VNiVERSIDAD
P SALAMANCA

Departamento de Medicina
Hematologia

Tesis doctoral

“Gammapatia Monoclonal de Significado Incierto en la
provincia de Segovia: Estudio poblacional y factores
pronodsticos (células plasmaticas en sangre periférica por
inmunofenotipo y ensayo de cadena pesada-ligera de las

inmunoglobulinas)”

Aranzazu Garcia Mateo
2019






D2 Maria Victoria Mateos Manteca, Doctor en Medicina, Médico Adjunto de

Hematologia del Hospital Universitario de Salamanca

y

D. José Alberto Orfao de Matos Correia e Vale, Catedratico de la Universidad de
Salamanca y Director del Servicio General de Citometria de la Universidad de

Salamanca

CERTIFICAN:

Que el trabajo realizado bajo nuestra direccion por D2 Aranzazu Garcia Mateo,
titulado “GAMMAPATIA MONOCLONAL DE SIGNIFICADO INCIERTO EN LA
PROVINCIA DE SEGOVIA: ESTUDIO POBLACIONAL Y FACTORES PRONOSTICOS
(CELULAS PLASMATICAS EN SANGRE PERIFERICA POR INMUNOFENOTIPO Y
ENSAYO DE CADENA PESADA-LIGERA DE LAS INMUNOGLOBULINAS)”, retne las

condiciones de originalidad requeridas para optar al grado de Doctor en Medicina.

Y para que asi conste, firmamos la siguiente certificaciéon en Salamanca, a 1 de julio

de dos mil diecinueve.

Dra. Maria Victoria Mateos Prof. José Alberto Orfao de

Manteca Matos Correia e Vale






A mi familia.






Agradecimientos






A la Dra. Maria Victoria Mateos, por brindarme la oportunidad de desarrollar esta tesis,

por su inmensa capacidad de trabajo y por todas las ensefianzas que me llevo.

Al profesor Alberto Orfao, porque gracias a su apoyo este trabajo se ha podido llevar a

cabo.

A Teresa Contreras, Luzalba Sanoja y Noemi Puig, por su dedicacion y gran

colaboracién en partes fundamentales de esta tesis.

A José Hernandez, por haberme acompafiado en mis primeros pasos en el camino de
la Hematologia y la investigacién e inculcarme el interés por las Gammapatias en

particular

A Carmen Oliver y José Antonio Queizan, por ser excelentes maestros y mejores

personas.

A todos mis compaferos del Servicio de Hematologia del Hospital General de
Segovia, incluyendo el personal del laboratorio, en particular a Tomas, Concha, Celia,
Mamen y Monica; y a las secretarias Almudena y Julia, porque siempre me han
prestado su colaboracion cuando la he necesitado y por estos afios que hemos

compartido y marcaran toda mi andadura profesional.

Al Servicio de Analisis Clinicos y de Radiodiagnéstico del Hospital General de
Segovia, en especial a las Secciones de Inmunologia-Proteinas y Resonancia

Magnética, respectivamente, por haber contribuido con su trabajo al desarrollo del mio.

A los médicos de los Centros de Salud de Segovia capital porque contribuyeron con su

esfuerzo al reclutamiento de pacientes para el estudio.

A los pacientes, porque a ellos va dirigido todo nuestro trabajo.



10



11

indice




12

indice



indice

|. INTRODUCCION Y ESTADO ACTUAL .....ovuiiiiieeeeeeee e 15
1. Definicion y clasificacion de las Gammapatias Monoclonales.................. 16
1.1. Criterios diagnésticos de las Gammapatias Monoclonales............. 17
1.2. Epidemiologiade la GMSI..........ooiiiiiiiii e 20
2. Factores predictores de transformacion de la GMSI.................coovenen. 24
2.1. Factores relacionados con la carga tumoral................ccoeieveinnne 24

2.2. Factores relacionados con el grado de expansion tumoral clonal
(supresioén de la poblacion de células plasmaticas policlonales)...... 25

2.3. Factores relacionados con las caracteristicas biologicas del clon de
células plasmaticas patologiCas. .........covuvuiuieiiiiiiiiieeeean, 29

2.4. Factores relacionados con el hueso. Presencia de lesiones focales

en resonancia magnética cuerpo completo..............cooooiiiiiinn 34
3. Modelos predictivos de progresion de la GMSI a Mieloma Mdltiple............ 35
3.1. Modelo prondstico de la Clinica Mayo............c.cccoeiiiiiiiiiiiiinn.. 35

3.2. Modelo prondstico del grupo de Salamanca/GEM-PETHEMA......... 37

4. Pruebas diagnosticas para el estudio de las Gammapatias
1Y Fo T o T3 0 i F= 1L 38
5. Manejo de las Gammapatias Monoclonales...............cococviiiiiiiiiiiienn.e, 39

6. Estrategias para la prevenciébn de la progresibn y estrategias de

tratamiento €N 1a GMSI. .. ... 42
7. REIEIENCIAS. ...ttt 45
Il. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS......coovviiiiiiiieeeeeeiee e 51
1. HIpOtesis de trabajo.........c.ouieiuiiiii e 52
2. ODJBLIVOS . ...t 55
3. REIEIENCIAS. ... 57
HI. MATERIAL Y METODOS. ... .ottt e, 59
1. PaCiENtES Y MUESIIAS. ... et ee e 61
1.1. Estudio de cribado poblacional dela GMSI................ooiiiiiails 61
1.2. Estudio de la incidencia y prevalenciade laGMSI........................ 62

1.3. Estudio de rangos de normalidad de las cadenas ligeras
OIS . e 62
1.4. Estudio de factores pronosticos enlas GMSI.............cccoovviiiiene 62
P28 \Y =7 o T (o] (o T 1 T T 62
2.1, Datos Dasales..........ooieieiiiiii 62

13



indice

2.2, DaAtoS EVOIULIVOS. ... e e 63

2.3. Clasificacion segun los modelos de riesgo y seguimiento adaptado

Al TIBSg0. ettt 63
2.4. Manejo y almacenamiento de muestras............coovvieniiineinininnnnnn. 65
2.5. Metodologia detallada.............cooeviiiiiiii e 67
2.6. Metodologia estadiStiCa. ........ccuvuieiiiiiiie i 78

Anexo 1: Hoja de informacién al paciente y consentimiento informado
aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica del area de Segovia..... 81
Anexo 2: Documento del Comité Etico de Investigacion Clinica del area de

=T 0 [0 1Y = P 85
3. REIBIENCIAS. ...t 86
V. RESULTADOS. ...t e et ees 89
1. Estudio de una cohorte poblacional...............ccoooiiiiiii 91

1.1. Incidenciay prevalencia de GMSI en Segovia capital.................... 93

2. Estudio de los rangos e intervalos de referencia de las cadenas ligeras
libres en un poblacién local espafiola..........ccc.ovieiiiiii i 95

3. Estudio de una cohorte de GMSI diagnosticada en la consulta de

hematologia. ... ..o 96

4. Evaluacion del riesgo de progresion de GMSI a Mieloma Mdltiple............ 98
4.1. Modelo pronéstico de la Clinica Mayo............c.coeeiiiiiiiiiiiiann. 98
4.2. Modelo pronéstico del grupo de Salamanca/GEM-PETHEMA......... 99

4.3. Estudio de las células plasmaticas circulantes en sangre periférica. 100
4.4. Estudio del grado de expansion tumoral clonal y de la

inmunoparesia mediante Hevylite Chain®......................cooeeee. 105
4.5. Estudio de los factores predictores de riesgo a la progresion de

todas las variables analizadas. ..........ovooe i 112
V. DISCUSION . .. e e 117
I = L= (=] (<Y &= 1 129
VI CONCLUSIONES. . .o e e e 131
VIl. MATERIAL DERIVADO DE LOS TRABAJOS. . ..o, 135
VIII. FINANCIACION RECIBIDA PARA LOS TRABAJOS.....ooviiiieeaaan, 139
IX. GLOSARIO DE ABREVIATURAS . ..o e 143

14



Introduccion y estado actual

. INTRODUCCION Y ESTADO ACTUAL

15



16

Introduccion y estado actual



Introduccion y estado actual

1. DEFINICION Y CLASIFICACION DE LAS GAMMAPATIAS MONOCLONALES

Las Gammapatias Monoclonales (GM) incluyen un grupo de enfermedades
caracterizadas por la proliferacion clonal de las células plasméticas (CP) en médula
6sea (MO), que producen una inmunoglobulina (Ig) de caracter monoclonal, llamada

componente monoclonal (CM), que puede detectarse en suero o en orina*?.

La mayoria de las GM son benignas (70%) e incluyen la Gammapatia Monoclonal de
Significado Incierto (GMSI) y el Mieloma Mudltiple asintomatico o smoldering (MMS). El
30% restante, corresponde a GM malignas e incluyen, entre otras, el Mieloma Mdltiple
(MM), la amiloidosis (AL), etc. Las GM benignas pueden, potencialmente, evolucionar
a su version maligna y hoy se sabe que, en todos los pacientes, el MM esta precedido

por la presencia de GMSI y/o MMS>*,

La GMSI es la entidad mas frecuente, representando un 51% de todas las GM. El
resto de GM suponen, segln un estudio poblacional realizado en la Clinica Mayo en
1.510 personas mayores de 50 afios, las siguientes frecuencias: MM un 18%, MMS un
6%, AL un 11%, sindromes linfoproliferativos un 4%, Macroglobulinemia de
Waldenstrom (MW) un 3% vy plasmocitoma solitario un 1%. Otras entidades
representan un 6% (Figura 1.1)*. ©

Lymphoproliferative

Amyloidosis (AL) 4% (55)

11% (167)

SMM 6% (87)

Solitary or extra-
medullary 1% (23)

Macro 3% (43)
Other 6% (93)

myeloma
18% (273)

51% (769)

Figura 1.1. GM diagnosticadas en la Clinica Mayo en 2005. Figura extraida de Kyle RA et al. Br J
Haematol. 2006 Sep;134(6):573-894.

Hallazgos similares, en cuanto a la distribucion, se han encontrado en otro estudio
italiano, evaluando 375 casos de nuevo diagnostico: la GMSI representaba un 69,6%,

el MM un 26,6% y otras patologias linfoproliferativas el 4,8% de todas las GM®.

1.1. CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE LAS GAMMAPATIAS MONOCLONALES

Diferentes grupos cooperativos establecieron los criterios diagndsticos de las GM en el
pasado (Medical Research Council of the United Kingdom, Nordic Myeloma Study

Group, Eastern Cooperative Oncology Group, Southwest Oncology Group and Chronic
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Leukaemia Myeloma Task Force of the National Cancer Institute o el Programa
Espafiol de Tratamientos en Hematologia (PETHEMA)). Sin embargo, en el afio 2014,
el Grupo Internacional de trabajo de MM (International Myeloma Working Group,
IMWG) actualizé los criterios diagnésticos con el objetivo de que fueran sencillos,
faciles de usar tanto en la practica clinica habitual como en investigacién y que
estuvieran basados en pruebas de laboratorio ampliamente disponibles de forma

rutinaria®.

La GMSI se define por la presencia de los siguiente tres supuestos: un CM sérico
menor de 3 g/dL, una infiltracion en MO menor del 10% de CP clonales y la ausencia
de dafio organico, como hipercalcemia, insuficiencia renal, anemia y lesiones 6seas
(sintomas CRAB) o amiloidosis, que pueda atribuirse a la proliferacion de CP (Tabla
1.1).

La GMSI suele ser méas prevalente en varones con una edad media al diagnéstico de
72 afos. El tipo de cadena pesada de Ig afecta méas frecuente es la I9gG, en el 70% de
los pacientes, IgA en el 12%, IgM en el 15% vy bi o triclonal en el 3%. Ademas, la GMSI
de cadenas ligeras libres en suero (CLL) supone un 0,7% y es mas frecuente en la
poblacion mas joven. La mayoria de las GMSI son kappa (61%), siendo lambda en el

39% de los casos®.

CM CP en MO Dafio organico

Ausencia de eventos definitorios
GMSI CM en suero <3 g/dL y CPc<10% vy ] o
de mieloma o amiloidosis

CM en suero 23 g/dL o Ausencia de eventos definitorios

MMS CPc: 10-60% y de mieloma o amiloidosis

CM en orina 2500 mg/24

horas y/o (imprescindible)

CM en suero y/o en orina
MM CPc 210%* vy
(no imprescindible)

Presencia de eventos definitorios

de mieloma o amiloidosis

* O biopsia confirmatoria de plasmocitoma éseo o extramedular.

Tabla 1.1. Criterios diagnésticos de las gammapatias monoclonales. Basado en International Myeloma
Working Group updated criteria for the diagnosis of multiple myeloma. Lancet Oncol 15, e538-48, 2014°.

El MMS se caracteriza por cumplir cualquiera de estos dos criterios: la presencia de un

CM en suero 23 g/dL (IgG o IgA) y/o CM en orina mayor de 500 mg/24 horas y/o una
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infiltracion de CP clonales en MO entre un 10-60% Yy la ausencia de un evento
definitorio de MM o amiloidosis (Tabla 1.1)2.

Criterios diagnosticos para MM del International Myeloma Working

Group?

Definicién de MM

Presencia de 210% de CP en MO

= Eventos definitorios de Mieloma;

— Hipercalcemia: calcio en suero >0,25 mmol/L (>1 mg/dL) por encima

del limite superior de la normalidad o >2,75 mmol/L (11 mg/dL)

— Insuficiencia renal: aclaramiento de la creatinina <40 mL/min o un

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

— Anemia: reduccién de la hemoglobina (Hb) >2 g/dL por debajo del

limite inferior de la normalidad o un valor Hb <10 g/dL

— Lesi6én 6sea: una o mas lesiones osteoliticas en la serie 6sea
radiol6gica, TC o PET/TC

= Uno o mas biomarcadores de malignidad:

— Infiltracién en MO de CP clonales 260%

— Ratio de CLL (CLL involucrada/no involucrada) 2100

— Presencia de mas de una lesidn focal 25 mm en Resonancia

Magnética

Tabla 1.2. Criterios diagnoésticos para MM del International Myeloma Working Group. Lancet Oncol 15,
€538-48 (2014)°.

El MM se define por la presencia de infiltracion de CP clonales en MO 210% o biopsia
confirmatoria de plasmocitoma 6seo 0 extramedular y cualquiera de los siguientes
eventos: dafio organico atribuible a la proliferacién clonal de la CP del MM (CRAB);
hipercalcemia, con calcio en suero >0,25 mmol/L ( >1 mg/dL) por encima del limite
superior de la normalidad, o més de >2,75 mmol/L ( >11 mg/dL); insuficiencia renal,
con aclaramiento de la creatinina <40 mL/min o un valor de creatinina sérica >177

pmol/L ( >2 mg/dL); anemia, con una reduccién de la hemoglobina (Hb) >2 g/dL por
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debajo del limite inferior de la normalidad o un valor Hb <10 g/dL; o lesién ésea, con
una o mas lesiones osteoliticas en la serie 6sea radiolégica, TC o PET/TC?. Ademas
de la presencia de uno o mas de los siguientes biomarcadores de malignidad, incluso
en ausencia de CRAB: infiltracion en MO de CP clonales = 60%"?, ratio de CLL (CLL
involucrada/no involucrada) 2100%"~*° o presencia de mas de una lesién focal =25 mm

detectadas mediante Resonancia Magnética (RM) (Tabla 1.2)**2,

1.2. EPIDEMIOLOGIA DE LA GMSI
1.2.a. Prevalencia de la GMSI

Existen diferentes publicaciones sobre la prevalencia de la GMSI basados en estudios
realizados sobre la poblacién general, aunque la mayoria de estos se realizaron en

pacientes dentro del ambito hospitalario.

La deteccién de las GM depende en gran medida de la sensibilidad de las técnicas
empleadas. El primer estudio poblacional de GM data de 1966 y fue realizado por
Axelsson en el sur de Suecia, en una poblacién de 6.995 personas mayores de 25
afios, se encontr6 que el 0,9% tenian una GMSI detectada mediante EEF en papel®.
En otro estudio, también realizado con pacientes dentro del a&mbito hospitalario en
ltalia, se observaron unos datos de prevalencia similares, un 0,7%>; mientras que en
otros, también realizados con EEF con acetato de celulosa, se objetivaron tasas de

prevalencia ligeramente superiores, en torno al 1,2%"°.

Posteriormente, se implant6 el uso de la electroforesis en gel de agarosa, que permitid
aumentar la sensibilidad de la técnica y las tasas de deteccion del CM en la poblacion

general.

En el afio 1970, Kyle et al. realiz6 el primer estudio prospectivo y poblacional de GMSI,
con el objetivo de evaluar el pronéstico a largo plazo de estos pacientes ' °. Se
evaluaron 241 sujetos y se objetivd una prevalencia de GMSI del 3% para el grupo de
edad superior a 70 afios y del 1% en los mayores de 50. Posteriormente, Kyle realiz6
otro estudio mas ambicioso, basado en una poblaciéon sana de Minnesota de 21.463
personas, en la que se detect6 la presencia de GMSI en 694 casos, es decir, en el
3,2% de la poblacion mayor de 50 afios, que representaba una tasa de prevalencia

mayor a la publicada hasta el momento para esa franja de edad”.

Mientras la prevalencia de la GMSI de CLL fue mas baja, solo detectada en el 0,8% de
pacientes mayores de 50 afios. Cuando se evaluoé la prevalencia en conjunto, la GMSI
de Ig completa y la GMSI de CLL, esta fue de 4,2%%.
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En Espafa, existen muy pocos estudios observacionales de prevalencia de GMSI,
salvo el estudio retrospectivo realizado en el Hospital Miguel Servet de Zaragoza, en el
gue se seleccionaron los pacientes mayores de 60 afios diagnosticados de GMSI y en

el que se reportd una incidencia de 52,87% casos de GMSI por 10° habitantes/afio®.

1.2.b. Distribucion de la GMSI segln el sexo, la edad y la raza

La tasa de prevalencia de la GMSI difiere segun el sexo?*?. En el estudio poblacional
de Minnesota las tasas ajustada por edad fueron mas altas en hombres que en

muijeres (3,7% vs 2,9%, respectivamente)**.

En relacion con la edad, la GMSI es més frecuente en la poblacién mayor de 50 afios,
presentando una prevalencia global del 3,5% aproximadamente, en un estudio
poblacional aleméan de 4.814 personas entre 45-75 afios** y aumentando hasta el 6%

en la poblaciéon mayor de 80 afios**31%22%

En la misma linea Kyle et al. reportaron la prevalencia de la GMSI por grupos de edad,
y en la poblacién entre 50-59 afios esta fue de un 1,7%, entre los 60-69 afios de un
3%, entre los 70-79 afios de un 4,6%, alcanzando tasas del 6,6% en los mayores de
80 afios®. En otro estudio realizado en Carolina del Norte, donde se incluyeron 111
personas ancianas, presentaron una tasa de prevalencia de hasta el 14% en los

mayores de 90 afios®.

En cuanto a la raza, existen también diferencias en la prevalencia de las GMSI. En un
estudio en Duke, Carolina del Norte (EEUU), realizado en 1.732 personas mayores de
70 afios, Cohen et al. detectaron que las personas de raza negra (afroamericana)
tenian mas del doble de probabilidad que las personas de raza blanca de tener una
GMSI, (8,4% vs 3,8%, respectivamente)®*?"?, Este hallazgo ha sido confirmado
posteriormente en otros estudios, en los que la tasa de prevalencia de la GMSI para la

raza blanca fue de 2,3%2°%,

Cabe sefalar que la tasa de prevalencia de GMSI publicada en la poblacién japonesa
fue menor a la reportada en paises occidentales. En un estudio poblacional de 52.802
personas en la ciudad de Nagasaki en Japon, la prevalencia fue del 2,4% en los
pacientes mayores de 50 afios, mientras que en aquellos mayores de 80 afios la tasa

fue del 4,4%, es decir, menor a la publicada para esa franja de edad en occidente®.

1.2.c. Historia natural de las GM benignas

La evolucion natural desde la GMSI a la Leucemia de CP, clasicamente, se ha

representado de una manera lineal. Se ha observado que la CP sigue habitualmente
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un modelo en ramas basado en la evolucion de las especies de Darwin®,
produciéndose diferentes clonas junto con una heterogeneidad intraclonal que
favorece la persistencia y desarrollo de células cada vez mas resistentes, con
alteraciones genéticas y moleculares que le podria conferir una mayor ventaja
proliferativa (Figura 1.2). La gran heterogeneidad de clonas que pueden seleccionarse
durante la progresiéon podria condicionar la diferencia en la respuesta al tratamiento
gue existe en cada paciente. Los factores que estan implicados en esta selecciéon son
variados, influye desde el microambiente tumoral, hasta caracteristicas propias de

cada clon.

A. Lineal
—_— O
@ X% &S 78

B. Ramificado

L 4
' o\ 4
@2
<

Figura 1.2.Modelos de evolucidon clonal del cancer. Figura extraida de Morgan et al. Nature Reviews
Cancer, 12(5):335-348%,

1.2.d. Historia natural de la GMSI

El comportamiento de la GMSI es, en general, indolente. No obstante, el 25% de los
pacientes con GMSI progresaran a MM, con una tasa de progresion del 1% al afio en
personas mayores de 50 afios, un 5% en mayores de 70 afos, llegando incluso al 10%
en los pacientes por encima de los 80 afios de edad, en algunas series***°. Este
riesgo permanece constante, incluso después de 25-30 afios de seguimiento desde el
diagnéstico®®%*. Aunque aproximadamente el 80% de los MM se originan de una
GMSI no IgM, también existe una proporcion, el 20% restante, que progresan de una
GMSI de CLL, siendo el riesgo de progresion de los pacientes con GMSI de CLL
menor que el de la GMSI convencional, con una tasa de 0,27% al afio. Esto podria
explicarse porque una proporcion de casos con GMSI de CLL podria ser secundaria a

un problema renal o una activacion policlonal®.
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Otros estudios, la mayoria de ellos realizados en los afios 90, reportaron datos
diferentes en cuanto a la historia natural de la GMSI y su riesgo de progresar a MM.
En un estudio en Islandia, en 504 pacientes con GMSI, se detectaron 9,2% de
progresiones a los 6 afios de seguimiento®’; en otro la tasa de progresion fue del 10%
con una mediana de seguimiento de 56 meses*®; mientras que un tercero se reporto
una tasa de progresion del 6,2% a los 72 meses en 335 casos de GMSI*. No
obstante, cabe la posibilidad de que los criterios aplicados para el diagnéstico de
GMSI no fueran homogéneos, pues en el momento actual se puede decir que la
evolucién de los pacientes con GMSI es indolente y que globalmente el riesgo de

progresion es de 1% por afio.

1.2.e. Historia natural del MMS

El MMS presenta un riesgo de progresion a MM heterogéneo. Existen MMS con un
comportamiento evolutivo similar al de una GMSI, con una tasa muy baja de
progresion y otros con un comportamiento similar a un “early MM” o MM precoz, con

alto riesgo de progresar a MM*™,

En general, el riesgo de progresion del MMS es del 10% al afio durante los primeros 5
afos desde el diagnostico, aproximadamente de un 3% anual durante los siguientes 5
afos, y de un 1% al afio durante los Ultimos 10 afios. Se advirti6 una incidencia
acumulada de progresion del 73% a los quince afios de seguimiento de pacientes con
MMS (Figura 1.3)%.

Mieloma Muiltiple smoldering

Probabilidad de progresion (%)

Afios desde el diagndstico

Figura 1.3. Riesgo de progresion de la GMSI y el MMS. Extraida de Kyle, R. A. et al. N Engl J Med 356,
2582-90 (2007)“.
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2. FACTORES PREDICTIVOS DE TRANSFORMACION DE LA GMSI

Aunqgue la GMSI es una enfermedad indolente con riesgo de progresion a MM bajo y
uniforme a lo largo del tiempo. Se han descrito diferentes factores prondsticos
predictores del riesgo de progresion a MM, que incluyen caracteristicas basales al
diagndstico, como la cantidad de CM, el tipo de Ig afecta, la cantidad de CP en MO y
su proporcion con inmunofenotipo patolégico o la alteracién de la ratio de las CLL
involucrada vs no involucrada, entre otros, que han demostrado ser Utiles para

identificar aquellos pacientes con mayor riesgo de progresion®.

El estudio de estos factores pronosticos ayudard a una mejor caracterizacion de la
GMSI y podria ser util para predecir el riesgo de progresion a enfermedad sintomatica,

y asi poder individualizar su seguimiento®.

2.1. FACTORES RELACIONADOS CON LA CARGA TUMORAL
2.1.a. Componente Monoclonal

La concentracion del CM en suero al diagnéstico ha sido el factor de riesgo a la
progresion con mayor valor pronéstico en todas las discrasias de células plasmaticas.
Ademas, la mayoria de las GM comparten el hecho de que la mediciéon del CM es un
factor comun y determinante para su diagndstico, prondstico y seguimiento. Asi
mismo, se ha observado que el riesgo relativo de progresién de los pacientes con

GMSI esta directamente relacionado con la concentracion del CM al diagndstico®¥4¢->*,

En un estudio realizado en 1.384 pacientes con GMSI, se observé que aquellos casos
que tenian un CM >2,5 g/dL el riesgo de progresion era 4,6 veces superior con
respecto a aquellos con un CM al diagnéstico menor de 0,5 g/dL. Ademas, los
pacientes con un CM de 1,5 g/dL presentaron casi el doble de riesgo de progresion
que aquellos con un CM de 0,5 g/dL. Se objetivd que la probabilidad de evolucién a
MM a los 20 afios aumentaba segun la cantidad del CM: 14% cuando la cantidad del
CM inicial era de 0,5 g/dL, 25% cuando el CM era 1,5 g/dL, llegando hasta el 49%
cuando el CM era 2,5 g/dL**.

Otro factor predictor de progresion también relacionado con la carga tumoral, pero que
en este caso tiempo-dependiente, es el patron evolutivo del CM. Existen diferentes
estudios que han sefialado el aumento progresivo del CM, durante los primeros afos
de seguimiento, como un factor de riesgo de interés para predecir la progresion a MM.
Rosifol et al., en un estudio de 359 pacientes con GMSI, describieron un patron
“evolving” del CM sérico caracterizado por un incremento progresivo del CM, mas de

0,5 g/dL en cada determinacion, durante los tres primeros afios desde el diagndstico.

24



Introduccion y estado actual

Este grupo de pacientes presentaron una tasa de progresion de 55% vs 10% para
aquellos pacientes con patrén “evolving” frente a los que presentaron estabilidad del

CM (“no evolving”) a los 10 afios, y 80% vs 13%, respectivamente los 20 afios™.

En otro estudio con 61 pacientes con MMS y 311 con GMSI, se defini6 el patron
“evolving” del CM como el incremento de al menos el 10% en el primer afio en el caso
del MMS; y durante los tres primeros afios desde el diagndstico, confirmado en dos
determinaciones consecutivas separadas al menos por un mes, en el caso de las
GMSI. Los pacientes con patrén “evolving” tuvieron una probabilidad acumulada de

progresion a los 7 afios de 19% vs 7% para aquellos “no evolving®.

El patrén “evolving” del CM se ha asociado también con factores de riesgo ya
conocidos como son: concentracion elevada del CM y una ratio de CLL alterada,
confirmando, asi, la validez del modelo “evolving/no-evolving” como factor predictor de

progresion en la GMSI*.

2.1.b. Infiltracién medular

El porcentaje medio de CP en la GMSI al diagnéstico es del 3%°. En diferentes
publicaciones se ha demostrado que el punto de corte de 5% de CP en MO tiene un

valor prondstico independiente de riesgo a la progresion®>%°,

De tal modo que en un estudio de 434 pacientes se objetivd como aquellos con una
mayor infiltracion de CP en MO ( <5% vs 25%) presentaron un riesgo de progresion a
los 20 afios del 27,7% vs 13,3%, respectivamente (p=0,014)°%.

En otro estudio de 386 pacientes se pudo identificar un subgrupo de pacientes con
menos del 5% de CP en MO, junto con un CM menor de 1,5 g/dL y sin inmunoparesia
ni proteinuria Bence Jones, que presentaron un curso evolutivo de la GMSI mas

benigno con un riesgo de progresion de 1,29% a los 67 meses de seguimiento®.

2.2. FACTORES RELACIONADOS CON EL GRADO DE EXPANSION TUMORAL
CLONAL (SUPRESION DE LA POBLACION DE CP POLICLONALES)

2.2.a. Infiltraciéon clonal en médula 6sea

La Citometria de Flujo (CMF) puede identificar y diferenciar las CP normales (CPn) de
las CP clonales y con inmunofenotipo patolégico (CPc) que coexisten en la MO (San
Miguel et al. 2006; Paiva et al. 2010). No se han identificado claras diferencias entre el
inmunofenotipo de las CPc en la GMSI y el MM: las CP normales son CD38+,

CD138+, CD56- y CD19+, mientras que las CP clonales con inmunofenotipo
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patolégico son CD56+ y CD19-, con restriccién de la CLL kappa o lambda®’; sin
embargo, si existen diferencias en la proporcion de las CPn y CPc entre ambas
patologias, presentandose estas Ultimas en mayor proporcion en el MM. El porcentaje
de CPc en la GMSI oscila entre el 40-73%, en el MMS en torno a un 97%, mientras

que en el MM suele ser mayor del 99%°%%8,

Pérez Persona et al., en un estudio de 407 pacientes con GMSI y 99 con MMS,
describieron que la presencia de mas del 95% CPc en MO evaluadas mediante la
CMF era un factor prondéstico independiente de progresion en ambos grupos. Los
pacientes con GMSI y mas del 95% de CPc en MO presentaron un riesgo de
progresion a los 5 afios del 25% vs 5% en aquellos con menos del 95% de CPc en
MO®’.

2.2.b. Inmunoparesia

La inmunoparesia se ha definido como la disminucion del 25% por debajo del limite
inferior de la normalidad de una o dos de las Igs policlonales en la GMSI, cuantificadas
mediante nefelometria clasica, es decir, la supresién de la IgM y/o la IgA en un
paciente con GMSI IgG. Entre un 30-40% de los paciente con GMSI presentan

6,34,38

inmunoparesia®***®, mientras que en el MM aparece hasta en el 90%°.

La inmunoparesia es uno de los factores prondsticos que, junto con la cantidad de CM,
se ha asociado con un incremento del riesgo de transformacién de la GMSI a
MM3*>°°7_ La presencia de inmunoparesia se asoci6 a una tasa de progresion a MM a
los 10 afios, significativamente superior, del 19% con respecto al 8,1% reportado en

los pacientes sin inmunoparesia.

Turesson et al. describieron la inmunoparesia como factor prondstico independiente de
riesgo de progresién a MM, en un estudio de 728 casos con un seguimiento de 30
afos, considerando esta como la disminucién de la presencia de IgA <0.88 g/L, IgM
<0.27 g/L 0 IgG <6.7 g/L. Ademas, se observd que el riesgo de progresion fue similar
en aquellos pacientes que presentaron inmunoparesia de una o dos Ig policlonales
(HR=2,79 y HR=2,82, respectivamente)®".

En otro estudio de 1.283 pacientes, Rossi et al. describieron un modelo prondstico que
incluia la inmunoparesia como factor de riesgo junto con la Hb <12,5 g/dL en los
pacientes con GMSI IgA. En el andlisis de supervivencia libre de progresiéon (SLP) se
pudo identificar dos grupos con diferente riesgo prondstico a los 10 afios: uno de bajo
riesgo (sin ningun factor pronéstico) con una HR=1,0; y un grupo de alto riesgo (con 1-

2 factores de riesgo) con una HR=4,13%.
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2.2.c. Hevylite Chain ®

Las técnicas convencionales, como la electroforesis de proteinas (EEF) y la
inmunofijacion electroforética (IFE) no permiten, en ocasiones, cuantificar el CM de
manera fidedigna por lo que se puede recurrir a otras técnicas mas sensibles que
permitan identificarlo. Hevylite Chain® (HLC) es un método nefelométrico-
turbidimétrico realizado en suero que permite la determinacion cuantitativa de pares
especificos de cadenas pesadas-ligeras de las Ig de tipo IgG, IgA e IgM unidas a las
cadenas ligeras kappa o lambda (HLC). Se basa en la utilizacién de anticuerpos
policlonales dirigidos a epitopos Unicos en la regidon de unién entre las cadenas
pesadas y ligeras de cada molécula de Ig, lo que permite cuantificar, en valores
absolutos, la IgG-k, 1gG-A, IgA-k, IgA-A, IgM-k e IgM-A, por separado.

Asi, mediante el ensayo de HLC se puede distinguir entre I|g monoclonal (par de HLC
de Ig monoclonal) y la Ig no involucrada (par de HLC del isotipo de la Ig no
involucrada) o policlonal (par de HLC de las Igs policlonales). Por ejemplo, en un
paciente con una GMSI IgG-k, el par de HLC monoclonal seria la IgG-k; mientras que
el par de HLC del isotipo de la Ig no involucrada seria la IgG-4; y finalmente, los pares

de HLC de Igs policlonales, serian la IgA-k, IgA-A, IgM-k e IgM-A®%,

La deteccion y cuantificacion de los pares de HLC permite una medicion mas precisa
de las Igs monoclonales y no monoclonales. Esto es especialmente Gtil en casos en
los que la cuantificacion del CM mediante EEF puede resultar dificil, particularmente
en aquellos con un CM IgA o IgM con bandas monoclonales que presentan una co-
migracion y se superponen con otras proteinas séricas normales como la

transferrina®:.

Cabe sefalar que la determinacion del cociente o ratio entre los diferentes pares
especificos con Hevylite®: IgG-k/IgG-A, IgA-k/IgA-A, IgM-k/IgM-A, es un marcador de
monoclonalidad muy sensible, como ocurre con la ratio de CLL. Para ello, se han
descrito unos valores de normalidad para cada uno de los pares de HLC y de sus

ratios, definidos en sueros normales de donantes sanos (Tabla 1.3)%.

En la Clinica Mayo, Katzmann et al. evaluaron el valor de la ratio alterada de la HLC
como factor de riesgo de progresion de la GMSI a MM. Para ello, en una cohorte de
1.384 pacientes con GMSI, se incluyeron 999 casos de los que se disponia de suero
del diagndstico. Se concluyé que aquellos pacientes con la ratio de HLC alterada
presentaron mayor riesgo de progresion que los que tenian la ratio normal, 11,5% vs

3,9% a los 10 afios, respectivamente®.
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Por otro lado, hasta hace relativamente poco tiempo, el estudio de la inmunoparesia se
realizaba mediante la cuantificacién de las Igs totales por nefelometria, sin diferenciar
entre la Ig monoclonal y la policlonal. En este sentido, Katzmann et al. evaluaron,
mediante el método de HLC, la inmunoparesia definida como la supresion del par de
HLC del isotipo de Ig no involucrado en la GMSI, observando que aquellos pacientes
con supresion del par de HLC presentaron una tasa de progresiéon a MM del 15,3% vs

6,9% a los 10 afnos.

Mediana Rango de
HLC

(mg/dL) | referencia (mg/dL)
lgG-k 645 434-1080
IgG-A 327 177-531
Ratio 1gG-k/ IgG-A 2.0 1.3-3.7
lgA-k 122 53-262
IgA-A 92 38-181
Ratio IgA-k / IgA-A 1.4 0.7-2.2
IgM-k 64 22-143
IgM-A 41 1094
Ratio IgM-k / IgM-A 1.6 1.0-2.4

Tabla 1.3. Rangos de referencia normales de las HLC y de sus ratios®.

Pika et al. estudiaron también la inmunoparesia mediante la HLC, evaluando la
disminucion del par de HLC del isotipo de Ig no involucradas y de las Ig policlonales.
Describi6 un modelo que fue capaz de predecir el riesgo de progresion en 159
pacientes con GMSI, pudiendo diferencia cuatro grupos con bajo, intermedio-bajo e

intermedio-alto y alto riesgo de malignizacion®.
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2.3. FACTORES RELACIONADOS CON LAS CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DEL
CLON DE CP PATOLOGICAS

2.3.a. Tipo de cadena pesada de Inmunoglobulina

Los pacientes con GMSI cuya cadena pesada de la Ig afecta era de tipo IgM o IgA
tenian un riesgo de progresion mayor en comparacion con aquellos con CM tipo 1gG,
demostrado en un estudio poblacional de 1.384 pacientes con GMSI de la Clinica

Mayo*.

Otros estudios han confirmado que aquellos casos con GMSI tipo IgA o IgM tienen una
probabilidad acumulada de progresién a los 10 afios, del 17,2% vs 6,1% para aquellos

35,38,48,49,51,52,60
G .

con una GMSI Ig

2.3.b. Alteracion de laratio de las cadenas ligeras libres en suero

Como se ha mencionado anteriormente, era necesario implementar técnicas mas
sensibles para la deteccion del CM mas alla de la EEF y la IFE. Al igual que la técnica
de HLC, anteriormente descrita, el inmunoensayo de Free Light Chain® o cadenas
ligeras libres en suero (CLL) permitié cuantificar de manera mas sensible la CLL-kappa
y CLL-lambda libres, y sus cocientes o ratios k/A, aumentando, asi, la sensibilidad en

la deteccion de posibles alteraciones monoclonales®®.

Katzmann et al. establecieron unos valores de normalidad de las concentraciones de
las CLL y de sus ratios, definidos a partir de sueros normales de donantes sanos
(Tabla 1.4)%.

Gk refe?eincgg Ejn?g/L)
Kappa (k) 3,30 - 19,40
Lambda (A) 5,71 - 26,30
Cociente k/A 0,26 - 1,65

Tabla 1.4. Rangos de referencia normales de las CLL y de su ratio.

El ensayo de las CLL en suero complementa el estudio mediante la IFE y permite la
cuantificacion de monoclonalidad en aquellos pacientes con GMSI de CLL que no

tienen un pico M detectable en suero o en orina® %,
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En un estudio poblacional de 1.384 pacientes con GMSI, en el sudeste de Minnesota,
en 1.148 casos de los que se disponia de suero se objetivdo que un 33% de éstos
presentaban alterada la ratio de las CLL involucrada vs no involucrada®. En el estudio
multivariante se puso de manifiesto que dicha ratio alterada se comportaba como un
factor de prondstico independiente que predecia progresion a MM en la GMSI. Asi,
aguellos pacientes con una ratio fuera del intervalo de normalidad presentaron un
riesgo de progresion a MM del 17% a los 10 afos, frente a un 5% en aquellos
pacientes con ratio normal de las CLL; con una Hazard ratio de 3,5. Ademas, es uno
de los factores, junto con la cantidad de CM >1,5 g/dL y el tipo de cadena pesada no-
lgG, con los que se ha construido el modelo prondstico para la GMSI de la Clinica
Mayo“®.

Cabe sefialar que el Grupo Internacional de Mieloma ha recomendado, en diferentes
guias internacionales de consenso, la utilizacién del estudio de las CLL en suero, tanto
al diagndstico como en la evaluacion tras tratamiento en el MM y otras discrasias de

las células plasmaticas® .

2.3.c. Proteinuriade Bence Jones

La presencia de proteinuria de Bence Jones (BJ) en orina de 24 horas en pacientes
con GMSI, no de CLL, se describi6 como un factor independiente de riesgo de

progresion a MM, en un estudio de 1.231 pacientes®.

Se objetivd que aquellos pacientes con GMSI que presentaron proteinuria de BJ y una
ratio de CLL alterada (con valores <0,01 o >100), mostraron un mayor riesgo de

progresion a amiloidosis AL y MM, con un tiempo hasta la progresién menor®°76270.71,

2.3.d. Estudio de la Aneuploidia del ADN mediante CMF

La CMF permite estudiar la cantidad del ADN presente en las células tumorales. Esta
técnica se basa en la union de algunos fluorocromos a los acidos nucleicos, que

emiten una fluorescencia en funcion de la cantidad de ADN que tenga la célula’.

Una de las ventajas mas importantes que tiene la CMF frente a la citogenética
convencional es que permite detectar alteraciones cuantitativas del ADN (la

aneuploidia) sin precisar que las células se encuentren en metafase”.

Ademas, la CMF puede evaluar en qué fase del ciclo celular se encuentra la CP
tumoral. De este modo se observdé como la presencia de CP con alta actividad
proliferativa, es decir, en fase S, se asocid con estadios avanzados de la enfermedad

con alto riesgo de progresion’ ™.
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La ploidia estudiada por CMF se expresa con un indice de ADN, que se calcula
mediante un cociente entre la moda del canal de fluorescencia GO/G1 de la poblacién
de CP clonales y el canal GO/G1 de las CP normales residuales’®. Asi, si el indice de
ADN es igual a 1, se considera que las células tumorales son diploides; mientras que
si es diferente de 1, el ADN celular se considera aneuploide: hiperdiploide si el indice
ADN >1 o hipodiploide si en indice de ADN <17,

Pérez-Persona et al. demostraron que la existencia de aneuploidia de ADN en la GMSI
tenia un valor pronéstico independiente en el riesgo de progresion a MM. Asi, estos
pacientes con aneuploidia del ADN presentaron una probabilidad de progresion mas
alta, 4,3 veces mayor que aquellos con un indice de ADN diploide, con una tasa de
progresion de 17% vs 6%, respectivamente. Establecié un modelo prondstico basado
en la presencia de aneuploidia del ADN y un porcentaje mayor del 95% de CPc en MO
por CMF, definiendo tres grupos prondsticos, con una supervivencia libre de
progresion a los 5 afios de 98%, 90% y 54%, para aquellos casos con ninguno, uno o

dos de los factores de riesgo mencionados®’.

2.3.e. Alteraciones citogenéticas

Los estudios realizados sobre la deteccién de alteraciones en el cariotipo, mediante la
citogenética convencional, han demostrado no ser Utiles para predecir la progresion de
la GMSI a MM, ya que en rara ocasion se detectan alteraciones en las GMSI, debido a

la pequefia proporcién de CP existentes en MO y su baja tasa de proliferacion.

Sin embargo, mediante la hibridacion in situ con fluorescencia (FISH), que no precisa
que las células estén en fase de mitosis, se puede detectar alteraciones citogenéticas
similares en el MM y en la GMSI’®®. Estas alteraciones suelen ser translocaciones
qgue involucran a la cadena pesada de la Ig (IGH) (IGH, 14932), deleciones u otros
cambios estructurales y numéricos que generalmente resultan ser hiperdiploides (por

ejemplo, trisomias de los cromosomas 3, 5, 7, 9, 15y 19)%%4,

Asi mismo, no se han detectado marcadores genéticos inequivocos que permitan
distinguir entre la GMSI, el MMS o el MM®°. Aunque algunas alteraciones citogenéticas
estan presentes ya en la GMSI, estas son més frecuentes y se adquieren durante la
progresion a MMS y MM®. Tampoco se han encontrado diferencias significativas
segun el perfil de expresidn genética, las vias de sefializaciobn o los genes que se

desregulan en estos tres estadios de la enfermedad®.

Recientemente, Mikulasova et al. realizaron un estudio de 90 pacientes con GMSI y 33

con MM para detectar alteraciones en el numero de copias en todo el genoma,
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mediantes microarrays de ADN de alta densidad. Observaron que en la GMSI
detectaron un menor numero y proporcion de alteraciones respecto al MM (65,6% vs
100%). Ademas, identificaron alteraciones como pérdidas de 1p, 6q, 8p, 12p, 13q y
16qg, ganancia de 1q e hipodiploidia, que estan potencialmente asociadas con un
pronostico adverso en la GMSI. Ademas, se observd un mayor y creciente nimero de
alteraciones en cada grupo de riesgo, bajo, intermedio y alto, segun el modelo de la

Clinica Mayo®*.

Por tanto, la GMSI es un trastorno genéticamente heterogéneo similar al MM, pero con
una inestabilidad citogenética menor que en este Ultimo, lo que confirma que las

anomalias genéticas desempefian un papel importante en las GM.

2.3.f. Aumento de laresorcién 6sea en BMO

La resorcién 6sea mediada por osteoclastos es un evento que se produce en las
etapas iniciales del MM y es considerado un sintoma temprano de malignidad. Asi, se
ha objetivado que practicamente la totalidad de los pacientes con MM, el 93%,
muestran una excesiva resorcion 6ésea en comparacion con aquellos casos con GMSI
que la presentan en el 45%. Los pacientes con GMSI que progresaron a MM
mostraron un incremento de la resorcion dsea en el 52% de los casos frente al 4% de

aquellos que tuvieron una GMSI estable y sin enfermedad 6sea®.

2.3.g. Perfil de expresion génica

En 2003, el Southwest Oncology Group (SWOG) desarroll6 el primer estudio del perfil
de expresion génica (GEP) en células tumorales CD138+ purificadas de pacientes con
GMSI, con el objetivo de analizar la heterogeneidad biolégica y genética de las CP y

evaluarlo como posible factor predictivo de progresion.

Dhopdakar et al. identificaron algunas firmas genéticas que seleccionaban pacientes
con enfermedad de bajo y alto riesgo de transformacion maligna. Se analizaron
diversas variables basadas en GEP y se observé que tener una puntuacion en la
escala de riesgo de GEP-70 mayor de -0,26 tenia un TTP a los 24 meses de 3,5%

frente al 0% en aquellos con GEP-70 menor de -0,26%".

2.3.h. Lapresenciade linfocitos B clonales en SP

Se ha observado que el incremento de linfocitos B clonales en SP, con restriccion de
la CLL, es una factor de riesgo en la GMSI, de tal modo que estos pacientes tienen un

mayor riesgo de progresar (HR=3,45). Ademas, se ha detectado que, previo a la
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transformacion a MM, se produce un aumento progresivo de estos linfocitos B

clonales®,

2.3.i. Presencia de CP circulantes en sangre periférica

La deteccion CP en SP se realizaba clasicamente mediante la inmunofluorescencia
con la que se podia detectar CPc en SP en el 19% de los pacientes con GMSI, en un
estudio de 325 pacientes en la Clinica Mayo®. En los dltimos afios, las técnicas
diagndsticas para el estudio de las CP circulantes han mejorado y aumentado su
sensibilidad significativamente, de tal modo que con la CMF se ha conseguido una
especificidad y sensibilidad tan alta como el de las técnicas moleculares. De hecho, la
CMF tiene una buena concordancia con la ASO-PCR para la deteccién de ADN de CP
en SP, pudiendo emplearse como alternativa en la evaluacién de la enfermedad en el
MM90_97.

Recientemente, se ha desarrollado una nueva generacion de CMF, la “Next
Generation Flow” (NGF), con una mayor sensibilidad en la deteccion de CP. Con la
estandarizacion de la NGF se ha conseguido adquirir mas de 10’ células en cada
muestra y asi se han superado las limitaciones de la CMF convencional, aumentado la
sensibilidad de la técnica®®. Respecto a lo publicado previamente, con la NGF se ha
conseguido detectar CPc circulantes en un 52,2% de los casos con GMSI, frente al

19% y 37% detectado mediante la inmunohistoquimica y la CMF convencional *.

Se ha descrito que todos los pacientes con GMSI presentan CPn en SP, aunque se
detectan de manera mas frecuente y en mayor cantidad en el MM que en la GMSI
(100% y 59%, respectivamente). Ademds la cantidad de CP circulantes detectadas
aumenta en los diferentes estadios de la enfermedad, presentando un incremento
progresivo en la GMSI, el MMS y el MM, con una mediana de CPc en SP de: 0,008 vs

0,16 vs 1,9 CPc/uL, respectivamente® %,

En diferentes estudios publicados, la presencia de CPc circulantes en pacientes con
GMSI y MMS se ha asociado con un mayor riesgo de progresion a MM?-921017103 gy
funcion de la cuantificacion de CPc en SP se pudo estratificar a los pacientes con
GMSI en tres grupos con riesgo alto, intermedio y bajo, y con diferentes medianas de

SLP de 26, 35 y 52 meses, respectivamente'®*%,

En otro estudio, los pacientes con GMSI y CPc circulantes detectadas mediante
inmunofluorescencia presentaron un mayor riesgo de progresion a MM (HR=2,1), con
una SLP de 138 meses frente a una mediana aun no alcanzada en aquellos en los que

no se detectaban CP en SP, adema4s, con una supervivencia global significativamente
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menor®. Asi, Kumar et al. definieron un modelo de riesgo de progresién utilizando
como factores prondsticos la presencia de CP en SP, la cantidad de CM >2 g/dL y el
isotipo de Ig no-IgG identificando diferentes grupos de riesgo en la GMSI (Figura
1.4)%,
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Figura 1.4. Modelos prondstico de riesgo de progresion en GMSI, basado en los siguientes factores
prondsticos: presencia de CP circulantes, isotipo de Ig no IgG y cantidad de CM =2 g/dL. Figura
extraida de Kumar, S. et al. J Clin Oncol 23, 5668—74 (2005)°".

En esta linea, en un estudio reciente de 264 pacientes diagnosticados de GM, se
corroboré que la presencia de CPc circulantes detectadas mediante NGF era un factor
pronostico que predecia el riesgo de progresién a MM. Asi los pacientes con una
cantidad mayor de 0,058 CPc en SP/uL presentaron una mediana de TTP a MM de 31
meses frente a una mediana alun no alcanzada para aquellos con menos de 0,058 CPc
en SP/uL. Ademas se asocio con una mayor infiltraciéon de CP en MO vy otros factores

prondsticos adversos™®

2.4. FACTORES RELACIONADOS CON EL HUESO. PRESENCIA DE LESIONES
FOCALES EN RM DE CUERPO COMPLETO

En los ultimos afios, con la implantacion de técnicas de imagen mas sensibles se han
podido detectar lesiones 6seas de manera mas precoz que con la serie 6sea realizada
mediante radiologia convencional, que era considerada el “gold estandar” para el

estudio de la enfermedad 6sea en las GM*®.

En diferentes estudios de pacientes con GMSI, se ha demostrado que la presencia de
una o mas lesiones focales en médula 6sea detectadas en la RM de cuerpo completo

tenia valor como factor pronéstico de riesgo a la progresion con una HR=4,34°%1%,
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3. MODELOS PREDICTIVOS DE PROGRESION DE LA GMSI A MIELOMA
MULTIPLE

El riesgo de progresion de la GMSI a MM es del 1% anual. Este persiste y aumenta en
el tiempo, de tal modo que el riesgo es del 10% a los 10 afios, 18% a los 20 afios, 28%

a los 30 afios, 36% a los 35 afios y 36% a los 40 afios*®>*.

En dos estudios independientes, se demostré que el MM siempre es precedido por
una GMSI previa, pero no todos los pacientes con GMSI progresan a MM u otras

enfermedades relacionadas!®®°°,

En el apartado anterior, se han descrito diferentes estudios centrados en la
identificacion de factores que pueden contribuir a predecir el riesgo que un paciente
con GMSI tiene de progresar a MM. Aunque en el caso de la GMSI, el riesgo global es
bajo y uniforme, para mejorar las estrategias de seguimiento de pacientes con GMSI,
se han disefiado diferentes modelos de riesgo de progresion a MM que permiten
estratificar a los pacientes y proporcionarles una informacién mas precisa sobre el
riesgo que presentan de progresion a MM. Entre estos, destacan el modelo publicado
por el grupo de la Clinica Mayo y los descritos por el grupo de Salamanca/GEM-
PETHEMA®®>%%7,

3.1. MODELO PRONOSTICO DE LA CLINICA MAYO

Rajkumar et al. realizaron un estudio en una cohorte de 1.148 pacientes
diagnosticados de GMSI, del Sureste de Minnesota, con un seguimiento desde enero
del 1960 hasta diciembre de 1994, con una mediana de quince afios. Describieron un
modelo de progresion basado en los siguientes factores prondsticos: concentracion de
CM >1,5 g/dL, ratio alterada de CLL (rango de normalidad: 0,26-1,65) y afectacién de
cadena pesada no-lgG “®, estratificando a los pacientes con GMSI en cuatro grupos.

El riesgo absoluto de la progresion a los 20 afios fue del 5% para los pacientes sin
factores de riesgo (riesgo bajo) y el riesgo aumentd al 21%, 37% y 58% para los
pacientes con un factor (riesgo intermedio bajo), dos factores (riesgo intermedio alto) o

tres de factores de riesgo (alto riesgo), respectivamente®®,

Recientemente, estos datos se han actualizado y se ha evaluado el riesgo en funcion
del tipo de cadena pesada de Ig afecta. De tal modo que seleccionaron los casos de
GMSI IgM y observaron que la presencia de dos factores de riesgo, es decir, una ratio
de CLL alterada y un CM mayor de 1,5 g/dL, estaba asociada con un riesgo de
progresion a los 20 afios del 55%, en comparacion con el 41% y el 19% de aquellos

que presentaban so6lo uno o ningan factor de riesgo, respectivamente. Mientras que en
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los pacientes con GMSI no IgM, el riesgo de progresion a los 20 afios fue del 7%, 20%

y 30% segUn presentasen ninguno, uno o dos factores de riesgo, respectivamente®.

Posteriormente, Katzmann et al. evaluaron el valor de la supresion del par de HLC del
isotipo de Ig no involucrado como factor de riesgo de progresion de la GMSI, en la
misma cohorte de pacientes con GMSI del Sureste de Minnesota de la Clinica Mayo.
Asi, describieron un modelo pronéstico utilizando los factores de riesgo previamente
descritos (CM >1,5 g/dL, isotipo de Ig no IgG vy ratio de CLL alterada) y afiadiendo la

supresion del par de HLC, como cuarto factor.

Probabilidad acumulada de progresion

0 —— CM <1,5g/dL, subtipo 1gG, Ratio CLL normal, no supresion del par de HLC
e 1 factor

= 2factores

= = = 3factores

80 o »=+=— 4factores

Porcentaje

Tiempo (afios)

Figura 1.5. Modelo de riesgo de progresion de GMSI que incluye los siguientes factores pronésticos: la
supresion del par de la HLC, la cantidad del CM (>1,5 g/dL), tipo de cadena pesada no-IgG y la ratio de
CLL alterada. Figura extraida de Katzmann, J. A. et al. Leukemia 27, 208-12 (2013)60.

Este modelo permitié predecir de manera mas exacta el riesgo de progresion a MM®°,
estratificando a los pacientes en cinco grupos de riesgo, con un TTP a los 20 afios del
0%, 9,2%, 16,1%, 23,4%, cuando presentaron ninguno, uno, dos o tres factores,
respectivamente. Todavia no hay datos disponibles del TTP de aquellos pacientes con
los cuatro factores prondsticos debido al escaso numero de eventos observados,
aunque el efecto de la supresion del par de HLC en este grupo también implicé un
mayor riesgo de progresion con un HR de 1.9 (IC del 95%: 0,6; 5,8) (Figura 1.5)%.

En estudios posteriores, se ha confirmado el valor de la supresion del par de HLC
como factor prondstico que supone un aumento del riesgo de progresion de hasta seis

veces mayor y con un TTP menor que aquellos sin supresion de las HLC™O™,
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3.2. MODELO PRONOSTICO DEL GRUPO DE SALAMANCA/GEM-PETHEMA

El modelo pronéstico propuesto por Pérez-Persona, del grupo de Salamanca, se
describi6é a partir de un estudio donde se evaluaron 276 pacientes con GMSI, con una
mediana de seguimiento de 56 meses. Este modelo se basé en la presencia de un
porcentaje mayor del 95% de CPc en MO y la aneuploidia del indice de ADN de las
CP, ambas determinaciones realizadas mediante la CMF multiparamétrica. Se
estratificaron a los pacientes en tres categorias con un riesgo a los 5 afios de
progresion de 2%, 10% y 46% segun la presencia de ninguno, uno o dos de los
factores de riesgo de progresion citados®’.

En otro estudio de 311 casos con GMSI, el mismo grupo de Salamanca, evalud la
combinacién de dos factores: el porcentaje mayor del 95% de CPc en MO junto con la
presencia con un patron “evolving” del CM; identificando tres grupos de riesgo de
progresion a los 5 afios de 2%, 16% y 72%, segun tuvieran ninguno, uno o dos de los

factores prondsticos mencionados (Tabla 1.6).

Rajkumar et al.

Pérez-Persona et al.

Pérez-Persona et al.

Modelos
o (n=1148)* (n=276)>" (n=311)%
prondésticos
e -CM >1,5g/dL -295% CPc en MO | -295% CPc en MO
ela
SV - No 1gG - Aneuploidia del - Patrén “evolving”
- Ratio CLL alterada | ADN del CM
Numero de Riesgo de % Riesgo de % Riesgo de %
factores de | progresiona | del | progresiona | del | progresiona | del
riesgo los 20 afios | total los 5 afos total los 7 aflos | total
0 5 39 2 46 2 49
1 21 37 10 48 16 45
2 37 20 46 6 72 6
3 58 5 - - - -

Tabla 1.6. Modelos predictores de progresion de la GMSI
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4. PRUEBAS DIAGNOSTICAS PARA EL ESTUDIO DE LAS GAMMAPATIAS
MONOCLONALES

El diagnostico de GMSI se hace, habitualmente, de forma casual, cuando en un
andlisis rutinario, bien se detectan las proteinas totales elevadas o un CM en el EEF
de proteinas del suero solicitado por otro motivo.

Para la realizacion de una correcta aproximacion diagnostica, es fundamental realizar
una buena historia clinica y exploracién fisica. El estudio se debe completar con la

siguiente bateria de pruebas recomendadas para el diagnéstico de las GM:

— Pruebas de laboratorio que incluyan: Hemograma y examen de frotis de SP.
Bioquimica sérica: creatinina, urea, calcio, fésforo, proteinas totales, albumina,
LDH, Beta2 microglobulina y PCR. Estudio de proteinas en suero y en orina de
24 horas, EEF sérico y urinario y cuantificacion del CM en suero y de Bence-
Jones en orina. IFE en suero y en orina. Dosificacién de Ig. Cuantificacién de

las CLL (concentracién de kappa, lamba vy ratio k/A)*.

— Aspirado y/o biopsia de MO: porcentaje de CP totales, porcentaje de CP
inmunofenotipicamente patoldgicas mediante CMF®’, Hibridacién in situ con
fluorescencia (FISH) en MO (con CP purificadas) de las siguientes alteraciones
citogenéticas recurrentes: t(4;14), del(17/17p), t(14,;16), +1q, 1p.

— Estudios de imagen: la serie 6sea radiolégica ha quedado relegada por la
aplicacion de nuevas técnicas de imagen con mayor sensibilidad como TC de

baja dosis, el PET/TC o la RM de cuerpo completo o de columna y pelvis®**

115

— Puncién aspiracion (PAAF) de grasa abdominal, si hubiera sospecha clinica de
amiloidosis o0 se detectara, dentro de la bateria de pruebas realizadas en una
GMSI, una ratio de CLL en suero alterada o albuminuria superior a 500 mg/24h

en la orina de 24 horas.

Cabe sefialar que la mayoria de los expertos no recomiendan realizar de manera
rutinaria el estudio de MO en los casos de GMSI tipo IgG y con un CM menor de 1,5
g/dL (grado de recomendacién 2C). Tampoco esta claro el papel de los estudios de
imagen en aquellos pacientes con GMSI, asintoméaticos (sin dolor 6seo) y con un CM
IgG menor de 1,5 g/dL o IgA menor de 1 g/dL (grado de recomendacion 2C), pues no
parece discriminar entre pacientes con MM y GMSI. En aquellos con una esperanza

de vida limitada, debido a su edad avanzada o presencia de comorbilidades graves,
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pueden no realizarse estudios de MO ni de imagen. De manera general, se podran
limitar las pruebas invasivas en los casos de GMSI de bajo riesgo™'®. Por el contrario,
en pacientes jovenes es recomendable realizar todos los estudios si el paciente
consiente pues dada la expectativa de vida, la probabilidad de desarrollar un MM es
mayor, por lo que siempre es Util tener la mayor informacion y més detallada posible al

diagnéstico para asi poder evaluar los cambios que ocurren durante el seguimiento.

5. MANEJO DE LAS GAMMAPATIAS MONOCLONALES

Existen cuatro guias internaciones para el seguimiento de pacientes con GMSI,
basadas en un consenso de expertos: la guia del Foro de Mieloma del Reino Unido y
del Grupo de Estudio sobre el Mieloma Noérdico del 2009 (“UK Myeloma Forum and
Nordic Myeloma Study Group”, UK-Nordic)®; la Guia del Grupo Internacional de
Trabajo del Mieloma de 2010 (“International Myeloma Working Group”, IMWG)*; el
Panel de Consenso Internacional de Expertos de 2010 (“International Expert
Consensus”, IEC)'"; y la guia de la Red Europea de Mieloma de 2014 (“European
Myeloma Network”, EMN)™8,

Aunque existen ciertas diferencias entre estas cuatro guias, en las recomendaciones
para un 6ptimo seguimiento de los pacientes con GMSI, la mayoria de estas aconseja

una reevaluacion anual de estos pacientes (Tabla 1.7).

En un estudio de 11.676 pacientes diagnosticados de GMSI se evalud si existia
concordancia entre las citadas guias de practica clinica y ademas se analizé cual era
la estrategia de seguimiento de pacientes con GMSI mas utilizada en Estados Unidos.
Se objetivd que solo la mitad de los pacientes eran seguidos segun alguna de las

guias de practica clinica mencionadas™*®.

Es recomendable hacer un seguimiento a todos los pacientes a los que se
diagnostique de GMSI, pues ademas de predecir la progresion a MM y presentar
menos complicaciones, la supervivencia global es mas prolongada que en aquellos
pacientes a los que no se les realiza ningln seguimiento®*. Esto podria deberse a que
los casos con MM han sido precedidos por una GMSI conocida, podrian haber recibido
un tratamiento precoz y esto traducirse en una mejor supervivencia ademas de poder

detectar otras enfermedades concomitantes durante el seguimiento*?.

Por el contrario, en otro estudio retrospectivo de 116 pacientes con MM también
precedidos de una GMSI conocida, no se observaron diferencias respecto al nimero
de hospitalizaciones o aparicion de complicaciones relacionadas con el MM, en

aquellos pacientes a los que se les realizé un seguimiento 6ptimo (al menos cada 3
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afos); no observandose, en este caso, diferencias en la supervivencia global en

ambos grupos'®.

Puesto que el riesgo de progresion de la GMSI persiste incluso pasados 25 afios
desde el diagndstico®, se recomienda realizar un seguimiento de por vida en estos
pacientes para diagnosticar la transformacion a enfermedad sintomatica antes de que
se produzcan complicaciones clinicas graves que podria suponer un empeoramiento

del estado general y de la calidad de vida dificimente recuperable'®.

: UK Myeloma : :
Riesgo International International European
_ Forum and
pronadstico y : Expert Myeloma Myeloma
_ Nordic :
estudios Consensus Working Network
Myeloma Study 117 " 118
recomendados 120 (2010) Group (2010) (2014)
Group (2009)
Primer afio, ) .
Primeros 2 anos, A los 6 meses;
cada 3-4 meses; A los 6 meses; )
: ) cada 4-6 meses; ) posteriormente
Riesgo posteriormente, ) posteriormente .
o : posteriormente N cada 1-2 afios,
pronéstico bajo cada 6-12 cada 2-3 afios, ) i
o cada 6-24 o si esta estable o
meses, si esta si esta estable. ) o
meses. sin seguimiento.

estable.

Primeros 2 afios,

cada 4-6 meses;

A los 6 meses;

A los 6 meses;

Riesgo Al menos cada ] posteriormente ]
o posteriormente, o posteriormente,
prondstico alto 3-4 meses. cada afio, si
cada 6-24 cada afo.
esta estable.
meses.
Pacientes con Se puede

esperanza de

vida <5 afios

suspender el

seguimiento

No mencionado

No mencionado

No seguimiento

Estudios

recomendados

Cuantificacion
del CM, urea
sérica, Ig, iones,
calcio, creatinina

y hemograma.

Cuantificacién
del CM.

Cuantificacién
delCMy

hemograma.

Cuantificacion
del CM,
hemograma,
calcioy

creatinina.

Tabla 1.7. Comparacién de las cuatro guias internacionales para el seguimiento de pacientes con

36,117,118,120
GMS .
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Segln la guia mas actual*®, de la “European Myeloma Network” (EMN) para el
manejo de la GMSI, se recomienda la utilizacion del modelo pronéstico de la Clinica
Mayo™, ya que los tres factores de riesgo, en los que se basa esta clasificacion, estan
disponibles facilmente en todos los pacientes (grado de evidencia 1B). Aun asi, es
recomendable utilizar todos los factores prondsticos disponibles, para asi adaptar el

seguimiento de manera mas precisa (recomendacién grado C).

Para el seguimiento adecuado de estos pacientes se debe realizar una correcta
historia clinica y examen fisico, ademas de los estudios de laboratorio para reevaluar

la GMSI, como son la cuantificacion del CM, hemograma, creatinina y calcio sérico.

La guia de la EMN recomienda que los pacientes con riesgo bajo (con una tasa de
progresion de 5% a los 20 afios) el seguimiento puede realizarse con menor frecuente,
durante el primer afio cada seis meses, pudiéndose espaciar la reevaluacion de la
GMSI a uno o dos afios. Mientras que aquellos con riesgo intermedio (con una tasa de
progresion de 21-37% a los 20 afios) y riesgo alto (con una tasa de progresion de
58% a los 20 afios) deben ser seguidos cada seis meses durante el primer afo y

posteriormente cada afio (grado de recomendacién 2C)*3¢.

En el caso de la GMSI de CLL, aunque la tasa de progresion a MM es muy baja
(aproximadamente un 0.3% al afio), existe un riesgo considerable de desarrollar

enfermedad renal®

, por esto, se recomienda un seguimiento similar a los pacientes
con riesgo alto de progresion, es decir, a los seis meses y posteriormente anual (grado
de recomendacion 2C). En este caso, estos pacientes podrian progresar como una
amiloidosis o enfermedad por depdsito de CLL, de tal modo que deberian realizarse,
ademas, pruebas para evaluar el dafio organico mediante el analisis de Pro-BNP, TnT
y albuminuria en orina de 24 horas durante el seguimiento. En el caso de presentar
alguna de las citadas alteraciones, seria preciso ampliar el estudio con pruebas de
imagen como el ecocardiograma y/o la ecografia abdominal para descartar dafio
cardiaco o visceromegalias. Estas recomendaciones estan basadas en las Guia de

consenso publicada por el Grupo Internacional de Mieloma (IMWG) en 2010%.

La gran mayoria de pacientes con GMSI podrian seguirse correctamente en Atencién
Primaria, cada afio o dos afios en funcion del riesgo, conociendo bien los datos de

alarma por los cuales el paciente deberia ser remitido a la consulta de Hematologia:
— Aumento del CM >3 g/dL o0 >25% (si en valores absolutos es >0,5 g/dL).

— Anemia (Hb <10 g/dL o disminucioén de 2 g/dL desde su nivel basal), leucopenia

o trombopenia no explicada, de nueva aparicion.
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— Hipercalcemia (valores corregidos >11 mg/dL o 1 mg/dL por encima del limite

superior de la normalidad).

— Insuficiencia renal aguda (Cr >2 mg/dL, CICr <40 mL/min y/o aumento inferior a

estos a juicio del médico).

— Dolores 6seos de nueva aparicion, exacerbacién de dolores habituales,
evidencia de lesiones liticas 6seas u osteoporosis previamente no existente y

no atribuible a otra causa.
— Aparicion de lesién sugerente de plasmocitoma.
— Sindrome clinico sugerente de hiperviscosidad.
— Infecciones bacterianas de repeticion (mas de dos episodios en un afio).
— Clinica de compresion medular.

— Clinica y/o pruebas complementarias que sugieran amiloidosis (como la

proteinuria no selectiva >500 mg/dia).

Cabe sefialar que segun las guias de EMN™® se desaconseja el seguimiento de
aquellos pacientes ancianos o con comorbilidades graves y una esperanza de vida
corta, salvo que presentasen algunos de los sintomas descritos anteriormente

sugerentes de progresion a MM.

6. ESTRATEGIAS PARA LA PREVENCION DE LA PROGRESION Y
ESTRATEGIAS DE TRATAMIENTO EN LA GMSI

En la actualidad no existen estrategias que hayan demostrado como prevenir la
progresion de la GMSI a MM. Hasta ahora, el estdndar de manejo para las GM
asintomaticas ha sido la abstenciéon terapéutica y la observacion. Asi que fuera del
entorno de ensayos clinicos, no se recomienda el tratamiento en la GMSI y solo

estaria indicado cuando el paciente presentase progresion a enfermedad sintomatica.

Existen diferentes estudios en los que se ha evaluado el tratamiento precoz,
fundamentalmente centrado en el MMS y menos en la GMSI. Los farmacos que
clasicamente se han utilizado y evaluado como posibles tratamientos para retrasar la
progresion han sido los bifosfonatos o farmacos inmunoduladores. Por ejemplo, en
pacientes con GMSI se demostr6 que el uso de Acido Zolendrénico y de Alendronato
podia aumentar la densidad mineral 6sea, reduciendo asi el riesgo tedrico de fracturas

secundarias al incremento de la reabsorcién ésea, la osteoporosis o la osteopenia que
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se puede producir en la GMSI, pero no se demostré que estos tratamientos pudiera

retrasar o prevenir de algin modo la progresion a MM**1%,

Hasta hace unos afos, los resultados obtenidos en este tipo de estudios no
demostraron que el tratamiento precoz de las GM asintomaticas aportara ningun
beneficio, pero cabe destacar, que en ninguno de ellos se tuvo en consideracion el
riesgo de progresion de los pacientes. Por este motivo, el posible beneficio que podria
haberse observado en los pacientes de alto riesgo pudo verse compensado

negativamente por los resultados del grupo de bajo riesgo.

La justificacibn del disefio de nuevas estrategias terapéuticas en estadios
asintomaticos de la enfermedad para pacientes seleccionados, con alto riesgo de
progresion, reside en que la utilizacion de nuevos farmacos mas eficaces y con
mejores perfiles de seguridad, podria conseguir respuestas profundas y duraderas, lo

que podria traducirse en una prolongacién de la supervivencia*?®*?’.

En el futuro, los resultados tan prometedores que se han observado en pacientes con
MMS, podria estimular el desarrollo de nuevos ensayos clinicos destinados a prevenir
también la progresion de la GMSI de alto riesgo. Por esto es necesario desarrollar
métodos diagndsticos mas sensibles que ayuden a caracterizar mejor a los pacientes

con GMSI e identificar aquellos con mayor riesgo de progresién a MM.
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1. HIPOTESIS DE TRABAJO

El MM es una discrasia de CP que esta precedida por dos entidades consideradas
premalignas: la GMSI y el MMS. Ambas se definen como enfermedades asintométicas

pero con capacidad de progresion a MM.

La GMSI presenta un riesgo de progresion a MM del 1% al afio que persiste incluso
tras 25 afios de seguimiento. EI MMS, sin embargo, se comporta de manera
heterogénea presentando formas de bajo riesgo de evolucién a MM, con un curso
evolutivo similar al de la GMSI, y otros de alto riesgo, considerados “early myeloma”.
El MMS presenta un riesgo de progresion mayor durante los primeros cinco afos
(10%) desde el diagndstico y luego disminuye sustancialmente, 3% por afio durante
los siguiente 3 afios y 1% por afio posteriormente’?. Aunque desde el punto de vista
teorico, todos los MM estan precedidos por un estado previo de GMSI y MMS, no
siempre se diagnostican en estos estadios y en ocasiones cuando los pacientes son
derivados a la consulta de Hematologia, ya presentan dafio organico y son
diagnosticados de MM.

El 3% de la poblacion mayor de 50 afios tiene una GMSI por lo que, dada su
frecuencia, es importante conocer la prevalencia en la poblacién general y podria,
potencialmente, ayudar a planificar una estrategia de seguimiento mas adecuada de
los pacientes. Con una optimizacién de los recursos y una mejor planificacion de la
carga asistencial, se podria plantear un control médico entre Atencién Primaria y
Atencion Especializada de manera individualizada para la detecciéon precoz de

progresion a MM.

El estdndar de manejo de los pacientes con GMSI y MMS es la observacion hasta la
progresion a MM. En los dltimos afios, se han llevado a cabo diferentes ensayos en
MMS de alto riesgo con el objetivo de prevenir la progresion a MM, con resultados muy
eficaces en términos de TTP y SG, lo que podria cambiar el paradigma terapéutico de

estos pacientes®®.

En la ultima década, el estudio de las CLL en suero y de la ratio de kappa/lambda, ha
mejorado la sensibilidad y especificidad en la identificacién de las GM’. De tal modo
que el IMWG en 2009 incorpor6 la cuantificacion de las CLL a sus recomendaciones

de cribado, diagnostico, prondstico y seguimiento de las GM®.

Los rangos de normalidad de las CLL descritos y recomendados por el fabricante se
han centrado en la poblacién normal de otro pais®. El interés de generar rangos

locales de las CLL con sueros normales en una poblacion urbana, radica en que

53



Hipdtesis de trabajo y objetivos

proporcionaria unos valores de referencia mas fidedignos. Por tanto, es interesante
evaluar la aplicabilidad de los valores de normalidad en la poblacion espafiola, ademas
teniendo en cuenta determinadas caracteristicas de la misma, como la edad o la

funcion renal.

El diagnéstico precoz de la GMSI y el MMS es importante puesto que se podria
realizar, si fuera necesario, una intervencién terapéutica en estadios precoces del MM,
0 simplemente un seguimiento mas estrecho de estos casos. Por ello, el desarrollo de
técnicas diagndsticas mas sensibles y no cruentas, asi como la identificacion de
nuevos factores predictores de progresion podrian ayudar a dilucidar cuéles son los

mecanismos de progresion de la GMSI.

Actualmente, se sabe que la cantidad de CPc circulantes en SP aumenta
progresivamente en los diferentes estadios de la enfermedad, desde la GMSI al MM.
Esto hace pensar que un incremento de CPc circulantes en una GMSI puede ser un
factor predictor de progresion a MM'*'', Ademas, el empleo de la NGF ha demostrado
su utilidad en la deteccion de CPc circulantes con mayor sensibilidad que otras
técnicas empleadas hasta ahora'®™*. Si se confirmara el valor pronéstico de las CPc
en SP en la GMSI, podria impulsar la implantacion de la NGF como técnica poco

invasiva en el diagnéstico y seguimiento de estos pacientes.

En los ultimos afios, el estudio de la inmunoparesia evaluada mediante el ensayo de

1
| 5

HLC ha demostrado su utilidad como factor pronéstico en las GMSI™, ya que indica el

grado de supresion inmune de manera mas especifica y sensible. Ademas, pone de

|16

manifiesto el grado de expansion clonal tumoral™ y puede ayudar a predecir qué

pacientes tienen mayor riesgo de presentar insuficiencia renal durante su

evolucion®™°,

Finalmente, el desarrollo de nuevas escalas de riesgo con factores prondsticos de
mayor sensibilidad ayudaria a individualizar mas el seguimiento de estos pacientes

segn el riesgo de progresiéon a MM?%%,

Las novedades previstas en nuestro estudio incluyen las siguientes premisas:

— La realizacion, por primera vez, de un estudio de prevalencia de GMSI en una

poblacién local espafiola.

— EI seguimiento de una serie grande de pacientes con GMSI, que cumplen los
criterios diagnésticos del IMWG?, de manera homogénea y adaptada al riesgo
segun los modelos pronésticos de la Clinica Mayo y los del grupo de

Salamanca.
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El estudio, en una poblacion extensa espafiola, de los valores normales de

referencia de las concentraciones en suero de las CLL kappa y lambda.

La realizacion, por primera vez, de un estudio de CPc circulantes en SP
mediante la NGF en pacientes con GMSI, basado tanto en el estudio de la
presencia o ausencia de dichas CP, como en el nUmero y porcentaje de CPc
en SP.

Ademads, la tecnologia empleada en NGF, siguiendo el protocolo del grupo
EuroFlow, denominado “Bulk Lyse”, permite alcanzar una mayor sensibilidad en

la deteccién y cuantificacion de CPc en SP.

OBJETIVOS

En base a las premisas expuestas, se propusieron los siguientes objetivos.

1.

Evaluar la prevalencia de la GMSI, en pacientes mayores de 50 afios, en un

estudio poblacional de la ciudad de Segovia.

Estudiar las caracteristicas basales de wuna cohorte de pacientes

diagnosticados de GMSI, para detectar factores predictores de evolucién a MM.

Definir los rangos e intervalos de referencia de las concentraciones de las
cadenas ligeras libres en suero, obtenidos de una cohorte de donantes sanos

en un estudio poblacional espaiiol.
Evaluar el riesgo de progresion de los pacientes con GMSI a MM:

4.1. Evaluar el riesgo de progresién a MM, segun el modelo de la Clinica Mayo y

los del grupo de Salamanca, de una cohorte de pacientes con GMSI.

4.2. Valorar la presencia y la cantidad de células plasmaticas patolégicas
circulantes en sangre periférica detectadas mediante Next Generation Flow,
como factor predictor de riesgo de progresiéon a MM, en una cohorte de

pacientes con GMSI.

4.3. Evaluar y validar los resultados previos sobre la inmunoparesia determinada
mediante Hevylite Chain®, como factor predictor de riesgo de progresion a

MM, en una cohorte de pacientes con GMSI.

4.4, Evaluar la asociacion entre las células plasmaticas patoldgicas circulantes
detectadas por Next Generation Flow, la inmunoparesia determinada
mediante Hevylite Chain® y otros factores pronosticos de la GMSI descritos

en la literatura.
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1. PACIENTES Y MUESTRA

1.1. ESTUDIO DE CRIBADO POBLACIONAL DE LA GMSI

Se incluyeron en el estudio un total de ciento tres pacientes, mayores de 50 afios, de
Segovia capital, diagnosticados de GMSI entre el 1 de octubre de 2008 y el 31 de
octubre de 2011 (tres afos). Todos los pacientes fueron incluidos tras la firma del
consentimiento informado, aprobado por el Comité Etico del Complejo Asistencial de
Segovia y de acuerdo a la Declaracion de Helsinki (Anexo 1y 2). La GMSI fue definida

segun los criterios del International Myeloma Working Group™.

El reclutamiento de pacientes se realiz6 mediante tres vias: la primera fue a través de
una propuesta directa por parte del médico de Atencidn Primaria cuando los pacientes
acudian a su consulta por diversas causas; la segunda via se realizé reclutando a
todos aquellos pacientes que presentaran una GM en el seno de un estudio realizado
por otra razon, durante el periodo del estudio; y la tercera forma de reclutamiento se
formalizé mediante el envio por correo ordinario de una carta informativa a toda la
poblacion de Segovia capital mayor de 50 afios (19.672 personas) proponiéndoles su
participacion en el estudio. Del total de cartas se devolvieron 732 por fallecimiento,
cambio de domicilio o direccidn errénea. De las que recibieron la carta informativa,
expresaron su interés por participar en el estudio 1.771 personas acudiendo a su
Centro de Salud o al Hospital General de Segovia. Durante varios periodos de los
afios 2008 y 2009 se mantuvo la figura de informador adicional, que se encarg6 de
publicitar el estudio entre los pacientes que acudieron a extraerse sangre en los

Centros de Salud.

Se realiz6, por tanto, un estudio de cribado poblacional de GMSI a 7.597 personas,
gue dieron su consentimiento para participar, mediante el estudio del EEF e IFE en
suero, objetivandose un total de 181 pacientes con CM. Del total de pacientes con GM,
s6lo 103 casos cumplian estrictamente los criterios diagndsticos de GMSI y fueron
validos para el estudio. El resto de pacientes fueron descartados por no tratarse de
GMSI, sino otras GM como son: MM, MW, sindromes linfoproliferativos, amiloidosis,
GM asociadas en neoplasias hematolégicas no linfoides y GM transitorias. Ademas, 39
casos eran posibles GMSI pero rehusaron participar en el estudio y ser estudiados en
la consulta. Durante el seguimiento, 15 pacientes fueron diagnosticados de GMSI
transitoria, definida por la desaparicion del CM, confirmada en dos determinaciones
seriadas en un espacio de tres meses, mediante EEF e IFE en suero, por lo que
fueron descartadas del estudio. La serie total de GMSI seleccionada fue, por lo tanto,

de 103 pacientes.

61



Material y métodos

1.2. ESTUDIO DE LA INCIDENCIA'Y PREVALENCIA DE LA GMSI

El célculo de la incidencia de la GMSI se realizd con 118 casos con GMSI, incluyendo
103 de la serie final y 15 GMSI transitorias.

El célculo de la tasa de prevalencia de la GMSI se realiz6 teniendo en cuenta el
namero total de casos (n=118) detectados al final del estudio y aquellos (n=66) que
habian sido diagnosticados de GMSI previamente al estudio y estaban siendo

seguidos en la consulta de Hematologia.

1.3. ESTUDIO DE RANGOS DE NORMALIDAD DE LAS CLL

Para la determinacién de los rangos de normalidad de las CLL, se seleccionaron 594
muestras de suero de individuos que habian participado en el screening poblacional de
GMSI y en los que se habia descartado la presencia de CM mediante EEF e IFE en
suero.

1.4. ESTUDIO DE FACTORES PRONOSTICOS

Para evaluar los factores pronéstico de la GMSI, se aument6 el tamafio muestral,
afadiendo a la muestra inicial de 103 pacientes, 72 casos mas diagnosticados de
GMSI en la consulta de Hematologia del Hospital General de Segovia,
consecutivamente desde el 1 de noviembre de 2011 hasta 31 de septiembre de 2015.
Los pacientes fueron evaluados en dicha consulta mediante reevaluacion clinica y

analitica confirmando estabilidad de su GMSI en el momento de la inclusion.

La serie total fue por tanto de 175 pacientes diagnosticados de GMSI entre el 1 de
octubre de 2008 y 30 de septiembre de 2015.

2. METODOLOGIA

A la poblacion que acepto participar, se le realizaron los estudios basales y evolutivos

siguientes:

2.1. DATOS BASALES

Realizados en el momento del cribado:

2.1.a. Datos biologicos: proteinograma con albumina e inmunofijacién sérica

(tipo de Ig monoclonal)
Realizados y recogidos en el momento del diagndstico:

2.1.b. Datos demograficos
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2.1.c. Datos bioldgicos: hemograma, creatinina, calcio sérico, proteinas totales
séricas, proteinograma con albumina, inmunofijacion sérica (tipo de Ig
monoclonal), dosificacion de las lg, CLL séricas (kappa, lambda y ratio
kappa/lambda), Hevylite Chain® de todas las Ig, PCR, Beta2 microglobulina,

proteinuria 24 horas, proteinuria de Bence-Jones.

2.1.d. Andlisis de CP en SP por CMF de NGF: porcentaje de CP totales,
porcentaje de CPcy CPn.

2.1.e. Serie 0sea radioldgica u otras pruebas de imagen (RM o TC).

2.1f. Andlisis de MO: porcentaje de CP totales, porcentaje de CP
inmunofenotipicamente patologicas, FISH con CP purificadas en MO,
aneuploidia del ADN, porcentaje de CP en fase de sintesis (S).

2.2. DATOS EVOLUTIVOS

Realizados y recogidos durante el seguimiento:

2.2.a. Datos biologicos: hemograma, creatinina, calcio sérico, proteinas totales
séricas, proteinograma con albumina, dosificacion de Ig, CLL séricas
(kappa, lamba vy ratio kappa/lambda), PCR, Beta2 microglobulina,

proteinuria 24 horas, proteinuria de Bence-Jones.

2.2.b. Serie 6sea radiologica u otras pruebas de imagen, si presentase

cualquier sintomatologia que lo justificara.

2.2.c. Patron “evolving” del CM sérico, segun los criterios de Rosifiol, que se
define como un incremento progresivo del CM, mas de 0,5 g/dL en cada
determinacion, durante los tres primeros afios desde el diagnéstico (Rosifiol
et al., 2007).

2.2.d. Fecha de progresion a MM.

2.2.e. Fecha de ultimo seguimiento con situacién, vivo 0 muerto y causa de la

misma.

2.3. CLASIFICACION SEGUN LOS MODELOS DE RIESGO Y SEGUIMIENTO
ADAPTADO AL RIESGO

Tras el diagnéstico, los pacientes fueron clasificados segun el modelo prondstico de la
Clinica Mayo y los del grupo de Salamanca, segun presentasen los siguientes factores

pronosticos (Tabla 3.1)*™:
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- CM Ratio CPc >95% o Patrén
Clasificaciones Ig Aneuploidia :
" >1,5 CLL en MO por evolving
pronosticas no lgG del ADN
g/dL | alterada CMF del CM
Clinica Mayo v v v
Grupo de
v v
Salamanca |
Grupo de
v v
Salamanca ll

Tabla 3.1. Modelos pronésticos en la GMSI®™.

El modelo de riesgo descrito por la Clinica Mayo incluye el tipo y cantidad de CM, asi
como la presencia de una ratio normal o alterada de CLL en suero. Los pacientes se
clasificaron en bajo riesgo, riesgo intermedio-bajo, intermedio-alto y alto riesgo, segun
presentaran ninguno, uno, dos o tres de los citados factores. Para poder evaluar la
concordancia de los diferentes modelos pronésticos, se unificé el grupo de riesgo
intermedio-bajo e intermedio-alto de la escala de la Clinica Mayo en un solo grupo de

riesgo intermedio.

Adicionalmente, se aplicé también el modelo del grupo de Salamanca, que incluye el
porcentaje de CPc dentro del compartimento de CP en la MO y la evaluacion de la
aneuploidia de ADN, ambos mediante la CMF. También se aplicé otro modelo que
desarrollo el mismo grupo que incluye la presencia de un patron “evolving” del CM
junto con el porcentaje de CPc en la MO por CMF. Se estratific a los pacientes en los
diferentes grupos de riesgo: bajo, intermedio o alto, segln presentaran ninguno, uno o
dos de los factores descritos. Cabe sefialar que solo se pudo realizar el estudio de la
aneuploidia del ADN en 54 casos (30,8%) debido a la dificulta de la técnica por la

escasa cantidad de CP que presentan en MO algunas GMSI.

El seguimiento de cada paciente se realiz6 de manera individualizada en funcién del
riesgo pronostico que presentaran al diagnéstico. Inicialmente, todos los pacientes
realizaron una primera visita a los tres-cuatro meses tras el diagnostico, para confirmar
estabilidad clinica y analitica. Posteriormente, las visitas sucesivas a la consulta se

planificaron segun las recomendaciones del International Myeloma Working Group®:

— Riesgo bajo: cada uno-dos arios.
— Riesgo intermedio: cada afio.

— Riesgo alto: cada seis meses.
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Los datos evolutivos descritos en el apartado 2.2 fueron evaluados y recogidos en
cada visita de seguimiento.

En cada consulta se valord si los pacientes con GMSI presentaban alguno de los

signos o sintomas de posible dafio organico atribuible al Mieloma, como son:
— Aumento del CM >3 g/dL o0 >25% (si en valores absolutos es >0,5 g/dL).

— Anemia (Hb <10 g/dL o disminucion de >2 g/dL desde su nivel basal),

leucopenia o trombopenia no explicada, de nueva aparicion.

— Hipercalcemia (valores corregidos >11,5 mg/dL o 1 mg/dL por encima del limite

superior de la normalidad).

— Insuficiencia renal aguda (Cr >2 mg/dL, CICr <40 mL/min y/o aumento inferior a
éstos a juicio del médico).

— Dolores 6seos de nueva aparicion, exacerbaciébn de dolores habituales
evidencia de lesiones liticas éseas u osteoporosis previamente no existente y

no atribuible a otra causa.
— Aparicion de lesién sugerente de plasmocitoma.
— Sindrome clinico sugerente de hiperviscosidad.
— Infecciones bacterianas de repeticién (mas de dos episodios en un afio).
— Clinica de compresion medular

— Clinica y/o pruebas complementarias que sugieran amiloidosis (como la

proteinuria no selectiva >500 mg/dia).

2.4. MANEJO Y ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS

El manejo y almacenamiento de las muestras necesarias para la realizacion de las

determinaciones analiticas se describen a continuacion:

— EI hemograma, el recuento celular (de leucocitos, hematies y plaquetas) y el
estudio de CP en SP mediante CMF se realiz6 extrayendo dos muestra de 5 cc
de SP, obtenida mediante venopunciéon, en tubos con EDTA como
anticoagulante. Estas muestras fueron procesadas en menos de 24 horas tras
su extraccion en el Servicio de Citometria de Flujo de la Universidad de

Salamanca. Cabe destacar, que aunque el analisis de la CP en SP era
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considerado un estudio basal, s6lo 76 pacientes, del total de 175, dieron su

consentimiento y quisieron colaborar en esta parte de estudio.

Las siguientes determinaciones analiticas: creatinina, calcio sérico, proteinas
totales séricas, proteinograma con albumina, inmunofijacion sérica, dosificacion
de las lg, CLL séricas, PCR, Beta2 microglobulina; se realizaron con una
muestra de 10 cc de SP, obtenida mediante venopuncion, en un tubo con gel.
Para la separacion y obtencion del suero se centrifugé dicho tubo a 300 g

durante 10 minutos.

El estudio de las Hevylite Chain®, se realiz6 en otra muestra de 10 cc de SP,
obtenida mediante venopuncién, en un tubo con gel. Para la obtencién del
suero y su almacenamiento se procedioé de la siguiente manera. El suero se
separé mediante la centrifugacién de los 10 cc de SP, a 300 g durante 10
minutos, separandose en alicuotas de 1 cc. Estas fueron congeladas a - 80°C,
en un plazo maximo de dos horas desde su extraccion, en congeladores de la
zona de criopreservacion de la Unidad de Investigacion del Complejo
Hospitalario de Segovia, que disponia de servicio de control de temperatura y
alarma centralizada para evitar descongelaciones accidentales. Las muestras
guedaron almacenadas en el Complejo Hospitalario de Segovia, hasta que se
realizé el andlisis de las HLC que se procesaron en bloque en el Servicio de

Anadlisis Clinicos del Complejo Hospitalario de Salamanca.

Cabe sefalar que de los 175 pacientes solo se disponia de suero extraido en el
momento del diagnostico de 111 casos, por lo que el estudio de HLC solo se

pudo realizar en estos ultimos.

El estudio de las proteinas en orina y la detecciéon de la proteina de Bence
Jones, se realiz6 en una muestra de orina recogida durante 24 horas, desde la
segunda orina de la mafana del dia anterior del andlisis de la muestra, hasta la

primera orina del dia de su procesamiento.

Las muestras de MO se obtuvieron mediante aspirado de hueso esternal. Se
extrajeron: 4 cc de sangre medular en un tubo con EDTA como anticoagulante,
para el estudio mediante CMF y 10 cc en un tubo con 0,3 cc de Heparina Litio,

para el estudio de HIS.
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2.5. METODOLOGIA DETALLADA

Para el estudio de las variables y diferentes parametros descritos anteriormente se
procedi6 de la siguiente manera. Los datos demograficos y biolégicos fueron recogidos
de la historia clinica de cada paciente. La metodologia del laboratorio empleada se

describe a continuacion:

2.5.a. Recuento celular de leucocitos, hematies y plaquetas

Se realiz6 en el contador automatico ADVIA-120 de Bayer mediante citometria de flujo.
Los rangos de normalidad de los diferentes parametros del hemograma para el
ADVIA-120 son (Tabla 3.2):

Recuentos Rango de referencia

Leucocitos 4,50 - 11,50 (x10E3/uL)

Hematies 4,00 - 6,00 (x10E6/pL)

Plaquetas 140 — 400 (x10E3/uL)

Tabla 3.2. Rangos de referencia normales de los recuentos celulares.

2.5.b. Cuantificacion de hemoglobina

Se proceso en el contador automatico ADVIA-120 de Bayer. Se utilizé el método de
Cianmetahemoglobina, que es un reactivo liquido para la determinacién fotométrica de
hemoglobina en sangre. Los eritrocitos son lisados por accion de un agente
tensioactivo presente en el reactivo, liberando su contenido de hemoglobina en la
solucién. La hemoglobina liberada es oxidada a metahemoglobina por el ferrocianuro,
siendo esta Ultima convertida en Cianmetahemoglobina por la presencia de cianuro. La
absorbancia de la Cianmetahemoglobina es medida a 540 nm, siendo la intensidad del
color obtenida, directamente proporcional a la concentracion de hemoglobina en la

muestra. El rango de normalidad de la hemoglobina para el ADVIA-120 es:

* Hemoglobina: 12,0 — 17,0 g/dL

2.5.c. Férmulaleucocitaria automética

Se realiz6 en el contador automatico ADVIA-120 de Bayer, utilizando el método de
citometria de flujo de células tefiidas con peroxidasa. El rango de normalidad de los
distintos parametros de la férmula leucocitaria automatica para el ADVIA-120 son los

siguientes (Tabla 3.3).
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Formula leucocitaria Rango de R el
referencia (%) | referencia (x10E3/uL)

Segmentados 40,0-73,0 1,80 — 8,00
Linfocitos 20,0-49,0 1,30 - 4,50
Monocitos 3,0-11,0 0,20 - 1,00
Eosindfilos 0,0-6,5 0,00 -0,50
Basoéfilos 0,0-2,0 0,00 - 0,20
Células no clasificadas 0,0-5,0 0,00 -0,50

Tabla 3.3. Rangos de referencia normales de la férmula leucocitaria.

2.5.d. Férmula leucocitaria 6ptica

Se realizé mediante el recuento diferencial de 100 leucocitos del frotis tefiido segun
Wright-Giemsa, utilizando el microscopio Optico convencional que cumple con las
exigencias del Programa de Garantia Externa de Calidad en Hematologia de la SEHH
anual.

2.5.e. Creatinina

Se proces6 en el aparato HITACHI 917, utilizando el método espectrofotométrico que
se basa en la reaccion de Jaffé (1886). La creatinina reacciona con el acido picrico en
medio alcalino formando un complejo de color rojo a una longitud de onda entre 510 -
520 nm. Para la valoracién de la funcién renal se utilizé la formula de MDRD-4 para la
estimacion de la tasa de filtrado glomerular (TFG). Dicha férmula de TFG-MDRD-4 es

la siguiente:

« TFG =175 x (creatinina/88,4)™>** x (edad)®**x (0,742 si mujer) x
(1,210 si raza negra)

Esta estimaciéon de la TFG, no es valido para personas con IMC <19 o >35 o con
alteraciones importantes de la masa muscular, en hepatopatias graves, edemas o
ascitis, en vegetarianos estrictos o aquellos que tomen suplementos de creatina o

creatinina®.

El rango de normalidad de la creatininay TFG para el HITACHI 917 es:

» Creatinina: 0,7 — 1,2 mg/dL

* TFG-MDRD-4 =60 mL/min
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2.5.f. Calcio sérico

Se efectu6 en el aparato HITACHI 917, utilizando el método de Cresolftaleina
complexona colorimétrico. Esta basado en la unién especifica de la Cresolftaleina
complexona, un indicador metalocromico, y el calcio a un pH alcalino lo que produce
un desplazamiento del espectro de absorcién del complejo. La intensidad del
cromoforo formado es proporcional y nos cuantifica la concentracion del calcio total de

la muestra. El rango de normalidad del calcio sérico para el HITACHI 917 es:

+ Calcio: 8,4 — 10,2 mg/dL

2.5.9. Proteinas totales séricas

Se realizé en el aparato HITACHI 917, utilizando el método del Biuret colorimétrico.
Este se basa en que en una solucién alcalina de albumina, los iones de cobre
reaccionan con la union peptidica de las proteinas produciendo un color purplreo que
se cuantifica espectrofotométricamente a 540 nm. El rango de normalidad de las
proteinas totales para el HITACHI 917 es:

» Proteinas totales: 6,4 — 8,3 g/dL

2.5.h. Proteinograma

Se efectud en el aparato PARAGON CZE 2000 de IZASA, utilizando el método de
electroforesis capilar. Este se base en el desplazamiento diferencial de sustancias
cargadas (iones), neutras 0 migraciones pasivas, por atraccion o repulsiéon en un
campo eléctrico. La separacion de las proteinas se efectia en un capilar de silice
fundido. La muestra se introduce en la entrada del capilar y se le aplica un voltaje alto
en los extremos de dicho capilar, por lo que las moléculas de la muestra migran y se
separan mediante un flujo electro-osmético, hacia el catodo. De tal manera, los
cationes van a migran rapidamente hacia la salida del capilar, mientras que los
aniones migraran pero mas lentamente. Asi, un detector monitorizara el paso de cada
proteina midiendo la absorbancia en la region ultravioleta (214 nm) (Bossuyt, 2003). El
rango de normalidad de los distintos parametros del proteinograma para el PARAGON
CZE 2000 son los siguientes (Tabla 3.4).
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Proteinas Rango de referencia (%)
AlbUimina 55,8 - 66,1
Alfa-1-globulinas 29-49
Alfa-2-globulinas 7,1-11,8
Beta-globulinas 8,4-131
Gamma-globulinas 11,1 -18,8

Tabla 3.4. Rangos de referencia normales del proteinograma.

2.5.i. Proteinas en orina de 24 horas

Se proces6 en el aparato HITACHI 917, utilizando la técnica de turbidimetria. Esta se
basa en la medicién de la luz transmitida a través de una suspension, tiene la ventaja
de permitir la valorizacién cuantitativa, sin separar las proteinas de la solucion,

realizando la medicion con un espectrofotometro.
El rango de normalidad de las proteinas en orina de 24 horas para el HITACHI 917 es:

» Proteinas en orina de 24 horas: <0,3 g/24 horas

2.5.j. Proteina de Bence-Jones (BJ)

Se proces6 en el aparato PARAGON CZE 2000 de IZASA que utiliza el mismo método
de electroforesis capilar en zona (CZE) descrito en el apartado para el estudio del

proteinograma.

2.5.k. Identificacién de la proteina monoclonal en suero u orina

Se realizd en el aparato PARAGON CZE 2000 de IZASA, que utiliza el método de
inmunofijacion electroforética por sustraccion (IFE), que consiste en la realizacién de
una electroforesis capilar de la muestra de suero u orina en gel de agarosa para
separar las proteinas presentes en la muestra y posteriormente son inmunofijadas con
antisueros con diferentes especificidades contra cadenas pesadas y ligeras (anti-IgG,
anti-lgA, anti-IgM, anti-CLL-kappa y anti-CLL-lambda). La solucién fijadora y los
antisueros se dispersan sobre el gel en los carriles de migracién electroforéticamente,
precipitando los antigenos correspondientes. Las proteinas solubles no precipitadas se
eliminan mediante absorcién con papel de lavado. La precipitacion del complejo Ag-Ac

queda atrapada en la matriz del gel y son visualizadas mediante tinciéon con violeta
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acido. Asi se identifica el isotipo de paraproteina monoclonal por la especificidad que
tienen los Ac a los que se ha unido (PARAGON CZE 2000. Informacién quimica.

Electroforesis de proteinas séricas. 2000)’.

2.5.1. Dosificacion de inmunoglobulinas (IgG, IgA e IgM)

Se procesé en el aparato IMMAGE 800 de IZASA, utilizando la nefelometria cinética.
Este método mide directamente la intensidad de la radiacion dispersada en direccién
distinta a la fuente de radiacién (con &ngulos que oscilan entre 15° y 90°). El rango de
normalidad de las distintas Ig para el IMMAGE 800 son (Tabla 3.5):

I Rango de

J referencia (mg/dL)
lgG 751 — 1560
IgM 46 — 304

IgA 82 - 453

Tabla 3.5. Rangos de referencia normales de las Ig.

2.5.m.Cadenas ligeras libres en suero (kappa, lambda)

Para el ensayo inmuno-turbidimétrico para el estudio de las CLL, se utilizd el
analizador IMMAGE 800 de I1ZASA con los reactivos especificos de Binding Site®. En
cada muestra se analizaron las concentraciones de la CLL kappa y lambda y de
obtuvo la ratio de CLL k/A. Los rangos de normalidad utilizados como referencia de las
CLL y de su ratio fueron los definidos por el fabricante procedentes de sueros

normales de donantes de sangre sanos, descritos para cada CLL (Tabla 3.6)%.

CLL Rango percentil 95
Kappa 3,3-19,4 (mg/L)
Lambda 5,7 - 26,3 (mg/L)
Cociente k/A 0,26 - 1,65

Tabla 3.6. Rangos de referencia normales de las CLL y de su ratio®.
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2.5.n. Hevylite Chain® de todas las Ig

Para el ensayo inmuno-turbidimétrico para el estudio de las HLC, se utiliz6 el
analizador SPA Plus con los reactivos especificos de The Binding Site®. En cada
muestra se analizaron las concentraciones de las distintas HLC (es decir, IgG-k, 1gG-A,

IgA-k, IgA-A, IgM-k y IgM-1).

Los rangos de normalidad utilizados como referencia de las HLC y de sus ratios fueron
los definidos por el fabricante procedentes de sueros normales de donantes de sangre

sanos, descritos para cada HLC (Tabla 3.7)°.

. . Rango de

HLC Media | Mediana :
referencia (g/L)

1gG-k 7,10 6,75 3,84-12,07
IgG-A 3,95 3,90 1,91-6,74
Ratio IgG-k/ IgG-A | 1.84 1,74 1,12-3,21
IgA-k 1,35 1,37 0,57-2,08
IgA-A 1,18 1,25 0,44-2,04
Ratio IgA-k / IgA-A | 1,20 1,18 0,78-1,94
IgM-k 0,71 0,63 0,19-1,63
IgM-A 0,39 0,35 0,12-1,01
Ratio IgM-k / IgM-2, | 1,85 181 1,18-2,74

Tabla 3.7. Rangos de referencia normales de las HLC y de sus ratios para

su utilizacién de SPA PLUS (The Binding Site®)9.

En cada paciente se analizaron cuatro parametros de las HLC para:
i) Evaluar el grado de expansiéon tumoral clonal:

— La ratio del par de HLC de la Ig monoclonal de la GMSI, es decir, en una
GMSI IgG-k, se realizd el cociente de los pares de HLC IgG-k/ IgG-A. Se
definio la ratio de HLC alterada cuando estaba fuera, por encima o por

debajo, de su rango normal de referencia.
i) Evaluar la inmunoparesia:

— La supresion del par de HLC del isotipo de Ig no involucrado (no
monoclonal), es decir, en un paciente con GMSI IgG-k, seria la supresién
de la IgG-A, es decir, una disminucién de la concentracion de esta por

debajo del limite inferior del rango de referencia para IgG-A.
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— La supresion del par de HLC del isotipo de Ig no involucrado, por debajo
del 25% de su valor de referencia de normalidad, es decir, un mayor

grado de supresion de los pares de HLC no monoclonales.

— La supresion del par de HLC de las Ig policlonales. Esta se definié como la
disminucién de cualquiera de los pares de HLC de las Ig policlonales en
la GMSI. Por ejemplo, en un paciente con una GMSI IgG, la supresion
seria la de los pares de las HLC de la IgA y/o IgM, es decir, IgA-k, IgA-A,
IgM-k e IgM-A, por debajo de los limites inferiores de sus rangos de

referencia. Este concepto es similar al de la inmunoparesia clasica.

— La supresién del par de HLC de las Ig policlonales por debajo del 25% de
su valor de referencia de normalidad, es decir, un mayor grado de
supresion de los pares de HLC policlonales. Este concepto también es

similar al de la inmunoparesia clasica.

El estudio de HLC se realizé en 111 pacientes de los que se disponia de

suero del momento del diagndstico.

2.5.0. Proteina C Reactiva

Se procesé en el aparato IMMAGE 800 de IZASA, que utiliza el mismo método de
nefelometria cinética descrita en el apartado anterior para dosificacion de Ig. El rango
de normalidad de la PCR para el IMMAGE 800 es:

.+ PCR:0-0,8 mg/dL

2.5.p. Beta2 microglobulina

Se proces6 en el IMMULITE 2000 de Siemens, detectada mediante la técnica de
Quimioluminiscencia, basada en el principio de emisidon luminosa a través de una
reaccion (antigeno-anticuerpo). El rango de normalidad de la Beta2 microglobulina
para el IMMULITE 2000 es:

« Beta2 microglobulina: 0,6 — 2,16 mg/L

2.5.9. Estudios inmunofenotipicos de las CP en SP mediante Next Generation

Flow

Se realizaron los estudios inmunofenotipicos de las muestras de SP extraidas en
tubos con EDTA y se procesaron siguiendo el protocolo del EuroFlow “Bulk Lyse”. La
preparacion de las muestras, segun este protocolo, se realizé de la siguiente manera.

La SP se mezcl6é con 50 mL de una solucién de cloruro de amonio (NH,4CI) y se incubd
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durante quince minutos a temperatura ambiente para lisar los hematies no nucleados.
A continuacion, las células nucleadas se lavaron en solucién salina tamponada con
fosfato que contenia un 0,5% de albumina de suero bovino y un 0,09% de &cida sédico
(NaNj). Para el marcaje solamente de los CD (cluster de diferenciacion) de la
superficie de membrana (Sm) de las células lavadas se incubaron con los diferentes
anticuerpos (Ac) durante 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad.
Posteriormente, se afiadieron 2 mL de la solucion de lisis FACS -Becton/Dickinson
Biosciences (BD), San José, CA- al sedimento celular, se mezclaron y se realiz6 otra
incubacion durante 10 minutos a temperatura ambiente. La identificacion de los
marcadores Cy (citoplasmaticos) se realizé de acuerdo con el procedimiento operativo
estandar de EuroFlow para el marcaje simultaneo de los marcadores celulares de Sm
y Cy utilizando el kit de reactivos Fix & Perm (An der Grub, Viena, Austria) (para

informacion mas detallada sobre el protocolo, consulte www.EuroFlow.org).

Esta técnica permite analizar 210x10E6 células de SP que se marcaron con el panel
de anticuerpos monoclonales de dos tubos/ocho colores del grupo EuroFlow-IMF para
el estudio de la enfermedad minima residual en MM. En el tubo 1 se utilizaron los
siguientes Ac monoclonales: CD138-BV421, CD27-BVv510, CD38ME-FITC, CD56-PE,
CD45-PerCPCy5.5, CD19-PECy7, CD117-APC y CD81 -APCC750; mientras que en el
tubo 2 fueron: CD138-BV421, CD27-BV510, CD38-FITC, CD56-PE, CDA45-
PerCPCy5.5, CD19-PECy7, Ig-Cy-Kappa-APC y Ig-Cy-Lambda-APCC750 (Tabla 3.8).

Las células marcadas con los Ac monoclonales se analizaron en citometros de flujo
FACSCanto Il -Becton Dickinson Biosciences (BD), San Jose, CA- usando el software
FASCDiva (BD). Se calcul6 el porcentaje de CP sobre la celularidad total de la SP y
posteriormente se considerd solo el compartimento de CP en SP, calculando el

porcentaje de CP clonales con inmunofenotipo patolégico y CP fenotipicamente

normales.
Panel EuroFlow
Fluorocromos | Bv421 | BV510 FITC PE PerCPCy5.5 | PECy7 APC APCC750
Tubo 1 CD138 | CD27 | CD38ME | CD56 |  CD45 CD19 | CD117 cD81
Tubo 2 CD138 | CD27 | CD38 | CD56 CD45 CD19 I'gsga'l l;?;}%;

Tabla 3.8. Anticuerpos monoclonales utilizados para identificar, cuantificar y caracterizar las CP en SP
propuesto por el Grupo EuroFlow.
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Para el andlisis de datos de CMF, se utiliz6 el software Infinicyt (version 2.0; Cytognos
SL, Salamanca, Espafia). Los niveles de expresion de antigeno se evaluaron
especificamente para SP, y se expresaron como valores medios de intensidad de

fluorescencia (MFI, unidades arbitrarias escaladas de 0 a 262,144).

El estudio de CP en SP mediante CMF se realizé en 76 pacientes que dieron su

consentimiento para participar en esta parte de estudio.
2.5.r. Serie 6searadioldgica

Se utilizé la radiografia convencional (Rx) para detectar enfermedad Osea. Se realiz6
al diagnostico y durante el seguimiento si hubo sospecha de aparicion de una nueva

lesion Gsea.

Se realizaron una serie de trece radiografias que incluyeron: Rx lateral de craneo, Rx
de térax, Rx de pelvis, Rx de los huesos largos de brazos y piernas (ambos humeros y
fémures) y Rx lateral y postero-anterior de columna cervical, dorsal y lumbar. Se
evalué la presencia de zonas de pérdida de mineralizacion (osteopenia/osteoporosis),

lesiones liticas, fracturas y aplastamientos vertebrales.

Si con la Rx no se objetivaba ninguna lesion y el paciente presentaba alta sospecha de
enfermedad 6sea, se emplearon otras técnicas de imagen como la RM de cuerpo

completo o el TC de baja dosis.

2.5.s. Estudio de la MO
— Porcentaje de CP en el medulograma

Se utiliz6 la muestra del grumo medular obtenido en el primer aspirado,
extendido y tefiido con Wright-Giemsa. Se realiz6 el recuento de CP
obtenido del recuento diferencial de 400 células nucleadas, utilizando el

microscopio optico convencional.

— Estudios inmunofenotipicos de las CP en MO mediante CMF de cuatro

colores

Se realizaron los estudios inmunofenotipicos de las muestras de MO
extraidas en tubos con EDTA que se procesaron en las primeras 24 horas
tras su obtencion. La muestra de MO se mezclé con 50 mL de una solucion
de cloruro de amonio (NH,CI) y se incubé durante 15 minutos a temperatura

ambiente para lisar los hematies no nucleados. A continuacion, las células
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nucleadas se lavaron en solucién salina tamponada con fosfato que
contenia un 0,5% de albumina de suero bovino y un 0,09% de &cida sodico
(NaN3). Se incubd la muestra con los anticuerpos monoclonales utilizando

una técnica de inmunofluorescencia directa de cuatro colores.

Se adquirié un minimo de cien mil eventos, que se habian marcado con una
combinacién de Ac monoclonales (FITC / PE / PerCP-Cy5.5 / APC) de tres
tubos/cuatro colores, para el estudio de la EMR en MM. En el tubo 1 se
utilizaron los siguientes Ac monoclonales: CD38 / CD56 / CD19 / CD45; en
el tubo 2: CD138 / CD28 / CD33 / CD38, y en el tubo 3: CD20 / CD117 /
CD138 / CD38. Ademas, una alicuota fue marcada solamente con CD38-
APC utilizandose como control negativo para la evaluacion de los niveles de
autofluorescencia de las CP'° (Tabla 3.9).

Anticuerpos
Fluorocromos
monoclonales

Fluorocromos FITC PE | PerCP-Cy5.5| APC
Tubo 1 CD38 CD56 CD19 CD45
Tubo 2 CD138 | CD28 CD33 CD38
Tubo 3 CD20 | CD117 CD138 CD38

Tabla 3.9. Anticuerpos monoclonales utilizados para identificar, cuantificar y

caracterizar las CP en MO.

Las células marcadas con los Ac monoclonales se analizaron en citdbmetros
de flujo FACSCalibur™-Becton Dickinson Biosciences (BD), San Jose, CA-
usando el software CellQUEST (BD).

Se identificé el porcentaje de CP sobre la celularidad total de la MO y
posteriormente se consider6 solo el compartimento de CP en MO. Se
calculd el porcentaje de CPc y CPn, basandose en la expresion diferencial
de CD38, CD19, CD45, y CD56, y las caracteristicas de dispersion de luz. Si
no se lograba la diferenciacion de las CPc, la muestra de MO se volvia a

marcar con los siguientes monoclonales: CD28, CD117, CD33 y/o CD20""*2,

Para el analisis de datos de citometria de flujo, se utiliz6 el software Paint-A-
Gate PRO (Becton Dickinson, San José, CA), siguiendo las
recomendaciones de la Red Europea de Mieloma (European Myeloma
Network®?,
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— Hibridacion in situ fluorescente (FISH) con CP purificadas en de MO

Se realizo el estudio de las siguientes alteraciones citogenéticas recurrentes:
t(4;14), del(17/17p), t(14,16), +1q, 1p.

— Estudio de la Aneuploidia del ADN, porcentaje de CP en fase S

La ploidia estudiada por CMF se expresé con un indice de ADN. Este se
calculé6 mediante un cociente entre la moda del canal de fluorescencia
GO0/G1 de la poblacion de CP y el canal GO/G1 de las células normales
residuales. (San Miguel et al., 1996) De tal manera que si el indice de ADN
era igual a 1, se consider6 que las células tumorales eran diploides,
mientras que si era diferente de 1, el ADN celular se considerd aneuploide
(hiperdiploide si el indice ADN >1 o hipodiploide si en indice de ADN <1)*,

El estudio de la aneuploidia se pudo realizar solo en 54 casos, por presentar
escasa cantidad de CP en algunas GMSI, lo que dificultaba su realizacion.
2.5.t. Patron evolutivo “evolving” del CM Sérico

Se evalu6 mediante la revisién del aumento o estabilidad del CM seriado en los tres
primeros anos desde el diagnéstico. Se consideraron GMSI “evolving” aquellas que
presentaron un incremento progresivo del CM, méas de 0,5 g/dL en cada

determinacion, durante los tres primeros afios desde el diagnéstico™.

2.5.u. Fecha de progresién a MM

La progresion se definié como la transformacion de GMSI en MM segun los criterios

establecidos por el IMWG?®. Fue recogida de la historia clinica de cada paciente.

2.5.v. Fecha de ultimo seguimiento

Se recogi6 tanto la fecha del Ultimo seguimiento, como la situacién de cada paciente
(vivo o muerto). En caso de éxitus también se recogié la causa de la misma. Todos

estos datos fueron obtenidos de la historia clinica de cada paciente.

2.6. METODOLOGIA ESTADISTICA

Para el andlisis estadistico se ha empleado la aplicacion informética: IBM-SPSS-22
(referencia: IBM Corp. Released 2013. IBM SPSS Statistics v 22.0 for Windows;
Armonk. NY. USA).

77



Material y métodos

El manejo estadistico de los datos obtenidos se realizo:

— Para la evaluacion de variables cualitativas (nominales) se analizaron la

distribuciéon de frecuencias y porcentajes.

— La exploracion de datos de las variables cuantitativas se realizaron con grafico
Q-Q de ajuste a la normalidad, histograma, coeficientes de asimetria y
curtosis/altura junto al test de bondad de ajuste de Kolmogorov-Smirnov y
descripcion con las herramientas habituales de centralidad (media, mediana) y

variabilidad (desviacién estandar, rango y amplitud intercuartil).

— El cruce de variables cuantitativas se realiz6 empleando el test Chi-cuadrado.
Para evaluar la significacion estadistica de las diferencias observadas entre los
grupos, se utilizaron las pruebas t de Student, U de Mann-Whitney o test H de

Kruskal-Wallis segun la normalidad, o no, de la variable cuantitativa.

— Para evaluar los rangos de referencia de las CLL se realizé la transformacion
logaritmica de los valores para lograr una distribucion Gaussiana. Se calcularon
las distintas concentraciones y rangos limitando dichos valores a los incluidos
dentro del Intervalo de Confianza (IC) del 95%. Se realizaron estimaciones de
sensibilidad, especificidad y valores predictivos de algunas variables.

— Los estudios de correlacion se realizaron utilizando la regresién logistica binaria

para el analisis multivariante y la regresion de Cox.

— ElI método de Kaplan-Meier y el test de Log rang (bilateral) se usaron para
trazar y comparar el tiempo hasta la progresion (TTP) y las curvas de

supervivencia global (SG).

La progresion se definid, segun los criterios establecidos por el IMWG, como la

transformacion de GMSI en MM.

El tiempo hasta la progresion (TTP) se defini6 como el tiempo transcurrido desde el
diagnostico de la GMSI hasta la progresion de la enfermedad a MM, con muertes por

causas diferentes a progresion de la enfermedad “censuradas”.

La supervivencia global (SG) se defini6 como el periodo que transcurre desde el
diagnostico de la GMSI e inclusion del paciente en estudio hasta el dltimo control

realizado o el fallecimiento del paciente por cualquier causa.
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La significacion estadistica se establecié cuando el valor de la p era <0,05, excepto en
el test KS de bondad de ajuste donde se consideran significativos sélo los desvios

graves, es decir al 1% (p <0,01).
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Anexo 1

Hoja de informacién al paciente y consentimiento informado aprobado por el Comité
Etico de Investigacion Clinica del area de Segovia.

“ESTUDIO DEL VALOR PRONOSTICO DE LAS CELULAS PLASMATICAS EN
SANGRE PERIFERICA DETECTADAS MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO DE 8
COLORES EN _PACIENTES CON GAMMAPATIAS MONOCLONALES DE
SIGNIFICADO INCIERTO EN LA PROVINCIA DE SEGOVIA”

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

La Gammapatia Monoclonal de Significado Incierto (GMSI) es una enfermedad
caracterizada por la proliferacion de células plasmaticas de una Unica linea celular que
producen una proteina homogénea (Pico M). Son cuadros en los que el paciente no
presenta sintoma alguno, que habitualmente son diagnosticados de forma accidental
al realizar una analitica por otra causa, estimandose que la padece entre un 3y 4% de
la poblacion mayor de 50 afos. Es una enfermedad no maligha, pero que puede
transformarse en maligna, por lo que se recomienda que estos pacientes sean
vigilados en una consulta médica durante toda su vida con una frecuencia variable
segun una serie de caracteristicas analiticas.

Por ello, tiene importancia identificar un subgrupo de pacientes con GMSI en
los que podamos predecir de una manera mas precisa el riesgo de progresion a
entidades malighas como el Mieloma Multiple (MM).

Existen factores de riesgo que parecen ser eficaces a la hora de predecir este
riesgo, pero es preciso identificar nuevos factores que nos ayuden a desarrollar
intervenciones, de manera mas precoz, dirigidas a estos pacientes con GMSI con alto
riesgo de progresion.

Un reto importante en el conocimiento del origen y la evolucion de la GMSI ha
sido la identificacién de la célula de origen de dicha patologia. Las células plasmaticas
patolégicas pueden detectarse en la sangre periférica, en una analitica de sangre
normal, en pacientes que ya han desarrollado el Mieloma, mediante técnicas
diagndsticas muy avanzadas, como es la Citometria de Flujo.

Se ha demostrado que el nimero de células plasmaticas circulantes es una
medida de la actividad de la enfermedad y un importante factor pronéstico para la
supervivencia de pacientes con MM.

Desde el Servicio de Hematologia del Complejo Asistencial de Segovia,
gueremos poner en su conocimiento y pedir su colaboracion en un estudio que vamos
a realizar en nuestro Hospital, en pacientes diagnosticados de Gammapatia
Monoclonal de Significado Incierto en la provincia de Segovia. Este estudio sera
realizado por los Servicio de Hematologia y Andlisis Clinicos del Complejo Asistencial
de Segovia y del Complejo Asistencial de Salamanca.

El objetivo que nos proponemos estudiar es la posible asociacién entre la
presencia de células plasmaticas circulantes detectadas mediante Citometria de Flujo
y otros factores prondsticos ya conocidos, predictores de evolucion a malignidad, en
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pacientes diagnosticados de GMSI. Los datos se analizardn nuevamente tras 10 afios
de seguimiento, para evaluar el valor pronéstico de la presencia de dichas células
plasmaticas circulantes con respecto al riesgo de progresion de la enfermedad a MM.

Debe saber que la participacion en el estudio es totalmente voluntaria. La no
participacion en él, no ocasionara perjuicio alguno en el seguimiento del paciente.

Las muestras que son necesarias analizar son Gnicamente de sangre
periférica, es decir, una analitica hormal. Para ello, le solicitamos su permiso para la
extraccion de una muestra de sangre, para realizar la analitica que habitualmente se le
pide en la Consulta de Hematologia para el seguimiento de su GMSI y sin precisar
mAas muestra, también podremos realizar, con su consentimiento, el estudio de las
células plasméticas en sangre periférica por Citometria de Flujo y otros pardmetros
nuevos. De esta manera y gracias a su colaboracién, podremos cumplir el objetivo de
nuestro proyecto de investigacion.

Debe saber que sus datos y los de los demas pacientes participantes, tanto de
andlisis como de historia clinica o radiologia, seran utilizados para sacar conclusiones
del estudio y publicar los resultados, en los que de ninguna forma constara su
identidad. Las bases de datos elaboradas lo seran de forma codificada, por lo que en
lugar de su identidad o de cualquier dato que pudiera identificarle solo constara un
cbdigo que se le asignara al entrar en el estudio. La lista de cédigos que relaciona sus
datos con su identidad sera Unica y permanecera bajo la custodia de la Investigadora
Principal, la Dra. Aranzazu Garcia Mateo, del Servicio de Hematologia del Complejo
Asistencial de Segovia. Parte de las muestras, de suero obtenido de su sangre y del
ARN y ADN extraido de sus células, quedaran almacenadas en el Complejo
Asistencial de Segovia y del Complejo Asistencial de Salamanca, por un periodo
maximo de 20 afios, por si en los préximos afios se identificara algun nuevo factor de
importancia para la enfermedad que estamos estudiando. Solo se podran utilizar estas
muestras en estudios relacionados con la enfermedad para la que Vd. da su
consentimiento (GMSI). Las muestras almacenadas también lo seran de forma
codificada.

Vd. tiene derecho a solicitar en cualquier momento y sin necesidad de
especificar el motivo, la eliminacion total de la informacién obtenida y de las muestras
donadas, que en ese momento estén almacenadas en el Banco de muestras.

Para todo lo no previsto en este documento, se aplicara la legislacién vigente
sobre proteccion de datos de caracter personal (Ley Orgénica 15/1999, de 13 de
diciembre), la Ley 14/2007 de Investigacion Biomédica y cualquier otra que resultara
aplicable.

Para cualquier duda, puede dirigirse a la Dra. Garcia Mateo, en el nimero de
teléfono 921 419100 (extension: 59074 o 58590).
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“ESTUDIO DEL VALOR PRONOSTICO DE LAS CELULAS PLASMATICAS EN
SANGRE PERIFERICA DETECTADAS MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO DE 8
COLORES EN _PACIENTES CON _GAMMAPATIAS MONOCLONALES DE
SIGNIFICADO INCIERTO EN LA PROVINCIA DE SEGOVIA”

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo (Nombre y Apellidos)

He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacion sobre el estudio.
He leido la hoja de informacién que se me ha entregado

He hablado con el Dr.

Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
1° Cuando quiera
2° Sin tener que dar explicaciones

3° Sin que ello repercuta en mis cuidados médicos

Acepto voluntariamente participar en el Proyecto y autorizo el uso de toda la

informacion obtenida. Entiendo que recibiré una copia firmada de este consentimiento

informado.
Firma del paciente Fecha
Nombre y firma del médico que informa Fecha

83



84

Material y métodos



Material y métodos

Anexo 2

Documento del Comité Etico de Investigacion Clinica del area de Segovia.

I

~
11

1l

COMPLEJO ASISTENCIAL

HOSPITAL GENERAL

C/ Luis Enk Claveria Neurdlogo, s/n

40002 SEGOVIA *‘ Sacyl
Fax21 44 05 32 Comité Etico De Investigacio

Tel. 921 4191 00 n Clinica

del Area de Segovia (CEIC)
D*. M* BELEN (;ANT(:)N ALVAREZ, COMO PRESIDENTA DEL COMITE ETICO DE
INVESTIGACION CLINICA DEL AREA DE SEGOVIA.

CERTIFICA

Que este Comité ha ponderado y evaluado en sesion celebrada el 25 de febrero de 2016
(Acta 2/2016), y a propuesta del Investigador del estudio Dra. Aranzazu Garcia Mateo.
sobre el estudio titulado:

“Estudio del valor pronéstico de las células plasmaticas en sangre periférica
detectadas mediante Citometria de Flujo de ocho colores en pacientes con
Gammapatia Monoclonal de Significado incierto en la provincia de Segovia”.

Que a dicha sesion asistieron los siguientes integrantes del Comité:

Dra. D* M® Belén Canton Alvarez- Subdirectora Médico — Presidenta del CEIC.
Dra. D" M*® Teresa Criado Illana.- (Farmacia).

Dra. D* M* Luisa Alonso Fito — (Residente de Farmacia)

Dra. D* Nélida Vicente tierno (Oftalmologia)

Dr. D. Israel Moya Villalvilla — (Urologia)

Dr. D. Martin Vargas Aragon- (Psiquiatria)

Dr. D. Angel Luis Fuentes de Frutos.- (Anestesiologia y Reanimacion).

D. Jesus M* Esteban Tinaquero.- (Licenciado en Derecho).

Dra. D* Elena Moreno Sanchez — (Farmacia Atencion Primaria).

D?. Estrella Arranz de Dios.- (Subdirectora de Gestion).

Que dicho Comité, esta constituido y actia de acuerdo con la normativa vigente y las
directrices de la Conferencia Internacional de Buena Practica Clinica.

Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del Estudio en relacion con los objetivos
del estudio y estdn justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto. teniendo
en cuenta los beneficios esperados.

El procedimiento para obtener el consentimiento informado y el plan de reclutamiento de
sujetos previstos son adecuados y tiene el V° B° de CEIC.

La capacidad del investigador y sus colaboradores y las instalaciones y medios disponibles
son apropiados para llevar a cabo este Estudio.

Por tanto, este Comité Etico de Investigacién Clinica, ante el Estudio presentado y
habiendo tenido en cuenta el cumplimiento de la legislacion vigente, acepta que dicho
Estudio sea realizado en el Hospital, por el investigador que lo propone.

Lo que firmo en Segovia, a uno de abril de dos mil dieciséis.

/ .

Fdo.: Dr&M® Belén Catén Alvarez
Presidente del CEIC

Junta de
&P Castilla y Leon
Consejeria de Sanidad
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1. ESTUDIO DE UNA COHORTE POBLACIONAL

Se realiz6 un estudio de cribado poblacional de GM a 7.597 personas voluntarias de
un total de 19.672 mayores de 50 afios, censadas oficialmente en Segovia capital, es
decir, un 38,61% de la poblacién diana del estudio. La figura 4.1 muestra el ritmo de
participacién acumulada real en comparacién con la curva ideal de participacion para

el cribado de toda la poblacién.

El estudio se realizé durante el periodo comprendido entre el 1 de octubre de 2008 y el
31 de octubre de 2011 (tres afios). La cohorte incluy6 5.814 personas provenientes de
los Centros de Salud por el Médico de Atencion Primaria o por su ofrecimiento tras
haber recibido la carta informativa y representaban el 76,53% de la cohorte
poblacional. Se incluyeron 1.783 personas adicionales, que representaban el 23,46%
de la cohorte poblacional, en las que se solicité un CM en el proteinograma para el

estudio de otras patologias por médicos de Atencién Primaria.

Incidencia acumulada (120 semanas)

20000

15000 k-

10000

5000 = :m
0 ¥

1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 46 49 52 55 58 61

—e— Quincenas —#— Real acumulado Ideal acumulado

Figura 4.1. Incidencia acumulada de cribado. Muestra el ritmo de participacion acumulada, comparada

con la curva ideal de participacion.

La mediana de edad de la muestra estudiada fue de 64 afios (rango: 50-102), con una
distribucion por sexos de un 42,8% (n=3.495) de hombres frente a un 57,1% (n=4.102)

de mujeres.

La muestra fue representativa de toda la ciudad y las muestras estudiadas de los

distintos Centros de Salud de Segovia fue similar y equilibrada (Tabla 4.1y 4.2).

Se detectaron un total de 181 pacientes con CM. Estos pacientes fueron estudiados en

la consulta de Hematologia, estableciendo el diagnostico de: MM en 9 pacientes, MMS
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en 7, MW en 9 personas, 3 Sindromes Linfoproliferativos con gammapatia asociada, 4
Gammapatias asociadas a neoplasias, 1 Gammapatia asociada a VHC. Los 118
restantes fueron inicialmente diagnosticados de GMSI, de los cuales 15 fueron
finalmente diagnosticados de GM transitorias puesto que el CM desaparecié durante el
seguimiento, confirmandose mediante estudios de EEF e IFE. La serie total incluyo,

por tanto, 103 pacientes.

Poblacion >50 afos

Variables

susceptible de
cribado de estudio de

Muestra estudiada

GM
N, (%) 19.672 7.597 (39,19)
Edad (afios), mediana (rango) 65 (50-104) 64 (50-102)
Sexo
— Masculino, n (%) 8493 (43,81) 3080 (42,88)
— Femenino, n (%) 10889 (56,18) 4102 (57,11)
Tabla 4.1. Caracteristicas de la poblacion y de la muestra estudiada en Segovia capital.
i Poblacién >50
entros : ~ X
Variables afios susceptible ,
de Salud de cribado de Muestra estudiada
estudio de GM
N, (%) 8794 3258 (37,04)
Edad (afios), mediana (rango) 66 (50-104) 64 (50-94)
Segovia-1
Sexo
— Masculino, n (%) 3793 (43,13) 1378 (42,29)
- Femenino, n (%) 5001 (56,86) 1880 (57,70)
N, (%) 5902 2158 (36,56)
Edad (afios), mediana (rango) 63 (50-102) 63 (50-102)
Segovia-2
Sexo
— Masculino, n (%) 2686 (45,50) 947 (43,88)
— Femenino, n (%) 3216 (54,49) 1209 (56,11)
N, (%) 4976 1762 (35,40)
Edad (afios), mediana (rango) 65 (50-100) 65 (50--97)
Segovia-3
Sexo
— Masculino, n (%) 2149 (43,18) 753 (42,73)
— Femenino, n (%) 2827 (56,81) 1009 (57,26)

Tabla 4.2. Caracteristicas de la poblacién y de la muestra estudiada en Segovia capital, por Centros de
Salud.
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1.1. INCIDENCIA'Y PREVALENCIA DE GMSI EN SEGOVIA CAPITAL

Resultados

Ciento tres individuos cumplieron los criterios diagnésticos y, por tanto, fueron

diagnosticados de GMSI en el periodo del estudio, lo que representa una incidencia de

1,55%.

Caracteristicas basales n=103
Sexo (masculino/femenino), n (%) (5862;2?,7)
Edad (afios), mediana (rango) 68 (51-93)
Hemoglobina (g/dL), mediana (rango) 14?8(,15§,5-
LDH alta, n (%) 4 (4)
Calcio (mg/dL), mediana (rango) 9,4 (7,6-10,3)
Creatinina (mg/dL), mediana (rango) 1(1-2)
Albdmina (g/dL), mediana (rango) 4,41 (3,6-5,1)
Tipo CM (IgG/igA/igMibiclonal/BJ), n (%) (géﬁgﬁgﬁﬁ)

CM sérico (g/dL), mediana (rango)

0,39 (0,1-2,55)

Beta2 microglobulina (mg/L), mediana
(rango)

1,9 (1,19-5,48)

CP en MO en el medulograma, % (rango) 2,65 (0,3-7,4)
CPc en MO por CMF, % (rango) 34 (0-100)
Cadena pesada no-IgG, n (%) 32 (31,1)
CM 21,5 g/dL, n (%) 5 (4,9)
r:\%té?uil:zéiﬁtz&)al_ involucrada/ no 24 (25,3)
CPc >95% en MO por CMF, n (%) 7 (8,5)
Aneuploidia del ADN, n (%) 11 (20,4)
Inmunoparesia, n (%) 9(8,8)
Patrén “evolving” del CM, n (%) 6 (5,8)
Progresion, n (%) 5(4,9)
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En octubre de 2011, la prevalencia de GMSI en la poblacion segoviana mayor de 50
afos estudiada fue del 2,42%. Las caracteristicas basales de los pacientes y de la

enfermedad aparecen representadas en la Tabla 4.3.

La mediana de edad en el momento del diagndstico de la GMSI fue de 68 afos y la
prevalencia fue aumentando con la edad, hasta duplicarse (6,57%) en la poblacion

mayor de 80 afios (Figura 4.2).

8,00% 6,57%
’ °
6.00% 4,33%

’ o

3,41%

4,00% 242%

’ o
2,00% -
0,00% T T T T

>50 >60 >70 >80
M Prevalencia GMSI

Figura 4.2. Prevalencia acumulada de GMSI por grupos de edad.

Teniendo en cuenta que la muestra seleccionada para el cribado era de edad superior
a 50 afios, la distribucion por grupos de edad mostro que el 77,7% de los participantes
tenian mas de 60 afios, el 46,6% mas de 70 afios y el 19,4% mas de 80 afios (Figura
4.3).

w
o

20

Porcentaje

50-59 afios 60-69 afios 70-79 afios > 80 afios
Grupos de edad

Figura 4.3. Distribucion por edad de la muestra poblacional.
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La GMSI fue mas prevalente en hombres que en mujeres, en todas las franjas de
edad, salvo la comprendida entre los 60-69 afios en que la prevalencia fue similar en
ambos sexos (Figura 4.4).

La mediana de seguimiento de los pacientes del estudio poblacional fue de 78 meses
(rango: 1-102). Se observaron un 4,8% de progresiones (5 de 103 pacientes).

Sexo
Tasa de
Edad (afios) | Femenino | Masculino Total prevalenci
n (%) n (%) n (%) a

(%)

50-59 8 (34,8) 15 (65,2) 23 (22,3) 2,42
60-69 16 (50) 16 (50) 32 (31,1) 3,41
70-79 10 (35,7) 18 (64,3) 28 (27,2) 4,33
>80 afios 9 (45) 11 (55) 20 (19,4) 6,57
Total 43 (41,7) 60 (58,3) 103 (100) 2,42

Figura 4.4.Distribucion de GMSI por sexos y edad de la muestra poblacional.

2. ESTUDIO DE LOS RANGOS E INTERVALOS DE REFERENCIA DE LAS CLL

EN UNA POBLACION LOCAL ESPANOLA

Se seleccionaron 594 muestras de suero de individuos sanos para el estudio de los
rangos de referencia de CLL en nuestra poblacion, en los que se habia descartado la

presencia de CM mediante EEF e IFE en suero.

Los rangos e intervalos de referencia de las CLL obtenidos fueron similares a los

publicados en otros paises y a los recomendados por el fabricante, The Binding Site

(Tabla 4.4).

Rangos de
normalidad de

Nuestro estudio
(Rango percentil

CLL 95)
CLL k (mg/L) 3,97 - 22,19
CLL A (mg/L) 6,89 - 34,12
Cociente CLL k /A 0,28 -1,31

Tabla 4.4. Rangos de normalidad de las CLL obtenidos en nuestro estudio.

Se determinaron las concentraciones y los intervalos de referencia para cada CLL y se

describieron para las distintas poblaciones en funcién del sexo, la edad (punto de corte
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70 afos) y funcién renal, evaluada mediante la tasa de filtrado glomerular (TFG)
usando la féormula FG-MDRD-4 (punto de corte TFG < o0 >60 mL/min) (Tabla 4.5).

No se observaron diferencias significativas entre los valores de las CLL segun el sexo.
Sin embargo, las concentraciones de la CLL-k, la CLL-A y su ratio fueron
significativamente mas altas en los pacientes mayores de 70 afios. Asimismo, las
concentraciones de CLL-k, la CLL-A fueron también mas altas en los pacientes con
deterioro de la funcion renal (FG <60 mL/min), aunque la ratio no fue diferente segln

la TFG, significativamente.

Mediana Mediana Mediana
Sexo | n (rango) p | Edad | n (rango) p TFG n (rango) p

£ 9,11 8,43 9,79
< | € |232]| (401 <70 | 369 | (3,78- <60 | 269 | (4,26
| 2 22,87) 19,49) | 238) |
E % S S
. z o 9
Lj) 5 9,1 10 8,6

S | 360 | (3,89- 270 | 223 | (4,66- >60 | 300 | (3,93

= 21,75) 25,02) 20,28)

£ 14,28 14,05 15,31
| € |233| (6,95- <70 | 370 | (6,28- <60 | 269 | (7,38
3| 2 33,11) 31,18) | 33,78) |
E V) 8 <3
< z S S
il e 15 16 14
O = (361 (695 270 | 224 | (7,38- >60 | 301 | (6,61-

= 34,46) 38,09) 34,12)

= 0,65 0,53 0,62

£ |230| (0,28- <70 | 367 | (0,28- <60 | 268 | (0,24
<| 2 1,40) 1,23) 3,04)
= : S
o 2 S 2
8 0,59 066 | 9 0,6

S | 350 | (0,20- 270 | 222 | (0,29- >60 | 298 | (0,27-

= 1,23) 1,41) 1,29)

N.S.=No significativo al 5% (p >0,05).

Tabla 4.5. Concentraciones e intervalos de referencia de las CLL segun el sexo, grupos de edad y TFG.

3. ESTUDIO DE UNA COHORTE DE GMSI DIAGNOSTICADA EN LA CONSULTA
DE HEMATOLOGIA

Se afadieron a la cohorte poblacional de 103 pacientes, 72 casos mas diagnosticados

de GMSI en la consulta de Hematologia.
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Cohorte del Cohorte de la Cohorte
Caracteristicas basales SErzEing congLliE el total p
poblacional Hematologia N=175
N=103 N=72 B
Sexo (masculino/femenino), n 59/44 43/29 102/73 N.S
(%) (57,28/42,72) (59,7/40,3) (58,28/41,71) e
Edad (afios), mediana (rango) 68 (51-93) 69 (42-88) 69 (42-93) N.S.
Hemoglobina (g/dL), mediana 14,4 (11,5-18,5) 13,7 (11,5-17,9) 14,3 (11,5- N.S.
(rango) 18,5)
LDH alta, n (%) 4 (4) 9 (14,5) 14 (8,6) p=0,035
Calcio (mg/dL), mediana i 9,4
(rango) 9,4 (7,6-10,3) 9,4 (8,10-13,10) (7,60/13,10) N.S.
ClrEELIITE (WEE L, it 1(1-2) 0,9 (0,5-7,2) 1(0,50/7,20) | p=0,001
(rango)
Albdmina (g/dL), mediana
o) 4,41 (3,6-5,1) 4,1 (3,2-4,8) 4,3 (3,2/5,1) N.S.
Tipo de CM 71/20/10/1/1 47/15/7/1/0 119/35/17/1/1 NS
(IgG/igA/ilgM/biclonal/BJ), n (%) (69/19/10/1/1) (67/22/10/1/0) (68/20/10/1/1) "
Sl een (Eelb: et 0,39 (0,1-2,55) 044 (0.1-250) | 04(01-255) | N.S.
(rango)
Beta2 microglobulina (mg/L), . ) 1,93 (1,01-
TR E) 1,9 (1,19-5,48) 1,92 (1,01-9,45) 9.45) N.S.
CP en MO en el medulograma, _
% (rango) 2,65 (0,3-7,4) 3,37 (0,5-9,67) 2,80 (0-9,67) | p=0,015
CPc en MO por CMF, % (rango) 34 (0-100) 64,5 (0-100) 45,70 (0-100) | p=0,013
Cadena pesada no-IgG, n (%) 32 (31,1) 23 (32,9) 55 (31,8) N.S.
CM 21,5 g/dL, n (%) 5(4,9) 4 (6,3) 9 (5,5) N.S.
Ratio alterada de CLL
involucrada / no involucrada, 24 (25,3) 16 (36,4) 36 (28,1) p=0,017
n (%)
0,
(Co/;")c >95% en MO por CMF, n 7(8,5) 8 (13,3) 15 (10,6) N.S.
Aneuploidia del ADN, n (%) 11 (20,4) 0 (0) 11 (20,4) -
Inmunoparesia, n (%) 9(8,8) 12 (21,1) 21 (13,2) p=0,019
Patron “evolving” del CM, n (%) 6 (5,8) 4(8,9) 10 (5,7) N.S.
Progresidn, n (%) 5(4,9) 5(7.,7) 10 (5,7) N.S.

N.S.= No significativo al 5% (p >0,05)

Tabla 4.6 Comparacion de las caracteristicas basales de los pacientes con GMSI de la cohorte del
screening poblacional y la cohorte ampliada.
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Las caracteristicas clinicas y biol6égicas de la cohorte ampliada de 72 pacientes de
GMSI, estan resumidas en la tabla 4.6, junto a las caracteristicas de la cohorte de

GMSI detectada en el screening poblacional.

Las caracteristicas principales de los pacientes fueron similares para ambos grupos.
Los pacientes de la cohorte extraida de la consulta de Hematologia presentaron: i) una
cifra de Hemoglobina mas baja (13,7 g/dL vs 14,4 g/dL, p=0,012); ii) mayor proporcién
de pacientes con LDH alta (9 (14,5%) vs 4 (4%), p=0,035); iii) una cifra de creatinina
mayor (0,9 mg/dL (0,5-7,2) vs 1 mg/dL (1-2), p=0,001); iv) mayor cantidad de CP en
MO en el medulograma (3,37% vs 2,65%, p=0,015); v) mayor porcentaje de CPc por
CMF en MO (64,5% vs 34%, p=0,013); vi) mayor cantidad de pacientes con ratio de
CLL alterada (16 (36,4%) vs 24 (25,3%), p=0,017); y vi)) mayor proporcién de
pacientes con inmunoparesia (12 (21,1%) vs 9 (8,8%), p=0,019), respecto a los
pacientes de la cohorte extraida del screening poblacional de GMSI. Aguellos casos
gue presentaron valores fuera de la normalidad, respecto al calcio, creatinina, Beta2
microglobulina, fueron revisados y se confirm6é que dichas alteraciones eran

explicadas por comorbilidades o causas distintas a la GMSI.

En la cohorte total de 175 pacientes, la mediana de edad de los pacientes del estudio
fue de 69 afos al diagnéstico. La distribucién por sexos fue 102 (58,3%) varones
frente a 73 (41,7%) mujeres. El tipo de cadena pesada afecta mas frecuente fue IgG,
enll9 (68%) casos, seguido de 35 (20%) casos con IgA y 17 (10%) con IgM; solo un
(1%) caso fue una GMSI Bence Jones pura. El valor de la mediana del CM sérico fue
de 0,4 g/dL (rango: 0,1-2,55 g/dL). La mediana de infiltracion de CP en MO en el
medulograma fue de 2,80% (rango: 0-9,67%), con un porcentaje del 45,70% (rango: O-
100%) de CPc en MO por CMF. Ademas, 15 (10,6%) casos presentaron un porcentaje
de CPc en MO mayor de 95%. Treinta y seis (28,1%) pacientes mostraron una ratio de
las CLL en suero alterada. La inmunoparesia, de una o dos de las Ig policlonales,
estaba presente en 21 (13,2%) casos. El patron “evolving” del CM se observé en 10

(5,7%) casos.

La mediana de seguimiento de la serie total fue de 64 meses (rango: 1-100 meses).

4. EVALUACION DEL RIESGO DE PROGRESION DE GMSI A MM
4.1. MODELO PRONOSTICO DE LA CLINICA MAYO

El modelo de riesgo descrito por la Clinica Mayo fue aplicado a nuestra serie de
pacientes diagnosticados de GMSI que, como se ha mencionado en “Material y

Métodos”, incluye el tipo y cuantificacion del CM, asi como la presencia de una ratio
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normal o alterada de las CLL en suero. La mitad de los pacientes, 70 (50%), fueron
clasificados en el grupo de riesgo bajo, mientras que 51 (36,4%) y 19 (13,6%) eran de
riesgo intermedio-bajo e intermedio-alto, respectivamente, segiun el modelo de la

Clinica Mayo. Ninguno de los pacientes presentd riesgo alto (Tabla 4.7).

4.2,  MODELO PRONOSTICO DEL GRUPO DE SALAMANCA/GEM-PETHEMA

Adicionalmente, se aplicé también el modelo del grupo de Salamanca, que incluye la
evaluacién de la aneuploidia del ADN asi como el porcentaje de CPc por CMF dentro
del compartimento de CP en la MO. Se observd que la mayoria de los pacientes, 40
(74,1%) de los 54 casos en los que se pudo estudiar la aneuploidia del ADN, fueron
clasificados en el grupo de riesgo bajo y solo 14 pacientes (25,9%) presentaron riesgo

intermedio. Tampoco hubo ningan caso de riesgo alto (Tabla 4.7).

Segun otro modelo del mismo grupo de Salamanca basado en la presencia de un
patron “evolving” del CM junto con el porcentaje de CPc por CMF en MO, se clasifico a
la mayoria de los pacientes, 82 (59,4%) en el grupo de riesgo bajo, 52 casos (37,7%)

en el de riesgo intermedio y 4 (2,9%) en el de riesgo alto (Tabla 4.7).

Cahorte screening Cohorte consulta Cohorte total
poblacional
_ N=72 N=175
Modelos Grupo de N=103
prondsticos riesgo
N de | Incidencia N de | Incidencia N de | Incidencia
N N N
casos % casos % casos %
Bajo 50 52,6 19 43,2 70 50,0
(@]
>‘ -
Intermedi
g tebajgd ° 31 32,6 20 455 51 36,4
S Intermedio 9 a4 140
= 14 14,7 5 11,4 19 13,6
= alto
O
Alto 0 0 0 0 0 0
- < Bajo 40 74,1 - - 40 74,1
o C =
° 2 .’g
8g o | Intermedio | 54 14 25,9 0 - - 54 14 25,9
2c 3
O® ¢
n s Alto 0 0 - - 0 0
= Bajo 72 87,8 46 82,1 82 59,4
L C 5
°ec
§.g 2 Intermedio | 82 8 9,8 56 8 14,3 138 52 37,7
O3
& Alto 2 2.4 2 3,6 4 2,9

Tabla 4.7. Distribucion de las GMSI segun los modelos de riesgo de las GMSI.
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4.2.a. Concordancia de los modelos pronésticos

Se observd concordancia en los pacientes de riesgo bajo en 27 (51%) y 53 casos
(45,3%) segun el modelo de la Clinica Mayo y los del grupo de Salamanca |
(aneuploidia) y Il (evolving), respectivamente. Mientras que en el grupo de riesgo
intermedio, solo mostraron concordancia 10 (19%) y 9 (7,7%) pacientes, segun el
modelo de la Clinica Mayo y Salamanca | y Il, respectivamente. Por otro lado, se
observé discordancia en 13 pacientes (24,5%) de riesgo intermedio segin el modelo
de la Clinica Mayo que fueron clasificados en el grupo de bajo riesgo segun el modelo
del grupo de Salamanca |, que incluia la aneuploidia. De igual modo, 48 (41%)
pacientes de riesgo intermedio segun el modelo de la Clinica Mayo eran considerados
de bajo riesgo segun el modelo del grupo de Salamanca Il, que incluia el patrén
“evolving”del CM (Tabla 4.8).

Grupo de Salamanca | Grupo de Salamanca I
Modelos (aneuploidia) (evolving)
prondésticos
Riesgo Riesgo Riesgo Total Riesgo Riesgo Riesgo | Total
bajo intermedio alto n (%) bajo intermedio alto n (%)
Riesgo 27 3 0 53 53 4 0 57
bajo (50,9) (5.7) ©) (45,3) | (45,3) (3.4) (0) (48,7)
Clinica | Rjesgo 13 10 0 48 48 9 3 60
Mayo | intermedio | (24,5) (18,9) 0) (41) (41) 7,7) (2,6) (51,3)
Riesgo 0 0 0 0 0 0 0 0
alto (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0)
40 13 0 53 101 13 3 117
Total %
clainte) (755) | (24,5) © | @oo) | ®63) | @1y | @6 | (100)
p 0,005 0,025

Tabla 4.8. Concordancia de los modelos prondsticos.
4.3. ESTUDIO DE LAS CELULAS PLASMATICAS CIRCULANTES EN SP

4.3.a. Descripcion de las CP normales y clonales en SP

Setenta y seis pacientes de la cohorte total de 175 casos de GMSI aceptaron ser

incluidos en el estudio de las CP en SP mediante NGF.

Se detectaron CP normales (CPn) circulantes en SP en todos los pacientes con GMSI
(mediana: 0,00986 CPn/uL, rango: 0,00117-0,2125) y en 35 de 76 (46,1%), se
detectaron CPc circulantes en SP (mediana de 0,002965 CPc/yL, rango: 0-0,3817)
(Tabla 4.9).
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Variables

Pacientes (n=76)

CPc por CMF en sangre periférica, n (%)

35 (46,1)

N° absoluto de CPn/uL en SP, mediana (rango)

0,00986 (0,00117 - 0,2125)

N° absoluto de CPc/pL en SP, mediana (rango)

0,002965 (0 - 0,3817)

% de CPc del total de leucocitos en SP, mediana (rango)

0,00029 (0,0005 - 0,158)

% de CPc de todas las CP en SP, mediana (rango)

3,01 (0,0277 - 94,2)

% de CPc/pL en SP, mediana (rango)

0,0184 (0,00239 - 9,788)

Tabla 4.9. CP clonales circulantes en SP.

4.3.b. Estudio de la presencia de CPc circulantes en SP

El analisis de la presencia de CPc circulantes en SP de los pacientes incluidos en el

estudio como una variable cualitativa nos permitié identificar una asociacién entre

presencia de CPc circulantes en SP y i) CM mas elevado (CM: 0,54 g/dL vs 0,36

mg/dL, respectivamente, p=0,005); ii) mayor porcentaje de CPc por CMF en MO en el
compartimento de CP (CPc en MO: 57,86% vs 28,62%, p=0,001; OR: 1,02 con un IC
95% (1,01-1,04), p <0,01); iii) patrén “evolving” del CM (100%, p=0,049) y iv) cadena
pesada afecta IgA, en 11 pacientes (68,75%; p=0,046). (Tabla 4.10).

cp CPc
<5% en Patrén CM Ratio A iad
Factores CM | Plaguetas | °° | MO | evolving | <15 | cCLL | Ausenciace
pronésticos (g/dL) (/L) MO por del CM g/dL | alterada (0/5)
9 CMFE (%) (%) (%)
| o
Presencia 0,54 237.000 - 57,86 100 - - -
CPc
en Ausencia 0,36 230.000. - 28,62 0 - - -
SP
p 0,005 N.S. N.S. 0,001 0,049 N.S. N.S. N.S.
>0,058/ puL 0,77 274.000 7,7 73,25 N.S. 11,8 - 9,5
CPc
en <0,058/ uL 0,41 228.000 92,3 38,95 N.S. 88,2 - 90,5
SP
p 0,007 0,039 0,048 | 0,011 N.S. 0,01 N.S. 0,043

N.S.= No significativo al 5% (p>0,05)

Tabla 4.10. Analisis univariante del valor de las CPc en SP por CMF y otros factores de riesgo de

progresion de GMSI a MM.
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4.3.c. Estudio de la cuantificacion de CPc circulantes en SP como variable

continua

El analisis de la cuantificacién de CPc en SP de los pacientes incluidos en el estudio
como una variable cuantitativa nos permitié identificar una asociacidon entre una
cantidad elevada de CPc en SP y i) CM mayor o igual de 0,5 g/dL (CPc en SP:
0,4581/uL vs 0,0262/uL, respectivamente, p=0,033); ii) mayor porcentaje de CPc por
CMF en MO (mayor o igual a 47%) en el compartimento de CP (CPc en SP: 0,0638/uL
vs 0,0123/uL, p=0,0001); iii) presencia de aneuploidia del ADN (CPc en SP: 0,0597/uL
vs 0,0196/uL, p=0,004); iv) ratio de CLL alterada (CPc en SP: 0,7815/uL vs 0,0161/uL,
p=0,02) y v) cadena pesada afecta 1gG vs IgA (0,2350/uL vs 0,0414/uL,
respectivamente, p=0,040).

4.3.c.(1). Deteccion del punto de corte en funcién del nimero absoluto de CPc en SP

Se evalué la posible relacion entre la cantidad de las CPc en SP que pudiera
discriminar de manera precisa el riesgo de progresiéon a MM. Mediante la curva ROC
se calculd el punto de corte de las CPc en SP. Inicialmente, el valor de CP obtenido
del estudio de curva ROC fue 0,985 CPc/uL (p=0,020), aunque so6lo discriminaba la
progresion de dos pacientes en nuestra cohorte.

1,0

0,6+

Sensibilidad

0,4+

0,2

T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1 - Especificidad
Figura 4.5. Curva ROC para el célculo del punto de corte de CPc en SP.
Se evalud conjuntamente la sensibilidad y especificidad de cada valor y se dedujo que
el valor de corte éptimo se encontraria entre los valores: 0,028524 - 0,31227 CPc/uL,

por lo que finalmente se tomo el valor de 0,058 CPc/uL como punto de corte mas

adecuado, con una Sensibilidad=100% y una Especificidad=88%, en nuestra serie
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(Figura 4.5). Dicho punto de corte coincidia con el valor mas preciso capaz de
discriminar entre los casos de MM y GMSI en funcién del nimero absoluto de CPc en
SP en un estudio publicado en el que se incluyeron los casos de nuestra serie
(Sanoja-Flores et al. 2018).

4.3.d. Estudio de las CPc circulantes en SP aplicando el punto de corte de 0,058
CPc/ uL.

El analisis de la cantidad de CPc en SP en funcion de dicho punto de corte nos
permitié identificar una asociacion entre una cantidad mayor de 0,058 CPc/uL en SPy
i) CM mas elevado (CM: 0,77 g/dL vs 0,41 mg/dL, respectivamente, p=0,007); ii) mayor
namero de plaguetas (plaquetas: 274x10E9 vs 228x10E9, respectivamente, p=0,039);
iii) mayor porcentaje de CPc por CMF en MO en el compartimento de CP (CPc en MO:
73,25% vs 38,95%, p=0,011) (Tabla 4.10).

También se establecié una asociacion entre una cantidad menor de 0,058CPc/uL en
SP y i) un CM menor de 1,5 g/dL (88,2%, p=0,009); ii) una infiltracion de CP en MO
menor del 5% en el Medulograma (92,3%, p=0,048); y iii) ausencia de inmunoparesia
(90,5%, p=0,043) (Tabla 4.10).

4.3.e. Cantidad de CPc en SP segun el grupo de riesgo de los diferentes

modelos pronésticos de GMSI

Se evalué la influencia de la cantidad de CPc en SP detectada en los pacientes
incluidos en el estudio segun el grupo de riesgo de la Clinica Mayo al que pertenecian.
Los pacientes de bajo riesgo presentaron una media de 0,0137 CPc/uL, mientras que
aguellos de riesgo intermedio-bajo e intermedio alto presentaron una media mayor de
0,0465 y 0,0814 CPc/uL, respectivamente (p=0,006) (Tabla 4.11).

Segun el modelo de Salamanca |, que incluia la aneuploidia, los pacientes de riesgo
bajo e intermedio presentaron una media de 0,0196 y 0,0597 CPc/uL, respectivamente
(p=0,002). Mientras que los pacientes de riesgo bajo e intermedio, segun el modelo de
Salamanca |l que incluia el patrén “evolving”, presentaron una media de 0,0384 y
0,0130 CPc/uL, respectivamente (p=0,526) (Tabla 4.11) (Figura 4.6).
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(o]
Modelos Prondsticos | N total Gr_upo = e NFae CrE en =R el
riesgo casos ML (media) p
Bajo 38 0,0137
ClmicaItara 64 Intermedp bajo 19 0,0465 0,006
Intermedio alto 7 0,0814
Alto 0 -
Riesgo bajo 28 0,0196
Grupo de Salamanca | Riesgo
(aneuploidia) 32 intermedio 4 0,0597 0,002
Riesgo alto 0 -
Riesgo bajo 59 0,0384
Grupo de Salamanca Il Riesgo
: 4 2
(evolving) 6 intermedio S 0,0130 0,526
Riesgo alto 0 -

Tabla 4.11. Cantidad de CPc en SP segun los grupos de riesgo de los diferentes modelos prondésticos de

las GMSI.
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Figura 4.6. Distribucion de la cantidad de CPc en SP segun los grupos de riesgo de los diferentes

modelos pronosticos.
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4.4, ESTUDIO DEL GRADO DE EXPANSION TUMORAL CLONAL Y DE LA
INMUNOPARESIA MEDIANTE HEVYLITE CHAIN®

4.4.a. Estudio del grado de expansidon tumoral clonal mediante la ratio del par

de HLC de la Ig monoclonal

Los pares de cadena pesada-ligera de las Igs (Hevylite Chain® (HLC)) fueron
analizados en 111 pacientes de los que se obtuvo suero en el momento del
diagnostico.

Para evaluar el grado de expansion tumoral mediante HLC se analiz6 la ratio del par
de HLC de la Ig monoclonal, es decir, en una GMSI IgG-k, la ratio seria 1gG-k/lgG-A.
Sesenta y dos pacientes (56%) presentaron alteracion de la ratio de HLC. Segun el
tipo de cadena pesada afecta de lg, observamos que 38 de 80 (47,5%) pacientes con
GMSI IgG tenian la ratio alterada, mientras que dentro del grupo de GMSI IgA e IgM,
17 de 23 (74%) y 7 de 8 (87,5%) tenian la ratio alterada, respectivamente (p=0,026).

El andlisis de la ratio del par de HLC de la Ig monoclonal nos permitié identificar una
asociacion entre la ratio de HLC alterada y i) CM mas elevado (CM: 0,62 g/dL vs 0,33
g/dL, respectivamente, p <0,0001; OR: 53,23 con IC del 95% (2,82/1005,54), p=0,008);
i) CM >1,5 mg/dL (100%, p=0,044); iii) cadena pesada afecta no IgG (78,12%,
p=0,003); iv) ratio de CLL alterada (77,77%, p=0,011); v) mayor infiltracién de CP en
MO en el medulograma (CP en MO: 3,72% vs 2,43%, p=0,001); vi) mayor porcentaje
de CPc en MO por CMF en el compartimento de CP (CPc en MO: 54,42% vs 24,42%,
p<0,001; OR: 1,02 con IC del 95% (1,01/1,03), p=0,007); vii) mayor frecuencia y
cantidad de CPc en SP por NGF (68,29%, p=0,001, OR: 6,15, IC 95% (2,08-18,18),
p=0,001; CPc en SP: 0,2864/uL vs 0,0139/uL, p=0,0001) (Tabla 4.12).

Los pacientes con ratio normal de HLC se correlacionaron con otros parametros de
enfermedad menos agresiva, como: i) un CM <1 g/dL (100%, p=0,0001) vy ii) una
infiltracién de CP en MO menor del 5% en el medulograma (91,3%, p=0,007).

La clasificaciéon de los pacientes con GMSI en funcion de la ratio alterada del par de
HLC en los grupos pronésticos de los modelos pronésticos clasicos mostré que segun
el de la Clinica Mayo, el 100% de los pacientes que eran de riesgo intermedio
(p=0,0001) tenian alterada la ratio del par de HLC alterada, mientras que en el grupo
de bajo riesgo, las proporciones se distribuyeron uniformemente. Al considerar el
modelo de Salamanca, el 92% de los pacientes en el grupo de bajo riesgo tenian una
ratio del par de HLC normal (p=0,010).
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CPc
CPc en cP en CM Cadena Ratio
Factores CM Albimina SP por en MO >1.5 pesada CLL
prondsticos (g/dL) (mg/dL) NGF MO por g/dL no IgG | alterada
n, (%) (%) | CMF | (%) (%) (%)
(%)
68,29%
Alterada 0,62 4,36 3,72 54,42 100 78,12 77,77
: 0,2864/uL
Ratio
de 31,71%
HLC Normal 0,33 4,34 2,43 24,42 0 21,88 22,23
0,0139/uL
p 0,0001 N.S. 0,0001 0,001 | 0,001 | 0,044 0,003 0,011

N.S. = NO significativo al 5% (p>0,05)

Tabla 4.12. Andlisis univariante del valor de la ratio de HLC de la Ig monoclonal y otros factores de riesgo
de progresion de GMSI a MM.

4.4.b. Estudio delainmunoparesia

Se estudio la inmunoparesia mediante dos métodos: i) estudio de las Ig completas
mediante la nefelometria clasica, y ii) estudio de cadena pesada-ligera de la Ig (HLC)
mediante inmuno-turbidimetria para analizar la supresion de las HLC. Para ello
evaluamos en primer lugar la supresion del par de HLC del mismo isotipo de Ig no
involucrado, es decir, analizamos el par IgG-A en una GMSI IgG-k; y en segundo lugar,
la supresién de los otros pares de HLC correspondientes a las Igs policlonales
diferentes al CM, es decir, IgA-k, IgA-A, IgM-k e IgM-A en una GMSI IgG-k.

4.4.b.(1). Inmunoparesia detectada mediante nefelometria clasica
Mediante la nefelometria clasica se detectd inmunoparesia en 11 pacientes (10%) de
una o ambas Ig policlonales con la disminucion del 25% por debajo del limite inferior

de la normalidad.

4.4.b.(2). Inmunoparesia detectada mediante la supresion del par de HLC del isotipo

de Ig no involucrado

Mediante el estudio de HLC, se observO que 30 pacientes (27%) presentaban
descenso del par de HLC del isotipo de Ig no involucrado y en 16 pacientes (14,4%) de
estos la supresion del par de HLC era superior al 25% con respecto al limite inferior de
la normalidad (Tabla 4.13).
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Pacientes
Variables de HLC para el estudio de la inmunoparesia (n=111)
n (%)
Supresion del par de HLC del isotipo de Ig no involucrado, n (%) 30 (27)
Supresion del 25% del par de HLC del isotipo de Ig no involucrado, n (%) | 16 (14,4)
Supresion de par de HLC de las Igs policlonales 33 (30)
— 1lpardeHLC 21 (19)
— 2paresdeHLC 11 (10)
— 3 paresde HLC 0 (0)
— 4 paresde HLC 1(1)
Supresion del 25% del par de HLC de las Igs policlonales 11 (9,9)
— 1pardeHLC 6 (5,5)
- 2paresdeHLC 5(4,5)

Tabla 4.13. Evaluacion de la inmunoparesia mediante la HLC.

El andlisis de la supresion del par de HLC del isotipo de Ig no involucrado nos permitio
identificar una asociacion entre la supresion del par de HLC y i) CM mas elevado (CM:
0,75 g/dL vs 0,40 g/dL, p <0,0001); ii) menor cantidad de albumina en sangre
(albdmina: 4,20 mg/dL vs 4,41 mg/dL, p=0,004); iii) CM >1,5 g/dL (100%, p=0,0001);
iv) mayor cantidad de CP en MO en el medulograma (CP en MO: 3,91% vs 2,83%,
p=0,011); v) mayor porcentaje de CPc en MO por CMF en el compartimento de CP
(CPc en MO: 61,87% vs 32,40%, p <0,001; OR: 1,03 con un IC 95% (1,01/1,05),
p=0,0001); vi) mayor frecuencia y cantidad de CPc en SP por NGF (70,83%, p=0,018;
CPc en SP: 0,4679/uL vs 0,0201/uL, p=0,008) (Tabla 4.14).

Los pacientes que no tenian suprimido el par de HLC se correlacionaron con otros
parametros de enfermedad menos agresiva, como: i) un CM <1 g/dL (97,5%,
p=0,0001); ii) una infiltracién de CP en MO menor del 7% en el Medulograma (95,9%,
p=0,026) y iii) mayor proporciéon de pacientes con una cantidad menor de 0,058 CPc
en SP/uL por NGF (93,2%, p=0,036).

Se clasifico a los pacientes segun los modelos prondsticos de la Clinica Mayo y de
Salamanca, distribuyéndose estos de manera homogénea, sin presentar diferencias

significativas.
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CPc en CP eﬁFl\,/ICO CM Cadena Ratio
2—rh CM Albamina SP por en >1,5 pesada CLL
Factores pronosticos (g/dL) (mg/dL) NGF MO g&:: g/dL no IgG | alterada
0, 0, 0, 0, 0,
n, (%) (%) (%) (%) (%) (%)
) . 70,83%
Supresion Suprimida 0,75 4,20 3,91 61,87 100
del par de 0,4679/uL
e s 29,17%
isotipo de o 0,40 4,41 2,83 32,40 0
Ig no suprimida 0,0201/pL
involucrada
p 0,0001 0,004 0,008 0,011 0,001 0,0001 N.S. N.S.
Supresion | gyprimida | 0,91 424 | 08905/uL | 3,92 | 70,54
>25% del
par de HLC No
del isotipo suprimida 0,42 4,37 0,0256/uL 2,99 35,52
de Ig no
involucrada p 0,0001 N.S. 0,03 N.S. | 0,0001 N.S. N.S. N.S.

N.S. = NO significativo al 5% (p >0,05)

Tabla 4.14. Andlisis univariante del valor de la supresion del par de HLC de la Ig no involucrado y otros
factores de riesgo de progresion de GMSI a MM.

El andlisis de la supresién de mas del 25% del par de HLC del isotipo de Ig no
involucrado nos permitié identificar una asociacion entre la supresion profunda del par
de HLC y i) CM mas elevado (CM: 0,91 g/dL vs 0,42 g/dL, p <0,0001; OR: 7,22 con un
IC 95% (1,11/46,83), p=0,038); ii) mayor porcentaje de CPc en MO por CMF en el
compartimento de CP (CPc en MO: 70,54% vs 35,52%, p <0,0001; OR: 1,02 con un IC
95% (1/1,04), p=0,040); vy iii) mayor cantidad de CPc en SP por NGF (CPc en SP:
0,8905/uL vs 0,0256/uL, p=0,03) (Tabla 4.14).

Los pacientes con una supresion moderada (<25%) o sin supresion del par de HLC se
correlacionaron con otros pardmetros menos agresivos, como: i) un CM <1 g/dL
(95,8%, p=0,0001) y ii) mayor proporcion de pacientes con una menor cantidad de
0,058 CPc en SP/uL por NGF (91,1%, p=0,025).

Sin embargo, no se encontré6 una correlacion significativa entre los modelos
pronésticos de la Clinica Mayo y los de Salamanca y la frecuencia de supresion del
par de HLC.

4.4.b.(3). Inmunoparesia detectada mediante la supresion del par de HLC de Igs

policlonales

Posteriormente, se analizaron los pares de HLC de las Igs policlonales de cada
paciente. Treinta y tres pacientes (30%) presentaron descenso de algunos de los
pares de HLC de las Igs policlonales, de tal modo, que 21 (19%), 11 (10%) y 1 (1%)
pacientes presentaron descenso de uno, dos o los cuatro pares de HLC de las Ig
policlonales, respectivamente; y en 11 pacientes (10%) de este grupo la supresion del

par de HLC de las Ig policlonales fue superior al 25% (Tabla 4.13).
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El andlisis de la supresién del par de HLC de las Igs policlonales nos permitié
identificar una asociacion entre la supresion del par de HLC policlonal y i) una menor
cantidad de albumina en sangre (albumina: 4,24 mg/dL vs 4,40 mg/dL, p=0,017; OR:
0,06 con un IC 95% (0,01/0,35), p=0,002); ii) CM >1,5 g/dL (100%, p=0,001); iii) una
ratio de CLL alterada (79,41%, p=0,001; OR: 6,15, IC 95% (2,03/18,74), p=0 0.001); y
iv) mayor porcentaje de CPc en MO por CMF en el compartimento de CP (CPc en MO:
54,13% vs 35,85%, p=0,025); y v) porcentaje de CPc en MO por CMF mayor del 95%
(74,72%, p=0,028) (Tabla 4.15).

Los pacientes que no presentaron supresion del par de HLC de las Igs policlonales
presentaron otro pardmetro de enfermedad menos agresiva, como: es un CM <1 g/dL
(97,4%, p=0,0001).

Se clasificé a los pacientes segun los modelos prondsticos de la Clinica Mayo y de
Salamanca | (aneuploidia), mostrando que el 75% y 81,92% de los pacientes que no
presentaron supresion del par de HLC de las Ig policlonales, se clasificaron en el
subgrupo de riesgo bajo (p=0,007 y p=0,000, respectivamente). No hubo diferencias
significativas segun el modelo de Salamanca Il (evolving).

CM g CPc >95%
P CPc en Ratio CLL
T CM Albumina >1,5 en MO
Factores pronaosticos MO por : alterada
(g/dL) (mg/dL) CME (%) g{)dL (%) por CMF
(%) (%)
., Suprimida 0,67 4,24 54,13 100 79,41 74,72
Supresion del
par de HLC de No
Igs suprimida 0,42 4,40 35,85 0 20,59 25,28
policlonales
p N.S. 0,017 0,025 0,001 0,001 0,028
., Suprimida 0,99 4,15 45,5 -
Supresion
>25% del par No )
de HLC de lgs | suprimida 044 4,38 40,14
liclonal
policlonales p N.S. 0,017 N.S. N.S. N.S. N.S.

N.S.= No significativo al 5% (p>0,05)

Tabla 4.15. Andlisis univariante del valor de las alteraciones en las HLC de la Ig no implicada en la GMSI

y otros factores de riesgo de progresion de GMSI a MM.

El analisis de la supresion del 25% del par de HLC de las Igs policlonales nos permitié
identificar una asociacion entre la supresion profunda del par de HLC policlonal y una
menor cantidad de albumina en sangre (albumina: 4,15 mg/dL vs 4,38 mg/dL,
p=0,017) (Tabla 4.15).

Cuando se clasific6 a los pacientes segun el modelo pronostico de Salamanca |

(aneuploidia), el 97,61%, (p=0,0001) de los pacientes que no presentaron supresion
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profunda del par de HLC de Ig policlonal, se clasificaron en el grupo de riesgo bajo.

Segun el resto de modelos prondsticos no se detectaron diferencias significativas.

4.4.b.(4). Estudio de sensibilidad y validacién de la técnica de HLC

Se realizaron estudios de sensibilidad y especificidad para comparar la técnica de
nefelometria clasica con el test de HLC para medir la inmunoparesia. En todos los
casos el estudio realizado mediante HLC fue superior para detectar la inmunoparesia
comparandola con la nefelometria, tanto en sensibilidad (S) con en el valor predictivo
negativo (VPN).

En el estudio de S del test de HLC, se observé que ésta fue significativamente superior
tanto para la supresion del par de HLC del isotipo de Ig no involucrado (S=45,6% vs
S$=16,4%, p <0,0001), como para la supresion del par de HLC de las Ig policlonales
(S=60,7% vs S=32,3%, p <0,0001), en comparacién con la nefelometria clasica (Tabla
416y 4.17).

Test de
_ N contraste e V. V. V.
Inmunoparesia valido Sensibilidad | Predict. | Predict. | Predict.
V@ IP= Positivo | Negativo | Total

valor

Supresion del par de
HLC del isotipo de Ig 111 27,74** 0,0001 45,6% 100% 54,3% 67,0%
no involucrado

Supresion de >25%
del par de HLC del

Kk 0, 0, 0, 0,
isotipo de Ig no 111 12,97 0,0001 25,0% 100 % 46,3% 54,5%
involucrado

Nefelometria 149 14,54+ 0,0001 16,4% 100% 59,4% 62,4%

**=Altamente significativo al 1% (p<0,01)

Tabla 4.16. Sensibilidad de la supresién del par de HLC del isotipo de Ig no involucrado respecto a la

nefelometria.

Se analiz6 el VPN de cada test, evaluando el porcentaje de aciertos del test con HLC
cuando el resultado de la prueba con la que se la compara, la nefelometria, fuera
negativo, observando que el VPN de la supresion del par de HLC de Igs policlonales
fue mayor al de la nefelometria (VPN: 71,4% vs 68,1%, respectivamente). Asimismo,
se analiz6 el VP total del test de HLC, y el resultado fue superior, tanto el de la
supresion del par de HLC del isotipo de Ig no involucrado (VP=67% vs VP=62,4%),
como el de las Ig policlonales (VP=80,2% vs VP=72,3%), respecto al VP de la

nefelometria para medir la inmunoparesia (Tabla 4.16 y 4.17).
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Test de contraste v v
. N - " V. Predict. -
Inmunoparesia A Sensibilidad | Predict. X Predict.
valido e Negativo

valor P-valor Positivo Total
Supresion del par de
HLC de Igs 111 | 48,14* | 0,0001 60,7% 100% 71,4% 80,2%
policlonales
Supresion de >25%
del parde HLC delgs | 111 | 13,44* | 0,0001 21,4% 100% 56,0% 60,7%
policlonales
Nefelometria 159 | 34,99** | 0,0001 32,3% 100% 68,1% 72,3%

**=Altamente significativo al 1% (p<0,01)

Tabla 4.17. Sensibilidad de la supresién del par de HLC de las Igs policlonales respecto a la nefelometria.

4.4.b.(5). Concordancia entre la nefelometria clasica y HLC en la deteccion de

inmunoparesia

Se evalub la concordancia en la deteccion de inmunoparesia entre la nefelometria
clasica y la HLC, definida como la disminucion del par de HLC, en primer lugar del

isotipo de Ig no involucrada y en segundo lugar de las Igs policlonales.

Supresion del par de HLC del Supresion de >25% del par de
: isotipo de Ig no involucrado, HLC del isotipo de Ig
Inmunoparesia :
n (%) no involucrado, n (%)
No Si Total No Si Total
N 77 23 100 89 11 100
o}
Nefelometria, (69,4) (20,7) (90,1) (80,2) (9,9 (90,1)
n (%) . 4 7 11 6 5 11
i
(3,6) (6,3) (9,9) (5,5) (4,4) (9,9)
81 30 111 95 16 111
Total, n (%)
(73) (27) (100) (85,7) (14,3) (100)
p 0,004 0,002

Tabla 4.18. Deteccion de inmunoparesia mediante nefelometria clasica y Hevylite Chain®.

Se detecté inmunoparesia mediante HLC, definida por la supresion del par del isotipo
de Ig no involucrado, en un numero significativamente superior de pacientes con
respecto a la nefelometria clasica, 30 (27%) vs 11 (10%), respectivamente (p=0,004),
con una discordancia en 23 (20,7%) casos, indicando que HLC seria una técnica mas
sensible para la deteccion de inmunoparesia. También se detect6 mayor nimero de

pacientes con inmunosupresion mas profunda con HLC, con un descenso mayor del
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25% del par de HLC del isotipo de Ig no involucrado en 16 (14,3%) vs 11 (10%)
pacientes, respectivamente (p=0,002), con una discordancia en 11 (10%) casos

respecto a la nefelometria clasica (Tabla 4.18).

Posteriormente, se observdé inmunoparesia mediante HLC, definida como la
disminucion del par de HLC de las Ig policlonales, en un numero significativamente
superior de pacientes con respecto a la nefelometria clasica, 33 (29,7) vs 11 (10%),
respectivamente (p=0,0001), con una discordancia en 22 (19,8%) casos, indicando
también que HLC seria una técnica mas sensible para la deteccién de inmunoparesia.
No se advirtieron diferencias en la deteccion de inmunosupresiéon mas profunda
mediante HLC de las Ig policlonales respecto a la nefelometria clasica, 11 (10%) vs 11
(10%) pacientes, respectivamente, pero si se observé discordancia en 3 (2,7%) casos
(p=0,0001) (Tabla 4.19).

Supresion del par de HLC de Supresién de >25% del par de
Inmunoparesia Igs policlonales, n (%) HLC de Igs policlonales, n (%)
No Si Total No Si Total

No 78 22 99 97 3 100
Nefelometria, (70,3) (19,8) (90,1) (87,4) 2,7) (90,1)

n (%) S 0 11 11 3 8 11

) (9.9) (9.9) 2,7) (7.2) (9.9)

Total, n (%) 78 33 111 100 11 111
(70,3) (29,7) (100) (90,1) 9,9) (100)

p 0,0001 0,0001

Tabla 4.19. Deteccion de inmunoparesia mediante nefelometria clasica y Hevylite Chain®.

45. ESTUDIO DE LOS FACTORES PREDICTORES DE RIESGO A LA
PROGRESION DE TODAS LAS VARIABLES ANALIZADAS

Se analizaron todas las variables que habian resultado significativas en el estudio
univariante y se evalud su posible efecto como factores predictores de riesgo a la

progresion de GMSI a MM.

En el andlisis univariante se observé que los pacientes que tenian mayor riesgo de
progresar presentaron: i) un CM mas elevado (CM: 1,17 g/dL vs 0,5 g/dL,
respectivamente, p=0,003); ii) mayor infiltracion de CP en MO en el medulograma (CP
en MO: 6,07% vs 3,39%, p=0,005); iii) mayor porcentaje de CPc en MO por CMF en el
compartimento de CP (CPc en MO: 76,60% vs 43,61%, p=0,006); y iv) mayor
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proporcion de pacientes con mas de 0,058 CPc en SP/uL por NGF (100%, p=0,0001).
Ninguna de las variables de HLC analizadas resultaron significativas como factores

predictores de progresion a MM en el andlisis univariante (p >0,05).

Factores pronésticos OR Valor-p IC;SSA)Rde HR Valor-p

CM >1,17 g/dL 3,43 0,014 1,28/8,72 2,19 0,041*

CPc >95% en MO por CMF 5,44 0,032 1,15/25,71 5,56 0,017*

CM >1 g/dL 13,76 0,158 0,36/523,76 - N.S.

(Co;l')en MO en el medulograma 1,20 0,317 0,84/1,71 ) N.S.
0

R 1,99 0,487 0,28/13,98 | - N.S.

CPc en MO por CMF 1,01 0,595 0,98/1,04 - N.S.

Ratio de CLL alterada 1,00 0,998 0,06/16,17 - N.S.

Inmunoparesia 1,73 0,602 0,22/13,37 - N.S.

CPc en SP por NGF - 0,999 - - N.S.

Ratio alterada del par de HLC 6.96 0.148 0.50/96.59 ) N.S.

de lalg monoclonal ' ’ ! ’

SUTIESION G [k o IS L] 9,59 0,291 0,14/636,42 | - N.S.

isotipo de Ig no involucrado ' ' ' '

Supresion de >25% del par de

HLC del isotipo de Ig no 3,47 0,554 0,06/21530 - N.S.

involucrado

%l;p;ilsiigr;:aellegar deHiLe de 1,01 0,990 0,12/8,64 - N.S.

ﬁﬁ%rgsé'?;sdpeoﬂifgﬁ ol RIS 1,41 0,882 0,02/12497 ] N.S.

N.S.= No significativo al 5% (p >0,05). * = Significativo al 5% (p <0,05). Abreviaciones: IC, intervalo de confianza; OR,
Odd Ratio; HR, Hazard Ratio.

Tabla 4.20. Andlisis multivariante de todos los factores de riesgo de progresion de GMSI a MM analizados

en el estudio.

Finalmente, se realizé el analisis multivariante con las variables que habian
demostrado valor pronéstico de progresién a MM de manera significativa en el analisis
univariante. En este estudio, solo mantuvieron su valor pronéstico de riesgo a la
progresion i): el CM mayor de 1,17 g/dL (OR: 3,43, IC 95% (1,28/8,72), p=0,014;
HR=2,19, p=0,041) y ii) el porcentaje de CPc en MO por CMF dentro del
compartimento de CP en la MO mayor del 95% (OR: 5,44, IC 95% (1,15/25,71),
p=0,032; HR=5,56, p=0,017). El resto de parametros no fueron significativos como
factores predictores de progresion en la GMSI, en el andlisis multivariante (Tabla
4.20).
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4.5.a. ESTUDIO DEL TIEMPO HASTA LA PROGRESION A MIELOMA MULTIPLE
U OTRA ENFERMEDAD DE CELULAS PLASMATICAS

Debido a la concordancia entre la cohorte del screening poblacional y la de la consulta,
se utilizé la serie de 175 pacientes diagnosticados de GMSI para evaluar el riesgo de

progresar a MM.

La mediana de seguimiento de nuestra serie fue de 64 meses (rango: 1-100 meses).
Durante el seguimiento se observé una tasa de progresion de GMSI a MM del 1,8%
anual, con un total del10 progresiones: 5 a MMS y otras 5 a MM. La mediana de tiempo
hasta la progresion (TTP) fue de 50 meses en la serie total (rango: 26-80 meses); 52
meses a MMS (rango: 8-72 meses) y de 40 meses a MM (rango: 26-80 meses). Se
observé que dos pacientes presentaron un TTP de 26 meses significativamente menor
que el resto de pacientes, coincidio con los casos que presentaron una cantidad de CP
en MO del 9% en el medulograma, sin presentar ningin otro factor prondstico adverso,

ni cumplian los criterios de MMS ni MM en el momento del diagndstico.

Los pacientes que habian progresado se distribuyeron segun el modelo pronéstico de
la Clinica Mayo: 2 pacientes en el grupo de riesgo bajo, 3 en el intermedio bajoy 3 en
el intermedio alto, (hubo 2 casos no clasificables). Segun el modelo de Salamanca |
(aneuploidia): 1 paciente era de riesgo bajo y 2 de riesgo intermedio (hubo 7 pacientes
no clasificables). Finalmente, segin el modelo de Salamanca Il (evolving): 4 casos
eran de riesgo bajo, 2 de riesgo intermedio y 3 de riesgo alto (hubo 1 caso no
clasificable).

Las caracteristicas principales de los pacientes que progresaron fueron las siguientes:
i) 6 de 10 pacientes de sexo femenino (60%); ii) edad media de 70 afos (rango: 57-82
afos); iii) 4 presentaron inmunoparesia; iv) cantidad media del CM: 0,56 g/dL (rango:
0,23-2,55 g/dL); v) 2 tenian afecta la cadena pesada no IgG; vi) cantidad de CP en MO
en el medulograma: 5,7% (rango: 2-9,6%); vii) porcentaje de CPc en MO por CMF:
94% (rango: 0-100%); viii) 2 con CM >1,5 g/dL; ix) 6 con alteraciéon de la ratio de CLL;
X) 4 con >95% de CPc en MO por CMF; y xi) 4 con patrén “evolving” del CM. Ninguno

present6 aneuploidia del ADN.

Respecto a los nuevos factores estudiados, solo se evalu6 las CPc en SP por NGF en
2 paciente de los 10 que progresaron y ambos presentaron CPc en SP en una
cantidad de mayor de 0,058 CPc/uL.

Respecto al estudio de las HLC, se realiz6 en 7 pacientes de los que progresaron, y de

estos se observo: i) 3 casos con la ratio alterada del par de HLC de la I|g monoclonal;
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i) un caso con supresion del par de HLC del isotipo de Ig no involucrado, y este mismo
caso presentd una supresion profunda (mayor del 25%); v iii) 4 casos con supresion
del par de HLC de las Igs policlonales y de estos 2 con supresién mayor del 25%.

Se describi6 un modelo de riesgo de progresion basado en los dos factores
prondsticos que habian resultado significativos en el modelo multivariante: CM mayor
de 1,17 g/dL y porcentaje mayor de 95% de CPc en MO por CMF, observandose una
mediana TTP, para aquellos pacientes con dos factores prondsticos de 80 meses,
mientras que en los que tenian un factor o ninguno, la mediana de TTP no fue
alcanzada (CM: HR=2,9 (p=0,041); CPc >95%: HR=5,56 (p=0,017)).
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V. DISCUSION
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La GMSI fue descrita en 1978 por Kyle'? y es la discrasia de CP mas frecuente. Es
considerada como una entidad premaligna que precede siempre al MM**. Presenta un
riesgo de progresion de GMSI a MM aproximadamente de un 1% al afio, que se

mantiene incluso tras 25 afios de seguimiento®®.

Se han identificado diferentes factores prondsticos que permiten predecir el riesgo de
progresion a MM, como son: i) la cantidad del CM, ii) el tipo de cadena pesada
involucrada, iii) la ratio alterada de la CLL involucrada vs no involucrada, iv) la cantidad
de CPc en MO mediante CMF; v) la aneuploidia del ADN o vi) el patréon “evolving” del
CM. Los modelos prondsticos descritos por la Clinica Mayo® y los del grupo de

Salamanca se han basado en los factores prondsticos anteriormente mencionados””.

Sin embargo, en los ultimos afios, se han descrito técnicas diagnosticas méas sensibles
que han contribuido a identificar nuevos factores prondsticos que permiten optimizar la
identificacion del riesgo de progresion a MM y asi, poder optimizar el seguimiento y
manejo de los pacientes con GMSI y planear, potencialmente, estrategias terapéuticas

en estadios precoces del MM.

En la presente tesis doctoral, se ha realizado: i) el primer estudio poblacional
prospectivo de prevalencia de GMSI en Espafia en un ambito no hospitalario, junto con
ii) la evaluacibn de nuevos factores, con posible valor prondéstico, mediante las
técnicas mas sensibles disponibles para el diagnéstico y actual categorizacién de las
GMSI.

Para el estudio poblacional de prevalencia de la GMSI se definié de manera precisa en
el area geografica en el que se iba a realizar, Segovia capital, lo que es algo
fundamental en un estudio de prevalencia que no siempre se menciona, de manera

especifica, en otras publicaciones.

En la misma linea, este trabajo incluye también un estudio de cribado de GMSI en la
poblacion mayor de 50 afios con una participacion de 39%, menor a lo publicado en un
estudio realizado en Minnesota, en el que se consiguié evaluar hasta el 79,1% de la
poblacion®. Se decidié seleccionar aquellos mayores de 50 afios para centrar el
estudio en la poblacion de mayor riesgo, aunque podria haberse ampliado a todos los
grupos de edad, lo que hubiera permitido identificar algun factor especifico en la
poblacion mas joven. No obstante, en el estudio realizado en Minnesota, la mediana
de edad y distribuciéon por sexos fueron similares a las de la nuestra cohorte, por lo

que se puede asumir que esta fue representativa de la poblacién diana.
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La incidencia de GMSI en nuestra poblacion fue de 1,55%, congruente con la descrita
en la literatura®*, aunque durante el reclutamiento la incidencia acumulada fuera menor

a la esperada.

Con respecto a la tasa de prevalencia de la GMSI, 2,42%, fue similar a la comunicada
en otras series de paises occidentales, como en Estados Unidos o Francia, e igual en
cada franja de edad(Tabla 5.1)*%*%°,

Tasa de prevalencia (%)
Edad (afios) . Cohorte de

Minnesota .

Segovia
50-59 1,7 2,42
60-69 3 3,41
70-79 4,6 4,33
>80 6,6 6,57
Total 3,2 2,42

Tabla 5.1. Tasa global de prevalencia de la GMSI, segun diferentes franjas de edad, en Segovia capital y
la observada en el estudio de Kyle, R.A. et al. N. Engl. J. Med. 378, 241-249 (2018)".

Se han publicado estudios posteriores®?, donde se detectaban diferencias en la
prevalencia de la GMSI segun la raza, siendo mayor en la raza afroamericana en
comparacion con la blanca y la hispana. Esto podria explicar que la prevalencia en
nuestro estudio resultara ligeramente inferior a la del citado estudio de Kyle et al. en el
que se incluyeron pacientes de raza afroamericana. Mientras que en otro estudio
realizado en Estados Unidos'’, en el que se evalud la prevalencia teniendo en cuenta
la raza de los pacientes, la tasa en la raza blanca fue idéntica a la de nuestra

poblacion.

Las diferencias observadas en la prevalencia en funcion de la raza es algo bastante
bien establecido y las Ultimas investigaciones parecen apuntar que la biologia de la
enfermedad es diferente (Munshi et al., Mayo Clin Proc., 2007).

En esta tesis, se confirmé que la GMSI era mas frecuente en la poblacion mayor de 50

afos y que su prevalencia aumentaba con la edad, haciéndose mas prevalente en los

1013718 " Al jgual que lo descrito en otras publicaciones, la

mayores de 80 o 90 afios
GMSI se presenté de manera mas frecuente en el sexo masculino con una edad
media al diagnoéstico alrededor de los 70 afos, presentando mayor afectacion de la
10,13

cadena pesada IgG, seguido de la IgM e IgA, y de la CLL kappa
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La prevalencia de la GMSI mas elevada conocida se observa en la poblacién mayor, lo
que permite sugerir estrategias de seguimiento coordinadas entre Atencion
Especializada y Atenciéon Primaria, para optimizar los recursos y evitar consultas en
Atencion Especializada que no serian necesarias, |0 que contribuiria a humanizar el
manejo de los pacientes con enfermedades de las CP. En la misma linea, el
seguimiento es obligado en todos los pacientes, incluyendo a los mas jovenes, ya que
su expectativa de vida es mas larga y, por tanto, la probabilidad de desarrollar un MM
también es mayor. El seguimiento de la GMSI permitiria, ademas, la deteccién precoz

de otras enfermedades.

El test de CLL en suero fue introducido en la evaluacién de los pacientes con
enfermedades de las CP en 20098, y ha contribuido, por un lado, a identificar mas
pacientes con enfermedad medible, ademas de ser Utiles en el seguimiento para la
evaluacién de la respuesta al tratamiento, y por Ultimo, y en concreto en los estadios
precoces del MM, pueden tener valor prondstico?®. No obstante, como pudiera existir
cierta variabilidad intra-paciente, el estudio de los rangos de normalidad de las CLL en
una poblacion local espafiola tenia el objetivo de validar la aplicabilidad de los valores

de normalidad propuestos por el fabricante, The Binding Site™®.

Los resultados obtenidos de las concentraciones e intervalos de referencia de las CLL
fueron similares a los publicados en otros trabajos (Katzmann et al. 2002; Hernando
Espinilla et al. 2008), validando asi la aplicabilidad del rango de normalidad publicado
por Katzmann et al. para la poblacion espafiola (Tabla 5.2). El estudio podria no haber
sido necesario y, de hecho, en futuros proyectos no seria preciso analizar los valores
de normalidad de las CLL para cada estudio, sino que se pueden utilizar los de

referencia indicados por el fabricante®.

CLL Katzmann®® Hernando Espinilla | Muestra poblacional
Kappa (mg/dL) 3,30 - 19,40 2,04 -18,2 3,97 - 22,19
Lambda (mg/dL) 5,71 - 26,30 6,54 — 19,82 6.89 - 34,12
Ratio CLL k/A 0,26 - 1,65 0,45-1,43 0.28-1,31

Tabla 5.2. Rangos de normalidad de referencia internacional de las de CLL y rangos obtenidos en
este estudio.

Se sabe que existen determinadas situaciones o caracteristicas que pueden influir en

la cuantificacion de las CLL, como son la funcién renal o la edad.

La insuficiencia renal puede provocar falsos positivos en la deteccion de GMSI de CLL

de hasta el 6%°'. Esto es debido a que la insuficiencia renal supone una disminucion
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del filtrado glomerular y por tanto un aumento de la concentracion de las CLL en suero.
Para solventar este problema se valido un rango de referencia para cada CLL en una
poblacién de pacientes con insuficiencia renal avanzada y GM. Dicho rango
alternativo, conocido como “rango renal” (ratio normal de k/A= 0,37- 3,1), consiguio
aumentar la especificidad del ensayo de CLL del 93% al 99% para el diagnéstico de

GMSI en este contexto clinico, manteniendo una sensibilidad del 100%22.

Como era de esperar en este estudio, los pacientes con deterioro de la funcion renal
(TFG <60 mL/min) presentaron concentraciones de CLL mas altas. Ademas, el
intervalo de referencia de la ratio de CLL en pacientes con TFG <60 mL/min fue similar
al descrito por Hutchison et al*2. De igual modo, en la poblacién anciana se observé
mayor concentracion de las CLL en suero debido, posiblemente, al empeoramiento de
la funcién renal. En conclusion, estos resultados confirman la necesidad de utilizar
valores de referencia especificos en individuos con insuficiencia renal y edad

avanzada.

En nuestro estudio, se selecciond una cohorte extraida de la consulta de Hematologia
observandose que las caracteristicas basales fueron similares a la de la cohorte del
cribado poblacional. Las pequefias diferencias que se detectaron, como en el caso de
la hemoglobina, LDH, creatinina, CP en MO, CP clonales por CMF, ratio de CLL e
inmunoparesia, podrian explicarse debido a la presencia de valores extremos en
algunas de estas variables. En determinados casos en que se observaron algunos
valores fuera de la normalidad, como por ejemplo en el caso del calcio, creatinina o
Beta2 microglobulina; se explicaron por la existencia de comorbilidades u otras causas
distintas a la GMSI.

La evaluacion de los factores pronosticos que predicen progresion a MM u otras
enfermedades, ya descritos y conocidos para las GMSI, mostré6 que, en nuestro
estudio, algunos marcadores se presentaron en una proporcién menor de pacientes.
La excepcién fue la presencia de cadena pesada afecta no-IgG, que fue similar a la
publicada (Tabla 5.3). No existe una explicacion clara para la ausencia de
concordancia total, aunque las distintas tecnologias utilizadas podrian aclararlo, asi
como los afos diferentes en que se realizaron los estudios y que todos los analisis no

se realizaron en el total de la muestra de pacientes.

Este hecho ha influido en la distribucién de los pacientes en los diferentes grupos de
riesgo de acuerdo a los modelos pronésticos de la Clinica Mayo y de Salamanca. Asi,

la mayoria de los pacientes se clasificaron en el grupo de riesgo bajo e intermedio, y
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s6lo algun caso aislado en el grupo de riesgo alto, segun el modelo de Salamanca que

evaluaba el patrén “evolving” del CM.

Salamanca
- Salamanca |
Clinica Mayo L Il
: (aneuploidia) : Cohorte
. Rajkumar et . (evolving)
Factores de riesgo Pérez- . de
al, Pérez- :
Persona Segovia
2005 et al 2007 Persona
' et al, 2010
Cadena pesada no-
I9G, (%) 30,25 - - 31,1
CM 21,5 g/dL, (%) 55 - - 55
Ratio de CLL
alterada, (%) 67 i i 28,1
CPc >95% en MO por
CMF, (%) - 18 18 10,6
Aneploidia del ADN,
(%) 58 - 20,4
Patron “evolving”
del CM, (%) - 19 57

Tabla 5.3. Caracteristicas prondésticas de nuestra serie en comparacion con la publicada -

Se observé una tasa de progresion del 1,8% al afio en la serie total estudiada, lo que
corrobor6 el curso indolente de la GMSI, aunque esta fuera ligeramente superior a los

resultados de otras publicaciones5'12

. Esto podria explicarse por la presencia de algun
caso aislado con una elevada infiltracion de CP en MO al diagnéstico, que a su vez
presentaron un TTP significativamente menor al del resto de pacientes. Por este
motivo, estos casos fueron revisados y se confirmé que no cumplian estrictamente

ninguno de los criterios de MMS ni de MM.

Por otro lado, al tratarse de un estudio poblacional, el diagnostico podria,
potencialmente, haberse realizado de manera precoz y esto impactaria en la ausencia
de pacientes con alto riesgo, como se observé al clasificarles segin el modelo de la

Clinica Mayo y del grupo de Salamanca | (aneuploidia) (Tabla 5.4 y 5.5).

Estos resultados apoyan el estudio del CM mediante el EEF y la IFE como métodos
validos para el screening de la GMSI en la poblacién general, pues se diagnosticaria a
la mayoria de los casos en fases evolutivas iniciales y con un riesgo bajo de

progresion a MM u otras enfermedades relacionadas.
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Modelo de la Cohorte de Segovia

Grupo de riesgo Clinica Mayo® Modelo de la Clinica Mayo®

Incidencia (%) Incidencia (%)

Bajo 39 50,0
Intermedio-bajo 37 36,4
Intermedio-alto 20 13,6
Alto 5 0

Tabla 5.4. Comparacion de los grupos de riesgo segin el Modelo de la Clinica

Mayo y nuestra serie®

Cabe destacar que la aneuploidia del ADN solo se pudo evaluar en un nimero limitado
de casos, lo que posiblemente influyé en las diferencias que se observaron en la
proporcion de pacientes clasificados segin el modelo pronéstico de Salamanca
basado en este parametro.

Cohorte de
Modelo de Segovia Modelo de nggg\?ige
Gr_upo de Salamar?cisl I7 Modelo de Gr_upo de Salama_mcag!l Modelo de
riesgo (aneuploidia) Salamanca | s (evolving) Salamanca Il
Incidencia (%) . i @ Incidencia (%) ; .
Incidencia (%) Incidencia (%)
Bajo 46 74.1 Bajo 49 59,4
Intermedio 48 25,9 Intermedio 45 37,7
Alto 6 0 Alto 6 2,9

Tabla 5.5. Comparacion de los grupos de riesgo segun los Modelo de Salamanca y nuestra serie””.

La discordancia observada al comparar los modelos prondsticos de la Clinica de Mayo
y los de Salamanca en la serie completa, tal y como se reporta en las tabla 5.4 y 5.5,
pone de manifiesto que nuestra cohorte incluia mas pacientes de riesgo intermedio de
acuerdo al modelo de la Clinica Mayo que el modelo de Salamanca, lo que se podria
explicar porque para comparar ambas clasificaciones se tuvo que unificar, en el
modelo de la Clinica Mayo, los grupos de riesgo intermedio-bajo e intermedio-alto en
un solo grupo de riesgo intermedio. Para poder discernir el riesgo real de estos
pacientes se precisa de mayor tiempo de seguimiento para esclarecer si finalmente se
comportan como un riesgo intermedio o bajo.

En los ultimos afios, se ha implantado la NGF como una de las técnicas mas sensibles
disponibles para la deteccion CPc circulantes en SP. Los resultados de esta tesis
confirman que mediante la NGF se detecta un mayor numero de casos con CPc en SP

que con la inmunohistoquimica o la CMF convencional (46% vs 19% - 37%)%.
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Al igual que lo descrito en la literatura®*, se confirmé que el nimero total de CPc en SP
detectado mediante NGF aumenta progresivamente en funcion del riesgo segun los
modelos de la Clinica Mayo y de Salamanca | (aneuploidia). Aunque estos datos no se
pudieron confirmar en el modelo de Salamanca Il (evolving), en el que se detectd
mayor cantidad de CP en el grupo de bajo riesgo, debido a la presencia de una mayor
dispersién de los valores de CPc en este, que influyd en el calculo de la media. Para
solventarlo, se calculd, en su lugar, el valor de la mediana de CPc en SP y tuvo un
resultado més coherente, siendo mayor en el grupo de riesgo intermedio que en el de

bajo riesgo.

En futuros estudios, podria ser de utilidad el andlisis seriado de la cantidad CPc en SP
mediante NGF para asi monitorizar, de manera poco invasiva y rutinaria, a aquellos
pacientes que presenten un riesgo mas alto de progresién a MM u otras enfermedades

relacionadas durante su evolucion.

A pesar del nimero limitado de pacientes en los que se pudo realizar el estudio de
CPc circulantes, los resultados fueron interesantes al encontrarse asociacion con otros
factores pronosticos que hacen referencia a la infiltracion tumoral, como son la
cantidad de CM, la infiltracién de CPc por CMF en MO, la alteracién de la ratio tanto de
las CLL como de las HLC, lo que podria ser un indicador de enfermedad mas

agresiva®®,

Parece que la presencia de CPc en SP podria jugar un papel importante en la
diseminacion de la enfermedad a localizaciones extramedulares®, por lo que seria
interesante, en estudios futuros, evaluar si una mayor cantidad de CPc circulantes se

relaciona con progresiones con mayor enfermedad extramedular.

En el estudio de las CPc en SP como factor predictor de riesgo a la progresiéon en la
GMSI, no hubo diferencias significativas debido al pequefio nimero de progresiones
que se observaron en esta cohorte de pacientes. Asi mismo era lo esperable en una
serie en la que la mayoria de los casos presentaban bajo riesgo de progresion a MM.
Se presume que con un tiempo de seguimiento mas prolongado, se podria confirmar
que la presencia de CPc en SP y un mayor niumero de estas se asocia con un

aumento del riesgo de transformacion de GMSI a MM?2°,

Aunque la deteccion y cuantificacion de CPc circulantes no se realiza de manera
rutinaria en el diagnéstico de la GMSI, estos resultados apoyarian la implantacion de la
NGF en SP como técnica muy sensible y poco invasiva en el diagndstico y

seguimiento de los pacientes con GMSI. Por esto, es necesario una estandarizaciéon
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del punto de corte de la sensibilidad que se debe utilizar asi como la automatizacion
de la NGF?%?7,

En resumen, se puede concluir que la deteccion CPc en SP mediante NGF permite
identificar un subgrupo de pacientes con mayor masa tumoral e infiltracion de CPc en
MO. Estos casos parecen presentar mayor riesgo de progresiéon a MM, por lo que

seria necesario realizar un seguimiento mas estrecho de estos pacientes.

Aunqgue el seguimiento rutinario de las GMSI sigue siendo valido y suficiente con la
deteccion del CM asi como de las CLL, la monitorizacion en sangre periférica seria
algo complementario que, con largo seguimiento, permitiria identificar a subgrupos de
pacientes con mayor riesgo de desarrollar una enfermedad quizds méas agresiva en los

que, potencialmente, se podria plantear un tratamiento precoz.

El ensayo de HLC ha permitido una cuantificacion mas precisa de las Igs
monoclonales y policlonales. Ademas, la evaluacién de la inmunoparesia mediante la
supresion del par de HLC, que indica el grado de supresion inmune y de manera
indirecta, el grado de expansion clonal de las CP en MO, ha demostrado tener valor

prondstico en algunos estudios®*3',

En esta tesis, la alteracion de la ratio del par de HLC de la Ig monoclonal fue
observada en, aproximadamente, la misma frecuencia que lo publicado en la
literatura®. Asi mismo, estaba alterada de manera mas frecuente en la GMSI IgA e
IgM, lo que sugiere un posible mecanismo por el cual los isotipos IgA e IgM podrian
causar una mayor supresion inmune. Este hallazgo podria explicarse por la presencia
de una mayor infiltracién de CPc en MO por CMF en las GMSI IgA en comparacion
con las GMSI IgG.

En este estudio se observé que la frecuencia en la que los pacientes presentaron
supresion del par de HLC del isotipo de Ig no involucrado y de las Ig policlonales, fue
similar en ambos grupos; mientras que en otras publicaciones, la supresion de la Ig

policlonal se presentd en menor proporcion®.

La alta sensibilidad y valor predictivo total que tiene la supresion del par del HLC, tanto
del isotipo de Ig no involucrado como de las Igs policlonales, para detectar la
inmunoparesia es, significativamente, superior al de la nefelometria clasica. Esto
apoyaria la utilidad de la HLC para valorar la inmunosupresion al diagnéstico. Cabe
sefialar que, en este trabajo, la inmunoparesia clasica se detecté en menor frecuencia
que en otras series, lo que podria influir en los resultados de la sensibilidad de la

técnica de HLC para medir la supresion inmune.
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Uno de los objetivos que se plantearon en esta tesis fue determinar la relacion entre
los diferentes pardmetros evaluados de las HLC y otros factores pronosticos ya
conocidos en la GMSI y otros menos estudiados, como las CPc en MO por CMF y las

CPc circulantes detectadas por NGF.

Se confirmd que existia asociacion entre la ratio alterada del par de HLC de la Ig
monoclonal y los factores prondsticos incluidos en el modelo de la Clinica Mayo (CM
>1,5 g/dL, cadena pesada de Ig no IgG y ratio de CLL alterada), como ya habia sido

descrito previamente por Katzmann et al®.

En la misma linea, la presencia de los factores prondésticos incluidos en el modelo de
la Clinica Mayo se asoci6, también, con la supresion del par de HLC de las Igs
policlonales. Esto apoyaria la idea de que la inmunoparesia clasica, evaluada
mediante la supresion de las HLC de las Igs policlonales, también podrian tener valor

pronéstico en la GMSI y no solo en el MMS como habia descrito Pérez-Persona’.

Lo novedoso fue demostrar que tanto la alteracion de la ratio de HLC como la
supresion del par de HLC del isotipo de Ig no involucrada se relacionaron con factores
prondsticos previamente no estudiados, como el porcentaje de CPc en MO mediante
CMF vy las CPc circulantes en SP detectadas por NGF, lo que informaria de manera

indirecta del grado de expansion tumoral tanto en MO como en SP.

En futuros estudios sera interesante analizar si existe un patron evolutivo para los
pardmetros de HLC, evaluando, fundamentalmente, si la supresién inmune de las HLC
se intensifica progresivamente en pacientes mas préximos a progresar a MM, asi
como si esta supresion inmune de las HLC se pudiera asociar con mayor riesgo de
desarrollo de infecciones que podria contribuir a identificar pacientes con mayor riesgo

de progresar a MM u otras enfermedades relacionadas.

En conclusién, las alteraciones de los parametros de las HLC se han asociado con
factores prondsticos previamente establecidos, lo que refuerza la idea que las HLC

permiten evaluar directamente la carga tumoral y supresion inmune.

A diferencia de lo que ocurria con la inmunoparesia evaluada mediante la nefelometria
clasica, es interesante destacar que para observar la asociacion de la supresion de las
HLC vy otros factores prondsticos ya conocidos, no es preciso que se produzca una
disminucion de las HLC de manera profunda o superior al 25%, sino simplemente la
disminucion de esta por debajo del limite inferior de referencia, posiblemente debido a
que el ensayo de HLC es mas sensible que la nefelometria evaluando la

inmunoparesia como también se ha demostrado en este estudio.
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Por el momento, no se han detectado diferencias significativas respecto al tiempo
hasta la progresion en ninguno de los grupos de los diferentes parametros analizados
de las HLC, debido al escaso numero de progresiones observadas. Posiblemente, un
mayor tiempo de seguimiento permita confirmar el valor de las alteraciones de las HLC

como factor prondstico de riesgo a la progresion en las GMSI®.

En resumen, los resultados obtenidos en esta tesis tienen importantes implicaciones
en la fisiopatologia de la progresion de la GMSI y para demostrar su utilidad clinica, se
precisa de mayor tiempo de seguimiento para confirmar el valor de las nuevas
variables estudiadas, tanto de la presencia de CPc en SP como de las alteraciones de
los parametros de las HLC, como factores predictores del riesgo de progresion en la
GMSI.

En un futuro, la confirmacién de estos resultados podria finalizar con un nuevo modelo
pronostico dindmico, potencialmente basado en la cuantificacion de CPc en SP junto
con las HLC, que contribuiria a identificar pacientes de diferente riesgo de progresion.
Esto permitiria, finalmente, precisar el seguimiento adaptado al riesgo con la
posibilidad de disefiar, en un futuro, ensayos clinicos para prevenir el desarrollo de
MM, sobre todo si alguno de estos modelos permitiera identificar pacientes en los que

la progresion a MM fuera mas agresiva.

En conclusion, la introduccion en la practica clinica de técnicas tan sensibles y poco
invasivas como son la Next Generation Flow para la detecciéon de CPc circulantes en
SP y el ensayo de Hevylite Chain®, podrian ser de gran utilidad en la evaluacién de la
enfermedad y de la carga tumoral tanto al diagnéstico como, posiblemente también,

durante el seguimiento de los pacientes con GMSI.
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Respecto al estudio de prevalencia de la Gammapatia Monoclonal de Significado

Incierto en una cohorte poblacional:

1.

La prevalencia de GMSI en la poblacién segoviana mayor de 50 afios y de raza
caucasica es similar a la publicada en otros estudios en paises occidentales como
Estados Unidos o Francia.

La prevalencia de la GMSI aumenta con la edad y es mas frecuente en el sexo
masculino.

Las caracteristicas basales de la poblacién con GMSI estudiada fueron similares a
las descritas en la literatura.

La electroforesis de proteinas y la inmunofijacion electroforética en suero son
métodos validos para el screening de la GMSI en la poblacién general, pues se
diagnosticaria a la mayoria de los casos en fases evolutivas iniciales y de riesgo

bajo.

Respecto al estudio de los rangos e intervalos de referencia de las cadenas

ligeras libres en suero en una poblacion local espafiola:

1.

Se confirma la aplicabilidad del rango de normalidad de las cadenas ligeras libres
propuesto por la Clinica Mayo y The Binding Site, para la poblacion espafiola.

No es preciso estudiar los valores de normalidad de las cadenas ligeras libres en
cada estudio en el que se vayan a utilizar estas.

Es necesario utilizar valores de referencia de las cadenas ligeras libres especificos

en situaciones de insuficiencia renal y/o edad avanzada.

Respecto a la cuantificacion de células plasmaticas clonales circulantes en

sangre periférica mediante Next Generation Flow:

1.

La Next Generation Flow es mas sensible en la deteccion de células plasmaticas
clonales en sangre periférica que la inmunohistoquimica o la Citometria de Flujo
convencional.

La cantidad de células plasmaticas clonales en sangre periférica aumenta en los
estadios pronésticos de mayor riesgo segun los modelos de la Clinica Mayo y de
Salamanca |, basada en la aneuploidia.

La implantacion y estandarizacion de la Next Generation Flow es util para la
deteccion de las células plasmaticas clonales en sangre periférica al diagnéstico y
en el seguimiento de los pacientes con GMSI, de manera muy sensible y poco

invasiva.
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4. La presencia de células plasmaticas clonales circulantes en sangre periférica en
una cantidad mayor de 0,058/uL se asocia con otros factores prondsticos
conocidos en GMSI, que hacen referencia a la infiltracion tumoral, por lo que seria

necesario realizar un seguimiento mas estrecho de estos pacientes.

Respecto capacidad del ensayo de Hevylite Chain® para evaluar la carga tumoral

y la supresién inmune en la GMSI:

1. La ratio alterada del par de Hevylite Chain® de la inmunoglobulina monoclonal se
relaciona con mayor grado de infiltracién tumoral en médula 6sea y de supresion
inmune, siendo mas frecuente dicha alteracion en la GMSI IgA e IgM.

2. La supresion del par del Hevylite Chain®, tanto del isotipo de inmunoglobulina no
involucrado como de las inmunoglobulinas policlonales, es un método con mayor
sensibilidad y valor predictivo total para la deteccion de la inmunoparesia, respecto
a la nefelometria clasica.

3. Laratio alterada del par de Hevylite Chain® de la inmunoglobulina monoclonal y la
supresion del par de HLC, tanto del isotipo de inmunoglobulina no involucrado
como de las inmunoglobulinas policlonales, se asocian con factores pronésticos
conocidos en GMSI, relacionados con una mayor carga tumoral de células
plasmaticas en médula 6sea y supresiéon inmune policlonal, por lo que seria

necesario realizar un seguimiento mas estrecho de estos pacientes.
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El estudio ha sido beneficiario de las siguientes becas de la Gerencia Regional de
Salud del SACYL:

— Titulo: “Estudio de cohorte poblacional de Gammapatias de Significado Incierto
en Segovia capital”, n® de registro: GRS 242/A/08 en 2008.

— Titulo: “Estudio del valor prondstico de las células plasmaticas en sangre
periférica detectadas mediante Citometria de Flujo de ocho colores en
pacientes con Gammapatia Monoclonal de Significado Incierto en la provincia
de Segovia”’, n® de registro: GRS 1250/A/16 en 2016.

El ensayo de Hewylite Chain® se ha realizado con el soporte del laboratorio The
Binding Site.
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Glosario de abreviaturas

Ac
Ag
AL
ASO-PCR
CLL
CICr
CM
CMF
CP
CPc
CPn
Cr
EEF
EMR
FISH
GEP
GM
GMSI
Hb
HLC
HR

IFE

Anticuerpos

Antigenos

Amiloidosis primaria

Reaccion en cadena de la polimerasa alelo-especifica
Cadenas ligeras libres (Free Light Chain®)
Aclaramiento de la creatinina

Componente monoclonal

Citometria de Flujo

Células plasmaticas

Células plasmaticas clonales y con inmunofenotipo patolégico
Células plasmaticas con inmunofenotipo normal
Creatinina

Espectro electroforético

Enfermedad minima residual

Hibridacion in situ con fluorescencia

Perfil de expresién génica

Gammapatia monoclonal

Gammapatia monoclonal de significado incierto
Hemoglobina

Cadena pesada-ligera de la Ig (Hevylite Chain®)
Razoén de riesgo

Inmunofijacién electroforética.

Inmunoglobulina
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IMWG

LCP

MM

MMS

MO

MW

NGF

PET/TC

PETHEMA

RM

SG

SLP

SP

TC

TFG

TTP

Glosario de abreviaturas

International Myeloma Working Group

Leucemia de células plasmaticas

Mieloma multiple

Mieloma multiple asintomético smoldering

Médula 6sea

Macroglobulinemia de Waldenstrom

Next Generation Flow

Tomografia por emision de positrones/Tomografia axial computarizada
Programa espafiol de Tratamientos en Hematologia
Resonancia Magnética

Supervivencia global

Supervivencia libre de progresion

Sangre periférica

Tomografia axial computarizada

Tasa de filtrado glomerular

Tiempo hasta la progresion
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