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1. Introduccion

Las gammapatias monoclonales representan un grupo de diversos trastornos
caracterizados por la proliferacién de un clon de células plasmaticas (CP) que tienen la capacidad
de producir una inmunoglobulina o un fragmento de ella, que puede detectarse en sangre y/u
orina en forma de una banda de caracter homogéneo o componente monoclonal (M) en el
proteinograma electroforético®.

Las Neoplasias de Células Plasmdticas (NCP) incluyen un amplio espectro evolutivo,
iniciando con una fase premaligna, denominada “Gammapatia Monoclonal de Significado
Incierto (MGUS)”, caracterizada por la aparicién de una poblacion clonal de CPs con secrecion
de una gammaglobulina clonal, que puede evolucionar posteriormente a una fase denominada
“Mieloma Multiple Indolente, Quiescente, Smoldering o Asintomatico (SMM)” y finalmente al
“Mieloma Muiltiple Sintomatico(MM)”2.

El MM representa el 1,5% de todas las neoplasias y el 15% de las hemopatias malignas,
teniendo el segundo lugar tras el linfoma. Es mds frecuente en la poblacién adulta con una
mediana de edad entre los 69 y 70 afios. Es una enfermedad de prondstico muy heterogéneo y
dificil de predecir. Por otra parte, se estima que el 3% de los individuos mayores de 50 afios
presenta una MGUS. En la citogenética, la caracteristica de esta enfermedad es la presencia de
cariotipos altamente complejos, poseyendo alteraciones tanto estructurales como de ploidia
que suelen ser acumulativas con la progresion?®.

En el aspecto epidemioldgico, segun datos de EEUU, su incidencia es de 56 casos nuevos
por cada milldn de habitantes y afio. Ademads, se sitia como la décima causa de muerte por
cancer en numeros absolutos (3,8 muertes por cada 100000 habitantes y afio). Solo un 15% de
los casos se diagnostica antes de los 50 afios. No hay diferencias relevantes en la incidencia por
sexo y origen étnico>.

El analisis mediante Citometria de Flujo (CMF) brinda informacidn en diversos aspectos
de la patologia, como ser la descripcion del inmunofenotipo, la clonalidad, el prondstico, la
ploidia, indices de proliferacién y apoptosis, y la deteccidn de la presencia de CPs atipicas en
sangre periférica. Por lo tanto, la CMF resulta una herramienta sumamente Util para*:

1. Identificacion, cuantificacidn y caracterizacion de las células plasmaticas

2. Deteccién de monoclonalidad

3. Diagnéstico diferencial de las entidades nombradas

4. Estimacidon de marcadores de utilidad pronostica

5. Evaluacion de la respuesta terapéutica y la progresion de la enfermedad

mediante estudios de Enfermedad Minima Residual (EMR)

El presente trabajo fue realizado en el marco de la asignatura “Practica Optativa”,
comprendida en el Plan de Estudios 2009 para la Carrera de Bioquimica de la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales y Agrimensura de la Universidad Nacional del Nordeste.

El enfoque metodoldgico fue de tipo cuali-cuantitativo, retrospectivo, transversal y
analitico. El objetivo del mismo fue el de estudiar por primera vez la prevalencia de las
Neoplasias de Células Plasmaticas procesadas en el Area de Citometria de Flujo —
Oncohematologia del Laboratorio Central de Redes y Programas de la Ciudad de Corrientes, en
el periodo enero 2013-septiembre 2024, teniendo en cuenta el estudio inmunofenotipico de
muestras de médula dsea.
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2. Objetivos

2.1. Generales

e Proporcionar a los alumnos una formacién tedrica y practica en los fundamentos y
técnicas basicas de la citometria de flujo.

e Conocer la prevalencia de las Neoplasias de Células Plasmaticas en la poblacidon
estudiada en el Laboratorio Central de Redes y Programas de la Provincia de Corrientes.

e Posibilitar un mayor desarrollo de competencias en aspectos no tradicionales del perfil
profesional y que presentan una importante demanda: area de Citometria de Flujo —
Oncohematologia.

2.2. Especificos

e Iniciacion en técnicas utilizadas en citometria de flujo.

e Aprendizaje de habitos de trabajo correctos y adquisicion de habilidades para el futuro
uso de estas técnicas.

e Adquirir entrenamiento en la utilizacién de una citometria de flujo.

e Adquirir conocimiento tedrico acerca de la fisiopatologia de las Neoplasias de Células
Plasmaticas.

e Determinar la prevalencia de las Neoplasias de Células Plasmaticas en la poblacion
estudiada en el Laboratorio Central de la Provincia de Corrientes.

e Registrar y comparar los resultados obtenidos.

e Elaborar conclusiones.

3. Marco Teorico

3.1. Ontogenia de Linfocitos B y Diferenciacion a Células Plasmaticas
Al igual que el resto de los componentes celulares del sistema inmunitario, los linfocitos
B se originan a partir de un precursor comun denominado stem cell o célula madre pluripotente
hematopoyética (CMPH). Estas tienen la capacidad de autorrenovarse y de dar lugar a distintos
tipos celulares. A partir de esta, se diferencian los dos primeros progenitores, el progenitor
mieloide comuny el progenitor linfoide comun (PLC), siendo de este ultimo del cual se generaran
los linfocitos By T°.

De forma general, se establece que la maduracion de los linfocitos B tiene lugar en dos
estadios diferentes y en dos localizaciones distintas: la diferenciacién de precursores de células
B desde la stem cell hasta los linfocitos B maduros naive, que ocurre en la médula dsea (MO); y
la maduracion a células de memoria/efectoras, que tiene lugar en los drganos linfoides
secundarios (ganglios linfaticos (GL), bazo y tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) y MO®.

La ontogenia B ocurre en la MO y depende de la presencia de células estromales. Estas
ultimas, no solo tienen funciones de sostén, sino que también sintetizan factores de crecimiento
que tienen un papel critico al estimular la diferenciacién y proliferacién de los precursores B>.

Las claves durante la maduracion de los linfocitos B son el reordenamiento y expresion
de los genes de Inmuglobulina (Ig) en un orden preciso, la seleccidon y proliferacion de los
linfocitos B en desarrollo en el punto de control del prerreceptor para el antigeno, y la selecciéon
del repertorio de linfocitos B maduros’.
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3.1.1. Estadios del Desarrollo del Linfocito B
Durante la maduracién, las células del linaje linfoide B atraviesan estadios distinguibles,
caracterizados por diferentes marcadores de superficie celular y un patrén especifico del gen de
la Ig>’. Basdndonos en esto, se han identificado cinco compartimentos madurativos de células B
en la MO: precursores pro-B, pre-B-I, pre-B-Il, linfocitos B inmaduros (o transicionales) y células
B naive®.

A continuacidn, se describen los cambios ocurridos y las caracteristicas propias de cada
estadio. Al finalizar este apartado se exponen los Cluster of Differentiation (CD) expresados en
cada uno.

° Pro-Linfocito B (Pro-B)

Representa el primer estadio comprometido en la linea de diferenciacion de linfocitos B
y conservan la capacidad de autorrenovarse. Estos no producen Ig, pero pueden distinguirse de
otras células inmaduras por la expresion de moléculas de superficie restringidas al linaje B, como
CD19 y CD10’. Tras la interaccién de IL-7 con su receptor promueve la produccién de varios
factores de transcripcién que induce la sintesis de la enzima TdT y el gen activador de la
recombinacidn (RAG), por lo que se sintetizan las proteinas RAG-1 y RAG-2, involucradas en la
recombinacidn génica del locus de la cadena pesada de la Ig (IgH)®’. El reordenamiento es un
acontecimiento critico en la expresién de Ig y caracteristico de este primer estadio, porque solo
el gen reordenado se transcribird®’. La enzima TdT se sobreexpresa, ya que se encarga de
catalizar la adicion sin plantilla de los nucleétidos N de la unidn, principalmente cuando se da la
recombinacién VDJ del locus IgH, para luego disminuir una vez reordenada la cadena ligera®’.

Si el reordenamiento resulta productivo, el ARNm de la cadena p es traducido, llevando
a la sintesis de la cadena Hu que se expresara en la superficie del siguiente estadio. Alrededor
de la mitad de los pro-linfocitos B producen reordenamientos productivos del locus IgH al menos
en un cromosoma, y pueden asi sintetizar la cadena L, solo estas sobreviven y contintan el
proceso de diferenciacién®’.

° Pre-Linfocito B (Pre-B)

Una vez obtenido el reordenamiento productivo de la cadena Hu de la Ig y esta se
expresa en la superficie, se considera que el precursor se ha diferenciado al estadio de pre-
linfocito B, pero aun no posee el reordenamiento del locus de la cadena ligera. En la superficie,
Hu se encuentra asociada a otras proteinas en un complejo llamado receptor del pre-linfocito B
o pre-BCR, el cual ejerce importantes funciones en la maduracién del linfocito B’.

En el pre-BCR, Hyu se encuentra asociada con las proteinas pre-B A5 y pre-B V. Estas son
conocidas como sustitutos de las cadenas ligeras, ya que tienen una estructura homdloga aky
A, siendo estas invariantes (idénticas en todos los pre-linfocitos B) y se sintetizan solo en el
pasaje de linfocitos pro-B a pre-B. Las proteinas de transduccidn de sefiales Iga e Igp conforman
un heterodimero que termina de conformar el pre-BCR. Este complejo proteico envia sefiales
responsables de la expansién proliferativa del linaje B en MO. Al dia de hoy, se desconoce el
mecanismo de activacion del mismo, aunque el consenso actual indica un funcionamiento
independiente del ligando, activdndose por el proceso de ensamblaje. A su vez, representa el
primer punto de control en la ontogenia B, ya que es necesaria la presencia de numerosas
moléculas transmisoras ligadas al pre-BCR para lograr la transicién adecuada del estadio pro-B
al pre-B. La tirosin kinasa de Bruton (Btk) se activa como consecuencia de la activacion del pre-
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BCR, y resulta necesaria para las sefiales transducidas por este receptor que median la
supervivencia, la proliferacién y la maduracién en el estadio pre-B y posteriores’.

Por otra parte, el pre-BCR también tiene inferencia en el reordenamiento adicional de
los genes de Ig. En primer lugar, si HU logra conformar el pre-BCR se inhibe irreversiblemente el
reordenamiento de la IgH en el otro cromosoma a través de la supresién de RAG-1 y RAG-2, y
de no ser productivo el reordenamiento permite completar el reordenamiento VDJ en locus IgH
del otro cromosoma. Este fendmeno se conoce como exclusion alélica, y es fundamental en la
tolerancia inmunoldgica, ya que permite expresar solo un tipo de receptor manteniendo la
especificidad clonal*’.

Tras varios ciclos de expansidn proliferativa, se obtiene entonces un mayor nimero de
células con un reordenamiento Hu productivo, y es en estas células hijas donde se vuelven a
expresar RAG-1 y RAG-2 estimulando el reordenamiento del gen de la cadena ligera k. Sin
embargo, para esto Ultimo no es absolutamente necesaria la expresién de la cadena H®”.

Por ultimo, las sefiales del pre-BCR inactivan la expresion del gen de los sustitutos de
cadena ligera a medida que los pre-linfocitos B maduran®’.

El reordenamiento del locus de la cadena liviana se produce de manera secuencial hasta
lograr un reordenamiento productivo no autorreactivo. Comienza por el locus k del primero
cromosoma, luego el del segundo cromosoma, continuando por el Jocus A de la misma manera.
Como resultado de este proceso, un clon de linfocitos B puede expresar solo uno de los dos tipos
de cadenas ligeras, conociéndose este fendmeno como exclusion de isotipo de cadena ligera’.
Se estima que normalmente un 65% de los pre-linfocitos B logran un reordenamiento exitoso
de la cadena Lk, mientras que el restante 35% presenta reordenamientos productivos de la
cadena LA°.

° Linfocitos B inmaduros

Una vez que se logra sintetizar la cadena liviana, la IgM logra conformarse
completamente y se expresa en su superficie, por lo que el precursor se ha diferenciado a
linfocito B inmaduro. Las moléculas de IgM ensambladas se expresan en la superficie celular
asociadas a Iga e IgB, donde funcionan como receptores especificos para los antigenos,
denominandose BCR. En las células que no son fuertemente autorreactivas, el BCR proporciona
sefiales supervivencia y de inactivacion de la expresién del gen RAG, lo que impide un mayor
reordenamiento génico de Ig. Los linfocitos B inmaduros no proliferan ni se diferencian en
respuesta a los antigenos. De hecho, si reconocen antigenos propios con alta avidez, puede
ocurrir la edicion del receptor o bien inducirse un proceso de apoptosis. Este punto resulta
fundamental en la seleccidon negativa de los linfocitos B fuertemente autorreactivos. En
contraste, los que no son fuertemente autorreactivos abandonan la MO vy finalizan su
maduracion en el bazo antes de migrar a otros érganos linfaticos periféricos®’. Este proceso es
denominado tolerancia central B°.

° Linfocitos B maduros

Solo un pequefio porcentaje de los linfocitos B inmaduros logra emigrar de la médula
dsea para continuar su maduracidon en el bazo®, donde pasan rédpidamente a través de dos
estadios de transicion para luego comprometerse en el desarrollo hacia los linfocitos B de la
zona marginal o hacia los linfocitos B foliculares dependiendo de la afinidad del BCR por los
antigenos propios’. En estos estadios transicionales, los BCR son evaluados nuevamente y sufren
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un proceso de seleccidn negativa dependiente de la afinidad del reconocimiento de antigenos
en el bazo, lo que se denomina tolerancia periférica B.

La mayoria de los linfocitos B maduros pertenecen al subgrupo de linfocitos B foliculares
y co-expresan IgM e IgD. La co-expresidon de estos dos tipos de Ig se acompaia de la capacidad
de recircular y de la adquisicién de competencia funcional, siendo este el motivo por el que los
linfocitos B IgM+ IgD+ se los llama Linfocitos B maduros. Los linfocitos B foliculares también se
llaman a menudo linfocitos B re-circulantes, porque migran desde un érgano linfatico al
siguiente y residen en nichos conocidos como foliculos’.

El reconocimiento del antigeno por parte del linfocito B maduro IgM+ IgD+ lleva a la
proliferacién y diferenciacion, pero no a la edicién del receptor ni a la apoptosis. Como resultado
de una elevada afinidad entre el BCR y un antigeno, estos se activan en los tejidos linfaticos lo
que lleva a respuestas inmunitarias humorales. Los linfocitos B foliculares producen la mayoria
de las respuestas de anticuerpos que dependen de linfocitos T helpers frente a antigenos
proteicos’.

3.1.2. Diferenciacién a Células Plasmaticas
Las CPs representan el ultimo estadio de diferenciacién, encontrandose comprometidas
en la produccién abundante de anticuerpos. Se generan tras la activacién de los linfocitos B a
través de seiiales del BCR, el CD40, el TLR y otros receptores como los de citoquinas como IL-21,
existiendo dos tipos de células plasmaticas’.

Algunos linfocitos B foliculares abandonan el primer foco de proliferacién y se dirigen a
los cordones medulares del ganglio linfatico y se diferencian en plasmocitos de vida media corta,
los cuales se encargan de la produccidn de los primeros anticuerpos de la respuesta humoral,
de clase IgM>’. Las células plasmaticas de vida corta se generan durante las respuestas T
independientes y durante las respuestas T dependientes en los focos de linfocitos B
extrafoliculares. Se suelen encontrar en oérganos linfaticos secundarios y en tejidos
extralinfaticos periféricos’.

Si bien los anticuerpos producidos por las células plasmaticas de vida corta del foco
primario cumplen un papel protector importante, la diferenciacidon de los linfocitos B en el
centro germinal provee al individuo de anticuerpos mas eficaces para el control de patdgenos,
ya que alli se produce la hipermutacion somatica y el switch de isotipo, lo que permite obtener
anticuerpos de mayor afinidad por el antigeno y de isotipos diferentes de IgM>.

La mayoria de linfocitos B provenientes del primer foco de proliferacién, migran hacia el
interior del foliculo primario, donde contindan proliferando de forma muy activa, dando lugar al
centro germinal. Es importante destacar, que la formacién del centro germinal no solo se da en
los ganglios, sino también en otros tejidos linfaticos secundarios como el bazo y las placas de
Peyer. Estos linfocitos B proliferantes se los conoce como centroblastos, y debido a su rapida
expansion desplazan a los linfocitos B en reposo. Es asi, que se conforma una “zona oscura”
donde se encuentran los centroblastos en divisidon activa, y una “zona clara” compuesta por
células dendriticas foliculares, linfocitos Tfh y linfocitos B. Cuando el centroblasto pierde la
capacidad de proliferacion y abandona la zona oscura del centro germinal, se transforma en
centrocito®.
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Los centrocitos que han sobrevivido al proceso de seleccion, es decir aquellos de mayor
afinidad, dan lugar a dos tipos de células: los plasmoblastos, que abandonan el centro germinal
para completar su diferenciacion en CPs productoras de Ig de alta afinididad, y linfocitos B de
memoria®. Los plasmoblastos se encuentran principalmente en circulacién, donde pueden
identificarse como células secretoras de anticuerpos que no expresan CD20 (marcador de
linfocitos B maduros)’.

Una vez que los plasmoblastos se situan en la MO, dan lugar a los plasmocitos de vida
corta (pocos dias) o de vida larga (meses o afios). Entre el 10 y el 20% de los plasmoblastos se
transforman en plasmocitos de vida larga, los cuales a través de citoquinas logran sobrevivir
durante largos periodos, pudiendo durar hasta toda la vida del individuo®’. Por lo tanto, los
plasmocitos de vida larga se generan en respuestas del centro germinal dependientes de T
frente a antigenos protéicos’.

Tras 2 a 3 semanas post-inmunizacién con un antigeno T dependiente, la MO se
convierte en un lugar importante de produccién de anticuerpos, siendo estos secretados
durante meses o incluso afios después de que el antigeno ya no esté presente. Se calcula que
aproximadamente la mitad de los anticuerpos circulantes en la sangre de un adulto sano lo
producen células plasmaticas de vida larga y son especificos frente a antigenos que se
encontraron en el pasado. Es importante recalcar que las células plasmaticas maduras no
recirculan’. El nimero de nichos de plasmocitos de vida larga es limitado, estimandose que en
el hombre el nimero total es de 10° nichos en la MO, por lo que cada plasmoblasto deberd
desplazar a una CP ya establecida®.

3.1.3. Células Plasmaticas
Las CPs normales de MO no expresan la mayoria de los antigenos asociados al linaje B
(CD5, CD20, CD22, CD23, CD24, CD25, CD79b) excepto CD19, CD21, CD27 y CyCD79a. Una
proporcién variable de los plasmocitos puede expresar en la membrana marcadores asociados
a otras lineas hematopoyéticas, como CD13, CD28, CD33 y CD56, y presentar positividad para
las moléculas de adhesion de la familia de las tetraspaninas CD9, CD53, CD63 y CD81°.

La supervivencia de los plasmocitos en la médula dsea se encuentra estrechamente
vinculada con el estroma, siendo los principales estimulos: BAFF (B-cell activation factor), APRIL
(a proliferation induced ligand), IL-6 y CXCL12°.

En los adultos sanos se detecta de forma sistemadtica la presencia de un pequefio
numero (y proporcién) de células con caracteristicas morfolégicas, fenotipicas y funcionales
superponibles a las de las CPs que representan aproximadamente el 1-3% de todas las células B
en sangre periférica. Se cree que la mayoria de estas células son plasmoblastos recién generados
qgue han pasado a la sangre desde los tejidos linfoides secundarios, dirigiéndose a un nicho de
MO, MALT o a focos inflamatorios®.

Desde el punto de vista inmunofenotipico se han identificado algunas diferencias entre
las células plasmaticas que se encuentran en los nichos de la MO y los plasmoblastos/CP
circulantes de sangre periférica. Estas ultimas muestran expresién heterogénea de CD20 y
CD138, expresion débil pero homogénea de CD19 y CD45 en ausencia de CD56, y expresan
niveles ligeramente mds bajos de CD38 que las CPs de la MO. Ademas, al contrario que las CPs
de MO que son slg- (Inmungolobulina de superficie negativas), mas del 75% de los plasmoblastos
/CP circulantes expresan slg de forma débil®.
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La diferenciacion de los linfocitos B en CPs secretoras de anticuerpos implica
alteraciones estructurales importantes de los componentes del reticulo endopldsmico y de la via
secretora, y un aumento de la produccién de Ig, asi como un cambio en las cadenas pesadas de
lg de la forma membranaria superficial a la secretada. La célula aumenta su tamafo
significativamente (lo que se correlaciona con un Forward Scatter elevado), y la relacién
nucleo/citoplasma por observacion microscopica incrementa notablemente. El reticulo
endopldasmico se hace llamativo, y la célula secretora termina compartiendo pocas
caracteristicas con el linfocito B’.

Tabla 1. Marcadores (Clusters of Differentiation: CD) presentes en los estadios de maduracion y
diferenciacidén de los plasmocitos.

LB LB
maduro maduro Centroblasto
naive naive

LB

Pre-B-1 Pre-B-ll Plasmoblasto Plasmocito

inmaduro

CD34 CD34
cp38" cp3g8"  cD38 CcD38 CD38 cD38M cD38M
CD45" (CD45"°  CD45 CD45M CD45M CD45M CD45 CcD45
Tdt Tdt (Tdt)
CD22 (D22 CcD22 CcD22 CcD22h CcD22h
CcD19 CcD19 CcD19 CcD19 CcD19 CcD19 CcD19 CcD19
cbio®  cD10 CcD10'" CcD10
CcD20*/" CD20 CD20 CD20 CD20 CD20*"
cylg slgM slgM/D | sigM/D slg'° * slgnee
cD23 CD23"e8
CD5"es
CD27 cD27M cD27
CcD138*" CD138

Fuente: Barrena Delfa, S. (2011). Nuevas estrategias inmunofenotipicas aplicadas al diagndstico y
clasificacion de sindromes linfoproliferativos crénicos. Universidad de Salamanca. *slgM, slgG, slgA, slgD
o slg neg.

3.2. Fundamentos de la Citometria de Flujo
La Citometria de Flujo (CMF) es una tecnologia que permite analizar rapidamente células
individuales o particulas suspendidas en una solucion buffer salina que mediante un flujo
homogéneo son interceptadas por uno o varios laseres. Cada particula es analizada teniendo en
cuenta la dispersion en el espectro visible, como asi también multiples parametros de emision
fluorescente®.

Para lograr lo expuesto anteriormente, el citometro de flujo cuenta que con tres
sistemas: un sistema de fluidos encargado de lograr el flujo homogéneo de las células o
particulas por enfoque hidrodindmico; un sistema Jptico, compuesto por fuentes de luz laser,
filtros y espejos polarizadores, que logra clasificar las sefiales de emisidn o dispersion, las cuales
seran captadas por tubos fotomultiplicadores que las traducen en sefiales eléctricas para ser
interpretadas por el sistema electrénico a través de un software®.
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Existen dos conceptos claves a la hora de interpretar el funcionamiento del citdmetro
de flujo:

e  Particula: termino usualmente empleado para denominar a aquello que fluye a
través del citémetro y resulta de interés.

e FEvento: toda sefial que el citdmetro interprete, correcta o incorrectamente,
como una particula.

3.2.1. Sistema de Fluidos
La celda de flujo o Flow cell presenta una forma cdnica, de manera que al ingresar la
muestra a la misma una corriente del fluido del sistema (Sheat Fluid) provoca un enfoque
hidrodindmico arrastrando las células o particulas en estudio hacia el centro del flujo.
Idealmente, el objetivo de este sistema es lograr que las células sean interceptadas

individualmente por los lseres en el sitio de analisis>°.

La diferencia de presiones entre el fluido del sistema y la muestra que ingresa es la
responsable de determinar el didmetro del flujo de corriente, lo que se conoce como core. Por
ello, un flujo de muestra alto permite obtener la informacién mas rapidamente, pero esta
presenta menos resolucién. En cambio, un flujo de muestra bajo, asegura el paso Unico de cada
particula en estudio por lo que es utilizada en ensayos que se requiere una alta resolucién como
ser los analisis de Enfermedad Minima Residual®. Sin embargo, el flujo también puede contener
agregados celulares conocidos como clumps, o bien si el flujo es elevado o la concentracion de
células lo es puede darse la probabilidad de que mas de una célula coincida en el sitio de analisis,
lo que se conoce como pseudo-clumps, por lo que ambas son fuentes de error'?.
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Figura 2. Representacion del enfoque hidrodinamico dentro de la celda de flujo a bajo y alto flujo de
muestra. Fuente: Becton, Dickinson & Company. (s.f.). BD FACSCanto Il Flow Cytometer Reference
Manual.

3.2.2. Sistema Optico
Las células marcadas con anticuerpos monoclonales conjugados con fluoréforos son
incididas por uno o mas laseres en el sitio de analisis, siendo estos la fuente de luz de eleccién
ya gque tienen una longitud de onda especifica. El citémetro FACS Canto Il cuenta con tres fuentes
de emision de luz, una violeta de 405nm, una azul de 488nm y una roja de 633nm. La luz
dispersada o emitida por las células o particulas es colectada, filtrada y convertida en una seial
eléctrica a través de tubos fotomultiplicadores®.
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Figura 3. Representacion esquematica del sistema optico de un citdmetro de flujo.
Fuente: Becton, Dickinson & Company. (s.f.). BD FACSCanto Il Flow Cytometer Reference Manual.

Mediante filtros dpticos este sistema logra modificar la distribucién espectral de la luz
dispersada y la fluorescencia dirigiendolas hacia los detectores. Cuando los fotones se
encuentran con un filtro dptico, estos pueden transmitirlos, absorberlos o reflejarlos®.

Existen dos tipos de filtros:

e Longpass Filters (LP): permiten el paso de longitudes de onda mayores que las del filtro.
Por ejemplo, un filtro 500LP permite el paso de longitudes de onda mayores a 500nmy

absorbe o refleja las menores a la misma®.

e Bandpass Filters (BP): este tipo de filtros, transmiten la luz en un rango de longitudes de
onda relativamente estrecho. En su nomenclatura, el primer nimero indica el centro del
rango y el segundo la amplitud del ancho de banda. Por ejemplo, un filtro 500/50BP esta
centrado en 500nm y transmite longitudes de onda de entre 475 y 525nm°.
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Figura 4. Filtros polarizadores. A: Longpass Filter. B: Bandpass Filter.

bandpass
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Fuente: Becton, Dickinson & Company. (s.f.). BD FACSCanto Il Flow Cytometer Reference Manual.

Dependiendo de la configuracion de estos, el sistema dptico del citometro de flujo logra

clasificar las sefiales luminosas emitidas por los fluoréforos para que cada una llega a un tubo
fotomultiplicador (detector) diferente. Es asi, que el citémetro FACS Canto Il cuenta con tres

arreglos de detectores, uno octagonal y dos trigonales. En el octagonal se recogen las sefales
obtenidas de la incidencia del laser azul (488nm) sobre las particulas, detectando las
fluorescencias de FITC, PE, PerCP-Cy5.5, PE-Cy7 y SSC. Uno de los trigonales, detecta las sefiales
provenientes de la excitacion de los fluoréforos APC y APC-Cy7 con el laser rojo (633nm). Por
ultimo, el segundo arreglo trigonal, recolecta las sefiales de los fluoréforos excitados con el laser
violeta (405nm), V450 (equivalente a Pacific Blue) y V500 (de espectro similar a AmCyan)®.
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488 nm blue laser 633 nm red laser 405 nm violet laser

Figura 5. Arreglos de fotodetectores. Citdmetro FACS Canto Il - BD.
Fuente: Becton, Dickinson & Company. (s.f.). BD FACSCanto Il Flow Cytometer Reference Manual.

3.2.2.1. Parametros de Estudio
Luz dispersada

Cuando una particula atraviesa el sitio de analisis la luz incidente es dispersada en todas
las direcciones. De esta dispersion se pueden obtener dos parametros importantes:

e Forward Scatter (FSC): es la luz dispersada estrictamente en la misma direccion del haz
de luz, por lo que el fotodetector se encuentra a 180° respecto del angulo de incidencia.
FSC indica las diferencias relativas en el tamafio de las células o particulas®.

e Side Scatter (SSC): este fotodetector se encuentra ubicado a 90° respecto del angulo de
incidencia, por lo que colecta la luz dispersada perpendicularmente. En este caso, la
sefial se encuentra relacionada a las diferencias relativas de complejidad interna o
granularidad de las células®.

Fluorescencia

Al atravesar el haz de luz las células o particulas marcadas con anticuerpos monoclonales
conjugados con fluoréforos, estos absorben fotones pasando a su estado excitado. Al regresar
a su estado basal, estos son capaces de emitir un haz de luz de una longitud de onda mayor a la
que absorbieron. Este fendmeno se conoce como fluorescencia®. Teniendo en cuenta el tamafio
del sitio de anadlisis y el tiempo que la particula reside en el mismo, un fluoréforo puede absorber
y emitir luz aproximadamente mil veces??.

Diferentes fluoréforos emiten haces de diferentes longitudes de onda, por ejemplo,
PerCP y FITC pueden absorber la luz proveniente del laser azul (488nm) pero emiten a 675nm vy
530nm respectivamente. Esta diferencia de excitacidon y emisidon permite que con un mismo
laser se puedan excitar mas de un fluorocromo?®.

Los fluorocromos utilizados habitualmente en un citdmetro de 8 canales de
fluorescencia son: FITC (Fluorescein isothiocyanate), PE (Phycoerythrin), PerCP-Cy5.5 (Peridin
chlorophyll protein-Cyanine5.5), PE-Cy7 (Phycoerythrin-Cyanine7), APC (Allophycocyanin), APC-
Cy7 (Allophycocyanin-Cyanine7), V450 (PacificBlue) y V500 (AmCyan).
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Figura 6. Espectros de absorcion de los diferentes fluorocromos utilizados.
Fuente: Becton, Dickinson & Company. (s.f.). BD FACSCanto Il Flow Cytometer Reference Manual.

3.2.3. Sistema Electrénico
Dentro del tubo fotomultiplicador, el haz de luz es convertido en una senal eléctrica,
llamada pulso. Cada pulso comienza cuando la particula ingresa al haz del Iaser, alcanzando un
maximo de intensidad al ubicarse en el centro y decayendo nuevamente en su salida®. Los pulsos
son recibidos por una computadora, traduciéndolos en gréaficos e histogramas®®.

laser beam =
\ £
f=
]
=
=
c
N S /
particle T @
time
=z
[2]
c
3z
£
T S|
| oy
=
[
time
=
G
j
=
E
T =
joy
=2
wvy
time

Figura 7. Fases del pulso de seiial.
Fuente: Becton, Dickinson & Company. (s.f.). BD FACSCanto Il Flow Cytometer Reference Manual.

Los graficos mas comunmente utilizados son los histogramas y los dispersogramas,
graficos de puntos o dot-plot. Los histogramas muestran la intensidad de la expresion de un
marcador respecto del nimero de eventos, siendo un desplazamiento a la derecha indicativo de
una mayor expresion y la altura del pico de la frecuencia de las células que presentan el
marcador con esa intensidad. El drea bajo la curva contiene entonces a las células analizadas.
Por otra parte, los dot-plot muestran la relacién la relacidon entre dos marcadores diferentes,
siendo cada punto un evento. Por lo que el desplazamiento del punto en uno y/u otro eje indica
la expresién de cada marcador en estudio®.
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Otros graficos también utilizados son los de densidad, que, con base a la expresién de
dos marcadores, muestran la frecuencia relativa de las poblaciones. Son ejemplos los graficos
de cebra, pseudocolor o de contornos. Ademas, los dispersogramas 3D son equivalente a los de
dos dimensiones, pero comparan las poblaciones con respecto a la expresiéon de tres
marcadores. Los histogramas también pueden representarse en tres dimensiones, comparando
la expresién de dos marcadores respecto del nimero de eventos®.
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Figura 8. Representaciones graficas mas utilizadas. A: dispersograma o dot-plot. B: Histograma
Fuente: Perez Lara, J. C., Santiago Cruz, W., Romero Ramirez, H., & Rodriguez Alba, J. C. (2018).
Fundamentos de la Citometria de Flujo: Su aplicacidn diagndstica en la investigacion biomédica y clinica.
Revista Médica de la Universidad Veracruzana, 8(2), 41-52.

3.2.4. Inmunofenotipificacion

La inmunofenotipificacidon es una de las aplicaciones mds utilizadas de la CMF. Esto se
debe a que esta técnica permite el analisis simultaneo de diversas poblaciones teniendo en
cuenta multiples parametros fluorométricos. Para ello se utilizan anticuerpos monoclonales
conjugados con fluordforos, los cuales se encuentran dirigidos contra ciertos antigenos que
pueden estar expresados en la superficie celular, llamados CD (Cluster of Differentiation) como
por ejemplo CD38, o intracitoplasmaticamente como lo son las cadenas livianas kappa y
lambda®.

La mayoria de las células del sistema inmune poseen CDs especificos que definen una
determinada poblacidn celular. Estos marcadores son llamados marcadores de linaje y suelen
estar asociados a una poblacion especifica de células, lo que permite identificarlas para luego
profundizar el andlisis desde otros parametros. Por ejemplo, CD19 para linfocitos B, CD3 para
linfocitos T o CD56 para linfocitos NK&.

Ademas, se pueden utilizar otros marcadores que permiten caracterizar a la poblacién,
como ser marcadores de activacion (CD69, CD25, CD62L), de memoria inmunolégica (CD27,
CD45R0), de proliferacién (Ki67) o antigeno-especificos (como los tetrdmeros MHC). También
se pueden evaluar citoquinas o receptores de quimiocinas®.
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3.3. Neoplasias de Células Plasmaticas

Las Gammapatias Monoclonales (GM) constituyen un grupo de condiciones clinicas
caracterizadas por la presencia de una inmunoglobulina monoclonal o un fragmento de ella,
detectable en sangre periférica y/u orina, conocida como componente monoclonal (M). Las GM
pueden estar causadas por procesos linfoproliferativos crénicos de linfocitos B, como es el caso
del linfoma linfoplasmocitico secretor de IgM (Macroglobulinemia de Waldestrém). Sin
embargo, las Neoplasias de Células Plasmaticas (NCP) son el principal exponente clinico de las
GM. Las NCP se deben a la proliferacion y acumulacién de células plasmaticas clonales de
fenotipo aberrante (CPa) en la médula dsea, e incluyen al mieloma multiple (MM), el
plasmocitoma (6seo o extramedular) y la leucemia de células plasmaticas (LCP, mucho menos
frecuente). Sin embargo, las afecciones asintomaticas, como la gammapatia monoclonal de
significado incierto (MGUS: Monoclonal Gammapathy of Uncertain Significance), presentan una
mayor prevalencia®.

El MM constituye el prototipo de GM maligna, y se caracteriza por la proliferacion
neopldsica de un clon de células plasmaticas que produce una inmunoglobulina de caracter
monoclonal®. Esta entidad representa el 1,5% de todas las neoplasias y el 15% de las hemopatias
malignas, teniendo el segundo lugar tras el linfoma. Es mas frecuente en la poblacién adulta con
una mediana de edad entre los 69 y 70 afios. La incidencia aumenta progresivamente con la
edad alcanzando un pico entre los 50 y 70 afios, siendo rara su presentacion antes de los 35
anos. La edad media diagndstica del MM es de 70 afios, y solo el 37% de los pacientes son
menores de 65 anos. La presencia de un componente monoclonal (M) es un hallazgo frecuente
e incrementa su incidencia con la edad (1, 5y 10% en personas mayores de 50, 70 y 80 afios,
respectivamente). En la mayoria de los casos (60-70%) es un hallazgo casual y Unicamente unas
5 personas de cada 100000 desarrollardn una NCP. Por otra parte, se estima que el 3% de los
individuos mayores de 50 afios presenta una MGUS, siendo este un estadio de premalignidad al
MMZ34 En su fase terminal, el MM puede evolucionar hacia una forma extramedular,
denominada LCP Secundaria. Otras veces, la enfermedad puede progresar a una LCP aguda
primitiva®?.

Desde el punto de vista citogenético, esta enfermedad se caracteriza por presentar
cariotipos altamente complejos, poseyendo alteraciones tanto estructurales como de ploidia
que suelen ser acumulativas con la progresidn®.

Es una enfermedad de prondstico muy heterogéneo y dificil de predecir, ya que algunos
pacientes fallecen a las pocas semanas del diagndstico, mientras que otros viven mads de diez
afios, por lo que en el futuro, el tratamiento seguramente se adecuara a nuevos criterios
prondsticos®3.

3.3.1. Células Mielomatosa Maligna
Lo esencial de los procesos oncogénicos que conducen a la célula mielomatosa es que
no interfiere con la diferenciacion plasmatica normal. Las regiones variables de los genes de
inmunoglobulinas de las CPs mielomatosas son portadoras de numerosas hipermutaciones
somaticas, que con el tiempo parecen estables. Al igual que las CPs normales, las CPs malignas
se encuentran en intimo contacto con las células estromales y éseas del microambiente
medular??,

Pagina 16|70



En todos los estadios, la enfermedad es poco proliferante, asi en las MGUS, el indice de
proliferacién celular es inferior al 0,5%, en el MM es inferior al 1% y en los estadios avanzados
de la enfermedad, excepcionalmente alcanza el 5 al 10%2.

3.3.2. Fisiopatologia de las Neoplasias de Células Plasmaticas
El evento disparador del proceso maligno resulta ser la adquisicion de defectos o
aberraciones genéticas, pudiendo ser estos numéricos (hipoploidias o hiperploidias) o
estructurales (translocaciones, delecciones o ganancias de regiones), involucrando estas Ultimas
principalmente al locus de la cadena pesada de la Ig®.

Etiolégicamente, el enhacer o potenciador del locus de la cadena pesada de lalg (14932)
al translocarse puede afectar a ciertos oncogenes importantes que en todos los casos termina
con la desregulacion de los genes de ciclinas, de manera que las CPs resultan mas sensibles a
estimulos proliferativos o menos sensibles a la muerte por apoptosis, conduciendo a la
acumulacién clonal de estas®*3,

Cada vez son mas numerosos los estudios que otorgan un papel fundamental en el
desarrollo de la progresién de la enfermedad a las interacciones del microambiente medulary
las células mielomatosas, pues activaria rutas de sefializacion que median el crecimiento,
supervivencia, resistencia a farmacos y migracion de las CPa, asi como la osteoclastogénesis,
angiogénesis e inmunosupresion®. Se ha identificado la interleuquina-6 (IL-6) como el factor
crucial para la proliferacién de las células del mieloma, tanto in vitro como in vivo, ademas que
estimula la actividad osteocldstica. De hecho, los anticuerpos anti-IL-6 bloquean el crecimiento
de las CPs in vitro, y la proliferacion tumoral, tanto en lineas célulares mielomatosas como en
los pacientes que reciben tratamiento con dichos anticuerpos®.

La sintomatologia tipica del MM, como exponente de las NCP, se asocia a la sigla CRAB*:

e C: Hipercalcemina

e R:Lesién renal

e A:Anemia

e B: Lesiones osteoliticas (Bone: hueso)

La proliferacién de células mielomatosas interfiere en la produccién normal de células
en lamédula ésea, provocando una displasia que por lo general se manifiesta en anemia, aunque
en algunas ocasiones se observa también leucopenia y trombocitopenia®.

El dafo en la estructura dsea es la principal causa de morbilidad en el MM, lo cual se
debe a un disbalance entre la resorcidn dsea por parte de los osteoclastos y la regeneracion ésea
por los osteoblastos, siendo estos eventos constitutivos del proceso de modelado dseo en
cuanto a su estructura fisica. Las células mielomatosas secretan factores estimuladores de
osteoclastos (como RANK-L e IL-6) y factores inhibidores de osteoblastos (como DDK1 y
esclerotina), lo que trae como consecuencia la destruccidn exagerada del tejido dseo con la
consecuente fractura patoldgica, asociandose también a hipercalcemia. Esto a su vez, genera un
feedback que permite progresar la proliferacién de las células mielomatosas y la supresion del
sistema inmune, debido a la liberacién de IGF-1 y TGF-B durante la resorcién 6sea’**4,

Otras citoquinas implicadas en la patogénesis son el Factor de Necrosis Tumoral alfa
(TNF-a), la IL-10, el Factor de Crecimiento Insulinosimil-1 (IGF-1) y el Factor Estimulante de
Colonias Granulociticas-Monociticas (GM-SCF). El Factor de Crecimiento Vascular Endotelial
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(VEGF) es un potente factor angiogénico, responsable, por lo menos en parte, del importante
incremento de la angiogénesis observado en el MM. Esto Ultimo resulta un factor prondstico
adverso y constituye una diana terapéutica para nuevos agentes con propiedades
antiangiogénicas?.

También se encuentra descripta una alta tasa de infecciones en estos pacientes, por lo
que la primera manifestacién de la enfermedad en el 25% de los casos son infecciones
recidivantes®®.

3.3.3. Clasificacion de Neoplasias de Células Plasmaticas
3.3.3.1. Gammapatia Monoclonal de Significado Incierto (MGUS)

El MGUS es el trastorno de CPs mas frecuente y por ello es importante su correcto
diagndstico, pues en general no tiene implicaciones clinicas y muy pocas (1% al afio)
evolucionardn a estadios mas agresivos®. El hallazgo de un M en el suero o en la orina de un
paciente no implica necesariamente la presencia de una gammapatia monoclonal maligna (MM,
macroglobulinemia de Waldenstrém, amiloidosis, etc.)l. MGUS representa el estadio
premaligno del MM, presentdndose entre 3 y 4% de la poblacion mayor de 50 afios®®.

Esta entidad se caracteriza por:

e Presencia en suero de un componente M < 3g/dL

e Ausencia o minimas cantidades de cadenas ligeras en orina (< 50mg/dia) (Proteinuria de
Bence-Jones negativa o minima)

e Plasmocitosis medular inferior al 10% (en el estudio histoldgico)

e Ausencia de signos CRAB o ausencia de amiloidosis atribuible a la proliferacion de CPs

e Ausencia de Sindromes Linfoproliferativos B

Estudios demostraron que un porcentaje valorable de los sujetos con MGUS evolucionan
finalmente a una gammapatia monoclonal maligna o a diferentes sindromes linfoproliferativos.
Luego de un seguimiento de 24 a 38 afios a partir del hallazgo del componente M, algo mas de
la mitad de pacientes habia fallecido por otras causas, y del resto, el 22% no habia desarrollado
ninguna gammapatia maligna, mientras que el 26% habia evolucionado a MM,
macroglobulinemia de Waldestrém, amiloidosis u otro tipo de sindrome linfoproliferativo. El
intervalo medio de aparicion de dichas condiciones oscilaba entre 8 y 11 afios, y la tasa actuarial
de transformacion se situaba en el 40% a los 25 afios®.

Cerca del 80% de los casos de MM se originan de un MGUS no-IgM, y un 20% de MGUS
de cadenas livianas. Los MGUS IgM suelen evolucionar a Macroglobulinemia de Waldenstrom,
pero en raros casos también pueden progresar a MM de tipo IgM®,

El riesgo de progresion de MGUS a MM es de 0,5 a 1% por afio, pero también se
encuentra afectado por la concentracién del componente M, el tipo de proteina monoclonal, la
proporcién de cadenas livianas libres en suero, la plasmocitosis en la MO, la proporcién de CPs
fenotipicamente clonales, y la presencia de inmunoparesis (disminucién de inmunoglobulinas
policlonales)®.
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3.3.3.2. Mieloma Multiple Quiescente (Smoldering) o Asintomatico
Es un estadio intermedio entre la MGUS y el MM, aun asintomatico, sin embargo, tienen
un riesgo de progresion mucho mayor en los primeros 5 afios desde el diagndstico. Un estudio
reporto que el MM quiescente (SMM) representa alrededor del 14% de los pacientes con
MM*15_ El riesgo de progresién a MM de los pacientes con SMM es de: 10% por afio durante los
primeros 5 afios, 3% por aino durante los siguientes 5 afos, y 1,5% por afio a partir de los 10
afios”.

Al igual que en MGUS, el diagnostico requiere de la ausencia de signos CRAB atribuibles
a un desorden proliferativo de CPs, pero el criterio del componente monoclonal y el porcentaje
de CPs en MO es diferente. Resulta entonces que el SMM es biolégicamente heterogéneo,
clinicamente definido en un subgrupo de pacientes en pacientes con premalignidad, y en
ausencia de signos CRAB asociados a malignidad. Desafortunadamente, no existen rasgos
patoldgicos o moleculares pueden ser utilizados para discriminar entre pacientes con SMM de
quienes tienen solo un estadio premaligno (MGUS)®.

En algunos casos, la terapéutica en el SMM se retrasa debido a que existe un grupo de
pacientes que presenta largos periodos libres de progresion. Es asi que el 50% de los pacientes
con SMM no progresan en los primeros 5 afios, y alrededor del 30% se encuentran libres de
progresion luego de 10 afios®.

El Internaional Myeloma Working Group (IMWG) estableci6 en 2014 que esta
enfermedad debe cumplir ambos criterios de diagndstico*:

° Componente M en sangre > 3/dL o en orina = 0,5g/24hs, o infiltracién
medular de CPs de entre 10 y 60%
° Ausencia de sintomas CRAB

Para lograr la intervencion previa a la deteccion de un dafio organico debido a un MM,
se requieren biomarcadores que identifiquen subgrupos de pacientes con SMM que tengan
malignidad y un riesgo de progresion inminente®®.En este sentido, un estudio hallé que un
porcentaje de al menos 60% de CPs en MO puede ser utilizado como marcador para identificar
pacientes con un alto riesgo (alrededor del 90%) de progresién en los siguientes 2 afios desde el
diagnostico. El porcentaje de pacientes que no progresa en los primeros 2 afios (hasta 20%) es
posible que sean similares a los pacientes MM con minimos sintomas CRAB®>.

3.3.3.3. Mieloma Miuiltiple

Esta neoplasia se caracteriza por una acumulacion de CPs > 10% en MO (mediante
estudio histoldgico) o por la presencia de un plasmocitoma, cuyo cuadro clinico caracteristico
incluye, cuyo cuadro clinico caracteristico incluye insuficiencia renal, anemia, hipercalcemia y
lesiones osteoliticas (CRAB), que con frecuencia producen destruccion esquelética, dando lugar
a dolor 6seo vy fracturas. Ocasionalmente, las CPs infiltran multiples érganos y producen otros
sintomas®. El resultado del dafio organico, especialmente la falla renal aguda y las fracturas
patolégicas, representan el mayor riesgo que puede acarrear en términos de morbilidad®. El
componente M puede conducir a fracaso renal por proteinuria de Bence Jones (proteinuria de
cadenas livianas monoclonales) o a hiperviscodiad por su exceso en sangre®.
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Los criterios diagndsticos establecidos por IMWG en 2014 son:

e Presencia de > 10% de CPs en MO (mediante estudio histolégico) o de plasmocitoma
dseo o extramedular comprobado por biopsia, junto con al menos uno de los siguientes
eventos que definen el mieloma:

o Criterios CRAB
o >60% de CPs en MO
o Ratio de cCCL (concentracion de cadenas livianas libres):
cadena alterada /cadena no alterada = 100
o Mds de una lesidon dsea focal detectada mediante resonancia magnética nuclear

3.3.4. Pruebas Analiticas para el Diagndstico y Prondstico de las NCP
El correcto diagndstico y prondstico de los pacientes con este tipo de patologias requiere
de una apropiada validacién desde la sintomatologia, pruebas de laboratorio en orina, suero,
sangre periférica y MO, asi como pruebas de imagen para evaluar la afectacidon extramedular y
el dafio 6seo ocasionado®.

El andlisis bioquimico e inmunoldgico de suero y orina debe incluir técnicas destinadas
a revelar la presencia, la cuantia y el tipo de componente M, como proteinograma,
cuantificacion de Ig, inmunofijacién (Gold Standard), cuantificacidon de cadenas livianas libres de
las Ig (cCLL) y su cociente, y los pares cadenas pesadas-ligeras y su cociente. Ademas, deben
evaluarse parametros con valor prondstico, como la B2-microglobulina y la albumina. Asimismo,
los parametros de funcidn renal, el recuento de células sanguineas y los valores de hemoglobina,
calcio y acido drico ofrecen informacidn valiosa para el diagndstico®.

El andlisis histolégico de la MO permitira evaluar directamente su grado de infiltracién
y cuantificar el porcentaje de CPs, y ademas hara accesibles las CPs tumorales a estudios
cromosdmicos mediante FISH, y con ello la estimacién de parametros de alto valor prondstico®.

3.3.5. Pronéstico, Supervivencia y Estatificacion de las NCP
A mediados de los 90’s, la mediana de supervivencia del MM era de tres afios, mientras
gue actualmente se estima en mas de cinco afios; incluido 20% de pacientes con supervivencia
que excede los 10 afios™®.

La supervivencia de los pacientes con MM es muy variable incluso con los tratamientos
actualmente disponibles, por lo que la correcta identificacién de aquellos de alto riesgo es el
primer paso para mejorar los resultados. El prondstico de los pacientes con MM depende de la
carga tumoral, de las caracteristicas del paciente y de la biologia de la enfermedad®.

Los Criterios de Estatificacion actualmente utilizados son los del International Staging
System (ISS), los cuales tienen en cuanta las concentraciones séricas de albumina y [B2-
microglobulina, estableciendo 3 estadios prondsticos con diferentes medianas de supervivencia,
independientes del tipo de tratamiento®:

e FEstadio I: B2-microglobulina <3,5 mg/L y albumina > 3,5 g/dL
e Estadio ll: ni I nilll
e Estadio Ill: B2-microglobulina > 5,5 mg/L
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Resultan utiles también los modelos de prediccion de riesgo que integran la presencia
de alteraciones citogenéticas de alto riesgo junto al ISS o bien junto con datos clinicos o de
laboratorio, generando modelos mas sélidos como por ejemplo los mencionados en la siguiente
tabla*:

Tabla 2. Modelos de estratificaciéon de riesgo para MGUS, SMM y MM.
Modelos Factores de riesgo N.° factores de riesgo Porcentaje de progresion

GMSI - Gammapatia monoclonal de significado incierto®'°
Clinica Mayo CM >1,5 g/dI

Tipo no IgG

FCL ratio <0,26 o0 >1,64

5% (a 20 anos)
21% (a 20 anos)
37% (a 20 anos)
58% (a 20 anos)
2% (a5 anos)
10% (a 5 afos)
46% (a 5 anos)

Grupo Espanol >95% aCP sobre el total de CP
en MO por CMF
Aneuploidia ADN

SMM - Mieloma quiescente®°
Clinica Mayo CP en MO =10% en histologia 1 25% (a 5 anos)
CM =3 g/dl 2 51% (a 5 afios)
Ratio FLC <0,125 0 >8 3 76% (a 5 afos)
0
1
2

N—=20WwWN = O

Grupo Espanol  >95% aCP sobre el total de CP 4% (a 5 afos)
en MO por CMF 46% (a 5 anos)
Inmunoparesia 72% (a 5 anos)

MM - Mieloma muiltiple'>'®

Riesgo alto Riesgo intermedio Bajo riesgo
ISSy genética  ISS I/l y t(4;14) o delecion Otros ISS I/l y ausencia de t(4;14),
17p13 del 17p13, o ganancia
de 1921, y edad <55 afos
Genética y del 17p13; t(14;16); t(14;20). t(4;14); +1921; del 13 Trisomias (hiperdiploidia)
clinica LDH >2 veces limite normal o hipodiploidia en t(11;14); 1(6;14)
Caracteristicas de LCP cariotipo

Expresion génica de alto riesgo

aCP: células plasmaticas de fenotipo aberrante; CM: componente monoclonal; FCL: ratio cadenas ligeras «/A en suero;
ISS: International Scoring System; LCP: leucemia de células plasmaticae; LDH: lactato deshidrogenasa.

Fuente: Mufioz Calleja, C., & Minguela Puras, A. (2019). Diagndstico y monitorizacién inmunofenotipica
de las neoplasias leucocitarias. Barcelona: Elsevier.

También se sabe que la extensidn de la enfermedad detectada por resonancia
magnética y PET/TAC se correlaciona con la carga tumoral y tiene utilidad prondstica®.

Por otra parte, se ha demostrado una clara asociacion entre la profundidad de la
respuesta al tratamiento (medida como EMR) y los resultados de este a largo plazo, incluyendo
la supervivencia libre de progresion (SLP) y la supervivencia global (SG)*.

Igualmente, es importante la descripcidon de los pacientes con MM y caracteristicas
inmunofenotipicas similares a MGUS (MGUS-like), por presentar médulas con menor infiltracion
de CPs que los MM convencionales, mayor presencia de CPs normales (media del 30% sobre el
total de CPs), menos proliferacion de CPs y menor frecuencia de translocaciones de mal
prondstico, por lo que todo ello esta asociado a un prondstico mas favorable®.

3.4. Estudio Inmunofenotipico de NCP mediante CMF
La caracterizacién de marcadores en los clones tumorales mediante CMF ha permitido
una mejor tipificacion de las distintas GM, facilitando asi su diagnéstico diferencial®®.

La CMF se ha consolidado como una herramienta util para demostrar la clonalidad de
forma sensible, especifica y objetiva; asi como también para evaluar la respuesta terapéutica y
la progresion en fases preclinicas o avanzadas de la enfermedad?.
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El andlisis inmunofenotipico de las CPs patolégicas mediante CMF permite diferenciar
en gran medida este tipo de poblacidn, y por ello se ha consolidado como herramienta util en el
estudio de las GM y las NCP, pues ademds permite*:

e Demostrar clonalidad de forma sensible, especifica y objetiva

e Diferenciar y cuantificar CPs aberrantes de CPs normales

e Estratificar el riesgo de progresién en MGUS y SMM

e Estimar marcadores de valor prondstico en MM

e Detectar CPs patoldgicas en sangre periférica

e Evaluar la respuesta terapéutica y la progresion de la enfermedad mediante estudios de
Enfermedad Minima Residual

A pesar de la facilidad, la rapidez y la objetividad de la CMF para cuantificar CPs, las cifras
de CPs utilizadas para el diagndéstico de las NCP contindan siendo las observadas en el estudio
citoldgico o histopatolégico de aspirados o biopsias de MO. Esto se debe a que el recuento de
CPs obtenido mediante CMF ofrece, por lo general, valores inferiores a los estimados por
microscopia. No obstante, se ha descrito que existe una clara proporcionalidad entre ambas
técnicas. En un Centro de Estudios establecieron su propia equivalencia, siendo que el 10% de
las CPs determinadas por microscopia equivaldrian al 1,98% de CPs detectadas por CMF. Por lo
tanto, el 1,78% de CPs en MO permite diferenciar MM de MGUS, y ofrece valor prondstico sobre
la progresion y la supervivencia global®.

40
35 | | Histologia '
p !lCitometrla ° o ¢
3 30 @ \;“o;v //
o L 9% M
Jga 3 iEs J’: & /"\
a S 1,989 o .05 6 o°
2 2 s ———————————— : riv-s. <) 8% oo
8 & oo LR G T el
3B S - k.
o X o © 1
= p Y
£ 10 - Tl & W
§’ : = 8 : i
5 i
] 5 1 el -
0 i - P<0,000
10%
Control  MGUS GMSI MM = -

Log (% CPs histologia)
Figura 9. Comparacion entre las Células Plasmaticas observadas mediante histologia y citometria de

flujo. Fuente: Mufoz Calleja, C., & Minguela Puras, A. (2019). Diagndstico y monitorizacion
inmunofenotipica de las neoplasias leucocitarias. Barcelona: Elsevier.

Uno de los datos del estudio inmunofenotipico de mayor relevancia clinica es la relacion
o ratio entre las cifras de CPs normales y patoldgicas. En el MGUS y SMM, la coexistencia de CPs
normales y aberrantes es habitual, pero es rara en el MM. El 82% de los MGUS y el 40% de SMM
muestran mas del 5% de CP sanas, de tal manera que el parametro que mejor permite
discriminar MGUS de MM son cifras superiores al 3% de CP normales respecto del total de
CPs. Un estudio del Grupo Espafiol de Mieloma puso en manifiesto que, si las CP normales eran
menos del 5%, el riesgo de progresiéon a MM de los pacientes con MGUS y SMM era del 25% y
el 63%, frente al 5% y el 8%, respectivamente, cuando se encuentraban por encima del 5%. Mas
recientemente se ha demostrado que los MM con mas del 5% de CPs normales tienen mejor
prondstico, menor frecuencia de citogenética de alto riesgo, mejores respuestas al tratamiento
y mejor supervivencia libre de progresion y supervivencia global, pudiendo considerarse una
enfermedad MGUS-like**®.
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Es por ello, que, en el Laboratorio Central de Redes y Programas, se utiliza como punto
de corte para la diferenciacién entre MGUS y MM valores superiores e inferiores al 3% de CPs
sanas del total de CPs, respectivamente.

3.4.1. Marcadores utilizados en el estudio de Neoplasias de Células Plasmaticas
e (D38

Es un marcador cuya expresion comparten numerosas células hematopoyéticas,
especialmente en sus etapas tempranas de maduracién y tras su activacion. Las CPs tanto sanas
como afectadas sobreexpresan este marcador por lo que se lo utiliza para la identificacidn de
las mismas. Sin embargo, la expresion de CD38 puede verse reducida en células plasmaticas
mielomatosas respecto de la de una sana®.

e (D138

También llamado sindecano-1, es una molécula de la familia del heparan-sulfato que se
expresa en células plasmaticas, células epiteliales, mesenquimales y carcinomas. Es un receptor
de diversos factores de crecimiento de especial relevancia para las CPs de MM. Su expresién
aparece tardiamente en la diferenciacién de los linfocitos B, y se detecta a partir del estadio de
plasmoblasto, por lo que se dice que es un marcador “exclusivo” de células plasmaticas en
M06,16.

e (CD45

Es una tirosin-fosfatasa considerada como marcador panleucocitario. Se expresa
intensamente en CPs sanas, pero su expresion se reduce o negativiza en las CPs mielomatosas
asociandose a malignidad y prondstico adverso. Se ha visto que las células plasmaticas en
proliferacién, tanto sanas como patoldgicas, son CD45 intermedias®®.

e (D19

Es un marcador de gran utilidad para diferenciar células plasmaticas patoldgicas de
células sanas, ya que en la mayoria de los pacientes con MM (97,5%) se manifiesta una pérdida
de su expresion en las CPs aberrantes, mientras que las CPs sanas habitualmente retienen la
expresion de este marcador. Raramente las CPs aberrantes retienen este marcador de linfocitos
B, detectandose en estos casos mayor asociacién con reordenamiento t(11:14), diploidia y buen
prondstico’®, La deteccidn de CD19+ se correlaciona con un prondstico adverso, sin embargo, su
valor clinico se encuentra en discusién por la baja frecuencia (4%)*’. Se debe tener en cuenta
tambien, que alrededor de un tercio de las CPs sanas no expresan este marcador o lo expresan
de manera débil'®.

e (D56

Es un marcador de expresién aberrante en las CPs patoldgicas, encontrandose
tipicamente asociada a linfocitos NK. Se expresa en el 78% de los pacientes con MM, mientras
que en las CPs sanas y las de LCP, su expresion suele ser negativa. CD56 es una molécula de
adhesidén entre las CPs entre si y con los osteoblastos, por lo que la pérdida de su expresion en
la LCP suele asociarse a la posibilidad de abandonar el nicho en la médula 6sea. Ademas, CD56-
se asocia a ausencia de osteolisis, gammapatias de cadena ligera lambda y con mal prondstico®®.
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e (CD117

Conocido como c-Kit (cytokine stem cell factor), CD117 es expresado aberrantemente
en alrededor de un tercio de los pacientes con CPs aberrantes. Se expresa naturalmente en
células progenitoras de estirpe mieloide. En CPs patoldgicas se asocia con hiperploidia, ausencia
de translocaciones y mejor prondstico. La del(13q) y t(4:14) se han relacionado con la falta de
expresiéon de CD117%,

e CD27

Se encuentra asociado a la memoria inmunoldgica, cuya expresidn suele restringirse a
células linfoides del centro germinal, células de memoria y células plasmaticas sanas. La
expresion de este marcador se encuentra claramente disminuida en 50% de los pacientes con
CPs aberrantes. Si su expresion se mantiene en niveles normales, se asocia con mejor
prondstico. Esta descripto que la progresion de la enfermedad disminuye la expresidn de este
marcador?®,

e (D28

Tipicamente es un marcador de linfocitos T, teniendo una expresién aberrante en las
CPs patoldgicas en el 47,8% de los pacientes con MM. Su expresidn se asocia con peor evolucién,
dandose una progresion de la enfermedad por aumento del riesgo de recaida. Ademas, se asocia
con del(17p) y t(14;16)%.

e (CD20

Es un marcador de linfocitos B que puede retenerse en células plasmaticas patoldgicas,
sin embargo, no se conocen casos de co-expresion con CD19. El fenotipo CD19-CD20-CD27- se
relaciona a reordenamientos de IgH de prondstico adverso (t(4:14) y t(14:16)) y ausencia de
hiperploidia. CD20 se vincula a células plasmaticas pequefias (menor FSC)*.

e (D81

CD19 se encuentra regulado por CD81, una tetraspanina ampliamente expresada en
células B, incluyendo CPs madura. CD81 esta involucrado en la regulaciéon del crecimiento
celular, motilidad, sefializacién y homing en la médula ésea. Por lo tanto, este marcador tiene
relacidn con la supervivencia celular y el potencial invasivo de las CPs, ya que su sefializacion
disminuye la actividad de las vias mTOR y mTOR/rictor. En un estudio realizado se hallé que el
45% de los pacientes presentaron un CD81+, de los cuales 72% fueron heterogéneos y el 28%
restante homogéneos. Se vio que los pacientes con CD81+ tuvieron tiempos de sobrevida libre
de eventos mas cortos*?’.

e Cadenas ligeras Kappa y Lambda

El estudio de las Ig intracitoplasmaticas de cadenas livianas (kappa y lambda) o pesadas
(IgA, 1gD, IgG e IgM) permite establecer la clonalidad de las CPs patoldgicas y diferenciarlas de
las CPs sanas de distribucion policlonal, e identificar multiples lineas de CPs patoldgicas. Ademas,
el estudio de las Ig citomasplasmaticas permite establecer el ratio de células plasmaticas
patoldgicas-sanas. Por su parte, el cociente kappa/lambda en poblaciones de células plasmaticas
normales va desde 0,26 hasta 1,65, por lo que: un valor menor a 0,26 indica una poblacidn clonal
de cadenas livianas lambda; y en contraste un valor mayor a 1,65 indica una poblaciéon clonal de
cadenas livianas kappa®®.
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e B2-microglobulina

B2-microglobulina forma parte de la cadena liviana invariante de las moléculas HMC tipo
I*°. Su utilidad es sobre todo la evaluacién de sus niveles en plasma durante el tratamiento de
los pacientes con MM. Sin embargo, es dificil encontrar referencias de utilidad de la evaluacion
de este marcador expresado en CPs*. Su presencia en plasma se debe al turnover de membrana
normal, y sus niveles permiten estimar la masa tumoral®. Algunos autores mencionan que in
vitro la B2-microglobulina inhibe el crecimiento de las CPs e induciria la apoptosis. Sin embargo,
esto no se condice con lo visto desde la clinica, ya que niveles elevados de B2-microglobulina se
condicen con progresidn de la enfermedad y peor pronéstico®. La expresién aberrante de
moléculas HLA se ha visto en una gran variedad de tumores y procesos neoplasicos. No obstante,
se ha visto que las CPs maduras pierden su expresion, por lo que la determinacién de B2-
microglobulina de superficie puede considerarse un potente indicador prondstico®®.

3.4.2. Panel de Inmunomarcacién para NCP

Los consensos actuales incluyen a CD38, CD138 y CD45 como la mejor combinacién para
la identificacién y cuantificacion de CPs. Por otra parte, la expresion de CD19, CD56, CD117,
CD20, CD28, CD27 y CD81, junto a la restriccion de cadenas livianas intracitoplasmaticas, se
asocian a patrones fenotipicos particulares que permiten una clara discriminacién entre las
células normales/reactivas frente a los plasmocitos clonales. Se ha encontrado que la expresion
de B2-microglobulina es inversamente proporcional a la concentracidén sérica de la misma,
relacionandose con un mejor prondstico, lo que lo posiciona como un potencial marcador
prondstico?L.

Tabla 3. Panel de anticuerpos monoclonales para el estudio de NCP sugerido por el Grupo EuroFlow.

FITC PE PerCP  pecy7  APC  APC-H7 V450 V500
Cy5.5
I ES CD38 | CD56 ml?czm CD19  Igkcit  Ighcit ~ CD45  CD138

Tubo 2 CD38 CD28 CD27 CD19 CD117 CD81 CD45 CD138

Fuente: EuroFlow. (2012). EuroFlow innovation and standardization of flow cytometric diagnosis and
classification in hemato-oncology. Rotterdam: BD.

Tabla 4. Panel de anticuerpos monoclonales para el estudio de NCP utilizado en el Laboratorio Central
de Redes y Programas, Provincia de Corrientes.

FITC PE PercP PE-Cy7 APC APC-H7 V450 V500

Cy5.5

Fuente: Laboratorio Central de Redes y Programas, Provincia de Corrientes.

CD138 CD19 CD117 CD56 Ighcit Igkcit CD45

Como se mostré en la Tabla 1, el inmunofenotipo normal de las CPs es: CD38++,
CD138+, CD45+, CD19+, CD56-, CD117- y no presentan restriccion de la expresién de cadenas
livianas. A continuacién, se presentan los dot-plot correspondientes a este inmunofenotipo.

Como se ha mencionado anteriormente, CD38 no es exclusivo de las CPs, sino que como
se puede apreciar en el grafico SSC-A vs CD38, este marcador es expresado también por
monocitos (color azul), poblaciones inmaduras de granulocitos neutrofilos (color amarillo) y
precursores tempranos e la ontogenia B (color naranja). Sin embargo, la utilidad de este
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marcador esta en que las CPs (poblacion lila) lo sobreexpresan, inclusive en células aberrantes,
lo que permite seleccionar facilmente esta poblacién (Fig. 10 A).

Por otra parte, CD138 es considerado marcador exclusivo de CPs en médula ésea, como
se puede apreciar en el dot-plot SSC-A vs CD138 (Fig.10 B). Ademas, al estudiar la expresion de
CD38 y CD138 en conjunto, se puede distinguir claramente una poblacién doble-positiva para
estos marcadores aislada del resto de las poblaciones (Fig. 10 C)°.

En adicién, las CPs normales expresan intensamente CD45, de manera similar a los
linfocitos, aunque por tener una mayor granularidad y complejidad que estos, su SSC-A es
mayor?®. En este gréafico se pueden identificar la poblacion de eritroblastos (color lima) CD45-, y
poblaciones CD45+ como granulocitos neutréfilos y eosinéfilos, monocitos, linfocitos B, T (color
morado) y NK (color celeste) (Fig. 10 D).
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Figura 10. Marcadores utilizados en la identificacion de Células Plasmaticas.
A: SSC-A vs CD38. B: SSC-A vs CD138. C: CD138 vs CD38. D: SSC-A vs CD45.

La identificacién del inmunofetipo y la clonalidad de las células plasmaticas resulta
crucial al momento de definir si las mismas representan una poblacidn normal o patoldgica.

En este sentido, el grafico 11 A representa los pardmetros SSC-A vs CD19, donde
tomando como poblacidn de control positivo a los linfocitos B (CD19+ con bajo SSC-A, color rosa)
podemos definir que la poblacién de CPs en estudio expresa este marcador®, Sin embargo, es
destacable que alrededor de un tercio de las CPs normales no expresan CD19%,

El grafico CD56 vs CD117 nos permite descartar dos de las aberrancias mas frecuentes
de las CPs. En este caso, se toman como poblacion control positivo de CD56 a los linfocitos NK
(color celeste), a precursores mieloides como control positivo de CD117, y a los neutréfilos
maduros como control negativo. Vemos asi que la poblacién de CPs normales no expresa
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ninguno de estos (Fig. 11 B). Se debe tener en cuenta que existen pequefias subpoblaciones
de CPs normales que expresan CD56 de manera débil®8,

Por ultimo, el dispersograma Lambdaci: vs Kappa.i: demuestra la policlonalidad de las CPs
normales, teniéndose también como referencia la policlonalidad de la poblacién de linfocitos B
maduros?®.
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Figura 11. Marcadores utilizados en la inmunofenotificacién de Células Plasmaticas.
A: SSC-A vs CD19. B: CD56 vs CD117. C: Lambdacit vs Kappacit.

3.4.3. Valor Predictivo de la presencia de Células Plasmaticas Aberrantes en Sangre
Periférica en el momento del Diagnéstico

La presencia de CPs aberrantes (aCP) circulantes es un factor prondstico en pacientes de
debut diagndstico con MM, SMM o MGUS. En una elevada proporcidn de pacientes con MM
(46-80%) es posible detectar aCP circulando en sangre periférica y, aunque con menor
frecuencia, también es pacientes con SMM (50%) y MGUS (20-25%). Ademas de valor
diagndstico, las CPs circulantes tiene valor prondstico, de manera que la supervivencia global
disminuye segin aumentan las cifras de aCP en SP de los pacientes con MM. Igualmente, tiene
significado prondstico también para la progresiéon a SMM desde MGUS®.

La presencia de aCP circulantes en combinacién con otros factores prondsticos, como la
concentracién del componente M y el isotipo de la Ig, identifican un grupo de individuos con
MGUS con mayor riesgo de progresién a MM?.

En los datos obtenidos de un centro particular se observé que un valor de aCP en SP
superior al 0,0035%, por si solo, permite hacer una estratificacién del riesgo en los pacientes con
MM con un valor predictivo al menos igual que el de los modelos actuales basados en
citogenética®.

3.5. Conceptos Estadisticos y Epidemiolégicos
e Diseiio Observacional

En este tipo de estudio solo se observan caracteristicas que la poblacién ha adquirido
naturalmente, por lo que el investigador no realiza ninguna intervencién sobre los sujetos de
estudio. La poblacién se selecciona en base a alguna caracteristica que ella posea y que sea de
interés estudiar. En contraste, los disefios experimentales el investigador realiza una
intervencidn sobre la poblacion?.
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e Disefio Retrospectivo

Para esta clasificacion se tienen en cuenta la manera en que se producen los datos del
estudio. En los disefos retrospectivos los datos se han recabado previamente o ya existen, por
ejemplo, las historias clinicas o bases de datos de un centro de salud. En cambio, en los disefios
prospectivos los datos se generan al momento de iniciar la investigacién?2.

e Disefio Transversal

En este tipo de disefos se estudia durante un cierto periodo de tiempo los pacientes con
diagndstico previo o reciente de una cierta enfermedad. Por lo tanto, los datos se pueden
obtener sobre las compilaciones de historias clinicas. Por el contrario, los estudios longitudinales
evallan al sujeto durante un cierto periodo de tiempo para conocer su evolucién??. Los estudios
transversales suelen llamarse también estudios de prevalencia, dado que en estos se busca
estudiar la frecuencia de una enfermedad en una poblacién expuesta®.

e Disefio analitico

En los disefios analiticos, la poblacion se subclasifica de acuerdo con alguna
caracteristica relevante y se comparan los datos de los eventos entre las subpoblaciones. Por su
parte, los disefios descriptivos solo reportan los datos observados obtenidos de toda la
poblacién estudiada®.

e Prevalencia

Se denomina prevalencia a la frecuencia de un factor de exposicidn o evento ya presente
en la poblacién, independientemente del tiempo en que los sujetos presenten el factor de
exposicion o evento??. Es decir, que la prevalencia es la frecuencia de casos de enfermedad en
una poblacién y en un momento dados®.

N° de personas con la enfermedad en un momento determinado

Prevalencia = — - -
Poblacion total expuesta al riesgo en el momento determinado
Lo ideal es que para el cdlculo de prevalencia se incluya como poblacién solo a las
personas potencialmente susceptibles de padecer la enfermedad considerada (Poblacion
Expuesta al Riesgo)?.

Caso es un sujeto con el factor de exposicidn o evento de interés. El factor de exposicion
y/o el evento ya existente en la poblacién pueden ser recientemente diagnosticados o bien
existir desde hace mucho tiempo. Lo importante es que ya estan presentes en la poblacién?*

Los datos de prevalencia son mucho mas utiles cuando se convierten a tasas, lo cual se
calcula expresando la prevalencia calculada en casos por 10" personas?,
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4. Datos y Resultados

4.1. Inmunomarcacion Superficial e Intracitoplasmatica

El panel de inmunomarcacién para Neoplasias de Células Plasmdticas cuenta con
antigenos de superficie e intracitoplasmaticos. Es por ello que se debe comenzar con el proceso
marcando los antigenos superficiales, y utilizando el Kit comercial BD Instrasure se prosigue para
lorgar la marcacién de las cadenas livianas intracitoplasmaticas. El reactivo A de este kit presenta
formaldehido en su composiciéon, teniendo como fin fijar las células de manera de conservar su
estructura, ya que el reactivo B permeabilizara la membrana celular permitiendo que los
anticuerpos dirigidos contra antigenos citoplasmaticos logren ingresar.

4.1.1. Preparacion de la Muestra
En el caso del estudio de las Neoplasias de Células Plasmaticas la muestra de eleccidn es
Médula Osea, excepto ante las sospechas de Leucemia de Células Plasméaticas donde la
busqueda de plasmocitos aberrantes se realiza sobre sangre periférica.

Las determinaciones que involucren la marcacién de cadenas livianas (kappa y lambda),
deben ser lavadas previamente con solucion fisioldgica, a fin de quitar los anticuerpos solubles,
ya que los mismos interferirdn con el proceso de marcacién consumiendo el anticuerpo

monoclonal.
400pL Muestra } r 10mL Sol. Fisiolégica

Lavado x2

Figura 11. Eliminacion de anticuerpos séricos interferentes.

4.1.2. Inmunomarcacion superficial
En un tubo de citometria, se colocan 120uL de muestra previamente lavada y los
anticuerpos monoclonales contra CDs de superficie: CD38, CD138, CD45, CD19, CD117 y CD56,
en los volimenes mencionados en la Tabla 5. A continuacién se procede a la incubacién de la
muestra en oscuridad durante 15 minutos, tiempo tras el cual los anticuerpos monoclonales
marcados se han unido por complementareidad paratope-epitope.

Posteriormente se afiade el reactivo A al tubo, de manera de fijar las células, durante 5
minutos en oscuridad.
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Luegpo, se realiza la lisis de los glébulos rojos presentes en la muestra utilizando el
lisante FACS Lysing Solution (BD) durante 10 minutos en oscuridad. Pasado este tiempo, se debe
centrifugar a 2500-3000 rpm durante 5 minutos, descartar el sobrenadate y verificar la ausencia
boton hematico en el fondo del tubo. De no ser asi, se debe repetir el proceso de lisis.

120uL Muestra lavada Ac. Monoclonales 100uL Rvo. A ] 1mL FACS
de Superficie BD Instrasure Kit

. Lysing Solution

15min - Oscuridad 5min - Oscuridad 10min - Oscuridad
(&) 2500-3000rpm- Smin

Marcacién
| de Superficie Fijacién Lisis I l
x‘gt

Figura 12. Representacion esquematica del proceso de marcacidn superficial.

4.1.3. Marcacion intracitoplasmatica
En la muestra lisada se encuentran presentes entonces, los elementos celulares distintos
de los eritrocitos, que en caso de tener el/los marcador/es contra los que se dirigieron los
anticuerpos monoclonales utilizados previamente, estos ultimos quedaran fijados en su
superficie adheridos a ese CD.

En este punto, se afiade el reactivo B del kit y los anticuerpos monoclonales dirigidos
contra antigenos intracitoplasmadticas, en este caso las cadenas livianas kappa y lambda.

Tras 20 minutos de incubacién, la muestra debe ser lavada con PBS y centrifugada a
2500-3000rpm por 5 minutos nuevamente, para finalmente descartar el sobrenadante y
resuspender el pellet celular con 300-400uL de Buffer PBS. De esta manera la muestra se
encuentra lista para ser adquirirda mediante el citdmetro de flujo.

Ac. Monoclonales
Intracitoplasmaticos

50pL Rvo. B 1mL PBS
BD Instrasure Kit

Marcacién Lavado
Intracitoplasmatica 2500-3000 rpm Smin Adquisicién
20min - Oscuridad Resuspension

300 pL PBS

= FACS Canto Il - BD

\o/

Figura 13. Representacion esquematica del proceso de marcacion intracitoplasmatica.
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Tabla 5. Panel de anticuerpos monoclonales utilizados para el estudio de NCP en el Laboratorio Central
de Redes y Programas, y volumenes de cada anticuerpo.

kel

Tubo CD38 CD138 CD19 CD117 CD56 IgAcit Igkcit CD45

5uL 3 uL 5uL 2 uL 2 uL 2,5 uL 2,5 uL 3 uL

Fuente. Laboratorio Central de Redes y Programas, Provincia de Corrientes.

4.2. Anadlisis para la Inmunofenotipificacion de Células Plasmaticas
Para explicar el andlisis inmunofenotipico de las células plasmaticas, se ha seleccionado
a un paciente cuyo diagnéstico final fue MGUS, ya que en estos casos la patologia presenta dos
subpoblaciones de este tipo celular, una aberrante y una de células normales o reactivas.

Los softwares de procesamiento y andlisis de datos utilizados fueron: Infinicyt
(Cytognos) y FACS Diva (BD).

En primer lugar, se debe seleccionar el background celular, ya que el mismo puede
interferir en la definicion de las poblaciones. Desde el dot-plot FSC-H vs FSC-A se seleccionan los
dobletes, es decir aquellos eventos en los cual mas de una célula se encontraba en el sitio de
analisis en el momento en que el equipo detectd la seial (Fig.14 A). Luego, en el grafico SSC-A
vs FSC-A se seleccionan los eventos asociados a células en apoptosis, restos apoptoticos y
debries (Fig. 14 B).

Figura 14. Seleccion del Background celular. A: FSC-H vs FSC-A. B: SSC-A vs FSC-A.

Una vez eliminado el background celular, se procede a la seleccidon de la/s poblacidn/es
de células plasmaticas, teniendo en cuenta que las mismas tienen como caracteristica la
sobreexpresion de CD38 con un SSC mayor al de los precursores B (Fig. 15 A). Posteriormente,
se selecciona la poblacién mas homogénea en el grafico SSC-A vs FSC-A, incluyendo los eventos
con alto FSC-A ya que dentro de los cambios morfoldgicos que presentan las células plasmaticas
en su diferenciacidon se encuentra un aumento de su tamafo (Fig. 15 B). Por ultimo, en la Figura
15 C, podemos observar de color lila la poblacidn de células plasmatica. En este punto se debe
prestar particular atencidn, a que desde esta primera instancia se observa una subpoblacion con
mayor expresion de CD38 que la otra.
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Figura 15. Seleccidn de la poblacién de Células Plasmaticas.
Ay C: SSC-A vs CD38. B: SSC-A vs FSC-A.

Habiendo identificado las demds poblaciones celulares, se puede observar que la
poblacion de células plasmaticas, presenta una expresion heterogénea de CD45 (marcador
panleucocitario), tomando como control negativo a la poblacién de eritroblastos (color lima), y
como controles positivos a los linfocitos B (color rosa), los neutréfilos (color naranja) y los
monocitos (color azul) (Fig. 16 A). Al seleccionar la visualizacion de las células plasmaticas en el
grafico CD38 vs CD45, se pueden diferenciar dos subpoblaciones. La primera presenta expresion
de CD38 mas elevada, en contraste con la segunda subpoblacién, la cual presenta una
disminucién de la expresion de este marcador (Fig. 16 B).

El dot-plot SSC-A vs CD19, permite discernir claramente las dos subpoblaciones de
células plasmaticas. Una de ellas expresa CD19, tomando como control positivo a los linfocitos
B (CD19 es caracteristico de este linaje); mientras que la otra poblacién no expresa dicho
marcador (Fig. 16 C).

A B

Figura 16. Poblacion de Células Plasmaticas.
A: SSC-A vs CD45. B: CD38 vs CD45. C: SSC-A vs CD19.D: Lambdacit vs Kappacit.
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Ademas, en el grafico que entre cruza los marcadores intracitoplasmaticos Lambda vs
Kappa, se logra evidenciar una clara restriccion de cadenas livianas a expensas de Kappa (Fig. 16
D).

Como se menciond anteriormente, el grafico SSC-A vs CD19 denota la presencia de dos
subpoblaciones. Teniendo en cuenta que la perdida de expresion de CD19 es una de las
aberrancias mas frecuentes en los casos de NCP, se puede definir entonces dos subpoblaciones:
una de células plasmaticas normales o reactivas (verde) y una de clones aberrantes (rojo) (Fig.
17 A).

En el dot-plot de la Figura 17 B, a pesar de que la expresion de CD38 en ambas
subpoblaciones es mayor a la del resto, la poblacién atipica presenta una disminucidn de este
marcador, siendo este un aspecto caracteristico del proceso neoplasico.

Al observar la expresion de CD45 en los dispersogramas 17 Cy 17 D, la subpoblacién de
células normales tiene una expresion homogénea de este marcador. No asi la subpoblaciéon
aberrante, la cual presenta heterogeneidad en su expresion.

SS5C-A Exp-55C Low

o

T |EI2 1!'3 1E4 |EIE
CD19:APC-A LOGICAL

H ¢ D

S5CR E1p-55C Law

Figura 17. Analisis Inmunofenotipico de la Poblacién de Células Plasmaticas.
A: SSC-A vs CD19. B: SSC-A vs CD38. C: SSC-A vs CD45. D: CD38 vs CD45.

Tomando como control positivo a los linfocitos NK (color celeste), la subpoblacién de
células plasmaticas atipicas presenta expresién de CD56, siendo este uno de los principales
marcadores de aberrancia en las neoplasias de células plasmaticas. En contraparte, la
subpoblacién de células normales, no lo expresa (Fig. 18 A).

El grafico SSC-A vs CD117 (marcador de inmadurez del linaje mieloide, por lo que se
tomd como control positivo a esta serie), permite denotar que la subpoblacién normal no
expresa este marcador, siendo que la poblacién aberrante si lo expresa de manera heterogénea
(Fig. 18 B).
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Por ultimo, la Figura 18 C, correspondiente al estudio de la clonalidad de estas

subpoblaciones, permite definir que la poblacidn de células normales no presenta restriccidon de
la expresién de cadenas livianas, como si sucede en la poblacién patolégica a expensas de Kappa.

$S5C-A Exp-55C Low
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S5C-A Exp-55C Low
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Figura 18. Analisis inmunofenotipico de la poblacién de Células Plasmaticas.
A: SSC-A vs CD56. B: SSC-A vs CD117. C: Lambdacit vs Kappacit.

Por lo antes expuesto, podemos apreciar que este paciente presenta dos

subpoblaciones de células plasmaticas:

Subpoblacion de células normales o reactivas: CD38++, CD45+, CD19+, CD117- CD56-,
sin restriccidon de cadenas livianas.

Subpoblacion de células atipicas o aberrantes: CD38+dim, CD45-/+dim, CD19-, CD117+,
CD56+, con restriccién de cadenas livianas citoplasmaticas a expensas de Kappa.

Los resultados de este paciente fueron:

Linfocitos totales: 22% de la celularidad total de la muestra.
Granulocitos neutréfilos: 59% de la celularidad total de la muestra.
Granulocitos eosinodfilos: 4% de la celularidad total de la muestra.
Serie eritroide remanente: 8,7% de la celularidad total de la muestra.
Background celular: 5,4% de la celularidad total de la muestra.
Células Plasmaticas Totales: 0,90% de la celularidad total de la muestra, del cual:
o 0,74% del total de la celularidad presenta fenotipo aberrante/atipico (82% del
total de CPs)
o 0,16% del total de la celularidad presenta fenotipo normal (18% del total de
CPs)

Conclusién: presencia de plasmocitos clonales/aberrantes (82% del total de CPs) en

concurrencia con plasmocitos fenotipicamente normales (18% del total de CPs). En el contexto
clinico adecuado estos hallazgos podrian ser vinculables a Gammapatia Monoclonal de
Significado Incierto (MGUS) debido a que el porcentaje de plasmocitos normales excede el 3%
de plasmocitos.

Para llegar a una conclusién diagndstica definitiva es necesario correlacionar estos

resultados con la presentacion clinica y estudios hematoldgicos morfoldgicos, citogenéticos y
moleculares.
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4.3. Justificacion de la Poblacién de Estudio

El Laboratorio Central de Redes y Programas de la provincia de Corrientes es el Unico
centro diagndstico en dicha regién geografica que cuenta con el Servicio de Citometria de Flujo.
Si la mayoria de los pacientes del interior no logran acceder a la prestacion, centrarse en la
poblacién de la ciudad de Corrientes permitird obtener una muestra mas representativa de
quienes realmente estdn accediendo a la posibilidad del diagnéstico mediante esta
metodologia. Por otra parte, considerar sélo a los habitantes mayores de 40 aos de la ciudad
de Corrientes resulta un enfoque practico puesto que reduce el tamafio de la poblacién objetivo
a un grupo donde la prevalencia de Neoplasias de Células Plasmaticas podria ser mas relevante,
dado que epidemioldgicamente se conoce que afectan a la poblacién de adultos mayores.

Es relevante destacar que sélo el 32% de los pacientes que acudieron al laboratorio
provienen del interior de la provincia, mientras que el 68% son residentes de la ciudad de
Corrientes (Fig.19). Esta distribucion geografica refuerza la decisidon de centrar el estudio en la
poblacién de la ciudad de Corrientes, ya que representa la mayoria de los pacientes que acceden
al Servicio de Citometria de Flujo.

Por lo antes expuesto, la poblacién elegida para este trabajo es: “Todos los individuos
mayores de 40 afios, residentes de la Ciudad de Corrientes”.

Distribucion geografica de los
pacientes diagnosticados con NCP

m Capital = Interior

Figura 19. Distribucidn geografica de los pacientes diagnosticados con NCP de la Provincia de Corrientes.

4.4. Andlisis descriptivo de la variable edad

El nimero total de pacientes con diagndstico de Neoplasias de Células Plasmaticas en el
periodo 2013-2024 fue de 126 individuos, presentando como medidas de tendencia central una
edad promedio de 64,5 afios y una mediana de 65 afos. Al observar el promedio en el transcurso
de los afios, el mismo varia entre los 59 y 69 afios, con un valor minimo en 2016y 2024 (60 y 59
afios, respectivamente) y un valor maximo en 2017 y 2022 (69,71 y 68,36 afios,
respectivamente). Por su parte, la mediana se mantuvo relativamente estable en el transcurso
de los afios, oscilando entre 61 y 68,5 afios.

El Coeficiente de Variacion (CV) es una medida de dispersion relativa que indica la
variabilidad dentro de la serie de datos. Un CV alto sugiere una mayor dispersién. En el periodo
2013-2023, el CV se mantuvo dentro de un rango moderado (10 - 30%). Especificamente, el CV
promedio para todo el periodo fue de 18,12%, lo que indica una variabilidad moderada en las
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edades. Sin embargo, se observaron picos en 2014 y 2018 con valores de 19,71% y 25,20%,
respectivamente y valores minimos en 2013 y 2023 de 12,38% vy 11,59%, respectivamente. Cabe
destacar que, en 2024, el CV alcanzd un valor considerado alto (37%), aunque es importante
tener en cuenta el tamafio reducido de la muestra (n=5).

Entre 2013 y 2024, el rango de edades varia significativamente, generalmente entre 40
y 88 afos, aunque se observaron dos excepciones notables, en 2024, con una pequefia muestra
de sélo 5 pacientes, el rango de edades fue de 25 a 80 afios, lo que se debid a la inclusion de
pacientes mas jovenes; por otro lado, en 2018, el rango fue de 30 a 90 afios, siendo este el valor
maximo registrado en todo el periodo.

Tabla 6. Medidas descriptivas de la variable edad de los pacientes diagnosticados con Neoplasias de
Células Plasmaticas

Ano i Mediana Asimetria
2013 | 8 | 61 | 03
| | | |
2016 | 7 | 5943 | 1342 | 48 | 71 | 59 | 009 |
|

| | |

2018 | 11| 6 | 252 | 30 | 9% | 67 | -037
| | | |

u 021 |

2024 5 59 37 25 80 66 -1,1

La asimetria mide la distribucidn de los datos: valores negativos indican una distribucion
sesgada hacia la izquierda (menores edades), mientras que valores positivos indican una
distribucion sesgada hacia la derecha (mayores edades). La asimetria varia significativamente a
lo largo de los afios, con valores que van desde -1,10 hasta 1,35. Esto sugiere que las
distribuciones de edades no son simétricas en general. Algunos afios presentan una distribucion
sesgada hacia la izquierda (menores edades), mientras que otros afios presentan una
distribucidn sesgada hacia la derecha (mayores edades). Ademas, la variabilidad en la asimetria
puede estar relacionada con la variabilidad en el tamafio de la muestra (n) y la dispersién de los
datos (CV). Sobre esto ultimo, la variabilidad en las edades es mayor en algunos afios (2014,
2018y 2024), y el tamaio de la muestra es pequefio en algunos afios (2013, 2016, 2017 y 2024),
lo que puede afectar la precision de las estimaciones.

El rango intercuartil (RIC), que refleja la dispersidén del 50% central de las edades, varié
alolargo de los afios analizados. El afio 2022 presentd el RIC mas alto con 26 afios, lo que sugiere
una considerable variabilidad en las edades de los pacientes. Otros afos con RIC elevados
incluyen 2014 (23 afios), 2017 (22 afios) y 2024 (22 afios). En contraste, los afios 2015 (6 afios) y
2023 (9 afios) mostraron un RIC mas bajo, indicando una mayor concentracion de edades en
esos periodos. Estos resultados reflejan la variabilidad en la poblacién de pacientes a lo largo del
tiempo.
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Figura 20. Graficos de Box-Plot. Dispersidn de la variable edad de los pacientes diagnosticados con
Neoplasias de Células Plasmaticas.

4.5. Andlisis descriptivo de la variable Sexo

La proporcidn del sexo femenino oscila entre 20% (2024) y 67% (2015). Por su parte, la
proporcién del sexo masculino presenta un minimo de 33% (2015) y un maximo de 80% (2024),
considerando que el tamafio muestral de 2024 fue pequefio, el segundo porcentaje mas elevado
fue de 75% (2013).

En 7 de los 12 afios comprendidos dentro del periodo de estudio (2013-2024) la
proporcién de hombres fue mayor frente a la de las mujeres. En contraparte, el nimero de casos
de mujeres respecto del total, fue mayor en 5 afios dentro de este lapso temporal. En el afio
2017, las proporciones de hombres y mujeres fueron aproximadamente iguales (57% y 43%,
respectivamente).

Sexo de pacientes con Neoplasias de Células Plasmaticas
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Figura 21. Distribucién porcentual del sexo de los pacientes diagnosticados con Neoplasias de Células
Plasmaticas por afio.
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Sexo de pacientes con Neoplasias de Células Plasmaticas
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Figura 22. Frecuencia absoluta del sexo de los pacientes diagnosticados con Neoplasias de Células
Plasmaticas por afio.

Tabla 7. Distribucion del sexo por afo de los pacientes diagnosticados con Neoplasias de Células
Plasmaticas.

NN IN|N|PW(W[O | O

[uny
o

71%
4 80%

29%
20%

RPN OC(O[RWIRRIOODO|N

4.6. Analisis descriptivo de la variable Institucion de Salud

Las muestras derivadas de las Instituciones de Salud incluidas dentro del Subsector

Publico del Sistema de Salud representaron un 72,22%, mientras que las del Subsector privado
el 27,78% restante. Dentro del grupo de Instituciones de Salud Publicas, el Hospital “Juan Ramodn
Vidal” derivé el 50,55%, seguido en orden decreciente por el Hospital “Angela Iglesias de Llano”

y el Hospital Escuela “José Francisco de San Martin (34,07% y 15,38%, respectivamente).
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Tabla 8. Frecuencia de las muestras derivadas desde las diferentes Instituciones de Salud.

| | institucién | N°depacientes
P Hosp. Vidal | 46 (50,55%*)

ubsector o .
Piblico | Hosp.Llano | 31(34,07%*) 91 (72,22%)
 Hosp. Escuela 14 (15,38%*)

Subsector Instituciones
Privado Privadas

35 (27,78%)

*Porcentaje respecto del total de muestras derivadas del Subsector Publico.

Porcentajes de Muestras Derivadas desde las Instituciones de Salud

‘ouell
dsoH

;

Figura 23. Distribucidn porcentual de las muestras derivadas desde las distintas Instituciones de Salud.
*Porcentajes sobre el total de muestras.

A suvez, el Hospital “Juan Ramén Vidal” tuvo la mayor frecuencia de muestras remitidas
en 4 de los 12 afios comprendidos en el periodo, seguido por las Instituciones privadas (3 de 12
afios, 1 afio similar con el Hospital Vidal), el Hospital “Angela Iglesias de Llano” (1 de 12 afios, 1
afio similar al Hospital Vidal), y el Hospital Escuela “José Francisco de San Martin” (1 de 12 afios,
1 afio similar al Hospital Vidal). A su vez, el Hospital Escuela como Institucién fue el que menor
frecuencia de muestras remitidas presento, y el Hospital Vidal el que mayor nimero de muestras
remitio (11,11% vy 36,51% del total de muestras, respectivamente).

Solo en 2 de los 12 afios las muestras remitidas desde el Subsector Privado tuvieron
mayor frecuencia que las del Subsector Publico (2016 y 2017). En los 10 afios restantes, el
Subsector Publico del Sistema de Salud abarcé mas del 60% de las muestras por afio,
observandose inclusive 3 afos en los que sélo se recepcionaron muestras provenientes de este
Subsector (2015, 2022 y 2024).
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En términos generales, desde el afio 2016 a la actualidad, se observa una tendencia
creciente a la utilizacion del Servicio por parte del Subsector Publico del Sistema de Salud, y una
decreciente desde el Subsector Privado.

Distribucién porcentual de muestras derivadas desde
las Instituciones de Salud
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Figura 24. Frecuencia porcentual de las muestras derivadas por Institucién de Salud.
Frecuencias absolutas de las muestras derivadas
por Instituciéon de Salud
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Figura 25. Frecuencia absoluta de las muestras derivadas por Institucion de Salud.
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Tabla 9. Frecuencia absoluta y porcentual de las muestras derivadas desde de las diferentes
Instituciones de Salud.

_- Institucion de Salud

2013 5 1 7500% 2 25,00%
| 2014 | 14 [ 2 1 11 7857% 3 21,43%
EEEEE - 5 9 100,00% 0,00%
1 1 2 2857% 5 71,43%
1 1 1 3 42,86% 4  57,14%
4 1 2 7 63,64% 4  36,36%
3 5 2 10 62,50% 6  37,50%
| 2020 | 13 [N 1 1 8 61,54% 5  38,46%
4 4 1 9 81,82% 2  1818%
| 2022 | 11 [ 3 4 11 100,00% 0,00%
| 2023 | 14 [ 2 2 10 71,43% 4  2857%
[ 2024 | 5 | 5 5 100,00% 0,00%

4.7. Prevalencia de Neoplasias de Células Plasmaticas
La prevalencia acumulada de Neoplasias de Células Plasmaticas varia entre 3,20 (2024)
y 10,74 (2019) casos por 100000 habitantes. Dentro de los diagndsticos diferenciales, la
prevalencia de MM resulté mayor que la prevalencia de MGUS en todos los afios comprendidos
en el periodo.

Tabla 10. Prevalencia de Neoplasias de Células Plasmaticas (NCP).

“ Diagndstico Porcentaje de prevalencia total
(casos/100000 habitantes)

NCP MGUS MM NCP MGUS MM MGUS%  MM%
2013 3 2 6 5,74 1,44 4,31 25,00% 75,00%

. 2014 14 5 9 9,93 3,55 6,39 35,71% 64,29%

. 2015 9 2 7 6,31 1,40 4,91 22,22% 77,78%
2016 7 2 5 4,85 1,39 3,47 28,57% 71,43%

- 2017 7 3 4 4,80 2,06 2,74 42,86% 57,14%

© 2018 11 2 9 7,46 1,36 6,11 18,18% 81,82%

. 2019 16 3 13 10,74 2,01 8,73 18,75% 81,25%

. 2020 13 1 12 8,64 0,66 7,98 7,69% 92,31%

. 2021 11 3 8 7,24 1,97 5,27 27,27% 72,73%

C 2022 11 2 9 6,84 1,24 5,60 18,18% 81,82%

. 2023 14 2 12 9,04 1,29 7,75 14,29% 85,71%
2024 s 1 4 3,20 0,64 2,56 20,00% 80,00%
Promedio 10 2 8 7,07 1,58 5,48 23,23% 76,77%

La proporcion de los pacientes diagnosticados con MGUS respecto del total de pacientes
con NCP oscila entre un 7,69% (2020) y un 42,86% (2017), mientras que los diagndsticos de MM
oscilan entre un 57,14% (2017) y un 92,31%(2020). En ambos casos el rango de variacion fue de
un 35%.
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Distribucidn porcentual de los pacientes
diagnosticados con MGUS y MM
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Figura 26. Distribucidn porcentual de los pacientes diagnosticados con MGUS y MM.

Es probable, que en el afio 2020 este gran porcentaje de pacientes diagnosticados con
MM respecto de los diagnosticados con MGUS, se haya debido a la pandemia de Covid-19, ya
que, al haberse restringido la movilidad, es posible que sdlo los casos con una sintomatologia
muy marcada hayan concurrido a los Centros de Salud. Por lo tanto, se detectaron muchas
menos MGUS (estadios premalignos asintomaticos o levemente sintomaticos), respecto de los
MM (clinicamente sintomaticos).

Sin embargo, en todos los afios comprendidos en el periodo de estudio se observa una
mayor proporcién de pacientes con MM respecto de los diagnosticados con MGUS. Solo en 2
afios se hallé una proporcién de MGUS relativamente mas alta que el resto de los afios (2014 y
2017).

Diagndstico diferencial: MGUS y MM
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Figura 27. Frecuencia absoluta de los pacientes diagnosticados con MGUS y MM. La altura de las barras
representa la frecuencia de los casos de NCP.
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Respecto a la variable sexo en estas dos subpoblaciones, se observé que la proporcién
de mujeres es mayor en el grupo MGUS, y la de hombres en el grupo MM, con un 8% de
diferencia con el sexo opuesto en ambos casos.

Ademds, se identificd que la proporcion de mujeres con MGUS es un 10% mayor
respecto al diagndstico de MM para este sexo. En contraposicion, la proporcion de hombres con
MGUS fue un 10% menor en contraste con los hombres diagnosticados con MM.

Sexo de pacientes con MGUS Sexo de pacientes con MM

m Femenino = Masculino = Femenino = Masculino

Figura 28. Distribucidn porcentual de los pacientes diagnosticados con MGUS y MM segun el sexo.
A: MGUS. B: MM.

4.8. Analisis de la Clonalidad de Neoplasias de Células Plasmaticas

Al analizar el isotipo de cadena livianas de las células plasmaticas clonales, se observé
que el 64% de los casos de NCP present restriccion a expensas de kappa, mientras que el 36%
restantes correspondid al isotipo lambda. Estos datos resultaron muy similares a los aportados
por la bibliografia, la cual menciona un 65% y 35%, respectivamente®.

Clonalidad de los casos de NCP estudiados

m Kappa = Lambda

Figura 29. Distribucién porcentual de restriccién de cadenas livianas.
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4.9. Expresion de los Marcadores Utilizados
En este aspecto, es importante mencionar la existencia de dos tipos de aberrancia:

e Por perdidas de expresidon de un marcador tipicamente expresado:
o CDA45: marcador panleucocitario
o CD19: marcador de linaje B
o CD27: marcador de memoria celular
e Por ganancia de expresién o sobreexpresién de marcadores pertenecientes a otros
linajes:
o CD117: marcador de inmadurez del linaje mieloide
CD56: marcador de linfocitos NK
CD28: marcador de linfocitos T
CD81: marcador relacionado a la supervivencia celular
B2-microglobulina: subunidad de moléculas HMC tipo 1

o O O O

Las aberrancias halladas con mayor frecuencia fueron CD19-, CD45-, B2-microglobulina+
y CD56+ (97,5%, 89,6%, 85% y 82,1%, respectivamente), seguidas por CD27-y CD117+ (73,3% y
64%, respectivamente), y por ultimo CD81+ y CD28+ (57,1% y 43,2%, respectivamente),
aproximadamente similares al fenotipo normal.

Frecuencia Porcentual de la Expresion Aberrante de

Marcadores
100%
90% b Y Ey &
70%
60%
50%
40%
30%
20% S 3 S S
10% ~ o o) ~N
(<)} 0 < wn
0%
CD45 CD19 CD117 CD56 CD27 CD28 B2 micro CD81
(n=125) (n=118) (n=100) (n=117) (n=30) (n=37) (n=20) (n=21)

W Aberrante M Normal
Figura 30. Frecuencia porcentual de la expresion aberrante de los marcadores evaluados.

Se puede apreciar que en el panel de marcadores utilizado actualmente por el Servicio
de Citometria de Flujo — Oncohematologia del Laboratorio Central de Redes y Programas, se
contemplan 4 de los marcadores que presentan aberrancia con alta frecuencia: CD19, CD45,
CD56 y CD117. Esto permite entonces, distinguir con una mayor precision las poblaciones de
células plasmaticas atipicas, aumentando la sensibilidad diagndstica.
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4.10. Pruebas de Hipdétesis Paramétricas y No-Paramétricas
4.10.1. Prueba de t-Student: Comparacion de medias de la edad en los subgrupos de
diagndstico
o Media etaria MGUS = 67,25 afios
o Media etaria MM = 63,71 afios

Hipdtesis

e Ho: no hay diferencia significativa en la edad entre los dos grupos de diagndstico.
e Hj: hay diferencia significativa en la edad entre los dos grupos de diagndstico.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.1585 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula, es decir:

e No hay una diferencia estadisticamente significativa en la edad entre los dos subgrupos
de pacientes con Neoplasias de Células Plasmaticas.

e Ladiferencia observada en la edad entre los grupos puede ser atribuida a la variabilidad
aleatoria.

En el contexto de las Neoplasias de Células Plasmaticas, no hay evidencia de que la edad
sea un factor que distinga significativamente entre los dos grupos de diagndstico final.

4.10.2. Prueba de Chi-Cuadradro de Independencia: Edad vs Diagnéstico (n=126)
Tabla 11. Tabla de contingencia. Variables: Edad vs Diagndstico.

Twmeus  owmo T

1 6 7
13 41 54
10 30 40
5 20 25
Total 29 97 126

Hipdtesis
e Ho: las variables edad y diagndstico son variables independientes.

e Hi: las variables edad y diagndstico no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.9072 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipdtesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacién del 5% no hay
evidencia estadistica de una relacion significativa entre la edad y el diagnéstico final.
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4.10.3. Prueba de Chi-Cuadrado de Independencia: Sexo vs Diagndstico (n=126)
Tabla 12. Tabla de contingencia. Variables: Sexo vs Diagndstico.

Comeus  owm

Hipdtesis

Ho: las variables sexo y diagndstico son variables independientes.
Hi: las variables sexo y diagndstico no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.3641 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la

hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que, a un nivel de significacion del 5%, las variables

sexo y diagndstico final son independientes, es decir, no existe relacidon entre pertenecer un
grupo diagndstico en funcién del sexo.

4.10.4. Pruebas de Chi-cuadrado de Independencia: Relacion entre expresion de
marcadores y subgrupos de diagndstico
Se realizaron multiples pruebas de hipdtesis no-paramétricas de chi-cuadrado de

independencia, para determinar la relacidn entre los diagndsticos, el isotipo de cadenas livianas
restringido y la expresién de los marcadores utilizados (Ver Anexo). Sobre estas, en las pruebas
se obtuvieron los p-valor presentados en la Tabla 12.

Diagndstico

Cadenas
NERGES

CD45
CD19
CD56
CD117
CD27
CD28
CD81

Diagnéstico | 29" | cpas | cp1o | cpse | cp117 | cp27 | cp2s | cps1 m
N ELGES
1

Tabla 13. p-valor de las pruebas de chi-cuadrado de independencia realizadas.

0,6547 0,4445 0,3278 0,2810 0,4237 0,0814 0,0946 0,1052 0,2781

1 0,7948 0,9340 0,1252 10,6818 0,2900 0,3992 0,8987 0,2187

1 0,1502 0,9556 0,2064 0,5397 0,8428 0,5127
1 0,4497 10,0635 0,5195 0,3796 0,6547

1 0,9563 0,9008 0,6501 0,7483 0,4300

1 0,7408 0,8970 0,9494 0,4132

1 0,5800 0,3330 0,14%94

1 0,0274 BOREZVE

1 0,2069
1

Las pruebas de independencia de los subgrupos diagndsticos (MGUS y MM) respecto de

la restriccién de cadenas livianas y los marcadores evaluados, sugieren que estadisticamente el
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diagnéstico final de las NCP no guarda relacién con el inmunofenotipo y la restriccion de cadenas
livianas, es decir, que la variable diagndstico es independiente a las antes mencionadas.

Por su parte, a través de estas pruebas se evidencid que el isotipo de cadenas livianas
restringido no depende de la expresidn de ninguno de los marcadores estudiados.

Sobre el andlisis de expresién de marcadores entre si, se obtuvieron tres relaciones
estadisticamente dependientes:

e Ganancia de expresién de CD28 y CD81
e Pérdida de expresion de CD19 y ganancia de expresion de f2-microglobulina
e Pérdida de expresion de CD45 y ganancia de expresion de 2-microglobulina

Sin embargo, se debe hacer la aclaracién que el tamafio muestral de estas pruebas en
las que existié dependencia fue pequefio, n=20 para CD19 vs B2-microglobulina y CD45 vs B2-
microglobulina, y n=19 para CD28 vs CD81.
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5. Conclusiones

En el desarrollo del presente trabajo se estudié la prevalencia de las Neoplasias de
Células Plasmaticas sobre las muestras de médula ésea derivadas desde las Instituciones de
Salud de los pacientes con sospecha de esta patologia. Ademas, se realizé un analisis descriptivo
de la poblacién de pacientes con NCP, teniendo en cuenta los dos diagndsticos distinguibles
desde la citometria de flujo (MGUS y MM) y las variables edad, sexo, instituciones de salud y
expresidén de marcadores. Por otra parte, se evalud la frecuencia de los principales marcadores
de aberrancia que expresan las células mielomatosas, como asi también el posible vinculo en la
expresion de los mismos.

El andlisis estadistico de los datos obtenidos permitié en primera instancia determinar
la prevalencia de las NCP sobre la poblacion mayor de 40 aiios de la ciudad de Corrientes, siendo
en promedio, 7 casos de NCP por cada 100.000 habitantes, distribuyéndose en
aproximadamente 2 casos de MGUS y 5 casos de MM por cada 100.000 habitantes (23,23% y
76,77% sobre el total de los casos, respectivamente). Resulta importante resaltar, que no se
hallé bibliografia respecto de la descripciéon epidemiolédgica de este tipo de neoplasia en la
provincia o el pais, por lo que el presente trabajo podria sentar bases para futuras
investigaciones.

Por otra parte, se realizé el andlisis estadistico descriptivo de la poblacién de pacientes
gue padecen NCPs, como asi también respecto de ambas subpoblaciones de los diagndsticos
incluidos dentro de este grupo de procesos malignos.

Sobre la variable edad, la media obtenida (64,5 afios) es ligeramente menor a la
descripta en la bibliografia (70 afos), aunque al observar las edades promedio en el transcurso
de los afios comprendidos en el periodo esta varid entre los 59 y 69 afios. Ademas, la prueba de
t-student para comparar las medias de la edad en los subgrupos de diagnéstico, no encontré
diferencias significativas en las mismas, por lo que no hay evidencia de que la edad sea un factor
que permita distinguir un estadio del otro. A su vez, la prueba de chi-cuadrado de
independencia, denotd que el subgrupo diagndstico no tiene correspondencia con la edad de
los pacientes.

Respecto a la variable sexo, la proporcién de hombres y mujeres vario ampliamente en
el transcurso de los afios, por lo que no existe una tendencia clara en cuanto a la distribucion de
los sexos de los pacientes que padecen NCP. En adicion, al realizar la prueba de independencia,
se hallé que no existe relacidn estadistica entre pertenecer a un grupo de diagndstico respecto
al sexo.

En cuanto a las Instituciones de Salud desde las cuales se derivaron las muestras, se
observé que el Subsector Publico del Sistema de Salud agrupd el 72,22% de los pacientes,
mientras que el Subsector Privado el 27,78% restante. Sobre el Subsector Publico, los 3
nosocomios cuentan con reconocidos hematdlogos ejerciendo su profesion desde este lugar. A
propdsito, el Hospital “Juan Ramén Vidal” derivé aproximadamente la mitad de las muestras
recibidas desde este subsector, siendo este centro reconocido por su excelencia en diagndstico
y tratamiento de enfermedades oncohematoldgicas. Ademads, desde el aifio 2016 hasta la
actualidad, los gréficos denotan una tendencia creciente en cuanto a la derivacion de muestras
por parte del Subsector Publico, por lo que demuestra una vez mas, la necesidad de apostar a
este Subsector, no solo por la cantidad de pacientes que se atienden en el mismo, sino también
para garantizar el acceso a la Salud, ya que determinaciones como la inmunofenotipificacion
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tiene un costo sumamente elevado, lo cual dificulta el acceso de las poblaciones mas
vulnerables.

Mediante pruebas de hipdtesis No-Paramétricas se analizd la existencia o no de una
relacidn entre la expresidon de los marcadores y el subgrupo diagndstico, como asi también la
coexpresidn de estos. Esto permitié obtener las siguientes conclusiones:

e No existe asociacion entre la isotipo de restricciéon de cadenas livianas con el subgrupo
diagndstico de NCP.
e La expresion de ninguno de los marcadores utilizados guarda relacién con el subgrupo
diagndstico de NCP.
e Elisotipo de restriccién de cadenas livianas es independiente respecto de la expresion
de cualquiera de los demds marcadores.
e Se obtuvieron tres relaciones estadisticamente dependientes entre la expresion de
marcadores:
o Ganancia de expresion de CD28 y CD81
o Pérdida de expresidon de CD19 y ganancia de expresién de B2-microglobulina
o Pérdida de expresion de CD45 y ganancia de expresion de B2-microglobulina

Sin embargo, se debe hacer la aclaracién que el tamafio muestral de estas pruebas en
las que si existio dependencia fue pequefio, n=20 para CD19 vs B2-microglobulina y CD45 vs B2-
microglobulina, y n=19 para CD28 vs CD81.

El objetivo de la presente investigacion, no fue solo el de conocer la prevalencia de las
NCP en la ciudad de Corrientes, sino también lograr capacitarme en aspectos no tradicionales
del perfil profesional bioquimico, especificamente en el area de Citometria de Flujo —
Oncohematologia, la cual anhelé desde hace un tiempo atras, y gracias al Laboratorio Central y
a mis directores quienes me abrieron las puertas, pude iniciar mi formacion en esta drea de alta
complejidad. En este sentido, a través de una exhaustiva busqueda bibliografica logré
interiorizarme en esta hemopatia, como asi también en los fundamentos de la técnica. Descubri
la importancia y la gran relacidn que tiene el conocimiento de la ontogenia y diferenciacién de
tipos celulares para conocer el inmunofenotipo normal, como asi también lograr detectar
poblaciones aberrantes en caso de que existan. “Es fundamental conocer lo normal, para
identificar lo patolégico” es una frase que me llevo de esta area, resaltando la importancia tanto
de la formacidn y actualizacién continua para llegar a un diagndstico certero y confiable. Gracias
a la constante orientacién y acompaifiamiento de mis directores, he adquirido los principios
fundamentales para desarrollarme en esta area, como ser los procesos de inmunomarcacion, la
adquisicion de las muestras a través del citometro y el correspondiente andlisis
inmunofenotipico en softwares especializados para tal fin. Ademds, en este tiempo, pude
adquirir nociones basicas de diferentes patrones de expresion tipicos y atipicos de otras series
celulares, aplicables a otras hemopatias malignas como ser Sindromes Linfoproliferativos y
Mieloproliferativos Crdnicos, Mielodisplasias y Leucemias Agudas. Por ultimo, he podido
apreciar la gran comunicacién que existe entre los médicos hematdlogos y los profesionales
bioquimicos, lo que permite el establecimiento precoz de terapéuticas, que en muchos casos
logran salvar la vida de los pacientes.
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8. Anexo

8.1. Pruebas de Chi-Cuadradro de Independencia: Marcadores vs Diagnodstico
e Cadenas Livianas vs Diagnostico (n=126)

Tabla 14. Tabla de contingencia. Variables: Cadenas Livianas vs Diagndstico.

Cadenas Diagndstico
. . Total

17 81
11 34 45
Total 28 98 126
Hipdtesis
e Ho: las variables Cadenas Livianas y diagndstico son variables independientes

e Hj: las variables Cadenas Livianas y diagndstico no son independientes

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.6547 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacién del 5%, las variables
Cadenas Livianas y diagnodstico final son independientes, es decir, no existe relacidon entre el
isotipo de cadenas livianas restringido y el subgrupo de diagndstico.

e (CDA45 vs Diagndstico (n=125)

Tabla 15. Tabla de contingencia. Variables: CD45 vs Diagnostico.

CD45

©omeus  owm O

24 88 112
4 9 13
Total 28 97 125

Hipdtesis
e Ho: las variables CD45 y diagndstico son variables independientes

e Hj: las variables CD45 y diagndstico no son independientes

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.4445 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacién del 5%, las variables
CD45 vy diagndstico final son independientes, es decir, no existe relacion entre la expresion de
CD45 y el subgrupo de diagnéstico.
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e (CD19 vs Diagnéstico (n=118)

Tabla 16. Tabla de contingencia. Variables: CD19 vs Diagndstico.

28 87 115
0 3 3
Total 28 90 118

Hipdtesis
e Ho: las variables CD19 y diagndstico son variables independientes

e Hj:las variables CD19 y diagndstico no son independientes

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.3278 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacién del 5%, las variables
CD19 y diagndstico final son independientes, es decir, no existe relacion entre la expresion de
CD19 vy el subgrupo de diagnéstico.

e (CD56 vs Diagnéstico (n=117)

Tabla 17. Tabla de contingencia. Variables: CD56 vs Diagndstico.

Diagndstico

g meus 0 omm o
7 14 21
76 96
Total 27 90 117

Hipdtesis
e Ho: las variables CD56 y diagndstico son variables independientes

e Hj:las variables CD56 y diagndstico no son independientes

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.2181 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacién del 5%, las variables
CD56 y diagndstico final son independientes, es decir, no existe relacion entre la expresion de
CD56 y el subgrupo de diagnéstico.

e (CD117 vs Diagnéstico (n=100)

Tabla 18. Tabla de contingencia. Variables: CD117 vs Diagndstico.

Diagnostico

S| weus 0 omm ™
7 29 36
47 64
Total 24 76 100
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Hipdtesis

e Ho: las variables CD117 y diagndstico son variables independientes
e Hj:las variables CD117 y diagndstico no son independientes

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.4237 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacidn del 5%, las variables
CD117 y diagndstico final son independientes, es decir, no existe relacién entre la expresién de
CD117 y el subgrupo de diagndstico.

e (CD27 vs Diagndstico (n=30)

Tabla 19. Tabla de contingencia. Variables: CD27 vs Diagndstico.

sl weus 0 omm o
4 18 22

4 4 8

Total 8 22 30

Hipdtesis

e Ho: las variables CD27 y diagndstico son variables independientes.
e Hj:las variables CD27 y diagndstico no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.0814 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacion del 5%, las variables
CD27 y diagndstico final son independientes, es decir, no existe relacion entre la expresion de
CD27 y el subgrupo de diagnéstico.

e (CD28 vs Diagnéstico (n=37)

Tabla 20. Tabla de contingencia. Variables: CD28 vs Diagndstico.

g meus o owmm oW
2

19 21
5 11 16
Total 7 30 37

Hipdtesis

e Ho: las variables CD28 y diagndstico son variables independientes.
e Hj: las variables CD28 y diagndstico no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.0946 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacion del 5%, las variables
CD28 y diagndstico final son independientes, es decir, no existe relacion entre la expresion de
CD28 vy el subgrupo de diagnéstico.

Pagina 54|70



e (D81 vs Diagnéstico (n=21)

Tabla 21. Tabla de contingencia. Variables: CD81 vs Diagnostico.

Diagndstico

g weus  owmmo
0 9 9
3 9 12
Total 3 18 21

Hipdtesis
e Ho: las variables CD81 y diagndstico son variables independientes.

e Hj:las variables CD81 y diagndstico no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.1052 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacién del 5%, las variables
CD81 y diagndstico final son independientes, es decir, no existe relacion entre la expresion de
CD81 vy el subgrupo de diagnéstico.

e B2-microglobulina vs Diagndstico (n=20)

Tabla 22. Tabla de contingencia. Variables: f2-microglobulina vs Diagnéstico.

Cweus owm
0 3 3
5 12 17
Total 5 15 20

Hipdtesis

e Ho: las variables B2-microglobulina y diagndstico son variables independientes.
e Hj: las variables B2-microglobulina y diagndstico no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.2781 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacion del 5%, las variables
B2-microglobulina y diagndstico final son independientes, es decir, no existe relacién entre la
expresion de B2-microglobulina y el subgrupo de diagnéstico.

8.2. Pruebas de Chi-Cuadradro de Independencia: Cadenas Livianas vs otros
marcadores
e (CDA45 vs Cadenas Livianas (n=125)
Tabla 23. Tabla de contingencia. Variables: CD45 vs Cadenas Livianas.

Cadenas CD45
. . Total
8

73 8
39 5 44
Total 112 13 125
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Hipdtesis
e Ho: las variables CD45 y Cadenas Livianas son variables independientes.

e Hj:las variables CD45 y Cadenas Livianas no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.7948 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacidn del 5%, las variables
CD45 y Cadenas Livianas son independientes, es decir, no existe relacidén entre la expresion de
CD45 y el isotipo de cadenas livianas restringido.

e (CD19 vs Cadenas Livianas (n=118)

Tabla 24. Tabla de contingencia. Variables: CD19 vs Cadenas Livianas.

Cadenas CD19
. . Total
74 2

76

Ctambda a1 : a2

Total 115 3 118

Hipdtesis

e Ho: las variables CD19 y Cadenas Livianas son variables independientes.
e Hj:las variables CD19 y Cadenas Livianas no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.9340 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacion del 5%, las variables
CD19 y Cadenas Livianas son independientes, es decir, no existe relacidén entre la expresidn de
CD19y el isotipo de cadenas livianas restringido.

e (CD56 vs Cadenas Livianas (n=117)

Tabla 25. Tabla de contingencia. Variables: CD56 vs Cadenas Livianas.

Cadenas CD56
. . Total
67

11 78
10 29 39
Total 21 96 117

Hipdtesis

e Ho: las variables CD56 y Cadenas Livianas son variables independientes.
e Hj: las variables CD56 y Cadenas Livianas no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.1252 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipdtesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacién del 5%, las variables
CD56 y Cadenas Livianas son independientes, es decir, no existe relacién entre la expresion de
CD56 y el isotipo de cadenas livianas restringido.
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e (CD117 vs Cadenas Livianas (n=100)

Tabla 26. Tabla de contingencia. Variables: CD117 vs Cadenas Livianas.
Cadenas CD117

. . Total

21 40 61
15 24 39
Total 36 64 100

Hipdtesis
e Ho: las variables CD117 y Cadenas Livianas son variables independientes.

e Hj:las variables CD117 y Cadenas Livianas no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.6818 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacién del 5%, las variables
CD117 y Cadenas Livianas son independientes, es decir, no existe relacidn entre la expresion de
CD117 y el isotipo de cadenas livianas restringido.

e (D27 vs Cadenas Livianas (n=30)

Tabla 27. Tabla de contingencia. Variables: CD27 vs Cadenas Livianas.

Cadenas CD27
. . Total
15 7

- Kappa 22
~ lambda 7 1 8

Total 22 8 30

Hipdtesis

e Ho: las variables CD27 y Cadenas Livianas son variables independientes.
e Hj: las variables CD27 y Cadenas Livianas no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.2900 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacion del 5%, las variables
CD27 y Cadenas Livianas son independientes, es decir, no existe relacién entre la expresién de
CD27 y el isotipo de cadenas livianas restringido.

e (D28 vs Cadenas Livianas (n=37)

Tabla 28. Tabla de contingencia. Variables: CD28 vs Cadenas Livianas.

Cadenas CD28
. . Total
~ Kappa 13 12

25

- lambda 8 4 12

Total 21 16 37
Hipdtesis

e Ho: las variables CD28 y Cadenas Livianas son variables independientes.
e Hj: las variables CD28 y Cadenas Livianas no son independientes.
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Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.3992 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacion del 5%, las variables
CD28 y Cadenas Livianas son independientes, es decir, no existe relacidén entre la expresion de
CD28 y el isotipo de cadenas livianas restringido.

e (D81 vs Cadenas Livianas (n=21)

Tabla 29. Tabla de contingencia. Variables: CD81 vs Cadenas Livianas.

Cadenas CD81 Total
tivianas _[NNYC> TERNT Y
5 7

" kappa 12

Total 9 12 21

Hipdtesis

e Ho: las variables CD81 y Cadenas Livianas son variables independientes.
e Hj: las variables CD81 y Cadenas Livianas no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.8987 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacion del 5%, las variables
CD81 y Cadenas Livianas son independientes, es decir, no existe relacidn entre la expresién de
CD81 Yy el isotipo de cadenas livianas restringido.

e B2-microglobulina vs Cadenas Livianas (n=20)

Tabla 30. Tabla de contingencia. Variables: f2-microglobulina vs Cadenas Livianas.

2-microglobulina
C'ac'lenas B E Total

- Kappa 3 1 14
- lambda 0 6 6
Total 3 17 20

Hipdtesis
e Ho: las variables B2-microglobulina y Cadenas Livianas son variables independientes.

e Hj: las variables B2-microglobulina y Cadenas Livianas no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.2187 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacién del 5%, las variables
B2-microglobulina y Cadenas Livianas son independientes, es decir, no existe relacion entre la
expresion de B2-microglobulina y el isotipo de cadenas livianas restringido.
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8.3. Pruebas de Chi-Cuadradro de Independencia: Expresion de marcadores
e (CD45vs CD19 (n=117)

Tabla 31. Tabla de contingencia. Variables: CD45 vs CD19.

CD19
TR T
2

104 106
10 1 11
Total 114 3 117

Hipdtesis

e Ho: las variables CD45 y CD19 son variables independientes.
e Hj: las variables CD45 y CD19 no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.1502 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacién del 5%, las variables
CD45 y CD19 son independientes, es decir, no existe relacidn entre la expresiéon de CD45 y la
expresion de CD19.

e (D45 vs CD56 (n=116)

Tabla 32. Tabla de contingencia. Variables: CD45 vs CD56.

CD56
S8 56

104
2 10 12
Total 20 96 116
Hipdtesis
e Ho: las variables CD45 y CD56 son variables independientes.
e Hj: las variables CD45 y CD56 no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.9556 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipdtesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacion del 5%, las variables
CD45 y CD56 son independientes, es decir, no existe relacién entre la expresion de CD45 vy la
expresion de CD56.

e (CD45vs CD117 (n=99)

Tabla 33. Tabla de contingencia. Variables: CD45 vs CD117.
CD117

s coure coure o

33 55 88
2 9 11
Total 35 64 99
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Hipdtesis

e Ho: las variables CD45 y CD117 son variables independientes.
e Hj:las variables CD45 y CD117 no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.2064 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacidn del 5%, las variables
CD45 y CD117 son independientes, es decir, no existe relacion entre la expresion de CD45 y la
expresion de CD117.

e CDA45 vs CD27 (n=30)

Tabla 34. Tabla de contingencia. Variables: CD45 vs CD27.

CD27
gae 22 ooz oM
 cpas 2 g

29
1 0 1
Total 22 8 30
Hipdtesis
e Ho: las variables CD45 y CD27 son variables independientes.
e Hj:las variables CD45 y CD27 no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.5397 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipdtesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacién del 5%, las variables
CD45 y CD27 son independientes, es decir, no existe relacién entre la expresién de CD45 vy la
expresion de CD27.

e (D45 vs CD28 (n=37)

Tabla 35. Tabla de contingencia. Variables: CD45 vs CD28.

CD28
S cos cose O™
Ccoas- 20 15

35
1 1 2
Total 21 16 37

Hipdtesis

e Ho: las variables CD45 y CD28 son variables independientes.
e Hj: las variables CD45 y CD28 no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.8428 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacién del 5%, las variables
CD45 y CD28 son independientes, es decir, no existe relacidn entre la expresidon de CD45 vy la
expresion de CD28.
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e (CD45vs CD81 (n=21)

Tabla 36. Tabla de contingencia. Variables: CD45 vs CD81.

CcD81
ga s cose o
D 9 12 21

o cpas+ 0 0 0

Total 9 12 21

Hipdtesis
e Ho: las variables CD45 y CD81 son variables independientes.

e Hj:las variables CD45 y CD81 no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.5127 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacién del 5%, las variables
CD45 y CD81 son independientes, es decir, no existe relacién entre la expresién de CD45 vy la
expresiéon de CD81.

Sin embargo, es importante destacar que la tabla de contingencia presenta valores cero
en algunas celdas, lo que puede afectar la precision del resultado de la prueba por aumentar la
probabilidad de falsos positivos o negativos.

e CDA45 vs B2-microglobulina (n=20)

Tabla 37. Tabla de contingencia. Variables: CD45 vs B2-microglobulina.

2-microglobulina
€05 fota

~ cDas- 3 17 20
. CDas+ 0 0 0
Total 3 17 20

Hipdtesis
e Ho: las variables CD45 y B2-microglobulina son variables independientes.

e Hi: las variables CD45 y $2-microglobulina no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.0017 < 0.05 por lo tanto se rechaza la
hipétesis nula de independencia, y se acepta la hipétesis alternativa.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacién del 5%, las variables
CD45 y B2-microglobulina son dependientes entre si, es decir, existe una relacién entre la
perdida de expresion de CD45 y la expresion de B2-microglobulina.

Sin embargo, es importante destacar que la tabla de contingencia presenta valores cero
en algunas celdas, lo que puede afectar la precision del resultado de la prueba por aumentar la
probabilidad de falsos positivos o negativos.
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e (CD19vs CD56 (n=111)

Tabla 38. Tabla de contingencia. Variables: CD19 vs CD117.

CD56
aon|  cose- coser O
90

18 108
1 2 3
Total 19 92 111

Hipdtesis
e Ho: las variables CD19 y CD56 son variables independientes.

e Hj:las variables CD19 y CD56 no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.4497 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacién del 5%, las variables
CD19 y CD56 son independientes, es decir, no existe relacién entre la expresién de CD19 y la
expresion de CD56.

e CD19vs CD117 (n=94)

Tabla 39. Tabla de contingencia. Variables: CD19 vs CD117.

CD117
CD19

©our oun 00
33

59 92
2 0 2
Total 35 59 94
Hipdtesis
e Ho: las variables CD19 y CD117 son variables independientes.
e Hj:las variables CD19 y CD117 no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.0635 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacion del 5%, las variables
CD19 y CD117 son independientes, es decir, no existe relacion entre la expresiéon de CD19 y la
expresion de CD117.

e (CD19vs CD27 (n=28)

Tabla 40. Tabla de contingencia. Variables: CD19 vs CD27.

CD27
g 22 ooz oM
oD 19 g

27
1 0 1
Total 20 8 28
Hipdtesis
e Ho: las variables CD19 y CD27 son variables independientes.
e Hj:las variables CD19 y CD27 no son independientes.
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Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.5195 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacion del 5%, las variables
CD19 y CD27 son independientes, es decir, no existe relacién entre la expresién de CD19 y la
expresiéon de CD27.

e CD19vs CD28 (n=35)

Tabla 41. Tabla de contingencia. Variables: CD19 vs CD28.

CD28
CD19 Total

19 15 34
o9+ 1 0 1

Total 20 15 35
Hipdtesis
e Ho: las variables CD19 y CD28 son variables independientes.
e Hj:las variables CD19 y CD28 no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.3796 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacidn del 5%, las variables
CD19 y CD28 son independientes, es decir, no existe relacidon entre la expresion de CD19 y la
expresion de CD28.

e (CD19 vs CD81 (n=20)

Tabla 42. Tabla de contingencia. Variables: CD19 vs CD81.

CD81
g cos coste o
~ e 9 1 20
i+ o 0 0
Total 9 11 20

Hipdtesis
e Ho: las variables CD19 y CD81 son variables independientes.

e Hj: las variables CD19 y CD81 no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.6547 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipdtesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacién del 5%, las variables
CD19 y CD81 son independientes, es decir, no existe relacidén entre la expresién de CD19 y la
expresion de CD81.

Sin embargo, es importante destacar que la tabla de contingencia presenta valores cero
en algunas celdas, lo que puede afectar la precision del resultado de la prueba por aumentar la
probabilidad de falsos positivos o negativos.

Pagina 63|70



e (CD19 vs 32-microglobulina (n=20)

Tabla 43. Tabla de contingencia. Variables: CD19 vs 2-microglobulina.

2-microglobulina
coto Tota

3 17 20
0 0 0
Total 3 17 20

Hipdtesis
e Ho: las variables CD19 y B2-microglobulina son variables independientes.

e Hj:las variables CD19 y B2-microglobulina no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.0017 < 0.05 por lo tanto se rechaza la
hipdtesis nula de independencia, y se acepta la hipétesis alternativa.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacién del 5%, las variables
CD45 y B2-microglobulina son dependientes entre si, es decir, existe una relaciéon entre la
perdida de expresion de CD19 y la expresion de B2-microglobulina.

Sin embargo, es importante destacar que la tabla de contingencia presenta valores cero
en algunas celdas, lo que puede afectar la precision del resultado de la prueba por aumentar la
probabilidad de falsos positivos o negativos.

e (CD56vs CD117 (n=92)

Tabla 44. Tabla de contingencia. Variables: CD56 vs CD117.
CD117

S our fosal

6 17
27 48 75
Total 33 59 92

Hipdtesis
e Ho: las variables CD56 y CD117 son variables independientes.

e Hj:las variables CD56 y CD117 no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.9563 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacion del 5%, las variables
CD56 y CD117 son independientes, es decir, no existe relacidon entre la expresidon de CD56 y la
expresion de CD117.
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e CD56 vs CD27 (n=29)

Tabla 45. Tabla de contingencia. Variables: CD56 vs CD27.

CD27
sl o2 oz W
Ccose 3 1 4
 cpser 18 7 25
Total 21 8 29

Hipdtesis
e Ho: las variables CD56 y CD27 son variables independientes.

e Hj:las variables CD56 y CD27 no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.9008 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacién del 5%, las variables
CD56 y CD27 son independientes, es decir, no existe relacidn entre la expresidon de CD56 vy la
expresion de CD27.

e (D56 vs CD28 (n=36)

Tabla 46. Tabla de contingencia. Variables: CD56 vs CD28.

CD28
Sl oo coasr O
s 3 3

6
18 12 30
Total 21 15 36

Hipdtesis

e Ho: las variables CD56 y CD28 son variables independientes.
e Hj:las variables CD56 y CD28 no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.6501 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacion del 5%, las variables
CD56 y CD28 son independientes, es decir, no existe relacidén entre la expresién de CD56 vy la
expresion de CD28.

e CD56 vs CD81 (n=21)

Tabla 47. Tabla de contingencia. Variables: CD56 vs CD81.

CD81
sl oos cosie O
2

2 4
7 10 17
Total 9 12 21

Hipdtesis

e Ho: las variables CD56 y CD81 son variables independientes.
e Hj:las variables CD56 y CD81 no son independientes.
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Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.7483 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacion del 5%, las variables
CD56 y CD81 son independientes, es decir, no existe relacidn entre la expresion de CD56 vy la
expresiéon de CD81.

e (CD56 vs 32-microglobulina (n=20)

Tabla 48. Tabla de contingencia. Variables: CD56 vs B2-microglobulina.

2-microglobulina
cps6 fosal

0 3 3
3 14 17
Total 3 17 20

Hipdtesis
e Ho: las variables CD56 y B2-microglobulina son variables independientes.

e Hj: las variables CD56 y B2-microglobulina no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.4300 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacién del 5%, las variables
CD56 y B2-microglobulina son independientes, es decir, no existe relacién entre la expresidn de
CD56 y la expresién de B2-microglobulina.

e (D117 vs CD27 (n=26)

Tabla 49. Tabla de contingencia. Variables: CD117 vs CD27.

CD117
CD27 Total
18
8
Total 11 15 26

Hipdtesis

e Ho: las variables CD27 y CD117 son variables independientes.
e Hj:las variables CD27 y CD117 no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.7408 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipdtesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacion del 5%, las variables
CD27 y CD117 son independientes, es decir, no existe relacidon entre la expresion de CD27 y la
expresion de CD117.
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e (D117 vs CD28 (n=29)

Tabla 50. Tabla de contingencia. Variables: CD117 vs CD28.
CD117

g ouwr- ooun 0@
6 7 13
7 9 16

Total 13 16 29

Hipdtesis
e Ho: las variables CD28 y CD117 son variables independientes.

e Hi:las variables CD28 y CD117 no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.8970 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacién del 5%, las variables
CD28 y CD117 son independientes, es decir, no existe relacion entre la expresiéon de CD28 y la
expresion de CD117.

e (D117 vs CD81 (n=16)

Tabla 51. Tabla de contingencia. Variables: CD117 vs CD81.

CD117
S our ocoun ¥
4 3 7
5 4 9
Total 9 7 16

Hipdtesis
e Ho: las variables CD81 y CD117 son variables independientes.

e Hj:las variables CD81 y CD117 no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.9494 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacion del 5%, las variables
CD81 y CD117 son independientes, es decir, no existe relacidn entre la expresidon de CD81 y la
expresion de CD117.

e (D117 vs B2-microglobulina (n=20)

Tabla 52. Tabla de contingencia. Variables: CD117 vs p2-microglobulina.
CD117

©our oun 00
2 1 3
7 10 17
Total 9 11 20

Hipdtesis

e Ho: las variables CD117 y B2-microglobulina son variables independientes.
e Hj:las variables CD117 y B2-microglobulina no son independientes.
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Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.4132 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacion del 5%, las variables
CD117 y B2-microglobulina son independientes, es decir, no existe relacién entre la expresion
de CD117 y la expresidn de B2-microglobulina.

e (CD27 vs CD28 (n=27)

Tabla 53. Tabla de contingencia. Variables: CD27 vs CD28.

CD28
g o8- cose oM
027 1 5

20
3 4 7
Total 14 13 27
Hipdtesis
e Ho: las variables CD27 y CD28 son variables independientes.
e Hj:las variables CD27 y CD28 no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.5800 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacidn del 5%, las variables
CD27 y CD28 son independientes, es decir, no existe relacidon entre la expresion de CD27 y la
expresion de CD28.

e (D27 vsCD81 (n=19)

Tabla 54. Tabla de contingencia. Variables: CD27 vs CD81.

CD81
gl cosr cosie O

8 7 15
1 3 4
Total 9 10 19
Hipdtesis
e Ho: las variables CD27 y CD81 son variables independientes.
e Hj:las variables CD27 y CD81 no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.3133 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacion del 5%, las variables
CD27 y CD81 son independientes, es decir, no existe relacién entre la expresién de CD27 y la
expresion de CD81.
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e (CD27 vs B2-microglobulina (n=19)

Tabla 55. Tabla de contingencia. Variables: CD27 vs B2-microglobulina.

B2-microglobulina

Sl pzmico-  prmicror O
3 9 12
0 7 7

Total 3 16 19

Hipdtesis
e Ho: las variables CD27 y B2-microglobulina son variables independientes.

e Hj: las variables CD27 y B2-microglobulina no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.1494 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacion del 5%, las variables
CD27 y B2-microglobulina son independientes, es decir, no existe relacién entre la expresion de
CD27 y la expresién de B2-microglobulina.

e (CD28vs CD81 (n=19)

Tabla 56. Tabla de contingencia. Variables: CD28 vs CD81.

CD81
g cos coste O
8 4 12
1 6 7
Total 9 10 19

Hipdtesis
e Ho: las variables CD28 y CD81 son variables independientes.

e Hj:las variables CD28 y CD81 no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.0274 < 0.05 por lo tanto se rechaza la
hipétesis nula de independencia, y se acepta la hipdtesis alternativa.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacion del 5%, las variables
CD28y CD81 son dependientes entre si, es decir, existe una relacion entre la expresion de CD28
y la expresion de CD81.

e (D28 vs B2-microglobulina (n=19)

Tabla 57. Tabla de contingencia. Variables: CD28 vs B2-microglobulina.

B2-microglobulina

S p2-mico-  Bzmicror OO
2 6 8
1 10 11
Total 3 16 19

Hipdtesis

e Ho: las variables CD28 y f2-microglobulina son variables independientes.
e Hi:las variables CD28 y B2-microglobulina no son independientes.
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Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.3478 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacion del 5%, las variables
CD28 y B2-microglobulina son independientes, es decir, no existe relacién entre la expresion de
CD28 y la expresién de B2-microglobulina.

8.4. CD81 vs B2-microglobulina (n=14)

Tabla 58. Tabla de contingencia. Variables: CD81 vs 2-microglobulina.

2-microglobulina
081 | S e BT
. : : ;
e :

1 9
Total 3 11 14

Hipdtesis
e Ho: las variables CD81 y B2-microglobulina son variables independientes.

e Hj:las variables CD81 y B2-microglobulina no son independientes.

Al realizar la prueba se obtuvo un p-valor = 0.2069 > 0.05 por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula de independencia.

Sobre esta prueba se puede concluir que a un nivel de significacién del 5%, las variables
CD81 y B2-microglobulina son independientes, es decir, no existe relacién entre la expresion de
CD81 y la expresion de B2-microglobulina.
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