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Resumen

El mieloma mudltiple es una neoplasia de las células plasmaticas caracterizada
por la presencia de una banda monoclonal. Con la hibridacion in situ es posible
conocer que aproximadamente el 60% del mieloma multiple que se produce es
debido a las alteraciones cromosdmicas. La importancia de analizar los
resultados citogenéticos de pacientes con mieloma mdltiple, para la
consiguiente correlacion y clasificacion de datos citogenéticos y clinicos,
permitiran tener una vision mas clara de la influencia de los casos
hiperdiploides y no-hiperdiploides sobre el tratamiento y sobrevida de los
pacientes. Se analiz6 una muestra de 26 casos con mieloma multiple. Las
muestras de médula ésea se sometieron a cultivo 24h para posteriormente ser
tratadas por las técnicas de citogenética convencional y técnicas de
citogenética molecular (FISH). De dichos resultados se obtuvo que, 50% de los
pacientes analizados se encuentren entre las edades de 50-65 afios, datos que
concuerdan con el Registro Nacional en Tumores-2014. Por otro lado, el
analisis por citogenética mostré6 que el 58% de los casos se encuentran
afectados por alteraciones no-hiperdiploides, de las cuales el 80%
corresponden a la translocacién en 14q32 (IgH), en el que estudios anteriores
sefialan que la mayoria de tumores de MM poseen el switch de isotipo de la
cadena pesada IgH. En otra instancia, la aplicacion de tratamientos especificos
para cada tipo de citogenética permite que la sobrevida de los pacientes sea
mayor. El tiempo de sobrevida media de pacientes hiperdiploides es de 69,75
meses, debido a que en dicha alteracion citogenética no existe pérdida de
informacion genética. En cuanto al analisis citogenético-clinico se obtuvo que
los resultados clinicos son iguales para pacientes con cariotipo hiperdiploide y
no-hiperdiploide, datos que pueden encontrarse alterados dado que la muestra
es pequefia. En conclusion, los valores clinicos son iguales para todo tipo de
mieloma multiple, la aplicacién de tratamientos especificos puede aumentar el

tiempo de sobrevida de los pacientes.

Palabras clave: Mieloma multiple, citogenética, hiperdiploides, no-

hiperdiploides, hibridacién in situ.



Abstract

Multiple myeloma is a neoplasm of plasma cells characterized by the presence
of a monoclonal band. With in situ hybridization it is possible to know that
approximately 60% of the multiple myeloma that is produced is due to the
chromosomal alterations. The importance of analyzing the cytogenetic results of
patients with multiple myeloma, for the consequent correlation and classification
of cytogenetic and clinical data, will allow a clearer view of the influence of
hyperdiploid and non-hyperdiploid cases on the treatment and Survival of
patients. A sample of 26 cases with multiple myeloma was analyzed. Bone
marrow samples were cultured 24 hours later to be treated by conventional
cytogenetic techniques and molecular cytogenetic techniques (FISH). From
these results it was obtained that, 50% of the analyzed patients are between the
ages of 50-65 years, data that agree with the National Registry in Tumors-2014.
On the other hand, cytogenetic analysis showed that 58% of the cases are
affected by non-hyperdiploid alterations, of which 80% correspond to the
translocation in 14932 (IgH), in which previous studies indicate that most Of MM
tumors possess the isotype switch of the IgH heavy chain. In another instance,
the application of specific treatments for each type of cytogenetics allows the
survival of patients to be greater. The mean survival time of hyperdiploid
patients is 69.75 months, due to the absence of genetic information in this
cytogenetic alteration. Regarding the cytogenetic-clinical analysis, it was
obtained that the clinical results are the same for patients with hyperdiploid and
non-hyperdiploid karyotype, data that may be altered since the sample is small.
In conclusion, clinical values are the same for all types of multiple myeloma, the

application of specific treatments can increase the survival time of patients.

Keywords: Multiple myeloma, Cytogenetic, hyperdiploid, non-hyperdiploid, in
situ hybridization.
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1. Introduccién

1.1. Antecedentes

Las mutaciones en las células plasmaticas incluyen una amplia variabilidad
evolutiva que inicia en una fase premaligna conocida como: gammapatia
monoclonal de significado incierto, misma que puede evolucionar al mieloma
multiple, fase maligna. EI mieloma mudltiple, por lo tanto, es una neoplasia de
las células plasmaticas caracterizada por la presencia de una banda
monoclonal, dafio del érgano blanco e infiltracion de las células clonales a la

médula ésea. (Curutchet, et al, 2010)

El mieloma multiple se caracteriza por las alteraciones genomicas implicando
principalmente la ganancia y pérdida de cromosomas. Es asi, que por las
alteraciones cromosémicas el mieloma mdltiple se clasifica en casos
hiperdiploides y casos no-hiperdiploides. Los casos hiperdiploides presentan
ganancias cromosomicas, principalmente de la mayoria de cromosomas
impares (Menoni y Da Silva, 2010, p. 15-22).

Dentro del grupo de no-hiperdiploides se dan pérdidas cromosémicas,
principalmente en el cromosoma 13. La delecion en la region 13ql14, tiene
implicaciones significativas en la sobrevida de los pacientes, que puede ser de
tres a cuatro veces menor que aquellos que no la presentan. Dicha anomalia
puede desencadenar la inactivacion o delecion del gen que codifica para la
proteina del retinoblastoma (RB), presente en esta regiébn causando una accién
recesiva en la célula y otorgando al plasmocito la capacidad para la
proliferacion de manera exacerbada, donde se puede producir una seleccion

clonal por las células (Da Silva, Menoni y Cueva, 2010, p. 9-14).

Las células neoplasicas presentan mutaciones en las regiones variables tanto

de las cadenas pesadas (IlgH) como de las cadenas livianas (IgL) de las



inmunoglobulinas. Una de las principales caracteristicas de las alteraciones
genéticas es la presencia de translocaciones que involucra el locus 14932 de la
IgH o uno de los loci de la IgL. La consecuencia de estas translocaciones es la
desregulacion o aumento en la expresion de oncogenes que se encuentran
cerca de segmentos reguladores de los genes para las inmunoglobulinas
(Menoni y Da Silva, 2010, p. 15-22).

El gen p53 se encuentra ubicado en el brazo corto del cromosoma 17 y es el
gen mas frecuentemente mutado en los canceres, principalmente en estadios
finales, con una frecuencia del 70%. En casos recién diagnosticados, apenas el
5% presentan alteraciones en este gen y la incidencia de alteraciones es menor
en los mielomas intramedulares, mientras que en los extramedulares las
mutaciones o deleciones se observan en un 30-40% de los casos. Las
deleciones en éste gen por lo general son monoalélicas pudiendo presentarse
de manera simultainea como mutaciones en un 16% de los casos, siendo la
vida media de los pacientes de 1,5 afios (Da Silva, Menoni y Cueva, 2010, p. 9-
14).

En Latinoamérica los estudios genéticos sobre mieloma mudltiple son escasos,
sin embargo, paises como Argentina, Meéxico, Brasil y Chile presentan
informacion genética y/o clinica sobre la enfermedad, y en Ecuador los estudios
han iniciado recientemente (Leone, et al., 2013, p.7-16; Montesdeoca, 2014,
Paz-y-Mifio, et al., 2013; Zavala, et al., 2016).

En el 2007, la Sociedad Argentina de Hematologia realiz6 un estudio donde se
presenta la clasificacion por caracteristicas citogenéticas, convencional y
molecular, para la diferenciacion entre pacientes con alteraciones
cromosomicas de buen prondstico y alteraciones consideradas como mal
prondstico. El 20% de los pacientes presentaron alto riesgo mediante el analisis
de citogenética molecular, y con la citogenética convencional presentaron
monosomia del cromosoma 13q en 13 de las metafases ademas de un

cariotipo complejo. ElI 15% de los pacientes presentaron riesgo intermedio



mediante el analisis de las pruebas moleculares; mientras que un 65%
presentaron un riesgo bajo. Se demostré con la citogenética convencional la
presencia de metafases hiperdiploidias. Estos resultados son importantes para
el tratamiento adecuado de los pacientes dependiendo del prondstico obtenido,
las caracteristicas clinico-evolutivas, condiciones generales, factores
prondstico, la calidad y expectativa de vida (Curutchet, et al, 2010; Leone, et al,
2013, p.7-16).

1.2. Planteamiento del problema

El cancer es la segunda causa de muerte en el mundo, 8,8 millones de
defunciones se registraron en el 2015, del cual, alrededor del 70% de los
casos de mortalidad pertenecen a paises de ingresos bajos a medios, menos
del 30% de paises con ingresos bajos ofrecen tratamiento a los enfermos
oncologicos; por otro lado, 1/3 de las muertes por ésta enfermedad se debe a
factores dietéticos y conductuales. Se prevé que aumente el nUmero de casos

a un 70% en los siguientes 20 afios (Organizacion Mundial de la Salud, 2017).

En el Ecuador, se presentan alrededor de 10.200 nuevos casos de cancer por
afio y pas6 a ser la segunda causa de muerte después de las enfermedades
cardiovasculares. En Quito la tasa de incidencia de cancer ha llegado a ser de
363,8 pacientes, 181,2 en hombres y 182,6 en mujeres, ubicandose como la
segunda ciudad con mayor incidencia de cancer en el pais (Cueva y Yépez,
2014; Ofa, et al., 2013, p. 19-29).

El mieloma mdltiple (MM) es un tumor maligno de las células plasmaticas
(linfocitos B) de la médula 6sea, y corresponde al 1% de todas las neoplasias
malignas y del 10-15% de las neoplasias hematolégicas. El MM es el segundo
tipo de cancer homoldgico méas frecuente después del linfoma no Hodgkin

representando el 2% de las muertes por cancer (Montesdeoca, 2015).



Los estudios realizados hasta la actualidad han demostrado que se presenta
mas comunmente en hombres que en mujeres y en poblaciones mayores a los
40 afos. También se han presentado informes que muestran diferencias en la
incidencia segun el grupo étnico, detectado mayormente en la poblacién negra
(Leone, et al, 2013, p.7-16).

En el 2013 la Sociedad de Leucemia y Linfoma de Estados Unidos presento
una tasa de 5,9 por 100.000 de pacientes con mieloma multiple; tasa que ha
ido incrementando considerablemente, y en el 2016, los calculos de la
Sociedad Americana Contra El Cancer diagnosticaron 30.330 nuevos casos, de
los cuales 17.900 eran en hombres y 12.430 en mujeres (American Cancer
Society, 2016).

En el 2014 el Registro Nacional de Tumores presenté 155 casos de pacientes
con mieloma multiple por 100.000 habitantes entre los afios 2006-2010, de los
cuales 91 eran hombres y 64 mujeres, siendo los 75 aflos donde mayormente
la enfermedad aparece. En Quito se ha registrado una tasa de mortalidad de
1,4 % para hombres y 1% para mujeres, colocandose asi en el puesto 16 de
las enfermedades tumorales malignas con mayor incidencia (Cueva y Yépez,
2014).

El riesgo de padecer mieloma mdultiple aumenta a medida que las personas
envejecen. La incidencia reportada internacionalmente varia de 0,2 a 5,1 casos
por 100.000 habitantes por afio, correspondiendo del 1% al 2% de todas las
neoplasias y un 10% de las neoplasias hematoldgicas (Conté, et al., 2007, p.
1111-1117).

A pesar que las pruebas clinicas permiten conocer la presencia de mieloma
multiple, a través de la deteccién de albumina, beta-2-micloglobulina, proteina
C reactiva, no permiten conocer el porcentaje de afeccion celular que se
encuentra presente en los pacientes ni el tipo de mieloma al que se debe tratar

(hiperdiploides o no hiperdiploides).



La citogenética convencional detecta facilmente los casos hiperdiploides, y la
pérdida de cromosomas especialmente 13, 14, 16 y 18 en algunos casos de
no- hiperdiploidia. Sin embargo, no es efectiva en los casos no-hiperdiploides
en los que se producen translocaciones que involucran principalmente al gen
IgH, deleciones en el caso del cromosoma 13 especificamente en el gen RB, y
otras deleciones de mal pronéstico en el gen p53. Debido a que son muy
pequefios los fragmentos genéticos involucrados podrian ser detectadas
Unicamente con citogenética molecular, especificamente con las técnicas de

FISH (Fluorescent in situ hybridization).

En el Ecuador se aplica habitualmente la técnica de citogenética convencional
y en casos especificos la técnica de citogenética molecular, causando de ésta
manera segregacion en los casos de mieloma mudltiple, y al no estar respaldada
de pruebas moleculares (FISH) puede causar el diagnostico errado en

pacientes que posean mieloma mdltiple.

1.3. Objetivo general

Analizar los resultados citogenéticos de pacientes con mieloma multiple, de
SOLCA - Ndcleo Quito, para la consiguiente correlaciéon y clasificacion de datos

citogenéticos y clinicos.

1.3.1 Objetivos especificos

. Identificar la asociacion de los resultados de citogenética convencional y
molecular con los historiales clinicos.

. Evaluar la evolucion de la respuesta a los tratamientos en los pacientes
con mieloma mudltiple.

. Asociar la clasificacion cromosémica con las curvas de supervivencia en

pacientes con mieloma multiple.



1.4. Justificacidn

Dada la problemética antes descrita, el presente estudio pretende analizar a
pacientes con mieloma multiple por la técnica molecular FISH para confirmar la
presencia de alteraciones puntuales en los cromosomas, Yy obtener

diagnésticos certeros con respecto a la enfermedad.

Como ya se dio a conocer en la problematica la citogenética convencional se
limita a un diagndstico de anomalias cromosomales. Con la hibridacién in situ
es posible conocer que aproximadamente el 60% del mieloma multiple que se
produce es debido a las alteraciones cromosémicas, al contrario de lo que se
creia inicialmente en donde solo el 30 % de los casos reportados por
citogenética convencional presentaban alteraciones cromosémicas (Garcia,
Mateos y San Miguel, 2007, p.104-15).

Una vez identificado el tipo de citogenética de los pacientes se pretende
correlacionarlos posteriormente con el andlisis clinico, lo que permitir4 evaluar
la presencia de afecciones en 6rganos y huesos, y la relacién que existe con
las mutaciones cromosomicas, como la pérdida total o parcial de un gen afecta

a la respuesta bioquimica del organismo.

Ademas se analizara la efectividad de los tratamientos prescritos para cada
grupo obteniendo asi una segregacion de sobrevida dependiendo del tipo de
citogenética que posean; de ésta manera se podra realizar un correcto

seguimiento de cada grupo e implementar correctos tratamientos terapéuticos.

El correcto diagnéstico de los pacientes con MM hiperdiploide y MM no-
hiperdiploide permitirhd una correcta administracion del tratamiento y efectividad
de los tratamientos terapéuticos en cada tipo de mieloma, permitiendo que los

pacientes posean un mejor estilo de vida.



Finalmente, se obtendra la curva de sobrevida de los casos hiperdiploides y no
hiperdiploides, el cual permitira confirmar estudios anteriores en el que los
casos hiperdiploides tienen mayor tiempo de sobrevida sobre los no-
hiperdiploides, y de ésta manera incentivar a la aplicacibn nuevas

combinaciones de tratamientos para los casos no-hiperdiploides.

2. Marco teodrico

El mieloma mdltiple es una neoplasia especificamente de los linfocitos B de
origen post-centro germinal, que se caracteriza por la proliferacion clonal de
las células plasmaticas en la médula 0sea y la presencia de una paraproteina,
en la orina o suero, de una inmunoglobulina monoclonal (lg), IgG e IgA (en el
caso de MM quiescente) y raramente IgD e IgE, o un fragmento de la misma
(ratio k/A anormal) (Kuffe, et al; 2010).

2.1. Ontogenia del linfocito B

Los linfocitos son leucocitos sanguineos que se desarrollan en la médula 6sea
y en los 6rganos linfaticos primarios y secundarios. Es posible que estimulos
hormonales especificos permitan la maduracion de las células madre
poliploides (PSC) y produzcan una célula troncal para la CFU-L (célula linfoide).
El timo y la médula 6sea son sitios donde se estimula la maduracion y
diferenciacion a la respuesta antigénica, y por la intervencion de las diferentes
linfocinas y proteinas, como la G, se regula la diferenciacion entre los linfocitos
Ty B (Ross y Pawlina, 2007).

Los linfocitos B son células que se desarrollan en la médula 6sea y cumplen
con diversas funciones. La maduracion final del linfocito B es el plasmocito y
una vez que actuan los estimulos ambientales sobre el organismo los linfocitos

se trasladan a los organos linfaticos secundarios, bazo y amigdalas, los



mismos que actuan como repositorios de los linfocitos diferenciados, ver Figura
1 (Rodak, 2002).

La vida media de los linfocitos B es variable pero participan en la sintesis y
secrecion de anticuerpos circulantes, conocidos como inmunoglobulinas (l1g),
gue son los mediadores de la inmunidad humoral. En su estructura tienen
inmunoglobulinas en la superficie de la membrana llamadas receptores de
células B o BCR y durante la diferenciacion esta cambia a IgM en los BCR

inmaduros y a IgD en los BCR maduros (Rodak, 2002).

Otros tipos de inmunoglobulinas que cumplen diferentes funciones en la
respuesta inmunitaria son la IgG que se encarga de la activacion del
complemento, estimular la quimiotaxis y conferir inmunidad pasiva al neonato,
IgA que se encarga de proteger contra la proliferacién de microorganismos, y
por ultimo la IgE responsable de las reacciones de hipersensibilidad anafilactica
(Ross y Pawlina, 2007).

Célula troncal pluripotencial
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S > (2
IL-4,7 actuan sobre el Esljm_ul;cnén
precursor del linfocito B antigéenica C
ary
&)
i Linfocito B
Timo diferenciado
Linfocito T
<,
A 2] J
tgamt A
iy >

Estimulacion

antigénica =
IL-1,2,7 actuan sobre el an)
precursor del linfocito T oV

Linfocito T diferenciado

Figura 1. Ontogenia de linfocito T y B.

Tomado de Rodak, 2002.



2.2. Gammapatia monoclonal

Es un grupo heterogéneo de trastornos caracterizados por la proliferacion
descontrolada de células plasmaticas, las cuales producen inmunoglobulinas
monoclonales o fragmentos de éstas conocidas como componente M (CM)
(Bravo, et al; 2016; Morales, Rojas & Salcedo; 2016).

Las gammapatias monoclonales se clasifican en malignas y no malignas. Entre
las gammapatias no malignas se encuentra la gammapatia monoclonal de
significado incierto (GMSI), que constituye el 60% de la gammapatias
monoclonales y se encuentra presente un 3,2 % de la poblacion entre los 50 a
75 afos. Se caracteriza principalmente por ser "benigna" (baja proliferacién de
células plasmaticas); ademas de ausencia de anemia, falla renal, dafio 6seo e
hipercalcemia la cual es diagnosticada por las discrasias de células
plasmaticas. También es asintomatica, con riesgo alto (0,5% a 1%) de
progresar a mieloma mdultiple. Esta gammapatia es la mas comun y se define
por la presencia de los componentes monoclonales IgG, IgM o IgA en suero y
orina (Bravo, et al; 2016).

Alrededor del 10% de los pacientes que presentan gammapatias monoclonales
presentan neuropatia periférica, la misma que puede estar relacionada con un
anticuerpo con reactividad a la glicoproteina asociada al mieloma (Morales,
Rojas & Salcedo; 2016).

Existen cuatro tipos de gammapatia monoclonal de significado incierto, ver
Figura 2. La GMSI IgM, en la cual, del 1 al 5% de los casos pueden evolucionar
hacia una microglobulinemia de Waldenstrom o amiloidosis, sin embargo es
mas frecuente su evolucion hacia mieloma mdultiple secretor de IgM. En el
GMSI no IgM, el 1% de los casos evolucionan a mieloma multiple pero no se
descarta una evolucion para plasmocitoma y amiloidosis. Por otro lado, el
GMSI de cadena ligera es definido por el aumento de los niveles de la cadena

ligera libre involucrada y en el 3% de los casos se puede transformar en
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mieloma multiple. En la GMSI secundaria existe desarrollo de una proteina
monoclonal en el curso de un mieloma multiple que posee un isotipo en cadena
pesada o ligera diferente del clon original, a diferencia de otros GMSI se
encuentra asociado a pacientes con mayor supervivencia (Molina, et al., 2006).

Entre las gammapatias monoclonales malignas se encuentran: el mieloma
multiple, plasmocitoma, macroglobulinemia de Waldenstrém, sindromes
linfoproliferativos, sindrome POEMS, enfermedades por depdsito de Ig,

leucemia de células plasmaticas (Baldovinos, et al., 2015; Bravo, et al; 2016).

Gammapatia monoclonal
(GM)
Berigm l ez
GMSI E 3 i v !
; Mzaregiozuna Mizhm3 Hasmaciiomz | | Amioidiss Sirdrome
' : Wardenstrom Mifik de POEMS
|
— v v '
DM ‘ No Ight Caenzs figeras Secundzra

Progresién de fa | | Progresiin o & ‘ Frogresitn de [z | | Progresiin de b
erfermedad 3: efemedada: | | snfemead srfemedad

- Macregiobuna | | -MM { - Amilifosis

Voot || s | | e ([
- Amilgigoss -Dasmodtoma | | cadknas bgeras i

- MM secretor de ;

gM

GM. Gammapatia monoclonal
GMSI. Gammapatia monoclonal de significado incierto

MM. Mieloma multiple

Figura 2. Diagrama descriptivo de la progresion de la gammapatia monoclonal.
Adaptado de Bravo, et al., 2016.



11

2.3. Mieloma multiple

El cancer se origina cuando una célula de una parte del cuerpo comienza a
crecer sin control viven mas que las células normales y contintan formando
nuevas células anormales. Las células normales crecen, se dividen y mueren
de forma ordenada, se dividen Unicamente para reemplazar células

desgastadas o que estdn muriendo (American Cancer Society, 2014).

Las células cancerosas se desarrollan debido a un dafio en el ADN que no se
puede reparar este dafio puede ser heredado o adquirido por la exposicion a
agentes cancerigenos. Las células del cancer muchas veces se reparten a
diferentes partes del cuerpo donde comienzan a crecer y dividirse,
reemplazando asi tejidos normales, dicho proceso se conoce como
metastasis. Cuando las células plasmaticas se tornan cancerosas y crecen sin
control pueden producir un tumor llamado plasmocitoma, el mismo que
generalmente se originan en el hueso, sin embargo en raras ocasiones se
puede encontrar en otros tejidos. En el caso de existir un solo tumor de células
plasmaticas se llama plasmocitoma aislado o solitario, pero cuando se
encuentran muchos tumores de células plasmaticas en los huesos se llama

mieloma multiple (American Cancer Society, 2016).

Segun la Organizacién Mundial de la Salud, el mieloma multiple (MM) se define
como una neoplasia de células plasmaticas multifocal que afecta a la médula
Osea y se asocia a la produccién de una proteina monoclonal urinaria y sérica.
Es una enfermedad que se caracteriza por la proliferacion clonal de las células
plasmaticas que en la mayoria de los casos produce una proteina monoclonal y
por la presencia de paraproteina en orina, suero o en ambas. La proliferacion
del mieloma multiple en la médula 6sea con frecuencia invade al hueso
adyacente, lo cual produce destruccion del esqueleto provocando dolores
0seos Y fracturas. La proliferacion desmedida de las células plasmaticas en la

médula 6sea puede desplazar a las células productoras de células sanguineas
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normales (American Cancer Society, 2016; Carnot y Castro, 2011; CENETEC,
s.f).

El mieloma mudltiple representa alrededor del 1% de las neoplasias y 13% de
las neoplasias hematologicas, en el cual la plasmocitosis aparece en un 10%.
Sin embargo, no es necesario la presencia de la proteina monoclonal en los
estudios clinicos para un diagndstico ya que en el mieloma no secretor no se

detecta el componente monoclonal en suero ni orina (Bravo, et al; 2015).

El MM se caracteriza por las alteraciones cromosémicas que implican
principalmente ganancia y pérdida de cromosomas. Es asi, que se clasifica en
casos hiperdiploides y no-hiperdiploides. Los casos hiperdiploides presentan
ganancias cromosOmicas, principalmente en los cromosomas impares. Los
casos no-hiperdiploides presentan pérdidas y alteraciones estructurales como

translocaciones (Menoni y Da Silva, 2010, p. 15-22).

El mieloma multiple pertenece a las gammapatias monoclonales malignas en

donde se encuentran:

a) Mieloma multiple quiescente (SMM): se trata de un estadio intermedio
entre el GMSI y mieloma multiple. El riesgo de progresion hacia
mieloma multiple es del 10%. Se define por presentar un componente
monoclonal en el suero, IgA o IgG en un volumen de 30g/l, proteina
monoclonal en orina y entre el 10-60% de células plasmaticas en la

médula ésea (Baldovinos, et al., 2015; Bravo, et al; 2015).

b) Mieloma mudltiple no secretor: se presenta en un 3% del total de los
mielomas multiples, se trata de un mieloma asintoméatico en el que el
componente monoclonal es indetectable en suero y orina. Sin embargo
se puede detectar el porcentaje de las células plasmaticas las cuales
deben ser mayor al 10% en médula O0sea o la existencia de
plasmocitoma. Es necesario una confirmacion por biopsia (Baldovinos,
et al., 2015; Bravo, et al; 2015).
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c) Mieloma multiple oligosecretor: se encuentra en un 5 a 10% de los
casos. Se define por la presencia de la proteina monoclonal en suero
mayor al 0.1g/l o en la orina mayor a 200mg/24h (Bravo, et al; 2015;
Menoni y Da Silva, 2010, pp. 15-22).

d) Mieloma mdultiple de cadenas ligeras: las células plasméticas

monoclonales secretan cadenas ligeras de las Ig (Bravo, et al; 2015).

2.3.1. Plasmocitoma

El plasmocitoma es una gammapatia monoclonal maligna que al ser una
proliferacion de una sola clona maligna se presenta como lesién Unica,
plasmocitoma solitario, pero al expresarse como multiples lesiones se presenta

como mieloma multiple (Pamo, Cumpa & Chian, 2015).

El plasmocitoma éseo solitario es una neoplasia de las células plasmaticas que
se encuentran en el hueso presentandose como lesiones 0seas en el 50-70%
de los casos. También se presenta en tejidos blandos como plasmocitoma
extra- medular. Constituye un 5 al 8% de las discrasias de las células
plasméticas. A pesar que presenta dolor 6seo, en muchas de las ocasiones
puede no hacerlo por lo que el descubrimiento en los pacientes puede ser
incidental en radiografias. El plasmocitoma se encuentra presente mayormente
en varones entre los 55 y 65 afios (Moreno, Villasefior & Vazquez, 2015;
Pamo, Cumpa & Chian, 2015).

El progreso de las lesiones Oseas es consecuencia del aumento en la
absorcion de las células de mieloma proceso que estd mediado por
osteoclastos y supresion de la mineralizacion de los osteoblastos. Dichas
lesiones se producen cerca a la neoplasia lo que indica que las células
tumorales originan factores que estimulan a los osteoclastos e inhiben a los
osteoblastos presentes en la periferia del tumor incrementando el crecimiento
de células tumorales e incitando a la expansiéon tumoral y la destruccién del

material 6seo (Morales, et al., 2010; Moreno, Villasefior & Vazquez, 2015).
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Por otro lado el plasmocitoma solitario esternal es poco frecuente
representando el 1% de las neoplasias 6seas. Es raro el hallazgo de
plasmocitomas en la pared toracica y la localizacién esternal es excepcional
(Moreno, Villasefior & Vazquez, 2015).

Los huesos mas comprometidos a las lesiones son los que tienen una
hematopoyesis activa, tales como vértebras toracicas, cervicales, lumbosacras,
costillas, pelvis, cara, craneo, extremidades superiores y fémur. La mayoria se

encuentran presentes en la cabeza y cuello (Pamo, Cumpa & Chian, 2015).

El tiempo en que la enfermedad evoluciona es de 2 a 3 afios con una sobrevida
promedio de 10 afos. En ausencia del correcto tratamiento el prondéstico de
sobrevida es menor de 2 afios y los pacientes comunmente fallecen por fallo
renal, infecciones, anemia, problemas neurolégicos. El tratamiento base para el
plasmocitoma es la radioterapia (Alvarado, et al., 2015; Moreno, Villasefior &
Vazquez, 2015).

2.4. Citogenética del mieloma multiple

La citogenética es una de las principales técnicas para la deteccion de MM que
permite evaluar los cromosomas en células normales de la médula ésea y
células de mieloma. Algunas células de mieloma pueden tener demasiados o
muy pocos cromosomas u otras anomalias cromosomicas. Las células se
observan con un microscopio para ver si los cromosomas tienen alguan cambio,
como translocaciones ( parte de un cromosoma se ha desprendido y esta
unida a otro cromosoma), o deleciones ( parte o todo un cromosoma esta
ausente) Encontrar cambios en los cromosomas ayuda a predecir el pronéstico

de una persona (American Cancer Society, 2015; Leone, et al., 2013, p.7-16).

La técnica citogenética permite evaluar los cromosomas en células normales
de la médula é6sea y células de mieloma, en donde se puede observar que

algunas células poseen demasiados cromosomas 0 muy pocos, u otras
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anomalias cromosoOmicas. Las células son observadas por un microscopio para
ver si los cromosomas tienen algun cambio, como translocaciones (parte de un
cromosoma se ha desprendido y se encuentra en otro cromosoma haciendo
que éste se vea mas grande de lo normal), o deleciones (parte del cromosoma
se encuentra ausente), muchas veces encontrar este tipo de alteraciones
cromosomicas permiten predecir el prondstico de una persona. Las pruebas
citogenéticas pueden tardar de dos a tres semanas, debido a que las células
deben crecer durante 72 horas para estar en metafase y poder realizar la
extraccion de los cromosomas completos (American Cancer Society, 2015;
Leone, et al., 2013, p.7-16).

Con la aplicacion correcta de las técnicas de citogenética convencional y de
citogenética molecular se podra identificar con precision los casos
hiperdiploides y los no-hiperdiploides lo que tienen claramente diferencias en

el pronostico (Leone, et al., 2013, p.7-16).

2.4.1. Clasificacién Citogenética

Los pacientes que poseen mieloma multiple pueden ser analizados a nivel
cromosomico ya que las hiperdiploidias y translocaciones son alteraciones

genéticas de mucha relevancia en cuanto al diagnéstico.

2.4.1.1. Mieloma multiple: hiperdiploides

Las células de mieloma hiperdiploide presentan ganancia de cromosomas, lo
cual ocurre en alrededor del 45% de los pacientes con la enfermedad y son
asociados a un buen prondstico siendo consideradas como un evento
favorable. En la actualidad los estudios realizados indican que estos pacientes
tienen mayor sobrevida y estan libres de la progresion de la enfermedad. Esta
condicion es facilmente detectada mediante el ADN ya sea por citometria de
flujo o por cariotipo (Conté, et al., 2007, p. 1111-1117).
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Las alteraciones hiperdiploides se caracterizan principalmente por la presencia
de trisomias en el cariotipo, especificamente en los cromosomas impares 3, 5,
7,9, 11, 15,19y 21 (Braggio y Albarracin, 2013).

2.4.1.2. Mieloma multiple: no-hiperdiploides

Los cariotipos no-hiperdiploides son asociados a un peor pronéstico clinico,
muestran un ndamero cromosémico variable y se pueden encontrar
hipidiploides, pseudodiploide, pseudotri y tetraploides (Conté, et al., 2007, p.
1111-1117).

A) Translocacion 14932 (t(14932))

Es una alteracion cromosémica del locus 14932 gen IGH 2, propia de la cadena
pesada de las inmunoglobulinas, y en los loci 2p12 también conocido por IgA 'y
22911 o Igk de la IgL (Conté, et al., 2007, p. 1111-1117).

Las translocaciones asociadas a 14932 de IgH son identificadas en algunos
tipos de mieloma multiple: en alrededor del 40-50% de los pacientes con
gammapatia monoclonal de significado incierto, MGUS, 55-70% en tumores
de mieloma mudltiple intramedulares, 70-80% para mieloma  mdultiple
extramedular, y desde el 80% para las lineas celulares de mieloma multiple
(Curutchet, et al, 2010).

B) Delecion del gen p53

El cromosoma 17 es un uno de los cromosomas mas afectados con el mieloma
multiple. Las alteraciones que sufre éste cromosoma van desde cambios
numeéricos, trisomias y monosomias, hasta deleciones, que pueden ser tan
pequefas que es dificil identificarlas por citogenética convencional o no son lo
suficientemente visibles para ser detectadas por las técnicas moleculares

(FISH). El aumento de éste cromosoma se encuentra relacionado con el buen
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prondstico, mas no es asi cuando hay monosomia del cromosoma o delecién

del mismo en el brazo corto (Da Silva, Menoni y Cueva, 2010, p. 9-14).

El gen p53 se encuentra presente en el brazo corto del cromosoma 17 y es el
que posee mayor frecuencia de mutacion en el cancer (70%), principalmente
en los ultimos estadios de la enfermedad. La incidencia de alteracion es de
65% en los extramedulares, mientras que en los intramedulares es menor.
Estas alteraciones se dan en los nuclettidos de los codones 110 y 307

correspondiente a los exones 5-9 (Da Silva, Menoni y Cueva, 2010, p. 9-14).

C) Delecion de RB

Las alteraciones en el cromosoma 13 se presentan en el 21-50% de los casos
de Gammapatia Monoclonal de Significado Incierto (MGUS), por lo que es de
gran importancia en pacientes con mieloma mdultiple debido a que se podria
contrarrestar la enfermedad desde los inicios aunque ésta también se presenta
en estadios mas avanzados (Conté, et al., 2007, p. 1111-1117; Da Silva,
Menoni y Cueva, 2010, p. 9-14).

El andlisis de estas alteraciones es imprescindible porque le permiten al
plasmocito tener la capacidad para la facil proliferacién clonal. La delecion del
13914 tiene gran significancia en la sobrevida de los pacientes ya que esta
asociada a un mal prondstico, en donde, la sobrevida es de 3-4 veces menor
que los pacientes que no la poseen. La delecion del 13q14 desencadena la
inactivaciéon de la proteina retinoblastoma (RB), sin embargo es importante
conocer gue la malignidad que presenta esta alteracién es de baja frecuencia y
se presenta en estadios muy avanzados (Conté, et al., 2007, p. 1111-1117; Da
Silva, Menoni y Cueva, 2010, p. 9-14).
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2.5. Sintomas

Esta enfermedad se caracteriza principalmente por la presencia de anemia,
hipercalcemia, insuficiencia renal y lesiones 6seas. El pronéstico realizado a
pacientes con MM indica que la media de sobrevida es de 2,5 a 3 afios. Las
células del mieloma también afectan a células que ayudan en el control de
huesos fuertes. Existen dos clases principales de células 6seas, las mismas
gue funcionan juntas para mantener los huesos saludables, las que generan
hueso nuevo llamadas osteoblastos, y las células que se encargan de disolver
el hueso viejo llamadas osteoclastos. Las células del mieloma producen una
sustancia que indica a los osteoclastos la aceleracion de la disolucion del
hueso, dado que los osteoblastos no reciben la sefial de regeneracion los
huesos viejos se desintegran debilitan y fracturan (Garcia, Mateos y San
Miguel, 2007, p.104-15).

A pesar de la aparicion de importantes avances terapéuticos, la enfermedad
continla siendo incurable y hay una importante proporcion de pacientes
fallecidos precozmente después de la aplicacion del tratamiento (American
Cancer Society, 2015; Conté, et al., 2007, p. 1111-1117; Leone, et al., 2013, p.
7-16).

2.6. Tratamiento

Dado que el mieloma mdltiple es una enfermedad en la que los pacientes
pueden presentar cuadros de buen y mal diagnostico, es de suma importancia
la determinacion correcta de los sintomas y realizar un examen clinico previo a
la prescripcion de un tratamiento. Los pacientes que presentan GMSI, MM
asintomatico y MM sin respuesta no progresista, pueden mantenerse estables
durante afios sin requerir tratamiento, ademas se debe considerar que algunos
tratamientos pueden afectar érganos en buen estado. Una vez analizados
estos pacientes se debe decidir el tratamiento propicio para eliminar el clon
tumoral y el tratamiento de soporte. Hay que tomar en cuenta las siguientes
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consideraciones al momento de seleccionar los tratamientos: pacientes que
pueden recibir quimioterapia en altas concentraciones con rescate de células
progenitoras, pacientes que por edad o enfermedades asociadas al mieloma
multiple no son aptos para la primera estrategia, y por Ultimo los tratamientos
para pacientes con resistencia a las terapias (Garcia, Mateos y San Miguel,
2007, p.104-15; GEPAC, 2010).

2.6.1. Tratamiento de primera linea para trasplante autdélogo

Este tratamiento es apto para pacientes jovenes, dichos aquellos con edad
inferior a 65 afos y sin presencia de enfermedades asociadas a mieloma

multiple.

A. Induccion a remision. El correcto tratamiento es aquel que permite tener
una alta tasa de remision sin toxicidad para las células progenitoras,
limitando el uso de alquilantes, y buscando sustancias alternativas que
consigan una tasa de remision entre el 70 y 80%. Este proceso facilita
el trasplante de las células progenitoras (Garcia, Mateos y San Miguel,
2007, p.104-15; GEPAC, 2010).

B. Trasplante (consolidacion). Pueden ser dos:

1) El primero es el trasplante con progenitores hematopoyéticos autdlogos
lo que esta indicado para pacientes sin contraindicaciones. Este
trasplante mejora la respuesta a la quimioterapia inicial dobla el
porcentaje de respuesta y aumenta los afios de supervivencia hasta 5.
La fuente de origen mas adecuado es la sangre periférica, estimulados
con colonias de granulocitos (G-CSF), es un quimioterapéutico que no
tiene gran eficacia antitumoral, sin embargo ayuda a la colecta de
células (Garcia, Matéos y San Miguel, 2007, p.104-15; GEPAC, 2010).
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2) En el trasplante alogénico se utiliza una fuente de células progenitoras
con la capacidad de contra mieloma, este tratamiento es mejor si
proviene de un trasplante autdlogo previo. El uso de sangre periférica
disminuye la mortalidad del procedimiento pero es dificil encontrar un
donante y dado a la edad en la que se presenta la enfermedad esta
opcion es restringida a un 5 0 10% de los pacientes (Garcia, Mateos y
San Miguel, 2007, p.104-15; GEPAC, 2010).

C. Mantenimiento. Una vez obtenido el diagnéstico donde el componente
monoclonal se mantiene estable o desaparece, es importante mantener
el tratamiento con estrategias inmunomoduladoras o interferones que
permitan prolongar la duracién de respuesta y mejorar la supervivencia
(Garcia, Mateos y San Miguel, 2007, p.104-15).

2.6.2. Tratamiento de primera linea para pacientes descartados
de trasplante autélogo

Este tratamiento es especifico para los pacientes a quienes no se les puede
realizar el trasplante, mayores a 65 afios 0 con diagnostico de otras

enfermedades (Garcia, Matéos y San Miguel, 2007, p.104-15).

- Induccion a la remisién. Se busca un tratamiento factible que reduzca la
toxicidad e induzca la tasa de remision. Los tratamientos con meltafan y
prednisona comienzan a disminuir los efectos en el mieloma, y la
poliquimioterapia no ha demostrado ser un mejor tratamiento. Por otro lado, el
bortezomib es el segundo farmaco administrado en pacientes mayores de 65
afnos, siendo eficaz con dosis de quimioterapia (Garcia, Matéos y San Miguel,
2007, p.104-15).

2.6.3. Tratamiento de rescate

A pesar de ser una estrategia nueva ha superado en 30% la eficacia de las

estrategias antiguas. El uso de talidomida, lenalidomida o bortezomib
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combinandolos con alquilantes y dexametasona han permitido lograr tasas de
60-70% de respuesta con un grado de toxicidad aceptable. Estos tratamientos
son eficaces incluso después de un fracaso por los métodos anteriormente
mencionados (Garcia, Mateos y San Miguel, 2007, p.104-15) (GEPAC, 2010).

a) Talidomida

Este medicamento se emplean en diferentes fases del tratamiento, y ha
permitido que los pacientes puedan tener mayor tiempo de vida en buenas
condiciones. La talidomida ha prolongado el tiempo de sobrevida hasta el
primer avance de enfermedad, etapa donde la supervivencia de los pacientes
se encuentra libre de progresion de la enfermedad. Su mecanismo de accion
es inhibir la formacion de vasos sanguineos, ver Figura 3. Ademas induce a la
apoptosis en determinadas células cancerigenas, impide inflamaciones y

liberacion de las sustancias que estimulan que el tumor crezca. (GEPAC, 2010)
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talidomida.
Tomado de GEPAC, 2010
b) Bortezomib

Es un farmaco que inhibe el proteosoma tanto de células enfermas de mieloma
multiple como de células sanas. Sin embargo, las células del mieloma multiple

dependen mayormente del funcionamiento del proteosoma 26S, complejo
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proteico que se encarga de mantener la homeostasia en el interior de las
células, que

las células sanas, ocasionando destruccion de las células de

mieloma mientras que la afeccion en las células sanas es menor. (Carretero
2005, p. 132-134; GEPAC, 2010)

c) Lenalidomida

La lenalidomida inhibe la formacién de nuevos vasos sanguineos causando
que se dificulte el abastecimiento de sustancias nutritivas para las células de
tumor. También inhibe la produccion de sustancias que permiten la inflamacion
del tumor y el crecimiento, aumenta sustancias que ayudan al sistema inmune
a combatir las células neoplasmaéticas, detecta el crecimiento e iniciacion de
apoptosis, inhibe la fijacion hacia las células de sostén presentes en la médula

Osea, activa células NK y linfocitos T que ayudan a debilitar las células
tumorales, ver Figura 4. (GEPAC, 2010)

Lenalidomida
| ]
Inhibicion del desarrolio /"‘ \
de lo3 vasos |nguineos //‘ \ Activacion de las
3 Inicio de la \ 5 células
/ muerte celular \ inmunolagicas
S / ‘

"
\
/7 - L\ @
Regulacion de @'
\l 2 los mediadores \ @

de la inflamacion 4 Prevencion de 13 @
Vasos sanguineos " fijacion

Celubls AR |
\ - :
\ & / nmunologicas \/} ]
\ &I / )

YO ‘ /0
/ / y ".'
/ Células det R/
mieioma muitipt X //\ 4
Meduladsea _» e
\.//"
RO

Figura 4. Mecanismo de accion de la lenalidomida

Tomado de GEPAC, 2010



3. Diseio del plan experimental

23

El disefio de plan experimental se encuentra representado por la Figura 5, en el

gue se muestran los procesos utilizados para la obtencion de resultados del

presente trabajo.

Médula 6sea |———>| Cultivo (24H)

Inhibicién de division celular

v

DIA 1

DIA 2

Fijacion |<—| Lisis pared celular
Citogenética Convencional Citogenética Molecular
v
Extension
Extensién v
Desnaturalizacion
v
Secado 24 H
Deshidratacion
v
Bandear Secado
v
Empleo de sonda
Observacion Microscopio \/
Lavado
v
Secado
Andlisis con v
historiales clinicos _ Observacion —
de las muestras Microscopio de < | Tincion fluorescente

Figura 5. Disefio del plan experimental para procesamiento y recoleccion de

datos clinicos.
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4. Procedimientos

4.1. Poblacién y Muestra

La poblacion estudiada comprende a pacientes con cancer tipo mieloma
multiple en el Ecuador, de los cuales se analizaron 26 pacientes
diagnosticados con mieloma multiple entre los afios 2014-2016, tiempo en el
que empled la técnica molecular FISH para pacientes con mieloma multiple no
hiperdiploide, en el Hospital Oncolégico Solca - Nucleo Quito. Los pacientes
poseian con un historial patolégico, un estudio previo citogenético
convencional y pruebas moleculares (FISH). Estos datos se utilizaron para dar

seguimiento al avance del tratamiento administrado.

Este proyecto se realizd bajo la supervisién de Ligia Ocampo M.Sc., Directora
del Laboratorio de Genética-SOLCA, en el area experimental, y de Paola Leone
Ph.D., Investigadora-Docente del Centro de Investigacion Genética y Genomica

— UTE, en analisis de datos e interpretacion de resultados.

4.2. Materiales y Métodos

4.2.1. Extraccion de médula 6sea

Las muestras de médula 6sea se obtuvieron de pacientes diagnosticados con
mieloma multiple. La extraccién se realizd por el método de succion de la
cresta iliaca con una aguja de puncion estéril. Se extrajeron 3 mL de médula
0sea en un tubo rojo vacutainer, de los cuales 1 mL se paso a un tubo de tapa
roja con medio de cultivo preparado y 2 mL a un tubo vacutainer, para el

posterior cultivo celular de 24 horas y técnica directa, respectivamente.

4.2.2. Cultivo

Las muestras de médula 6ésea se sometieron a un periodo de cultivo de 24
horas, donde, se sembré 1 mL de médula en 5 mL de medio de cultivo y se

incubd a 37°C por 24 horas.
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4.2.3. Técnica de citogenética convencional

Las muestras que se procesaron por técnica directa se las analiz6 el mismo
dia, por otro lado, las muestras de 24 horas se procesan al dia siguiente. Se
afnadieron 0,3 mL de colchicina transcurridos 15 minutos en bafio maria a 37
°C, se centrifug6 por 10 minutos a 1250 rpm. Se utiliz6 1ml de suspensién
para realizar un choque hipotonico con 10 mL de KCI por 20 min a 37°C a bafio
maria. Posteriormente, se centrifugd por 10 minutos a 1250 rpm y eliminé el
sobrenadante. Después, se fijo la muestra por 20 minutos, se centrifugd por
10 minutos a 1250 rpm y lavé de 3 a 4 veces con fijador hasta que el material
estuvo transparente. La muestra tratada se extendié en portaobjetos y se dejé
secar al ambiente por 24 horas. Posteriormente se realizé el proceso de

bandas para cromosomas Yy coloracion para observar en el microscopio.

4.2.4. Técnica de citogenética molecular - FISH (Hibridacién in
situ con Fluorescencia)

La técnica de FISH se realizdé a través del protocolo establecido por la casa
comercial Leica, con las sondas: IgH (translocacion del gen de inmunoglobulina
H), Rb (pérdida del gen de retinoblastoma), p53 (alteraciones numéricas del
gen TP53). La muestra pre-tratada obtenida por la técnica de citogenética
convencional se utilizé para el andlisis FISH. Se coloc6 en un portaobjetos 1
gota del material y se dejo en refrigeracion a 4°C.

Primer dia: Se sumergieron los portaobjetos en solucion desnaturalizante por 5
minutos a 74°C. Se deshidrataron las placas con la muestra sumergiéndolas
en etanol al 70%, 80% y 100% consecutivamente por 1 minuto en cada
solucion. Se secaron las placas a temperatura ambiente para la evaporacion de
etanol. Después, se anadieron 10 uL de la sonda en la zona de interés y se
coloco el cubreobjetos. Se sellé el cubreobjetos y el portaobjetos con Rubber
Cement y seguido a esto se colocaron las placas en el Termobrite por 24 horas
a 40°C.
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Segundo dia: Se retiraron los cubreobjetos de las placas y se les sometié a un
lavado post-hibridacion (0,4X SSC/0,3% NP40) a 73°C por 2 minutos. Se
realiz6 un segundo lavado (2XSSC/0,1 NP40) a temperatura ambiente durante
1 minuto y se dej6 secar los portaobjetos con el material genético a
temperatura ambiente. Seguidamente se afiadieron 2 uL de DAPI Il (-20°C), se

colocé un cubreobjetos y se observo en el microscopio de fluorescencia.

4.2.5. Analisis de historiales clinicos

Se recolectaron los historiales clinicos de los 26 pacientes del Hospital
Oncologico SOLCA Nucleo Quito analizados por citogenética entre los afios
2014-2016, para el analisis de la evolucién de la respuesta a la enfermedad y

el tratamiento.

4.3. Evaluaciéon estadistica de los resultados

4.3.1. Género

Se estratificd a los pacientes por género femenino y masculino, y se realizdé un
analisis de distribucion de la enfermedad a los mismos, para corroborar que la

enfermedad afecta mayormente al género masculino sobre el femenino.

4.3.2. Edad

Dado que en el documento publicado por el Registro Nacional de Tumores en
el 2014 no se presenta informacion actualizada sobre pacientes con mieloma
multiple, se estratificé a los pacientes en tres grupos considerando que la edad
media en que se presenta la enfermedad es de 65 afios, y 15% de los casos
reportados se da en edades inferiores a los 50 afios. Posteriormente se
distribuyé los datos por rangos de edad y género. (Asociacién Espafiola Contra
el Cancer, 2015)

4.3.3. Citogenética

Se estudié a pacientes con cariotipo hiperdiploide y no-hiperdiploide, para lo

cual se analizaron casos de mieloma multiple por distribucion citogenética con
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el fin de conocer el nUmero y porcentaje en el que éstos se encontraban
afectados. Se estratificO a los pacientes por el cariotipo que presentaban,
Anexo 1, la primera distribucion dependi6 de los casos citogenéticos,
hiperdiploides y no-hiperdiploides, y la segunda distribucién de las alteraciones

estructurales en los casos no-hiperdiploides.

4.3.4. Analisis Citogenético-Clinico

Para el analisis citogenético se consideré la clasificacion del mieloma multiple
en casos hiperdiploides y casos no hiperdiploides para lo cual se analiz6 los
historiales clinicos de los pacientes. Se consideraran los niveles de
hemoglobina, plaquetas, linfocitos, urea, creatinina, calcio, albumina, lactato
deshidrogenasa (LDH), Beta 2 microglobulina (B2M), y las proteinas totales
para conocer la relacion entre los analisis clinicos y la clasificacion
citogenética. Con estos datos se realizo el calculo de la media y mediana de los
valores que presentd cada caso en el test clinico realizado, mismo que fue
comparado con el rango normal y se determinaran los niveles de afeccién que

presentan los pacientes.

Se tomaron los datos del test inmunolégico que se realiza para conocer si el
mieloma multiple detectado es secretor o no secretor, para lo cual se evalla la
presencia de las inmunoglobulinas monoclonales G, A, M, E y D. De igual
manera se realizarad el célculo de la media y mediana de los valores que
presentd cada caso en el test inmunolégico realizado, mismo que fue
comparado con el rango normal y se determind la presencia del tipo células

clonales que presentan los pacientes.

4.3.5. Analisis de larespuesta a tratamientos

Se considero la respuesta a tratamientos implementados a los pacientes y se
analizé cada caso independientemente. Para el analisis del tratamiento se tomé
en consideracion el nivel de ISS (International Staging System for Multiple
Myeloma) en el que se encontraban los pacientes. Se tomé como referencia a
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los estudios publicados por la Sociedad América del Cancer que especifican la

importancia del analisis clinico de pacientes con mieloma mudltiple.

Se realizé una estratificacion por casos hiperdiploides y no hiperdiploides,
mismos que constan con analisis ISS, y se comparé el tratamiento recibido con
el tiempo de sobrevida en meses, para asi conocer los tratamientos que mas

efectos tienen tanto para casos hiperdiploides y no-hiperdiploides.

4.3.6. Analisis de sobrevida

A partir del programa IBM SPSS Statistics 22 se realizo el analisis de sobrevida
que presentan los pacientes con cariotipo hiperdiploide y no-hiperdiploide. En el
que se identifico a cada paciente segun el tipo de cariotipo que presentaba,
hiperdiploide y no-hiperdiploide, y se complementaran los datos con los meses
de sobrevida que cada paciente presentaba, permitiéndonos asi conocer la

tendencia de sobrevida de pacientes hiperdiploides y no-hiperdiploides.

Adicional al resultado se realizé una prueba T de student para dos muestras en
la que se pretendioé conocer la diferencia significativa (p>0.05) que existe entre

los casos hiperdiploides y no-hiperdiploides.

4.3.7. Analisis estadistico Citogenética-Clinico

Se analizaron los datos citogenéticos vs. clinicos mediante la prueba de
hipotesis de Shapiro-Wilk para comprobar si los datos poseen una distribucion
de normalidad, Anexo 3, debido a que dicha prueba permite el analisis de una
muestra menor a 50. Se realiz6 el planteamiento de H, en la que se establece
que: Los resultados clinicos son iguales para pacientes con cariotipo
hiperdiploide y no-hiperdiploide, y de igual manera se planteé H;: Los
resultados clinicos no son iguales para pacientes con cariotipo hiperdiploide y
no-hiperdiploide. Comprobada la normalidad de los datos se prosiguié al
analisis de los mismos, en el que, se realiz6 la prueba T de student de
variables independientes, con la cual si el valor de significancia es mayor a

0.05 se aceptd Hy, pero si el valor de significancia resulta menor o igual a 0.05
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se rechaz6 Hpy se aceptd H;. Todas las pruebas estadisticas fueron realizadas

a través del programa IBM SPSS Statistics 22.

5. Resultados y discusion

5.1. Analisis general de pacientes con mieloma multiple

5.1.1. Género

Entre los casos clinicos analizados en esta investigacion se presentaron en
58% de los casos (15 pacientes) pertenece al género femenino, mientras que
el 42% (11 pacientes) son del género masculino, como se presenta en la
Figura 6 y en el Anexo 1. Estos valores no concuerdan con investigaciones
previas, Leone y colaboradores (2013), en el cual indica que el 54% de casos
afectados por mieloma multiple corresponde al género masculino sobre el
femenino; de igual manera los valores reportados por el Registro Nacional de
Tumores, 2014, indican que 58% de los casos analizados pertenecian al
género masculino sobre el femenino. Estos datos pudieron verse alterados
debido al tamafio de muestra analizada, 26 casos, y tomando en cuenta que
solo se analizé a aquellos pacientes que tenian el analisis citogenético, tanto

por la técnica convencional como por la técnica molecular (FISH).

Distribucion de MM por género

E Masculino
E Femenino

Figura 6. Clasificacion de casos por género.
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5.1.2. Edad

A partir de la estratificacion se obtuvo que el 50% de los pacientes con mieloma
multiple se encuentran entre las edades de 50-65 afios, de la cuales el 38,46%
son de sexo masculino y el 61,54% pertenece al sexo femenino, representando
asi que los pacientes presentan la enfermedad en un intervalo medio de 50-65
afos; el 23,07% de los pacientes son menores a 50 afos, en el que 66.67%
pertenece al género masculino y el 33.33% al género femenino presentandose
mayormente en hombre que en mujeres; mientras que el 26.93% de los casos
se encuentran en edades mayores a 65 afios. El ultimo registro presentado en
el Ecuador sobre mieloma mdultiple, Registro nacional en Tumores-2014,
presenta que existe concentracion de casos desde los 55 a los 69 afios y
reincidencia en el aumento de casos a los 79 afios en el caso del género
masculino, y de igual manera se reporta en el caso del género femenino, datos

gue concuerdan con lo obtenido en este estudio (Figura 7).

Clasificacion de casos por edades

14

12

10

8

6

4

2

0
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mCasos MM 6 13 7
E Masculino 4 5 2
B Femenino 2 8 5

Figura 7. Estratificacion de los casos por edades.

5.1.3. Citogenética

El andlisis realizado encontr6 que el 58% de los casos se encontraban
afectados por alteraciones no-hiperdiploides, este porcentaje es mayor que
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los casos con cariotipo normal que presenta el 19% de los pacientes, sin
embargo, los casos no-hiperdiploides se presentan en mas pacientes que en
los pacientes hiperdiploides, que representa el 23% de los pacientes
analizados. Dado que la prueba FISH no a sido aplicada a todos los casos
analizados se presenta incertidumbre en los datos obtenidos por cariotipos
normales. En el estudio global de pacientes con mieloma mdultiple en el
Ecuador, Leone y sus colaboradores en el 2013, encontré6 que alrededor del
46% de los pacientes tienen cariotipo normal, del 11% al 14% de los casos
tienen alteracion hiperdiploide y del 23-30% de los casos tienen alteraciones
estructurales, no-hiperdiploides, sin embargo hay que considerar que
alrededor del 16% de los pacientes no presentan diagnostico certero dado que
no se observo las metafases ni los cariotipos que permitiesen la clasificacion
citogenética. Los datos obtenidos en este estudio no coinciden con los datos
presentados en publicaciones anteriores, datos alterados por la falta en el

analisis molecular para cada caso.

Entre los casos no hiperdiploides estudiados se encuentra el 80% de los
pacientes con alteraciones tipo IgH, translocacion de 14q32 en las regiones
variables de las cadenas pesadas. En los casos analizados el diagnostico de
RB se encuentra debajo del 7%, indicando asi que la sobrevida de la poblacion
podria ser mayor; en éste analisis p53 se encuentra en un 13% de la poblacién
con mieloma multiple, sin embargo no se tiene evidencia clinica que corrobore
la presencia de dicha delecién pero a través de las técnicas moleculares se
pudo evidenciar las alteraciones (Ver Figura 8). Dado que la implementacion de
técnicas moleculares en el analisis citogenético es de apenas 2 afios, 2014-
2016, no se cuenta con evidencia suficiente que corrobore la distribucién
poblacional por alteraciones estructurales. No obstante, el estudio realizado
por Conté y su grupo de trabajo que presentd en su investigacion del 2009, en
el que indica que la mayoria de los tumores de mieloma mdultiple presentan el
switch de isotipo de la cadena pesada IgH. La segunda anomalia mas
frecuente es la adicion del brazo largo del cromosoma 1, que se presenta hasta
en el 50% de los casos y se encuentra asociado a la deleciéon del cromosoma

13, la cual aparece en la poblacién con una frecuencia de aproximadamente
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30% de los casos cuando se realiza la técnica FISH para RB. La presencia de
dicha delecion indica un mal prondstico para los pacientes que la presentan.
Por dltimo, otra anomalia no muy frecuente, segun Menoni y Da Silva en su
publicacién de 2010, es la presencia de alteraciones en el gen p53. Datos que
se confirman en el presente estudio, en el que IgH se presenta en mayor

porcentaje que alteraciones en RB y p53.

Clasificacion citogenética de No hiperdiploides: alteraciones
casos de MM estructurales

e

# Hiperdiploide # Rb

& Normal M IgH

u No i P53
hiperdiploide

A

Figura 8. Se presenta la clasificacion de los casos por analisis citogenético. A)
Clasificacion citogenética general. B) Clasificacibon de los casos No-
hiperdiploides estudiados por las alteraciones IgH, RB, P53.

1.2. Analisis Citogenético-Clinico

5.2.1. Hiperdiploides

Como se presenta en la Tabla 1, se observa una significativa disminucién de la
albumina, X=3,17 g/dL, por debajo del rango normal, 3,5-5,5 g/dL, no obstante
como se aprecia en la Tabla 5 la mayoria de ellos se encuentran en Etapa | de
la enfermedad teniendo asi mejor sobrevida que los pacientes no-
hiperdiploides (Figura 9). Esto puede deberse a que los casos hiperdiploides no
cuentan con suficiente evidencia en numero de pacientes, 5 casos se reportan
como hiperdiploides, y al contar con una muestra pequefa no se puede ampliar
este espectro de informacién. En el trabajo realizado por Garcia y su equipo en

su publicacion del 2007, indican que la albumina que es una proteina producida
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por el higado y se encuentra en grandes cantidades en la sangre, pero en

pacientes con mieloma las citoquininas (interleuquina 6) suprimen la
produccion de la albumina, por lo que los bajos niveles de albumina pueden
llegar a ser un indicativo de mieloma mdultiple méas avanzado. En cuanto a la
informacion proporcionada por American Society Cancer, 2015, indica que los
pacientes con mieloma multiple que presentan un estadio ISS Il presentan
niveles de albumina menores a 3.5 g/dL; valores que pueden verse reflejados

con los obtenidos en éste estudio.

En cuanto a la hemoglobina, el valor obtenido es de X=12,6g/dL, por debajo
del rango normal 14-18g/dL. Como se observa en la Tabla 5 se aprecia que el
66,37% de los casos corresponden al estadio | mientras que el 33.33%
pertenecen al estadio Il, valores que afectan a la media calculada de
hemoglobina. Asi lo confirma en la publicacion de American Society Cancer,
2015, en el que indican que la presencia de un valor bajo en el rango de
normalidad pero mayor a 10g/dL de la hemoglobina, representa la presencia
del mieloma mudltiple en estadio |, estadio que se corrobora. Permitiendo de
ésta manera confirmar que la mayor parte de los casos se encuentran en el
estadio | de la enfermedad. Por otra parte las pruebas para plaquetas,
linfocitos, urea, creatinina, calcio, LDH, B2M y proteinas totales en su media (X)

se encuentran en un rango normal sin dafios en érganos adyacentes.

Tablal.
Andlisis estadistico de datos clinicos de casos hiperdiploides.

—>

—

Rango Normal

Minimo | Maximo Media Mediana Rango Minimo | Méaximo
Hemoglobina 14 18 12,615 12,3 7,7 9,7 17,4
Plaquetas 130.000 | 400.000| 210.505,3431230198,2( 198.905,9| 72000,0| 270905,9
Linfocitos 13 40 20,138 22,0 17,3 8,2 25,5
Urea 10 50 37,843 36,8 46,3 21,8 68,0
Creatinina 0,5 1,4 0,857 ,8 5 ,6 1,1
Calcio 4 6 4,622 4,6 4 4.4 49
Albumina 3,5 55 3,177 3,1 2,6 1,7 4.4
LDH 240 480 298,562 345,9 191,7 182,5 374,2
B2M 604 2.286 1.448,264 1319,2 3042,7 3,3 3046,0
:Ifste'”as—mt 6,6 8,7 6,812 67 3,0 5.4 8,4
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Los pacientes analizados con hiperdiploidia presentaron un leve aumento de
X=501,2g/dL en la presencia de la inmunoglobulina A (Tabla 2), encontrandose
fuera del rango normal de 82-453g/dL, alteracion que es muy frecuente cuando
se trata de un mieloma multiple secretor. Como lo menciona American Society
Cancer, 2015, la presencia de IgA es un indicativo de produccion de tumores o
evolucion del mismo el cual se expresa en la sangre u orina, y en el mieloma
multiple las inmunoglobulinas G e A expresadas en mayor cantidad en
pacientes con mieloma mdultiple y en muy pocas ocasiones M y E. Por otro
lado, Bravo y colaboradores en el 2015, indican que la presencia de IgA e IgG
en un volumen mayor a 300g/dL se trata de un mieloma multiple quiescente
(SMM). Lo cual indica que los casos evaluados presentan persistencia de la
enfermedad, y como se analiz6 en los datos de albumina los pacientes se

muestran un proceso avanzado de mieloma multiple.

Tabla 2.
Andlisis estadistico de datos inmunoldgicos de casos hiperdiploides

Rango Normal
Minimo | Méaximo Media Mediana Rango Minimo | Maximo
IgG 751 1560 1163,9433| 1000,3300 764,50 863,50 | 1628,00
—|IgA 82 453 501,2100( 268,9200| 1289,00 89,00 1378,00
IgM 46 304| 119,9367| 110,0000 133,81 58,00 191,81
IgE 20,4 87 7,4100 ,7300 21,30 ,10 21,40

5.2.2. No-hiperdiploides

Los casos no-hiperdiploides presentan una 32M en un rango superior al rango
normal, X=2.464,9mg/L, pero en un nivel de riesgo bajo (Tabla 3). Debido a
que el 63.64% de los casos pertenecen a estadio ISS | la 2M se ve reflejada
con un valor fuera del rango normal pero menor a 3.5mg/L. Como expone
Garcia, Mateos y San Miguel, 2007, el aumento de B2M es indicativo de una
alta carga tumoral o de IR (insuficiencia renal), lo que implica que la salud del
paciente se encuentra seriamente comprometida, y constituye uno de los
principales factores para el prondstico de la enfermedad. Si los niveles de la

B2M son menores a 3.500mg/L el paciente se encuentra en un nivel de riesgo
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bajo, pero si la p2M es mayor a 5.500mg/L el paciente puede encontrarse en
un nivel de alto riesgo. Por lo que, dado que el mieloma mudultiple es una
alteracion cromosomica que en avance de la enfermedad presenta carga
tumoral los valores de X son elevados con respecto a los valores de rangos
normales, mas aun presenta niveles bajos de enfermedad, dado que dicho
valor se encuentra bajo 3.5mg/L y esto representa correlacion de los resultados
obtenidos con el andlis de estadio ISS | de mieloma multiple de American
Society Cancer, 2015.

En cuanto a la hemoglobina se puede observar que mantiene una tendencia
igual a los casos hiperdiploides en el que el valor de hemoglobina es: X=12,356
g/dl, por debajo del rango normal 14-18g/dL. Al igual que los pacientes
hiperdiploides el 63.64% de los casos pertenecen al estadio I. Tal como lo
presenta American Society Cancer, 2015, la presencia de un valor bajo en el
rango de normalidad pero mayor a 10g/dL de la hemoglobina, representa la
presencia del mieloma multiple en estadio I. Confirmando asi que los datos se
encentran correlacionados y dichos pacientes no presentan riesgo alto con

respecto al avance de la enfermedad

Para los casos que se encuentran en estadio Il, los valores de albumina se
encuentran en un rango bajo, desde 9-13,75g/dl, la creatinina se encuentra en
un rango menor de 0,42mg/dl o mayor de 1,75mg/dl pero nunca en el rango
normal, la albumina 2,71mg/dl a 3,07mg/dl pero no dentro del rango normal.
Para los casos de estadio Il la variable que presentd alteracion fue la
hemoglobina la misma que va desde 10.96g/dl a 11.69g/dl, menor que el
rango normal, sin embargo el caso M26 presenta un incremento en la
creatinina de 1.75mg/dl (aunque se encuentra cerca al limite) y un notable
incremento de B2M de 13,56767mg/dl el cual es un valor muy elevado, dato

que pude ser muy significativo en la media para 2M.
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Analisis estadistico de datos clinicos de casos No-hiperdiploides.
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Rango Normal

Minimo | Méaximo Media | Mediana | Rango Minimo | Maximo
Hemoglobina 14 18 12,356 13,133 7,1 8,8 15,9
Plaquetas 130.000| 400.000 | 257997,0| 243777,8|215291,7 | 145041,7 | 360.333,3
Linfocitos 13 40 26,797 23,711 30,4 17,4 47,8
Urea 10 50 32,288 31,522 40,8 18,3 59,1
Creatinina 0,5 1,4 ,875 , 7192 1,3 4 1,8
Calcio 4 6 5,095 4,684 11,2 3,9 15,1
Albumina 3,5 55 3,593 3,811 2,1 2,6 4,7
LDH 240 480(1998,674| 295,774| 36069,8 189,8| 36259,6
B2M 604 2.286| 2.464,92| 1669,506 | 13567,7 0 13567,7
er:;e'”as—mt 6,6 87| 7213 7,006 11,0 37 14,7

En la Tabla 6 mas del 60% de los casos no-hiperdiploides se encuentran en un
nivel de estadio |, con valores de Hemoglobina= 12,3g/dl (menor al rango
normal pero mayor a 10g/dl), B2M=2,46mg/dl (menor a 3,5mg/dl) y Albumina=
3,59mg/dl (igual o mayor a 3,5mg/dl), los valores se presentan fuera del rango
normal pero siempre al limite de los mismos por lo que no hay mucha variedad
al rango normal. La Sociedad Americana del Céncer en sus estudios
publicados especifican la importancia del analisis clinico de pacientes con
mieloma multiple e indican que la identificacion del estado de la enfermedad
puede ser calculada por los niveles de hemoglobina: para estadio tipo | la
hemoglobina se debe encontrar por debajo del rango de normalidad (14-
18g/dl) pero mayor a 10g/dl, p2M menor de 3.5mg/dl y por ultimo la albumina

debe encontrarse en 3.5g/dl o mayor al valor.

En la Figura 5. B se presenta que el 80% de los casos no-hiperdiploides
corresponden a la translocacion de IgH (14932), gen que expresa con
frecuencia las inmunoglobulinas G y A. Estos datos se pueden corroborar con
los obtenidos en éste estudio, tal como se presenta en la Tabla 4, en donde el
analisis de la media indica que tanto IgG e IgA se encuentran fuera del rango
normal IgG 1.744,7g/l e IgA 816,31g/l, lo que se ve refleja en el porcentaje de

casos que presentan alteracion en IgH. Como present6é Conté y su equipo en el
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2007, la mayoria de los tumores presentan IgH, la cual expresa en mayor

frecuencia las inmunoglobulinas G y A.

Tabla 4.

Andlisis estadistico de datos inmunolégicos de casos No-hiperdiploides.

Rango Normal
Minimo | Maximo | Media | Mediana | Rango | Minimo | Maximo
—|19G 751 1560| 1744,7 1297,0( 8164,60 5,40| 8170,00
—>] IgA 82 453 816,319 | 147,0000 | 5589,79 3,21| 5593,00
IgM 46 304 96,6796 | 69,0000| 297,75 ,25 298,00
IgE 20,4 87| 17,0267 | 21,4000 39,20 ,10 39,30

5.3. Andlisis de la respuesta a tratamientos

5.3.1. Casos hiperdiploides

Como se aprecia en la Figura 5. A, el 23% de los pacientes pretenecen al
grupo de hiperdiploides, dichos pacientes fueron sometidos a diversos
tratamientos en el que se pudo obtener que, primero: a los pacientes que se les
aplica mayor variedad de medicamentos tienen un tiempo de supervivencia
mayor que aquellos a quienes se les ha aplicado menor cantidad de
medicamentos (Tabla 5). Como se puede observar en el caso M8 que tiene un
tiempo de sobrevida de 83 meses en comparacion con el caso M2 en el que el
tiempo de sobrevida fue de 30 meses. Por otro lado, la aplicacion de la
combinacion Talidomida + Dexametasona, que fue la mas usada es una

alternativa positiva para pacientes que presenten hiperdiploidia cromosomica.

Como se presenta en la Tabla 5 los casos con ISS | presentan una sobrevida,
de 30 a 83 meses, con la aplicacion de la combinacion de Talidomida+
Dexametasona. Los casos con ISS Il presentan una sobrevida de 14 a 28
meses con la aplicacién de diversos tratamientos y no especificos como es el

caso de M1 a quien se le administr6 una combinacién de radioterapia,
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Bortezomib y Talidomida + Borezomib, y en el caso de M3 que solo se le aplico
Talidomida + Prednisona. Dado que la mayoria de los pacientes pertenecen al
estadio ISS | que representa niveles bajos de enfermedad los tratamientos
tienen mayor efecto que en pacientes con estadio ISS Il e ISS Ill. Moreno y sus
colaboradores en el 2015 describen que enfermedad evoluciona de 2 a 3 afios
en ausencia del correcto tratamiento el prondstico de sobrevida es menor de 2
afnos y los pacientes comunmente fallecen por fallo renal, infecciones, anemia,
problemas neuroldgicos, por lo que la correcta administracion de medicamento
en pacientes con mieloma mdultiple permite que éstos puedan tener un tiempo
de vida promedio de 10 afios. Como se presenta en los resultados obtenidos, la
correcta administracion de tratamiento para cada paciente y el seguimiento de
éstos, ha permitido que los mismos tengan una respuesta positiva, con
respecto al tiempo de sobrevida, ante la enfermedad y asi impidiendo el avance

de la misma.
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5.3.2. Casos no-hiperdiploides

El acido zolendrénico es un componente muy utilizado para quimioterapia a
nivel 6seo. En la Tabla 6 se puede apreciar que ha sido el mas empleado para
tratar a los pacientes con citogenética no hiperdiploide, permitiendo asi que el
tiempo de sobrevida sea mayor como sucede con los casos M12, M16, M19.
Sin embargo, el caso M23 no presenta esta respuesta debido a que se
encuentra en un estadio de MM de Il nivel y el tratamiento no ha sido aplicado
por un tiempo prolongado. Otro punto importante a analizar es la aplicacion de
radioterapia entre los tratamientos, ya que en los casos en los cuales si se
aplicé tienen mas tiempo de sobrevida que aquellos que no se aplico. En
comparacion con los casos hiperdiploides la aplicacion de la combinacion
Talidomida + Dexametasona no presenta resultados significactivos en los
pacientes por lo que se puede estimar que la mejor respuesta para los casos
no-hiperdiploides seria la aplicacion de ZOMETA vy radioterapia. Estos
resultados suguieren que la aplicacion del acido zolendrénico en estos
pacientes se debe a que hay un mayor nimero de casos de mieloma multiple

gue afecta directamente al sistema 0seo.

Los casos que presentan ISS nivel | demuestran que el tiempo de sobrevida es
mayor, de 4 meses a 83 meses, dado que la enfermedad es menos agresiva, y
es suficiente un tratamiento con la combinacion de Talidomida +
Dexametasona conjuntamente con el Acido Zonlendrénico. Los casos con ISS
nivel 1l presentan un tiempo de sobrevida bajo, de 1 mes a 16 meses, y ala
mayoria de pacientes se les aplico la combinacion Talidomida +
Dexametasona, probablemente desfavorable para nivel Il de la enfermedad
dado que no ha actuado sobre la enfermedad como lo que se esperaria. Los
casos con ISS nivel Ill se mantuvieron con tratamiento de radioterapia y la
combinacion de Talidomida + Dexametasona produciendo que el tiempo de
sobrevida sea alta (alrededor de 20-46 meses). A pesar que son pacientes con
presencia de afeccion ésea se ve claramente los efectos positivos del control
realizado con ambos tratamientos. Garcia, Mateos y San Miguel, 2007, el

tratamiento de rescate supera en 30% la eficiencia de estrategias antiguas, en
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donde, el uso de talidomida o bortezomib combinados con alquilantes y
dexametasona permiten lograr tasas de 60-70% de respuesta a supervivencia.
En donde, se puede evidenciar que los casos que presentan estadio ISS |
actlan segun lo esperado con el tratamiento de rescate, obteniendo asi
64,28% de los casos con sobrevida frente al 35,71% de los casos de

mortalidad registrados en este estudio.
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5.4. Andlisis de sobrevida

5.4.1 Alteraciones Citogenéticas

En éste estudio la tasa de supervivencia para pacientes con mieloma multiple
ha demostrado ser de 55 meses. Los casos hiperdiploides demuestran tener
una mayor tasa de supervivencia de 69.75 meses, comparado con los casos
no-hiperdiploides que demuestran una tasa de 49,94 meses, ver Tabla 7. Este
diagnéstico se debe a la ganancia de cromosomas en los casos hiperdiploides.
Tal como presenta Leone y su equipo en el aflo 2013, los pacientes
hiperdiploides cuentan con un nimero elevado de cromosomas en donde no se
encuentran alteraciones genéticas, y, al parecer el exceso de informacion en
los genes no afecta al funcionamiento normal del organismo; por otro lado la
alteracion de genes o pérdida de los mismos, como en el caso de los no-
hiperdiploides, presentan alto riesgo en los pacientes que lo poseen, dandoles
asi buen pronéstico. En el caso de los hiperdiploides, no afecta en gran
medida la perdida de cromosomas, translocaciones, y deleciones procesos
donde se pierde informacion genética que puede llegar a ser de gran
importancia para los procesos celulares, confirmando asi que los pacientes con
hiperdiploidia constan de mejor prondstico que aquellos pacientes no-
hiperdiploides (mal prondstico).

Con la prueba t de Student para dos muestras suponiendo varianzas
desiguales se confirmd que no existe diferencia entre la sobrevida de los casos
hiperdiploides y los casos no-hiperdiploides (p= 0,1984 (Anexo 2)). Resultados
gue se obtuvo puesto que, la muestra utilizada para los casos hiperdiploides es
pequefia con respecto a la muestra utilizada para los casos no-hiperdiploides, y
los porcentajes que varian en la estimacién de sobrevida no es muy alejada.
American Cancer Society, 2016, en su pagina web (www.cancer.org) presenta
que el tiempo de sobrevida en pacientes con Etapa | es de 62 meses, mientras
que, para Etapa Il la estimacion de vida es de 44 meses y para Etapa Ill es de

29 meses; sin embargo Moreno y sus colaboradores en el 2015 indican que el
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tiempo de sobrevida de los pacientes puede llegar a ser de hasta 10 afios, con
el tratamiento adecuado. Dado que, en los casos hiperdiploides como no-
hiperdiploides, el porcentaje de pacientes en estadio ISS | es alto con respecto

al estadio ISS Il y Ill, se obtiene no existe diferencia significativa entre ambos
diagnésticos.

Tabla 7.
Medias y medianas para el tiempo de supervivencia
Alteracion Citogenética
No-
Hiperdiploides | Hiperdiploides | Global

Media®  Estimacion 69,750 49,943 55,061

Error estandar 11,475 8,764 7,290

Intervalo de confianza de Limite inferior 47,259 32,766 40,772

95 % Limite superior 92,241 67,120 69,350

a. La estimacion esta limitada al tiempo de supervivencia mas largo, si esta censurado.

La tendencia de sobrevida (Figura 9) indica que los pacientes hiperdiploides

(linea azul) presentan una mayor tasa de sobrevida que los pacientes no-
hiperdiploides (linea verde).




45

Funciones de supervivencia

P [ - — Alteracidn Citogenética
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M Mo-Hiperdiploides

-+ Hiperdiploides-censurado
Mo-Hiperdiploides-
censurado
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Figura 9. Andlisis de sobrevida de casos hiperdiploides y no-hiperdiploides.
Analizado en el programa estadistico SPSS.

5.5. Analisis estadistico Citogenética-Clinico

Se efectud la prueba estadistica Shapiro-Wilk en el programa estadistico IBM
SPSS Statistics 22 en el que se confirmd que la prueba citogenética siguen una
tendencia normal para cada prueba clinica realizada, presentandose en cada

caso un valor p mayor que 0.05 (Anexo 3).

Se realizo la prueba t de Student para muestras independientes, de la cual se
obtuvo los siguientes valores p: hemoglobina: p=0.806, plaquetas: p= 0.105,
linfocitos: p=0.08, urea: p=0.283, creatinina: p=0.918, calcio: p=0.609,
albumina: p=0.191, LDH: p=0.638, B2M: p=0.472 y proteinas totales: p=0.662,
Tabla 8, en cual dan un valor mayor a 0.05 demostrando que se acepta la

hipotesis Ho: Los resultados clinicos son iguales para pacientes con cariotipo
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hiperdiploide y no-hiperdiploide, y se rechaza H;: Los resultados clinicos no son
iguales para pacientes con cariotipo hiperdiploide y no-hiperdiploide.
Demostrando asi que no hay variabilidad de resultados clinicos entre los casos
hiperdiploides y no- hiperdiploides.

A pesar que las alteraciones cromosémicas son diferentes entre los casos de
mieloma multiple, no se encuentra diferencia significativa en la que se pueda
concluir que por pruebas clinicas se trata de casos hiperdiploides y no-
hiperdiploides; éste resultado puede verse alterado por el tamafio de muestra
gue se ha analizado, 26 casos que constan con analisis citogenético, del cual
se tiene pérdida de informacion con los pacientes que no poseen el test
citogenético; por otro lado se tiene un bajo niumero de casos hiperdiploides,
cinco casos, comparado con el nimero de casos no-hiperdoploides, 23 casos,

muestra que es relativamente pequefia para ser analizada.

El analisis realizado no incluye datos de muestras control, valores que podrian
permitir una mejor segregacion de resultados y analisis de significancia en la
gue a pesar que no se presenta variabilidad significativa entre los casos de
mieloma multiple si se podria presentar esta variabilidad entre pacientes sanos
y pacientes con la enfermedad. Zabala y colaboradores, 2016, presentan el
estudio de polimorfismos de mieloma mdultiple con la presencia de muestras
control, las cuales permiten obtener una correcta segregacién de valores
clinicos y citogenéticos. Los casos analizados no muestran diferencia
significativa entre si pero es importante corroboracion de ésta con pacientes sin

enfermedad.

Por otra parte, tanto en casos hiperdiploides como en no-hiperdiploides se
encuentran presentes pacientes con mismo rango de ISS, en el que en ambos
grupos destaca la presencia de pacientes con ISS Estadio | frente al Estadio Il
y Estadio Ill, demostrando asi que los valores clinicos no presentaran mucha

diferencia significativa entre sus valores.



Tabla 8.

Prueba t de Student para muestras independientes

a7

Prueta @2

Levere e

calidad  de

varanzas | pruedatparaaguaidad de medias
lDIerenu‘a 95% de intervalo de confianza de fa
Sg. | Oferencia |de emor| dlerenc

FolSe |t L_ biateral | demedias | estande | fenor Superior
Hemogobina Seasumenvarianzasiquales | 901 381 (249 |7 (806 | 25083 [104303 |-1.88040 230946
N0 58 3sUmen varanzas uales 0 (6479 |33 [ 25033 15410 [-275661 3210
Plaquelas  Seasumenvananzasiouales | 004 | 951 (4875 (27 (405 |4msty |21 |-10565300850 10689715
10 58 asUmen varanzas uales AST (7003 (173 |4m7 (314 |-12140264667 26509 263
Unfoctos ~ Seasumenvananzasiquales 1151 | 229 (482 |27 [ 080  |685700 [365985 |-1415828 Pl
0 52 asUmen vananzas Iguales 2476 (1035 | 054 (660700 |305981 |-134437 12008
Lrea Seasumenvarianzasiguales | 5 (471 11095 (77 |28 |57 (507220 |<485258 15,5624
10 58 BsUmen varanzas uales 805 (5935 | 482  |5568T |6.89665 (-1136567 2474
Creafnina  Seasumenvedarcasiguales 12316 | M0 [-14 (27 (8% |-0M697 [f63T |-3539 it
N0 S8 asUmen varanzas iguales 160 (1972 (815 |-MM6ST | 062  |-23880 20485
Calod Seasumenvananzasiouales | 813 |35 |-518 (2T (609 (4TS5 | 28T |-2345B1 140051
10 58 asUmen vananzas guales AMG (2207 (30 (AT | B |43 48
Abumina  Seasumenvarianzasiguales |2945 (098 |34 | |91 |-A1S6T | 30966 |-10528 20088
o 52 asumen vananzas iguales A03 |63 |30 |-A%6T | 4017 [-141718 S5ee
LOH Seasumenvananzasiouales | 976 |33 [T (W[5 |dmOn |36 |-906037568 56601610
10 52 asumen vananzas iquales S0 (002 |38 |men s |60 330 1874 1112
B2M Seasumenvanarcasiouales | 730 (402 |-TH|M (47 [dmE fosesd |-300002902 18667168
N0 S8 asUmen varanzas iguales A3 (887|280 ;g [mssem |-281631623 78320408
Profeinas  Secsumenvaianzasiguales |55 (464 |-443 |B 862 [-A0f6T | S0°0  |-226600 14629
o $2 aslmen vananzas guales 30 (1634 (538  |-4015T | 63764 |-175100 7o




48

6. Conclusiones y recomendaciones

6.1. Conclusiones

La edad promedio en la que se presenta la enfermedad es entre los 50 a 65
afos, y ésta puede presentar una mejor respuesta a los tratamientos si el
paciente se encuentra en un rango menor, debido que a partir de los 65 afos la

enfermedad es mas agresiva.

En el Ecuador existe mayor cantidad de pacientes con citogenética no-
hiperdiploides principalmente con la presencia de la translocacion del gen
14932 (IgH)lo cual se comprueba con la presencia aumentada, en el suero, de

las inmunoglobulinas G e A.

La induccidén de tratamientos especificos para los casos hiperdiploides y no-
hiperdiploides puede cambiar el tiempo de sobrevida. La utilizacién de
talidomida + dexametasona tiene mejor respuesta y resultados en los pacientes
hiperdiploides que en los casos no-hiperdiploides donde se evidencia que
tienen mejor reaccion para el acido zolendronico. Por otro lado, el tratamiento

con radioterapia presenta buenos resultados ya que aumenta la sobrevida.

6.2. Recomendaciones

Se recomienda aplicar el estudio citogenético y de FISH a partir de muestra de

médula 6sea separada y no de muestra de medula total.

Se recomienda realizar un nuevo estudio citogenético-clinico con un grupo mas
grande que tengan informacion genética y clinica, y asi obtener una mejor
informacion para posibles tratamientos para cada uno de los grupos

citogenéticos
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Anexo 1. Andlisis individual de cariotipo de los casos.
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Sexo

FISH

No. Fecha Edad Cariotipo ISS
M| F Rb | 1gH | P53

27/10/2015 46,XX[171/2n+[5] 1

M1 23/05/2016 53 1 1 1l
29/09/2016 1 1
08/10/2013 46,XY[12]/42-45,XY,-8,-11,-14,-18,+mar,Cx[8]
10/04/2014 46,XY[20] 0 1 1

M2 64 1 |
13/11/2014 46,XY[20]
03/06/2015 46,XY[12]/52,XY,2n+/3n+/4n+,+mar,[15]

M3 14/01/2014 68 1 46,XX[25]/3n+[5] 1l

M4 31 1 46,XY[20] 1l

19/62014 46,XY[2

M5 9/620 39 1 6, [, o |
20/06/2014 5,8% reordenamiento para IgH 0 1 0
27/11/2014 46,XY[20] 0 1 0

M6 09/06/2015 40 1 46,XY[20] 0 0 0 |
11/04/2016 Valor cercano al limite para IgH 0 0 0
12/05/2016 Valor cercano al limite para IgH 0 0 0
10/04/2015 46,XX[20]: 4,6% IgH 0 0 0
24/11/2015 46,XX[20] 0 0 0

M7 44 1 |
17/05/2016 46,XX[20] 0 0 0
23/08/2016 46,XX[20] 0 0 0
30/08/2011 46, XY [20]
09/04/2013 46, XY [20]
19/08/2013 2N.CX[20]/3N+,4N+,+MAR,CX[10]
19/12/2013 46, XY [20]

M8 38 1 |
16/04/2014 46, XY [20]
28/05/2014 0 0 1
20/04/2016 46, XY [20]
15/09/2016 46, XY [20] 0 0 0

M9 02/12/2015 53 1 46,XX[20] |
13/02/2013 46,XX[20]

M10 51 1 |
07/01/2014 46,XX[20]
16/11/2015 46,XX[20] 0 1 0

M11 45 1 |
08/03/2016 0 1 0
20/05/2015 46,XX[20]
04/05/2015 0 1 0

M12 08/10/2015 57 1 46,XX[20] 0 0 0 1l
11/04/2016 0 1 0
17/11/2016 0 1 0
22/05/2015 46,XX[20] 0 1 0
19/05/2015 0 1 0

M13 26/11/2015 57 1 46,XX,pvz[20]/4n-,pvz[5] 1]
31/03/2016 0 0 0
14/02/2016 Valor cercano al limite IgH 0 0 0
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26/03/2013 46,XY[16]/2n+[4]
M14 51 |
09/06/2016 46,XY[20]
07/10/2015 46,XX[15]/45,X,-X[5]
61
04/11/2015
M15 1
03/02/2016 46,XX[20]
02/05/2016 46,XX[20]
16/11/2015 46,XX[20]
M16 61 |
08/03/2016
M17 31/12/2014 63 46,XY[10] 1l
M18 10/02/2016 66 46,XY[20] |
08/10/2013 46,XY[12]/42-45,XY,-8,-11,-14,-18,+mar,Cx[8]
M19 10/04/2014 63 46,XY[20] I
14/05/2014
M20 22/05/2014 65 46,XY[20] 1
27/02/2013 46,XX[20]
07/11/2013 46,XX[20]: una metafase 46,XX, add(2)(g25)(1)
M21 60 |
28/05/2014 46,XX[20]
05/11/2014 46,XX[20]
M22 25/04/2016 66 46,XY[20] I
M23 11/11/2014 68 46,XX[20] 1l
M24 20/02/2014 74 46,XX[15]/41-44,XX,-9,-19,-21[5] |
22/04/2015 46,XY[20]
M25 29/04/2015 75 46,XY,16qh+[20] I
23/02/2016 46,XY[20]
15/09/2015 46,XY[20]
M26 76 1l
17/05/2016 46,XY[20]

a) Casilleros blancos= no se realizé analisis citogenético

b) 0=Negativo para prueba citogenética realizada

¢) 1=Positivo para prueba citogenética realizada
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Anexo 2. Prueba t para dos muestras suponiendo varial

Variable 1  Variable 2

Media 38,5 23,0434783
Varianza 578,3 333,407115
Observaciones 6 23

Diferencia hipotética de las

medias 0,5
Grados de libertad 7
Estadistico t 1,42038272
P(T<=t) una cola 0,09923424
Valor critico de t (una cola) 1,89457861
P(T<=t) dos colas 0,19846849

Valor critico de t (dos colas) 2,36462425




Anexo 3. Prueba de normalidad Shapiro-Wilk

Shapiro-Wilk
Citogenética Estadistico | gl | Sig.
Hemoglobina | Hiperdiploides 935 41,623
No-Hiperdiploides ,959| 181,583
Plaquetas Hiperdiploides ,883| 41,350
No-Hiperdiploides 923 18] ,145
Linfocitos Hiperdiploides 961 | 4,787
No-Hiperdiploides ,847 | 18] ,008
Urea Hiperdiploides ,857| 41,251
No-Hiperdiploides ,857 | 181,011
Creatinina Hiperdiploides 971 41,849
No-Hiperdiploides ,752 ] 18] ,000
Calcio Hiperdiploides 993 41,970
No-Hiperdiploides ,359 | 18] ,000
Albumina Hiperdiploides 972 41,853
No-Hiperdiploides ,958| 18] ,560
LDH Hiperdiploides 7721 41,061
No-Hiperdiploides ,895| 181,047
B2M Hiperdiploides 858 | 41,252
No-Hiperdiploides ,612| 18] ,000
Proteinas Hiperdiploides ,968| 41,827
No-Hiperdiploides ,972| 181,830
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