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RESUMEN




INTRODUCCION

El mieloma multiple se caracteriza por una expansién clonal de células plasmaticas (CP)
patoldgicas que se acumula en la médula ésea, capaces de producir un componente monoclonal,
qgue puede ser detectado en el suero o en la orina mediante técnicas de electroforesis e
inmunofijacién. El diagndstico de mieloma se basa en la deteccion de ese componente
monoclonal en sangre y/o orina y la demostracidn de células plasmaticas patoldgicas en médula
Osea. Por lo tanto, el estudio de médula dsea es crucial para el diagndstico y la evaluacion
de la respuesta al tratamiento en el mieloma. Las células plasmaticas clonales tienen unas
caracteristicas morfoldgicas, citoquimicas e inmunofenotipicas que las diferencian de las células
plasmaticas normales. Esto facilita la identificacion de enfermedad residual tras el tratamiento.
Inicialmente los criterios de respuesta al tratamiento se basaban Unicamente en la reduccién del
componente monoclonal. En 1998 se acepta internacionalmente el criterio de Remisidn completa
(RC) definido como ausencia de componente monoclonal detectado por inmunofijacién (IF) en
sangre/orina y presencia de menos de 5% de CP en médula dsea. Mds tarde, en el afio 2006 se
incorpora a los criterios de respuesta la ausencia de clonalidad de las CP, y se afade una nueva
categoria de respuesta al tratamiento: la respuesta completa estricta, que requiere cumplir los
requisitos tradicionales de respuesta completa, a los que se afiaden dos parametros: un ratio
cadenas libres en suero normal y ausencia de clonalidad, demostrada en la biopsia de médula
0sea por inmunohistoquimica (IHQ) o inmunofluorescencia. En el afio 2011 el EMWG publica los
actuales criterios de evaluacion de la respuesta al tratamiento en el mieloma mudltiple. Propone
dos técnicas diferentes para descartar clonalidad: la citometria de flujo (CMF) de 2 0 4 colores, y

la IHQ.

Se han desarrollado diversos estudios comparativos evaluando la capacidad de la IHQ,
realizada en biopsia de médula dsea, vs la citologia y la CMF, realizadas en el aspirado medular,
en la deteccidén de plasmocitosis medular. La mayoria de los grupos analizan médulas en el
momento del diagndstico de mieloma, cuando la infiltracién medular es elevada. Todos los grupos
defienden la superioridad de la inmunohistoquimica (IHQ) frente a a la citologia y la CMF en la
cuantificacién de la plasmocitosis medular. Sin embargo, hay muy pocos estudios que comparen
la capacidad de la IHQ, la CMF y la citologia en la estimacién de la plasmocitosis medular en
muestras con poca infiltracion medular, y ninguno en pacientes que han alcanzado IF negativa
tras el tratamiento. Tampoco existen estudios que comparen la capacidad de detectar clonalidad

por IHQ vs CMF en pacientes que alcanzan IF negativa.
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OBJETIVOS

1. Analizar la correlacion entre la citometria de flujo, la inmunohistoquimica y
la citologia en la estimacién de la plasmocitosis medular en pacientes con IF

negativa.

2. Comparar la capacidad para detectar clonalidad entre la inmunohistoquimica y

la citometria de flujo de baja resolucién en pacientes con IF negativa.

3. Analizar la capacidad para detectar clonalidad del estudio de cadenas ligeras

libres en suero en pacientes con IF negativa.

4. Establecer un valor prondstico relacionado con la capacidad de detectar

clonalidad con cada una de las técnicas.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron todos los pacientes diagnosticados de mieloma multiple entre enero
de 2000 y diciembre del 2014 en el hospital universitario Doce de Octubre de Madrid. Se
seleccionaron aquellos pacientes en los que, en la evaluacidn tras el tratamiento, se observé
una ausencia de la proteina monoclonal en plasma/orina medida por electroforesis e IF,
que tenian disponible aspirado y biopsia de médula dsea en la misma evaluacién. Todas las
muestras que cumplieron este requisito fueron admitidas. Se aceptdé mas de una muestra

por paciente. Fueron seleccionadas 92 muestras de 61 pacientes.

Las muestras se procesaron segun procedimientos estandar. Para la estimacion de la
plasmocitosis medular por citologia se analizaron 500 células en el aspirado de médula dsea.
En el estudio inmunohistoquimico, las células plasmaticas fueron marcadas con CD138 para
la estimacidon de la plasmocitosis medular, y con kappa/ lambda para evaluar la clonalidad.
Se analizaron 200 células en la biopsia de médula 6sea (MO). Se definié clonalidad como

obtencién de un ratio kappa/lambda alterado (<1:2 o >4).

El andlisis por citometria de flujo se realizé tras marcar las células con cuatro antigenos
de membrana CD19/CD38/CD56/CD45, y adquirir 2 millones de células. Se utilizaron dos
citémetros: FACScalibur y FACSCantoll. Se definié ausencia de clonalidad como la obtencién
de menos de 20 células plasmaticas patolégicas (con inmunofenotipo patolégico) con una

sensibilidad de 10*4.

El analisis estadistico de los datos se realizé con el programa SPSS. La correlacidén entre
las técnicas en la estimacion de la plasmocitosis medular se analizé6 mediante el coeficiente
de correlacidn de Pearson. La concordancia entre técnicas se analizé con el coeficiente
Kappa de Cohen. Las curvas de supervivencia se realizaron con un analisis univariante de

Kaplan-Meier.

RESULTADOS

Se seleccionaron 92 muestras de 61 pacientes: 31 pacientes disponian de una médula,
23 de dosy 7 de tres. Las 92 muestras fueron validas para estudio por CMF, 86 para estudio

inmunohistoquimico y 84 para estudio morfoldgico.

En primer lugar, estudiamos la correlacion entre la IHQ, la CMF vy la citologia en la
estimacion de la plasmocitosis medular. La inmunohistoquimica demostrd los mayores
valores de infiltracion medular con medias de 3,5% CP; porcentajes un poco menores
cuantificéd la citologia con 2%. La CMF demostrd los valores mds bajos de infiltracidon
medular (media 0,295%). La correlacidn entre las tres técnicas se analizd con el coeficiente
de correlacion de Pearson. Unicamente se observé una baja correlacién entre la CMF-IHQ
(0,568). No se observd correlacion entre la citologia y la IHQ (0,270) ni entre CMF-citologia

(0,412).

Comparamos el porcentaje de pacientes en RC RC (<5% de células plasmaticas en
MO) en funcién de la técnica utilizada en la cuantificacién de las las CP: citologia o IHQ.
Si la cuantificacién se realizaba en la biopsia de médula, el 77% de los pacientes (21 de
86 casos) estaban en RC. Este porcentaje ascendid a 85% en la estimacién realizada en

el aspirado medular (73 de 84 casos). Analizamos la concordancia entre ambas técnicas.

19



20

Disponian de los dos estudios simultdneamente 83 casos. Coincidieron en clasificar a los
pacientes en remisién completa en 64 casos (77% de las muesras). En 19 casos (23%) la
plasmocitosis estimada por ambas técnicas no coincidian: en 15 muestras la estimacién de
la plasmocitosis medular fue mayor por IHQ que por citologia, y en 4 muestras la citologia
observé mayor porcentaje de CP que la IHQ. La concordancia en clasificar a los pacientes en
RC entre la IHQ y la citologia fue baja (Kappa=0,268, p=0,07). Por lo observado en nuestra
serie, la cuantificacién de células plasmaticas realizada en la biopsia de médula 6sea por IHQ
es mayor que la estimada por citologia o CMF en el aspirado medular, incluso en muestras

en las que el porcentaje de infiltracion medular es muy bajo.

Analizamos la capacidad de detectar clonalidad de la CMF y la IHQ, y la concordancia
entre ambas técnicas. La CMF demostrd persistencia de CP patoldgicas en 38 de las 92
muestras analizadas (42%). La IHQ en 9 de las 86 muestras estudiadas (10%). Disponian
de los dos estudios simultdneamente 85 muestras. Ambas técnicas coincidian en 47 casos
(55%) en la estimacion de clonalidad: en 43 casos ninguna técnica detectaba persistencia de
enfermedad, y solo en 4 las dos técnicas coincidian en detectar clonalidad. En 33 muestras
(38% de las muestras) la CMF detecto clonalidad en muestras en las que la IHQ no detecté
enfermedad residual. Observamos una concordancia pobre (Kappa=0,07; p=0,8) entre la

IHQy la CMF en la deteccién de clonalidad.

La definicién de remision estricta exige un ratio k:/ de cadenas ligeras libres en suero
normal, ausencia de componente monoclonal en s/o medido por IF, y la presencia de
<5% CP clonales en M.O. Analizamos la concordancia entre CMF e IHQ en detectar <5%
de células plasmaticas clonales en MO. La CMF demostré <5%CP clonales en 49 muestras
(56%). La IHQ en 59 casos (68%). Ambas técnicas coincidieron en el resultado en 40 casos
(45% de las muestras): en 31 casos las dos técnicas detectaban >5% CP clonales, y en 9
casos ninguna observod >5% CP clonales. En las 45 muestras (55%) restantes, las técnicas no
coincidian en el resultado: en 28 casos (32%) la IHQ observé <5% CP clonales, en los que
la CMF detectd clonalidad; en 18 muestras la IHQ observaba persistencia de enfermedad,
en muestras donde la CMF no detectaba CP clonales. En 14 de estas 18 muestras en las
que la IHQ demostraba persistencia de enfermedad, esto se debia a un exceso de CP (>5%)
policlonales, y por tanto no verdadera enfermedad. La concordancia entre la CMF y la IHQ

en detectar >5% CP clonales fue muy pobre (Kappa =0,125, p=0,2).

Analizamos el impacto de obtener RC morfoldgica (estimada en el aspirado y en
la biopsia medular). Observamos que, los pacientes que obtuvieron RC estimada en el
aspirado medular tenian una supervivencia libre de progresion mayor que los pacientes
gue no obtenian RC (124 vs 101 meses, p=0,2). Se estudiaron 57 pacientes. El 85% (49
casos) estaba en RC y 8 pacientes no estaban en RC. El 32% (15casos) de los pacientes que
estaban en RC recayeronn. Este porcentaje asciende al 38% (3 pacientes) en los pacientes

gue no estaban en RC.

Estudiamos 58 pacientes con biopsia de MO valida para estudio IHQ. Obtuvieron
RC 44 pacientes (75%) y 14 no alcanzaron RC. El 36% de los pacientes que alcanzaron RC,
recayeron (14 casos). De los pacientes que no estaban en RC, 4 pacientes (29%) progresaron.
La supervivencia libre de progresién y supervivencia global fue mayor en los pacientes en
RC que los que no estaban en RC (114 vs. 89 meses p=0,6 para SLP; 102 vs 164 meses para
SG, p=0,8).

Analizamos el impacto de obtener ausencia de clonalidad en MO demostrada por
IHQ y por CMF. En el analisis por IHQ, los pacientes en los que no se detectd clonalidad en
MO obtuvieron una mayor SLP que aquellos en los que la IHQ demostrd persistencia de
enfermedad, con medias de 121 vs 78 meses (p=0,6). La supervivencia global fue similar
en ambos grupos (158 vs 160 meses, p=0,8). Se estudiaron 58 pacientes con estudio IHQ.
Unicamente se demostré clonalidad en 6 pacientes (10%), de los cuales 3 pacientes (50%)
recayeron. En los 52 pacientes restantes la IHQ no demostré CP clonales. Entre estos, 17

pacientes (23%) recayeron.

Los pacientes con ausencia de clonalidad estimada por CMF en el aspirado medular
presentaron una mayor SLP y SG que los pacientes en los que la CMF demostrd persistencia
de enfermedad con medias de 131 vs 92 meses para SLP (p=0.04) y 197 vs 136 para SG.
Se estudiaron 61 pacientes por CMF: en 22 casos (36%) la CMF detectd persistencia de
enfermedad, de estos, 12 (55%) recayeron; en 39 pacientes (65%) la CMF no detectd

clonalidad, de ellos tan solo 9 pacientes (25%) recayeron.

Analizamos la SLP de los pacientes en funcién de la magnitud de la Enfermedad
Minima Residual (EMR) detectada por CMF: EMR>0,01% (EMR alta) frente EMR <0,01% o

negativa.
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Observamos que los pacientes con EMR alta tuvieron una SLP menor que los pacienes
con EMR baja o negativa (EMR <0,01%), con medias de 78 vs. 127 meses (p=0,01). El 26% de
los pacientes (13 casos de 49) con EMR baja o negativa progresaron, mientras que el 58%

de los pacientes (7 pacientes de 12) con EMR alta progresaron.

Hicimos un subanalisis de los 27 pacientes en los que la CMF detectd clonalidad,
diferenciando casos con EMR alta (>0,01% CP clonales) frente a los que presentaban una
EMR baja (<0,01% CP clonales). La SLP fue mayor en pacientes con menor carga tumoral (106
vs 80 meses, p=0,02). Entre los 13 casos en los que la CMF detecté EMR alta, 7 pacientes

recayeron (54%). La CMF detecté EMR baja en 14 pacientes, de los cuales 6 recayeron (43%).

Estudiamos en impacto de la obtencidn de RC estricta, estimada por las diferentes
técnicas. En primer lugar, analizamos el valor pronéstico de las cadenas libres en suero (CLS)
de manera aislada. Disponian de resultados 50 pacientes, de los cuales 39 tenian un ratio
de CLS normal y 11 pacientes alterado. La SLP fue similar en ambos grupos con medias de
118 meses vs 124 meses (p=0,5). El 26% de los pacientes con ratio normal progresan (10 de

39 casos); entre los 11 pacientes con ratio alterado, 3 progresaron (28%).

Analizamos el impacto de obtener RC estricta estimada en el AMO (CMF) y en la
BMO (IHQ). Entre los 47 pacientes que disponian de resultados con IHQ, 21 casos (45%)
estaban en RC estricta 'y 26 (55%) no cumplian el criterio: 15 casos presentaban >5% células
plasmaticas clonales, 9 pacientes tenian un ratio k:l de CLS alterado, y 2 no cumplia ninguno
de los dos criterios. Observamos que aquellos pacientes que estaban en remisién completa
estricta, presentaron menor SLP que aquellos que no lo estaban (90 vs 132 meses, p=0,9).
De los 21 pacientes en RC estricta 6 (29%) progresaron, y 6 (25%) de los que no estaban en
RC estricta progresan. Respecto a la SG, los pacientes que no estaban en RC estricta tuvieron
una supervivencia global mayor que los que no lo estaban (173 vs. 115 meses, p=0,7).
Hicimos un subandlisis analizando el valor de obtener un ratio de CLS normal Unicamente
en pacientes con <5% de células plasmaticas clonales estimadas por IHQ. Observamos que,
en aquellos pacientes con <5% CP clonales y un ratio CLS normal tuvieron una SLP mayor
qgue aquellos con <5% CP clonales pero con un ratio alterado. No se alcanzé mediana de

seguimiento (p=0,2).

Entre los 26 pacientes que no estaban en RC estricta estimada por IHQ, estudiamos
la SLP en funcidn de la magnitud de la EMR: EMR baja (EMR <0,01%) vs. EMR alta (>0,1%)
detectada por CMF. Alcanzaron una EMR baja 19 pacientes, de los cuales Unicamente 2
pacientes (11%) recayeron. Entre los 7 pacientes con EMF alta, 4 pacientes progresaron
(57%). La SLP en los pacientes que no alcanzaron RC estricta fue mayor en los que tenian

EMR baja (150 vs 71 meses, p=0,02).

Los pacientes que alcanzaron RC estricta estimada por CMF presentaron una SLP y SG
mayor que los pacientes que no estaban en RC estricta (108 vs 122 meses para SLP y 156 vs
195 meses para SG). Estos resultados no fueron significativos (p=0,6 y 0,7 respectivamente)..
Disponian de los dos estudios 49 pacientes: 33 pacientes estaban en RC estricta, de los
cuales 8 recayeron( 24%). Entre los 16 casos que no alcanzaron RC estricta, 5 recayeron

(31%).

Por ultimo, analizamos el impacto de presentar bandas oligoclonales (BO) en el
momento de la evaluacién de la respuesta. En nuestra serie, el 66% de los pacientes (39
casos de los 59 pacientes estudiados) presentaban BO. Estos pacientes tuvieron una SLP
y SG mayor que los pacientes sin BO con medias de 127 vs 114 meses para SLP (p=0,4) y
170 vs 141 meses de SG (p=0,14). De los 39 pacientes que presentaron BO, 11 progresaron

(28%). Este porcentaje ascendid a 40% en los casos sin BO (8 casos de 20 pacientes sin BO).

Clasificamos a los pacientes en funcidon de la presencia o ausencia de bandas
oligoclonales, y el impacto de la EMR detectada por CMF en estos pacientes. Entre los 39
pacientes que presentaban BO, 26 casos (67%) no tenian EMR detectable. Dentro de los 20
casos sin BO, en 11 casos (55%) la CMF no detecté EMR. En ambos grupos (pacientes con
presencia y ausencia de BO) la SLP fue favorable para los pacientes en los que la CMF no
detectod clonalidad, con medias de 84 vs. 138 meses en pacientes sin BO (p=0,1) y 84 vs. 92

meses en pacientes con BO (p=0,02 ).
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CONCLUSIONES

La cuantificacion de células plasmaticas en médula désea analizada por
inmnunohistoquimica es mayor que la estimada por citologia o citometria

de flujo.

En la evaluacion de la respuesta al tratamiento en el mieloma multiple
la citometria de flujo de baja resolucion es mas sensible que Ia
inmunohistoquimica para detectar persistencia de enfermedad, y deberia

ser el método de eleccidon para detectar clonalidad.

Laremision completa estricta deberia serredefinidaenaquellos enfermos con
unainfiltracion mayor del 5% por técnicas citoldgicas, afiadiendo comoccriterio

la ausencia de clonalidad mediante citometria y/o inmunohistoquimica.

La biopsia de médula dsea no es necesaria de manera rutinaria en la

evaluacion de la respuesta al tratamiento del mieloma.

El estudio de cadenas ligeras libres en suero en pacientes con IF negativa no

identifica pacientes con mayor riesgo de progresion

La aparicion de bandas oligoclonales tras el tratamiento se asocia a mejor

prondstico en pacientes con IF negativa.



ABSTRACT




INTRODUCTION

Multiple myeloma features a clonal outgrowth of pathological plasma cells that
accumulate in bone marrow. This type of cells produces a monoclonal component, which
can be detected in serum or urine by Electrophoresis and immunodetection techniques.
Myeloma diagnose is based on the detection of this monoclonal component in blood and
/or urine, as well as, the detection of these plasma cells in bone marrow. Hence, the study
of bone marrow is extremely important for myeloma diagnosis and for the evaluation of its
response after treatment. Clonal plasma cells feature specific morphological, cytochemical
and inmunophenotypical characteristic that distinguish them from normal plasma cells.
This fact eases the detection of any residual activity of the disease after treatment. In the
beginning, the criteria used to evaluate the response after treatment were based only
on the monoclonal component assessment. In 1998 the Complete Remission concept
is introduced, which is based on the absence of monoclonal component detection and
a presence of less than 5% of plasma cells in bone marrow. Later, in 2006, clonality is
introduced into the diagnoses test, and appears a new category of treatment response:
the complete strict response. This criterion requires to fulfil the traditional requirements
of a complete response, and two new parameters: the free light-chain ratio and the
absence of clonality, this last one has to be demonstrated by immunohistochemistry and
inmunoflorescence assays of the affected bone marrow. In 2011, the EMWG published the
current criteria to evaluate the treatment of multiple myeloma. The EMWG proposes two
different techniques to discard the presence of clonality: multiparamenter flow cytometry

(MFC) and the immunohistochemistry (IHC) assays.

Several comparative studies have evaluated the capacity to detect bone marrow
plasmacytosis by IHC in bone marrow biopsies (BMB) vs. cytology and MFC in bone marrow
aspirates. Most of the studies were performed in bone marrows (BM) at diagnosis, when
plasma cell (PC) infiltration is high. These studies support the advantages of IHC technique
to BM plasmacytosis detection. However, there are not many studies evaluating the ability
of the three techniques (MFC, IHC and cytology) to detect BM plasma cell infiltration in
cases with low residual disease infiltration, and no study has been done in patients with
negative immunofixation (IF) after therapy. There are also no studies comparing the ability

to detect clonality between IHC vs. MFC in patients with negative IF.
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OBJECTIVES/AIMS

1. Analyze the correlation between Ilow-resolution flow cytometry,
immunohistochemistry, and cytology in the estimation of bone marrow

plasmacytosis in patients with negative immunofixation.

2. To compare the ability to detect clonality between immunohistochemistry and

low-resolution flow cytometry techniques in patients with negative IF.

3. Analyze the ability of the Free light chain essay to detect clonality in patients

with negative IF.

4. Determine the relationship between prognosis and clonality, depending on the

aforementioned technique used to detect clonality.

MATERIALS AND METHODS

This study includes all patients diagnosed with multiple myeloma between January
2000 and December 2014. Only patients that do not present monoclonal protein in serum/
urine, measured by electrophoresis and immunoassay during post-treatment evaluation,
and whose bone marrow aspirate and biopsy were available, were selected. All samples
that fulfill the required criteria were studied, including more than one sample per patient.

In this way, 92 samples derived from 61 patients were selected.

Samples were processed according to standard protocols. To estimate bone
marrow plasmacytosis by cytology, 500 cells from bone marrow were analyzed. For
immunohistochemistry analysis, cells were immunostained with CD138 and 200 cells were
analyzed. The presence of clonality was evaluated by immunohistochemistry and flow
cytometry. Clonality was considered positive with altered kappa/lambda ratio (<1:2 or >4).
Flow cytometry analysis were performed in cells marked with antibodies against CD19, CD38,
CD56 and CD45 membrane markers, and 2 million cells were counted using FACScalibur and
FACSCantoll cytometers. Clonality absence were defined as <20 pathological plasma cells

(with pathological inmunophenotype) with a sensibility of 10-4.

Statistical analyses were performed with SPSS. Pearson’s coefficient was used to

estimate the correlation of bone marrow plasmacytosis between the different techniques

employed. Cohen’s kappa coefficient was used to analyze the consistency between the
different techniques. Survival curves were estimated using the Kaplan-Meier multivariate

method.

RESULTS

We selected 92 samples from 61 patients: 31 patients presented one bone marrow
sample, 23 of them had two samples, and 7 of them presented 3 samples. The 92 samples
were analyzed by flow cytometry analysis, 86 by immunohistochemistry and 84 by

morphological analysis.

Regarding to bone marrow plasmacytosis analysis, immunohistochemistry showed
higher values for bone marrow infiltration, followed by cytology and flow cytometry
(average: 3,5%, 2% and 0,295% PC, respectively). Pearson coefficient correlation was used
to calculate the correlation between techniques. Low correlation between MFC and IHC
was observed (0,568). No correlation between cytology and IHC (0,270) and cytology and
MFC (0,412) was observed.

We compared the percentage of patients in complete remission (CR) depending on
the technique used (cytology vs IHC) to count PCinfiltration. When counting PCin BMB, 77%
of the patients presented <5% PC. This value raised up to 85%, if the estimation was done in
bone marrow aspirates (BMA). Both techniques matched in 77% of the cases to classify the
patients as in CR, although with a very low concordance (Kappa=0,268). From the results
obtained in our study, the immunohistochemistry is more accurate than cytology technique
for the estimation of medullary plasmacytosis, even in samples with very low percentage of

bone marrow infiltration.

We analyze the capacity to detect clonality between MFC and IHC. MFC showed
persistence of pathological PC in 38 of 92 analyzed samples (42%). The IHC technique
showed persistence in 9 of 86 cases (10%). Both techniques agreed in clonality estimation
in 47 of 85 samples (55%): from them, 43 did not showed persistence of the illness; and
clonality was only observed in 4 samples by both techniques. MFC detect clonality in 33
samples (38%) that were negative for IHC analysis. Low concordance between techniques

was observed for clonality detection (Kappa=0,07)
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Stringent complete remission (sCR) requires the presence of <5% clonal PC and
normal free light chain (FLC) ratio. The concordance between MFC and IHC to detect levels
<5% of clonal PC was analyzed. MFC detected <5% clonal PC in 49 samples (56%). By IHC,
59 samples (68%) presented <5% clonal PC. Both techniques agreed with the same result
only in 40 of the cases (45% of the samples): in 31 cases both techniques detected >5%
clonal PC, and 9 cases had <5% clonal PC, detected by both techniques. In 28 cases ( 32%),
MFC detected clonality, while IHC did not detect that feature in these samples. In 18 cases
IHC detected residual disease in cases where MFC didn’t detect clonality. In 14 of these 18
samples with >5% clonal PC by IHC technique, an exceed of PC (>5%) was observed, but
these PC were polyclonal, so they did not correspond to the presence of true illness. The

concordance between techniques was very poor (Kappa=0,125).

We analyzed if the relationship between achieving CR and survival changes when
different test were used to assess CR: morphological measured in BMA by cytology or
BMB by IHC. In this way, we observed that patients with morphological CR estimated in
BMA had a higher progression free survival (PFS) and overall survival (OS) compared with
patients with >5% of plasma cells (p=0,2). We studied 57 patients: 49 cases (85%) were in
CR and 8 patients had >5%CP. Of the patients in CR, 15 cases showed progression (32%. This

percentage rose to 38% (3 cases) in patients with no CR (estimated by aspirate).

We study 58 samples of BMB: 44 patients were in CR (75%), and 14 patients had
>5% PC. From the patients who achieved CR, 36% (14 cases) showed progression. Amongst
patients who did not achieved CR, 4 patients (29%) relapsed. PFS and OS was higher In CR
patients tan in no CR patients (114 vs 89 months, p=0,6 for PFS; 102 vs 164 months for OS,
p=0,8)

In relation to clonality test, we analyzed the prognostic value of achieving absence
of clonal PC, when clonality was assessed by IHC and MFC. Patients diagnosed negative for
bone marrow clonality by IHC had higher SPF and OS than patients with clonality in BMB
(121 vs. 78 months, p=0,6). OS was similar in both groups (158 vs 160 months, p=0,8). From
the 58 patients studied, only 6 patients had clonal PC in BMB, 3 of them progressed. In 52
patients, IHC didn’t show clonality, 17 of them progressed (23%).

Patients without clonality estimated by MFC showed better PFS and OS than patients

with persistent clonal PC (131 vs 92 months for PFS, p=0,04; 197 vs. 136 months for OS,
p=0,02). =0,04; 197 vs. 136 months for OS, p=0,02). We analized 61 patients: in 22 cases
(36%) MFC detected clonality, 12 (55%) out of these patients showed progression; in 39
patients (65%) MFC didn’t detect clonality, from them only 9 patients (25%) progressed.

We analyzed PFS and OS based on the minimal residual disease (MRD) magnitude:
patients with negative or low MRD (MRD<0,01%) vs. patients with high MRD (MRD>0,01%).
PFS was higher in patients with low MRD (127 vs 78 months, p=0,01). Amongst patients
with low MRD, 26% progressed (13 out of 49 patients). This percentage rose up to 58% in
patients with high MRD (7 out of 12 patients).

We studied the 27 patients with residual disease measured by MFC. Patients were
classified as having low MRD (MRD<0,01%) and high MRD (MRD>0,01%). PFS was higher in
patients with low MRD (106 vs. 80 months, p=0,02). From the 13 patients with high MRD,
7 showed progression (54%). MFC detected lo MRD in 14 patients, 6 of them progressed
(43%).

Prognostic impact of achieving sCR was studied. First, we analyzed the prognostic
value of having a normal FLC ratio. Only 50 patients had FLC results available: 39 patients
had a normal FLC ratio and 11 patients had abnormal FLC ratio. PFS was similar in both
groups (MRD<0,01%) 118 vs 124 months, p=0,5). Amongst patients with normal ratio
26% showed progression (10 of 39 patients); 28% of the patients with abnormal FLC ratio
progressed (3 of 11 patients).

We studied the impact of achieving sCR when it was estimated by two different
techniques: in BMA (by MFC) and BMB (IHC). Amongst the 47 patients analyzed by IHC, 21
cases (45%) were in sCR and 26 (55%) didn’t fulfill the criteria: 15 cases had >5% clonal PCin
BMB, 9 cases had abnormal FLC ratio, and 3 cases didn’t fulfill both criteria. Patients in sCR
showed worse prognosis than patients not achieving sCR (PFS =90 vs. 132 months, p=0,9).
Amongst the 21 patients in sCR, 6 (29%) relapsed, and 6 patients not in sCR relapsed (25%).

Respect to OS, patients not achieving sCR had better OS than patients in OS (173
vs. 115 months, p=0,7). Amongst the patients with <5% clonal PC, we identified a group

with normal FLC ratio, that had better outcome than those patients with <5% clonal PC but
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abnormal FLC ratio.

Patientsin sCR estimated by MFC showed better PFS and OS than patients not achieving
sCR (108 vs 122 months for PFS, p=0,6; 156 vs 195 months for OS, p=0.7). Amongst the 49
patients studied, 33 cases achieved sCR: 8 of them relapsed (24%). Amongst the 16 patients

not achieving sCR, 5 relapsed.

We studied patients not achieving sCR (measured by IHC) and analyzed the impact of
having low vs. high MRD detected by MFC. Patients with low MRD had better outcome than
patients with high MRD (150 vs 71 months, p=0,02). 19 patients had low MRD, 2 of them
relapsed (11%); this percentage rose up to 57% (4 out of 7 cases) in patients with high MRD.

Finally, we analyzed the impact of the presence of oligoclonal bands (OB)after
treatment. Patients that present oligoclonal band showed higher SPF and OG compared
to patients without bands (127 vs 114 months for PFS, p=0,4; 170 vs 171 months for OS,
p=0,14). In our study, 66% of the patients had oligoclonal bands (39 out of 59 patients, and
28% of them showed progression (11 of 39 cases), whereas 40% patients (8 out of 20 cases)

without oligoclonal bands relapsed.

We classified patients with presence or absence of oligoclonal bands, and analyzed
the impact of MRD detected by MFC in this two groups of patients. Between the 39 patients
with OB, 26 cases (67%) had no MRD. From the 20 cases without OB, 11 patients (55%) had
no MRD. In both groups (presence/absence of OB), PFS and OS was higher in patients with
negative MRD detected by MFC (84 vs 138 months for PFS, p=0.1; 84 vs. 138 for OS, p=0,02).

CONCLUSIONS

Immunohistochemistry shows greater plasma cell infiltration in bone
marrow from samples with low infiltration, than cytology and flow cytometry

techniques.

Flow cytometry is a more sensitive test than immunohistochemistry test to
detect the persistence of the illness. For response assessment in multiple
myeloma, we propose that flow cytometry should be the selected method

for clonality detection.

The complete remission criteria should be reviewed in patients with >5%

plasma cell, including the lack of clonality measured by IHC or MFC.

Bone marrow biopsy is not routinely necessary for the response assessment

of myeloma treatment.

Between patients with negative IF after treatment, Free light chain essay

don’t identify patients with better outcome.

The presence of oligoclonal bands after treatment had relation with better

outcome.
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1.1.INTRODUCCION AL MIELOMA MULTIPLE

Las neoplasias de células plasmaticas son un grupo de enfermedades que resulta de
la proliferacion de células plasmaticas clonales, que se acompafia de la sintesis y liberacién
al plasma de una proteina monoclonal. Esta entidad engloba un amplio abanico de
enfermedades de células B clonales que incluye las siguientes enfermedades: Gammapatia
monoclonal de significado incierto (monoclonal gammapathy of unknown significance,
MGUS), mieloma smoldering, plasmocitoma solitario localizado en el hueso como una Unica
lesién o en partes blandas, macroglogulinemia , amiloidosis AL, y otras enfermedades raras
como el sindrome de POEMS (polineuropatia, organomegalia, endocrinopatia, componente
monoclonal vy lesiones dérmicas), enfermedad de Castleman y enfermedad de cadenas

ligeras.

El mieloma multiple es por tanto una enfermedad caracterizada por una expansién
clonal de células plasmaticas patoldgicas que se acumulan en la médula ésea, capaces de
producir inmunoglulinas, que pueden ser detectadas en el suero o en la orina mediante
técnicas de Electroforesis e inmunofijacion. Como resultado de esta expansidén clonal
puede producirse anemia y otras citopenias asociadas, hipogammaglobulinemia, lesiones
oseteoliticas, hipercalcemia e insuficiencia renal. Todos estos sintomas son el resultado del
efecto directo de la masa tumoral, de citoquinas secretadas por las células del mieloma o

del estroma medular, o el depdsito de proteinas del mieloma en los 6rganos diana.

Elmielomarepresentalasegundaneoplasiahematoldgicaenfrecuencia, constituyendo
el 1.4% de todos los tumores malignos y el 10% de las hemopatias malignas. Tiene una
incidencia de 3-5 casos /100.000 habitantes. La mayoria de los pacientes se diagnostican
entre los 65 y 74 afios, con una edad media al diagndstico de 69 afios; tan solo el 4% de
los casos se diagnostican en pacientes menores de 45 afios. Esta enfermedad afecta mas a
varones que a mujeres, con un ratio 1.6:1, los individuos descendientes de africanos tienen
el doble de prevalencia que los europeos. Y a la inversa, los individuos de origen japonés y

espanol tienen una prevalencia menor.?
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1.2. DIAGNOSTICO DE MIELOMA MULTIPLE

El mieloma esta generalmente precedido de una condicion denominada Gammapatia
monoclonal de significado incierto (MGUS). Una gammapatia monoclonal se define como
aquella situacién en la que se detecta una paraproteina monoclonal en sangre u orinay es
indicativo de una proliferacion clonal linfoide o de células plasmaticas.? Las proliferaciones
puramente reactivas generalmente producen una respuesta con Inmunoglobulinas
policlonales, pero por definicion no deberian generar Inmunoglobulinas clonales. Las
gammapatias monoclonales en presencia de una proliferacién de células plasmaticas, se

pueden dividir en varias entidades entre las que destacaremos:

— Gammapatia monoclonal de significado incierto

— Mieloma Mudltiple asintomatico

— Mieloma sintomatico.

Ladiferenciaentrelastres entidades se basaen la cuantia del componente monoclonal,
el numero de células plasmaticas y la presencia o no de dafo tisular. En la siguiente tabla se

recogen estas caracteristicas.?
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MGUS MM asintomatico MM sintomatico
CM sérico < 30g/L CM sérico >30g/L CM sérico < 30g/L
CPen MO <10% CP en MO > 10% CPen MO <10%

No dafio de 6rganos No dafo de 6rganos Dafio de 6rganos o tisular

Tabla 1.1. Clasificacion de las gammapatias *.

La gammapatia monoclonal de significado incierto es la alteracién de células
plasmaticas mas frecuente. Su incidencia aumenta rapidamente con la edad afectando al
3% de la poblacion mayor de 50 anos y el 10% de la poblacién por encima de 70 afos.
MGUS se caracteriza por la presencia un componente monoclonal en suero <30g/l, <10%
células plasmaticas en médula ésea y ausencia de dano orgdnico. Aproximadamente el 1%

de estos pacientes progresara a mieloma cada afio.’

El mieloma Smoldering o mieloma asintomatico (SM) se caracteriza por la presencia
de una paraproteina >30g/l con mas de un 10% de células plasmaticas en médula dsea,
en ausencia de dafio de los dérganos diana, manifestado por anemia, hipercalcemia,
lesiones liticas, insuficiencia renal, hiperviscosidad, amiloidosis o infecciones de repeticién.

Aproximadamente el 10% de estos pacientes progresara a mieloma multiple cada afio.

Finalmente, para el diagndstico de mieloma multiple sintomdatico (MM) se requiere
una paraproteina >30g/L, una infiltracién por células plasmaticas en médula 6sea >10% y
evidencia de dafio en los érganos diana, manifestado por sintomas CRAB (hipercalcemia,
insuficiencia renal, anemia o lesiones liticas) o infecciones de repeticidon. Los actuales

criterios de mieloma sintomatico estan recogidos en la tabla 2.

Por tanto, el diagndstico de mieloma se basa en la deteccidn de un componente
monoclonal en sangre y/o orina y la demostracion de células plasmaticas clonales en

médula dsea.

El estudio de las células plasmaticas se realiza mediante un aspirado y/o biopsia de
médula dsea. En él se pueden llevar a cabo diferentes técnicas para la caracterizacion de
las células plasmaticas y asi poder realizar una aproximacién en el porcentaje de infiltracidon
medular, y la demostracién de la clonalidad de las células plasmaticas. Estas técnicas se

detallan a continuacion.
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1. Células plasmaticas clonales en M.O. >10% o biopsia compatible con plasmocitoma

6seo o extramedular

2. Uno o mads de los siguientes criterios:

e Evidencia de dafio de los d6rganos diana, que puede ser atribuible a la

proliferacion de células plasmaticas:

— Hipercalcemia: Calcio sérico >0.25 mmol/L (>1 mg/dL) por encima

de limite superior o >11 mg/dL

— Insuficiencia renal: Aclaramiento de creatinina <40 mL /min o

creatinina sérica >177 pmol/L (>2 mg/dL)

— Anemia: hemoglobina >20 g/L por debajo de la normalidad o

hemoglobina

— <100g/L)

— Lesiones liticas: una o mas lesiones osteoliticas presentes en serie

6sea, CT o PET-CT

e Al menos uno de los siguientes biomarcadores de malignidad:

— Células plasmaticas clonales en M.O.> 60%

— Ratio de cadenas ligeras >100

— > 1 lesion focal en RM

Tabla 1.2. Criterios diagndsticos de Mieloma sintomdtico °.

1.2.1. CITOMORFOLOGIA EN EL DIAGNOSTICO DE MIELOMA

Morfolégicamente, el aspirado (estudiado por citologia) y la biopsia (histologia) puede
mostrar una infiltracién difusa o mas frecuentemente una infiltracion focal por células
plasmaticas. El porcentaje de células plasmaticas oscila entre un 10% hasta una infiltracion
masiva con la practica total sustitucién de la médula. Ocasionalmente, la médula puede
contener una proporcién de células plasmaticas normales residuales, como resultado de
una infiltracidon parcheada de la médula. El diagndstico de mieloma también se considera
en presencia de menos de un 10% de células plasmaticas clonales si el paciente presenta
sintomas, o si se demuestra una confirmacion histolégica de un plasmocitoma extradseo.
Por microscopia 6ptica, la morfologia de las células plasmaticas patoldgicas puede ser
indistinguible de células plasmaticas normales, caracterizadas por un abundante citoplasma
basofilo, nucleo excéntrico, de contorno regular con cromatina en rueda de carro sin
nucléolo; o presentarse como células plasmaticas aberrantes con células de gran tamafio,
cromatina laxa, nucléolo visible (que indica un aumento de la actividad transcripcional),
una alta frecuencia de células binucleadas o multinucleadas, y la presencia de cuerpos
de inclusién de inmunoglobulina cristalizada que incluye los cuerpos de Russell, la célula
de Mott (multiples inclusiones de color azul palido y forma de racimo de uvas), células
flameadas (ricas en IgA) u otras inclusiones. Estas células patolégicas son caracteristicas del
mieloma plasmablastico, un tipo de mieloma con mal prondstico, donde se observa un gran

numero de mitosis.”
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Figura 1.1. Caracteristicas morfoldgicas del mieloma.

A. Sustitucion de la médula por células plasmdticas patoldgicas que muestran la cldsica forma
ovalada, nucleo excéntrico, arcoplasma visible, citoplasma basdfilo. B. Biopsia de médula con
infiltracion masiva por mieloma. C. Frotis de sangre periférica de una leucemia de células
plasmadticas. D y E. Célula flameada gigante, caracteristica del mieloma IgA. Esta célula se puede
ver ocasionalmente en el mieloma IgG y en las plasmocitosis intersticiales. F. Célula de Mott. Las
inclusiones, que individualmente se denominana cuerpos de Russel, contienen Inmunoglobulinas.
G. Célula plasmdtica con inclusiones citoplasmdticas y nucleares. H. Inmunoglobulina cristalizada.
Se obseva una marcada distorsion de la morfologia celular para adaptarse a la forma de la

inmunoglobulina. I. Células de mieloma que muestran clasmatosis citoplasmdtica.®

INTRODUCCION

Figura 1.2. Caracteristicas morfoldgicas del mieloma Il.

A. Aspirado medular en el que se observan tres células plasmdticas patoldgicas y una mitosis. B.
Célula gigante multinucleada. C. Extension medular. Célula plasmdtica tetranuclead. D..Célula
mielomatosia con tres nucleos. E. Biopsia medular infiltrado por las cldsicas células de mieloma bien
diferenciadas, con nucleo excéntrico, arcoplasma visible, citoplasma basdfilo. F. Células plasmdticas
de aspecto inmaduro, con nucleo. G. Hematoxilina-eosina. H. Inmunohistoquimica con tincién para
cadenas ligeras k que muestra frecuentes células positivas (coloracion teja). I. Inmunohistoquimica
con tincion para cadenas ligeras A donde las células son negativas en su mayoria. Ratio k:A

aproximado 20:1.

Por lo tanto, las células plasmaticas encontradas en el mieloma muestran una gran
heterogeneidad morfolégica, y 6pticamente pueden confundirse con las células plasmaticas
atipicas presentes en las plasmocitosis reactivas a otros procesos. Por eso es importante
demostrar la clonalidad, y por tanto malignidad de esta poblacion. El estudio morfolégico
de las células es importante para hacer una estimacion de la infiltracién medular, pero no
puede demostrar clonalidad. Esto lo podemos realizar por técnicas de inmunohistoquimica,
citometria de flujo multiparamétrica (CMF), o por técnicas de biologia molecular. Todas

ellas con una sensibilidad superior a la morfologia convencional.
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1.2.2. HISTOLOGIA E INMNUNOHISTOQUIMICA

La infiltracion medular por células plasmaticas la podemos observar tanto en el
coagulo medular como en el cilindro de médula ésea.® Con tincidén de hematoxilina eosina
se observa la hematopoyesis medular.’® Las células plasmaticas patolégicas muestran
caracteristicas morfoldgicas y de distribucion que hacen sospechar el diagndstico de
Mieloma. La medicidn de células plasmaticas en la biopsia/codgulo de médula ésea
se realiza por inmunohistoquimica, marcando las células con CD138.* Las células del
mieloma son clonales por definicién, y producen un tipo de cadena ligera kappa o lambda,
que esta presente en el citoplasma de la célula, pero no en la membrana celular *2. Un
ratio kappa:lamda mayor de 4:1 (normal 2:1) o menor de 1:2 se considera un indice de
monoclonalidad k o |, y permite distinguir una plasmocitosis reactiva (ratio k:/ normal) de Ia
presencia de un mieloma. Por tanto, para demostrar la clonalidad en una biopsia o aspirado

de médula dsea utilizamos la tincidén de cadenas ligeras k// por inmunohistoquimica.®

Figura 1.3. Biopsia de médula dsea con diagndstico de Mieloma.
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Figura 1.4. Células de mieloma con pobre diferenciacion (plasmablastos).

Figura 1.5. Tincion CD138 para identificar células de mieloma.
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1.2.3. CITOMETRIA DE FLUJO MULTIPARAMETRICA

Esta técnica nos ayuda a identificar y cuantificar células plasmaticas patolégicas con
una sensibilidad muy elevada (10*/10°). Es una tecnologia biofisica basada en la utilizacién
de luz laser, empleada en el recuento y clasificacidon de células segln sus caracteristicas
morfoldgicas, presencia de biomarcadores, y en la ingenieria de proteinas. Las células
plasmaticas normales expresan CD45dim, CD19, CD38bright and CD138, junto con la
expresién citoplasmatica de cadenas ligeras. No expresan Inmunoglobulina de superficie.
CD38 es un marcador que se encuentra presente en muchas células hematoldgicas y no
hematoldgicas. La expresion de CD38 y CD138 no es discriminatoria, pero la intensidad de
expresion varia. De manera general CD38 se expresa con menor intensidad y CD138 con
mayor intensidad en las células plasmaticas patoldgicas que en las normales. Las células
plasmaticas neopldsicas frecuentemente expresan CD38 y CD138 con una poblacion CD45-
0 CD45dim junto con una expresion ausente o disminuida de CD19. La expresion aberrante

de CD56 también estd presente en las células plasmaticas patoldgicas.*

Antigeno Célula plasmatica normal Célula plasmatica patolégica
CD45 Dim Neg
CD38 Bright Pos
CD138 Pos Pos
CD19 Pos Neg
CD56 Neg Pos/Neg

Tabla 1.3. Caracteristicas inmunofenotipicas de las células plasmdticas
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Figura 1.6. Deteccidn de células plasmdticas por CMF.
Aspirado de médula ésea que muestra una poblacion pleomdrfica de células plasmdticas. Las células
plasmdticas muestran positividad para CD138, CD38 y CD56 y ausencia de CD19.%
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Figura 1.7. Células plasmdticas patoldgicas.
La poblacidn de células plasmdticas presenta el siguiente perfil antigénico: CD138+, CD19-, CD45,
pero ademds muestran positividad débil para CD20. Es por tanto un mieloma CD20+.
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Figura 1.8. Células plasmdticas aberrantes.
El estudio inmunofenotipico confirma la malignidad de las células plasmdticas CD138+, CD45dim,
CD19-y CD56-.
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La CMF tiene una alta sensibilidad para la deteccidn y caracterizacion de células plasmaticas
y tiene algunas ventajas respecto a la morfologia convencional. En general hay una buena
correlacién entre la morfologia y la citometria en la evaluacion de células plasmaticas en médula
osea, pero es importante saber que la evaluacién morfoldgica de los porcentajes de infiltracion
por células plasmaticas en médula dsea (tanto por citologia como por histologia) es generalmente

mayor que la determinada por CMF*. Hay multiples razones que pueden explicar esto:

e Las células plasmaticas patoldgicas son fragiles, y su superficie de membrana
puede alterarse durante el procesamiento de la muestra para analisis por el

citdmetro.

e Si se realizan varios aspirados medulares, la concentracion de células
plasmaticas variara en funcion del aspirado, siendo la primera muestra la

gue presentara mayor riqueza celular.

e Lainfiltracidn por células plasmaticas tiene tendencia alafocalidad, formando
clusters celulares, que no son liberados por el analisis celular individual por

el citdbmetro?’.

e Debido a la infiltracidon por las células plasmaticas patoldgicas, la médula
Osea puede presentar fibrosis en el momento del diagndstico, obteniendo
una muestra poco representativa para el analisis por citometria de flujo
(en este caso, el porcentaje de infiltracion por citologia se realizaria sobre

improntas de cilindro de la biopsia .

Existen varios estudios que comparan la infiltracién medular al diagnéstico
cuantificada en el aspirado versus la biopsia de médula 6sea'®?%?1%, Comparan el porcentaje
de células plasmaticas estimado por citologia (sobre un recuento de 500 células) con el
porcentaje de infiltracion presente en la biopsia de médula ésea, marcando las células
plasmaticas por inmunohistoquimica con CD138, y con la infiltracion medular detectada por
citometria®??%. En 2006 Asley P. Ng et al.* evaltan la cuantificacion de células plasmaticas
por los tres diferentes métodos (citologia, inmunohistoquimica y citometria de flujo) en
100 muestras de médula ésea de pacientes con diagndstico de mieloma o gammapatia
monoclonal de significado incierto. Observan que lainmunohistoquimica consistentemente

demuestra una mayor infiltracidn medular comparado con los otros métodos.
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Los autores concluyen que la inmunohistologia es el método mas sensible para evaluar
la infiltracién por células plasmaticas. Unos afios mas tarde, en 2012, el departamento
de histopatologia del londinense hospital de Hammersmith?! evalia la infiltracion
medular en pacientes con mieloma multiple que han recibido tratamiento, comparando
los resultados obtenidos en el aspirado por microscopia éptica con los obtenidos con la
inmunohistoquimica. Los autores recomiendan la realizacién de biopsia en la evaluacion en

la respuesta al tratamiento.

A raiz de la reciente publicacién de los nuevos criterios de mieloma sintomatico
que afiade la presencia de mds de un 60% de células plasmaticas en médula ésea como
criterio de tratamiento,” se han publicado dos estudios que defienden la importancia
de la cuantificacion de células plasmaticas en la biopsia de médula ésea (y no solo en el
aspirado) en el momento del diagndstico. El primero, publicado por Kosei et al.?® evalGan
150 aspirados y biopsias de médula 6sea de 120 pacientes con diagndstico de mieloma, y
compara el porcentaje de infiltracion medido por los tres métodos, y observan que tanto
la citologia como la citometria de flujo sobreestiman el porcentaje de infiltracion medular,
recalcan laimportancia del estudio del codgulo/biopsia en pacientes con MGUS. El segundo,
recientemente publicado,? selecciona 58 médulas de pacientes con reciente diagndstico de
mieloma con una infiltracion medular <10% estimada por citometria en el aspirado medular
y lo compara con el porcentaje de infiltracidon observada en la biopsia de dichos pacientes.
Observan que en 55 de los 58 pacientes (94%), la infiltracién por inmunohistoquimica era
superior al 10%. Todos los estudios publicados concluyen que el método mas sensible
para la cuantificacidon de células plasmaticas al diagndstico en pacientes con sospecha de
mieloma es la biopsia de médula ésea, especialmente en pacientes con bajo porcentaje de

células plasmaticas en el aspirado de médula ésea.

INTRODUCCION

1.2.4. TECNICAS MOLECULARES. PCR FLUORESCENTE

Otro de los métodos utilizados para la demostracién de clonalidad en las células
plasmaticas son los métodos de biologia molecular. La reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) ha demostrado su utilidad en la demostracion de carga tumoral en distintos tumores
hematoldgicos. Tanto la ASO- PCR (allele- specific oligonucleotides) como la PCR fluorescente
son Utiles para la deteccidon de reordenamientos. Sin embargo, los estudios moleculares
basados en la ASO-PCR son muy laboriosos y caros, y por tanto dificiles de aplicar en la

ruti na 27,28,29

La PCR fluorescente consiste en una PCR a tiempo real o PCR cuantitativa. Es una
variacién de la PCR estandar utilizada para la cuantificacién de DNA o de RNA mensajero
(mRNA) de una muestra. Utilizando primers especificos de secuencia, es posible determinar
el nimero de copias o la cantidad relativa de una determinada secuencia de DNA o RNA.
F-PCR puede detectar una célula clonal en 100 a 1000 células normales, es por tanto menos
sensible que la CFM. Sin embargo, F-PCR es rapida, asequible y facil de realizar. Se aisla DNA
de alto peso molecular de 500mcrl de medula dsea. Se utilizan tres grupos de primers
diferentes que estudian los reordenamientos de los genes IGH V-D-J y D-J, IGK V-J and KDE.
Con esta técnica podemos determinar la poblacion clonal al diagnéstico y durante el
seguimiento de los pacientes. Aunque un 10% de los pacientes carece de reordenamiento
monoclonal al diagndstico, generalmente debido a errores de hibridacidon de los primers. En

estos pacientes no se puede hacer seguimiento con esta técnica.??°

Figura 1.9. Deteccion de pico clonal por PCR fluorescente.
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1.2.5. MEDICION DEL COMPONENTE MONOCLONAL

La mayoria de los pacientes con mieloma producen y secretan una Inmunoglobulina
monoclonal (lo que denominamos proteina M o pico M) que puede ser detectada por
electroforesis en suero y/o orina de 24 horas. Las células neoplasicas pueden secretar
cadenas pesadas de inmunoglobulinas junto con cadenas ligeras, Unicamente cadenas
ligeras, o no secretar ninguna (es el caso del Mieloma no secretor). En este Ultimo caso, se
puede detectar lainmunoglobulina intracitoplasmica. El andlisis de inmunofijacidn identifica
los idiotipos especificos de las inmunoglobulinas. La inmunoglobulina monoclonal I1gG est3
presente en el 60% de los pacientes con mieloma, IgA en aproximadamente el 20% de los
pacientes, y el 20% restante lo representa pacientes con cadenas ligeras. Los mielomas IgD,
IgM y biclonales son raros (5% de los casos). El isotipo kappa es mas frecuente que el lambda

con una relacién aproximada 2:1.

Figura 1.10. Electroforesis de proteinas normal (linea de abajo) y con bandas monoclonales.
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Como hemos explicado anteriormente para el diagndstico de mieloma se requiere
la demostracién de células plasmaticas patolégicas en médula (o extramedular en el caso
de plasmocitomas) y la deteccién de una proteina monoclonal en sangre y/o orina. La
caracterizacién del tipo de Inmunoglobulina o cadena ligera clonal se realiza a través de
la inmunofijacién. Esta es de gran importancia durante el seguimiento de los pacientes.
Para alcanzar la remisidn completa es necesario la ausencia de paraproteina medida por

inmunofijacion.

Durante el seguimiento de los pacientes con mieloma se ha observado la aparicidn
de bandas oligoclonales o monoclonales no relacionadas con el clon original.?! Esto se
describié inicialmente en pacientes que habian sido sometidos a trasplante autélogo de
progenitores hematopoyéticos,??*® y posteriormente también en pacientes tratados con
nuevas terapias. Multiples estudios defienden que la presencia de bandas oligoclonales
se asocia a un pronostico favorable. Jiménez-Zepeda VH et al.>* estudian en 2012 el valor
prondstico de la presencia de BO a dia 100 tras el trasplante de médula en paciente con
mieloma multiple, concluyendo que en pacientes sometidos a trasplante la presencia de
bandas oligoclonales es un factor prondstico importante. Otros grupos de trabajo ponen en
duda esta afirmacién Estudian 163 pacientes sometidos a trasplante entre 2006 y 2014, y
observan que la presencia de BO se asocia a una mejor supervivencia libre de progresién
y mejor supervivencia global, pero que si los pacientes se limitan a aquellos que obtienen
mejor respuesta que VGPR, la presencia de BO no afecta ni a la SLP ni a la SG.?*> Concluyen
gue la aparicién de BO se observa exclusivamente en pacientes con respuestas favorables,

pero su aparicion per se no debe ser traducida en un aumento en la supervivencia.

Cadenas ligeras libres en suero. Para la demostracion del componente monoclonal
en suero también se utiliza el analisis de cadenas libres en suero (FREELITE)®. Esta es
una técnica utilizada para medir cadenas ligeras libres en suero monoclonales mediante
nefelometria y un anticuerpo anticadenas ligeras; nos da informacién sobre el ratio k:/
gue se considera alterado si es menor de 0.26 (restriccién para cadenas lambda) o mayor
de 1.65 (restriccidon para cadenas kappa). Es una prueba relevante para definir mieloma
asintomatico con alto riesgo de progresion. En estos pacientes que carecen de proteina
M medible en suero ni orina, la cuantificacién de las cadenas ligeras es el mejor marcador

tumoral medible.?’
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Las cadenas libres en suero estan presentes en los pacientes en una cuantia mucho
menor que las cadenas ligeras unidas a Inmunoglobulinas. La vida media de las cadenas
ligeras libres es mas corta que la de la inmunoglobulina intacta (4 horas versus 21 dias), por
ello la evaluacién seriada de cadenas ligeras libres en suero permite evaluar la respuesta
al tratamiento mas temprano que los niveles de pico M.?® Debido a su corta vida media,
hay autores que defienden que una alteracién en el ratio k:/ de cadenas libres en suero es
también indicador precoz de recaida.® Kroger et al. estudian 52 pacientes con mieloma
multiple en remisidon completa con inmunofijacidon negativa en suero y orina y ratio k:/ de
cadenas libres en suero normal. De estos pacientes, 10 recaen; en 9 de ellos el ratio de
cadenas ligeras libres en suero estaba alterado con una media de 90 dias antes de que la
inmunofijacidn fuese positiva. Con estos resultados los autores defienden que, debido a su
vida media corta, el estudio de cadenas ligeras libres en suero es un marcador util para la

deteccién rapida de la remisién o la progresion.

Desde el afio 2006 se incluye el estudio cadenas ligeras libres en los criterios de
respuesta al tratamiento en el mieloma.* Sin embargo, hay datos contradictorios que
apoyen que un ratio de cadenas libres en suero determine una mayor profundidad de la

respuesta.**

INTRODUCCION

1.3.EVALUACION DE LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO

Los primeros criterios de respuesta utilizados fueron definidos en los afios sesenta
por el Committee on the Chronic Leukemia Myelloma Task Force (CLMTF) en 1968 revisados
por el mismo grupo en 1973 (tabla 1.3.) y por el Southwest Oncology Group (SWOG)
en 1972 (tabla 1.4.) . Ambos se basaban en la tasa de reduccion del componente M,
ya que a diferencia de lo que ocurria en otras neoplasias hematoldgicas, el tratamiento
del MM con dosis convencionales de QT raramente inducia remisién completa, es decir,
desaparicion del componente M del suero y reduccién a menos del 5% de infiltracién por
células plasmaticas en MO, por lo que ninguno de los dos grupos contemplé la posibilidad
de obtener la citada remisién completa. Ademas, los criterios del CLMTF y los del SWOG
no conseguian estratificar a los pacientes en grupos con expectativas de supervivencia
diferentes en funcion de la respuesta. Se observd que mas que el grado de reduccidn de
la paraproteina, conseguir una fase de estabilidad duradera del componente M (fase de
plateau, definida por el Medical Research Council de Reuno Unido en 1992) debia ser el
objetivo primordial para mejorar la supervivencia de los pacientes de MM tratados con
QT convencional.*® Con la introduccion de nuevos regimenes de tratamiento, se comenzd
a observar la desaparicion de la paraproteina en una proporcion significante de pacientes,
por lo que surgié la necesidad de definir el criterio de remision completa (Samson et al.
1989). Con el progresivo uso de la quimioterapia intensiva, hubo un aumento del nimero
de pacientes que obtenian remision completa (RC) por lo que en seguida otros grupos
publicaron sus propias definiciones de remisién completa. Todos los grupos coincidian en
gue debia desaparecer el componente monoclonal de suero y orina junto con un porcentaje
normal de células plasmdticas en médula 6sea (1-4%) pero diferian en si la ausencia de
paraproteina debia ser medida por electroforesis o si la inmunofijacién era necesaria.
Incluso algunos grupos incluian una morfologia normal de las células plasmaticas, mientras

que otros no decian nada al respecto.
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Efecto directo en las manifestaciones del mieloma: 1 o mas de los siguientes:

e Paraproteina en suero: reduccién de al menos el 50% del valor previo.

e Componente M en orina: reduccion del 50% o menos del valor pretratamiento
si el componente era mayor de 1g/24h: una caida de al menos 0.1g/24 si el
valor pretratamiento estaba entre 0.5 y 1g/24h: si el valor pretratamiento
era menor de 0.5g/24h este parametro no se considera un indicador fiable

de respuesta.
e Reduccién del 50% o mas de plasmocitomas

e Evidencia radiografica de curacion esquelética
Efecto en las manifestaciones indirectas del mieloma:

e Aumento significativo de hemoglobina de al menos 2g/dl.
e Aumento de peso (al menos 4KG) sin evidencia de edema.
e Correccién de la hipercalcemia

e Normalizacion de la funcidn renal.

e Recuperacién de niveles normales de Inmunoglobulinas.

e Normalizacién de los valores de albumina

* Reduccidn en el porcentaje de células plasmaticas a menos del 5%

Tabla 1.4. Criterios de respuesta en MM (CLMTF (1968, 1973)

INTRODUCCION

Respuesta objetiva (todos los siguientes criterios mantenidos al menos 2 meses)

e Disminucién en la sintesis de paraproteina en suero hasta el 25% o menos del

valor pretratamiento y menor de 25g/I

e Disminucién de las cadenas ligeras en orina a menos del 10% del valor

pretratamiento y menos de 0.2g/24h

Mejoria del dolor éseo y del performance status

¢ Numeroy tamaiio de de las lesiones liticas de craneo no deben aumentary el

calcio sérico debe mantenerse en valores normales.

e Correccién de la anemia (Hb>9gr/dl) y de la hipoalbuminemia (>30g/I) si se

consideran secundario al mieloma.

Mejoria

e Disminucidn de la paraproteina a menos del 50% pero mas del 25% del valor

pretratamiento.

Tabla 1.5. Criterios de respuesta en MM Southwest Cancer Chemotherapy Study Group (1972)

Cumplir todos los siguientes criterios por un periodo de al menos 6 meses:

1. Estabilizacién del a paraproteina sin mayor regresiéon tumoral a pesar de continuar

con el tratamiento.
2. Pocos o ningun sintoma del mieloma

3. No requerimiento transfusional.

Tabla 1.6. Definicion de la fase de Plateau (Medical Research Council)
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Dado que no existia un consenso internacional para evaluar la respuesta al
tratamiento, en el afio 1998, se desarrollaron nuevos criterios de respuesta y progresion,
como resultado de discusiones de los representantes de la European Group for Blood and
Marrow Transplantation (EBMT), representantes del comité de mieloma del Autologous
Blood an Marrow Transplat registry (ABMTR) y del International Bone marrow Transplant
Registry (IBMTR).*” Por primera vez se establece un consenso internacional, basado en los
diferentes criterios que existian hasta el momento, con algunas modificaciones. Se establece
el criterio de respuesta completa basado en la negatividad tanto por electroforesis como por
inmunofijacion en suero y orina, mantenida durante al menos 6 semanas. Por lo tanto, los
pacientes con EEF negativa, pero IF positiva ya no se consideran en RC. Asimismo, se requiere
un aspirado de médula dsea para confirmar la remision completa. En estos nuevos criterios
el estudio de médula dsea Unicamente se considera necesario para confirmar la respuesta
completa o para evaluar la respuesta en mielomas no secretor. El requisito fundamental en
la nueva definicion es la ausencia de componente M detectable por inmunofijacion. Dado
gue ya se consideraba que obtener RC era un potencial prerrequisito para la curacién del
mieloma, parecia légico que la RC necesitara de la ausencia de paraproteina por el método
mas sensible. Se comenzaban a pensar que estudios de enfermedad minima residual (EMR)
evaluada por métodos moleculares o CMF podrian dar informacién adicional en enfermos
en RC, pero los resultados de aquellos estudios no eran claros y no estaban disponibles de

rutina. Por consiguiente, la EMR no se incluyd en el criterio para la RC.

INTRODUCCION

Respuesta completa

¢ Desaparicion de la paraproteina en suero y orina medida por Inmunofijacion

e Desaparicidn de cualquier plasmocitoma en tejidos blandos y

Numero de células plasmaticas en médula dsea < 5%

* No aumento de lesiones liticas en numero ni tamano

Respuesta Parcial

e Reduccién > 50% del componente monoclonal en suero y reduccién del
componente monoclonal en orina de 24 horas > 90% o < 200 mg/24 horas. Si
el componente monoclonal en suero y orina no es medible, d se requiere una
disminucién > 50% en la diferencia entre los niveles de FLC (antes y después)

en sustitucion del criterio de componente monoclonal.

¢ Si el componente monoclonal en suero y orina no es medible, y FLC tampoco
es medible, se requiere una disminucién > 50% de células plasmaticas,
si el valor basal fue = 30% en médula dsea, en sustitucion del criterio de

componente monoclonal.

¢ Si existian plasmocitomas, se requiere una reduccion > 50% de su tamario.

* No aumento en numero de ni tamaro de las lesiones liticas

I

Tabla 1 7 Continua en la siguiente Pag
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Respuesta completa

25-49% de reduccion de la paraproteina en suero mantenido al menos 6

semanas

* 50-89% reduccion en la excrecidn urinaria de cadenas ligeras, que es todavia

<200mg/24h, mantenido al menos 6 semanas.

e En pacientes con mieloma no secretor, 25-49% de reduccién en el porcentaje
de células plasmaticas en la médula 6sea y en la biopsia de médula dsea, si la

biopsia se realiza, mantenido al menos 6 semanas.

¢ No aumento en tamafio ni nimero de lesiones liticas

¢ Enfermedad sin cambios

e No cumple criterios de respuesta minima ni de enfermedad progresiva

e Plateau

* Valores estables (25% por encima o por debajo del valor en el momento de la

evaluacion de la respuesta) mantenidos al menos 3 meses.

Loy . o - - -

Tabla 1 7 Continua en la siguiente Pag
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Recaida desde Remision completa, requiere al menos uno de los siguientes criterios:

Reapariciondelaparaproteinaensueroy/oorinadetectadaporinmunofijacion
o electroforesis, confirmada al menos en dos determinaciones, excluyendo

reconstitucion inmune.

>0 = 5% células plasmaticas en el aspirado de médula dsea o en la biopsia.

Desarrollo de nuevas lesiones liticas o plasmocitomas.

Hipercalcemia no atribuida a otra causa

Enfermedad Progresiva (para pacientes que no estén en RC). Requiere al menos uno

de los siguientes:

>25% aumento de la paraproteina, q debe ser al menos de 500mg/dl y

repetido al menos dos veces

>25% aumento de la excrecién urinaria de cadenas ligeras, que debe ser al

menos de 200mg/24h, confirmado dos veces.

>25% aumento de las células plasmaticas en el aspirado o la biopsia de

médula 6sea, que debe ser un aumento de la menos el 10%

Aumento en tamafio de lesiones liticas previas o plasmocitomas

Aparicion de nuevos plasmocitomas.

Hipercalcemia, no atribuible a otra causa.

Tabla 1.7.

Criterios de respuesta, recaida y progresion (EBMT, 1998)
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Estos criterios, conocidos como los criterios de EBMT, fueron ampliamente utilizados.
Pero diferentes factores desencadenaron la necesidad de definir unos nuevos criterios
unificados de respuesta. Entre otros, la necesidad de clarificar la definicion de Respuesta
Completa. A medida que se utilizaban agentes mas activos y eficaces para el tratamiento
del mieloma, surgié la necesidad de evaluar no solo si se obtenia Remision Completa,
sino la magnitud exacta de esta respuesta. En los criterios del EBMT la RC no requeria
ausencia de células plasmaticas clonales, unicamente la reduccién a menos de un 5% de
células plasmaticas en médula dsea. Esto hacia que se englobasen en el mismo grupo de
respondedores aquellos que presentaban células plasmaticas policlonales en la médula con
aquellos que todavia tenian células clonales. Por todo el grupo internacional del mieloma
(International Myeloma Working Group, IMWG) publicé en 2006 unos nuevos criterios de

respuesta al tratamiento.* La tabla 1.8 muestra los criterios del IMWG.

INTRODUCCION

Respuesta completa estricta (stringent complete response, sCR)

e Cumple criterios de Respuesta Completa (RC) mas:
e Ratio de cadenas ligeras libres (FLC) normal

e Ausencia de células clonales en médula dsea por inmunohistoquimica o
inmunofluorescencia

Respuesta completa (complete response, CR)

¢ Inmunofijacién negativa en suero y orinay

e Desaparicion de cualquier plasmocitoma en tejidos blandos y

* Numero de células plasmaticas en médula ésea < 5%

e Muy buena respuesta parcial (very good partial response, VGPR)

e Componente M detectable en suero y orina por inmunofijacién pero no en
electroforesis o

e Reduccién del 90% o mayor del componente monoclonal sérico mas un nivel
de componente monoclonal en orina < 100 mg/24 horas.

Respuesta parcial (partial response, PR)

e Reduccién > 50% del componente monoclonal en suero y reduccién del
componente monoclonal en orina de de 24 horas > 90% o < 200 mg/24 horas.

e Sielcomponente monoclonal ensueroyorinano es medible, d se requiere una
disminucién > 50% en la diferencia entre los niveles de FLC (antes y después)
en sustitucién del criterio de componente monoclonal. - Si el componente
monoclonal en suero y orina no es medible, y FLC tampoco es medible, se
requiere una disminucion = 50% de células plasmaticas, si el valor basal fue >
30% en médula 6sea, en sustitucion del criterio de componente monoclonal.

e Si existian plasmocitomas, se requiere una reduccién = 50% de su tamano.

Y L L L o

Tabla 1 8 Continua en la siguiente Pag
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Enfermedad estable (stable disease, SD)

* No cumple criterios de respuesta completa, muy buena respuesta parcial,

respuesta parcial o enfermedad progresiva

Enfermedad progresiva (progressive disease, PD) Requiere unoo mdasde los siguientes::

¢ Incremento de > 25% del valor basal en

e Componente monoclonal en suero y/o (el incremento absoluto deberia ser
>0.5g/dl)

e Componente monoclonal en orina y/o (el incremento absoluto deberia ser >
200 mg/24h

e Sélo en pacientes sin niveles de proteina monoclonal en suero y orina: la

diferencia entre el nivel de FLC. El valor absoluto deberia ser > 10 mg/dl

e Porcentaje de células plasmaticas de médula dsea: el valor absoluto deberd

ser 2 10%

e Claro desarrollo de nuevas lesiones dseas o plasmocitomas de tejidos blandos
o claro incremento en el tamafo de las lesiones dseas existentes o de los

plasmocitomas.

e Desarrollo de hipercalcemia (calcio corregido > 11.5 mg/del é 2.65 mmol/I)

gue pueda ser atribuido Unicamente a la enfermedad

Lo L L L L L
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Recaida clinica (clinical relapse)

Requiere uno o mas de los siguientes:

¢ Los indicadores directos de incremento de la enfermedad y/o disfuncién de

érganos
e (CRAB)
e Desarrollo de nuevos plasmocitomas de tejidos blandos o lesiones éseas.

¢ Incremento en el tamafio de plasmocitomas o lesiones dseas, definido como
un aumento del 50% (y al menos 1 cm.) medido seriadamente por la suma de

productos de los didmetros de la lesion medida.
e Hipercalcemia (>11.5 mg/dl)(2.65 mmol/l)
e Descenso de la cifra de hemoglobina de > 2g/dl (1.25 mmol/l)
e Creatinina sérica de 2 mg/dl o mas (177umol/l o mas)

Recaida desde remision completa

Uno o mas de los siguientes:

e Reaparicién de la proteina monoclonal en orina o suero por inmunofijacidn
o electroforesis.

e Desarrollo de > 5% de células plasmaticas en médula 6sea

— Aparicion de cualquier otro signo de progresion

Tabla 1.8. Criterios de respuesta en el mieloma multiple (IMWG, 2006)
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INTRODUCCION

Respecto a los antiguos criterios, los cambios mas importantes realizados fueron:

e La inclusién de una nueva categoria de Remisién Completa estricta, en la
qgue se incluye la ausencia de células clonales en médula ésea medida por

Inmunohistoquimica o por fluorescencia medida por citometria de flujo

e inclusién del estudio de cadenas ligeras libres (Free Light Chain, FLC) para la
evaluacion de la respuesta en pacientes con mieloma no secretor, y como
requisito para obtener una remisién completa estricta. Este estudio mide las
cadenas ligeras libres en suero que no estdn unidas a inmunoglobulinas, y
su ratio (FLC ratio) es un buen indicador para detectar clonalidad. Por ello la

normalizacion del ratio de FLC lo consideraron un indicador estricto de RC.

e Lainclusion formal de una nueva categoria, la Muy buena respuesta parcial
(very good partial response VGPR) que permite distinguir a pacientes con
respuestas excelentes que podrian tener resultados similares a los de los

obtenidos por pacientes que alcanzan Remisién Completa.

Estos nuevos criterios buscaban diferenciar bien aquellos pacientes que obtenian
buenas respuestas al tratamiento. De ahi la inclusion de las dos nuevas categorias (sCR y
VGPR) para clasificar aquellos pacientes que “casi” obtienen respuesta completa de aquellos
pacientes que obtienen RC, y aquellos en los que no se demuestra enfermedad clonal en
médula dsea tras el tratamiento.*® Segln estos nuevos criterios, la presencia/ausencia de
células clonales se basaba en la evaluacion por inmunohistoquimica o fluorescencia de al
menos 100 células, y el calculo del ratio k:l. Un ratio anormal refleja la presencia de un clon

anormal, y esto viene definido cuando el ratio k/l es >4:1 o0 <1:2.

INTRODUCCION

Desde su publicacidon en 2006 hasta la actualidad, los criterios del IMWG han sido
utilizados a nivel internacional para evaluar la respuesta al tratamiento en el mieloma
multiple. Con el desarrollo de nuevas terapias cada vez mds efectivas, se observé una gran
mejoria en la respuesta al tratamiento, observando respuestas en practicamente todos
los pacientes, y obteniendo respuestas completas hasta en un 50% de los pacientes. Sin
embargo, muchos de estos pacientes recaian a pesar de todo, reflejando la persistencia
de una enfermedad residual que no era capaz de detectar las técnicas utilizadas hasta el
momento. Cada vez fue adquiriendo mas peso una evaluacion precisa y rigurosa de las
células plasmaticas en la evaluacién de la respuesta al tratamiento. Es por ello que el
mismo grupo de trabajo (IMWG) publica en 2011 * una actualizacién de los criterios de
respuesta donde modifica la definicion de Remisién Completa estricta y anade las nuevas

definiciones:

e Remision completa inmunofenotipica

— RC estricta

— Ausencia de células plasmaticas aberrantes en médula ésea, en un minimo
de 1 millén de células analizada por citometria de flujo multiparamétrica

(con al menos cuatro colores)
e Remision completa molecular
— RC estricta
— Negatividad de ASO-PCR
e Remision completa estricta:
— Remisiéon completa

— Ausenciade células plasmaticas clonales medidas porinmunohistoquimica

o por citometria de 2-4 colores.

— Ratio de cadenas ligeras libres en suero normal.
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INTRODUCCION

Como novedad se incluye la citometria de flujo de 2-4 colores para la evaluacién de

la clonalidad en médula dsea.

A pesar de pequeias actualizaciones con el objetivo de buscar nuevas definiciones
de respuesta al tratamiento, que discrimine bien las diferentes categorias de respuesta, los

criterios de IMWG del 2011, contintdan estando vigentes.

En ellos laremision completa estricta viene definida como la obtencién de la tradicional
remision completa (inmunofijacidén en suero y orina negativa y <5% células plasmaticas en
médula ésea) a la que se afade la obtencién de un ratio de cadenas libres en seuro normal
y la ausencia de células plasmaticas clonales. Segun estos criterios, la clonalidad de las

células plasmaticas puede demostrarse por dos métodos:

¢ Inmunohistoquimica: la demostracion de clonalidad se basa en el ratio k/I.
Un ratio anormal refleja la presencia de un clon anormal, y esto es cuando el
ratio k/l es >4:1 0 <1:2 y su demostracion requiere la evaluacion de al menos

100 células plasmaticas.

e Citometria de flujo de baja resolucién: realizada con 2-4 colores con una

sensibilidad de 10-4.

Segun los actuales criterios, para demostrar la ausencia de clonalidad de las células
plasmaticas, se permite utilizar cualquiera de los dos métodos. De esta manera podemos
clasificar a un paciente en respuesta completa estricta, si tras un contaje de 100 células
plasmaticas en una biopsia de médula ésea no se demostrase clonalidad, y a otro de RC si

tras analizar un millén de células por citometria de flujo no demostramos clonalidad.

Existen varios estudios que analizan las discrepancias en el porcentaje de células
plasmaticas en el aspirado de médula dsea versus la biopsia de médula dsea. Todos estos
estudios demuestran la superioridad de la inmunohistoquimica respecto a la citologia y la
citometria de flujo en el porcentaje de las células plasmaticas en médula dsea. Sin embargo,
todos estan realizados en el momento del diagndstico de mieloma, donde la infiltracion
medular alcanza altos porcentajes, pero no hay ningun estudio que compare la concordancia
entre la inmunohistoquimica y la citometria de flujo de baja resolucién en la deteccién de

clonalidad de células plasmaticas.

INTRODUCCION

1.4.JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Como hemos repasado en los apartados previos, una rigurosa evaluacion de la
respuesta al tratamiento en el mieloma multiple es crucial para poder identificar aquellos
pacientes que recaeran. La evaluacién de la respuesta al tratamiento en pacientes con
mieloma multiple actualmente se basa en los criterios del grupo internacional del mieloma
publicados en 2011 (IMWG, 2011). En ellos la Respuesta Completa estricta requiere la

ausencia de células plasmaticas clonales, demostradas por IHQ o por CMF.

La correlacién en la deteccidn de la plasmocitosis medular entre estas dos técnicas
ha sido ampliamente estudiada por varios grupos, demostrando superioridad de la
Inmunohistoquimica sobre la citometria de flujo en la cuantificacion de células plasmaticas
en el momento del diagnéstico de mieloma multiple. Pero hasta la fecha no hay estudios que
analicen la correlacidn entre las dos técnicas en la estimacién de la plasmocitosis medular
ni en la demostracion de la clonalidad en la evaluacidn de la respuesta al tratamiento, en

pacientes con inmunofijacién negativa.

La citometria de flujo tiene una alta sensibilidad (10-4) con capacidad para identificar

una célula patoldgica entre 10.000 células, no asi la inmunohistoquimica tradicional.
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OBJETIVOS

2.1.HIPOTESIS DE TRABAJO

El estudio de médula dsea es crucial para el diagndstico y la evaluacion de la
respuesta al tratamiento en el mieloma. La biopsia de médula dsea, y en ella el estudio

inmunohistoquimico ha constituido el estandar para demostrar clonalidad en médula.

Para obtener la remisién completa estricta es necesario ausencia de clonalidad

demostrada por inmunohistoquimica o por citometria de flujo de 2-4 colores.

Nuestra hipdtesis es que la citometria de flujo de baja resolucién tiene mayor
sensibilidad para detectar células plasmaticas clonales que la inmunohistoquimica, y por
consiguiente la biopsia de médula dsea no es necesaria en la evaluaciéon de la respuesta al
tratamiento. En consecuencia, la ausencia de clonalidad detectada por ilHQ no se relaciona
con una mejor supervivencia global ni supervivencia libre de progresién, si asi cuando la

clonalidad es demostrada por CMF de baja resolucién.

2.2.OBJETIVOS

1. Analizar la correlacidn entre la citometria de flujo, la inmunohistoquimica
y la citologia en la estimacion de la plasmocitosis medular en pacientes con

inmunofijacidn negativa en suero y orina.

2. Comparar la capacidad para detectar clonalidad entre la inmunohistoquimica
y la citometria de flujo de baja resolucién en pacientes con inmunofijacién

negativa en s/o.

3. Comparar la capacidad para detectar clonalidad de cadenas ligeras libres en
suero en pacientes con inmunofijacion negativa en s/o y minima infiltracion

medular

4. Establecer un valor pronéstico relacionado con la capacidad de detectar

clonalidad con cada una de las técnicas.
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MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron todos aquellos pacientes con mieloma multiple sintomatico
diagnosticados entre enero de 2000 y diciembre del 2014 en el Hospital Universitario
Doce de Octubre de Madrid, Espaia. Este hospital es un hospital terciario y de referencia
para mieloma multiple. De todos los pacientes diagnosticados en ese periodo de tiempo,
se seleccionaron aquellos pacientes en los que, en la evaluacién tras el tratamiento, se
observé una ausencia de la proteina monoclonal en plasma/orina medida por electroforesis
e inmunofijacién, que tuviesen disponible aspirado y biopsia de médula ésea en la misma
evaluacion. Ademads de los pacientes diagnosticados en el propio hospital, se afiadieron
10 pacientes diagnosticados en otros hospitales de los que se disponia de muestras que
cumplian los requisitos (ausencia de proteina monoclonal y estudio de médula dsea con

aspirado y biopsia de médula dsea simultanea):

e Cinco casos del Hospital Universitario Ramén y Cajal de Madrid.
e Un caso del Hospital Infanta Cristina de Madrid.

e Un caso del hospital Clinico de Madrid.

e Un caso de la clinica Quirén de Madrid.

e Un caso de la Fundacion Jiménez Diaz de Madrid.

* Un caso del Hospital Infanta Leonor.

Los cinco ultimos pacientes habian sido remitidos a nuestro hospital para realizar
un trasplante autdélogo de progenitores hematopoyéticos. Se utilizaron las muestras de la

evaluacion de la respuesta transcurridos tres meses del trasplante.

Se estudiaron todas las muestras que cumplian el criterio de seleccién, admitiendo
varias muestras de un mismo paciente. Se estudiaron untotal de 91 muestrasde 61 pacientes.
Las muestras previas a 2011 se encontraban en el biobanco del hospital Doce de Octubre,
las muestras posteriores se obtuvieron y procesaron segun se indica en el punto 2 de este
capitulo (2.1 Obtencidn y procesamiento de muestras). Los pacientes habian firmado un
consentimiento cediendo el uso de las muestras y los datos clinicos para investigacion. Los
datos clinicos se encontraban en las historias clinicas de cada Hospital y fueron recopilados

con motivo de este estudio.
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MATERIAL Y METODOS

3.1. CARACTERISTICAS CLINICAS Y DEMOGRAFICAS .
DE LOS PACIENTES

De todos los pacientes analizados, se seleccionaron los 61 pacientes que cumplian o
el criterio de seleccidn: pacientes con diagndstico de mieloma multiple que obtuvieron
inmunofijacidon negativa en sangre y orina tras el tratamiento que tenian disponible un
estudio de médula ésea con aspirado y biopsia simultdneo en ese momento. Se estudiaron

36 mujeres y 25 hombres con edades comprendidas entre 37 y 79 afios (mediana 63 afios).

Se recogieron los siguientes datos al diagndstico: d

¢ International Staging System (ISS): 19 pacientes presentaron un ISS de 1, 19
pacientes un ISS de 2 y 18 un ISS de 3. En cinco pacientes no se disponia de

estos datos al diagnostico.

e Estadio Durie Salmon: 8 pacientes presentaban un estadio | (6 estadio Ay 2

estadio B), 23 presentaron estadio Il (20Ay 3B) y 26 tenian estadio 3 (20A,6B).

e Tipo de Mieloma segun la paraproteina: Tal y como esta descrito en el
mieloma, la paraproteina mas frecuente fue la Inmunoglobulina 1gG con 30
pacientes, 16 presentaban el isotipo IgA, y los 14 restantes correspondian
a mieloma de cadenas ligeras: 6 cadenas ligeras kappa y 8 cadenas ligeras

lambda. No se recogid ningun paciente con mieloma IgD ni IgM.

e Quimioterapia recibida. Debido a la heterogeneidad de la muestra, con
pacientes diagnosticados entre 2000 y 2014, los tratamientos de induccién
recibidos fueron bastante variados: 17 pacientes recibieron quimioterapia
alternante (VBMCP/VBAP), 17 recibieron Velcade-Talidomida-dexametasona,
9 pacientes velcade-Dexametasona, 7 pacientes Velcade-Melfalan-
Prednisona, y los 11 pacientes restantes recibieron otros esquemas de
tratamiento diferentes a los expuetos, entre los que cabe destacar 8 pacientes
que recibieron tratamiento con esquemas basados en Lenalidomida (4
lenalidomida-Dexametasona y 4 Lenalidomida en combinacidon con otros

farmacos).

Trasplante autélogo de progenitores hematopoyéticos: 17 pacientes no
recibieron trasplante tras la induccién, 44 recibieron un primer trasplante, 9

recibieron un segundo trasplante y una paciente recibié trasplante alogénico.

Terapiade mantenimiento: 43 pacientesrecibieronterapiade mantenimiento.
La mayoria recibié Lenalidomida sola, o en combinacion con Dexametasona
(29 pacientes), 2 pacientes recibieron interferén-Prednisona, 6 recibieron
terapias de mantenimiento basadas en esquemas con velcade y 2 pacientes

recibieron mantenimiento con Talidomida.

Progresion: 22 pacientes (36%) progresaron tras el tratamiento, con una
mediana de seguimiento de 56 meses (rango 11-207 meses) y 10 pacientes

fallecieron (17%).

Caracteristicas de los pacientes
Valor

Mediana de Edad en afios (rango) 63 afos (37-79)
Sexo (hombre/mujer) 36/35
Tipo de paraproteina (%)

IgG 50%

IgA 27%

Cadenas Ligeras 23%
Tipo de cadena ligera (%)

Kappa 42%

Lambda 57%
Estadio ISS al diagnéstico (%)

I 34%

Il 34%

1 32%
Estadio Durie Salmon (%)

I 14%

Il 40%

1 46%

Tabla 3.1. Caracteristicas clinicas de los pacientes al diagndstico
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Datos de laboratorio

Valor (%)

Quimioterapia de induccion

VBMCP/VBAP 28

VTD 28

VD 25

VMP 11

Otros 18
TASPE

No 28

1 56

2 15
Mantenimiento

No 30

Lenalidomina 47

Interferon + Prednisona 10

Velcade 10

Talidomida 3

Tabla 3.2. Tratamiento recibido
Datos de laboratorio
Valor (%)

Hemoglobina (g/dl)
Creatininina (mg/dl)
Albumina (g/dl)
Calcio (mg/dl)

Beta2microglobulina (mg/dl)

10.75(5,4-14,9)
1.05(0,20-7,73)
3,7(1,85-5,1)
9,7(8-14.2)

3,6(0.35-32,9)

Tabla 3.3. Datos de laboratorio al diagndstico

MATERIAL Y METODOS

3.2.CARACTERISTICAS DE LAS MUESTRAS

Se obtuvieron un total de 92 muestras de médula ésea de los 61 pacientes estudiados:

e 31 pacientes se les realizé un Unico estudio
e 23 pacientes tenian 2 estudios de médula dsea

e 7 pacientes tenian 3 estudios de médula en diferentes momentos de su

evolucion.

De las 92 médulas, 8 no disponian de estudio citolégico (en cinco casos los aspirados
se realizaron en otro centro donde no se obtuvo muestra para citologia, y 3 casos el material
no fue éptimo para su valoracién morfolégica). No disponian de material suficiente para
realizar estudio histoldgico con inmunohistoquimica 6 biopsias. Unicamente 31 muestras
tenian disponibles estudios moleculares: en 15 muestras no se detectd pico monoclonal al
diagnéstico por lo que no se pudo analizar en el seguimiento, y las 45 restantes no disponian

del resultado.

Todas las médulas estudiadas tenian disponible estudio de CMF. Se analizé el nimero
de células plasmaticas normales, el nUmero de células plasmaticas patoldgicas sobre el total
de células nucleadas, y el cociente célula plasmatica normal/célula plasmatica patoldgica
(CPN/CPP). El nimero total de eventos adquiridos fue de 1 a 2 millones de células. La
enfermedad minima residual se expresé como porcentaje de células plasmaticas patoldgicas
sobre las células totales adquiridas. Se definié enfermedad minima residual negativa cuando

se detectaron menos de 20 células plasmaticas clonales con una sensibilidad de 10*.
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Momento de la médula 6sea

Nuestro criterio de seleccion de las muestras fue analizar aquellos pacientes con
diagnéstico de mieloma que tras el tratamiento obtuvieran ausencia de componente
monoclonal medido por electroforesis e inmunofijacién, que dispusiesen de estudio de
médula. Es decir, se seleccionaron a los pacientes en funcién de la respuesta al tratamiento y
la disponibilidad de las muestras. Por este motivo, observamos una amplia heterogeneidad

en nuestra serie respecto al momento en que se realizé el estudio de MO:

* 23 muestras (25%) eran evaluaciones tras el tratamiento de inducciéon: 11 en
pacientes candidatos a trasplante de progenitores hematopoyéticosy 12 en

pacientes no candidatos.
e 20 (22%) se realizaron tras el TASPE
e 43 (47%) se realizaron como evaluacion tras finalizar el mantenimiento.

e 5 (6%) eran médulas de pacientes en segunda remisién.

MATERIAL Y METODOS

3.3.OBTENCION DE LA MUESTRA

3.3.1. ASPIRADO DE MEDULA OSEA

La puncién medular se realizd aprovechando estudios de evaluacidn de la respuesta
gue el paciente tenia planificados de rutina. Es decir, no se realizaron punciones con el
Unico objetivo de este estudio. La puncidn-aspiracion se efectué con un trécar de 11G de
diametro o una aguja de puncion lumbar pediatrica de 20G. Las médulas realizadas antes
de enero 2011y las realizadas en otros centros se obtuvieron con trécar, y las posteriores a
enero de 2011 realizadas en nuestro centro se realizaron con aguja de 20G. Se anestesio la
piel, el tejido celular subcutaneo y el periostio 10 ml de mepivacaina al 2%. Tras penetrar la
tabla externa dsea con el trécar/aguja introduciéndolo unos milimetros en la zona medular,
se separo el fiador y, tras adaptar correctamente la jeringa aspiradora, se extrajeron 3ml de

sangre medular. Estos fueron repartidos para los diferentes estudios

e 1ml en tubo de heparina de litio para su estudio por CMF
e 1ml en tubo de EDTA para su estudio por PCR fluorescente

e 1ml para estudio por citologia y formacién de codgulo para histologia.

3.3.2. BIOPSIA DE MEDULA OSEA

Inmediatamente después de la obtencion del aspirado de médula dsea se realizd
la biopsia. Las biopsias de médula 6sea se obtuvieron por puncién en cresta iliaca
posterosuperior derecha o izquierda. Tras adoptar las oportunas medidas de esterilidad se
atravesd con un trocar de 11G la piel y el tejido celular subcutdneo, apoyandolo sobre la
cortical. Tras atravesar el periostio se retird el mandril de punta punzante y se continué la
penetracion unos 4 cm. En este momento se introdujo el fiador que capturd la muestra y

se retird el trocar.”®
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3.4.PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

3.4.1. MUESTRA PARA ESTUDIO CITOLOGICO

Extension de la Médula

La cantidad de médula destinada para estudio morfolégico se deposité sobre cristales
para facilitar la obtencién de los grumos medulares. Los frotis medulares se realizaron
extendiendo los grumos y evitando la recogida de sangre medular, cuya presencia podia
interferir en el recuento celular. Los frotis medulares se confeccionaron sin adicién de
anticoagulante para evitar la distorsién celular. Tras el secado rapido de las muestras, tres
frotis se tineron con tincidén pandptica: tincion de Wright para muestras anteriores al afo

2011, y tincion de May-Griinwand Giemsa para muestras posteriores.

Los grumos medulares que no se utilizaron para la confecciéon de los frotis, se
agruparon formando un grumo de gran tamafio o coagulo para su posterior inclusién en

bloques de parafina y procesamiento como pieza histoldgica.

Tinciones medulares

Tincion de Wright

Se colocaron los frotis secados al aire sobre una rejilla o cubeta de tincidn con la
sangre medular hacia arriba. Se cubrié completamente el portaobjetos o cubreobjetos con
el colorante de Wright gota a gota. Se dejd que permaneciese en el frotis aproximadamente
5 minutos para fijar las células de la médula. El colorante cubria completamente el
portaobjetos. Pasados los 4 minutos se agrego directamente al colorante un volumen igual
de amortiguador de Wright o agua destilada para evitar la coloracion débil. Se esperé la
formacion de brillo metalico. Se dejé actuar 10 minutos. Posteriormente se lavd con agua en
el grifo cuidadosamente hasta que la extensidon presentd un aspecto rosado al examinarlo
a simple vista. Se limpid el dorso del portaobjetos con una gasa o algodén humedecido en

alcohol para eliminar cualquier resto de colorante. Las muestras se dejaron secar al aire.

MATERIAL Y METODOS

Tincién de May-Griinwand Giemsa

Se fijaron los frotis en el porta sumergiéndolos en solucién metandlica de May-
Grinwald o metanol durante 5 o 6 minutos. Una vez fijadas las extensiones se transfirieron
a la primera cubeta con una dilucidon de May- Griinwald en proporcién 1:1 en agua destilada
o solucién tampon Giemsa que previamente habremos preparado. Se dejaron en esta
solucién durante 5-6 minutos. Pasado este tiempo, sin lavar, se sumergieron los frotis una
segunda cubeta donde se encontraba la solucion de Giemsa igualmente diluido con tampdn
Giemsa 9:1. Se dejé actuar durante 20 minutos. Finalizado el tiempo se lavaron los frotis

con abundante agua destilada y se dejaron secar al aire libre.

Figura 3.1. Aspirado de médula dsea con escasa infiltracion por células plasmdticas.
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Analisis de la muestra

Los frotis medulares se examinaron inicialmente con el objetivo de pocos aumentos
(x20) para estudiar la celularidad medular global. Seguidamente se utilizd el objetivo de
inmersién (x1000) con el que, en una zona correctamente extendida, se efectué el recuento
porcentual de los elementos de las diferentes lineas hematopoyéticas. Se valord
cuidadosamente la morfologia de las células plasmaticas. El recuento diferencial celular se

realizd sobre un total de 500 células.>*

Figura 3.2. Aspirado de médula dsea en el que se observa una célula plasmdtica.

MATERIAL Y METODOS

3.4.2. MUESTRA PARA CITOMETRIA DE FLUJO
Procesamiento de las muestras

Para la deteccién de antigenos de membrana se utilizaron muestras de médula dsea
anticoagulada con EDTA o heparina de Litio, procesada tan pronto como fuese posible
dentro de las primeras 24 horas de la extraccidon. La muestra se diluyé con PBS y se paso a
través de aguja fina varias veces para deshacer los grumos. Se realizdé un recuento celulary
se diluyo con PBS (mezclando por inversidn varias veces) para obtener una concentracién

final de 10° células nucleadas/ ml (10.000/ pl).

Marcacion de antigenos de superficie

Se dispensaron en cada tubo los anticuerpos monoclonales en cantidad apropiada a

su titulacion:

FITC | PE | PerCP o PeCyC | APC
10 ul |10p| | 10ul | Sul
L1 (. | | |

Se dispensaron 100 pl de aspirado medular en cada tubo. Se Incubé 15 minutos a
temperatura ambiente en cdmara oscura y se afiadieron 2 ml de solucion lisante (Lysing
BD). Se incubaron las muestras 10 minutos a temperatura ambiente en cdmara oscura
y posteriormente se centrifugaron 5 minutos a 2.500 r.p.m. El sobrenadante (las células
estan fijadas en el fondo del tubo) se decantd y se resuspendiod el poso celular con ayuda
del Vortex. Se afladieron 2 ml de PBS, y se agitd nuevamente en Vortex. Nuevamente se
centrifugaron las muestras durante 5 minutos a 2.500 r.p.m y se decanto el sobrenadante

y resuspendid el poso celular con 250 pl de PBS. Por ultimo, se adquirio por el citbmetro.
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Marcacion de antigenos de membrana y citoplasmaticos

En un tubo de ensayo se afiadid la cantidad apropiada de cada anticuerpo monoclonal
de superficie junto con 100 pl | de la muestra y se incubé durante 15 minutos a temperatura
ambiente en cdmara oscura. Pasado este tiempo se afiadieron 2 ml de PBS, y se agité con Vortex.
La muestra se centrifugd durante 5 minutos a 2.500 r.p.m, se decantd el sobrenadante y se
resuspendio el poso celular con ayuda del Vortex. Posteriormente se afiadifio 100 pl de Solucién
A de Fix & Perm y se mezclé en Vortex. Se incubé 15 minutos a temperatura ambiente, en cdmara
oscura. Se afadié 2 ml de PBS, se homogeneizo y se centrifugd de nuevo a 2.500 r.p.m durante 5
minutos. Una vez mas se decanté el sobrenadante y resuspendié el poso celular. Se afiadié 100
! de solucion B de Fix & Perm y el anticuerpo monoclonal seleccionado para marcar el antigeno
citoplasmico. Se incubd 15 minutos en cdmara oscura a temperatura ambiente y se anadié 2 ml
de PBS, se homogeneizd en Vortex y centrifugd durante 5 minutos a 2.500 r.p.m. Se decantd el
sobrenadante y resuspendid el poso celular en Vortex. Por Ultimo, se afiadié 250 ul de PBS y se

adquirio en el citémetro.

Analisis de la muestra

Se siguieron las recomendaciones del European Myeloma Net (EMN) y Euroflow.>>*3 La
adquisicion de datos serealizd con dos citdmetros de flujo: FACScalibury FACSCanto Il (Becton
Dickinson Biosciences, BDB, San Jose, CA, USA). Se utilizo el software FACSDiva 6.1 (BDB).
Para el analisis de datos se utilizaron los programas Paint-a-Gate (BDB) e Infinicyt (Cytognos
SL, Salamanca, Spain). Se realizd un “gating” inicial para identificar las células plasmaticas y
discriminarlas de otras células hematopoyéticas con la intencidn de incluir el mayor nimero
de eventos de células plasmaticas posible, para permitir incluir variantes con expresion baja
de CD38,CD45y/0CD138.>*La EMN establece utilizar un minimo de cinco parametros (CD38,
CD138, CD45, y caracteristicas de FSC y SSC) en el mismo tubo para la identificacion de la
poblacién total de células plasmaticas, ya que maximiza la inclusién de células plasmaticas
normales y patoldgicas mientras que permite eliminar eventos contaminantes.>® En nuestro
caso se utilizé una combinacidn de 4 antigenos en la mayoria de las muestras (CD38, CD56,
CDA45, CD19), y en 6 pacientes (incluidos en ensayo clinico del Grupo espafiol del mieloma)
se utilizaron 8 antigenos de membrana (CD38, CD56, CD45, CD19, CD117, CD81, CD138,
CD27) y dos antigenos intracitoplasmaticos (Cylgk y Cylgl) combinados en dos tubos.
Esto permitid la correcta identificacidn de células plasmaticas normales y patoldgicas.®® Las

combinaciones de antigenos se muestran a continuacién:

MATERIAL Y METODOS
e Combinacion en 1 tubo
FITC |PE | Percp-Cy5.5 | APC
CD38| CD56| CD45 CD19 |
| | | | L1
e Combinacidén en 2 tubos
FITC PE Percp-Cy5.5 Per-Cy7  ARC APCH7  PacBlue  PacOrange
(D38 (D56 (D45 (D19 o7 (D81 (D138 027
| L] | 10 L] L
FITC PE Percp-Cy5.5 Per-Cy7  APC APCH7  PacBlue  PacOrange
(D38 (D56 (D45 (019 Kappa Lambda (D138 027
\ L] Lo L 111 1

Al analizar la muestra se buscaron las dos poblaciones diferenciadas segin la
presencia o ausencia de los antigenos marcados, asi como la intensidad de expresion de
los mismos. Se identificd como células plasmaticas normales aquellas cuyo inmunofenotipo
era CD38 +bright, CD138+bright, CD19+, CD45+, CD27+, CD56-, CD81+, CD117-, con un
ratio Kappa:lambda policlonal’’. Dado que un pequefio subgrupo de células plasmaticas
normales (<30% del total de las CP normales) presentan un patrén de expresion antigénica
menos tipico que el anterior (CD19-, CD45-/low, CD20+, CD56+), también se consideraron
células plasmaticas normales a esta poblacién. Aquellas células plasmaticas que expresaron
CD38 low, CD19+, CD45-, CD56+/bright, CD81-/low, CD117+, junto con monoclonalidad en

kappa y lamda citoplasmatico se consideraron células plasmaticas patoldgicas.

Se adquirieron 2 millones de eventos. Los informes se realizaron segun las
recomendaciones internacionales del Euroflow®®*. Se informé el numero total
de eventos, el numero total de células plasmaticas normales y patolégicas, y se
calculé el ratio célula plasmatica normal/célula plasmatica patologica (CPN/CPP).
La enfermedad minima residual se expresé como porcentaje de células plasmaticas
patolégicas sobre las células totales adquiridas. Se definié enfermedad minima residual
negativa cuando se detectaron menos de 20 células plasmaticas clonales con una sensibilidad

de 10-4/0.01% (sensibilidad de la citometria de baja resolucién).®°
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Figura 3.3. Citometria de médula dsea al diagndstico de Mieloma.

A. SSC/CD38 ventana donde se adquieren las células hematopoyéticas y se detectan las células
plasmdticas segun la positividad y alta intensidad para CD38. B. SSC/CD19. Se observa Una relacion
de CPN/CPP 0/100: todas las células plasmdticas presentan pérdida de CD19, caracteristico de las

células plasmadticas patoldgicas. No se observan células CD19+.

Figura 3.4. Diagndstico de mieloma por CMF.
Segun la expresion de los antigenos, se observan 4 poblaciones diferentes de células plasmdticas
con fenotipos aberrantes. Estas poblaciones son las que buscaremos en la médula dsea tras el

tratamiento.

MATERIAL Y METODOS

Figura 3.5. Poblaciones de células plasmdticas normales y patoldgicas.

A. En la ventana SSC/CD38 se identifican las células plasmadticas, en rojo CPN, en verde CPP. B. SSC/
CD19 detectamos las células plasmdticas patoldgicas que se caracterizan por pérdida de CD19
(células verdes). Podemos calcular la relacion CPN/CPP=84/16. C. Cdlculo del nimero de células
plasmdticas patoldgicas sobre el numero de células nucleadas totales. EMR=0.047%

Figura 3.6. Deteccion de células plasmdticas clonales residuales (EMR) por CMF.
A. Médula dsea al diagndstico donde se identifican cuatro poblaciones diferentes de células
plasmdticas. B. Médula dsea tras el tratamiento. Se observa la persistencia de células plasmdticas

con fenotipo aberrante.
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3.4.3. MUESTRAS PARA ESTUDIOS MOLECULARES

Se extrajeron 500 microlitros de DNA de alto peso molecular de 1-2 ml del aspirado de
médula ésea mediante extraccién automatica utilizando la tecnologia de bolas magnéticas
(hemos tenido diferentes métodos a lo largo del tiempo, no solo magnapure). Las muestras
de los pacientes se tomaron al diagndstico y en el momento de la evaluaciéon de la respuesta.
La identificacion de la poblacidn clonal se realizé seglin las recomendaciones del grupo
BIOMED II ®* con pequefias modificaciones.?® Se utilizaron tres PCRs multiplex diferentes:
reordenamientos de IGH D-J, KV-J (reordenamiento de la cadena ligera kappa), KDE (kappa
deleting element). Para la reaccién de la PCR se utilizaron las siguientes condiciones:
50-100 ng de DNA gendmico, 10 pmol de cada primer, 0.8 mmol/lI de MgCl2 y 1Immol/I de
la mezcla que contiene la Tag polimerasa (Roche Applied Science, Mannheim, Germany).
El primer fue marcado con el fluorescente 6-Carboxyfluorescein(6-FAM). La identificacidon
de la poblacidn clonal se realizé por andlisis de fragmentos (genescan) en un secuenciador
ABI PRISM 3100 Avant, aplicando el Software GENEMAPPER 3.1 (Apopplied Biosystems,
Foster City, CA, USA). Una poblacién clonal se definié por la presencia de un Unico pico
0 una poblacién predominante. Una sefial se considerd positiva si el fluoresscente tenia
una absorbancia de al menos 250 unidades o era 2.5 veces mayor que el fondo policlonal.
Respecto a los reordenamientos de DHJ, la familia DH se identificé por el tamafio de pico al
diagndstico. Para la evaluacidn de la enfermedad minima residual se utilizé solo el primer
especifico de la familia DH reordenada. Para los reordenamientos de las cadenas ligeras, los

primers y las condiciones de la PCR eran exactas que al diagndstico.

Aquellos pacientes que presentaban un pico monoclonal al diagndstico, que obtuvieron
respuesta molecular durante el seguimiento fueron considerados F-PCR negativos, mientras
que aquellos que no alcanzaron repuesta molecular se consideraron F-PCR positivos.

La sensibilidad de la técnica se calculé que era de 1073.
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Figura 3.7. PCR fluorescente en la evaluacion de la respuesta al tratamiento .
Ejemplo de un reordenamiento incompleto de IgH. La magnitud del pico al diagndstico en la PCR
(Primer DHa) indica que la familia reordenada es DH6. Este primer es el que se utiliza en la evaluacion

de la respuesta. ©
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Figura 3.8. Ejemplos de reordenamientos de cadenas ligeras: lambda, kappa V-J y KDE.
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3.4.4. HISTOLOGIA

Se enviaron dos muestras diferentes para la realizacion de estudios histoldgicos: el
codgulo del aspirado medular y un cilindro de al menos 2cms obtenido con un trocar de 11G.

El cilindro se envié en metanol, y el coagulo en una soluciéon de metanol y formaldehido.

Procesamiento de muestras

El codgulo se fij6 durante 2 horas en fijador B563 y se postfij6 en formaldehido
tamponado al 4% durante 20-24 horas. El cilindro 6seo se fijé durante 4 horas en formaldehido
tamponado, se descalcifico (Histofix.Decalcifier 1. Panreac AppliedChem Darmstad, Germany)
durante 4 horas y se continud la fijacién, de nuevo en formaldehido, durante 12-18 horas.
Una vez fijadas, las muestras se deshidrataron en concentraciones crecientes de etanol, se

aclararon en xilol y se incluyeron en parafina segun técnica estandar.®*

Una vez terminado el procesamiento de muestras, se realizaron cortes seriados de 3-6
micras de espesor que se tifieron con hematoxilina-eosina; en los codgulos se practicaron
rutinariamente técnicas de Perls. Cuando se considerd necesario se practicaron técnicas de

Masson, PAS y reticulina.®

Para la identificacion de las células plasmaticas se practicaron técnicas de
inmunohistoquimica con sueros anti CD138 %7 (clon MI15, 1/50), (Dako Diagnostics Glostrup
Denmark), cadenas ligeras kappa (policlonal, prediluido) (Dako Diagnostics Glostrup Denmark
y lambda (policlonal, prediluido) (Dako Diagnostics Glostrup Denmark). Las técnicas de
inmunohistoquimica se realizaron en un Leica Bond-Ill Stainer (Leica Biosystems, Newcastle,

UK) y con el Leica Bond Polymer Refine Kit.

MATERIAL Y METODOS

Figura 3. 9. Tincién CD138 para identificar células plasmdticas.®®.

Figura 3.10. Tincidn para cadenas ligeras kappa-lambda 2.
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3.5. PARAMETROS ANALIZADOS

Estimacion de la plasmocitosis medular

Se realizd una aproximacion de la plasmocitosis medular total por tres técnicas

diferentes: citologia, CMF e IHQ.

El estudio citolégico con microscopia éptica cuantificod el porcentaje de CP
tras analizar un minimo de 500 células hematopoyéticas. El resultado se
expresé como porcentaje de células plasmaticas sobre células nucleadas. La

morfologia no diferencié entre células plasmaticas normales y patoldgicas.

Para estudio histologico se marcaron las células con CD138 para la
cuantificacion de las CP. Se calculd la media entre dos contajes de 100 células
medulares realizados por dos observadores diferentes. La plasmocitosis
medular se expresé como porcentaje de células plasmaticas sobre células

medulares totales.

Para la CMF, tras marcar las céluas con los antigenos correspondientes, se
obtuvo el numero total de células plasmaticas (normales y patoldgicas) en la
ventana SSC/CD38.

MATERIAL Y METODOS

Estudio de clonalidad

La presencia o ausencia de clonalidad fue valorada por técnicas moleculares, por

citometria de flujo de baja resolucién, y por inmunohistoquimica.

La PCR fluorescente se considerd positiva si mostraba el mismo pico clonal
gue ese paciente presentaba al diagndstico, y negativo si habia ausencia de
pico clonal. Se descartaron todos aquellos pacientes donde no se demostro

pico al diagndstico, o de los que no se disponia de dicho estudio.

Por citometria de flujo se definié ausencia de clonalidad como <20 células
plasmaticas patoldgicas (coninmunofenotipo aberrante) con una sensibilidad

de 104,

En el estudio inmunohistoquimico se analizaron 200 células plasmaticas
discriminando aquellas que marcaban cadena kappa o lambda, y esto se
expresé como ratio kappa/lambda. Un ratio kappa/lambda <1:2 o >4:1 se

considero patoldgico (presencia de clonalidad).

Presencia de bandas oligoclonales

Aunque no era objeto directo del presente estudio, recogimos la presencia o ausencia

de bandas oligoclonales en el momento de realizacion de la médula. Se disponia de
resultados de 87 muestras; en 4 muestras no se realizé dicho estudio. En el momento de
evaluacion de la respuesta, 57 pacientes presentaban bandas oligoclonales, en 29 no se

observaban las BO.

Cadenas ligeras libres en suero

El analisis de las cadenas libres en suero se realizd mediante el test FREELITE (the

Binding Site Ltd., Birmingham, UK), que consiste en un reactivo comercial compuesto
por un set de anticuerpos policlonales y se realiza mediante inmunonefelometria.®® Los
anticuerpos policlonales reaccionan solo con los aquellos epitopos que estan ocultos cuando
las cadenas ligeras estan unidas a cadenas pesadas, y Unicamente disponibles cuando las

cadenas ligeras estan libres en suero (figura 3.11).
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El analisis consiste en dos medidas separadas: una medicidon cuantitativa de las
cadenas libres kappa y otra de las cadenas lambda. Consideramos valores normalesde
cadenas libres kappa los comprendidos entre 3.3-19,4 mg/d|, y para cadenas libres lambda
5,7-26,3mg/dl. Se calculd el ratio k/I. Valores comprendidos entre 0,26 y 1,65 fueron
considerados como normales. Aquellos pacientes con ratios mayores de 1,65 presentaban
exceso de cadena libre kappa; valores menores de 0,26 tenian exceso de cadena libre

lamda.”®
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1 ; Previously
Hidd f
idden surface hldden
N surface
N
—_— -]
R

//

Figura 3.11. Andlisis de cadenas ligeras libres en suero.

A Muestra la localizacion del epitopo de la cadena ligera oculto en la Inmunoglobulina intacta.

B Muestra la localizacion del mismo epitopo cuando la cadena ligera estd libre en suero.

Supervivencia y progresion

Tiempohastalaprogresidonysupervivenciaglobal. Se definié tiempo hastala progresion
el tiempo desde el momento del estudio de la médula ésea hasta la documentacion de la
progresion o uUltimo seguimiento. La supervivencia global se definié como tiempo desde

inicio de tratamiento hasta el fallecimiento del paciente.

MATERIAL Y METODOS

3.6. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos se incluyeron en una base de datos de Excell (Microsoft Corporation). El
analisis estadistico de los datos se realizé con el programa estadistico SPSS (Stadistical Package for

Social Sciences Inc., Chicago, IL, USA) SPSS para windows version v.23.0.
Variables

Los objetivos primarios del estudio fueron analizar la correlacion entre la citologia, la IHQ
y la CMF en la estimacion de la plasmocitosis medular y comparar la capacidad de la IHQ y la
CMF para detectar clonalidad en la evaluacion de la respuesta al tratamiento del mieloma. Las

variables utilizadas fueron:
e Porcentaje de células plasmaticas totales o plasmocitosis medular.
e Presencia o ausencia de clonalidad estimada por las diferentes técnicas.
* Remisién completa definida como <5% de células plasmaticas en médula

Osea.

El objetivo secundario era establecer el valor prondstico de cada técnica. El tiempo hasta
la progresion se midid desde el momento de evaluar la enfermedad residual en la médula dsea
hasta la fecha de progresidn o Ultima visita. Y la supervivencia global desde el inicio de tratamiento

hasta el fallecimiento del paciente.
Comparacion entre pruebas

Se realiz6 un analisis descriptivo utilizando tablas cruzadas para el andlisis de los datos. La
correlacién entre los resultados de la plasmocitosis medular entre la CMF, la IHQ y la citologia se

establecid mediante el coeficiente de correlacion de Pearson.

El grado de concordancia entre las diferentes técnicas en la estimacion de la clonalidad se

establecié mediante la indice kappa de Cohen.

Analisis de supervivencia

El calculo de las curvas de supervivencia en los analisis univariantes se realizd con las
curvas de Kaplan Meier. El test log-rango fue usado para establecer la significacion estadistica de

la diferencia de probabilidades entre los grupos.
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4.1.EVALUACION DE LA PLASMOCITOSIS MEDULAR

Analizamos 92 muestras de médula dsea. El porcentaje de infiltracion medular
estimado por IHQ estaba disponible en 86 muestras, para estudio morfolégico por
citologia dptica en 84 muestras, y 92 muestras disponian de estudio inmunofenotipico. La
plasmocitosis medular se defini6 como nimero de células plasmaticas sobre el total de
células hematopoyéticas. Por lo tanto, se contabilizaron células plasmaticas normales y CP
patoldgicas. El resultado se expresd en porcentaje sobre células nucleadas totales. Para el
estudio inmunohistoquimico se marcaron las células plasmaticas con CD138. La tabla 4.1.
muestra la media de infiltracién medular obtenida por las diferentes técnicas estudiadas.
La citometria de flujo detectd los menores valores de infiltracién con valores medios de
0.448 (rango 0- 2.94); la citologia cuantifico valores intermedios entre la CMF y la IHQ, con
una media de 2,76% (rango de 0 a 14%); los mayores porcentajes de infiltracién medular
fueron los obtenidos por técnicas inmunohistoquimicas con una media de 3,97% (rango de
1a11%).

Plasmocitosis medular (%)
Media Mediana Rango
Citometria de Flujo 0,448 0,295 0-2,94
Citologia 2,76 2 0,14
Inmunoestoquimica 3,97 3,5 0,11

Tabla 4.1. Porcentajes de infiltracion medular.

Mediante un andlisis de regresidn de Pearson se estudid el grado de correlacién entre
las diferentes técnicas. No se observd correlacion entre los porcentajes establecidos por
citologia e histologia (0.270), ni entre citometria de flujo e histologia (0.412). Unicamentes
se observd una baja correlacién entre la citologia y citometria (0,568). Todo ello con
una significacién estadistica (p= 0,05 y 0,01 respectivamente). La tabla 4.2 muestra las
correlaciones obtenidas por las diferentes técnicas. Lafigura 4.1 muestra los histogramas de
frecuencias. Las figura 4.2 muestran los diagramas de dispersion de los valores analizados

por CMF-citologia y CMF-IHQ.
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; ] ] Se analizaron cuantos pacientes cumplian el criterio de remisién completa (<5% de
Correlaciones entre IHQ , Citologia y CMF
células plasmaticas en M.0.) segun el porcentaje de células plasmaticas cuantificadas por las
Hislologia Citologia Citometria
diferentes técnicas. La concordancia entre las técnicas se calculd con el coeficiente Kappa.
Histologia  Coeficiente de correlacién 1 0,270* 0,412**
N 86 79 86
Citologia  Coeficiente de correlacion 0.270* 1 0,568 e CMF: No obsevé ninguna muestra con mds de 5% de células plasmaticas.
N 79 84 84 . s . ’ s 7 Ve .
e Inmunohistoquimica: 21 muestras tenian mas de 5% de células plasmaticas
Citometria  Coeficiente de correlacion 0,412** 0,568** 1 , . ..,
y las 64 restantes cumplian criterio de Remisién Completa.
N 86 84 92
* La correlacion es significativa en el nivel 0,05 e Citologia: en 11 muestras se observé mas de un 5% de células plasmaticas y
** La correlacion es significativa en el nivel 0,01 las 72 muestras restantes cumplian criterio de remisién completa citoldgica.
Tabla 4.2: Coeficiente de correlacion de Pearson
Utilizando el coeficiente Kappa de Cohen se analizé la concordancia entre la citologia
Gitologia o Histologia y la histologia en determinar si un paciente se encontraba o no en remision completa,
obteniéndose una baja concordancia entre ambas pruebas con un coeficiente Kappa=0.268
(p=0.07).
m .L m Citologia
RC TOTAL
NO Sl
IHQ NO 6 15 21
% CP Totales % CP Totales % CP Totales S | 4 58 62
Figura 4.1 Histograma de frecuencias. Total 10 73 83

Tabla 4.3. Concordancia en la valoracion de la Remision Completa

La tabla 4.3. muestra la concordancia entre citologia e inmunohistoquimica en
100

detectar <5% células plasmaticas en médula dsea. De las 92 muestras analizadas, 83

disponian de estudio por ambas metodologias. En 64 muestras (77%) la citologia y la

Histologia
Citologia

inmunohistoquimica coincidieron en clasificar a los pacientes en RC: 58 muestras cumplian
2 criterio de RC por los 2 métodos; en 6 muestras las dos técnicas detectaron mas de un 5%

de células plasmaticas. Los porcentajes medidos por ambas técnicas no coincidian en 19

> : va casos (23%): en 15 muestras la estimacion de la plasmocitosis medular fue >5% en la IHQy

<5% en el estudio citoldgico. La citologia observé mayor porcentaje de células plasmaticas

Figura 4.2 Diagramas de dispersion. que la1HQ en 4 muestras.
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4.2. DETECCION DE CLONALIDAD

4.2.1. RESULTADOS

Citometria de flujo

Se realizé estudio CMF a las 92 muestras estudiadas. La presencia de clonalidad se
definié como la deteccion de mas de 20 células plasmaticas clonales con una sensibilidad
de 10*.

— En 54 muestras no se detectaron células plasmaticas patologicas.

— 38 muestras mostraban persistencia de la enfermedad.

Inmunohistoquimica

Se definid clonalidad la presencia de un ratio <1:2 o0 >4:1, y ausencia de clonalidad un

ratio k/l comprendido entre 1:2y 4:1,

— En 76 muestras no se demostraba clonalidad.

— En 9 muestras se detectd clonalidad.

PCR fluorescente

Se consideraron las muestras positivas para clonalidad aquellas muestras que
presentaban el mismo pico clonal que al diagndstico, y negativas si éste habia desaparecido.
Unicamente 33 muestras disponian de estudio molecular vélido.

— 9 casos presentaban clonalidad

— 24 casos no presentaban clonalidad

RESULTADOS

4.2.2. CONCORDANCIA ENTRE TECNICAS

La concordancia entre las diferentes pruebas para detectar clonalidad se analizé con

el coeficiente Kappa de Cohen. La concordancia entre las muestras fue muy baja:

— Concordancia entre la clonalidad detectada por CMF e IHQ: Kappa de =0,07
(p=0,9).

— Concordancia entre las técnicas moleculares y la CMF: Kappa =-0.107 (p=0.5).

— Concordancia entre la IHQ y las técnicas moleculares: Kappa =0.048 (p=0.7).

Concordancia entre CMF e IHQ

Coincidieron en la estimacién de la clonalidad en 47 de las 85 muestras (55%): ninguna
técnica demostroé clonalidad en 43 muestras; ambas detectaban clonalidad en 4 muestras.
La citometria de flujo fue capaz de detectar células plasmaticas clonales en 33 muestras, en
las que la IHQ no lo detectd. En 5 casos la IHQ detectaba clonalidad mientras que el analisis

inmunofenotipico no lo detecté.

Clonalidad e TOTAL
Sl NO
CMF Sl 4 33 37
NO 5 43 48
Total 9 76 85

Tabla 4.4. Concordancia clonalidad CMF - IHQ
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Concordancia entre CMF y PCR fluorescente.

Disponiamos de pocas muestras validas para estudios moleculares, por lo que
Unicamente 33 muestras se pudieron estudiar. La CMF y la biologia molecular (BM)
coincidian en 16 muestras (48%): 13 muestras con clonalidad detectada por ambas técnicas
y 3 en los que ninguna técnica detectaba clonalidad. En 6 casos la PCR no detecto clonalidad

y la CMF si, y en 11 casos la CMF observé células clonales y la PCR no detecté clonalidad..

Clonalidad PCR TOTAL
S| NO
CMF SI 3 1 14
NO 6 13 19
Total 9 24 33

Tabla 4.5. Concordancia clonalidad CMF - PCR fluorescente

Concordancia entre IHQ y PCR fluorescente

Coincidieron en la deteccion de clonalidad en 22 casos (70%): 21 en los que ninguna
técnica detectd clonalidad y 1 casos en que ambas técnicas detectaban clonalidad. En 7
casos lainmunohistoquimica no detecté clonalidad y la PCR si. La PCR no detecté clonalidad

en 2 casos en los que la IHQ si.

RESULTADOS

4.3.PLASMOCITOSIS Y CLONALIDAD

El criterio de Remisidon completa estricta viene definido por la obtencién RC (ausencia
de proteina monoclonal en la IF en sangre y orina, <5% células plasmaticas en MO) al que
se afiade la ausencia de clonalidad de las CP y un ratio kappa/lamda de cadenas libres en

suero normal.

En primer lugar, analizamos cuantos pacientes presentaban <5% CP clonales en M.O.
si se analizaba por inmunohistoquimica y cuantos si la clonalidad se estimaba por CMF. En
el andlisis por técnicas inmunohistoquimicas, los pacientes debian cumplir los dos criterios:
menos de un 5% CP y ausencia de clonalidad; mientras que por CMF, puesto que todas las
muestras presentaban <5% de células plasmaticas, Unicamente se estudio la ausencia de
clonalidad. Se analizé la concordancia en detectar <5% CP clonales estos dos métodos. Se
observd una concordancia muy baja entre las técnicas, con un coeficiente Kappa de 0.128
(p=0.2.)

Disponian de ambos estudios 86 muestras. Los dos métodos coincidian en el
resultado en 40 casos (45% de las muestras): en 31 muestras las dos técnicas detectaban
<5%CP clonales; en 9 muestras ambas técnicas detectaban >5% CP clonales. En 18 casos la
inmunohistoquimica o bien detectaba >5% de células plasmaticas (14 muestras) o detectaba
clonalidad (2 muestras) o ambas (2 muestras), en las que la CMF no detectaba clonalidad.
La IHQ no detectaba exceso de células plasmaticas clonales en 28 muestras en as que la

CMF detectaba células patoldgicas.

Clonalidad FCeR TOTAL
Sl NO
IHQ Si 1 2 3
NO 7 21 28
Total 8 23 31

Tabla 4.6. Concordancia clonalidad IHQ - PCR fluorescente

< 5% CP clonales el TOTAL
NO Sl
CMF NO 9 28 37
Sl 18 31 49
Total 27 59 86

Tabla 4.7. Concordancia clonalidad <5% CP clonales
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RESULTADOS RESULTADOS

4.4.IMPACTO PRONOSTICO

En nuestra serie de 62 pacientes, con la intencidn de analizar el impacto pronéstico de cada

Progresion
prueba diagndstica, realizamos un anélisis univariante de la supervivencia libre de progresion y RC N Total NO Progresion N R ——

supervivencia global y los siguientes pardmetros: No 8 5 3 37,5%

Si 49 34 15 30,6%

Plasmocitosis medular estimada por citologia.
Gobal 57 39 18 31,6%

* Plasmocitosis estimada por IHQ. Tabla 4.8. Progresion en funcion de la RC morfoldgica

¢ Clonalidad estimada por IHQ.

¢ Clonalidad estimada por CMF.

* Presencia de <5% CP clonales. Vodi
edia

(meses) & P

e Cadenas libres en suero.

Supervivencia libre de progresion

e Remision completa estricta por IHQ y CMF. > 5% CP 101 52-149

0,2
< 5% CP 124 99-149

¢ Presencia de bandas oligoclonales en el momento de la prueba.

Tabla 4.9. Supervivenciaen funcion de la RC por citologia
4.4.1. PLASMOCITOSIS MEDULAR

Citologia

Analizamos la plasmocitosis medular estimada por estudios morfolégicos. En nuestra

Supervivencia libre de progresion Supervivencia libre de progresion

serie, los pacientes con <5% de células plasmaticas en el aspirado medular presentaron
una mayor supervivencia libre de progresion que los pacientes que tenian >5% de células peo.2 p0.02
plasmaticas en M.O. con una SLP de 124 meses (IC 95% 99-149) vs. 101 meses (IC 95% 52-
101). No se encontraron diferencias significativas (p=0,2). De los 57 pacientes que disponian
de estudio morfoldgico, Unicamente 8 tenian >5% de células plasmaticas en M.O, 3 de ellos

(37%) recayeron. Entre los 49 restantes que presentaban remisidn completa citoldgica, 15

Supervivencia Acumulada
Supervivencia Acumulada

(32%) progresan. En el andlisis de supervivencia global en los dos grupos, llamé la atencidn

que ninguno de los pacientes con un porcentaje de células plasmaticas mayor de 5% (los el >suce

<5%CP

que no adquieren RC) fallece, con una supervivencia del 100% a los 15 afios. Analizamos
exhaustivamente estos casos y detectamos que de los 57 pacientes analizados, Unicamente Tiempo (meses) Tiempo (meses)
8 casos tenian >5% de CP. La clonalidad de estas 8 muestras estimada por CMF demostré

que, en 5 de los 8 pacientes, ese exceso de células plasmaticas era policlonal. Figura 4.3. Supervivencia RC por citologia.
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RESULTADOS

RESULTADOS

Inmunohistoquimica

Aquellos pacientes que obtuvieron remisién completa demostrada por técnicas
inmunohistoquimicas (<5% CP analizadas con CD138) tuvieron mayor supervivencia libre
de progresién que los pacientes que no obtuvieron RC (89 meses versus 114 meses). Estos
resultados no fueron significativos (p=0,6). De los 58 pacientes analizados, 44 casos (75%)
estaban en RC. Entre estos casos en RC, 16 pacientes (36%) recayeron y 28 permanecieron
en RC. Entre los14 pacientes que presentaban >5% de CP, Unicamente 4 (28%) recaen, y 10

se mantienen libres de enfermedad.

En cuanto a la supervivencia global, los pacientes con <5% de células plasmaticas
presentan una mayor supervivencia global que aquellos pacientes que mostraron una
plasmocitosis medular mayor de 5% (102 vs. 164 meses). No se encontraron diferencias

estadisticamente significativas (p=0,8).
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Progresion
RC N Total NO Progresion
N Porcentaje
No 14 10 4 28,6%
Si 44 28 16 26,4%
Gobal 58 38 20 34,5%
Tabla 4.10. Progresion en funcion de la RC por IHQ
Media o
(meses) IC95% P
Supervivencia libre de progresion
>5% CP 89 11-68
0,6
< 5% CP 114 87-142
Supervivencia global
> 5% CP 102 91-114
0,8
<5% CP 164 138-191
Tabla 4.11. Supervivencia en funcidn de la RC por IHQ
Supervivencia libre de progresion Supervivencia global
p=0,6 p=0,8

Supervivencia Acumulada

>5%CP
<5%CP

Tiempo (meses)

Supervivencia Acumulada

>5%CP
<5%CP

Tiempo (meses)

Figura 4.4. Supervivencia segun la plasmocitosis estudiada por Inmunohistoquimica.
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RESULTADOS

4.4.2. CLONALIDAD

Inmunohistoquimica

Los pacientes en los que por técnicas de inmunohistoquimica se demostro clonalidad

(cociente kappa/lambda alterado) tuvieron una supervivencia libre de progresion menor
que los pacientes en los que no se detecté clonalidad (78 vs 121 meses). Estos resultados
no alcanzaron diferencias significativas (p=0,4). Disponian de este estudio 57 pacientes.
La inmunohistoquimica encontrd clonalidad Unicamente en 6 pacientes, de los cuales 3
progresaron y 3 permanecen libres de enfermedad (50%). La IHQ no detectd clonalidad
en 52 pacientes: 17 pacientes (32%) progresaron y 35 pacientes contindan libres de

enfermedad.

Respecto a la supervivencia global, los pacientes con un cociente k/I alterado
presentaban una supervivencia global similar a los que presentaban un ratio k/I normal con

medias de 160 vs 156.
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RESULTADOS

Supervivencia Acumulada

Figura 4.5. Supervivencia segun la clonalidad medida por IHQ.

Progresion
RC N Total NO Progresion
N Porcentaje
Si 6 3 3 50%
No 52 35 17 32,7%
Gobal 58 38 20 34,5%
Tabla 4.12. Progresion en funcion de la clonalidad por IHQ
Media a
(meses) IC 95% p
Supervivencia libre de progresion
k:l alterado 78 30-126
0,44
k:I normal 121 90-140
Supervivencia global
k:l alterado 160 110-209
0,9
k:l normal 156 128-185

Tabla 4.13. Supervivenciaen funcion de la clonalidad por IHQ

Supervivencia libre de progresion

p=0,4

— kil alterado
k:l normal

Tiempo (meses)

Supervivencia Acumulada

Supervivencia global

— kil alterado

k:I normal

Tiempo (meses)

p=0,9
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RESULTADOS

Citometria de flujo

Aguellos pacientes en los que la CMF no detectd células plasmaticas patolégicas
tuvieron una mayor supervivencia libre de progresién que los que la CMF detectd clonalidad
(131 meses vs. 92 meses). Estos resultados alcanzaron significacion estadistica (p=0,042).
Disponian de este estudio 61 pacientes. Se detectd clonalidad en 22 pacientes (36%), entre
ellos 12 pacientes progresaron (55%) y 10 se mantuvieron libre de enfermedad. No se

demostré en 39 pacientes: 9 progresaron (25%), 30 se mantienen libres de enfermedad.

La ausencia de células plasmaticas clonales detectada por CMF también tuvo impacto
en la supervivencia global, con una supervivencia de 136 meses para los pacientes en los que
se detectaba clonalidad versus 197 meses en aquellos pacientes en los que no se detectaba

enfermedad residual. Estos resultados fueron estadisticamente significativos (0.02).
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RESULTADOS
Progresion
RC N Total NO Progresion
N Porcentaje
Si 22 10 12 54,5%
No 39 30 9 23,1%
Gobal 61 40 21 34,4%
Tabla 4.14. Progresion en funcion de la clonalidad por CMF
Media .
(meses) e P

Supervivencia libre de progresion

Clonalidad 92 59-126

0,04

No clonalidad 131 101-165
Supervivencia global

Clonalidad 136 90-173

0,02
No clonalidad 197 185-210
Tabla 4.15. Supervivenciaen funcion de la clonalidad por CMF
Supervivencia libre de progresion Supervivencia global
p=0,02

Supervivencia Acumulada

Clonalidad
No clonalidad

Tiempo (meses)

Supervivencia Acumulada

Figura 4.6. Grdficas de supervivencia segun CMF.

Clonalidad
No clonalidad

Tiempo (meses)
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RESULTADOS

Magnitud de la EMR

Analizamos la SLP de los pacientes en funcidn de la magnitud de la EMR detectada
por CMF. Dividimos a los pacientes en dos grupos: pacientes con EMR>0,01% (EMR alta)
y pacientes con EMR <0,01% o negativa. Observamos que los pacientes con EMR alta
tuvieron una SLP menor que los pacientes en los que la CMF no detecté CP clonales o la EMR
detectada era muy baja (EMR <0,01%), con medias de 78 vs. 127 meses. Estos resultados
fueron estadisticamente significativos (p=0,01). El 26% de los pacientes (13 casos de 49)
con EMR baja o negativa progresaron, mientras que el 58% de los pacientes (7 pacientes de

12) con EMR alta progresaron.

Progresion
N Total NO Progresion
N Porcentaje
EMR >0,01% 12 5 7 58%
EMR <0,01% 49 36 13 26%
Global 61 41 20 33%
Tabla 4.16. Progresion segun la magnitud de la EMR
Media o
(meses) 1570 P
Supervivencia Libre de progresion
EMR >0,01% 78 32-124
0,01
EMR <0,01% 127 103-152
Tabla 4.17. Supervivencia segun la magnitug de la EMR
Supervivencia libre de progresion
p=0,01

Supervivencia Acumulada

b EMR >0,01%
EMR £0,01%

Tiempo (meses)

Figura 4.7. SLP en funcion de la EMR (0,01 o EMR negativa vs >0,01).

RESULTADOS

Hicimos un subanalisis de los 27 pacientes en los que la CMF detectd clonalidad.
diferenciando aquellos casos que presentaron una EMR alta (>0,01% CP clonales) frente a
los que presentaban una EMR baja (<0,01% CP clonales). Entre los 13 casos en los que la CMF
detecté EMR alta, 7 pacientes recayeron (54%). La CMF detecté EMR baja en 14 pacientes,
de los cuales 6 recayeron (43%). La SLP fue mayor en aquellos pacientes con menor carga

tumoral (106 vs 80 meses). Estos resultados fueron estadisticamente significativos (p=0,02).

Progresion
N Total NO Progresion
N Porcentaje
EMR>0,01% 13 6 7 54%
EMR <0,01% 14 8 6 43%
EMR- 35 27 8 23%
Global 61 40 21 35%
Tabla 4.18. Progresion segtn la magnitud de EMR
Media 5
(meses) IC 95% P
Supervivencia Libre de progresion
EMR >0,01% 78 32-124
0,02
EMR <0,01% 106 67-144
EMR negativa 134 104-139

Tabla 4.19. Supervivencia slibre de progresion segun EMR

Supervivencia libre de progresion

p=0,02

Supervivencia Acumulada

—_— EMR > 0,01%
EMR £0,01%

Tiempo (meses)

Supervivencia Acumulada

Figura 4.8. Supervivencia segun la magnitud de la EMR.

Supervivencia libre de progresion

p=0,01

EMR > 0,01%
EMR £0,01%
EMR -

Tiempo (meses)
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RESULTADOS

4.4.3. OBTENCION DE <5% CELULAS PLASMATICAS CLONALES

La remisidon completa estricta esta definida como remision completa (<5% células
plasmaticas clonales en médula dsea) y ademds es necesaria la ausencia de células
plasmaticas clonales en médula ésea (junto con un ratio k/l de cadenas libres en suero
normal) ya sea medida por inmunohistoquimica o por CMF. Por lo tanto, se deben cumplir
simultaneamente los dos criterios hasta ahora analizados. Inicialmente estudiamos el

impacto de obtener <5% CP clonales.

Inmunohistoquimica

En nuestra serie los pacientes que presentaban <5% de células plasmaticas clonales
(cociente kappa/lambda alterado) estimado por IHQ presentaron una supervivencia libre
de progresion menor que los pacientes con >5%CP clonales, con medias de 146 vs 106
meses. Estos resultados no alcanzaron significacidén estadistica (p=0,16). Los resultados de
SG fueron similares con medias de 151 meses en pacientes con <5% CP clonales vs 171
en aquellos con >5%CP clonales. Estos reslutados no alcanzaron significacion estadistica
(p=0,2).

Estudiamos 57 pacientes, de los cuales 18 pacientes (31%) presentaban o >5% CP o
un cociente k/I alterado o ambos simultdneamente. Entre estos pacientes Unicamente 4
progresan (23%). De los 39 pacientes restantes que tenian <5% células plasmaticas clonales
en médula dsea 15 progresan (39%). Por lo tanto, segun nuestros datos progresaron
mas los pacientes con <5% células plasmaticas clonales. Se analizd exhaustivamente los
18 pacientes que tenian >5%CP clonales. Observamos que entre los 14 pacientes que no
progresaron, 11 presentaba >5% células plasmaticas estimadas por IHQ, pero estas CP eran
policlonales en el estudio por CMF. De igual manera observamos que, de los 15 pacientes
que progresaron dentro del grupo de <5% CP clonales, en 11 de ellos la CMF demostraba

clonalidad en esas células plasmaticas.

0 Progresion
:Ign/:llgs i el Prog';\lrgsién N : Porcentaje
No 18 14 4 22,2%
Si 39 24 15 38,5%
Gobal 57 38 19 33,3%

Tabla 4.20. Progresion en funcion de % CP clonales por IHQ

RESULTADOS

Supervivencia Acumulada

Histologia (< 5% CP clonales) 5 ClM £ e Total
NO Progresion NO 4 10 14
Sl 1 3 4
Total 5 13 18
Sl Progresion NO 6 18 24
Sl 1 4 15
Total 17 22 39
Total Progresion NO 10 28 38
Sl 12 7 19
Total 22 35 57
Tabla 4.21. Tabla cruzada progresion CMF - Histologia
A
Supervivencia libre de progresion
> 5% CP clonales 146 105-186
0,16
< 5% CP clonales 106 78-134
Supervivencia global
> 5% CP clonales 171 124-217
< 5% CP clonales 151 119-183 o
Tabla 4.22. Supervivenciaen funcion de la % CP clonales por IHQ
Supervivencia libre de progresion Supervivencia global
p=0,1 p=0,2

Supervivencia Acumulada

> 5% CP Clonales
< 5% CP Clonales

>5% CP Clonales
<5% CP Clonales

Tiempo (meses) Tiempo (meses)

Figura 4.9. Supervivencia segtn </>5% células plasmdticas clonales.
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RESULTADOS

Citologia y Citometria de flujo

Analizamos los pacientes que estaban en RC morfolégica (<5% de células plasmaticas
estimadas en el aspirado medular) y ausencia de clonalidad detectada por CMF. Disponian
de ambos estudios 57 pacientes de los cuales 32 casos (56%) presentaban <5% CP clonales
y los otros 25 no cumplia alguno de los dos criterios: en 17 casos la CMF detecto clonalidad,
en 3 muestras la citologia observé >5% CP, y 5 pacientes no cumplian ninguno de los dos
criterios. Los pacientes que obtuvieron <5%CP clonales tras el tratamiento, tuvieron una
SLP mayor que aquellos pacientes con >5%CP clonales con unas medias de 100 vs 139
meses. Estos resultados alcanzaron significacién estadistica (p=0,02). En cuanto a la SG
también se observd mayor supervivencia en aquellos pacientes que presentaban <5% CP
con una mediana no alcanza. Estos resultados no alcanzaron significacién estadistica (p=
0,08).
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RESULTADOS
Progresion
N Total NO Progresion
N Porcentaje
>5%CPclonales 25 12 13 52,0%
<5%CPclonales 32 5 27 84,4%
Global 57 17 40 70,2%
Tabla 4.23. Progresion segun </> 5% CP clonales por Citologia y CMF
Media 9
(meses) LR P
Supervivencia Libre de progresion
> 5% CPclonales 100 68-133
0,02
< 5% CPclonales 139 105-171
Tabla 4.24. Supervivencia segun </>5% CP Clonales por Citologia y CMF
Supervivencia libre de progresion Supervivencia global
p=0,02 p=0,08

Supervivencia Acumulada

> 5% CP Clonales
< 5% CP Clonales

Tiempo (meses)

Supervivencia Acumulada

> 5% CP Clonales
< 5% CP Clonales

Tiempo (meses)

Figura 4.10. Supervivencia segun </> 5% CP clonales por Citologia y CMF.
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RESULTADOS

4.4.4. ANALISIS DE LA REMISION COMPLETA ESTRICTA

Cadenas ligeras libres en suero

En primer lugar, analizamos el valor prondstico de las cadenas libres en suero de
manera aislada. Disponian de resultados de este pardmetro 50 pacientes, de los cuales
39 presentaban un ratio de cadenas libres normal y 11 pacientes lo tenian alterado.
Observamos pocas diferencias en la SLP entre los dos grupos de pacientes con una media
de 118 meses para los pacientes con ratio alterado vs 124 meses los pacientes con ratio
normal. Sin encontrar diferencias significativas en este resultado (p=0,5). De los 39 pacientes
que tenian el ratio normal, 10 progresaron (26%). Entre los 11 pacientes con ratio alterado,
3 progresaron (28%). En nuestra serie, presentar un ratio de cadenas libres en suero normal
no tuvo impacto en la SG. Ninguno de los pacientes con FLC alterado fallece, y 4 de los que
presentaron un ratio normal fallece. No se alcanzd la mediana de SG. Este resultado no fue

estadisticamente significativo (p=0,2).
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RESULTADOS
Progresion
N Total NO Progresion
N Porcentaje
Alterado 11 8 3 28%
Normal 39 29 10 26,%
Global 50 37 13 26%
Tabla 4.25. Progresion segun ratio de cadenas ligeras libres en suero
Media q
(meses) 1o P
Supervivencia Libre de progresion
Cadenas libres en suero alterado 118 80-156
0,5
Cadenas libres en suero normal 124 96-153
Tabla 4.26. Supervivencia segun ratio de cadenas libres en suero
Supervivencia libre de progresion Supervivencia global
p=0,5 p=0,2

Supervivencia Acumulada

Ratio FLC Alterado
Ratio FLC Mormal

Tiempo (meses)

Supervivencia Acumulada

Ratio FLC Alterado
Ratio FLC Mormal

Tiempo (meses)

Figura 4.11. Supervivencia segun ratio de cadenas libres en suero.
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RESULTADOS RESULTADOS

RC estricta por IHQ Progresion
N Total NO Progresion
N Porcentaje
Utilizando el ratio k:I de cadenas libres en suero y analizando la clonalidad por técnicas NO 26 6 20 76.9%
inmunohistoquimicas, estudiamos los pacientes que cumplian criterio de remisién completa S| 21 6 15 71.4%
estricta. De los 62 pacientes analizados, 47 disponian de resultados de ambas técnicas: 21 Total 47 12 35 74.5%

casos (45%) estaban en RC estricta y 26 (55%) no cumplian el criterio: 15 casos no estaban
. i L. . Tabla 4.27. Progresion segtn la RC estricta por IHQ

en RC estricta porque presentaban >5% células plasmaticas clonales, 9 pacientes porque

tenian un ratio k:l de cadenas libres en suero alterado, y 2 por no cumplir ninguno de los

dos criterios.

" i tcHico de la obtencién d | : Media IC 95% p
Analizamos el impacto prondstico de la obtenciéon de remisidn completa estricta. (meses)
Observamos que aquellos pacientes que estaban en remision completa estricta, tenian Supervivencia libre de progresion
menor SLP que aquellos que no lo estaban (90 meses vs 132 meses). Estos resultados no No RC estricta 132 08-167
- o _ . . o 0,9
fueron estadisticamente significativos (p=0,9). De los 21 pacientes en RC estricta 6 (29%) RC estricta 90 70-111
rogresan, y 6 (25%) de los que no estaban en RC estricta progresan. De igual manera,
Prog y ( 0) q prog & Supervivencia global
los pacientes que no estaban en RC estricta tuvieron una supervivencia global mayor que
No RC estricta 173 128-219
los que no lo estaban (173 vs. 115 meses). No encontramos diferencias estadisticamente 0,7
RC estricta 115 103-126
significativas (p=0,7).
Tabla 4.28. Supervivencia segun la RC estricta por IHQ
Supervivencia libre de progresién Supervivencia global
p=0,9 p=0,7
g E
< <
z H
& g
@ @
No RC Estricta No RC Estricta
RC Estricta RC Estricta
Tiempo (meses) Tiempo (meses)

Figura 4.12. Supervivencia segun la RC estricta por IHQ.
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RESULTADOS RESULTADOS

Hicimos un subanalisis analizando el valor de obtener un ratio de cadenas ligeras Progresion
libres en suero normal Unicamente en aquellos pacientes que tenian <5% de células N Total Mo FregEsen N Porcentaje
plasmaticas clonales estimadas por IHQ. Observamos que, en aquellos pacientes con <5% EMR >0,01% 7 4 3 57%
CP clonales y un ratio FLC normal tuvieron una SLP mayor que aquellos con <5% células EMR <0,01% 19 2 17 1%
plasmaticas clonales pero con un ratio alterado. No se alcanzé mediana de seguimiento. Global 26 6 20 23%

Estos resultados no fueron estadisticamente significativos. (p=0,2). De los 30 pacientes que Tabla 4.29. SLP en pacientes no RC estricta segun la magnitud de la EMR
tenian <5%CP clonales, 21 presentaban ratio k:I de cadenas ligeras normal, de ellos 6

recayeron (29%). De los 9 casos que tenian un ratio alterado, 3 recaen (36%).

Supervivencia libre de progresién

p=0,2
Media o
(meses) e P
§ Supervivencia Libre de progresién
E
< Cadenas libres en suero alterado 71 17-125
3 0,02
s Cadenas libres en suero normal 150 112-188
2
8
]

Tabla 4.30. SLP en pacientes no RC estricta seguin la magnitud de la EMR

Ratio FLC Alterado
Ratio FLC Normal

Tiempo (meses)

Figura 4.13. Impacto de cadenas libres en suero en pacientes con <5%CP.

Supervivencia libre de progresion

p=0,02

Valor de la EMR en pacientes en RC estricta

Analizamos los 26 pacientes que no estaban en RC estricta estimada por IHQ. En %
estos pacientes estudiamos la supervivencia de aquellos pacientes con una EMR baja (EMR §
<0,01%) frente a los pacientes con EMR alta (>0,1%) detectada por CMF. Alcanzaron una ;5:
EMR baja 19 pacientes, de los cuales Unicamente 2 pacientes (11%) recayeron. Dentro de T vmeoom
los 7 pacientes con EMF alta, 4 pacientes progresaron (57%). La SLP en los pacientes que
no estaban en RC estricta fue mayor en los que tenian EMR baja (150 vs 71 meses). Estos Tiempo (meses)

resultados fueron estadisticamente significativos (p=0,02).
Figura 4.14 . SLP en pacientes no RC estricta segun la magnitud de la EMR.
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RESULTADOS

CMF y cadenas libres

Analizamos el impacto de la RC estricta estimada por CMF, es decir presentar <5% CP
clonales y un ratio FLC normal. Disponian de los dos estudios 49 pacientes: 33 pacientes
estaban en RC estricta; 16 casos no alcanzd RC estricta: 4 casos presentaban un ratio FLC
alterado, en 5 la CMF detectd clonalidad y 7 pacientes no cumplié ninguno de los dos
criterios. Los pacientes que alcanzaron RC estricta presentaron una SLP y SG mayor que los
pacientes que no estaban en RC estricta (108 vs 122 meses para SLP y 156 vs 195 meses

para SG). Estos resultados no fueron significativos (p=0,6 y 0,7 respectivamente).
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Supervivencia Acumulada

RESULTADOS
N Total NO Progresion Frogresion
N Porcentaje
No RC estricta 16 11 5 31%
RC estricta 33 25 8 24%
Global 49 36 13 27%
Tabla 4.31. Progresion segtn la RC estricta por CMF
(Mggéi) IC 95% D
Supervivencia libre de progresion
No RC estricta 108 72-143
RC estricta 122 88-156 o0
Supervivencia global
No RC estricta 156 117-196
RC estricta 195 180-210 o
Tabla 4.32. Supervivencia segun la RC estricta por CMF
Supervivencia libre de progresién Supervivencia global
p=0,7

No RC Estricta
RC Estricta

Tiempo (meses)

Supervivencia Acumulada

Figura 4.15. Supervivencia segun la RC estricta por CMF.

No RC Estricta

RC Estricta

Tiempo (meses)
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RESULTADOS

Citologia, CMF y cadenas libres en suero

Estudiamos el de obtener <5% de células plasmaticas en el AMO (estimada por
citologia), ausencia de clonalidad demostrada por CMF, y un ratio de cadenas libres en
suero normal. Analizamos los 46 pacientes que disponian de los tres estudios: 28 pacientes
estaban en RC estricta, de los cuales 6(23%) pacientes recayeron; 18 pacientes no cumplian
criterio de RC estricta, de los cuales 5 (28%) recayeron. Los pacientes que alcanzaron RC
estricta tuvieron una SLP y SG mayor que los que no estaban en RC estricta con medias
de 111 vs 136 meses para SLP. Estos resultados no fueron estadisticamente significativos

(p=0,3).

RESULTADOS

Media

(meses) Dt P

Supervivencia Libre de progresion

No RC estricta 1M1 77-145
0,3
RC estricta 136 99-173

Tabla 4.33. SLP seguin obtencion de RC estricta por Citologia y CMF

Progresion

N Total NO Progresion
N Porcentaje

0 18 13 5 28%

1 28 22 6 23%

Global 46 11 35 24%

Tabla 4.34. Progresion segtn la obtencion de RC estricta por Citologia y CMF

Supervivencia libre de progresion Supervivencia global

p=0,3 p=0,3

Supervivencia Acumulada
Supervivencia Acumulada

No RC Estricta No RC Estricta
RC Estricta RC Estricta

Tiempo (meses) Tiempo (meses)

Figura.4.16. Supervivencia segun la obtencion de RC estricta por Citologia y CMF.
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RESULTADOS

4.4.5. PRESENCIA DE BANDAS OLIGOCLONALES

En nuestra serie 39 de los 59 pacientes estudiados (66%) presentaban bandas
oligoclonales. De éstos 11 progresaron (28%) mientras que 8 de los 20 pacientes que no

que no tenian bandas oligoclonales progresaron (40%).

Los pacientes que presentaros bandas oligoclonales tuvieron una mayor supervivencia
libre de progresion y supervivencia global que aquellos que no las presentaron con medias
de 114 vs. 127 meses y 141 vs. 170 respectivamente. No se encontraron diferencias

significativas. (p=0,43 y 0,14).

Supervivencia Acumulada

RESULTADOS
Media .
(meses) &Sl P

Supervivencia libre de progresion

Ausencia de BO 114 73-155

0,43

Presencia de BO 127 100-154
Supervivencia global

Ausencia de BO 141 100-183

0,14
Presencia de BO 170 140-190
Tabla 4.35. Supervivenciaen funcion de la presencia de bandas oligoclonales
Progresion
BO N Total NO Progresion
N Porcentaje
No 20 11 49 45 %
Si 39 28 11 28,2%
Gobal 59 39 20 339%
Tabla 4.36. Progresion en funcion de las bandas oligoclonales
Supervivencia libre de progresion Supervivencia global
p=0,14

—— NoB.O.
B.O.

Tiempo (meses)

Supervivencia Acumulada

No B.O.
B.O.

Tiempo (meses)

Figura 4.17. Supervivencia en funcion de la presencia de bandas oligoclonales.
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Clasificamos a los pacientes en funciéon de la presencia o ausencia de bandas
oligoclonales, y analizamos la EMR detectada por CMF en estos pacientes, asi como
su impacto en la SLP y SG. Entre los 39 pacientes que presentaban BO, 26 casos (67%)
no tenian EMR detectable. Dentro de los 20 casos sin BO, en 11 casos (55%) la CMF no
detectaba EMR. En ambos grupos (pacientes con presencia y ausencia de BO) la SLP fue
favorable para los pacientes en los que no se detectd clonalidad. Estos resultados alcanzaron
significacién estadistica Unicamente en los pacientes con presencia de de BO (p=0,1y 0,02

respectivamente).

RESULTADOS
Media o
(meses) &% P
Ausencia de BO
EMR+ 84 39-130
0,1
EMR- 138 85-191
Presencia de BO
EMR+ 85 74-96
0,02
EMR- 94 49-138

Tabla 4.37. SLP en funcidn de la presencia de BO, estratificado por clonalidad por CMF

Supervivencia libre de progresion
No BO

Supervivencia Acumulada

—— EMR+
EMR -

Tiempo (meses)

p=0,1

Supervivencia Acumulada

Supervivencia libre de progresion

BO

— EMR+
EMR -

Tiempo (meses)

p=0,02

Figura 4.18. SLP en funcion de la presencia de BO, estratificado por clonalidad por CMF.
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RESULTADOS

4.4.6. SUPERVIVENCIA EN PACIENTES CON ENFERMEDAD DETECTADA
SOLO POR CMF

Analizamos la SLP y la SG de los pacientes en los que no se detectaba enfermedad por
citologia, IHQ ni CMF frente a aquellos en los que Unicamente la CMF detectaba enfermedad
residual. Observamos que, los pacientes en los que ninguna técnica detectaba enfermedad,

presentaron una SLP y SG mayor g los que Unicamente se detectaba por CMF.

De los 62 pacientes estudiados, en 20 casos no se detectaba enfermedad por ninguna
de las técnicas, y en 14 inicamente la CMF demostro clonalidad, siendo la citologia y la IHQ
negativa para enfermedad residual. Estos pacientes con EMR detectada por CMF, tuvieron
menor SLP y SG que los pacientes en los que ninguna técnica demostré enfermedad residual,
con medias de 81 vs 84 meses para SLP y mediana no alcanzada para SG. Estos resultados

fueron estadisticamente significativos (p=0,01 para SLP y p=0,02 para SG).

De los 20 pacientes en los que ninguna técnica demostré enfermedad, Unicamente
3 (15%) progresaron, mientras que esta cifra ascendio a 9 (65%) de los 14 casos en los que

Unicamente la CMF era positiva.

En cuanto a la supervivencia global, todos los casos en los que ninguna técnica detectd

clonalidad permanecen vivos, mientras que 6 de los 14 con EMR+ fallecen (43%).

RESULTADOS
Media QD
(meses) G950 P
Supervivencia Libre de progresién
EMR+, IHQ-, Citologia- 81 41-120
0,01
EMR-, IHQ-, Citologia 84 71-96
Tabla 4.38. SLP en pacientes con enfermedad detectada solo por CMF
NO Progresion
N Total = .
ICIlESCl N Porcentaje
EMR+, IHQ-, Citologia- 14 5 9 65%
EMR-, IHQ-, Citologia- 20 17 3 15%
Global 34 22 12 35%
Tabla 4.39. Progresion en pacientes con enfermedad detectada solo por CMF
Supervivencia libre de progresion Supervivencia Global
p=0,01 p=0,02
< <
: :
o o
@ @
— EMR + |HQ - ,Citologia - — EMR + IHQ - ,Citologia -
EMR - IHQ - ,Citologia - EMR - IHQ - Citologia -
Tiempo (meses) Tiempo (meses)

Figura 4.19 . Supervivencia en pacientes con enfermedad detectada solo por CMF.
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5.1. EVALUACION DE LA PLASMOCITOSIS MEDULAR

El mieloma multiple es una enfermedad caracterizada por una proliferacién de células
plasmaticas patoldgicas en la médula dsea, que son capaces de producir una proteina
monoclonal o componente M. Debido a estas dos caracteristicas fundamentales de la
enfermedad, salvo excepciones (mieloma no secretor, plasmocitomas extramedulares), el
estudio de médula désea y la deteccidon del componente M son la base del diagnéstico de

Mieloma.

La evaluacion de la respuesta al tratamiento se basaba inicialmente en la medicién de
la reduccién del componente monoclonal en sangre y orina, sin dar especial importancia
a la reduccién de la plasmocitosis medular. En el afio 1998 el EBMT publica nuevos
criterios de evaluacién de la respuesta en el Mieloma (Bladé et al, 1998). Se acepta
internacionalmente la definiciéon de Remisién Completa basada en la demostracidon de <5%
de células plasmaticas en médula ésea. A partir de ese momento se incluye el estudio de
médula ésea en la evaluacion de la respuesta al tratamiento. En estos criterios del EBMT no
se especificaba la técnica con la que cuantificar la plasmocitosis medular. Dependiendo del
pais, e incluso del centro, la plasmocitosis medular se analizaba por estudios citolégicos,

histoldgicos o ambos.

Las discrepancias entre el porcentaje de células plasmaticas en el aspirado versus la
biopsia de médula dsea han sido ampliamente estudiadas.'®’* EL estudio de médula dsea
se realiza de manera sistematica en el momento del diagndstico de mieloma desde muy
antiguo, sin embargo, en la evaluacién a la respuesta al tratamiento, el estudio de médula
dsea se incorpord a la practica clinica a raiz la publicacidn de los criterios del EBMT. Esto
explica que la mayoria de estudios que comparan las dos técnicas se hayan realizado en
médulas con alta infiltracion medular. Todos los grupos defienden la superioridad de la
biopsia de médula dsea frente al aspirado de médula ésea en la cuantificacion de células
plasmaticas. Justifican el menor porcentaje de células plasmaticas cuantificado en el
aspirado, por la fibrosis que frecuentemente se observa, o la tendencia a la infiltracién
focal, ambas caracteristicas de la infiltracion del mieloma en el momento del diagndstico.
Hay muy pocos trabajos publicados que evalten el valor del aspirado vs. la biopsia tras el

tratamiento.
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En 2001 Rajkumar et al. estudian el porcentaje de infiltracién medular en AMO vs
BMO en pacientes con mieloma en recaida que son sometidos a trasplante. Las medias
de infiltracion son similares en las dos técnicas (20 vs. 25%) y ninguna se correlaciona con
una mejor supervivencia 2. Mds tarde, en el 2008, el grupo del hospital de Hammersmith
(Joshi R et al, 2008)?* estudia 106 médulas de pacientes con mieloma en diferentes
momentos tras el tratamiento. Una vez mads, demuestran superioridad de la BMO vs. el
AMO en la cuantificacion de células plasmaticas. En este estudio el 90% de los pacientes
tenian enfermedad medible por electroforesis. Como hemos visto, los Unicos estudios que
comparan el valor del AMO vs la BMO en la evaluaciéon de la respuesta al tratamiento en el
mieloma, evaltian pacientes con enfermedad residual medible por inmunofijacién. Nuestro

estudio es el primero que se realiza en pacientes con IF negativa.

Ninguno de los 62 pacientes evaluados tenia enfermedad medible por electroforesis
ni inmunofijacion. EL porcentaje de células plasmaticas totales cuantificado por histologia
con técnicas de IHQ fue superior al observado por la citologia, con una media de infiltracién
de 3,5 vs 2%. La citometria de flujo fue la técnica que menores valores detecté con una
media de 0,295%. Esta baja infiltracion por CMF probablemente se deba a dilucién de
la muestra en el proceso de aspiracién y al procesamiento de la médula para técnicas
inmunofenotipicas. Al igual otros grupos han demostrado en el momento del diagéstico,
en nuestro estudio, la inmunohistoquimica muestra superioridad respecto a la citologia y la
citometria de flujo en la cuantificacion de células plasmaticas también en pacientes con IF

negativa.

Estudiamos la correlacidén entre las tres técnicas con un analisis de regresién de
Pearson, y Unicamente encontramos una baja correlacion entre la citologia y la CMF. No
observamos correlacién entre la CMF-IHQ, ni entre la citologia y la histologia. Llama la
atencidn la ausencia de correlacién entre la citologia y la IHQ. La metodologia utilizada en
ambas técnicas en la estimaciéon de la plasmocitosis es similar (tincion de las muestras y
observacion al microscopio dptico) por lo que cabria esperar una buena correlacion entre
ambas. Quiza esto pueda ser explicado por la tendencia a la disposicidn focal que presentan
las células plasmaticas. Esto justifica también la correlacion entre la citologia y la CMF,
puesto que ambas técnicas estudian el AMO, en el que existe mayor homogeneidad de Ia

muestra que en la BMO, donde podemos observar la focalidad.
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La remisiéon completa tradicional en el mieloma, introducida por Bladé et al., exige la
ausencia de componente monoclonal en sangre y orina y <5% células plasmaticas en médula
Osea. Analizamos la concordancia entre la citologia y la IHQ en clasificar a los pacientes en
remision completa. Observamos una concordancia muy baja entre ambas técnicas. En el
77% de las muestras (64 casos) las dos técnicas coincidian en clasificar a los pacientes en
RC o no. La mayor discrepancia la observamos en los casos que no estaban en RC. Entre
estos pacientes, la no concordancia se debia en un 79% de los casos (15 casos de los 19) a
gue la IHQ detectd un mayor niumero de células plasmaticas que la citologia. Este resultado
apoya una vez mas que la cuantificacién de células plasmaticas en la BMO es mayor que en

el AMO. El impacto sobre la supervivencia se explica mas adelante (apartado 5.3.).

5.2. DETECCION DE CLONALIDAD

Desde la publicacion de los criterios de EBMT con la incorporacion de la remision
completa a la practica clinica, el impacto de ésta fue validado extensamente *of whom 395
patients received intensive therapy supported by autologous stem cells within the first year.
Survival times were calculated after 1 and 2 years from the start of chemotherapy. On the
basis of the response status after a 2-year landmark, the subsequent median survival was
9.7 years for patients with CR, 4.4 years for those with PR and 2.7 years for patients with
NR (P<0.001.7* Con la aparicion de nuevas terapias mas efectivas, se observo que un gran
numero de pacientes obtenia RC. Sin embargo, un alto porcentaje de éstos recaian. Esto hizo
sospechar que en estos pacientes persistia una pequefia enfermedad residual que no era
capaz de detectar las técnicas que se estaban utilizando hasta ese momento para evaluar
la enfermedad. Con la intencién de diferenciar a aquellos pacientes que obtenian mejores
resultados de aquellos que recaian, el grupo internacional de mieloma (IMWG) publicé en
el aflo 2006 unos nuevos criterios de evaluacion de la respuesta al tratamiento, y afiadieron
el criterio de remisién completa estricta que requiere ademas de la presencia de <5% de
células plasmaticas, la ausencia de clonalidad y la ausencia de cadenas libres en suero.
En este momento se incluyen por primera vez las técnicas histolégicas para la deteccion
de clonalidad. Segun estos criterios, para obtener la RC estricta era necesario descartar
clonalidad por IHQ o por inmunofluorescencia. Por tanto, se incorpora la realizacién de
biopsia de médula ésea en la evaluaciéon de la respuesta al tratamiento. En el afio 2011, la

CMF es incorporada a los nuevos criterios de respuesta, en los que la clonalidad en la MO
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puede ser estudiada por cualquiera de los dos métodos: la tradicional IHQ utilizada hasta el

momento, o la CMF de 2 o 4 colores.

Inicialmente analizamos la concordancia entre las dos técnicas propuestas por el
IMWG (IHQ y la CMF) en detectar persistencia de CP clonales tras el tratamiento. También
estudiamos la capacidad de detectar clonalidad por estudios moleculares con los resultados
obtenidos por PCR fluorescente. La CMF detectd clonalidad en el 41% de los casos (38
de 92 muestras). Sin embargo, la IHQ Unicamente detecté CP clonales en el 10% de loas
muestras (9 de 82 casos). Los estudios moleculares detectaron clonalidad en el 27% de
las muestras (9 de 33 muestras). Por lo tanto, la CMF fue la técnica con mayor capacidad
para detectar clonalidad, y por tanto la técnica mds sensible. La concordancia entre las tres

técnicas fue muy baja.

La CMF y la IHQ coincidieron en la presencia/ausencia de clonalidad en el 55% de las
muestras analizadas (47 de 85 muestras). La mayor concordancia se observé en muestras en
las que ninguna técnica detectd clonalidad. Llama la atencién que en 33 de los 85 casos (39%
de las muestras), la CMF detectd clonalidad en muestras en las que la inmunohistoquimica
no demostro persistencia de enfermedad. Estos dos hallazgos apoyan nuestra hipdtesis de
que la CMF de baja resoluciéon es mas sensible que la IHQ convencional. Por lo observado
en nuestro estudio, aquellas muestras en las que la CMF no detecta clonalidad, con alta
probabilidad presentaran ausencia de clonalidad demostrada en la BMO. Por el contrario,
si Unicamente realizdsemos IHQ para evaluar la clonalidad, un 39% de médulas serian
clasificadas como normales, mientras que la CMF demostraria persistencia de enfermedad
en esas muestras. Por lo observado, consideramos que no son técnicas comparables en la

deteccion de clonalidad.

Como hemos explicado previamente, el criterio de remision completa estricta exige
no solo la presencia de menos de un 5% de células plasmaticas, sino que ademas estas
CP no sean clonales, y la normalizacion de cadenas ligeras libres en suero. Analizamos los

pacientes que tenian <5% CP clonales y comparamos los resultados por CMF e IHQ.

La CMF demostré >5% CP clonales en el 41% de las muestras (37 de 86). La IHQ
demostrd >5% CP clonales en el 29% (25 muestras). Estos 25 casos no cumplian alguno de

los dos criterios o ninguno: 3 muestras presentaban >5% de células plasmaticas clonales,

DISCUSION

en 4 muestras el nUmero de CP era <5% pero se observd clonalidad, y 18 muestras (20% de
las muestras totales) presentaban Unicamente exceso de CP. En estas 18 muestras la IHQ
no demostrd clonalidad en ninguna de ellas, y la CMF Unicamente en 4 de las muestras.
Como hemos visto anteriormente, la cuantificacion de células plasmaticas en la BMO por
IHQ es mayor que la estimada por CMF o citologia, incluso en muestras con muy baja
infiltracion medular. Esto explica que los porcentajes estimados por la IHQ superen el
5% de CP en muestras en las que, a pesar de tener exceso de células plasmaticas, no se
demuestra clonalidad. Siendo riguroso, el criterio de remision completa exige <5% de células
plasmaticas, y el de RC estricta que este <5% de CP no sea clonal. En nuestra muestra, si
la estimacion de la plasmocitosis la realizamos por IHQ, estariamos clasificando a un 20%
de pacientes como no RC, cuando en realidad ese exceso de CP no presenta clonalidad. La
plasmocitosis policlonal” se ha descrito en el mieloma multiple como parte de un fenémeno
de reconstitucién inmune’®’”78, Este hallazgo se ha asociado a buen prondstico. Segun lo
expuesto, consideramos que, en la evaluacion de la respuesta al tratamiento en el mieloma,
el criterio de remisién completa deberia ser redefinido, ya que hay un elevado porcentaje
de pacientes que presentan exceso de CP (>5%) tras el tratamiento, pero éstas CP no son
patolégicas, y por tanto, no reflejan persistencia de enfermedad. En estos pacientes, lo
importante en la evaluacién de la respuesta al tratamiento, no es alcanzar un nimero bajo

de células plasmaticas, sino la ausencia de clonalidad.
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5.3. ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

En el momento de nuestro andlisis, 10 pacientes habian fallecido y 21 habian
progresado. La supervivencia global de la serie fue 161 meses con una mediana de 196
meses, y la supervivencia libre de progresion fue de 117 meses con una mediana de 182

meses.

5.3.1. REMISION COMPLETA

El impacto prondstico de alcanzar remisién completa ha sido ampliamente validado
por muchos grupos’®882 desde la incorporacion de ésta a los criterios de respuesta
del mieloma. Alcanzar remisién completa después del transplante de médula dsea se
consideraba un paso crucial para una supervivencia prolongada. Esto fue evaluado con las
terapias antiguas, que no obtenian resultados tan eficaces como los actuales tratamientos.
Es indudable que aquellos pacientes que alcanzan remision completa tendrdn una
supervivencia libre de progresién mds duradera que aquellos que alcanzan remision parcial.
Sin embargo, pocos estudios han evaluado la importancia de alcanzar RC en pacientes con
inmunofijacidon negativa. En el afio 2011 dos publicaciones defienden la importancia del
estudio morfolégico de médula dsea en pacientes con inmunofijacién negativa. El grupo
de la clinica Mayo®on achieving immunofixation-negative status, patients with less than
5% plasma cells in the BM had improved overall survival compared with those with 5% or
more BM plasma cells (6.2 years vs 2.3 years, respectively; P = .01 estudia la médula dsea
de 92 pacientes con inmunofijacion negativa en sangre y orina y observa que un 14% de los
pacientes no esta en remision completa y que la supervivencia global de estos pacientes
es menor. Al igual que este grupo, nosotros encontramos que el 14% de los pacientes
estudiados (8 de los 57) no estaban en RC morfoldgica. Este porcentaje ascendia a 25% (14
de 58 pacientes) cuando la plasmocitosis se cuantificd por técnicas inmunohistoquimicas.
Estos pacientes que no alcanzaron RC presentaron una SLP menor que los pacientes que
alcanzaron RC, tanto si la RC se estimd por estudios morfoldgicos en el aspirado medular

como por IHQ en la BMO. Aunque estos resultados no fueron estadisticamente significativos.

Fernandez de Larrea et al.®* P = .009 estudiaron el valor del aspirado de médula
6sea en 35 pacientes que adquieren inmunofijacién negativa tras el trasplante autdlogo

de progrenitores hematopoyéticos. En su serie todos los pacientes estaban en remision
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completa. Ellos observan que, entre los pacientes que alcanzan remisidon completa, aquellos
gue tienen menos de 1,5% CP tras el trasplante presentan una supervivencia libre de
progresidn mayor que los pacientes que tienen mas de 1,5% CP. Al igual que el grupo catalan,
intentamos establecer mediante curvas ROC un punto de corte predictivo para progresion
y supervivencia. Pero en nuestra serie no encontramos un valor que fuese predictivo para
la progresidn. Esto puede deberse en primer lugar al disefio del estudio: su muestra es muy
homogénea ya que analizaron pacientes que obtienen IF negativa tres meses tras el TASPE,
mientras que nuestra muestra esta constituida por pacientes que alcanzan IF negativa en
cualquier momento de la enfermedad. En segundo lugar, a diferencia que en la serie del
grupo cataldn, no todos los pacientes estaban en RC: la plasmocitosis medular mostré un
rango muy amplio (0 a 14% de CP), con una mediana de 2%, mientras que en su serie todos

los pacientes estaban en RC, con una mediana de 0,8%

Observamos que los pacientes que no alcanzan RC morfoldgica (estimada en el AMO),
recayeron con mayor frecuencia que los que alcanzan RC, con porcentajes de 37% y 32%
respectivamente. A pesar de que las tasas de recaida son menores en los pacientes que
alcanzan RC, casi un tercio de los pacientes con <5% CP tras el tratamiento recayeron.
Esto se cumplié cuando la RC se cuantificé en el AMO pero no en la BMO. Los pacientes
gue no alcanzaron RC estimada en la BMO por IHQ, tuvieron una tasa de recaida menor
que los que alcanzaron RC (28% vs. 37%). Observamos que dentro del grupo con >5% CP
tras el tratamiento (14 pacientes), en 10 pacientes se demostré que la plasmocitosis era
policlonal. Esto puede justificar que, en nuestra serie, los pacientes con mayor plasmocitosis
estimada por IHQ recayesen menos, ya que la plasmocitosis policlonal que aparece tras el

tratamiento, se ha asociado a buen prondstico.

5.3.2. CLONALIDAD

Uno de los objetivos primarios del presente trabajo era comparar la capacidad de
la IHQ vs CMF para demostrar clonalidad en MO, y su impacto en la supervivencia. Como
hemos comentado anteriormente, para obtener el actual criterio de respuesta completa
estricta, se requiere, entre otros, ausencia de clonalidad estimada por IHQ o por CMF, sin

especificar qué técnica utilizar.
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En nuestra serie, los pacientes en los que no se demostrd clonalidad por técnicas
inmunohistoquimicas tuvieron una mayor supervivencia libre de progresién y supervivencia
global que aquellos enlos que se detectd clonalidad. LaIHQ demostré clonalidad Unicamente
en 6 pacientes (10%); el 50% de ellos recayeron. Este porcentaje de recaidas desciende a32%
en los pacientes en los que la IHQ no demostro clonalidad. Por tanto, la demostracion de
clonalidad por técnicas inmunohistoquimicas se asocia a una alta probabilidad de recaida.
En nuestra opinidn, creemos que esto se debe a que la sensibilidad, y por tanto la capacidad
de detectar clonalidad, de la IHQ en muestras con muy poca enfermedad es baja. La IHQ
solo es capaz de detectar CP clonales en muestras con alta infiltracion medular, y por tanto

muestras con mayor probabilidad de recaida debido a la poca profundidad de la respuesta.

Los pacientes en los que la CMF no detectd clonalidad, mostraron una supervivencia
libre de progresion mayor que los pacientes en los que se detectd persistencia de CP
clonales. El mismo impacto se observd en la supervivencia global. Los pacientes en los que
la CMF detect6 clonalidad, recayeron con mayor frecuencia que aquellos que en los que no

demostro clonalidad (45% vs 25%).

Analizamos la clonalidad detectada por CMF y por IHQ de 20 pacientes que
progresaron de nuestra serie. La IHQ habia detectado clonalidad uniamente en 3 de estos
pacientes (15%), mientras que la citometria de flujo detectd clonalidad en 12 pacientes
(60%). Estos resultados apoyan nuestra hipotesis de que la citometria de flujo es una técnica
mas sensible que la inmunohistoquimica para detectar clonalidad en médulas con muy baja

infiltracion medular.

Analizamos la supervivencia en funcién de la magnitud de la EMR medida por CMF:
pacientes con EMR negativa o baja EMR (£0,01%), frente a pacientes con EMR alta (>0,01%).
Observamos que los pacientes con EMR baja o negativa tuvieron mejor SLP y SG que los
pacientes con alta EMR. Lo mismo observamos al analizar Unicamente a los pacientes con
EMR positiva: los pacientes con EMR <0,01% tuvieron mejor SLP y SG que los pacientes con
EMR >0,01%. Esto coincide con lo observado por Martinez- Sanchez et al.®? Defiende que la

profundidad de la respuesta al tratamiento tiene impacto en la supervivencia.

DISCUSION

5.3.3. OBTENCION DE <5% CP CLONALES

En nuestra serie, los pacientes con <5% de células plasmaticas clonales analizadas por
citologia y CMF, tuvieron mayor SLP y SG que los pacientes con >5% CP clonales. Cuando la
estimacion se realizé por IHQ, los resultados fueron contradictorios: pacientes con >5% CP
clonales presentaron una SLP y SG mas prolongadas que los que la IHQ detectaba <5%CP
clonales. Entre los pacientes con <5%CP clonales, la CMF detectd clonalidad en el 75% de
los pacientes que recayeron. Por tanto, cuando la plasmocitosis y clonalidad se estudia por
IHQ, la obtencidon de <5% CP clonales no se asocia a mejor supervivencia. Una vez mas,
este resultado apoya nuestra hipdtesis de que la IHQ es menos sensible que la CMF en la

deteccion de enfermedad residual en pacientes con IF negativa.

En aquellos pacientes que no estaban en RC por IHQ, observamos que los pacientes en
los que la CMF detecté una EMR alta (>0,01%) presentaron una SLP menor que los pacientes
en los que la CMF detectd EMR baja. Por lo tanto, en pacientes que no estan en RC por IHQ,
la CMF es capaz de discriminar aquellos pacientes que tendran mejor supervivencia en

funcién de la magnidtud de la EMR.

La biopsia de médula désea, necesaria para el estudio inmunohistoquimico, es una
técnica incomoda para el paciente, y costosa en términos de tiempo, por el procesamiento
de la muestra. En contra, el aspirado de médula dsea es poco doloroso y rapido para el
paciente y para el procesamiento de las muestras. Por todo lo expuesto hasta ahora,
la biopsia de médula dsea no parece que aporte ninguna informacién que justifique su

realizacidn en la evaluacion de la respuesta al tratamiento en el mieloma.
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DISCUSION

5.3.4. REMISION COMPLETA ESTRICTA

Se han realizado varios estudios analizando el valor de la obtencién de un ratio normal de
cadenas ligeras libres en suero tras el tratamiento. Sin embargo, los resultados son contradictorios
427045 Dispenzieri et al. observan que la obtencidn de un ratio de cadenas libres en suero normal se
asocia a mayor SLP y SG incluso en pacientes que no alcanzan RC. Martinez- Lopez et al. observan
que la obtencidon de un ratio de cadenas libres normal no discrimina pacientes con mayor riesgo
de progresion. En nuestra serie, los pacientes con ratio de CLS normal y ratio alterado tuvieron
una SLP y SG similar. El porcentaje de progresion entre los pacientes con ratio normal y alterado
fue similar (26% y 28% respectivamente). Nosotros defendemos que en pacientes con IF negativa,

obtener un ratio de CLS normal no discrimina pacientes con menor riesgo de progresion.

Respecto a la obtencidn de RC estricta, el analisis de cadenas libres en suero no aporta
ningun dato adicional a la obtencidn de <5% CP clonales. Los resultados de supervivencia en
funcién de la RC estricta fueron equiparables a los obtenidos Gnicamente con el andlisis del
porcentaje de CP clonales: por CMF vy citologia, los pacientes en RC estricta tuvieron una
mayor SLP y SG que los que no estaban en RC estricta; estimada por IHQ, los pacientes que
no estaban en RC estricta presentaron una SLP y SG mayor que los que estaban en RC estricta.
Los resultados fueron similares, pero al afiadir el ratio de cadenas ligeras libres en suero, no se
alcanzo significacion estadistica (que si ocurrid alcanza cuando solo se analizé el % de CP clonales).
Por lo tanto, en pacientes con IF negativa, obtener <5% CP clonales tiene mayor impacto en la
supervivencia que obtener RC estricta. Dado que el ratio de cadenas ligeras libres en suero no
aporta un valor afadido a la presencia/ausencia de clonalidad, consideramos que el criterio de

RC estricta deberia ser redefinido.

Unicamente encontramos un subgrupo de pacientes con <5% de CP clonales estimadas
en la BMO, en los que la obtencidn de un ratio normal de cadenas libres en suero se asocid

a mejor SLP, aunque estos resultados no fueron estadisticamente significativos.

Observamos que, entre los pacientes que no estdn en RC estricta estimada por
IHQ, aquellos pacientes con EMR baja detectada por CMF tenian una SLP mayor, que los
que tenian una EMR alta (>0,01%). Por lo tanto, entre los pacientes con persistencia de
enfermedad estimada por IHQ, la CMF es capaz de discriminar dos grupos de pacientes en

funcién de la magnitud de la EMR.

DISCUSION

5.3.5. ENFERMEDAD DETECTADA SOLO POR CMF

Los pacientes en los que ninguna de las técnicas utilizadas detectd enfermedad
residual, tuvieron una SLP y SG mayor que los pacientes en los que Unicamente la CMF
detecté EMR. Observamos que el porcentaje de recaidas en pacientes sin enfermedad
residual fue muy inferior al de pacientes en los que sélo la CMF detectaba enfermedad (15%
vs. 65%). De igual manera, ninguno de los 20 pacientes sin enfermedad medible fallece,
mientras que el 44% con solo EMR+ fallece. Por lo tanto, aquellos pacientes en los que,
tras el tratamiento, ninguna técnica detecta persistencia de enfermedad tienen impacto

pronéstico positivo.

5.3.6. PRESENCIA DE BANDAS OLIGOCLONALES

Laapariciéondebandasoligoclonales como reflejo de unarespuesta humoral oligoclonal
es un acontecimiento bien conocido tras el tratamiento del mieloma multiple3*348788 y
posteriormente Fernandez Larrea et al® -54.5% estudiaron su prevalencia en pacientes
tratados con nuevas terapias vs pacientes terapias convencionales, encontrando una mayor
prevalencia en los pacientes que habian recibido nuevos agentes (11 vs 65%). En nuestra
serie, 39 de los 59 pacientes estudiados (66%) presentaban bandas oligoclonales. Hubo
pocas diferentes entre los pacientes que recibieron TASPE y aquellos que no lo recibieron
(64 vs.70%). Esto probablemente se deba a que 34 de los 44 pacientes (77%) que recibieron
TASPE, fueron tratados con nuevas terapias como parte del acondicionamiento. Al igual
otros grupos grupos de trabajo,”® observamos que los pacientes que habian recibido
nuevas terapias tuvieron una mayor incidencia de bandas oligoclonales que los que fueron
tratados con quimioterapia convencional (70% vs 45%). En nuestro estudio, los pacientes
gue presentaban bandas oligoclonales tras el tratamiento tuvieron una supervivencia libre
de progresion y supervivencia global mds prolongada que aquellos que no las presentaban
con medias de 114 vs. 127 para SLP (p= 0,43) y 141 vs. 170 para SG (p=0,1). Aunque hay
grupos que ponen en duda el impacto pronéstico de la aparicién de bandas oligoclonales

tras el tratamiento,” en nuestra serie se asocia a buen prondstico.
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CONCLUSIONES

. La cuantificacién de células plasmaticas en médula dsea analizada por
inmnunohistoquimica es mayor que la estimada por citologia o citometria de

flujo.

. En la evaluacion de la respuesta al tratamiento en el mieloma multiple la
citometria de flujo de baja resolucidn es mas sensible que lainmunohistoquimica
en detectar persistencia de enfermedad, y deberia ser el método de eleccion

para detectar clonalidad.

. La remisiéon completa en aquellos enfermos que tienen una infiltracion mayor
del 5% por técnicas citoldgicas, deberia ser redefinida afiadiendo como criterio

la ausencia de clonalidad mediante citometria y/o inmunohistoquimica

. La biopsia de médula dsea no es necesaria de manera rutinaria en la evaluacién

de la respuesta al tratamiento del mieloma.

. El estudio de cadenas ligeras libres en suero en pacientes con IF negativa no

identifica pacientes con mayor riesgo de progresion.

. La apariciéon de bandas oligoclonales tras el tratamiento se asocia a mejor

prondstico en pacientes con IF negativa.
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