres afios fue del 72%; en los LB
fue del 84%, de 82% en CD-1y 86% en CD-2. A los tres anos, la SG fue del 84% para las
hiperdiploidias, 87% para los LB, 71% para CD1y 88% para CD2.

Los PR se asocian a recaidas, sugiriendo que es una firma genética ligada a progresién. Los
PR y los grupos MMSET se caracterizan por la sobreexpresién de genes del cromosoma 1q.
Cuando a esta sobreexpresion (1q) se asocia una disminucion de la expresion de los genes en
1p, 13% de los MM, esos MM son considerados de alto riesgo y la supervivencia es muy corta
(Shaughnessy Jr, 2007).

Simplemente la ausencia de una firma genética de alto riesgo permite identificar un subgrupo
favorable de pacientes con un 60% SLP a los 5 afios frente al 20% a los 3 afios en aquellos
que pertenecen a un subgrupo de alto riesgo. Es importante destacar que la firma genética de
alto riesgo fue el unico parametro independiente con influencia negativa en la duracién de la
respuesta completa [HR 3,07; (p .001)] (Shaughnessy et al, 2007).

7.2.1. Ganancias de 1q:

Las alteraciones del cromosoma 1 se encuentran entre las anomalias citogenéticas mas
frecuentes del mieloma multiple (Sawyer et al, 1995, Gutiérrez et al, 2004). Afectan
principalmente al brazo largo del cromosoma 1 (1q) presentandose como ganancias y al brazo
corto (1p) como deleciones (Taniwaki et al, 1994; Sahaughnessy, 2007). En la mayoria de los

casos son producto de isocromosomas, duplicaciones o translocaciones “jumping” en la banda
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del cromosoma 1q, que resultan de la descondensacién pericentromérica de heterocromatina
que se asocia frecuentemente a progresion de la enfermedad (Sawyer, 2005; Sahaugnhessy,
2005). Algunos grupos han demostrado que la sobrexpresion del gen CKS1B, localizado a nivel
de 1921, se relaciona fuertemente con prondstico adverso, probablemente induciendo la
proliferacion y la mayor supervivencia de la célula del mieloma. También se ha demostrado
que las ganancias de 1921 detectadas mediante FISH constituyen un factor independiente de
mal prondstico (Hanamura et al, 2006) aunque otros grupos no han reproducido este hallazgo

ni por FISH ni por el nivel de expresion CKS1B (Fonseca et al, 2006) (Figura. 4).

Figura 4. Cromosoma 1
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8. Factores pronésticos:

La supervivencia en el mieloma es muy variable y dificil de predecir ya que varia entre unos
pocos meses de vida hasta 10 afios, motivo por el que el estudio de parametros prondsticos y
clasificaciones por riesgo son primordiales para predecir la evolucién de la enfermedad y
contribuir en la orientacién terapéutica.

La edad es un factor pronéstico independiente (Kyle, 2003), asi como el estado general. Este
ultimo soélo en pacientes tratados convencionalmente, no en los trasplantados (Ludwig H,
2008).

Uno de los parametros biolégicos con mayor valor pronéstico es la 2-microglobulina (los
valores patolégicos son de mal prondstico; es, ademas, un factor prondstico independiente)
(Casuto et al, 1978). La IL-6, potente factor de crecimiento de la célula de mieloma, refleja la
gravedad de la enfermedad (Bataille et al, 1986 y 1989). Debido a que los niveles 1I-6 y los de
albumina se correlacionan de forma inversa, se han incorporado los niveles de esta ultima al
sistema de puntuacion pronostica ISS (Jacobson et al, 2003; Philipe R et al, 2005). Esta en
discusion el valor pronéstico negativo de los MM IgA (Oguma et al, 1981; Tricot, 1995; Ludwing

et al, 2008). Las LDH patolégicas se asocian a mal prondstico (Garcia-Sanz et al, 2004, Terpos
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et al, 2010); a pesar de algun estudio discordante, el IMWC panel 2 recomienda su estudio

dado que niveles elevados indican una enfermedad proliferativa.

9. Sistemas de estadificacion. indices prondsticos:

9.1. Estadios de Durie-Salmon:

La clasificacion de Durie-Salmon fue publicada en 1975 y ha sido ampliamente utilizada en las
3 ultimas décadas, aunque actualmente esta siendo desplazada por sistemas de puntuacion de
mas facil aplicacion como el ISS. Los estadios de Durie-Salmon se basan en la localizacién y
extension del mieloma, correlacionando variables clinicas con la masa tumoral. En una amplia
muestra del IMWG con 10549 pacientes, el estadio Ill de Durie-Salmon confirmé su valor de

mal pronéstico con respecto a los estadios I-Il (IMWG, 2008).

9.2. Sistema internacional de estadificacion (ISS):

Publicado en el afio 2005, y desde entonces ampliamente utilizado, y de muy facil aplicacion,
se basa en dos parametros: la f2-microglobulina y la albumina, dividiendo a los pacientes en 3
estadios; el estadio | incluye a los pacientes con p2-microglobulina <3,5mg/L y albdmina = 3,5
g/dL, con una mediana de supervivencia mediana de 62 meses, el estadio Il no cumple criterios
del estadio | ni lll con una mediana de supervivencia de 44 meses, y el estadio Ill 2-

microglobulina = 5,5mg/L con una supervivencia mediana de 29 meses (Philip R, 2005).

9.3. Clasificacion SMART: En el afio 2009 la Clinica Mayo propuso una clasificacion
pronostica realizada por un grupo de expertos, en la que se define fundamentalmente un grupo
de alto riesgo (Kumar et al. 2009).

El grupo de alto riesgo incluye cualquiera de las siguientes alteraciones: del 17p, t(14;16) y
t(14;20) detectadas por FISH o un perfil de expresion genética de alto riesgo.

El riesgo intermedio* incluye: t(4;14)t detectada por FISH, delecion del(13) o hipodiploidia
por CC y “the plasma cell labeling index” (PCLI) = 3%.

El grupo de riesgo estandar*': incluye todas las ofras alteraciones cromosémicas, las
hiperdiploidias, t(11;14) y la t(6;14).

*Un grupo de pacientes con estos factores podria ser clasificado como de alto riesgo por GEP.
1 LDH > normal y B2-microglobulina >5,5 quizas indique peor pronéstico. fEI pronodstico
empeora cuando se asocia a 32-M elevada y anemia. La **t(11;14) podria asociarse a leucemia

de células plasmaticas.

10. Tratamiento
La célula del mieloma esta dotada de multiples mecanismos de sefializacion antiapoptética que
le confiere resistencia a la quimioterapia y por lo tanto el resultado en ultima instancia es fatal

para la mayoria de pacientes (Barlogie et al, 2001).
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En los Ultimos afios con la aparicion de los nuevos farmacos para el tratamiento del MM, han
mejorado sorprendentemente las tasas de respuesta al tratamiento, reportandose hasta un 80-
90% de respuestas globales (Stewartl, 2009, Kumarl, 2008; Dimopoulos, 2008). La tasa de
respuestas completas seguidas de quimioterapia de induccién sin trasplante de progenitores
hematopoyéticos ha aumentado a un 35-40% (hasta hace tan solo unos afos era del 3-8%).
En algunos estudios estas tasas aumentan a un 70% cuando se sigue de un trasplante
autoélogo de progenitores hematopoyéticos.

La decision de como se tratara al paciente debe basarse en si es candidato a trasplante
autdlogo o no; esta decision estara basada principalmente en el performance status del
paciente mas que en la edad biolégica. Se ha demostrado que la edad tiene menos impacto en
la supervivencia libre de evento después de un TASPE que en la supervivencia global. El
paciente elegible para trasplante debera recibir una quimioterapia de induccién efectiva que
lleve a una respuesta completa, muy buena respuesta parcial o respuesta parcial. Si
posteriormente se va a realizar un TASPE es recomendable excluir el melfalan para evitar
problemas en la recogida de los progenitores hematopoyéticos.

Se ha demostrado que el trasplante logra llevar a una respuesta completa a un porcentaje no
despreciable de los pacientes en respuesta parcial; el tratamiento de inducciéon estara basado
principalmente en los nuevos agentes: talidomida, lenalidomida o bortezomib con corticoides y
con o sin agentes citotdxicos. En los pacientes jovenes, las tasas de respuesta y supervivencia
libre de evento son superiores con la combinacion de 3 drogas en lugar de 2.

Los pacientes que no son elegibles para trasplante, usualmente reciben un tratamiento de
inducciéon basado en uno de los nuevos agentes combinado con melfalan-prednisona o con
corticoides.

Al final del tratamiento se tendra que decidir si se sigue un tratamiento de mantenimiento.

Es posible que algunos pacientes se beneficien especialmente del uso de Bortezomib, por
ejemplo los que tengan la t(4;14)(p16;932) que confiere mal prondstico ya que se ha
demostrado que el bortezomib es capaz de modificar el mal prondstico (Jagannath, 2007; San
Miguel, 2008).

A pesar de la alta tasa de respuestas que se alcanzan con un tratamiento de induccion
asociado a trasplante autélogo, la mayoria de pacientes con una citogenética de alto riesgo
recae. El grupo de la Universidad de Arkansas ha desarrollado un analisis usando un pefrfil
genético para predecir qué pacientes se benefician del uso temprano de Bortezomib y poder
identificar patrones asociados con respuesta de la enfermedad (después de la administracion
de farmacos) (Shi J et al, 2008). El grupo de la Clinica Mayo observd que los pacientes con
mieloma multiple en recaida o refractario con activacion de NF-kB parecian tener mayor

susceptibilidad a tratamiento con bortezomib (Keats et al, 2007).
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10.1. Criterios de respuesta

Respuesta completa: Inmunofijacién negativa en suero y orina, desaparicion de plasmocitomas
en tejido blando y <5% de células plasmaticas en médula 6sea.

Respuesta completa estricta: Respuesta completa mas ratio de cadenas ligeras libres normal y
ausencia de células clonales en médula 6sea por inmunohistoquimica o inmunofluoresencia.
Muy buena respuesta parcial: CM en suero y orina detectado por inmunofijacién pero no en
electroforesis o reduccion =2 90% del CM en suero mas CM en orina <100mg/24h.

Respuesta parcial: 250% de reduccion del CM en suero y 290% de reduccion en orina de 24h
0 <200 mg en 24h si el CM en suero u orina no es medible. Se requiere 250% de disminucion
de la relacion de niveles de cadenas ligeras libres en lugar del criterio de CM. Si el CM en
suero y orina no es medible y el analisis de cadenas ligeras libres tampoco, se requiere de una
reducciéon de CP en MO >50% y la reduccion de plasmocitomas en mas de un 50%.
Enfermedad estable: No cumple criterios de RC, MBRP, RP o enfermedad en progresion.
Enfermedad en progresiéon: Aumento del 25% con respecto a la mejor respuesta alcanzada en
uno o mas de los siguientes parametros: CM en suero (un aumento absoluto de =0,5 g/100 mL)
y/lo CM en orina (un aumento absoluto 2200 mg en 24 h); cadenas ligeras libres (el aumento
absoluto debe ser >10 mg/L), y el porcentaje de CP en médula ésea =10%. Desarrollo de
nuevas lesiones 6seas o plasmocitomas de tejido blando o un aumento en el tamafo de las
lesiones Gseas 0 plasmocitomas existentes

Desarrollo de hipercalcemia (calcio corregido en suero >11,5 mg/100 mL que puede ser
atribuido a la proliferacion de células plasmaticas.

Recientemente, el IMWCP1 recomienda estandarizar las definiciones de recaida, refractaria,
en-recaida/refractario y afiadir otras respuestas adicionales a las conocidas previamente

basandose en las definiciones publicadas por un panel ASH-FDA en mieloma.

10.2. Criterios de respuesta adicionales

Respuesta minima (en pacientes con mieloma refractario en recaida):

Reduccion del mas del 25% pero menos del 49% del componente M en suero y reduccién del
50-89% componente M en orina de 24 horas si todavia excede 200 mg en 24 horas. Reduccién
25-49% en el tamafio de los plasmocitomas. No aumento del tamafio o nimero de lesiones
liticas (el desarrollo de fracturas compresivas no excluye respuesta).

Respuesta completa por inmunofenotipo: incluye la respuesta completa estricta mas ausencia
de células plasmaticas de fenotipo aberrante en médula 6sea (con un minimo de un millén de
células de médula 6sea totales analizadas por citometria de flujo).

Respuesta completa molecular: incluye respuesta completa mas PCR-ASO negativa,
sensibilidad 10™.
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11. Criterios de recaida

Requiere uno o mas de los siguientes indicadores directos de aumento de la enfermedad o
disfuncién de 6rgano (CRAB):

1. Desarrollo de nuevos plasmocitomas o lesiones 6seas en la seriada Osea, resonancia
magnética u otro estudio de imagen.

2. Un claro aumento en el tamano de plasmocitomas existentes o lesiones éseas. Un claro
aumento definido como un 50% (y al menos 1 cm) del incremento del diametro transversal de
las lesiones.

3. Hipercalemia (>11,5 mg/dL).

4. Disminucién de la hemoglobina de 2g/dL o menos de 10g/dL.

5. Aumento de la creatinina en suero de =22mg/dL.

6. Hiperviscosidad.

En los pacientes sin recaida clinica pero con recaida significativa de las cifras de paraproteina
se define como duplicacion del componente M en dos mediciones consecutivas separadas por
menos de 2 meses; 0 un aumento en los niveles absolutos de proteina M en suero =1g/dL o la
proteina M en orina en = 500mg/24h, o aumento de los niveles de cadenas ligeras = 20mg/dL
(con una ratio anormal) en dos mediciones consecutivas separadas en un tiempo < 2 meses.
Se acordé que el tratamiento del mieloma debe reiniciarse en los pacientes en recaida incluso
si los sintomas y signos de dafio organico aun no son aparentes.

Mieloma refractario: Se define como la enfermedad que no responde a una primera linea de
tratamiento o tratamiento de rescate, o progresa dentro de los primeros 60 dias después del
ultimo tratamiento.

No respuesta a tratamiento: se define como fallo en alcanzar una minima respuesta o si
progresa bajo tratamiento. Existen 2 categorias para el mieloma refractario: mieloma en-
recaida-refractario y mieloma primariamente refractario.

Mieloma en recaida y refractario: Se define como la enfermedad que no responde a una
quimioterapia de rescate, o progresa dentro de los 60 dias del ultimo tratamiento en pacientes
que habian alcanzado al menos una respuesta minima en algun punto en el curso de la
enfermedad, previo a la progresion.

Mieloma primariamente refractario: Se define como la enfermedad que no responde en
pacientes que nunca habian alcanzado al menos una minima respuesta con alguna terapia.
Esto incluye a pacientes que nunca han alcanzado una respuesta minima (MR) o mejor, sin
cambio significativo del CM y sin evidencia de progresién clinica, y también la enfermedad
progresiva (no respuesta —no progresion y progresion, respectivamente).

Mieloma en recaida: Se refiere al mieloma previamente tratado cuando progresa y requiere una
terapia de rescate pero no cumple criterios de mieloma primariamente refractario o mieloma

refractario/en-recaida.
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Il. HIPOTESIS

La célula plasmatica del mieloma multiple se caracteriza por presentar alteraciones genéticas
complejas, y a pesar de los mdltiples avances en biologia molecular, aun se desconoce el
significado prondstico de alguna de ellas.

Entre las alteraciones cromosémicas secundarias mas frecuentes en MM se encuentran la
delecion de 1p y las ganancias de 1q, que algunos autores asocian a progresion. El estudio de
perfiles de expresion génica ha logrado establecer grupos de alto riesgo de recaida, en el que
predominan genes de proliferacion y oncogenes como MMSET, que se caracterizan por la
sobrexpresion significativa de genes del cromosoma 1q. También se ha identificado un grupo
pequefio de pacientes con muy baja supervivencia, que presentan niveles elevados de
expresion de genes de 1q y niveles de expresion reducida de 1p, sugiriendo que el aumento de
material de ADN en 1q y pérdida de 1p son determinantes significativos de alto riesgo.

El significado prondstico de las ganancias de 1q y deleciones de 1p detectadas por técnicas de
citogenética convencional y FISH en el momento de su aparicién, aun no esta definido.
Algunos autores (Hanamura, 2006) demostraron que la Amp 1921 factor pronéstico adverso
independiente en pacientes de nuevo diagnéstico tratados segun el protocolo UARK98-026
(Total Therapy 2). Recientemente, se ha publicado (Chang et al, 2010), que las ganancias de
1q y deleciones 1p por clg-FISH en pacientes recaidos/refractarios tratados con lenalidomida y
dexametasona se asocian a una SLP mas corta. Los pacientes con anomalias en el
cromosoma 1 tratados con bortezomib presentan una SG y una SLP mas corta que los
pacientes sin estas anomalias. En el analisis multivariante se comprobd que es un factor de
riesgo independiente.

La técnica de citogenética convencional presenta muchas limitaciones, como son el bajo indice
proliferativo de la célula plasmatica y la baja infiltracion de células tumorales lo que dificulta la
obtencion de metafases. Esto hace que varios autores desaconsejen el estudio por citogenética
convencional del mieloma si la infiltracién por CP es <20% (valorada por citologia). Sin
embargo, es una técnica facil y de gran valor pronéstico por lo que el IMWC recomienda su
realizacion tanto al diagndstico como en la recaida. El tema esta en los casos que el cariotipo
es normal, si no se hace una seleccion previa de CP, no se puede saber si realmente
corresponde a una célula de mieloma.

La mayoria de grupos prefieren estudiar las alteraciones por técnicas de FISH. Lo ideal es
aplicar la técnica de FISH tras seleccion de CP con CD138+. Sin embargo, como esta
separacion consume tiempo y es costosa a veces se aplica sobre la celularidad total. Como
minimo, se recomienda el estudio de los reordenamientos cripticos de IGH [t(4;14); 1(14;16)] y
la delecion de P53 ya que se consideran de alto riesgo.

Existen pocos estudios de ganancias de 1q y de delecién 1p por FISH y, aunque sugieren que
su aparicion predice una SLP mas corta, su estudio no esta recomendado en los protocolos

actuales.
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El proposito de este estudio ha sido valorar si las técnicas de citogenética convencional y FISH,
sobre células de cultivo de 72 horas (para seleccién de la poblacion de CP) sin separacion de
CD138+ son rentables para el estudio genético del MM. Ademas, establecer la frecuencia de
las ganancias de 1q detectadas por dichas técnicas y el impacto en la evolucion de la

enfermedad.
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lll. OBJETIVOS
1. Objetivo primario

En pacientes con MM, estudiar la presencia de las ganancias de 1q por citogenética
convencional y por FISH, al diagndstico y en recaida, establecer su asociacion con parametros
bioldgicos (isotipo de inmunoglobulina, LDH, M y albimina) y determinar su influencia en la

evolucion de la enfermedad.
2. Objetivos secundarios

1. Evaluar el rendimiento del estudio del cariotipo y FISH en médula ésea de los MM
independientemente del porcentaje de infiltracién por CP y sin separacion de CD138+.

2. Estudiar la incidencia de las ganancias de 1qg en MM y su valor predictivo en relacién a
SLPy SG.

IV. PACIENTES Y METODO:

1. Pacientes

Se incluyeron 65 pacientes diagnosticados de MM en nuestro centro entre los afios 2004 y
2010, en los que se habia realizado el estudio citogenético por CC y FISH. De los 65, 50 fueron
incluidos en el momento del diagndstico y 15 en recaida. La mediana de seguimiento fue de 17

meses.
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Los pacientes se diagnosticaron de mieloma multiple segun los criterios establecidos por el
IMWG. Los criterios de recaida se basaron en la presencia de un claro aumento de la
enfermedad o nueva aparicién o progresion de disfuncion de érgano (CRAB).

Recibieron una primera linea con algun esquema que incluia bortezomib 31 pacientes (VMP:
16, VD:9, VDD:5, VTD:1), 14 pacientes recibieron un esquema de VBAD/VCMP, 12 MP, 5 otros
esquemas Yy 4 no recibieron ningun tipo de tratamiento. Entre ellos, 17 recibieron un trasplante

autdlogo.

El estudio fue realizado de acuerdo a la Declaracion de Helsinki. Todos los pacientes firmaron

previamente el consentimiento informado.

2. Parametros biologicos
Se analizaron, entre otros, el tipo de inmunoglobulina, CM sérico, B>M, LDH y albumina. Los

datos se tomaron de la historia clinica del paciente.

3. Aspirado medular
Se realizd el estudio de médula ésea, obtenida mediante puncién-aspirado a nivel esternal o

de cresta iliaca postero-superior.

3.1. Citomorfologia: Las extensiones se tifieron con May-Griinwald-Giemsa. El porcentaje de

CP se realiz6 sobre un recuento de 500 células.

3.2. Inmunofenotipo por citometria de flujo: Para determinar el fenotipo de las células
plasmaticas de la médula 6sea, se seleccionaron las células positivas para CD38 y CD138
(porcentaje de CP). El inmunofenotipo se realiz6 utilizando el panel de anticuerpos
monoclonales CD38-FITC/CD56-PE/CD45-ECD/CD19-PC5 y «/A intracitoplasmatica. Se
consideré6 un patréon inmunofenotipico compatible con mieloma las combinaciones
CD38+/CD56+/CD19-/CD45- y CD38+/CD56-/CD19-/CD45-, si presentaban clonalidad Kappa
o lambda. Este inmunofenotipo debia estar presente en mas del 95% de las CP para ser
compatible con mieloma, entre 90-95% se consideraba probable MM y <90% se era compatible
con GMSI.

3.3. Citogenética convencional: La médula ésea se cultivé durante 72 horas en medio de
cultivo (RPMI 1640) suplementado con suero bovino fetal, glutamina, estreptomicina y
penicilina, sin estimular. Para detener el ciclo celular en metafase, se afadié colcemide y se
incubd la mezcla durante 30 a 37°C. Después se centrifugd la muestra y se retird el
sobrenadante, afiadiendo la solucion hipoténica (KCL), agitando y calentando, a continuacion,

a bafo maria a 37°C durante 17°. Luego se realizé la prefijacion afiadiendo 20 gotas de Carnoy
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(3/4 de metanol y 1/4 acético) y se dejoé incubar a temperatura ambiente 10’. A continuacion,
se realizaron tres lavados con Carnoy; se decanté el sobrenadante, se resuspendio el boton
nuclear con la solucion fijadora y se centrifugé durante 10 minutos, se repitié el proceso dos
veces mas. Posteriormente, se separd una parte de la muestra para hacer FISH, y con el resto
se realizaron las extensiones que se envejecieron en estufa a 65°C durante 18 horas. Para
obtener las bandas G, se incubaron las extensiones en solucion tampén (2xSCC) a 65°C 30
segundos y se tifieron con la solucion de Wright (1 Wright:3 tampén Sérensen). Para realizar el
estudio citogenético se estudiaron como minimo 20 metafases utilizando el programa lkaros®,

Metasystems.

3.4. Hibridacioén in situ fluorescente (FISH):

Se realiz6 sobre los nucleos fijados obtenidos del cultivo anterior. Las extensiones se dejaron a
envejecer a temperatura ambiente alrededor de 17 horas (durante toda la noche). Al dia
siguiente se desnaturalizé el ADN vy se hibridd con la sonda segun el protocolo del Kit comercial
(Abbott Molecular Inc, Abbott Park, IL, USA), dejandose toda la noche en el HYBRITE. Al dia
siguiente se lavaron, se dejaron secar, se realizd la tincion de contraste con DAPI Il y se
analizaron 200 nucleos en el microscopio de fluorescencia.

Se estudiaron las ganancias de 1q, la trisomia 5 y delecién de 5q, la monosomia 13 y delecion
de 13q, la delecién de 17p y reordenamientos de IGH, sdlo si la /IGH estaba reordenada se
estudiaban los reordenamientos correspondientes a la t(11;14), t(4:14) y t(14;16). Las sondas
utilizadas fueron: LSl TCF3/PBX1 dual color dual fusion, LSI EGR1/D5S23, D5S21 Dual Color
probe, LSI D13S319/LSI 13q34/CEP 12 Multi-color Probe, LSI P53 spectrum orange probe and
LSI IGH break apart probe (Abbott Molecular Inc, Abbott Park, IL, USA), respectivamente.

Se consideré ganancia de 1q si se observaba trisomia de 1q por CC o se detectaban fres
sefales para el gen PBX1 por FISH, siempre que no hubiera presencia de otras trisomias
(hiperdiploidias). También se consideré ganancia de 1q si las tres sefales coincidian con

presencia de monosomia o de otras alteraciones estructurales.

4. Andlisis estadistico:

La distribucién por grupos se comparé mediante las tablas de contingencia. El test de X y el
test exacto de Fisher se utilizaron para analizar las asociaciones de las variables
independientes cualitativas. Las variables cuantitativas paramétricas se compararon mediante
el Test de T-student y la U de Mann-Whitney-Wilcoxon para las no paramétricas. La SG se
calculé por el método de Kaplan-Meier y la comparacién entre las curvas de supervivencia con
el test de log-rank (Mantel-Cox). Todos los analisis estadisticos fueron realizados con el
paquete estadistico de SPSS 15.0.
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V. RESULTADOS
1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA SERIE:

La media de edad de los pacientes era de 69,8 afios (mediana: 68,7; extremos: 47-90). La
distribucioén por sexo fue 1:1.

En cuanto a los parametros bioldgicos, la cifra media de Hb fue de 10,5 g/dL, la del
componente monoclonal 2 g/dL, la de LDH 319 UI/L (VN: 216-350) y la de 2 microglobulina 4
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mg/dL (VN: 0,7-2,5); los niveles de albumina fueron normales siendo la media de 3,5 g/dL. El

isotipo de mieloma mas frecuente fue el IgG 58%, seguido del IgA 23%. El 81,5 % fueron

Bence-Jones positivo (Tablas 1y 2).

Tabla 1. Caracteristicas generales.

Parametros N Porcentaje Mediana Media Extremos
Edad 65 68,7 69,8 47-90
Sexo masculino 65 47,7
Hemoglobina g/dL 65 10,5 10,4 6-14
Componente monoclonal g/dL 62 2 2,4 0,1-10
LDH UI/L 59 319 394 150-3444
B-2 microglobulina mg/dL 64 4 6,9 2-40
Creatinina mg/dL 65 1,05 1,6 0,49-8,2
Calcio mg/dL 64 9 9,5 7-15
Albumina  mg/dL 65 3,8 3,5 1,6-5
Recuento de CP por citologia % 65 37 2-100
Recuento de CP por citometria % 65 21 1-81
Bence-Jones positivo 63 81,5
Tabla 2. Isotipo de Mieloma.
Isotipo de Mieloma N Porcentaje
IgG-x 28 431
IgG-A 9 13,8
IgA-x 10 15,4
IgA-A 5 7,7
Cadenas ligeras A 4 6,2
Cadenas ligeras « 8 12,3
Total 64 98,5
No valorables 1 1,5
Total 65 100,0

Los pacientes se distribuyeron de forma muy desigual en los tres modelos de estadificacion

utilizados. En la clasificacion de Durie-Salmon, el porcentaje de pacientes en estadio Il fue

mayor que el de los estadios | y Il. En cambio, en los estadios del ISS la muestra se distribuyo

uniformemente en los 3 grupos. Ninguno de los sistemas anteriores guardo relaciéon con la

clasificacion SMART, en la que la distribucion fue: pacientes de alto riesgo 6,2%; riesgo

intermedio 18,5%; y, riesgo estandar un 44,6% (Tablas 3, 4, 5y Figura 4).
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Tabla 4. Clasificacion por estadios de Durie-Salmon.

N Porcentaje
| 3 4,6
Il 16 24,6
1l 39 60,0
Total 58 89,2
No valorables 7 10,8
Total 65 100,0

Tabla 5. Estadios seguin el Sistema Internacional de Estadificacion (ISS).

N Porcentaje
| 21 32,3
| 19 29,2
1} 22 33,8
Total 62 95,4
No valorables 3 4,6
Total 65 100,0

Tabla 6. Clasificacion segun la clasificacién pronéstica de SMART

N Porcentaje
Riesgo estandar 29 44,6
Riesgo intermedio 12 18,5
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Alto riesgo 4 6,2

No clasificable 20 30,7

Total 65 100,0

Figura 4. Proporcion de los pacientes segun diferentes sistemas de estadificacion.

O Durie-Salmon
| ISsS
OSMART

Bajo Intermedio Alto No clasificables

2. ESTUDIOS CITOGENETICOS
2.1. Rentabilidad de los estudios de CC y de FISH

De los 65 pacientes con MM, se obtuvieron metafases en 58 (89,2%) y no se observaron en 7
(10,8%).

Por citogenética convencional, el cariotipo fue normal en 32 pacientes (49,2%) y patoldgico en
26 (40%).

La relacién entre el resultado del cariotipo y el porcentaje de células plasmaticas valoradas por
citomorfologia se expone en la tabla 7. El 11,5% de los cariotipos patologicos correspondian a
MM con menos de un 20% de CP. No se encontrd relacion entre los cultivos sin metafases y el

porcentaje de CP detectadas por citomorfologia.

Tabla 7. Alteraciones citogenéticas por CC y porcentaje de CP por citologia.
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Porcentaje de CP por citologia

<20% 20,1-40% 40,1-60% >60% Total
Cariotipo Normal 11 12 5 4 32
No mitosis 3 0 2 2 7
Patoldgica 3 8 9 6 26
Total 17 20 16 12 65

De los 26 casos con cariotipo patolégico un 23% tenian <10% de CP detectadas por citometria
de flujo. La mayoria de MM con <10% de CP presentaban cariotipo normal (16/26; 61,5%) o no
mitosis (4/26; 15,38%) (Tabla 8).

Tabla 8. Alteraciones citogenéticas por CC y porcentaje de CP por citometria de flujo.

Porcentaje de CP por citometria Total

0-10 % 11-20 %  21-100 %

Cariotipo
Normal 16 3 13 32
No mitosis
4 1 2 7
Patologico
6 2 18 26
Total 26 6 33 65

El estudio por técnicas de FISH detectdé anomalias cromosémicas en 18 (46,2%) de los 39
pacientes con cariotipo normal o sin metafases, lo que elevé el porcentaje de cariotipos
patoldgicos a un 68% (44/65) (Tabla 9).

Tabla 9. Alteraciones cromosémicas por FISH y citogenética convencional.

N Porcentaje

Sin alteraciones 21 32,3
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Alteraciones por CC y/o 44 67,7
FISH

Total 65 100,0

De los 65 pacientes, un 16,9% presentaron alteraciones por CC y no por técnicas de FISH. En
un 27,7% se detectaron alteraciones por FISH y, en cambio, el cariotipo fue normal. En un 23%

se detectaron alteraciones por ambas técnicas (Tabla 10).

Tabla 10. Porcentaje de alteraciones cromosomicas detectadas en funcion de la técnica utilizada.

N Porcentaje
Con alteraciones por CC 11 16,9
y FISH normal
Con CC normal y 18 27,7
alteraciones por FISH
Con alteraciones por CC 15 23,1
y por FISH
Cariotipo normal 11 16,9

Sin metafases y sin
alteraciones por FISH 5 7,7
o sin material suficiente

CC normal y sin material
suficiente para FISH 5 7,7

Total 65 100,0

2.2. Alteraciones citogenéticas por CC y FISH

El cariotipo por CC fue complejo en 21/65 (32%), hiperdiploide en 4/65 (6%) e hipodiploide en
1/65 (1,5%) (Tabla 11).

Tabla 11. Anomalias detectadas por CC.

N Ganancias 1q
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Cariotipo |

Normal 32
Complejo:
Hiperdiploide 18 8
Hipodiploide 2 2
Diploide 1
Hiperdiploidia sin alteracion 4
estructural
Hipodiploidia sin alteracion 1
estructural
No mitosis 7
Total 65 10

El estudio por FISH detecté alteraciones en 33/65 pacientes (50,7%), no detecté en 20/65
(30,8%) y en 12/65 (18,5%) no se pudo realizar la técnica por ser la muestra insuficiente. Las
alteraciones mas frecuente fueron -13/13g- en 19/65 pacientes, la trisomia 5 en 14/65 y las
alteraciones de 1q en 9/65 pacientes (Tabla 12).

Tabla 12. Alteraciones genéticas detectadas por FISH.

N Porcentaje
FISH 13-/13q 19 29,7
+5 14 21,9
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Ganancias de 1q 9 13,8

Reordenamiento 9 14,1
IGH (14932)

Del17p 4 6,3
Sin alteraciones 20 31,3

3. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PACIENTES CON GANANCIAS DE 1q

En 17 casos se observaron ganancias de 1q (26,9%). En 8/17 se detecté por CC, en 7/17 por

FISH y en 2 por ambas técnicas.

Las ganancias de 1q se observaron en el 38% de los cariotipos complejos. Esta ganancia se
observé tanto en cariotipos complejos hipodiploides 2/2 como hiperdiploides 8/18 (44,4%)
(Tabla 13). Se vio con mas frecuencia en MM en recaida (7/15: 46,7%) que en MM al

diagnéstico (10/50: 20%) con una diferencia casi significativa (p=0,05).

Los pacientes con +1q presentaron una mediana de edad de 70 afios. Las ganancias de 1q
fueron mas frecuentes en el sexo femenino (11/17); (p=0,001). EIl subtipo de mieloma IgA fue
significativamente mas frecuente que en los que no presentaban ganancias de 1q (6/17 vs.
9/48) (p=0,020). Los pacientes con +1q presentaron unos niveles de LDH significativamente
mas altos que los pacientes sin dicha ganancia (media de 573 UI/L vs. 328 UI/L,
respectivamente; p=0,001). También, en los pacientes con +1q, el porcentaje de CP por

citologia era superior que en los que no tenian +1q (45% vs. 39%) (Tabla 13).

Tabla 13. Caracteristicas clinico-biolégicas de los pacientes con MM y ganancias 1q vs.

MM sin dicha ganancia.

Variables Con ganancias 1q Sin ganancias 1q P
Edad (afios) 68,9 70,1 NS
Sexo masculino/femenino 6/11 25/23 0,001
Mieloma IgA 6/17 9/48 0,020
Componente monoclonal g/100mL 2,61 2,38 NS
LDH uUl/L 573 328 0,001
B-2 microglobulina mg/dL 7,2 6,8 NS
Albumina mg/dL 3,5 3,5 NS

Recuento de CP por citologia (%) 45 39 N§4




4. DATOS EVOLUTIVOS EN PACIENTES CON +1q

4.1. Tipo de respuesta al tratamiento

De los 51 pacientes en los que el estudio citogenético se realizé en el momento del diagndstico
de MM, 29 recibieron bortezomib en primera linea, de éstos un paciente se excluyé del analisis
por falta de mitosis y no tener realizado el estudio por FISH. En los 28 restantes, se analizo el
tipo de respuesta segun la presencia de ganancias de 1q, de otras alteraciones citogenéticas y

de cariotipo normal sin encontrarse diferencias significativas (Tabla 14).

De los 10 pacientes con ganancias de 1q al diagndstico, 7 recibieron una linea de tratamiento

que incluia bortezomib. De estos 7, el 70% alcanzé al menos una RP.

Tabla 14. Respuesta a tratamiento con esquemas que incluyeron bortezomib en primera

linea.

Tipo de respuesta Total
respuesta respuesta muy buena respuesta enfermedad  progresion
completa completa respuesta parcial estable

estricta parcial
Cariotipo normal 1 7 1 1 10
Ganancia de 1q 1 1 3 1 6*
Otras alteraciones 1 1 1 4 1 3 11

citogenéticas

* Uno de los 6 pacientes con ganancias de 1q fallecié antes de la evaluacion de la respuesta.

De los 7 pacientes con ganancias de 1q, detectadas a la recaida, 3 recibieron tratamiento con
una linea que incluyé bortezomib. De los 7, 2 recibieron VMP y 1 VTD-pace, 2/7 lenalidomida-
dexametasona, CLAD 1/7 y ciclofosfamida-dexametasona 1/7. Cuatro de los 7 pacientes con

+1qg progresaron durante el tratamiento de rescate.
Los 3 pacientes que recibieron tratamiento con bortezomib alcanzaron algun tipo de respuesta.
Los 4 pacientes que recibieron esquemas de tratamiento que no incluian bortezomib

progresaron (Tabla 15).

Tabla 15. Respuesta al tratamiento de rescate al diagnéstico de 1q en la recaida.

Tipo de respuesta Total
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Respuesta Respuesta Enfermedad  Progresion Respuesta

completa parcial estable completa

Lenalidomida- 0 0 0 2 2

Dexametasona

VMP 1 0 1 0 2

Ciclofosfamida- 0 0 0 1 1

dexametasona

CLAD 0 0 0 1 1

VTD-PACE 0 1 0 0 1
Total 1 1 1 4 7

4.2. Comparacion de la supervivencia libre de progresion de los MM tratados con

bortezomib en primera linea segun la presencia o ausencia de ganancias de 1q

La supervivencia libre de progresion a los 11 meses fue del 77% en los pacientes con cariotipo
normal, del 85% en los pacientes con +1q y del 90% con otras alteraciones citogenéticas, con

una mediana de seguimiento 12,4 meses (p=0,66) tal como se muestra en la Figura 5.

Figura 5. Supervivencia libre de progresion en pacientes tratados con bortezomibsegun
el cariotipo.
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4.3. Comparacion de la supervivencia de los pacientes tratados con bortezomib en
primera linea segun la presencia o ausencia de +1q.

La tasa de supervivencia de los 28 pacientes (tratados con bortezomib al diagnéstico del MM) a
los 12 meses fue del 68% para los pacientes con cariotipo normal, del 85% para los pacientes
con ganancias de 1q y del 90% para el grupo de los pacientes con otras alteraciones

citogenéticas (p=0,8). La mediana de seguimiento fue de 13 meses (Figura 6).

Figura 6. Supervivencia de pacientes tratados con esquemas que incluyen bortezomib al
diagnéstico del MM con o sin ganancias de 1q.
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4.4. Supervivencia hasta nueva recaida segun la presencia o ausencia de +1q en la

primera recaida.

Los pacientes a los que se les encontraron ganancias de 1q a la recaida tuvieron una mediana
de supervivencia libre de nueva recaida mas corta que los pacientes que no presentaron esta
alteracion (5 vs. 12 meses, respectivamente) (p=0,03). La mediana de seguimiento fue de 8

meses (Figura 7).

Figura 7. Supervivencia libre de recaida en pacientes con +1q vs sin esta alteracion.
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4.5. Supervivencia de los pacientes segun la presencia de +1q al diagnéstico o en

recaida.
Los pacientes diagnosticados de ganancias de 1q a la recaida tuvieron una supervivencia mas
corta que los pacientes con ganancias de 1q detectadas al diagnéstico (supervivencia a los 12

meses del 52% vs 89% respectivamente), con una mediana de seguimiento de 9 meses
(p=0.13).

VI. DISCUSION
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El estudio del significado de las alteraciones citogenéticas en el mieloma multiple ha resurgido
por la necesidad de encontrar parametros prondsticos fiables en la prediccion de la evolucién
de una enfermedad tan heterogénea. Ademas, tal y como se observa en nuestros resultados,
(apartado 5.1.) los sistemas de estadificacién actuales discrepan unos de otros, estratificando
en grupos de diferente riesgo a un mismo paciente (segun la clasificacién pronostica utilizada).
Es por ello que actualmente el IMWG esta elaborando un nuevo ISS para mejorar las
deficiencias del mismo, utilizando parametros como la carga tumoral, la insuficiencia renal, el
estado del paciente, los marcadores de proliferacion de célula plasmatica (medidos por el
indice de DNA o CC) y las alteraciones genéticas (Avet-Loiseau, 2010). Por otra parte, la
utilizacion de nuevos farmacos en los pacientes con mieloma ha puesto de manifiesto la
necesidad de volver a estudiar el valor pronéstico de alteraciones genéticas ya conocidas. Por
ello, en este trabajo se analiza el rendimiento de las técnicas citogenéticas utilizadas en los
protocolos diagndsticos del MM y, con mayor énfasis, el significado pronéstico de las ganancias

de 1q.

Tal como se reporta en la literatura, por métodos de CC se detectan alteraciones
cromosomicas en un 30-50% de los casos, incluyendo tanto las series que utilizan estimulantes
en el cultivo como las que no lo hacen (Lai et al. 1995, Nilsson T et al. 2002). Sin embargo,
todavia no se ha establecido un consenso sobre la metodologia mas adecuada a utilizar. En
nuestro trabajo, sin estimular el cultivo pero realizando una incubacion de 72 horas, se
obtuvieron cariotipos patoldgicos en un 40% de los pacientes con MM, resultado que no difiere
demasiado de las series en las que se utiliza estimulacién con factores de crecimiento o
interleucinas. Esto indica la necesidad de utilizar o encontrar, en trabajos futuros, nuevos
agentes estimulantes que aumenten la capacidad proliferativa de la célula plasmatica en

cultivos “in vitro”.

En los grupos de trabajo se ha establecido que la rentabilidad de la CC aumenta cuando el
porcentaje de CP valoradas por citolomorfologia supera el 20%, hecho que también
comprobamos en nuestra serie. Sin embargo, hasta un 11,5% de los casos en los que se
obtuvo un cariotipo patoldgico presentaban menos de un 20% de CP, indicando que, en
algunos casos, no es tan importante el nimero como la capacidad proliferativa de las mismas.
También se encontraron alteraciones en un 23% de los casos cuando el porcentaje de CP por
citometria de flujo era menor de 10%, aunque la mayoria de cariotipos de la médula 6sea con
ese porcentaje eran normales (61,5%).

La técnica de FISH es, ademas de complementaria, absolutamente necesaria en el estudio de
los cambios genéticos en el MM, ya que algunas de las alteraciones mas frecuentes, son
reorganizaciones cripticas o deleciones de tan pequefo tamafio que no se pueden apreciar
por CC. En nuestra serie, a pesar de trabajar con la celularidad total de la médula 6sea sin
separacion o identificacién de células plasmaticas, se obtuvo un porcentaje de anomalias
genéticas del 46,2%, porcentaje similar al publicado en series que tampoco separan las CP

(Mateos et al, 2006) pero por debajo de lo obtenido en otras series donde si realizan
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separacion de CP en los que detectan cariotipos patoldgicos hasta en un 90% de los casos
estudiados (Avet-Loiseau, 2007). Por todo ello es recomendable utilizar la identificacion de CP
con clg-FISH o bien su separacion por columnas. El problema es que son metodologias
relativamente caras y que requieren mas tiempo por lo que actualmente no estan al alcance de

todos los laboratorios.

La CC y la FISH son técnicas complementarias. Ya Kapoor et al (2010) demostraron que la
utilizacion de ambas técnicas estratificaba mas fiablemente un grupo de riesgo alto y otro de
riesgo estandar, que si se utilizaba sélo una u otra técnica. En su serie la mediana de
supervivencia de los pacientes con alteraciones de alto riesgo (resultado del estudio por ambas
técnicas) fue de 16 meses, si se detectaban solo por citogenética era de 35 meses y si se
hacian solo por FISH de 37 meses, diferencias que eran estadisticamente significativas
(p=0.005). En nuestra serie aunque no se ha podido valorar la supervivencia debido a la
heterogeneidad de tratamientos los que si se observé es que la utilizacién de ambas técnicas
aumentaba el porcentaje de cariotipos patologicos hasta un 68%. En cambio ese porcentaje
disminuia a 17% si se estudiaban sélo por citogenética convencional y a un 28% si se

estudiaban sélo por FISH.

Al igual que en lo descrito en la literatura las alteraciones genéticas observadas con mas
frecuencia han sido las hiperdiploidias, la monosomia del cromosoma 13 y las ganancias de
1qg. El porcentaje de reordenamientos de /IGH (14%) ha sido inferior a lo descrito en la literatura
(50%) probablemente por que no se ha realizado separacién de CP. Sin embargo, el porcentaje
de casos con la delecion de P53 (6%) es comparable al publicado (6-10%) (Chang et al
2005,2007). Probablemente, ello se debe a que la delecion de P53 es una alteracion
secundaria que aparece en MM en progresion que presentan un mayor nimero de CP mientras
que los reordenamientos de /GH son alteraciones primarias que aparecen al inicio de la

enfermedad donde el porcentaje de CP suele ser inferior.

En nuestra serie, un 27% de pacientes presentaron ganancias de 1q, porcentaje igual al
descrito en la literatura. También, al igual que en las otras series publicadas se detecta con
mas frecuencia en pacientes en la recaida (46,7% vs. 20% al diagnostico) (Chang 2007; Avet-
Loiseau 1997). Las ganancias de 1q se observaron con mas frecuencia en el sexo femenino
65% vs 54% en las pacientes sin ganancias de 1q (p=0,001). Hanamura en el afio 2006 reporté
un mayor porcentaje de pacientes del sexo femenino con Amp 1921 con respecto a las que no
presentaban dicha alteracion (39% vs 48%; p=0,05).

Los parametros bioldgicos asociados a mal prondstico en el mieloma multiple son ampliamente
conocidos; se considera que el MM IgA es un factor de mal pronéstico (Ludwing H et al, 2008);
En el trabajo realizado en nuestra Unidad de Citogenética Hematoldgica, los mielomas IgA
presentaron ganancias de 1q con mas frecuencia que los ofros tipos de mieloma siendo las

diferencias estadisticamente significativas (p=0,02). Este hallazgo no ha sido observado en
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otras series en las que se estudiaron las ganancias de 1q (Chang et al, 2007, 2010). Se
necesitan series mas amplias de pacientes para dilucidar si el mal prondstico atribuido al MM
IgA, se pueda deber a la presencia de un mayor niumero de alteraciones genéticas y en
concreto a la presencia de ganancias de 1q. También los niveles altos de LDH y el porcentaje
elevado de CP fue superior en la poblaciéon con ganancias de 1g que en el resto de pacientes,

interpretandose como que es una alteracion genética asociada a mayor carga tumoral.

En nuestra serie, 29 pacientes recibieron bortezomib como tratamiento en primera linea. De
ellos 7 presentaban ganancias de 1g. No se encontraron diferencias significativas en la
supervivencia entre los pacientes con +1q, cariotipo normal o con otras alteraciones
citogenéticas. Tampoco se encontraron diferencias en la respuesta al tratamiento y la
supervivencia libre de progresion. Mateos et al. ya demostraron en el 2006 que el efecto
negativo de las alteraciones citogenéticas de alto riesgo, como son la del13q, la t(4;14) y la
t(14;16), se eliminaba si se utilizaba el bortezomib en primera linea. Por otra parte, algunos
autores asocian las ganancias de 1g a una menor supervivencia, en pacientes tratados con
esquemas que no incluyen bortezomib en primera linea (Hanamura et al 2006, Chang, 2007).
Sin embargo, no hay estudios publicados sobre el significado prondstico de las ganancias de

1q en pacientes que reciben bortezomib como terapia de induccion.

En nuestra serie, el 47% de los mielomas en recaida presentaron ganancias de 1q. La tasa de
respuesta a tratamiento fue mas baja en los pacientes diagnosticados de ganancias de 1q en la
recaida que aquellos que la presentaban al diagnéstico. Ademas el 50% progresé durante el
tratamiento de rescate y unicamente los pacientes que recibieron una linea de tratamiento que
incluia bortezomib alcanzaron algun tipo de respuesta. La mediana de supervivencia libre de
recaida fue mas corta (5 vs. 12 meses, respectivamente) en los MM que presentaban
ganancias de 1q en la recaida que en los MM también en recaida pero que no presentaban
esta alteracion. Recientemente Chang et al. (2010) estudiaron una serie de 85 pacientes con
MM recaido o refractario tratados con bortezomib y observaron que los pacientes con
ganancias de 1q tenian una SG mas corta y una SLP menor, siendo ademas un factor
prondstico independiente. También hemos observado que el prondstico de los pacientes con
+1g cambia segun el momento en el que se diagnéstica, siendo la supervivencia mas corta si
se detecta en la recaida que si se detecta al diagndstico del MM (supervivencia a los 12 meses

del 52% vs 89% respectivamente).

VIl. CONCLUSIONES
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1. En los pacientes con MM debe realizarse el estudio del cariotipo por citogenética

convencional indiferentemente del porcentaje de CP valoradas por citomorfologia.

2. El cultivo de 72 horas sin estimulantes confiere una ventaja a las CP.

3. El estudio debe de realizarse aunque el porcentaje de CP, establecido por citometria de
flujo, sea <10% de CP ya que en un 23% de los casos se observan cariotipos

patoldgicos.

4. La CC y la FISH son técnicas complementarias que aumentan el rendimiento del

estudio de alteraciones genéticas en el MM.

5. Las ganancias de 1g aparecen con mayor frecuencia en MM en recaida y se asocian al

sexo femenino, MM tipo Ig-A y niveles altos de LDH.

6. Los pacientes con ganancias de 1q al diagnéstico del MM, tratados con bortezomib en
la induccién, no presentan diferencias en cuanto a respuesta a tratamiento,
supervivencia libre de progresién y supervivencia global comparado con el grupo de
pacientes sin alteraciones citogenéticas o con otras alteraciones del cariotipo, lo que
sugiere que el bortezomib en primera linea en pacientes con +1q puede cambiar el mal

prondstico de esta alteracion.

7. La mitad de los pacientes en la recaida presentan ganancias de 1g. Las ganancias de

1qg estan en relacion con la progresion de la enfermedad.
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