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RESUMEN






INTRODUCCION

El Mieloma Multiple (MM) es la segunda neoplasia hematoldgica mas frecuente y, a
pesar de los avances terapéuticos experimentados en la Ultima década, contintda
siendo incurable. Se caracteriza por la presencia de lesiones éseas y, en algunos
casos, lesiones extramedulares. Si bien el estandar para la evaluacién de las
lesiones Oseas sigue siendo la radiologia convencional, en los ultimos afios se han
producido notables avances gracias a nuevas técnicas de imagen como la
tomografia por emision de positrones (PET)/Tomografia computerizada (TC). Para
la valoracion de esta discrasia plasmatica, se han explorado distintos radiofarmacos
cuyo rendimiento diagnéstico resulta determinante a la hora de definir la lesién

tumoral.
OBJETIVOS

Comparar el rendimiento diagnéstico de tres radiofarmacos (FDG, MET y COL) en
la deteccion de infiltracion tumoral de MM por PET/TC en un modelo murino
mediante microPET e investigar la utilidad diagndstica y el valor pronéstico de FDG

y MET PET/TC en pacientes con mieloma.
MATERIAL Y METODOS

En el modelo murino se valoraron distintas lineas celulares de MM a fin de escoger
aguellas con un comportamiento similar al observado en pacientes. Posteriormente,
se comparo la eficacia diagnostica de FDG, MET y COL en la deteccion de lesiones
tumorales antes y después del tratamiento con distintos farmacos, En 52 pacientes,
se realiz6 un estudio prospectivo comparativo utilizando FDG y MET, con el fin de
establecer el rendimiento diagnostico de estos radiofarmacos. Ademas, se estudié
el valor pronéstico de variables con impacto conocido junto con nuevos
biomarcadores de imagen como el volumen tumoral con FDG y MET (TMTV), la
carga tumoral metabdlicamente activa con FDG (TLG) y con MET (TLMU), no

explorados hasta la fecha en el caso de la MET.
RESULTADOS

En el modelo preclinico, la COL mostr6 menor sensibilidad e intensidad de
captacion en las lesiones de MM en las lineas celulares RPMI8226 y MM1S. Tanto
la FDG como la MET permitieron realizar un seguimiento adecuado de la progresion
de la enfermedad tumoral y reflejaron el efecto de los tratamientos frecuentemente
empleados en mieloma (bortezomib, lenalidomida, dexametasona), encontrdndose
un mayor control de la enfermedad con la triple terapia que con bortezomib en

monoterapia.



La MET detecté infiltracion tumoral en 6 pacientes (11%) con PET FDG negativo,
asi como también detect6 mayor numero de lesiones que la FDG en 33/52
pacientes (63%). En el analisis univariante, las variables que se asociaron con la
SLP fueron: presencia de mas de 3 lesiones focales (HR 2.65, IC 95% 0.84-8.41,
p= 0.097), >10 lesiones focales (HR 3.01, IC 95% 1.04-8.68, p= 0.041), TMTV>210
cm? (HR 3.69, IC 95% 1.07-12.66, p= 0.038) o enfermedad extramedular (EM) (HR
4.19, IC 95% 1.25-14.08, p= 0.02) en el estudio FDG PET/TC, asi como valores de
TMTV>366 cm® (HR 4.58, IC 95% 1.25-16.82, p= 0.02), TLMU>1448 g (HR 4, IC
95% 1.09-14.64, p= 0.04) y EM (HR 4.19, IC 95% 1.25-14.08, p= 0.02) en el estudio
MET PET/TC.

CONCLUSION

En base a los resultados obtenidos, se desestima la COL para la investigacion
de MM en el modelo murino, mientras que tanto la FDG como la MET permiten
realizar un seguimiento adecuado de la progresién de la enfermedad tumoral. En
pacientes con MM se confirma el valor diagnéstico y prondstico de la FDG. La MET
es un radiofarmaco con rendimiento diagnostico superior a la FDG, aunque tiene la

limitacion de su menor disponibilidad.
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1. Conceptos

El Mieloma Mdltiple (MM) es un desorden proliferativo clonal de células plasméticas
en la médula 6sea o0, mas raramente, de forma extramedular en tejidos. Las células
plasmaticas forman parte del sistema inmune y producen anticuerpos que ayudan a
combatir las infecciones. Sin embargo, las células plasméticas clonales producen
solamente un tipo de anticuerpos monoclonales llamados paraproteinas o
componente monoclonal (CM) que impiden la formacion de anticuerpos normales.
Las células plasméticas clonales se acumulan en la médula 6sea, desplazando a
las células sanguineas sanas causando insuficiencia medular y destruccion ésea, y
produciendo acumulo excesivo de la paraproteina en sangre y en orina, que
conlleva hiperviscosidad, disfuncién organica, y en estadios avanzados, fallo renal
secundario a cadenas ligeras (fraccién de cadenas ligeras, FLC; proteina de Bence
Jones) (1).

El curso evolutivo de la enfermedad es el tipico de una enfermedad crénica
incurable, precedida por condiciones premalignas como la gammapatia monoclonal
de significado incierto (GMSI) o el mieloma quiescente (MMQ), que seran
detalladas mas adelante. A pesar de los avances terapéuticos experimentados en la
tltima década, alcanzandose en muchos casos una respuesta completa tras el
tratamiento inicial con duplicacion de la mediana de supervivencia de 3 a 6 afios

(2,3), la mayoria de pacientes recaen y mueren a causa de la enfermedad.

2. Fisiopatologia y patogénesis

El MM surge de una proliferacion asintomatica premaligna de las células
plasmaticas monoclonales que derivan de las células B de los centros
postgerminales (4). Estas células son células diferenciadas, que no experimentan
divisién, sobreviven meses-afios en la MO y producen inmunoglobulinas antigeno-
especificas que forman parte del sistema de defensa inmune. Si bien la célula
propia del MM no ha sido aun identificada, la célula diana que experimenta la
transformacién neoplasica deriva de la linea celular B, que sufre maduracion
antigénica en el centro germinal de los ganglios linfaticos, experimentando una
serie de modificaciones genéticas y medioambientales que llevan a su
transformacién maligna. Posteriormente, dicha célula migra a la MO donde se
producen interacciones con el estroma y la matriz extracelular. La presencia de los
linfocitos B clonales en sangre periférica sugiere que ambos tipos celulares (B y

células plasmaticas clonales neoplasicas) podrian tener un origen comun (5).
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Se cree que el MM evoluciona en la mayoria de los casos de una discrasia de
células plasméticas premaligna, la GMSI, presente en el 3-4% de la poblacién
mayor de 50 afios, que progresa a MMQ, estadio clinico premaligno intermedio que
se diferencia del MM solamente en la ausencia de criterios CRAB vy, finalmente, a
MM sintomatico (6). De forma infrecuente, este ultimo evoluciona a leucemia de
células plasméticas (LCP), condicion en la cual las células plasmaticas circulan
libres en la sangre periférica. En este sentido, se han descrito unas tasas de
progresion a MM de las entidades iniciales (GMSI y MMQ) de un 0.5-1% por afio en
el caso de la GMSI y de un 10% por afio en los primeros 5 afos tras el diagnostico
de un MMQ (7). La tasa de progresion desde MMQ a MM sintomético esta
incrementada en los casos con anomalias genéticas de alto riesgo que seran
descritas a continuaciéon. De la misma manera, otros factores como la
inmunoparesia, valores elevados de paraproteina o la ausencia de células
plasméticas con inmunofenotipo no patolégico también determinan mayor riesgo de

progresion desde MMQ a sintomatico (8).

Figura 1. Curso evolutivo mieloma multiple. Fuente: Hajek R. (9)
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No obstante, aunque el MM es un desorden primario del linaje B, con frecuencia las
células T se encuentran afectas, reduciéndose el nimero absoluto de células CD4
con normalidad de los niveles de CD8, lo que redunda en una disminucién de la

ratio CD4/CD8, siendo esta esencial para mantener la inmunidad antitumoral (10).

En la patogenia de la enfermedad, hay dos fenbmenos de especial relevancia: las

anomalias citogenéticas y el microambiente tumoral.
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Figura 2. Anomalias citogenéticas. Fuente: Palumbo A. (4)
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2.1 Anomalias genéticas

Se considera al MM como enfermedad Unica, aunque en realidad es una coleccién
de multiples discrasias plasméaticas con diferencias citogenéticas que alteran la
expresion de moléculas de adhesion en las células del mieloma, asi como la
respuesta a estimulos de crecimiento, afectando a cada aspecto de la enfermedad,
desde la evolucion a la presentacion clinica, respuesta a terapia y prondstico
(11,12). Durante el curso de la enfermedad se producen mdultiples anomalias
citogenéticas, algunas de ellas desde el momento de transformacion de la célula
normal a la GMSI, mientras que otras ocurren en estadios mas
avanzados/refractarios. Las anomalias pueden categorizarse en primarias y

3



Introduccion

secundarias; las anomalias citogenéticas primarias clasifican a la GMSI en subtipos
bien diferenciados, mientras que las anomalias secundarias ocurren en cualquiera
de los subtipos de MM e influyen en la evolucion de la enfermedad de forma
solapada, dado que diferentes anomalias citogenéticas secundarias pueden

coexistir en el mismo paciente.

En aproximadamente la mitad de pacientes con mieloma, el evento genético inicial
es la hiperdiploidia, caracterizada por trisomias cromosémicas. El restante 50% de
pacientes tienen usualmente una translocacién de material genético. Técnicas
como la Hibridacion Fluorescente In Situ (FISH), basada en el estudio en interfase,
han mejorado la resolucion de los andlisis gendémicos, permitiendo detectar
aberraciones cromosémicas en mas del 90% de los pacientes con MM de nuevo

diagnéstico.

Aberraciones primarias son aquellas que conciernen a los cromosomas 4pl6 (12-
15%), 11913 (15-20%), 16923 (%), 6p21 (5%) y 20gll (1%) mientras que
aberraciones secundarias son las siguientes: ganancia (1q) (40%), delecion (1p)
(30%), del (17p) (o TP53, 7%), entre otras.

2.2 Anomalias primarias

Las anomalias primarias, también llamadas precoces, que afectan a las cadenas
pesadas de las inmunoglobulinas mediante translocacién o trisomia son comunes al
MM y a la GMSI. La forma trisbmica se caracteriza por la presencia de una copia
adicional de los cromosomas 3, 5, 7, 9, 11, 15 y 17, mientras que la forma
translocada incluye las traslocaciones t(11;14), t(4;14), t(6;14), t(14;16) y t(14;20),

abordadas a continuacion.

En cada una de estas traslocaciones, un oncogen de un cromosoma vecino se
transloca a la region IgH del cromosoma 14g32. Concretamente, las
translocaciones ocurren con la yuxtaposicion de la region del cromosoma 14
(932,33) con las regiones MAF (t(14;16) (932,33;23) y MMSET (4p16.3), resultando
en una disrregulacion de dos genes adyacentes, el MMSET, afecto en la totalidad
de los casos, y el FGFR3, en el 30% de las ocasiones (13,14). De entre las
translocaciones que implican al locus de las inmunoglobulinas, la region de la
cadena pesada de la misma (IgH) supone el 50-70% de los casos, mientras que la

region de la cadena ligera (IgL) comprende menos del 20% (15).

Como se mencionaba anteriormente, distintas translocaciones forman parte de las

anomalias primarias:
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- t(14;16) (g32;23): marcador de alto riesgo con una mediana de
supervivencia de 2-3 afios. Se suele acompafiar de anomalias del

cromosoma 13 (15).

- t(4;14) (p16;932): marcador de alto riesgo, aunque los nuevos
agentes terapéuticos han supuesto un cambio de consideracién a riesgo
intermedio. Asociado a isotipos IgA y expresion de cadenas ligeras lambda
(15), hay un subgrupo con bajos niveles de B2microglobulina (B2M) y
niveles altos de hemoglobina (Hgb), representando este un grupo de mejor

prondstico con mayor supervivencia.

- t(11;14) (q13;932): Considerado como riesgo estandar, se asocia a
mielomas oligosecretores, morfologia linfoplasmocitica y expresion de
cadenas ligeras lambda. Suponen la mayoria de casos de Mieloma IgM y el
50% de las amiloidosis de cadenas ligeras. Existen dos subtipos: con
expresion de CD20, de demostrada remision completa lenta pero duradera,
y el que carece de expresion de CD20, asociado frecuentemente a una

remisiébn completa rapida pero poco duradera.

- t(14;20): traslocacion infrecuente que resulta en la expresion de
MAFB, factor de transcripcion de la familia bZip (16,17). Resultados
preliminares demuestran que su presencia se correlaciona con peor
prondstico en mieloma. Sin embargo, paraddjicamente, la identificacion de
dicha traslocacion en la GMSI o el MMQ puede asociarse a enfermedad
estable de larga duracion (18), lo que sugiere que eventos moleculares
adicionales son necesarios en aquellos casos que progresan a mieloma, y

gue estos pueden ser los responsables del pronéstico desfavorable.

Anomalias secundarias

Asociadas a progresion de la enfermedad, su adquisicion es tardia (15) y de
caracter complejo, jugando un rol clave en la determinacién de la progresion
tumoral y la resistencia a farmacos en el MM. Los genes afectados con mayor
frecuencia son el MYC (8g24) que experimenta anomalias, NRAS y KRAS,
activacion, FGFR3 y TP53, mutaciones y CDKN2A y CDKN2C, inactivacion por
mutaciones. Otros genes involucrados en el MM y no en la GMSI son el MAFB
(20912) y el IRF4 (6p25) (4). La sobreactivacion de los factores de transcripcion

ha sido reportada en pacientes con GMSI pero no en pacientes con MM.
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-Monosomia cromosoma 13 o del(13q): marcador de riesgo adverso. Es un

evento temprano en la patogenia del MM, presente en hasta el 50% de la GMSI.

-Delecciones en el cromosoma 17p (p53): de aparicion tardia, implican un alto
riesgo de progresion a MM. En pacientes de nuevo diagnéstico, implica mal
pronostico en la supervivencia global (SG) y supervivencia libre de progresion
(SLP), con una mediana de 2-3 afios a pesar de tratamiento.

-Alteraciones del cromosoma 1g21: presentes en mas del 40% de los pacientes
con MMQ y MM, su existencia sugiere un papel en la progresion de la
enfermedad. Algunos estudios sugieren que se asocia a riesgo de progresion
de MMQ y a prondstico desfavorable en MM.

-Otras: disregulaciones epigenéticas tales como la alteracién en la expresion del

microARN y la metilacion de genes (19).

El International Myeloma Working Group (IMWG) recomienda el uso de la técnica
FISH en células plasméticas purificadas para definir el riesgo citogenético (8,20).
De acuerdo a este consenso, Unicamente las traslocaciones t(4;14), t(14;16), y la
delecién del (17p) son consideradas de forma univoca como anomalias
citogenéticas de alto riesgo. Por otra parte, las anomalias del cromosoma 1 tales
como gan(1q), del(1p), y las aberraciones 1g21 estan asociadas con un prondstico

adverso.

Las aberraciones cromosOmicas descritas anteriormente no son fijas durante la
evolucion de la enfermedad, sino que la heterogeneidad intra-clonal secundaria a
subclones gendémicamente variables dentro del mismo paciente cambia durante el
curso de la enfermedad en funcion de la terapia recibida, dando lugar a la seleccién
del clon que mejor se adapta y a la eliminacién del clon peor adaptado (21). Este
comportamiento ha sido descrito en otros tumores solidos y puede ser un factor
importante a la hora de valorar la resistencia a ciertas terapias y la progresion de la

enfermedad.

2.4 Microambiente tumoral

Las anomalias genéticas alteran la expresion de las moléculas de adhesion en las
células de MM, asi como la respuesta a los estimulos de crecimiento en el
microambiente. La interaccién entre las células de MM y las células de la médula
O6sea o0 las proteinas de la matriz extracelular, mediadas por los receptores de
superficie celular (integrinas, cadherinas, selectinas), incrementa el crecimiento

tumoral, la supervivencia, migracién y resistencia a farmacos. La adhesion de las
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células de MM a las células estromales y hematopoyéticas induce la secrecion de
citoquinas y factores de crecimiento, incluyendo la IL-6, el factor de crecimiento
vascular del endotelio (VEGF), el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1),
todos ellos miembros de la superfamilia de los factores de necrosis tumoral, y
regulados por procesos autocrinos y paracrinos (22).

La adhesion de las células de MM a las proteinas de matriz extracelular (colageno,
fibronectina, laminina, vitronectina) mediante las moléculas de adhesion (molécula
de adhesion vascular tipo 1, VCAML, integrina alfa 4, VLA-4) sobreactiva a las
proteinas reguladoras del ciclo celular como la IL-6 y el VEGF, lo que estimula las
células plasmaticas y la angiogénesis (23).

La actividad de los inhibidores del proteasoma y los farmacos inmunomoduladores
frecuentemente empleados en el tratamiento de la enfermedad se basa en la
disrupcién de vias de sefalizacion mdltiple que condicionan el crecimiento,
proliferacién y la supervivencia de las células de mieloma. Los inhibidores del
proteasoma estimulan multiples vias de apoptosis, entre ellas la respuesta al estrés
del sistema reticulo-endotelial o la inhibicion del factor nuclear KB (NF-KB),
disminuyendo la angiogénesis y la adhesiéon celular en el microambiente (24). Por
su parte, los inmunomoduladores estimulan la apoptosis e inhiben la angiogénesis y
la adhesién, mientras estimulan la respuesta inmune a las células de mieloma

mediante las células T y las células Natural Killer (25).

3. Epidemiologia

El MM supone un 1% en las estadisticas generales del cancer y un 13% en las
series de neoplasias hematoldgicas. En Espafia, la incidencia acumulada de MM es
de aproximadamente 5 personas por 100000 personas/afio (26,27). La incidencia
aumenta con la edad, dados los cambios epigenéticos y genéticos durante el
desarrollo de la enfermedad, de manera que casi la mitad de los casos con MM se

diagnostican en pacientes de edades superiores a 75 afios.

La edad media de presentacién de los pacientes con MM es de de 69 afios; el 37%
de los pacientes son menores de 65 afos, el 26% tienen edades comprendidas
entre los 65 y los 74 afos, y el 37% tienen mas de 75 afios. Sin embargo, una
pequefia proporcion de casos (inferior al 10%) son diagnosticados en pacientes de
edad inferior a 50 afios (28,29).

En cuanto al sexo, el MM es mas frecuente en hombres que en mujeres.

Concretamente, en Reino Unido el 58% de los casos corresponden a varones
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mientras que el 42% restante corresponde a mujeres (30). En lo relativo a su
presentacion racial, existen disparidades interraciales en el MM y sus condiciones
premalignas, siendo la incidencia marcadamente inferior en los asiaticos en
comparacion con los blancos no hispanos, mientras que los hispanos poseen unas
tasas de incidencia ligeramente superiores a las del resto de raza blanca (6.7 por
cada 100000 vs. 6.2 por cada 100000). Por su parte, la raza negra posee un mayor
namero de casos respecto a la blanca (2.0:1.0), no sélo de MM sino también de
GMSI. Las causas de la disparidad racial son complejas, si bien factores que
parecen contribuir al mayor riesgo son los factores socioecondmicos, genéticos o

de exposicion (por ejemplo, la obesidad) (31).

4., Presentacion clinica

De presentaciéon clinica variable, un 11% de los pacientes con MM debutan
inicialmente de forma asintomatica, detectandose la enfermedad tras realizar
analisis rutinarios para la valoracion de otros procesos no relacionados con el
mieloma. En pacientes con historia previa de GMSI, la progresion se caracteriza por
la elevacién en el componente monoclonal sérico o urinario y la plasmocitosis
medular, con la subsiguiente transformacion a MM. En el restante 80-90%
sintomatico, los sintomas derivados de la afectacion organica referidos segun
frecuencia y severidad son la afectacién 6sea (dolor 6seo), fallo renal, infeccion,
fallo mieloide, hipercalcemia, sintomas derivados de la anemia, complicaciones

neuroldgicas, sindrome de hiperviscosidad, y la amiloidosis.

4.1 Afectacion osea

Los sintomas aparecen a medida que las células tumorales del MM sustituyen a las
células normales en la médula ésea, siendo la afectacién ésea la principal causa de
morbilidad en pacientes. El dolor 6seo, presente en el 75% de los pacientes, resulta
mas frecuente en la espalda y su causa puede estar relacionada con un efecto
directo del tumor (por afectacion 6sea o infiltracion/compresion del tejido nervioso) o
asociada al tratamiento antineoplasico (postcirugia, postquimioterapia,
postradioterapia) o bien no tener relacion directa con el tumor ni con su tratamiento
(osteoporosis, osteopatia hipertrofica, etc). Ademas, aproximadamente un 60% de
los pacientes con MM desarrollard una fractura durante el curso de la enfermedad,
que se localizara frecuentemente en huesos ricos en médula ésea como son la

columna vertebral, costillas, pelvis, calota y huesos largos.
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La base fisiopatoldgica de la enfermedad 6sea es el desacoplamiento del proceso
de remodelacion Osea. La interacciobn entre las células de mieloma y el
microambiente 6seo lleva a la activacion de los osteoclastos y a la supresion de los
osteoblastos, resultando en la pérdida 6sea (32). Estudios en ratones transgénicos
muestran una actividad osteoclastica incrementada causada por la alteracion del
balance entre la produccion del ligando del Receptor Activador del factor Nuclear
KB (RANK-L) y la osteoprotegerina (OPG). EI RANK es un receptor transmembrana
que pertenece a la superfamilia de receptores TNF, predominante expresados en
los precursores de los osteoclastos y los osteoclastos maduros. Su ligando, RANK-
L promueve la maduracién y diferenciacion, proliferacion, activacion de los

osteoclastos e inhibe la apoptosis de los osteoclastos maduros.

La marcada actividad de los osteoclastos se debe a un disbalance en la ratio entre
el RANK y la OPG que resulta del exceso de produccion del ligando RANKL con
escasa produccién de OPG. En los niveles de RANK-L y OPG influyen una gran
cantidad de citoquinas, entre las que se encuentran la IL-1B, IL-6, TNF-A y TGF-B.
Ademas, se ha descrito que las células plasmaticas neoplasicas son capaces de
inhibir un factor de transcripcion clave para los osteoblastos, causando una

reduccién en la diferenciacién precursor/osteoblasto maduro.

4.2 Afectacion renal

La afectacion renal es la segunda manifestacion clinica méas comin y la
complicacién mas severa del MM. Se presenta al diagndstico en aproximadamente
un 20% de los pacientes mientras que otro 20-30% de los pacientes desarrollan
insuficiencia renal durante el curso de la enfermedad (33). Los sintomas derivados
de la insuficiencia renal por la enfermedad incluyen la debilidad y edemas en
extremidades inferiores. La patogénesis del fallo renal en el MM es multifactorial.
Primeramente, este se debe a la excrecion urinaria de las cadenas ligeras
monoclonales (proteinuria de Bence Jones) que causa dafio a los tabulos y/o el

glomérulo por tres mecanismos diferentes:
a) Precipitacion intra-tubular

b) Dafio directo del epitelio tubular por llas cadenas ligeras

monoclonales y enzimas lisosomales

C) Depésito de cadenas ligeras monoclonales a lo largo de la

membrana basal del glomérulo y tibulos
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Otros factores implicados directamente en el dafio renal incluyen la hipercalcemia,
deshidratacion, uso de drogas nefrotoxicas, infecciones e hiperuricemia. La
presencia de dafio renal, especialmente si es agudo, aumenta el riesgo de

mortalidad precoz en los 60 dias tras el diagndstico.

4.3 Otros sintomas

Otros sintomas presentes en MM incluyen las infecciones bacterianas recurrentes
(13%) cuya causa es multifactorial, siendo el principal factor contribuyente la
supresion de la inmunidad por medio de la alteracion monocito/macrofagica y de los
linfocitos T, con un catabolismo de inmunoglobulinas aumentado y supresion de
linfopoyesis B. Suele tratarse de infecciones bacterianas de repeticion,
frecuentemente pulmonares, principalmente neumonia neumocécica o bien

urinarias por gramnegativos.

Otras manifestaciones incluyen sintomas derivados de la anemia, sindrome
hipercalcémico con debilidad, somnolencia, confusion y estrefiimiento grave,
manifestaciones neurolégicas o polineuropatia sensorio-motora secundaria a la

compresion medular o de raices nerviosas.

5. Diagndstico

Los criterios diagnosticos para MM sintomatico actualmente empleados son los
propuestos por el IMWG e incluyen la infiltracién de células plasméticas en MO >
10% o una biopsia demostrando plasmocitoma y/o evidencia de dafio organico por
el MM (criterios CRAB, acrénimo de Calcium, Renal failure, Anemia, Bone lesions)
(8). En pacientes con MM no secretor, el diagnostico se basa en la presencia de un
30% de células plasméticas monoclonales en médula 6sea (4) o la existencia de un

plasmocitoma confirmado en biopsia.

Tabla 1. Criterios diagnésticos para GMSI, MMQ y MM

Componente % Células
Enfermedad P plasmaticas Criterios adicionales
monoclonal g/l
clonales
GMSI <30 <10 No otros procesos
linfoproliferativos B
MMQ >30 10-60 No dafio organico
MM >30 >10 Afectacién organica*

*Afectacion organica: Criterios CRAB. Ver tabla a continuacion.

10
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Tabla 2. Criterios CRAB (34)

Ca sérico > 0.25 mmol/L (> 1mg/dl) del
Hipercalcemia limite superior de la normalidad o > 2.75
mmol/l (< 11 mg/dl)

Aclaramiento de creatinina < 40 ml/min o

Insuficiencia renal creatinina sérica > 177 micromol/l (> 2
mg/dI)

Descenso de Hb > 20 g/l por debajo del

Anemia limite inferior de la normalidad o Hb <
100 g/l

Una o mas lesiones osteoliticas por
Rayos X convencionales (Rx),

Lesiones 6seas Tomografia Computerizada (TC) o
Tomografia por emision de positrones
(PET/TC)

Los criterios diagnésticos publicados en 2014 (8) identifican ademas como eventos
definitorios de mieloma en ausencia de CRAB uno o mas de los siguientes
biomarcadores de malignidad, también conocidos como criterios SLiM:

1.elevada plasmocitosis medular clonal (> 60%), demostrada por restriccion
kappa/lambda en la citometria de flujo

2.ratio de FLC elevada (afectas/no afectas > 100)

3.presencia de mas de una lesion focal identificable (de al menos 5 mm) en la

Resonancia Magnética (RM).

Los test recomendados para el diagnéstico de MM incluyen los siguientes:

5.1 Pruebas de laboratorio

- Hemograma y examen de frotis de sangre periférica. Dado que los
pacientes con MM suelen presentar anemia (73%), leucopenia y/o
trombocitopenia, esta indicado su estudio. La anemia suele ser de caracter
normocrémico normocitico y se debe a la infiltracion de médula 6sea por MM
0 a la existencia de disfuncion renal. Ademas, si bien resulta infrecuente,
puede evidenciarse un exceso de células plasmaticas circulantes que,

cuando es superior a 2000/mm?3, identifica LCP, variante leucémica del MM.

- Bioquimica sérica. Pardmetros relacionados con la funcion renal
(urea, creatinina), calcio y fésforo séricos. Ademas, puesto que resultan
relevantes desde el punto de vista prondstico esta indicado el estudio de
B2M, Lactato deshidrogenasa (LDH) y albumina (ALB).
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Estudio de proteinas en suero

o) Electroforesis de proteinas en suero (EF) que mide la
cantidad de anticuerpos en sangre y cuantifica el CM.

o) Inmunofijacion (IFs), que identifica el tipo exacto de
anticuerpo monoclonal anormal (IgG, IgA, etc) y junto a la EF clasifica
el MM en: secretor de Ig (77%), Bence Jones (20%) y no secretor
(3%); MM secretor de Ig aquel que se caracteriza por la produccién
de Ig clonal, siendo la IgG el tipo mas frecuente; Proteinuria de Bence
Jones aquella que se caracteriza por la produccion de cadenas
ligeras monoclonales desacopladas de las cadenas pesadas,
excretadas en la orina resultando en la proteinuria monoclonal Bence
Jones. El perfil electroforético en este caso puede mostrar

hipogammaglobulinemia.
o Cuantificacion de las Inmunoglobulinas (Igs)

o Andlisis de cadenas ligeras libres en suero (FLC), FLC-kappa
y FLC-lambda y la ratio FLC-K/FLC-L. Este test permite identificar y
medir la concentracién de cadenas kappa y lambda libres, ambos
marcadores de clonalidad y con valor prondstico. Se han reportado
ratios anormales en casi todos los casos de Bence Jones MM en el
90% de pacientes con MM Ig secretor y en un 70% de pacientes con
MM no secretor. En pacientes con mieloma que no cumplen criterios
CRAB, este andlisis resulta imprescindible para descartar otros
biomarcadores de malignidad (SLiM).

Estudio de proteinas en orina de 24 horas

o Electroforesis de proteinas en orina y cuantificacién de Bence
Jones (BJ)
o Inmunofijacion en orina (IFo)

Estudio de médula 6sea en biopsia o aspiracion, necesario para

documentar el porcentaje de células plasmaticas que es >10% de las células

mononucleares totales en MMQ y MM y que puede llegar a un

desplazamiento total del parénquima mieloide normal.

o Citometria de flujo

o Inmunohistoquimica
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o Citogenética

o FISH en MO. Desde su introduccién, el andlisis FISH ha
revolucionado los andlisis genéticos, permitiendo una determinacién
mas precisa de la presencia y frecuencia de las anomalias genéticas
gue las técnicas de analisis citogenético convencionales. En
particular, esta técnica resulta hoy en dia indispensable dada la
elevada fraccién de CP con escasa proliferacién celular, existencia de
multiples infiltrados medulares y cambios en el cariotipo que
caracterizan al mieloma a diferencia de otras neoplasias
hematolégicas. En 2012, la Sociedad Europea de Mieloma (EMN)
publicé recomendaciones técnicas especificas para la realizacién de
FISH en mieloma (35) con el fin de definir enfoques estandar para
protocolos especificos y establecer una base de datos europea

comun.

5.2 Pruebas de imagen

La afectacion ésea del MM, presente en aproximadamente el 80% de pacientes
resulta un marcador de dafio organico que afecta a la calidad de vida y representa
una causa mayor de morbilidad y mortalidad. Por este motivo, las técnicas de
imagen juegan un importante papel en el manejo del MM (36,37) ya que permiten la
deteccion de lesiones 6seas liticas que representan un marcador de dafio organico
gue establece el diagnéstico y dicta el inicio inmediato de tratamiento (1), identifican
lesiones extramedulares (EM) consideradas hallazgo de mal pronéstico, a la vez
que permiten diferenciar entre plasmocitoma solitario y MM y predicen el riesgo de

progresion precoz de MMQ a enfermedad activa.

A pesar de que la radiografia convencional ha sido tradicionalmente considerada la
técnica de imagen estandar, su baja sensibilidad en la deteccién de lesiones
osteoliticas a la par que su incapacidad de evaluar la respuesta a terapia ha llevado
al uso de técnicas mas sofisticadas como la TC, la RM o la PET/TC. A pesar de la
considerable heterogeneidad en la practica clinica en cuanto al empleo de una u
otra técnica de imagen en el manejo del paciente, sociedades internacionales como
la EMN, el IMWG y la Sociedad Europea de Oncologia Médica (ESMO) han
proporcionado unas recomendaciones que consideran al TC de baja dosis como la
modalidad de eleccién en la valoracion inicial de la enfermedad dsea por mieloma.
La radiografia convencional, por el contrario, solamente deberia emplearse si no

existe ninguna otra técnica disponible. En caso de no evidenciar signos de
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destrucciéon 6sea en el TC, deberia realizarse una RM preferiblemente de cuerpo
completo para descartar la existencia de mas de una lesién focal. Por su parte, el
PET/TC deberia realizarse su existe una alta sospecha de EM, en aquellos casos
con MM oligo/no secretor con ratio normal de FLC o en ensayos clinicos donde la
valoracion de la enfermedad minima residual (EMR) esté sistematizada. En caso de
sospecha de recaida, dado que se requieren herramientas que indiquen el
crecimiento del tumor y/o dafio organico, el TC de cuerpo completo seria la técnica
de primera eleccién. En caso de progresion bioquimica o en pacientes con muy
baja carga tumoral, la RM o el PET resultarian preferibles. A continuacion, se
describira el papel de cada técnica de imagen por separado.

5.2.1 Radiografia convencional

A pesar de que la radiografia convencional o serie 6sea metastasica ha sido la
técnica de imagen estandar durante afos, limitaciones como la pérdida de masa
6sea de al menos un 30% para detectar lesiones liticas (38), tiempos de estudio
prolongado e imposibilidad de diferenciar fracturas vertebrales secundarias a
osteoporosis de aquellas debidas a afectacion subyacente por MM, entre otras, han
motivado el uso de modalidades de imagen mas avanzadas. Por otra parte, la
deteccion de lesiones liticas, particularmente en el esqueleto axial, puede resultar
un reto dada la superposiciéon de estructuras, infraestimandose la enfermedad 6sea
en un 25-40% de los casos de acuerdo a dos ensayos retrospectivos (39,40). Por el
contrario, la superposicién de asas intestinales pueden producir resultados falsos

positivos (41).

En esta técnica, las proyecciones estandar deberian incluir (42):

- Proyeccion posteroanterior de torax

- Proyecciones anteroposterior y laterales del esqueleto, humeros y fémures
- Proyecciones laterales de crdneo

-Proyeccion anteroposterior de pelvis

5.2.2 Tomografia Axial Computerizada

La TC de cuerpo entero se ha incorporado como técnica gold standard para la
evaluacion de lesiones osteoliticas en el esqueleto, mostrando alta precision sin
necesidad de emplear agentes de contraste y con una radiacién menor a la de la

TC estandar (41,43). Los hallazgos observados con la citada técnica incluyen la
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osteolisis con o sin afectacién de partes blandas, osteopenia difusa, fracturas, y

mas raramente, osteoesclerosis.

De acuerdo a la literatura cientifica existente, la infiltracion difusa de MO se define
de acuerdo a los criterios propuestos por Staebler como la existencia de lesiones de
< de 5 mm sin osteoporosis, mientras que el patron focal se define como la
presencia de, al menos, una lesién de mas de 5 mm o lesiones focales o liticas en
el esqueleto (por ejemplo, la columna vertebral y el sacro) o extraaxial (en cualquier
parte del esqueleto diferente de la mencionada) (44).

En mudltiples estudios ha sido demostrada su superioridad diagnéstica, presentando
sensibilidad y detectabilidad superiores a la serie 6sea metastasica (40,41,43) en la
deteccién de las lesiones osteoliticas, en particular a nivel vertebral y en pelvis, que
resulta en una mayor precisién diagndstica y en cambios en el manejo terapéutico
en el 18.2%-61% de los casos. Ademas, esta técnica proporciona importante
informacién relativa al desarrollo potencial de fracturas, sirve de guia para la
radioterapia y cirugia y es capaz de detectar manifestaciones nodulares o difusas
de la infiltracién por mieloma en los huesos largos de los adultos, estos hallazgos
con aparente significacion pronéstica (45) y correlacion con la respuesta al

tratamiento.

Sin embargo, debe ser tenido en cuenta que, para una mejor valoracion de la carga
tumoral, debe incluirse en el estudio el cuerpo completo, recomendandose por tanto
el empleo de un TC de baja dosis. El protocolo propuesto para la técnica se basa
en realizar un TC multi-detector de baja dosis de cuerpo completo, con dosis tan
bajas como 3.2-4.8 miliSievert (mSv), siendo esta radiacién ligeramente superior a

la descrita para la serie 6sea (1.2-2.4 mSv) (46).

A pesar de su gran valor como herramienta diagndéstica, es necesario resaltar
ciertas limitaciones. Al diagnostico, existe una escasa concordancia interobservador
a la hora de diferenciar entre patrones focales y difusos, existiendo desacuerdos a
la hora de considerar como definir el patron de infiltracion difuso por imagen (44).
Por otra parte, en el caso de la enfermedad extradsea, esta puede pasar
desapercibida salvo que se realice una exhaustiva revision de las imagenes en
ventana de partes blandas o cerebro. Por ultimo, durante el seguimiento no resulta
una técnica adecuada para discriminar entre enfermedad activa y tratada, por lo

que no se recomienda en la valoracion de respuesta (47).

A pesar de todo lo anterior, trabajos recientes (44) basados en analisis radiomicos

pueden ayudar a radidlogos y clinicos en la identificacién de lesiones liticas, con
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resultados preliminares en pacientes con MM pre-trasplante que muestran que la
radiomica mejora la precision diagnéstica, permitiendo diferenciar patrones focales
de difusos, los primeros con peor pronostico con menor tiempo a la progresion
(TTP).

5.2.3 Resonancia Magnética

Considerada la técnica con mayor sensibilidad en la deteccion de infiltracién de
médula 6sea por células de mieloma, la RM no asocia exposicion a la radiacion.
Esta técnica ha sido establecida como referente para la evaluacion de la
enfermedad Osea (48), dado que posee alta sensibilidad para la detecciéon precoz
de la infiltracion medular en comparacion con la serie 6sea y la TC de cuerpo
completo que solamente detectan los efectos del MM una vez ha sucedido la
osteolisis. Sus imagenes pueden utilizarse para determinar la localizacién exacta,
tamafio y efectos locales compresivos de las lesiones focales mielomatosas y sus

posibles fracturas asociadas.

Su funcionamiento se basa en examinar la composicion del tejido relativa al
contenido de agua y grasa, proporcionando distinta informacion acerca de la
médula 6sea y sus patrones de infiltracion (normal, afectacién focal, infiltracion
difusa homogénea, infiltracién difusa con lesiones focales adicionales y patron
variegado sal y pimienta), que han demostrado correlacion con la biopsia medular
(49,50).

Las lesiones focales en RM se correlacionan con factores prondsticos conocidos,
en particular, con la citogenética y los resultados clinicos (50,51), demostrando ser
el factor de peor prondstico para la progresion (52), seguido por la existencia de un
patron difuso, de significado menos claro. Por el contrario, patrones como el
micronodular o el “sal y pimienta” se asocian a un mejor pronostico que el patron

focal o difuso.

Los numerosos tipos de secuencias disponibles afectan en gran medida el valor
diagnostico de la imagen. Hay mdultiples secuencias propuestas para la
identificacion de enfermedad medular focal o difusa, entre otras Spin-echo (SE) o
de "sangre negra", eco de gradiente (GE), STIR o de supresion grasa y secuencias
SE con contraste (con y sin supresion grasa). Los estudios con supresion grasa
pueden suplementarse con otros que demuestren una mejor definicion de las

lesiones focales o difusas.
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Las secuencias de difusion (Diffusion Weighted Imaging, DWI) suponen un
protocolo adicional funcional que mide el movimiento de las moléculas de agua en
el tejido, poniendo de relieve la presencia de alta celularidad (movimiento limitado)
por contraposicion a la baja celularidad o alta microcirculacion (movimientos
incrementados), sin resultar necesario el uso de contrastes. Esta secuencia se ha
situado como una técnica particularmente sensible para detectar enfermedad focal
e infiltracibn medular dado el excelente contraste entre la médula normal y la
médula enferma, superior a la de secuencias short inversion time inversion recovery
(STIR) convencionales (53). Ademas, el DWI permite diferenciar entre enfermedad
activa y tratada en casos en recaida, con sensibilidad y especificidad de un 90% y
93% (54), respectivamente. A pesar de que las secuencias DWI estan emergiendo
como herramientas sensibles para la imagen de la médula 6sea, persiste el debate
a propoésito de su especificidad (55). Por otra parte, el coeficiente quantitative
apparent diffusion coefficient (ADC) resulta una herramienta adicional para el
diagndstico de la infiltracién difusa en la RM (55), si bien no se encuentra aln

estandarizado y no se emplea de forma rutinaria.

Multiples estudios han demostrado que la RM, tanto axial como de cuerpo
completo, es mas sensible que la serie Gsea para la deteccion de la enfermedad
6sea en MM, permitiendo una mayor precision diagnéstica (49,52). Unas
excepciones suponen las lesiones localizadas en calota, probablemente debido al
escaso volumen medular en el craneo. Estudios comparativos entre la RM y la
PET/TC han demostrado que las dos técnicas son igualmente efectivas en caso de
lesiones focales (56), mientras que otros estudios como el publicado por Moreau y
cols. en 2017 en pacientes con MM tras tres ciclos de quimioterapia y previamente
a la terapia de mantenimiento mostraron tasas de deteccién superiores con la RM
que con el ¥F-FDG PET/TC (95% para la RM y 91% para el ®F-FDG PET/TC), si
bien estas diferencias no resultaron significativas (56). En cuanto a estudios
comparativos con respecto a la TC de cuerpo completo, se hallé6 una excelente
concordancia en términos de deteccion de lesiones, patron y afectaciéon de médula
Osea (57).

Sin embargo, esta técnica posee asimismo limitaciones que incluyen su coste,
capacidad limitada, tiempo de exploracién y retos a la hora de interpretar las
imagenes por la falta de definicion del hueso cortical, o que redunda en la falta de

deteccioén de lisis 6sea.
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5.2.4 Tomografia por Emisién de Positrones (PET)/TC

El PET/TC con el trazador 2-deoxy-2-[18-F] fluoro- D-glucosa (**F-FDG) es una
técnica no invasiva que permite identificar la destruccion 6sea focal con/sin
presencia de lesiones liticas, valorar la carga tumoral y la actividad de la
enfermedad en distintas areas de médula ésea y hueso cortical y esponjoso,
proporcionando un estudio de cuerpo completo con valores de sensibilidad global
del 90% y especificidad del 70-100% segun diferentes estudios (58,59).

Resulta una excelente herramienta para valorar la actividad metabdlica tumoral y
monitorizar la respuesta al tratamiento debido a su habilidad para distinguir entre
enfermedad activa e inactiva. La TC de baja dosis, tipicamente realizada junto con
el 8F-FDG PET, puede considerarse ampliamente comparable a la TC de cuerpo
completo, constituyendo una herramienta precisa para localizar las lesiones 6seas y
extramedulares (36). La combinacién de la imagen funcional PET y las imagenes

morfolégicas TC hacen de esta técnica la mas eficaz para detectar EM.
Las anomalias detectadas por el PET/TC a nivel osteo-medular son (60):

1. Enfermedad difusa: definida como la captacion difusa homogénea del
esqueleto axial y apendicular de intensidad superior a la hepatica, o
captacién heterogénea independientemente de su intensidad de captacion.

2. Lesiones focales: definidas como éareas de captacién focal del
trazador de mayor intensidad en comparacion con la captacion de fondo de
la médula 6sea, con/sin componente litico, presentes en al menos dos cortes
consecutivos, excluyendo todos aquellos procesos que corresponden a

patologia benigna osteoarticular.

3. Enfermedad combinada (focal y difusa): Presencia de lesiones

focales y enfermedad difusa en un mismo paciente.

4. Lesiones paramedulares: invasion del tejido blando adyacente como
consecuencia de la extension de la afectacion 6sea. Su valor prondstico

resulta aun incierto.

5. Lesiones extramedulares (<10%): infiltracion de células plasmaticas
delimitada que afecta tejidos extradéseos. Se ha demostrado su asociacion

con peor prondstico.
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Con el fin de estandarizar la interpretacion de los hallazgos descritos anteriormente,
el grupo multidisciplinar de Bolonia propuso los llamados criterios IMPeTUs (ltalian
myeloma for PET use criteria) (61), que describen la captacion difusa en médula
Osea, el numero de lesiones focales (con/sin osteolisis), y la existencia de EM
mediante una escala visual de 5 puntos (escala de Deauville) definida para linfoma
en 2009 (62). Estudios comparativos con respecto a la Rx convencional muestran
su mayor sensibilidad, con un mayor numero de lesiones en el 40-60% de los
casos, aunque peor rendimiento diagnostico en caso de lesiones pequefias que si
eran detectadas por la radiografia convencional (63,64). En cuanto a su rendimiento
diagnodstico frente a la RM, la sensibilidad del PET/TC ha demostrado ser
equiparable a esta en la deteccién de lesiones 6seas (56,65,66). Por el contrario,
estudios comparativos respecto a RM en infiltracion difusa de médula dsea
muestran una mayor detectabilidad de esta Ultima, hallandose lesiones focales
adicionales detectadas por PET sin correlato en RM (58,63,65-67). La combinacion
de ambas técnicas (PET/TC y RM) proporciona una detectabilidad del 92% para las

localizaciones medulares/extramedulares de la enfermedad.

Sin embargo, ademas de baja detectabilidad en lesiones de pequefio tamario, la
técnica posee otras limitaciones, como pobre rendimiento de la infiltracion difusa de
MO (67), y una tasa de falsos negativos de un 11% en pacientes con enfermedad
sin avidez por ¥F-FDG (68). En estos pacientes se han hallado niveles de baja
expresion de la enzima hexoquinasa 2, que cataliza el primer paso de la glicélisis
(68), no encontrandose asociacion entre los resultados del PET y el grado de

infiltracién medular o tasa de proliferacion.

En cuanto al valor prondstico, tanto el PET/TC como la RM han demostrado
proporcionar informacion prondstica basada en la presencia y nimero de lesiones
focales y la infiltracion difusa de MO. En andlisis de pacientes con MM de nuevo
diagndstico en el contexto de protocolos de terapia total, la presencia de mas de 7
lesiones focales en la RM espinal y mas de 3 lesiones focales y enfermedad
extramedular en el PET/TC demostré tener significacion pronostica adversa (69).
En esta publicacion, el tnico hallazgo asociado con la SG y la SLP en el andlisis
multivariante fue el nimero de lesiones focales superior a 3 al diagnéstico en el *8F-
FDG PET, no asi el nimero de lesiones focales en la RM inicial en la que solo se
encontré asociacion con la SLP. Posteriormente, Zamagni y cols. (70) confirmaron
el valor pronéstico del nimero de lesiones focales en el 8F-FDG PET/TC inicial. En
este estudio, la presencia de > 3 lesiones focales y SUVmax> 4.2, junto a la

presencia de EM conferia un peor prondstico, con una menor SLP a los 4 afios. Sin
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embargo, solamente la presencia de SUVnax > 4.2 y la EM se asociaron a una peor
SG. Posteriormente, en 2017 Moreau y cols. (56) confirmaron el valor pronéstico de
la EM al diagnéstico, con una peor SG (p= 0.004) y SLP (p <0.001).

Adicionalmente, otros biomarcadores PET como el volumen metabdlico tumoral
(Metabolic Tumor Volume, MTV) y la glicolisis tumoral total (Total Lesion Glycolisis,
TLG) han demostrado su valor pronostico independiente del porcentaje de células
plasmaticas tumorales en la MO vy los niveles de Hb. Los puntos de corte obtenidos
por curva ROC resultaron de 42.2 cm? para el SLP y de 77.6 cm?® para la SG en el
articulo de Fonti y cols. (71), y de 210 cm® y 620 g en el trabajo publicado por
McDonald y cols. en 2017 (72). En este ultimo, los citados valores, junto a los
perfiles de expresion génica (GEP70), identificaban un grupo de alto riesgo y
separaban aquellos pacientes con ISS Il en dos subgrupos en funcién de si su

evolucién era similar a la mostrada por los pacientes con ISS | o Ill.

La siguiente tabla resume las ventajas de las tres técnicas de imagen principales
para el diagndstico. Como resumen, el uso de la ®F-FDG PET/TC esta indicado en
el estudio basal para la deteccién de EM y en pacientes con MM no oligosecretor
con ratio normal de cadenas ligeras séricas. La TC de cuerpo completo es la
primera técnica recomendada. Si ésta no identifica lesiones liticas, esta indicada la
RM.

Tabla 3. Resumen de las caracteristicas de las técnicas de imagen diagnéstica

TC de cuerpo completo PET/TC RMN
. - Tiempo (incluyendo la
T'e.mp.o, rapido de_ inyeccion del trazador) de 60 Tiempo variable
) adquisicion (< 15 min) ;
Ventajas o min (30-60 min)
Econdémico .
o Mas cara Mas cara
Disponible Menor disponibilidad
Exposicion a Dosis relativamente baja . q Ny
e P (<5mSv) Dosis superior (6-10 mSv) No radiacion
Lesiones 6seas focales, -
s . . . . P Mayor sensibilidad para
Dafio 6seo Lesiones 6seas liticas lesiones liticas, enfermedad = /
deteccién precoz difusa
paramedular, EM
Valor pronéstico del nimero Significacion pronoéstica
Impacto . .
- No claro de lesiones focales y los de las lesiones .focales
P valores de SUVmaxy EM y el patron difuso
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Estandar de referencia
Estandar de referencia J— . para la deteccion de la
o . Técnica estandar para la T 9 .
para la biopsia guiada por . infiltracion de médula
L S . valoracién de respuesta y para . .
Uso TC, cirugia, planificaciéon de _ .. o6sea difusa,

. . L definir enfermedad minima ”
radioterapia, evaluacién de residual bor imagen compresion medular,
estabilidad de las fracturas P 9 diagnostico diferencial
fracturas patologicas

5.3 Gammapatia Monoclonal de Significado Incierto

La GMSI se define por la presencia de menos de un 10% de proteina monoclonal
en suero u orina, o0 ambos. Con una incidencia estimada de un 3,2% en individuos
de més de 50 afios y de un 5,3% en individuos de mas de 70 afios (73), recientes
estudios procedentes del seguimiento durante 34 afios de la cohorte de Minnesota
(74) muestran que la presencia de dos factores de riesgo como son: ratio anormal
de cadenas ligeras en suero y niveles elevados de proteina sérica monoclonal
(componente M) (>=1.5 g/dl), se asocia a un mayor riesgo de progresion a MM
activo (un 30% a los 20 afos) frente a un 20% de aquellos con un solo factor de
riesgo y un 7% de aquellos pacientes sin factores de riesgo. Un factor de riesgo
adicional que predice la progresion de la enfermedad es la inmunoparesia, definida

como la depresion reciproca de las Ig del tipo no IgG.

En las recomendaciones del IMWG publicadas en 2019 (37), Unicamente se
recomiendan técnicas de imagen de cuerpo completo en pacientes con GMSI de
alto riesgo. Dado que el sintoma mas relevante a excluir en pacientes con GMSI es
la destruccion ésea, la TC de cuerpo entero es el método de imagen recomendado
en esta situacion. Por otra parte, numerosos estudios han valorado la RM de cuerpo
completo al diagndstico de la GMSI. Un estudio basado en el analisis de los
hallazgos de la RM con secuencias convencionales demostré la existencia de
lesiones focales hasta en el 23.4% de los pacientes. La presencia y nimero de
lesiones focales asi como el valor del componente M eran factores predictores
independientes de progresion a enfermedad sistémica que requiere tratamiento
(75). Sin embargo, no se realizé confirmacion histolégica de las lesiones focales
identificadas por lo que existe una alta probabilidad de que estos hallazgos

correspondan a falsos positivos.

Ademas de las publicaciones resefiadas, estudios dinamicos de RMN y sus
pardmetros derivados (amplitud A, tasa de cambio constante kep) que reflejan la
angiogénesis/microcirculacion (volumen sanguineo y permeabilidad de las paredes
vasculares, respectivamente) han sido asimismo valorados en un estudio con 69
pacientes con GMSI, 79 con MMQ y 33 controles sanos, Unicamente presentando

asociacion pronostica en el grupo de MMQ, no asi en el de GMSI (76).
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Desafortunadamente, hasta la fecha, no hay datos publicados acerca de los
hallazgos del PET/TC en pacientes con GMSI ni existen estudios prospectivos que
valoren la utilidad de la TC o el PET/TC en la GMSI. No obstante, si se objetivan
cambios sospechosos de corresponder a lesiones osteoliticas en el estudio TC de
cuerpo completo, se debe realizar un PET/TC a fin de descartar MM activo u otra

enfermedad tumoral.

En conclusion, el IMWG (37) recomienda realizar TC de cuerpo completo en casos
de GMSI tipo IgM de alto riesgo. Si el TC de cuerpo completo no esta disponible, la
serie 6sea convencional o la RM de cuerpo completo son alternativas adecuadas.
Ademas, en casos con hallazgos equivocos en el TC de cuerpo completo (o0 en la
serie 6sea), se recomienda la realizacién de una RM de cuerpo completo. Si el TC
de cuerpo completo es positivo, se deberia realizar un PET/TC, mientras que si el
resultado es negativo se descarta el seguimiento por imagen salvo signos de

progresion biolégica/clinica que hagan pensar en la existencia de MM sintomatico.

5.4 Mieloma Miltiple Quiescente

El MMQ se define por la presencia de proteina monoclonal en suero u orina o
ambos, sin sintomas CRAB. Resulta una entidad heterogénea, que incluye casos
con muy lenta progresion y casos de rapida progresion (< 2 afios) a MM sintomatico
(MMQ de alto riesgo). Consecuentemente, la definicibn de MM sintomatico fue
revisada en 2014 por el IMWG, integrando nuevos factores prondésticos adversos
llamados eventos definitorios de mieloma, diferentes a los criterios CRAB (8).
Basandose en estudios de la Clinica Mayo (77,78), niveles de células plasmaticas
clonales > 60%, ratios de cadenas ligeras > 100, valores de proteina monoclonal >
40 g/l o porcentajes de células plasmaticas en MO > 20% se incluyeron como
eventos definitorios de alto riesgo de progresion a mieloma, prediciendo estos una

tasa de progresién a MM en dos afios de al menos un 80%.

Las técnicas de imagen son cruciales en el MM quiescente puesto que las masas
tumorales y la infiltracion de médula 6sea son menores en esta fase precoz de la
enfermedad. De acuerdo a los nuevos criterios diagnoésticos de la IMWG, un TC de
cuerpo completo deberia ser la técnica de primera eleccion puesto que la
identificacion de las lesiones liticas sean 0 no sintomaticas supone un cambio
diagnostico a MM (8). Por el contrario, el estudio de serie 6sea metastasica
solamente deberia ser tenido en cuenta si las técnicas mas sensibles no se

encuentran disponibles.
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Basado en el consenso de la IMWG (37), si el TC de cuerpo completo no muestra
signos de destruccion 0sea, deberia realizarse una RM, bien de cuerpo completo o
bien axial, para buscar lesiones focales. Aquellos pacientes con mas de una lesion
focal inequivoca en la RM deberian considerarse como pacientes con MM activoe
iniciar tratamiento. Dicho planteamiento se bas6 en dos estudios que demostraron
que los pacientes con MMQ y >1 lesién focal en la RM tenian una mediana de TTP
a enfermedad sintomatica de 13-15 meses y una probabilidad de progresion a los 2
afos de aproximadamente un 70-80% (79,80). Ademas, la deteccién de multiples
lesiones focales en la RM conferia un alto riesgo de progresion y de desarrollo de
lesiones éseas liticas (81).

Por el contrario, los pacientes con una sola lesion focal o > 1 lesi6on pequena
(<5mm) o aquellos con una lesion focal equivoca deberian ser considerados para
realizar un TC adicional o un ®F-FDG PET/TC, si este se encuentra disponible,
debiendo repetirse la RM en 3-6 meses. En estos pacientes, el incremento en
tamafio o nimero de lesiones focales dicta el comienzo del tratamiento, suponiendo

un importante factor predictor de la transformacion a enfermedad activa.

Ademas, en el MMQ las técnicas de imagen son asimismo de utilidad para
identificar casos con riesgo elevado de progresion a MM activo que resultan
candidatos a ensayos clinicos, considerando elevado riesgo cuando se observan
anomalias difusas en la RM o captaciéon focal en la ¥F-FDG PET/TC, sin
destruccion osteolitica asociada (82).

En una serie de 122 pacientes con MMQ, Siontis y cols (39) mostré que la
probabilidad de progresion a MM a los 2 afios sin tratamiento tras un *¥*F-FDG PET
positivo/TC negativo era de un 75% respecto a los casos ®F-FDG negativos (30%)
(21 meses vs. 60 meses). De entre los casos ®F-FDG PET positivos, la
probabilidad de progresiéon era superior en aquellos casos en que las lesiones se
acompafaban de imagen litica en la TC (87% vs. 61%) respecto a aquellos sin
correlato litico. Estos resultados han sido asimismo descritos por Zamagni y cols
(82), con una tasa de progresion a MM sintomatico de un 58% para los pacientes
18E-FDG PET positivos frente a un 33% de los casos *¥F-FDG PET negativos.

En conclusion, Hillengass y cols (37) recomiendan la TC de cuerpo completo como
primera técnica de imagen para identificar lesiones osteoliticas. Si esta resulta
negativa, se recomienda el uso de la RM de cuerpo entero o espinal si la primera no
esta disponible. El ®F-FDG PET/TC puede emplearse en lugar de la RM de cuerpo

completo si la RM no es factible, es dudosa o existen otras contraindicaciones, asi
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como para detectar casos con elevado riesgo de progresion a mieloma activo. En
caso de no hallar signos de progresion en los primeros afios de la evolucion, la
frecuencia de las pruebas de imagen podria reducirse, dado que el riesgo de
progresion de MM quiescente a MM decrece con el tiempo.

5.5 Escalas de estadificacion

5.5.1 Durie-Salmon

La escala Durie-Salmon se introdujo en el afio 1975 en un esfuerzo de caracterizar
la enfermedad a pesar de su heterogeneidad con el fin de estandarizar las
estrategias terapéuticas. Durante 30 afios se ha estado empleando de forma global
con buenos resultados, si bien el hecho de que el nimero y extension de las
lesiones 6seas sean valoradas mediante estudios de Rx 6sea motivo el desarrollo
de una nueva escala, denominada Durie/Salmon PLUS, basada en técnicas de
imagen mas sensibles como la TC, RM y ¥F-FDG PET/TC. Sin embargo, ambas
escalas se encuentran hoy en desuso ya que se han visto desplazadas por la
escala ISS (International Staging System). La siguiente tabla establece una

comparacion entre escalas de estadificacion:

Tabla 4. Comparativa SG en las escalas de estratificacién. Fuente: Durie, B (83)

Durie/Salmon Durie/Salmon ISS
plus
SG (meses) SG (meses) SG (meses)
A 69 72
E io | 2
stadio 5 29 20 | 6
Estadio Il A o8 61 44
B 34 og |
A 45 40
E io Il 2
stadio 5 24 19 M 9

5.5.2 International Staging system

A causa de las limitaciones de la clasificacion anterior causadas por la dependencia
interobservador en la valoracion de las lesiones éseas liticas, en 2005 se propuso
una nueva clasificacion basada en los niveles de B2M y ALB. El primer parametro
(B2M) refleja la elevada masa tumoral y la reducida funcién renal mientras que los
bajos niveles de albumina sérica estan causados por citoquinas inflamatorias como

la IL-6 secretadas por el microambiente tumoral. La escala ISS, en comparacion
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con la Durie-Salmon, resulta més facil de calcular, proporciona una distribucién mas
equitativa de pacientes entre los tres estadios de la enfermedad y ha sido validada
en numerosos estudios. Como se decia anteriormente, esta escala identifica tres
grupos de pacientes con diferentes valores prondsticos: en caso del ISS estadio |,
la SG descrita resultd ser de 62 meses, 44 meses para el estadio Il y 29 meses en
el estadio Il (84). A pesar de que dicha clasificacidbn posee mudltiples ventajas,
puesto que resulta mas reproducible y permite la comparacion entre ensayos
clinicos, posee asimismo limitaciones, como su falta de utilidad en condiciones

premalignas como la GMSI, MMQ u otros desérdenes plasméticos.

5.5.8 Revised International Staging System (R-1ISS)

Ante las limitaciones antes mencionadas y la aparicion de nuevas técnicas
citogenéticas y perfiles de expresion génica, de demostrado impacto prondstico
independientemente del estadio clinico, el IMWG credé una nueva clasificacion
(Revised-International Staging System, R-ISS) (12) simple, confiable y practica que
tiene en cuenta las herramientas prondsticas mas comunes (ISS, citogenética y
niveles séricos de LDH), permitiendo la identificacion clara de tres patrones de

supervivencia segun unas reglas simplificadas que se muestran a continuacion:

Tabla 5. Factores de riesgo estandar y escala R-ISS. Fuente: Palumbo, 2015 (12)

Factor prondstico Criterio

ISS

| B2M < 3.5 mg/L, ALB = 3.5 g/dL

Il NoISSlolll

I B2M 2 5.5 mg/L

FISH
Alto riesgo Presencia de del(17p) y/o t(4;14) y/o t(14;16)
Riesgo estandar No alto riesgo
LDH
Normal LDH < limite superior normalidad
Elevada LDH > limite superior normalidad

Nuevo modelo
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Factor prondstico Criterio

R-ISS

I ISS |, riesgo citogenético estandar y LDH normal
Il No R-ISS I ol

[ ISS Il y citogenética alto riesgo/ LDH elevada

Por tanto, se definié la enfermedad de alto riesgo con mal pronéstico como la

presencia de una de las siguientes alteraciones de cada categoria:
1) Hipodiploidia, t(4;14) o delecién 17p13
2) Elevadas cifras de B2M sérica o LDH
3) ISS estadio Il
Por el contrario, la enfermedad de riesgo estandar se definié6 como:
1) Presencia de hiperdiploidia o t(11;14)
2) Cifras normales de B2M sérica o LDH

3) ISS estadio |

6. Tratamiento

En pacientes con mieloma indolente (MMQ), no se recomienda el tratamiento
inmediato, si bien en casos de alto riesgo se recomienda su inclusiéon en ensayos
clinicos. Existen en la actualidad dos ensayos prospectivos (QUIREDEX y ECOG)
que han demostrado mejor supervivencia en la terapia precoz del MM durante la
fase quiescente (85,86). En el caso del MM, deberia iniciarse tratamiento en todos

los pacientes con MM de acuerdo al consenso del IMWG de 2014.

7. Esquemas terapéuticos

Los pacientes que requieren tratamiento son inicialmente divididos en dos
categorias: aquellos que pueden recibir trasplante autélogo (TASPE) y aquellos que
no tolerarian ese procedimiento intensivo. Factores a considerar incluyen las
comorbilidades médicas y otros factores como la edad (< 65 afios 0 < 70 afios en
buena condicion clinica) (87), si bien edades superiores a 75 afios no suponen en Si

mismas una contraindicacion para el TASPE.
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7.1 Terapia para pacientes jéovenes (subsidiarios de trasplante)

El tratamiento del MM en estos pacientes se puede dividir en 3 fases, fase de
induccion, trasplante aut6logo y terapia de mantenimiento (88). El objetivo de la
terapia de induccién es reducir la carga tumoral antes de consolidar la respuesta

con el trasplante.

La terapia de inducciébn consiste normalmente en una combinacién de tres
farmacos, generalmente basada en un inhibidor del proteasoma como el
bortezomib, siendo la combinacibn con inmunomoduladores (talidomida) y
corticoides (dexametasona) (VTD) (47) o la combinacion con ciclofosfamida y
dexametasona (VCD) las mas empleadas en Europa. Sin embargo, el triplete
bortezomib, lenalidomida y dexametasona (VRD) resulta preferible si bien se
encuentra pendiente de aprobacion en muchos paises europeos. Cada ciclo dura 4
semanas, suele administrarse de forma ambulatoria y, en la mayoria de casos, se

administra un total de 4-6 ciclos.

Seguidamente a la terapia de induccion, el siguiente paso es el TASPE, que mejora
la tasa de respuestas completas y prolonga los tiempos de remision en MM en un
promedio de 12 a 18 meses (88). Este consiste primeramente en la administracion
de altas dosis de quimioterapicos (melfalan) que destruyen las células malignas. Sin
embargo, también es destruida la funcién normal de la MO, lo que deja al paciente
pancitopénico y en riesgo de infecciones oportunistas. Por ello, previamente a la
administracién de quimioterapicos se recolectan células progenitoras del paciente,
gue se infunden después, permitiendo la reconstitucion temprana de la funcion
medular. Para la obtencién de células progenitoras, resulta de eleccion la via

periférica frente a la médula 6sea (87).

Los excelentes resultados obtenidos con el TASPE y su limitada toxicidad han
motivado que diferentes instituciones experimenten con el uso de dos
procedimientos secuenciales de TASPE (TASPE en tandem) con intensificacion de
guimioterapia que resultan en un control mas prolongado de la enfermedad en
pacientes con anomalias citogenéticas de alto riesgo (89). Tras el trasplante, las
guias ESMO actuales concluyen que no existe suficiente evidencia a favor de la
terapia de consolidacion (90). Por el contrario, la terapia de mantenimiento se esta
convirtiendo en parte de la practica clinica estandar, con la lenalidomida o

bortezomib como regimenes de eleccion.
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7.2 Tratamiento inicial para pacientes mayores (no subsidiarios de

trasplante)

Los pacientes que no sean subsidiarios de trasplante se tratan inicialmente con una
combinacion de dos o tres farmacos de diferentes clases, siendo los esteroides uno
de los componentes. Las dosis empleadas y su intensidad son, a menudo,
inferiores a las que deberian usarse en pacientes en mejor situacion clinica, a pesar
de que las combinaciones empleadas son similares (47). El régimen terapéutico
mas ampliamente empleado es el que incluye como agentes terapéuticos al
bortezomib, melfalan y prednisona (VMP) o lenalidomida/dexametasona seguido
por VRD y el VCD.

Figura 4. Esquema terapéutico pacientes no subsidiarios de TASPE. Fuente:
National Institute for Health and Care Excellence, 2016 (47)

Basada en talidomida Basada en bortezomib Basa_da en
lenalidomida
CTD: VMP:
Ciclofosfamida, Velcade,
Talidomida, Melfalan, Rd: Lenalidomida,
Dexametasona Prednisolona Dexametasona
MPT: Melfalan, (EMA) (EMA)
Prednisolona, . VCD:, Velcade,
Talidomida (EMA) Ciclofosfamida,
Dexametasona
*EMA: European Medicine Agency
7.3 Tratamiento para pacientes en recaida

A pesar de que la mayoria de pacientes responden bien a la terapia inicial, el
tratamiento generalmente no es curativo y la mayoria de pacientes recaen en algun
momento. Los tiempos de remision promedio son de, aproximadamente, 4-5 afios
tras el trasplante cuando el farmaco de mantenimiento empleado es la lenalidomida,
2-3 afos tras el trasplante si no se emplea tratamiento de mantenimiento y 1-2
afos si los pacientes no son trasplantados, aunque existe una gran variabilidad en
esas cifras. Si bien no existen definiciones formales para considerar la recaida
como precoz/tardia, en la practica aquellas recaidas que ocurren dentro del primer
aflo de la ultima linea terapéutica se consideran precoces mientras que aquellas

gue ocurren >1 afio después se consideran tardias (90).

Hasta el 2015, la EMA aprob6é para la primera recaida la lenalidomida en

combinacién con dexametasona y el bortezomib, solo o en combinacién con
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doxorrubicina pegilada. Sin embargo, en la recaida la combinacion mas usual era

bortezomib-dexametasona.

En 2015-2016, nuevos tripletes de tratamientos fueron aprobados: Panobinostat-
bortezomib-dexametasona en pacientes con al menos dos regimenes previos
basados en bortezomib e inmunomoduladores y carfilzomib-lenalidomida-
dexametasona, carfilzomib-dexametasona 0 elotuzumab-lenalidomida-
dexametasona, en pacientes con al menos un tratamiento previo. En estadios muy
avanzados de la enfermedad, la pomalidomida (inmunomodulador), junto con bajas
dosis de dexametasona o0 el Daratumumab (anticuerpo monoclonal) con
bortezomib/lenalidomida y dexametasona podrian estar indicados. Ademas, puede
realizarse un segundo trasplante autélogo si se considera que el paciente ha
recibido un beneficio significativo con el primero, considerando como tal un minimo

de 18-24 meses de remision (91).
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Basada en bortezomib + mantenimiento lenalidomida
hasta la progresiéon

-

Duraciénfija Duracion fija Hasta pTgresién

|

Basadoen IMID

Basada en bortezomib Rd

Figura 5. Algoritmo terapéutico para pacientes en primera y segunda recaida. Fuente: Mateos y cols. (90).
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8. Valoracion de respuesta y seguimiento

La valoracion de respuesta, establecida primeramente en 2006 por el IMWG en
base a la cuantificacion del componente M, las FLC séricas o células plasmaticas
en MO, ha sido modificada en dos ocasiones, en 2011 y por ultima vez en 2016, en
que el IMWG defini6 nuevos criterios de respuesta e incluyd técnicas
complementarias a la deteccién de enfermedad minima residual (92), algunas de
ellas de imagen. La evidencia actual sitia al ®F-FDG PET/TC como técnica de
imagen estandar para la evaluacion de respuesta terapéutica ya que define la
respuesta de forma mas precisa y precoz que otras técnicas de imagen como la
RM. Los nuevos criterios revisados de la IMWG (92) que incluyen el PET/TC con
BE-FDG en combinacién con una técnica biolégica para la deteccion de
enfermedad minima residual han permitido mejorar la definiciobn de respuesta
completa, con nuevas subcategorias de respuesta como la negatividad de la EMR
por imagen, definida esta como desaparicion de los focos hallados basalmente o
descenso de actividad hasta niveles inferiores a la actividad mediastinica o de

tejidos blandos circundantes.
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Tabla 6. Criterios estandar de respuesta IMWG (2009)

Remisién Completa y ademas:

* Ratio FLC normal y

* Ausencia de células clonales en médula
0sea por inmunohistoquimica

Respuesta completa estricta (RCE)

Se requieren estas 3 condiciones:

+ Ausencia de CM en suero y orina,
comprobada por IF.

Respuesta completa (RC) * Menos de 5% de células plasméaticas en
médula 6sea.

» Desaparicion de plasmocitomas de
partes blandas (si existen al dx). Si
enfermedad s6lo medible por FLCs: ratio
FLC normal.

* CM sérica o urinaria detectable por IF,
pero no en electroforesis

0
* Reduccion mayor ¢ igual del 90% en el
CM sérico

Muy buena respuesta parcial (MBRP) y

* CM urinaria < 100mg/24h.

* En pacientes cuya enfermedad sélo sea
medible por FLC: disminucion 290% en la
diferencia entre los niveles de FLC
alterada vs no alterada con ratio
persistentemente anormal.

» Reduccion 250%-<90% del CM sérico.

y
* Reduccion = 90% del CM urinario o
<200 mg/24h.
+ En pacientes cuya enfermedad solo sea
medible por FLC: disminucién =50% en la
diferencia entre los niveles de FLC
alterada vs no alterada con ratio
persistentemente anormal.
* Disminucion del tamafio de
plasmocitomas de partes blandas = 50%
(si aplicable). Si el CM en suero y/o orina
y las FLC no son medibles, se requerira
una disminucién = 50% de las células
plasmaticas, suponiendo que el
porcentaje basal de CP es 230%.

Respuesta parcial (RP)

» Reduccion 225% pero <49% del CM en
suero y reduccion del CM en orina de 24
horas entre el 50%-89%.

* Disminucién del tamafio de
plasmocitomas de partes blandas entre el
25-49% (si aplicable).

Respuesta minima (RM)

No se cumplen criterios de RC, MBRP,
RP, RM 6 enfermedad progresiva (EP).

Enfermedad estable (EE)
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OBSERVACIONES

1) Todas las categorias de respuesta requieren dos evaluaciones consecutivas, realizadas en

cualquier momento antes de la instauracién de cualquier nueva terapia.

2) Las categorias RC y MBRP requieren estudios séricos y urinarios independientemente de si al
diagnostico habia enfermedad sérica, urinaria o0 ninguna.

3) Todas las categorias requieren ademas que no haya evidencia de nuevas lesiones 6seas 6
progresion de las antiguas si se realizan estudios de imagen, aunque no es obligado realizar estos
estudios para evaluar la respuesta.

4) No es necesario repetir biopsia medular para confirmacion. La presencia ¢ ausencia de células
clonales se basa en la ratio k/A. Una ratio k/A anormal requiere un minimo de 100 células plasmaticas
para el andlisis. Una ratio anormal que reflejaria la presencia de un clon anormal es k/A >4:1 6 < 1:2.
La enfermedad medible se define por al menos una de estas tres medidas: — Componente M sérico =
1 g/dL. - Componente M urinario 2 200 mg/24h. — FLC: Concentracién FLC afectada = 10 mg/dI,
suponiendo que la ratio FLC es anormal.

Tabla 7. Criterios de respuesta adicional IMWG (2016)

Ausencia de CPMO clonales
fenotipicamente aberrantes usando
criterios EuroFlow o método
equivalente validado para la deteccion
de una EMR con una sensibilidad
minima de 10 E-5

EMR negativa por inmunofenotipo

Ausencia de CPMO clonales por NGS.
La definicién de clonalidad requiere 2
lecturas de secuenciacion idénticas
utilizando una plataforma
LymphoSIGHT o método equivalente
validado para la deteccion de una
MRD con una sensibilidad minima de
10 E-5

EMR negativa molecular

EMR-negativa (por NGS y/o Flow) +
desaparicién de cualquier area de
captacion PET/TAC respecto al
Prueba de imagen y EMR-negativas diagnéstico o descenso de la
captacion SUV respecto al mediastino
o al tejido de partes blandas
adyacente.

Prueba de imagen y EMR-negativas
confirmados con al menos un afio de
diferencia. Las revaluaciones
consecutivas deben especificar la
duracion de la negatividad (p.ej. EMR
negativa a los 5 afios)

EMR-negativa mantenida

CPMO: Células plasmaticas de médula 6sea, NGS: Next-generation sequencing

La Rx 6sea carece de utilidad cuando se evalla la respuesta a la terapia debido a
la baja sensibilidad de la técnica ante la limitada reosificacion, asi como en masas

de partes blandas. En esta situacién, las técnicas funcionales a diferencia de las
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morfolégicas resultan ser las técnicas de eleccion (36) y seran abordadas a

continuacion:

8.1 “F-FDG PET/TC

El PET/TC con ¥F-FDG tiene numerosas ventajas respecto a la RM en la
valoraciébn de respuesta al tratamiento, post-TASPE y determinacién de la

enfermedad minima residual (69,70,93).

Recientemente se ha demostrado que el prondstico de los pacientes que
experimentan normalizacién de la captacién en el PET durante o al final de la
terapia es comparable a la de aquellos pacientes sin metabolismo basal
incrementado, lo que refleja el efecto del tratamiento hasta lograr la completa

supresion del metabolismo glicidico tumoral (94).

También se ha demostrado que la respuesta metabdlica completa en el ¥F-FDG
PET durante la evaluacion intermedia o interim, previamente o tras el TASPE se
asocia a una mayor supervivencia. Bartel y cols. (69) demostraron que la
normalizacion de la captacion de las lesiones focales por PET tras quimioterapia de
induccién, previamente al trasplante, se relaciona con mejor SLP y SG y que la
presencia de lesiones focales avidas en el **F-FDG PET/TC se correlaciona con
otras variables prondsticas (B2M, PCR, LDH, GEP). Otro estudio (93) demostr6 que
la persistencia de > 3 lesiones focales a la semana de la quimioterapia post-
induccién tiene valor pronéstico, con una menor SLP y SG. Zamagni y cols. (70)
demostraron en un analisis multivariante que la presencia de EM, SUVmax > 4.2
basalmente y la persistencia de captacion en ¥F-FDG PET/TC tras el TASPE

(SUVmax > 4.2) son variables independientes asociadas con la SLP.

El estudio prospectivo Imajem confirmé asimismo el valor del ¥F-FDG PET en la
evaluacion terapéutica (56). Aunque la normalizacion de la RM tras 3 ciclos de
Lenalidomida (R), Bortezomib (V) y Dexametasona (D) previamente al tratamiento
de mantenimiento no se encontraba relacionada con una mejor SLP o SG, estos
parametros prondsticos eran mejores en aquellos pacientes con PET negativo
respecto a aquellos casos PET positivos. Tras estas publicaciones, mdltiples
estudios han demostrado un valor prondstico para la persistencia de lesiones

positivas en PET después de completar la terapia.

Sin embargo, es aun necesaria la estandarizacion en los criterios de respuesta del
1BF-FDG PET al tratamiento. El grupo Imajem considera la normalizacién del PET

como la ausencia de lesiones focales o EM con captacién superior a la hepatica
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(56), a diferencia de los estudios de Bartel y Zamagni (69,70), en los que la
normalizacion del *®F-FDG PET era equivalente a la ausencia completa de actividad
residual en las lesiones. El estudio CASSIOPET, fruto del ensayo clinico
CASSIOPEIA que evalia el valor pronéstico del PET/TC al diagnéstico y la
respuesta completa metabdlica por PET tras consolidacion con Daratumumab-VTD
vs. VTD, tiene como objetivo secundario determinar el mejor punto de corte en el
BE-FDG PET (actividad vascular de mediastino vs. hepatica) para definir la
respuesta metabolica completa, asi como establecer la concordancia entre la
respuesta metabodlica completa y la negatividad de la EMR en la MO (medida
mediante citometria de flujo o NGS) para confirmar el rol complementario de la
imagen funcional con las herramientas biologicas actuales para la deteccion de la
EMR dentro y fuera de la MO.

Como conclusioén, el *F-FDG PET/TC es la técnica de imagen de referencia para
evaluar la respuesta al tratamiento puesto que sus hallazgos son mas precoces que
los observados por la RM. La negativizacion pre-TASPE es un factor pronostico
favorable y la positividad post-TASPE, especialmente en aquellos pacientes en RC
bioldgica, es un factor de mal prondstico.

8.2 Resonancia Magnética

Como ya se ha expuesto previamente, existen multiples estudios que evallan la
RM al diagnoéstico, sin embargo, existe escasa evidencia acerca de su aportacion
en la valoracion de respuesta y seguimiento de los pacientes con mieloma. La RM
de la médula 6sea puede demostrar un amplio espectro de cambios inducidos por
el tratamiento, algunos de los cuales se correlacionan con la respuesta a terapia.
En la era de la quimioterapia convencional, Moulopulos (95) demostré en 1994 que
los patrones de respuesta completa se caracterizan por la resolucion total de la
anomalia previa o la persistencia de anomalias sin realce o con realce periférico,
mientras que la conversion de un patrén difuso a un patron variegado o focal junto
con un descenso en la extension de la anomalia medular con persistencia de realce
sugieren respuesta parcial. Ademas, algunos estudios encuentran correlacion entre
los hallazgos de la RM convencional tras terapia y la evolucién clinica, revelando
gue la RM posttratamiento predice la duracion de respuesta y supervivencia
(52,96). No obstante, se debe ser cauteloso en la interpretacién de anomalias
medulares en la RM post-tratamiento, dado que las lesiones residuales pueden
corresponder a lesiones aun activas o, por el contrario, a enfermedad no viable con

tejido cicatricial.
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Limitaciones de la RM convencional son la incapacidad para discriminar entre
cambios reactivos de la MO (como edema o hematoma) de lesiones residuales con
enfermedad activa, asi como su incapacidad para mostrar cambios precoces tras el
tratamiento. Por todo ello, en la actualidad los dltimos consensos del IMWG no
recomiendan realizar de forma sistemética la RM durante el seguimiento sin una
indicacion clinica precisa (48). No obstante, las técnicas de RM funcional, como el
estudio dinamico con contraste y secuencias DWI, han demostrado resultados
prometedores, demostrando correlacion con la valoracibn de respuesta
convencional, y deteccién de cambios tras el tratamiento de forma mas precoz que
las secuencias convencionales de RM (97,98). Sin embargo, se necesitan mas
estudios para optimizar las medidas y métodos de andlisis, validando los resultados

en cohortes de mayor tamafio.

La siguiente tabla resume las ventajas de las dos técnicas de imagen principales

para la valoracion de respuesta.

Tabla 8. Técnicas de imagen para la valoracion de respuesta.

PET/TC RM funcional

Resultados reproducidos en
Resultados reproducidos en estudios | pequefias series independientes
independientes de gran tamafio | de pacientes

muestral Algunos analisis retrospectivos
en poblaciones heterogéneas

Estudios
disponibles

1. Predice riesgo de progresion
precoz si existen lesiones focales

residuales

2. Redefine el valor prondstico

de los pacientes en RC 1. Mayor fiabilidad en la

3. Define la categoria de valoracion de la

respuesta completa con EMR infiltracion  difusa  de
Valor prondstico EEIE [ TSR médula 6sea ;

4. Complementaria a las 2. Demuestra cambios

técnicas basadas en la precoces  durante el

celularidad o molecularidad de la tratamiento, escasa

médula ésea evidencia publicada

5. Contribuye a definir Ila
categoria de respuesta EMR
mantenida, asociada a mejor
prondstico

EMR enfermedad minima residual, RC respuesta completa

9. Nuevos trazadores PET en el MM

En el grupo de técnicas de imagen molecular, el PET/TC con 8F-FDG es el mas
ampliamente empleado para la evaluacion y monitorizacién de respuesta a terapia

debido a ventajas précticas, entre las cuales las mas importantes son su facil
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disponibilidad, posibilidad de detectar la enfermedad extramedular y su valor
prondstico. Sin embargo, el ®¥F-FDG PET/TC tiene algunas limitaciones. En
particular, los resultados falsos negativos pueden estar relacionados con la
hiperglicemia en pacientes diabéticos o por la administracion reciente de esteroides,
frecuente en los esquemas de tratamiento de pacientes con MM, llevando a la
supresion metabdlica transitoria. Ademas, se ha reportado que, en una tasa
variable de pacientes de un 10 a un 15%, las discrasias de células plasmaticas
pueden no presentar avidez por la ¥F-FDG por falta de la enzima hexokinasa,
responsable del atrapamiento celular de la ®F-FDG (68). En esos pacientes, el 18F-
FDG PET/TC no es una técnica apropiada para evaluar la respuesta metabdlica a la

terapia.

Por tanto, se han investigado de forma preliminar en modelos animales, o en series
limitadas de pacientes con mieloma multiple, nuevos trazadores PET mas sensibles
y especificos dirigidos a diferentes vias metabdlicas o receptores expresados por
las células plasmaticas que actian como biomarcadores de imagen molecular. Los
mas frecuentemente empleados son la C-Metionina y la C-¥F-Colina, si bien

otros seran asimismo comentados a continuacion.

9.1 11C/13F-Colina

La Colina es un componente de la fosfatidilcolina y, como tal, funciona como
substrato para la biosintesis de la membrana celular. La avidez por la Colina
radiomarcada esta incrementada en las células en proliferacion debido a que la
misma esta involucrada en el metabolismo de membrana y crecimiento celular. El
PET-Colina se ha empleado de forma tradicional en el diagnéstico del cancer
prostatico (99). El primer articulo acerca de la deteccidon de lesiones en un paciente
con MM fue el hallazgo incidental de un plasmocitoma solitario (100) en un paciente
remitido para reestadificacion de un cancer de prostata. Basandose en estos
hallazgos, un estudio comparativo entre el PET/TC con ¥F-FDG y la *C-Colina fue
realizado por el grupo de Bolonia en un grupo heterogéneo de 10 pacientes con MM
(4 de ellos habiendo completado la terapia inicial, 2 durante el seguimiento y 4 en
recaida) (101). En 2/10 pacientes con sospecha de recaida, tanto la *C-Colina
como el ¥F-FDG PET/TC fueron positivos e identificaron el mismo numero de
lesiones en la misma localizacién. En 4/10 pacientes, ambas técnicas fueron
positivas, si bien la C-Colina identific6 un nimero superior no significativo de
lesiones que la ¥F-FDG. Finalmente, 4 pacientes resultaron negativos en ambos

radiofarmacos, siendo este hallazgo consistente con la clinica, laboratorio y pruebas
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de imagen que indicaban una RC. Casi diez afios después, otro estudio realizado
en Paris (102) en una serie mayor (21 pacientes con sospecha de progresion o
recaida) demostré un mayor nimero de lesiones de la 8F-Colina PET/TC respecto
a la ®F-FDG PET/TC, siendo estas diferencias significativas. La mayoria de
lesiones no detectadas por la ¥F-FDG PET/TC se localizaban en el esqueleto axial,
incluyendo la calota.

En resumen, el PET con Colina parece tener una mayor detectabilidad de las
lesiones focales que el PET/TC con ¥F-FDG. Sin embargo, no se han realizado
hasta la fecha estudios comparativos en pacientes no tratados ni se dispone de
datos pronosticos. Ademas, este radiofarmaco posee limitaciones en términos de
biodistribucion hepética y en médula ésea ya que la elevada captacién en médula
O0sea y parénquima hepatico podria enmascarar lesiones en estos érganos, este
aspecto de especial importancia en pacientes con un patron de infiltracion difuso de
la MO. Una limitacién adicional en el caso de la *C-Colina es la necesidad de un
ciclotron en el propio hospital dado el corto semiperiodo de desintegracién del

radiois6topo (20 min).

9.2 11C-Metionina

La MC-Metionina (**C-MET) es un radiofarmaco aminoacidico empleado en el
diagnéstico de los tumores del sistema nervioso central (SNC). La metionina es un
aminoacido esencial y la incorporacion de su forma radiomarcada refleja la
actividad del transportador de aminoacidos independiente de sodio tipo L (LAT) al
introducir este aminoacido hacia el interior celular. Este transportador se conduce
por gradiente de concentracién y se encuentra influenciado por el metabolismo
intracelular de los aminodacidos, por lo que aumenta su actividad durante el proceso
de proliferacion. El fundamento fisiopatolégico de aplicar la **C-MET en el MM se
basa en el conocimiento de que los aminoacidos radiomarcados muestran una
rapida captacion e incorporacion metabdlica en las inmunoglobulinas de nueva
sintesis (103).

A pesar de la limitada literatura existente, el PET/TC con "C-MET parece tener
mejores resultados que el PET/TC con ¥F-FDG en el MM. Dankerl y cols. (103) fue
el primero en aplicar este radiofarmaco PET en la imagen de MM en un grupo de 19
pacientes con enfermedad activa. Fueron detectados signos de enfermedad
multifocal diseminada en la MO de todos los pacientes excepto dos, hallazgo que
sugeria diseminacion hematopoyética amplia. Los dos casos negativos mostraron

Gnicamente EM y MM medular unifocal. Posteriormente, en 2013 se realizo el
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primer estudio comparativo (Nakamoto y cols.), en pacientes con MM vy
plamocitoma (104), en el que fueron comparados el ¥F-FDG con respecto a la **C-
MET. En el andlisis por paciente, dos pacientes fueron diagnosticados
exclusivamente mediante la *'C-MET PET/TC, mientras en los restantes 18 se
obtuvieron resultados similares, si bien con mas lesiones detectadas por la **C-MET
PET/TC. En este estudio, la sensibilidad, especificidad, precisién de la *C-MET
PET/TC para la reestadificacién fue de un 89%, 100% y 93%, respectivamente,
mientras que en el caso del ®¥F-FDG PET/TC fue de 78%, 100% y 86%,
respectivamente. Dos afios después, Okasaki y cols. (105) estudiaron 64 pacientes
con MM o GMSI (21 tratados previamente, 43 reestadificados tras tratamiento) que
se realizaron PET/TC con los trazadores 'C-4’-tiotimidina (*!C-4DST), **C-MET, y
1BF-FDG. En primer lugar, el nimero de lesiones equivocas observadas en la 8F-
FDG fue superior a las halladas por *C-MET o !'C-4DST pre y postterapia. En
segundo lugar, *C-MET y 'C-4DST fueron superiores a la ®¥F-FDG detectando
lesiones en calota debido a su baja captacion fisiolégica en el cerebro. El grupo de
Wiirzburg ha resefiado asimismo la superioridad de la *C-MET sobre el ¥F-FDG
en la estadificacion y reestadificacion de las lesiones intra y extramedulares de MM
(106), confirmando estos resultados en un estudio de doble centro en colaboracion
con la Clinica Universidad de Navarra (CUN) con 78 pacientes (4 plasmocitomas
solitarios, 5 MMQ, 69 MM sintomético) (107). Recientemente, el mismo grupo ha
realizado un estudio comparativo entre la *C-MET y la C-COL para la imagen
metabdlica del MM en 19 pacientes con MM (n= 18) o historia de plasmocitoma
(n=1), demostrando ventajas de la 'C-MET sobre la *C-COL en términos de
sensibilidad, detectando un mayor nimero de lesiones intramedulares en el 40% de

pacientes, con mejor ratio lesién/fondo (108).

Las limitaciones de este radiofarmaco incluyen su distribucion fisiologica en el
parénquima hepatico y la MO, reduciendo potencialmente la tasa de deteccion de
lesiones. Ademas, el uso del isétopo C no resulta extensible a todos los centros
hospitalarios, dadas sus caracteristicas fisicas mencionadas en apartados

anteriores.

9.3 nC-Acetato

El 1C-acetato penetra en las células y es metabolizado en acetil-CoA por la enzima
acetil-CoA sintetasa, sobreexpresada en ciertos tipos de células tumorales. El uso

del C-acetato en el MM se justifica por la elevada sintesis lipidica en células
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plasmaticas anormalmente proliferativas como se ha reportado en estudios con

lineas celulares de mieloma.

Similarmente a lo que sucede con la Colina radiomarcada, el primer articulo
publicado acerca del papel del 'C-acetato en mieloma resulté6 ser un hallazgo
incidental. Hay dos estudios comparativos del *'C-acetato con ¥F-FDG; el primero,
con un grupo heterogéneo de 35 pacientes sin tratamiento (26 de ellos con MM
sintomatico, 5 con MMQ y 4 con GMSI), reporté una sensibilidad significativamente
superior del C-acetato (84.6% vs. 57.7%) mientras que la especificidad fue del
100% y 93.1%, respectivamente (109). En los pacientes con MMQ y la GMSI, el
11C-acetato PET/TC resulté negativo mientras que en la **F-FDG PET/TC, 2 casos
de GMSI resultaron falsamente positivos. Posteriormente, Lin y cols. encontraron
resultados similares en 15 pacientes con MM no tratado, identificando una mayor
detectabilidad en la enfermedad combinada (focal y difusa) (110). Ademas, en un
subgrupo de 13 pacientes con estudio PET/TC post-terapia de induccion, se
evidenciaron diferencias significativas en la reduccién del SUVmax entre pacientes
con MBRP y RP en el estudio de !C-acetato, no asi en el **F-FDG PET/TC.

9.4 F-Fluorotimidina (**F-FLT)

El FLT es captado por las células y fosforilado por la timidin kinasa 1, regulada
durante la fase S del ciclo celular, produciendo la ¥F-FLT monofosfato (*®F-FLT-
MP), que puede ser fosforilada secuencialmente a la forma ®F-FLT difosfato (*°F-
FLT-DP) y F-FLT trifosfato (*8F-FLT-TP). Estos productos fosforilados son
atrapados metabdlicamente de forma intracelular sin ser incorporados en el ADN.
La retencion del trazador en el interior celular se encuentra a menudo
correlacionada de forma positiva con la proliferacién celular (111). Sin embargo, su
aplicacion en el MM resulta limitada. Agool y cols. estudiaron un grupo de 18
pacientes con distintos desordenes hematolégicos, entre los que se encontraban
pacientes con MM. Los autores encontraron que las &reas con correlato osteolitico
demostraban una baja captacion de 8F-FLT (112). En un estudio piloto acerca del
uso combinado del 8F-FDG y el ®F-FLT PET/TC en 8 pacientes con mieloma
(MMQ vy sintomatico), el ndmero de lesiones sugestivas de mieloma era

significativamente superior para la 8F-FDG PET/TC que para la 8F-FLT.

Como limitaciones del trazador, se incluye el hecho de que la captacién en MO es
elevada, dificultando la deteccidén de lesiones en MO (113). Como conclusion, el

1BE-FLT no parece poseer utilidad como Unico radiofarmaco a emplear en el MM.
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9.5 ssGa-Pentixafor Chemokine receptor 4 (CXCR4)

El CXCR4 es un receptor pleiotropico tipo quimioquina acoplado a la proteina G que
se expresa en las células hematopoyéticas y células progenitoras en el nicho
medular, implicado en el proceso de migracion celular, asi como en el proceso de
migracion de las células progenitoras hematopoyéticas a la médula Osea,
angiogénesis y proliferacion celular. EI CXCR4 permite la migracion de las células
progenitoras a los érganos y tejidos hasta su ubicacion final, donde media procesos
de control de infeccibn e inmunidad. Al unirse a su ligando CXCK12 (factor 1
derivado de la célula estromal, SDF-1), esta union resulta en la activacion de

numerosas vias que resultan en la expresion génica y la translacion proteica.

En el MM, de forma similar a la célula plasmatica normal, las células de mieloma
usan el CXCR4 para la migracién a la médula ésea y la homeostasis (114),
asociandose su expresion a progresion de la enfermedad y mal prondstico (115)

mientras que el CXCL12 se asocia a fenbmenos de osteolisis y angiogénesis.

Los conjugados CXCR4/CXCL12 ha sido radiomarcados con is6topos emisores de
positrones, como el %Ga produciendo el ®®Ga—pentixafor, cuya expresion se
encuentra ampliamente demostrada en mdltiples desérdenes hematolégicos que
incluyen leucemia, linfoma o mieloma mdltiple. Ademas, otra ventaja del
mencionado trazador es su uso potencial como herramenta terapéutica
(terandstica) en combinacién con los is6topos *’Lu o %°Y, indicado en pacientes en
progresion con lesiones con expresion de CXCR4 confirmadas por un PET/TC con
%8Ga-pentixafor. Resultados preliminares de esta terapia en tres pacientes
pretratados fueron positivos, encontrdndose escasos niveles de toxicidad, con
buena tolerancia y altas tasas de respuesta (116). En cuanto al ®Ga-Pentixafor, en
comparacion con el ¥F-FDG se observo ligera superioridad del primero con 10/14
pacientes con alguna manifestacion en el PET/TC con %Ga-Pentixafor, frente a
9/14 en la F-FDG PET (117). Recientemente, otro estudio ha confirmado la
mayor detectabilidad del Ga-Pentixafor, realizandose ademas un andlisis
cuantitativo que demostro que los valores de captacion de MO se correlacionaban
positivamente con dafio organico y biomarcadores de laboratorio, entre ellos la
B2M, cadenas ligeras en suero y orina (118). Por tanto, este radiofarmaco resulta
prometedor para pacientes con MM de nuevo diagndstico, en especial dado su

doble enfoque diagndstico-terapéutico.
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Justificacion, hipétesis y objetivos

1. Justificacion

La F-FDG PET/TC es una técnica de imagen aceptada por el Grupo de Trabajo
Internacional de Mieloma en la estadificacion y en la valoracion de respuesta de
pacientes con mieloma. La ventaja de su caracter dual, que permite identificar la
actividad tumoral y la destruccion 6sea, se contrarresta con la falta de especificidad
y con la existencia de resultados falsos negativos en un 10-15% de los pacientes
con mieloma debido a la ausencia de la enzima hexoquinasa, responsable del
atrapamiento celular de la ¥*F-FDG en algunos tumores. De este planteamiento
surge la motivacion de investigar nuevos radiotrazadores PET, entre los cuales se
encuentran la C-Metionina, radiotrazador aminoacidico rapidamente incorporado
en las inmunoglobulinas de nueva sintesis en mieloma, y la *C-Colina, con
resultados preliminares en la literatura que demuestran una mejor sensibilidad y
especificidad que la ®F-FDG, si bien los estudios publicados son escasos y el
tamafio muestral pequefio. Estos argumentos, junto con la ausencia de estudios

sobre su impacto prondstico han motivado el presente proyecto de investigacion.

2. Hipotesis

La C-Metionina y la *C-Colina son radiotrazadores con mejor rendimiento
diagnéstico en el estudio de extension de mieloma y en la valoracion de

respuesta.

3. Objetivos

3.1 Objetivo principal

Comparar el rendimiento diagnéstico de tres radiofarmacos ®F-FDG, 'C-MET y
1C-COL en la detecciéon de infiltracion tumoral de MM por PET/TC, realizando

estudios tanto en modelo animal (microPET) como en pacientes (PET/TC).
3.2 Objetivos secundarios

3.2.1 Modelo preclinico

1. Comparar la captacion de los trazadores ®F-FDG y C-Metionina

explorando distintas lineas celulares con el fin de seleccionar aquella que
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presente un comportamiento in vitro analogo al observado in vivo en pacientes

(superior retencién con C-Metionina).

2. Comparar en un modelo murino de MM con enfermedad subcuténea la
sensibilidad y especificidad de los tres radiofarmacos: ®F-FDG, 'C-MET vy !C-
COL. Contrastar los valores SUVmax, MTV y TLG en la deteccion de los tumores

subcutaneos.

3. Determinar en el modelo murino la eficacia diagnéstica de ®F-FDG y !C-
MET en la valoracién de respuesta al tratamiento con terapia convencional
aislada (bortezomib), y en combinacién (bortezomib, lenalidomida,

dexametasona).

3.2.2 Modelo clinico

4. Realizar un estudio prospectivo en una cohorte de 52 pacientes con MM
remitidos para estudio de extension con PET/TC previo al inicio del tratamiento
(incluyendo MM quiescente, nuevo diagndstico o recaidas), comparando *8F-
FDG y ' C-MET para establecer el rendimiento diagnéstico de estos dos

radiofarmacos para la deteccion de lesiones mielomatosas.

5. Estudiar la correlaciéon de la captacion de las lesiones con 8F-FDG y !C-
MET con la respuesta al tratamiento. Adicionalmente, se buscaron correlaciones
entre los resultados del PET/TC con ambos trazadores y la respuesta clinica e
inmunofenotipica expresada como enfermedad minima residual y medida
mediante Next-generation flow (NGF) con el protocolo EuroFlow basado en dos
combinaciones de 8 colores, analizando las implicaciones pronésticas de las

discrepancias.

6. Analizar para ambos radiofarmacos la correlacion de la captacion en médula
0sea mediante pardmetros semicuantitativos derivados del PET con el
porcentaje de infiltracion de médula 6sea por células plasmaticas en la biopsia

Osea.

7. Analizar la correlacion de los parametros semicuantitativos de los estudios
PET/TC con 'C-Metionina y F-FDG con parametros clinicos y analiticos como

la ratio de cadenas ligeras o el componente M.

46



Justificacién, hipotesis y objetivos

8. Por ultimo, evaluar el valor prondstico de los parametros visuales y
semicuantitativos obtenidos en los estudios basales con ¥F-FDG y *C-MET
PET/TC.
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Material y métodos

1 DISENO

El trabajo desarrollado para esta tesis doctoral forma parte de un proyecto
concedido en 2016 por el Fondo de Investigacion en Salud (FIS) del Instituto de
Salud Carlos 1l (ISCIII), incluido en el Plan Estatal de Investigacién Cientifica y
Técnica y de Innovacién (P116/00225).

1.1 Modelo preclinico

1.1.1 Diseiio del estudio

Los experimentos preclinicos fueron llevados a cabo de forma prospectiva en un
modelo de raton mielomatoso humano cuyas caracteristicas se describen a
continuacién. Previamente, se realizdé un ensayo in vitro para seleccionar las lineas

celulares de MM a emplear en este modelo.
1.1.2 Muestra a estudio

1.1.2.1 Cultivos celulares y reactivos

Se utilizaron las siguientes lineas celulares de MM para los experimentos in vitro:
MML1S, H929, KMS11 y RPMI8226. Para los experimentos in vivo se usaron las
siguientes: MM1S-GFP (linea modificada con insercion de la proteina verde
fluorescente y de luciferina), MM1S-Tomato (linea modificada con insercion de la
proteina Tomato) y RPMI8226. Todas ellas fueron cultivadas en atmésfera humeda
en presencia de 5% de CO2 y 95% de aire a 37°C, en medio RPMI (RPMI 1640-
Gibco) con 2 mM de L-glutamina, suplementado con 10% de suero bovino fetal
(FBS), L-Glutamina 200mM (Gibco) en 0,85% de NaCl y antibiéticos (penicilina y
estreptomicina 10.000 U/ml, Lonza). Las caracteristicas de cada linea celular se

resumen en la Tabla 9.
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Tabla 9. Lineas celulares modelo preclinico

Linea celular MM1S H929 KMS11 RPMI8226

Referencias (119),(120) (121) (122),(123)  (124),(119)

Especie humana humana humana humana

Diagnéstico MM MM MM MM

Ig IgA A IgA k 19G k IgG (del) A

P%SCi;['i&/_iiiad Expresion de

Miscelanea dexir(;r]e?cézona CD38 c-Kit

(CD117)
1.1.2.2 Estudios de incorporacioén in vitro

Todos los cultivos celulares se recogieron antes de alcanzar el estado de
confluencia a una concentracién de 1 x 10° células por muestra en 500 pL de
tampon fosfato salino (PBS). A cada muestra se le afadié *F-FDG o 'C-MET a
una concentracion de 4.4 + 1 y 5.9 + 0.2 MBq, respectivamente, para incubarse
posteriormente durante 50 minutos (**F-FDG) o 20 minutos (!C-MET) a37° Cy en
agitacion en un bloque termostatico. Transcurrido este tiempo, las células se
centrifugaron (1000 g, 2 minutos) tras lo cual se retir6 el sobrenadante con el
radiofArmaco no incorporado. A continuacion, el precipitado con las células se lavo
dos veces anadiendo 500 uL de PBS, centrifugando y retirando sobrenadante de
nuevo. Finalmente, el precipitado se llevd a un contador gamma (Hidex Automatic
Gamma Counter) para detectar la cantidad de radiofarmaco incorporado por las
células. Los datos se corrigieron por decay y se expresaron en % de actividad
incorporada por muestra. Ademas, se calculd una ratio de incorporacion mediante
el cociente % incorporacion C-MET / % incorporaciéon ®F-FDG. Todos los
experimentos se llevaron a cabo en tres dias independientes, realizando triplicados

cada dia.

1.1.2.3 Modelo tumoral en ratén

Todos los procedimientos con animales se llevaron a cabo de acuerdo con las
guias de la Comunidad Europea (Directiva 2016/63/UE) y el Gobierno de Espafa
(Real

Decreto 53/2013) para la proteccion de los animales utilizados en
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experimentacion y fueron aprobados por el Comité de Experimentacion Animal de la
Universidad de Navarra (protocolo 123-15E2).

Se utilizaron 44 ratones CB17/Icr-Pkdc-scid/Crl (Charles River) de 4 - 5 semanas de
edad con un peso de 20 + 5 g que se estabularon de manera social en jaulas
ventiladas dentro de una instalacibn con temperatura a 22 °C y un ciclo de
luz/oscuridad de 12 horas. Los animales tuvieron acceso libre a agua y comida
durante todo el experimento excepto el dia previo a los estudios con ¥F-FDG.

Para la creacion del modelo murino de mieloma, los ratones se inyectaron de
manera subcutanea en el flanco derecho con 5 x 10°® células MM1S-Tomato o 2 X
10° células RPMI. La linea celular MM1S-Tomato corresponde a la linea MM1S que
posee expresion de proteina fluorescente y se seleccion6 por ser una de las lineas
habituales en los estudios de MM (125). La linea RPMI fue seleccionada en base a

su comportamiento en los estudios in vitro.

Se realizaron dos tipos de estudios en este modelo animal. En una primera fase
(n=26) se realizaron estudios microPET multitrazador con *¥F-FDG, 'C-MET vy !C-
COL para analizar el perfil metabdlico de los tumores utilizando ambas lineas
celulares. Tras la inyeccién de las células, los estudios microPET se realizaron tras
la seleccion de los animales por fluorescencia (ver apartado 1.1.3) y cuando los

tumores fueron evidentes a nivel macroscoépico.

En una segunda fase (n=18) se estudi6 la capacidad de los estudios multitrazador
para evaluar el efecto de tratamientos farmacolégicos. En esta parte del estudio
s6lo se utilizaron los radiofarmacos ®F-FDG y !'C-MET, debido al pobre
rendimiento diagnéstico de la **C-COL observado en los estudios previos. Para ello
se utilizé la linea celular MM1S-GFP. Tras la inyeccion subcutanea de las células (3
X 10° células/ratén) se realiz6 un estudio microPET basal a los 18 dias con ¥F-FDG
y 1C-MET. Al dia siguiente los animales se randomizaron en tres grupos para
iniciar su tratamiento, que se administr6 de manera intravenosa (n=6 animales por
grupo) con una pauta de tratamiento de una vez por semana. Uno de los grupos se
tratdé con Bortezomib (0,1 mg/kg), otro con una combinacién de Bortezomib (0,1
mg/kg), Dexametasona (1 mg/kg) y Lenalidomida (15 mg/kg), que se preparaban en
2% de Dimetilsulféxido (DMSO) + 30% de Polietilenoglicol (PEG) y agua destilada
(H20d), mientras que el tercer grupo se inyect6 con PBS como control sin
tratamiento. Los estudios microPET de seguimiento se realizaron 1, 2 y 3 semanas

tras el inicio del tratamiento. Sobre la superficie del ratdén, se midieron los tumores
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subcutaneos generados mediante un calibre, tomando el largo y ancho del tumor y
aplicando la férmula: Volumen tumoral = % (longitud x ancho?) (126), de forma
basaly alas 1, 2 y 3 semanas coincidiendo con el PET con doble trazador.

Todos los animales utilizados en ambas fases fueron sacrificados mediante
dislocacion cervical al dia siguiente de su ultimo estudio de imagen. Los tumores se

diseccionaron y recogieron en PBS para su analisis por citometria de flujo.
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Figura 6. Diagrama de flujo de tratamientos en el modelo murino

Basal Primera semana Segunda semana Tercera semana

. _ . _ : - Triple (n=3)
Triple (n=6) Triple (n=5) Triple (n=4) 3)
Bortezomib (n=6) Bortezomib (n=6) Bortezomib (n=5) Bortezomib (n=4)
Control (n=6) Control (n=6) Control (n=6) Control (n=4)

PET PET PET PET

MC-MET MC-MET "C-MET "C-MET

18F-FDG 18F-FDG 18F-FDG 16F-FDG
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1.1.8 Estudio de fluorescencia

Los estudios de fluorescencia se realizaron para verificar el establecimiento de los
tumores y establecer los tiempos en que se realizarian estudios de imagen
microPET. Para ello, los animales fueron inmovilizados con anestesia
intraperitoneal (mezcla de ketamina/xylazina) y cinco minutos mas tarde se
colocaron en la camara de un equipo de deteccién de fluorescencia in vivo
(PhotonIMAGER Optima System, Biospace Labs). Se adquirié una imagen de los
animales, seguida de una de deteccién de la fluorescencia. Se definié una region de
interés de todo el animal y la cuantificacion de la emision de luz fue realizada en
fotones/s. El tiempo de exposicién varié de 1 segundo a 5 minutos dependiendo de
la intensidad de la fluorescencia.

Figura 7. Imagen de fluorescencia modelo murino.

1.1.4 Estudios MicroPET in vivo

Los estudios microPET de cada animal se realizaron en dos dias consecutivos. El
dia previo a los estudios con ¥F-FDG los animales se dejaron en ayunas y con
acceso libre a agua. Para la adquisicion de las imagenes, los animales se
inmovilizaron en un cepo para inyectarles el radiofarmaco via intravenosa por una
de las venas de la cola en un volumen final entre 100 - 200 pL (*®F-FDG 22.3 + 4.5
MBg, 'C-MET 32.9 + 14.1 MBq, C-COL 30.2 + 11.6 MBq). Tras un periodo de

incorporacién de 50 minutos para la *¥F-FDG y 20 minutos para la *C-MET o !C-
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COL, los animales fueron anestesiados con anestesia inhalatoria con isofluorano al
2% en O; y colocados en posicion prono sobre la camilla del tomdgrafo. Las
imagenes fueron adquiridas en un tomoégrafo microPET Mosaic (Philips, Cleveland,
OH, USA) con una resolucién de 2mm y un campo de vision axial y transaxial de
11,9 cmy 12,8 cm respectivamente. La adquisicion de las imagenes se llevo a cabo
durante 15 minutos para la ¥F-FDG y 20 minutos para la **C-MET y C-COL con
los animales bajo anestesia inhalatoria continua. Las imagenes fueron
reconstruidas utilizando un algoritmo 3D con 2 iteraciones en una matriz de 128 x
128 con un tamafio de voxel de 1 mm, corrigiendo los eventos dispersos y

aleatorios, el tiempo muerto y el decay.

1.1.4.1 Analisis imagenes MicroPET

Para el analisis de las imagenes microPET, todos los estudios fueron exportados y
analizados utilizando el programa especializado PMOD v3.2 (PMOD Technologies
Ltd., Adliswil, Switzerland). Las imagenes se expresaron en unidades SUV,
utilizando la férmula SUV = [concentracion de actividad en el pixel (Bg/cm?®)/dosis
inyectada(Bq)] x peso (g). Primeramente, se realiz6 un analisis cualitativo de las
imagenes, asignando los siguientes parametros: Captacién de 'C-MET, ¥F-FDG,
1C-COL en el tumor subcutaneo, con las siguientes categorias: O=ausente, 1=débil,

2=intensa, 3=muy intensa.

Tras el andlisis cualitativo, se realiz6 un andlisis semicuantitativo mediante
delimitaciéon de volimenes de interés (VOI). Sobre un VOI esférico que contenia
todo el tumor, se realiz6 una umbralizaciéon conteniendo aquellos voxel con un valor
> al 40% del valor maximo de captacion. A continuacién, se calcularon tres
parametros: 1) SUV maximo (SUVma), que fue el promedio de los 5 voxeles con
mayor valor de captacion, 2) volumen metabdlico tumoral (metabolic tumor volume,
MTV) que se define por el volumen en cm? dibujado tras la umbralizacion, y 3)
carga tumoral metabdlicamente activa (total lesion glycolisis, TLG), parametro
adimensional producto del MTV y el SUV promedio dentro del VOI umbralizado.
Para la C-Metionina y *C-Colina el parametro equivalente al TLG fue el TLMU
(total lesion methionine uptake), descrito por Kobayashi y cols. en el estudio de los
gliomas cerebrales (127) y TLCU (total lesion choline uptake), empleado en en el

cancer prostatico (128).
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1.1.5 Citometria de flujo

Tras el sacrificio de los animales, el tejido tumoral fue disgregado y filtrado
mediante un tamiz celular (50 um cell strainer, BD Falcon, BD Bioscience). El
andlisis por citometria se llevé a cabo en un citbmetro FACSCanto Il (Biosciencies),
utilizando el porgrama FlowJo para en analisis y presentacion de los datos.

En el caso de los tumores, se disgregaron, filtraron y pasaron por el citbmetro
directamente, comparandolos con las células MM1S-Tomato inyectadas en el ratén
para localizarlas e identificarlas. De este modo se pudo identificar que las células

visualizadas eran las inyectadas y no las propias del ratén.

Una vez seleccionadas e identificadas, se calculé mediante ventanas citométricas el

% de células tumorales en el tumor o en la médula 6sea.
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1.2 Modelo clinico

1.2.1 Diseiio del estudio

El presente trabajo es de disefio prospectivo y ha sido llevado a cabo en el
Departamento de Hematologia y en el Servicio de Medicina Nuclear de la CUN. El
protocolo y la documentacion necesaria para el estudio fueron aprobados por el

Comité de Etica de este centro (addendum 1).

1.2.2 Poblacion a estudio

Entre agosto de 2015 y mayo de 2019 se incluyeron un total de 52 pacientes, 44 de
ellos con Mieloma Mudltiple (MM) sintomatico y 8 con MM quiescente, remitidos para
estudio PET/TC con doble radiotrazador (*!C-MET y ¥F-FDG), de los cuales el 50%
(n=26) correspondia a estadificaciones iniciales, mientras que el resto eran
pacientes en progresion clinica o analitica remitidos para estudio de extension

previo a inicio de nueva linea de tratamiento.

En un subgrupo de 21 pacientes se valoré la respuesta al tratamiento mediante un
segundo estudio PET/TC con doble radiotrazador (*:C-MET y ¥F-FDG).

1.2.2.1 Criterios de inclusion
Los criterios que debian cumplir los pacientes para su inclusion fueron:

1- Confirmacibn de MM quiescente o0 sintomatico de reciente

diagnéstico o en recaida

2- Mayoria de edad y capacidad de consentir.

1.2.2.2 Criterios de exclusion
Se consideraron los siguientes criterios de exclusion:

1- Incapacidad para permanecer en decubito durante la adquisicion de

las imagenes PET/TC

2- Diagnoéstico de otras discrasias plasmaticas distintas de las

previamente mencionadas en los criterios de inclusion
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3- Presencia de cualquier condicion médica que, a juicio del especialista

en Hematologia, impidiera la correcta realizacion y/o interpretacion de los

resultados tales como diabetes mal controlada.

1.2.2.3

Valoracion clinica inicial

Todos los pacientes disponian de una valoracién inicial realizada por el hemato6logo

consistente en una anamnesis dirigida, exploracion fisica y exploraciones

complementarias. De la anamnesis, los datos recogidos fueron los siguientes:

1. Lineas de tratamiento previas al PET/TC en los pacientes con

recaidas

2. Tipo de tratamientos administrados. Divididos segun los siguientes

grupos:

a.

o

d.

Inhibidores del proteasoma
Inmunomoduladores
Anticuerpos monoclonales

Trasplante autdlogo de progenitores

(TASPE)

hematopoyéticos

En cuanto a las exploraciones complementarias, se recogieron los siguientes datos:

1. Analitica de sangre y orina
a. B2M
b. ALB
C. LDH
d. Hgb
e. Hematocrito

FLC afectas

g. FLC no afectas

h. Ratio FLC (FLCR)

I. Componente M (suero)

j- Componente monaoclonal (orina)
2. Pruebas de laboratorio (médula 6sea):
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a. Medulograma

. Porcentaje de células plasméticas malignas

b. Citometria de flujo screening gammapatia monoclonal
C. Citometria de flujo enfermedad minima residual (EMR)
i. EMR total

ii. Células plasmaticas citometria
ii. Porcentaje de células plasmaticas malignas
d. Citogenética
i. Del 17p (TP53)
ii.t (4;14)
iii. t (14;16)
3. Resonancia magnética

Tras la evaluacion clinica, se registr6 cada paciente de acuerdo a la escala ISS y R-

ISS en funcién de los valores de ALB, B2M, LDH vy citogenética.
1.2.2.4 Valoracién clinica de respuesta

En el subgrupo de pacientes remitidos para valoracién de respuesta, ademas de
recoger los datos relativos a lineas y tipo de tratamiento, se registraron los

siguientes datos relativos a las exploraciones complementarias:

1. Analitica de sangre y orina
a. B2M
b. LDH
C. Hgb
d. Hematocrito
e. FLC afectas
f. FLC no afectas
g. FLCR
h. Componente M (suero)

I. Componente monoclonal (orina)
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2. Pruebas de laboratorio (médula 6sea):
a. Medulograma
i. Porcentaje de células plasmaticas tumorales
b. Citometria EMR
i. EMR total
. Células plasmaéticas citometria
iii. Porcentaje de células plasméticas tumorales

La valoracion de respuesta se realiz6 de acuerdo con los criterios estandar del
IMWG (20). Ademas, aquellos casos considerados en respuesta completa se

categorizaron adicionalmente segun los criterios de la IMWG para la EMR (92).

1.2.3 Valoracion por técnicas de imagen: PET/TC

1.2.8.1 Equipo técnico

1.2.3.1.1 PRODUCCION DE RADIOFARMACOS

Los radiofarmacos fueron producidos siguiendo normas de correcta fabricacion
(NCF) por el Laboratorio PET GMP de la CUN.

Los radionuclidos emisores de positrones (fluor-18 y carbono-11) se obtuvieron en
un Ciclotron 18/18 de IBA y la radiosintesis para obtener el radiofarmaco se llevo a
cabo de manera remota y automatizada, en mdédulo Synthera + (IBA) para la
obtencion de [*®F]FDG, y en médulos modulares de Eckert&Ziegler, en el caso de la
L-[metil-*1C]metionina y la [metil-*C] colina, todos ellos dentro de celdas plomadas

con aire filtrado clase B.

Los controles de calidad se llevaron a cabo en el area de control de calidad del
laboratorio PET GMP, empleando equipos de radio-HPLC (Agilent Technologies
1500 Series) y radio-TLC (Bioscan), para el analisis de la pureza radioquimica; CG
(7683B Agilent Technologies) para la determinacion de disolventes residuales y

Endosafe PTS (Charles River) para la deteccién de endotoxinas.

El Servicio de Microbiologia de la CUN llevo a cabo el analisis de la esterilidad, para

todos los radiofarmacos obtenidos.
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1.2.3.1.2 ESTUDIOS PET/TC

Los estudios PET/TC con !'C-Metionina y ®F-FDG se realizaron en un equipo
PET/TC (Siemens Biograph mCT 64, Siemens, Knoxville, USA) que combina un TC
de 64 coronas y un tomoégrafo PET de 4 anillos de cristal de ortosilicato de lutecio
(LSO) que cubren un campo de vision axial de 21.8 cm. La imagen fue adquirida en
modo 3D con una matriz de 200X200. Para reconstruir la imagen, se aplico el
algoritmo TrueX + TOF (ultraHD-PET), que incluye dos técnicas avanzadas: Time of
flight o tiempo de vuelo (TOF) y Point Spread Function o funcién de dispersion del
punto (PSF). La técnica de reconstruccién de imagenes PET empleada fue iterativa
con 3 iteraciones y 21 subconjuntos.

El tomografo TC empleado fue un Somatom Definition AS, con espesor de corte de
las imagenes de 5 mm, tiempo de rotacion de 0,5 segundos, valor de tension de
120 kV, corriente de tubo de 80 mA e indice pitch de 1, con direcciéon craneo-
caudal. La resolucion espacial de la imagen reconstruida resulté de 0,24 mm.

1.2.3.1.3  '8F-FDG Y 'C-MET ADQUISICION/RECONSTRUCCION

El estudio se realizé tras la administraciéon por via intravenosa de 3-5 MBg/kg de
1BE-FDG y 6-10 MBg/kg de 'C-MET, tras al menos cuatro horas de ayunas y dieta
baja en proteinas los dos dias previos, comprobando previamente a la
administracion de ®F-FDG los niveles de glucemia, llevando a cabo la
administracion de la F-FDG cuando estos eran inferiores a 120 mg/dl.
Previamente se realizd el TC a baja dosis sin contraste con un protocolo Care Dose
4D de 80 mAs, 120 kV que incluia de cabeza a pies. La adquisicion de las
imagenes se inicié a los 60 minutos post-inyeccion de ¥F-FDG y a los 20 minutos
de C-MET, realizando un estudio de cuerpo completo desde calota hasta pies en
modo 3D, con un total de 14-16 bed y una duracion de 2-3 minutos/bed de calota a
muslos y 1 min/bed en miembros inferiores. El tiempo de adquisicién estimado para
toda la exploracion fue de aproximadamente 30 min. Posteriormente, se llevd a
cabo la reconstruccion iterativa de las imagenes de PET con correccién de
atenuacion mediante un software dedicado (HD. PET, Siemens Esoft, Erlangen,
Germany) en los tres planos del espacio y en modo cine en tres dimensiones
(Maximum Intensity Projection, MIP), junto a las imagenes de TC y la fusion de
PET/TC. Los estudios fueron interpretados en la unidad PET/TC de andlisis de

imégenes con el software Syngovia (Siemens).

Los estudios PET/TC con 'C-MET y ¥F-FDG se realizaron con un intervalo inferior
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a 5 dias a fin de hacer sus resultados comparables. En los pacientes explorados en
el mismo dia, se inicié primero el estudio de !C-MET y posteriormente, se llevé a
cabo el estudio de ¥F-FDG PET/TC, tras 4 horas de decay radiactivo equivalentes
a 12 periodos de semidesintegracion del carbono-11 (T1/2: 20 minutos) para evitar
la interferencia de dicho trazador en la imagen con *¥F-FDG,

En caso de los pacientes remitidos para valoracién de respuesta con estudio PET,

el procedimiento empleado fue el mismo que al diagnéstico.
1.2.4 Andlisis imagen PET/TC

1.2.4.1 sF-FDG PET/TC

Los estudios PET/TC fueron analizados visual y semicuantitativamente. Para el
andlisis visual de la ¥F-FDG PET/TC, se emplearon los criterios propuestos por
Moreau (56), considerando lesion focal toda area en médula 6sea de captacion
incrementada en ®F-FDG en comparacion con la actividad de la médula 6sea
adyacente, con o sin correlato litico en el TC; lesiéon paramedular, aguella lesion
litica con invasion de partes blandas adyacentes; infiltracion difusa de médula ésea
aguella captacion heterogénea u homogénea en el eje axial con posible extension
al esqueleto apendicular, con intensidad de captacion superior a la hepatica; lesion
extramedular, aquella lesién tumoral de tejido no 6seo o ganglionar con grado
variable de captacion de ¥F-FDG que no se encuentra inmediatamente adyacente

a la localizacién 6sea.

En los estudios de *¥F-FDG, a fin de estandarizar la interpretacién se emplearon los
criterios propuestos por el grupo italiano (Italian myeloma criteria for PET Use,
IMPeTUs) (61). Dichos criterios consisten en una escala de interpretacion visual
(escala de 5 puntos Deauville) para la descripcién del nimero de lesiones focales
(con o sin lisis), enfermedad extramedular, y afectacion difusa de médula 6sea. En
la tabla 10 se encuentran los criterios IMPeTUs propuestos por Nanni y Zamagni

(EJNMMI 2016). A continuacion, se detalla el score visual Deauville.

64



Material y métodos

Tabla 10. Criterios IMPeTUs adaptados de Nanni y cols. (61)

Infiltracion Localizacion N. de lesiones (X) Escala

Difusa Médula 6sea? Deauville

X =1 (no lesiones)

X =2 (1 a 3 lesiones)
Focal (F) X =3 (4 a 10 lesiones) Deauville
X =4 (> 10 lesiones)

Al menos en una

N Deauville
localizacion

Extramedular (EM)

a. Hipermetabolismo en extremidades y costillas

Tabla 11. Escala Deauville

Score 1 | No uptake

Score 2 | Uptake < mediastinum

Score 3 | Uptake > mediastinum but < liver

Score 4 | Moderate uptake > liver

Score 5 | Marked uptake > liver

Figura 8. Escala visual Deauville utilizada en el FDG-PET para valorar la captacion
difusa.

Score 5 Score 4 Score 3 Score 2 Score 1
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1.2.4.2 nC-MET PET/TC

En el estudio de C-MET, siguiendo los criterios publicados por Dankerl y cols.
(103), se considerod criterio para el diagnoéstico de infiltracion de MO por MM la
existencia de areas de incremento de captacion focal en la MO, infiltracion difusa
aquel incremento de captacion en la MO hematopoyética con/sin expansion de la

MO a las partes distales de los huesos largos (expansion periférica de MO) o EM
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aquellas areas de captacion focal incrementada en una masa de tejido de partes
blandas extramedular. Dada la ausencia de criterios de estandarizacion para su
interpretacion, se recogieron las mismas variables mencionadas anteriormente para
la F-FDG a fin de hacer ambos estudios comparables. Dado que la captacion de
11C-Metionina en MO es fisiol6gicamente superior a la observada con ®¥F-FDG, se
realizaron ratios tumor/fondo (TBR) con respecto a la captacion hepdatica con el fin
de establecer una escala o punto de corte para identificar la captacion medular
patoldgica. Se decidi6 emplear la captacién hepética como referencia dado que
esta es estable para cada paciente a lo largo del tiempo y ha sido tradicionalmente
considerado como o6rgano de referencia en otras escalas cualitativas como la
escala Deauville para la **F-FDG PET/TC.

Se evalu6 la captacion de MO en MM con una cohorte de 19 pacientes con
hiperparatiroidismo primario con el fin de explorar el patrén de captacion normal en
MO. Para ello, se incluyeron pacientes sin criterios de discrasia plasmatica
remitidos para localizacién de adenoma con estudio PET/TC con *'C-Metionina y se
compar6 la captacién de **C-MET en MO en estos pacientes con la observada en
pacientes con MMQ, MM en estadificacion basal y MM en recaida.

1.2.4.3 Analisis semicuantitativo

Por otra parte, se llevé a cabo un andlisis semicuantitativo, realizando un VOI para
cada lesion y calculando posteriormente el valor estdndar de captacion maximo
(SUVmax) Y pico (SUVpea). En la médula Osea se realizaron VOIs en columna
lumbar, pala iliaca derecha en su porcion mas posterior y en la localizacién de
mayor actividad. Por consenso se decidid escoger la segunda vértebra lumbar
siempre 'y cuando ésta no presentara lesiones focales o procesos
inflamatorios/infecciosos activos. Ademas de las regiones anteriormente citadas, se
realizaron VOIs en areas de distribucion fisiologica del trazador en mediastino
(lumen de la aorta descendente toracica evitando &reas de calcificacion en la pared
vascular) e higado (I6bulo hepatico derecho) a fin de establecer el grado de

captacion siguiendo los criterios del grupo italiano.

En el PET con 'C-MET, dado que la captacion de médula 6sea resulta de forma
fisiolégica superior a la observada en la ¥F-FDG, se realizaron ratios tumor/fondo
de la captacion de médula 6sea con respecto a la captacion hepética a fin de
establecer un punto de corte a partir del cual la captacién de médula ésea fuera

considerada patoldgica por infiltracion tumoral.
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Ademas, si bien no figuraba en el Proyecto original, se realiz6 un analisis
tridimensional de volumenes de interés (VOI) en el esqueleto axial y apendicular
mediante el software “PET/CT Viewer Beth Israel for FIJI”, de acceso gratuito. Dicho
software permite la lectura y post-procesado de las imagenes PET, delineando
automaticamente los volimenes tumorales y detectando los voxels definidos por un

determinado punto de corte (fijo o relativo respecto al SUVmaximo).

Tal y como se indica en el apartado técnico del software, su funcionamiento se basa

en los siguientes pasos:
1. Definir un area limite mediante segmentacion automatica

2. Revision de las ROIs automaticamente definidas por el software,
eliminando aquellas captaciones debidas a la distribucién fisiolégica del
trazador (cerebro, vejiga, rifién en PET ¥F-FDG, higado, pancreas, intestino
en PET C-MET)

3. Activacién de métodos de segmentacion

4, Adicion manual de ROIs en lesiones no definidas por la
segmentacion automatica (por lo general, tumores de baja captacion o

pequefio tamafio)

En el paso 3, consistente en el uso de métodos de segmentacién para obtener los
pardmetros de carga tumoral metabdlica, los parametros resultantes obtenidos
fueron el MTV y TLG, este ultimo derivado del MTV mediante la formula TLG = )
(SUVmean x MTV). Ademas del punto de corte tradicionalmente empleado en los
estudios PET y recomendado por la European Association of Nuclear Medicine
(129) del isocontorno del 41% del SUVmax para cada lesion, otros puntos de corte
basados en umbrales absolutos SUVmax (SUVma= 2, SUVma= 4) 0 relativos
expresados como porcentaje del SUVmax (SUV> 30% SUVmax, SUV> 60% SUVnax)
se emplearon para segmentar las imagenes. Para la *F-FDG PET/TC, se opt6 por
emplear los puntos de corte para el TMTV y TLG descritos en la literatura (72). En
el caso de la 'C-MET, dado que se carece de puntos de corte establecidos, se
decidi6 calcular la mediana asumiendo una distribucion homogénea de los datos al

analizar su valor prondstico tomando esta como punto de corte.

1.3 Analisis estadistico

En el modelo preclinico, los datos cuantitativos se expresaron con la media +

desviacion estandar (DE) o con la mediana y rango intercuartil (RIC) en el caso de
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variables que no seguian una distribucion normal. El estudio de la normalidad se
realizd6 mediante la inspeccion gréfica del histograma y se verificd con la prueba de
Shapiro-Wilk o Kolmogaérov-Smirnov.

Para comparar las variables entre las diferentes modalidades de imagen se utiliz6 el
test X? de Pearson (asociacién de variables cualitativas) o el test exacto de Fisher
(cuando la muestra era pequefia) asi como el test de McNemar (para datos
emparejados). El test empleado para comprobar la igualdad de varias muestras
relacionadas en mas de dos poblaciones fue el Test de la Q de Cochran. Para
variables cuantitativas se aplicé el test de T-Student (dos variables independientes
con distribucion paramétrica), U-Mann-Whitney (distribucibn no paramétrica),
Kruskal-Wallis (tres o mas variables cuantitativas no paramétricas) y test de
Wilcoxon (variables cuantitativas emparejadas). El test estadistico empleado
cuando se deseaba comparar las medias de dos o mas grupos fue el ANOVA de
una via si se trataba de un solo factor o el ANOVA de dos vias para estudiar la
relacion entre una variable dependiente cuantitativa y dos variables independientes
cualitativas (factores). El método de comparacién post-hoc empleado para analizar

las diferencias entre grupos fue el de Bonferroni.

En el modelo clinico, los datos cuantitativos se expresaron con la media *
desviacion estandar (DE) o con la mediana y rango intercuartil (RIC) en el caso de
variables que no seguian una distribucién normal. El estudio de la normalidad se
realizd6 mediante la inspeccion gréfica del histograma y se verificd con la prueba de

Shapiro-Wilk o Kolmogdrov-Smirnov.

La relaciéon de las variables en estudio se analiz6 segun la naturaleza de dichos
valores: las variables cuantitativas se compararon entre grupos mediante las
pruebas t-Student o U de Mann-Whitney (dependiendo de si los datos seguian una
distribucibn normal o no), y las variables categéricas mediante tablas de
contingencia (X? de Pearson o test exacto de Fisher, dependiendo de la magnitud

de las frecuencias esperadas).

Tras llevar a cabo el andlisis visual para ambos radiofdrmacos, se realizaron
estudios comparativos de ambos radiotrazadores a fin de establecer el rendimiento
diagnostico de lesiones mielomatosas, llevando a cabo un analisis de lesiones
focales y extramedulares, asi como su localizacion. Se realiz6 la determinacion del
coeficiente de concordancia kappa entre las dos pruebas, excluyéndose aquellas

lesiones sometidas a tratamiento con radioterapia externa y las localizadas en
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zonas de intervencion quirdrgica realizada en las 6 semanas previas. El indice
Kappa (k) se clasificé en pobre (<0.20), débil (0.21-0,40), moderado (0.41-0,60),
bueno (0.61- 0,80) y muy bueno (0.81-1.00).

Tras obtener los citados pardmetros semicuantitativos, se analizé la correlacion de
los resultados obtenidos con cada radiofarmaco con los parametros clinicos y
biolégicos de la enfermedad tales como el componente monoclonal (tipo y cuantia);

FLC; infiltracion plasméatica en médula ésea.

En aquellos pacientes en los que se disponia de PET/TC para valorar respuesta al
tratamiento, se realizé un analisis entre la profundidad de la respuesta alcanzada y
la reduccion de la actividad metabdlica en el PET. De esta manera se establecio
qué radiofdrmaco presentaba una mayor concordancia con la respuesta alcanzada,
estableciendo la proporciéon de pacientes en los que la *C-MET suponia cambios

en el estadio de la enfermedad.

El valor prondstico de los distintos biomarcadores se valoraré6 mediante regresion
de Cox univariante. Se seleccionaron variables con importante significacion

prondstica clinica conocida que fueron incluidas en el modelo multivariante.

Todos los andlisis estadisticos se realizaron con IBM SPSS statistics versiéon 20
(SPSS Inc, Chicago, IL, USA) y con STATA version 14.0 (Stata Corp, College

Station, Texas, USA). En todos los casos, se consider6 significativa una p<0,05.
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Resultados modelo preclinico

1 CAPTACION DE F-FDG Y !"C-MET EN LINEAS
CELULARES

El primer objetivo del modelo preclinico fue comparar la captacién de los trazadores
BE-FDG y !C-Metionina explorando distintas lineas celulares con el fin de
seleccionar aquella que presentara un comportamiento in vitro analogo al
observado in vivo en pacientes, es decir, superior deteccién con 'C-Metionina que
con ¥F-FDG.

1.1 Analisis comparativo de la captacién

Se llevé a cabo un andlisis de cuatro lineas celulares (MM1S, RPMI8226, KMS11,
H929), apreciandose diferencias significativas en la captaciéon de ®F-FDG (p=
0.000) y C-Metionina (p= 0.002) entre ellas. En el andlisis por grupos, se observo
gue Unicamente en la linea RPMI la captacion de ''C-Metionina (mediana, 1.36,
1.17-2.33) era superior a la de ¥F-FDG (mediana, 1.01, RIC 0.65-1.61) (p<0.001).
Ver tabla 12, figura 9.

Tabla 12. Analisis comparativo resultados in vitro. Los datos indican el % de

incorporacién de cada radiofarmaco.

, Captacién Captacion valor p
Linea celular UC-MET BE.FDG
mediana (RIC) mediana (RIC)
RPMI8226 1.36 (1.17-2.33) | 1.01(0.65-1.61) p<0.001
MM1S 0,84 (0.62-0.96) | 1.02 (0.89-1.25) p<0.001
H929 1.67 (1.32-2.23) | 2.54 (2.24-3.02) p<0.001
KMS11 1.40 (1.15-1.74) | 2.60 (1.56-2.73) p<0.001

Se realizé el célculo de una ratio *'C-MET/*®F-FDG para cada linea celular, de
manera que valores superiores a 1 indican una mayor incorporacién de 'C-MET
que de ¥F-FDG (tabla 13).
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Tabla 13. Comparativa ratios de captacion *C-Metionina/*®F-FDG entre lineas

celulares.
Ratio Valor
Linea celular LC-MET/*®F-FDG P
mediana (RIC)
RPMI8226 1.6 (0.76-2.38) p<0.001
MM1S 0.77 (0.70-0.87) p=ns.
H929 0.73 (0.44-0.89) p=ns.
KMS11 0.52 (0.45-1.12) p=ns.

Figura 9. (A) Comparacion % retencion en las lineas celulares para la '®F-FDG,
1C-MET (B) Comparativa ratio **C-MET/*®F-FDG lineas celulares.
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2 "C-MET, “F-FDG Y "C-COL EN EL ESTUDIO DE
EXTENSION TUMORAL EN UN MODELO MURINO

Comparar en los modelos murinos de MM de tumores subcutdneos generados con
las lineas MM1S y RPMI8226 la sensibilidad y especificidad de los tres
radiofarmacos: ¥F-FDG, 'C-MET y *C-COL.

2.1 Tiempo de crecimiento tumores subcutaneos

Se encontraron diferencias en el tiempo de crecimiento de los tumores subcutaneos
en el modelo murino. Para la linea MM1S, el tiempo necesario hasta la visualizacion
de los tumores resulté inferior (4.78 + 1.28 semanas) que el observado en la linea
RPMI8226 (9.20 + 2.21 semanas), siendo las diferencias estadisticamente
significativas, (p<0.001).

2.2 Analisis visual

En el andlisis visual de la captacion de los tumores MMLS, se observaron
diferencias estadisticamente significativas en la intensidad de captacion con los tres
radiofarmacos (p= 0.018). Con la C-Metionina, la captaciéon fue intensa en 8
tumores y muy intensa en 3. En el caso de la *F-FDG, la captacion fue intensa en 2
tumores y muy intensa en 9. Sin embargo, con la *C-Colina, la captacion fue débil
en un tumor e intensa en 6 y 4 tumores no mostraron captacion del trazador. Por
tanto, en la linea celular MM1S, tanto la ®F-FDG como la *C-Metionina resultaron
capaces de detectar todos los tumores, mientras que la sensibilidad de la !C-
Colina resulté inferior (64%).

En los tumores RPMI8226, no se evidenciaron diferencias estadisticamente
significativas en la valoracion visual de los tumores con cada trazador (p= 0.13).
Con la C-Metionina, la captaciéon fue débil en un caso, intensa en 13 y muy
intensa en otro. Con la **C-Colina no se objetivé captacion en 2 casos, fue débil en
8 e intensa en 5. En el caso de la ®F-FDG la captacion fue intensa en 2 casos y
muy intensa en 13. La sensibilidad de la ¥F-FDG vy la 'C-Metionina en esta linea

fue de un 100%, mientras que la de la *C-Colina resulté de un 87%.

La BF-FDG permiti6 detectar todos los tumores en ambas lineas celulares,

mostrando mayor intensidad de captacion. Figura 10.
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Figura 10. Imagen MicroPET del modelo subcutaneo MM1S y RPMI8226. La
captacion del tumor subcutaneo (flecha) con 8F-FDG fue muy intensa, intensa con
1C-MET y débil con 1C-COL.

FDG MET CcoL

Cls. RPMI

MM1S

Tabla 14. Resultados andlisis visual de cada trazador para los tumores MM1S vy
RPMI8226.

Captacion HUC-MET BBE-FDG 11Cc-coL

Ausente a - 4
-- -- 1

Débil

MM1S
Intensa 8 2 6
Muy intensa 3 9 a
Ausente -- -- 2
Débil 1 -- 8
RPMI8226

Intensa 13 2 5
Muy intensa 1 13 --

2.3 Analisis cuantitativo

El resultado del andlisis cuantitativo de la captacion de los tumores queda reflejado
en la Figura 11. En la linea MML1S, los parametros SUVma, MTV vy
TLG/TLMU/TLCU presentaron diferencias estadisticamente significativas entre

trazadores (p= 0.004, p= 0.004 y p= 0.002). Los tres parametros fueron superiores
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con BF-FDG y C-Metionina que con !!C-Colina, siendo estas diferencias
estadisticamente significativas (p= 0.016). Si bien estos biomarcadores fueron mas
altos con 8F-FDG que con 'C-Metionina, a excepcion del MTV, estas diferencias

no resultaron estadisticamente significativas.

En la linea RPMIB226, los parametros SUVmax, MTV y TLG/TLMU/TLCU
presentaron asimismo diferencias entre trazadores (p<0.001). Los valores con *8F-
FDG y C-Metionina resultaron superiores que con !C-Colina, resultando las
diferencias estadisticamente superiores a las halladas en la linea celular MM1S
(p<0.01). A diferencia de ésta, el SUVmax y TLMU de la 'C-Metionina fueron muy
inferiores a los de la **F-FDG (p<0.001), no evidenciandose diferencias en el MTV
(p=0.27).

La captacion de ®F-FDG fue mayor que la de 'C-Metionina en ambos tipos de
tumores (Tabla 15):

Tabla 15. Resultados andlisis cuantitativo de la captacion de *C-Metionina y 8F-
FDG en los tumores MM1S y RPMI8226 (media + DE).

Tumores SUVmax MTV TLG
18F-FDG 18E-FDG 18F-FDG
MM1S (1,51 +0,33) (0.55 +0.32) (0,62 + 0,45)
RPMI8226 (1,9 +£0,52) (0,27 £ 0,15) (0.38 £ 0.24)
Tumores SUVmax MTV TLMU
UC-MET 1C-MET 1C-MET
MM1S (1,28 £ 0,57) (0.59 £ 0.39) (0.57 £ 0,46)
RPMI8226 (0,77 £0,19) (0,28 + 0,14) (0,17 £ 0,09)

Estas diferencias fueron mas acusadas para los tumores RPMI, donde la
incorporacién de ®F-FDG result6 superior a la de !C-Metionina, siendo estas
diferencias estadisticamente significativas (SUVmax p<0.001). Sin embargo, si bien
los tumores RPMI fueron mas activos metabdlicamente que los tumores MML1S, con
esta linea se desarrollaron tumores con menor tamafio. Por otra parte, la actividad

metabdlica de la *C-Colina en los tumores que mostraron captacién fue muy baja
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(SUVmax MM1S: 0.42 + 0.08, RPMI: 0,42 £ 0.06), significativamente inferior al resto
de radiofarmacos (p<0.03). Figura 11.

Figura 11. Comparativa SUVmax (A), MTV (B), TLG/TLMU/TLCU (C) lineas

celulares. ® Valor p< 0.01; *** Valor p <0.001.
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2.4 Correlacion entre los biomarcadores de imagen y
el porcentaje de células tumorales detectado por

citometria de flujo

La mediana del porcentaje de infiltraciébn de células tumorales medido mediante
citometria de flujo fue superior en los tumores MM1S (mediana 99.34, RIC 90.33-
99.86) que en los RPMI8226 (23.30, RIC 15.00-35.60) con diferencias
estadisticamente significativas (p<0.001). En la linea MML1S, se observé correlaciéon
cercana a la significacion estadistica entre el porcentaje de células tumorales y los
parametros MTV y TLMU de la *C-Metionina (r= 0.586 y 0.567, p= 0.075 y 0.088),
TLCU de la *C-Colina (r= 0.708, p= 0.075) y SUVnax de la ®F-FDG (r= 0.578, p=
0.062). Sin embargo, en la linea RPMI8226 no se observo correlacion con ningun

parametro.
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3 “F-FDG Y "C-METIONINA EN LA VALORACION DE
RESPUESTA AL TRATAMIENTO EN UN MODELO MURINO

El siguiente objetivo fue determinar en el modelo murino con la linea celular MM1S
la eficacia del PET con *F-FDG y 'C-MET en la valoracion de respuesta al
tratamiento. Para ello se analizdé la actividad metabdlica antes y durante el
tratamiento con bortezomib y con la triple combinacion (bortezomib, lenalidomida,
dexametasona) con respecto a un grupo control. Los resultados quedan resumidos
en las figuras 12-14 y en las tablas 16-18. La figura 15 muestra una serie de
imagenes microPET representativas de estos resultados.

Mediante la medicién del tamafio tumoral visible con el calibre (expresado en cm?®)
se observo que el tratamiento con triple terapia consiguié una mayor inhibicién del
crecimiento tumoral que el bortezomib, como se puede apreciar en las tablas 16-18.
Los tumores subcutaneos del grupo control fueron los que presentaron mayor
tamafio tumoral, evidencidndose diferencias significativas con el grupo de
tratamiento con bortezomib y con triple terapia tanto en la semana 1 (p= 0.01),
como en la semana 2 (p<0.01) y en la semana 3 (p<0.05), no asi en el momento
basal (p>0.05).

En términos generales, las variables derivadas del PET con ®F-FDG presentaron
valores superiores a los del PET con C-Metionina, tal y como se ha descrito en

apartados anteriores para este tipo de tumores con la linea celular MM1S.

En cuanto a los pardmetros PET obtenidos con *C-Metionina y con ®F-FDG, todos
ellos (SUVmax, MTV, TLG/TLMU) presentaron valores inferiores en el grupo tratado
con triple terapia, siendo las diferencias en los valores de MTV y TLG/TLMU
mayores (tablas 16-18). Como se puede apreciar en las figuras 12-14, algunas de
estas diferencias fueron estadisticamente significativas, con valores inferiores de
SUVmax, MTV, TLG/TLMU en el grupo tratado con triple terapia con respecto al
grupo tratado con bortezomib o al grupo control, tanto en el estudio de !C-

Metionina como en el de ®¥F-FDG.

Sin embargo, entre los grupos tratados con bortezomib vy triple terapia Unicamente
se observaron diferencias significativas en los valores de SUVmax del PET con !C-

Metionina en la segunda semana.

En todos los ratones del grupo tratado con triple terapia se observo respuesta
metabdlica parcial con descenso de la captacion tanto en **C-MET como en 8F-
FDG en la segunda semana, a diferencia de lo que se observé en los grupos

tratados con bortezomib y en el grupo control.
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Posteriormente, se observd menor actividad metabdlica en el grupo tratado con
triple terapia que en el grupo tratado con bortezomib y en el grupo control, reflejada
en los valores de SUVmax en el PET con “C-MET y 8F-FDG, con valores

practicamente estables o incluso, inferiores durante el tratamiento.

En el grupo de triple terapia, los valores de MTV y TLG aumentaron con el tiempo,
como se aprecia en las tablas 16-18, a diferencia de los valores de SUVnax que se
mantenian estables o disminuian. En el caso del grupo tratado con bortezomib,
contrariamente a lo observado en el grupo tratado con triple terapia, la captacion de
HUC-MET y F-FDG se increment6 a pesar del tratamiento (tabla 17).
Sorprendentemente, en el grupo control se observé descenso en la captacion a
partir de la segunda semana (tabla 18), posiblemente debido a necrosis tumoral que
se encontraba presente en todos los tumores subcutaneos de los ratones del grupo
control, solamente en 3 ratones tratados con bortezomib y Gnicamente en un ratén

tratado con triple terapia.

Tabla 16. Valores SUVmax, MTV, TLG del grupo de triple terapia (mediana, RIC).

Tiempo | Radiofarmaco SUVimax MTV TLGITLMU Tam"‘zrc‘r?]g)“mor
18E-FDG 1.7, 1.37-1.99 0.25,0.14-0.37 | 0.26,0.16-0.48

Basal 0.22,0.10-0.36
1C-MET 1.38,0.93-1.90 | 0.22, 0.09-0.39 | 0.26, 0.06-0.38
18E_-FDG 1.8, 1.60-2.18 0.41,0.11-0.68 | 0.51,0.16-0.95

1sem 0.16, 0.08-0.26
1C-MET 1.36,1.01-1.80 | 0.40, 0.10-0.64 | 0.40, 0.07-0.81
18F-FDG 1.4,1.33-1.68 0.50,0.23-1.41 | 0.50,0.21-1.72

2 sem 0.11, 0.01-0.17
HC-MET 0.84,0.69-1.01 | 0.52,0.18-1.09 | 0.30, 0.09-0.72
18F-FDG 1.6, 0.63-1.68 0.65,0.11-1.64 | 0.74,0.05-1.89

3sem 0.15, 0.13-0.16
HC-MET 0.79, 0.44-1.27 | 1.01,0.40-1.40 | 0.54,0.12-1.17
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Tabla 17. Valores SUVmax, MTV, TLG del grupo bortezomib (mediana, RIC).

Tamafio tumor

Tiempo Radiofarmaco SUVmax MTV TLG/TLMU (cm®)
1BE.FDG 1.54,1.19-1.80 | 0.30,0.19-0.38 | 0.30, 0.21-0.47
Basal 0.21, 0.15-0.34
UC-MET 1.12,0.94-1.40 | 0.28,0.15-0.38 | 0.23,0.14-0.31
1BE.FDG 1.87,1.60-2.12 | 0.54,0.34-0.84 | 0.73,0.41-1.11
1sem 0.39, 0.25-0.87
1C-MET 1.24,0.98-1.51 | 0.46,0.29-0.64 | 0.38,0.20-0.59
18F-FDG 1.94,1.44-2.08 | 1.13,0.67-1.60 | 1.69, 0.66-2.30
2 sem 0.33, 0.06-0.49
HC-MET 1.35,1.08-1.85 | 1.02,0.70-1.04 | 0.89, 0.56-1.30
18F-FDG 2.01,1.93-2.34 | 1.40,1.18-1.90 | 1.94,1.53-2.90
3sem 0.61, 0.30-1.35
HC-MET 1.70,1.39-1.87 | 0.89,0.64-1.22 | 0.99, 0.77-1.35

Tabla 18. Valores SUVmax, MTV, TLG/TLMU del grupo control (mediana, RIC).

Tamafio tumor

Tiempo Radiofarmaco SUVmax MTV TLG/TLMU (cm®)
18E_-FDG 1.62,1.28-1.86 | 0.31,0.18-0.49 | 0.38,0.18-0.54
Basal 0.22,0.12-0.26
1C-MET 1.52,0.97-2.20 | 0.27,0.14-0.36 | 0.24, 0.15-0.53
18E-FDG 2.3,1.60-2.74 | 0.75,0.42-0.84 | 1.13,0.64-1.47
1sem 0.48, 0.20-0.95
UC-MET 1.33,1.23-1.53 | 0.66, 0.35-0.80 | 0.63, 0.36-0.74
18F-FDG 2.34,1.92-2.86 1.5,0.82-1.82 2.31, 1.63-2.84
2 sem 0.76, 0.56-1.00
H1C-MET 1.50,1.04-1.93 | 1.21,0.73-1.57 | 1.03,0.76-1.55
18F-FDG 2,1.67-2.29 2.18,2.10-2.61 | 2.95,2.43-3.81
3sem 0.76, 0.56-1.00
H1C-MET 1.69,1.48-1.80 | 1.27,0.93-1.72 | 1.38,1.07-1.93
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Figura 12. Evolucién del SUVmax entre puntos temporales (linea continua) y entre grupos terapéuticos (linea discontinua).

*Valor p < 0.05; * Valor p < 0.05; * Valor p < 0.01.
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Figura 13. Evolucién del MTV durante el tratamiento (linea continua) y entre grupos terapéuticos (linea discontinua).

*Valor p < 0.05; ** Valor p = 0.06; * Valor p < 0.05 (linea discontinua).
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Figura 14. Evolucién del TLG/TLMU entre puntos temporales (linea continua) y entre grupos terapéuticos (linea discontinua).

*Valor p < 0.05; ** Valor p = 0.06; * Valor p < 0.05 (linea discontinua); * Valor p < 0.01.

# |
< '___L___—# —————— " il "
Co T T ST - —*5h C T T T T T T TS i
%% \
o o -
. e —
[ — *
o ) I
9 =
o = %%
o * Fou —
E — I.l_.l **
N =
| —|
) ; . - %E B
é% B = =1
o o

Basalisem2sem3sem Basalisem2sem3sem Basal1sem2sem3sem Basal1sem2sem3sem Basalisem2sem3sem Basal1sem2sem 3sem

Triple Bortezomib Control Triple Bortezomib Control

85



Resultados modelo preclinico

Figura 15. Serie de imagenes MicroPET con *C-MET y ®F-FDG en el modelo murino con tumor subcutaneo (flecha roja). Cada serie de

imagenes corresponde a un mismo animal del grupo tratado con triple terapia (fila superior), con bortezomib (fila media) y del grupo control (fila
inferior).
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4 ESTUDIO DE EXTENSION TUMORAL CON “F-FDG Y
1C-MET EN PACIENTES CON MIELOMA

El primer objetivo del modelo clinico fue el analisis comparativo de la deteccion de
lesiones tumorales con los trazadores ¥F-FDG y 'C-MET en una cohorte de 52
pacientes con MM remitidos para estudio de extension previo al inicio del
tratamiento (incluyendo pacientes con MM quiescente, de nuevo diagnéstico o en
recaida). Para este objetivo, se realizd un andlisis por paciente y un andlisis por

lesiones.

4.1 Caracteristicas basales de la poblacién a estudio

Se incluyeron 52 pacientes consecutivos con MM activo (n=44) o quiescente (n=8)
evaluados mediante PET/TC entre 2015 y 2019 en la CUN. La mitad de los
pacientes (26/52, 50%) fueron remitidos para estadificaciébn y correspondian a
pacientes de nuevo diagndstico, mientras que los restantes fueron remitidos para
reestadificacion por sospecha de progresion tumoral/recaida biol6gica. En 46/52
pacientes (88.5%) se disponia de informacion de infiltracion de MO por células
plasméticas de MM y el grado de infiltracion oscilaba entre un 4-75% en los
pacientes con MMQ (mediana, 36%), un 8-60% en los pacientes de nuevo
diagnoéstico (mediana, 32%) y un 1-80% en los pacientes en recaida (mediana,
9.5%). Dieciséis pacientes (31%) tenian citogenética de alto riesgo, definida esta
como la presencia de la dell7p (tp53) y/o t(4;14) y/o t(14;16). Las caracteristicas
basales de los pacientes se muestran en la Tabla 19.

La mayoria de los pacientes remitidos para reestadificacion habian sido tratados
con inhibidores del proteasoma (24/26, 92.3%), 20 pacientes (76.9%) habian
recibido farmacos inmunomoduladores, 9/26 pacientes (34.6%) recibieron
anticuerpos monoclonales y se realiz6 TASPE en tandem Unicamente en 5/26
pacientes (19.2%).
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Tabla 19. Caracteristicas basales de los pacientes

Caracteristicas VALOR (N=52)
Edad mediana, afos (rango) 61 (37-83)

Sexo (hombre/mujer) 28/24 (54%/46%)
Nuevo diagndstico/Recaida 26/26 (50%)

Tipo de mieloma, Mieloma Mdltiple/Mieloma Quiescente 44/8 (85%/15%)
Subtipo: IgG/IgA/IgD/Bence Jones/oligosecretor, N (%) 29/6/1/15/1 (56%/11%/2%/29%/2%)
Subtipo de cadena ligera, kappa/lambda, N (%) 35/17 (67%/33%)
ISS, N (%) 45/52 (87%)
ISS1 21 (47%)

ISS2 18 (40%)

ISS3 6 (13%)

R-ISS, N (%) 36/52 (69%)
R-ISS 1 10 (28%)

R-ISS 2 23 (64%)

R-ISS 3 3 (8%)
Infiltracion MO basal PET (% mediana, rango) 20.50 (1-80)
B2M, mg/L (mediana, rango) 3.16 (1.87-4.04)
LDH > limite superior (mediana, rango) 197 (101-965)
Hgb, g/dl (mediana, rango) 12.4 (7.40-20.40)
Componente M PET basal (mediana, rango) 1.23 (2.08-8.60)
Componente monoclonal total orina PET basal (mediana, rango) 2.05 (0-500)

FLC afectas suero PET basal (mediana, rango) 42.54 (0.14-10500)
Citogenética alto riesgo por FISH, N (%) 16/36 (69/31)
t(4;14), si/no (N.) 7149 (14.3%)
t(14;16), si/no, N (%) 4/49 (8.2%)

del 17p, si/no, N (%) 9/50 (18%)
Tratamientos previos

Inhibidores del proteasoma, si/no, N (%) 24/26 (92.3%)
Farmacos inmunomoduladores, si/no, N (%) 20/26 (76.9%)
Anticuerpos monoclonales, si/no, N (%) 9/26 (34.6%)
Doble TASPE, si/no, N (%) 5/26 (19.2%)

4.2 Analisis por paciente

En 46 pacientes los resultados fueron concordantes con ambos radiofarmacos,
detectando enfermedad en 44 pacientes (4 pacientes con diagnéstico de MMQ y 40
pacientes con diagnéstico de MM) y ausencia de infiltracion tumoral
metabolicamente activa en 2 pacientes con MMQ. El indice Kappa de concordancia
entre ambos trazadores fue débil (x = 0.361, p<0.01). Sin embargo, es importante
destacar que 28 de los 44 pacientes con estudio PET positivo en ambos trazadores
(63.64%) presentaban un mayor nimero de lesiones en el estudio de *C-Metionina
PET/TC, mientras que 16 tenian el mismo nimero de lesiones focales detectadas
con ambos trazadores. En los restantes 6 (11%) pacientes los resultados fueron
discordantes por deteccién de enfermedad en !C-MET PET/TC sin correlato en
18F-FDG PET/TC. Estos pacientes correspondian a:

- Un paciente con MM oligosecretor de nuevo diagndstico (figura 16),

- Un paciente con MM IgA kappa R-ISS Il de nuevo diagnéstico,

- Un paciente con MM IgG kappa R-ISS Il en recaida,

- Un paciente con MM Bence Jones kappa R-ISS | de nuevo diagnéstico
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- y dos pacientes con MMQ de nuevo diagnéstico (figuras 17 y 18) con criterios de
alto riesgo por inmunoparesia severa, porcentaje clonal elevado de células

plasmaticas (23 y 45%) o elevado componente M (2.41 y 8.60 g/dL).

Figura 16. Paciente con MM oligosecretor kappa, estadio Ill, ISS-2, con
hipercaptacién difusa en MO en el estudio de *C-Metionina y lesion focal litica
localizada en la cortical humeral izquierda. En el estudio de ®F-FDG no se identifica
la lesion focal y la captacion en médula dsea es difusa y de intensidad inferior a la

hepatica.

11 18
C-MET F-FDG
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Figura 17. Paciente con MMQ con hipercaptacion difusa en MO en el estudio de

1C-Metionina y lesién focal sin componente litico en la clavicula izquierda
(SUVmax= 1.5). En el estudio PET/TC con *F-FDG la captacién de médula 6sea es
homogenea e inferior a la hepatica y no se observa captacién focal en la lesién de

la clavicula izquierda.
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Figura 18. Paciente con MMQ con hipercaptacion heterogénea de MO en el estudio

de 'C-Metionina en el esqueleto axial y apendicular. En la *®F-FDG no se observan

lesiones focales y la captacién de médula 6sea es homogénea y de menor

intensidad que la actividad vascular de mediastino (Deauville 2)
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Tras una mediana de seguimiento de 14 meses (RIC= 1-42), el paciente con MM
oligosecretor fallecio en el plazo de dos meses desde el PET/TC, los pacientes con
MM IgA kappa R-ISS Il y MM IgG kappa R-ISS |l progresaron a los 9 y 42 meses,
respectivamente, el paciente con MM Bence Jones kappa R-ISS | alcanz6 RC a los
19 meses y los pacientes con MMQ, al ser considerados de alto riesgo, fueron
tratados mediante carfilzomib, lenalidomida y dexametasona en induccion,
trasplante, consolidacion y mantenimiento (ensayo GEM-CESAR) y VRD seguido
EMR negativa y RCE,

respectivamente. Tras un seguimiento de 40.6 y 8.23 meses, respectivamente, no

de trasplante alcanzando RCE mantenida con

se observé progresion. En cambio, en los 2 pacientes con MMQ con estudio 'C-
MET vy ¥F-FDG PET/TC negativo sin perfil citogenético de alto riesgo se opté por
realizar seguimiento durante 21 meses sin tratamiento, no experimentando
progresion. A continuacion, se muestra un diagrama de flujo con la muestra a

estudio:

Figura 19. Diagrama de flujo de la poblacion a estudio
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4.2.1 Andlisis por patron de captacion

En los 44 pacientes con estudio 8F-FDG PET/TC positivo, 2 pacientes (5%)
presentaron patron de infiltracion difusa de médula dGsea, 17 presentaron
Unicamente LF (39%), 24 pacientes (55%) mostraron un patrén mixto y 1 paciente

(2%) present6 enfermedad extramedular (EM) sin captacion difusa o focal asociada.

En los pacientes con estudio 'C-MET PET/TC positivo, 5/50 pacientes (10%)
presentaron infiltracion difusa como dnico hallazgo, 4/50 pacientes (8%)
presentaron lesiones focales y 41/50 (82%) presentaron un patrén mixto con
infiltracion difusa de médula 6sea y lesiones focales. Por tanto, mediante *C-MET
PET/TC se detect6 infiltracién difusa de MO en mayor nimero de pacientes, bien

como afectacién Unica o bien como patron mixto asociada a lesiones focales.

El indice Kappa de concordancia entre ambos trazadores resulté moderado en la
deteccion de lesiones focales (k= 0.468, p<0.01) y pobre/débil en el caso de patron
de infiltracion difuso y mixto (k= 0.192 y 0.227, p= 0.009 y 0.018, respectivamente).

Tabla 20. Patrén de captacion de ®F-FDG y *'C-MET en el estudio de extension.

| FDG MET indice Kappa | valor p
Estudio PET/TC positivo  44/52 (84.6%) | 50/52 (96.2%) 0.361 p<0.001
Analisis por paciente
lesiones focales 17/44 (39%) 4/50 (8%) 0.468 p<0.01
difusa 2144 (5%) 5/50 (10%) 0.192 p=0.009
mixto 24144 (55%) 41/50 (82%) 0.227 p=0.018
enfermedad extramedular 8/44 (18%) 8/50 (16%) 1.000 p<0.001

De acuerdo a la infiltracion difusa en el estudio basal de ®F-FDG PET/TC, 2
pacientes fueron categorizados como Deauville 1, 7 pacientes como Deauville 2, 17
pacientes como Deauville 3, 20 pacientes como Deauville 4 y 6 pacientes como
Deauville 5. Se consideré un Deauville > 4 como punto de corte para considerar

PET positivo.

4.3 Analisis por lesiones

La 1C-MET PET/TC identific6 mayor nimero de lesiones que la *¥F-FDG en 33
pacientes (63%, p=0.005). Detecté 1-3 lesiones focales en 10 pacientes, 4-10
lesiones focales en 11 pacientes y mas de 10 lesiones focales en 24 pacientes. La
BE.FDG PET/TC detecté 1-3 lesiones focales en 14 pacientes, 4-10 lesiones

focales en 9 pacientes y > 10 lesiones focales en 18 pacientes. El indice Kappa de
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concordancia entre ambos trazadores para la deteccién del niumero de lesiones
focales fue moderado y estadisticamente significativo (kK ponderado= 0.637,
p<0.001) (Tabla 21).

Se detect6 enfermedad extramedular en 8 pacientes con ambos trazadores, si bien
la 1*C-MET PET/TC detect6 mas lesiones en 2 pacientes, en 7 localizaciones
(pulmén, pleura, ganglios, rifiones, musculo, tejido celular subcutdneo y grasa

periorbitaria) (figura 20).

Tabla 21. Patrén de captacion por lesiones ®F-FDG y 'C-MET en el estudio de

extension.

FDG MET indice| valor p
kappa

Estudio PET/TC positivo | 44/52 (84.6%) 50/52 (96.2%) | 0.361 | p<0.001

Andlisis por lesion

1-3 LF 14/41 (34%) | 10/45 (22%)
4-10 LF 9/41 (22%) | 11/45 (24%) | 0.637 | p<0.001
>10 LF 18/41 (44%) | 24/45 (53%)

LF: Lesiones focales

Figura 20. Paciente de 68 afios con MM Bence Jones lambda ISS-2. En el estudio
realizado con *¥F-FDG Unicamente se objetiva captacion focal en los nédulos
subcutaneos localizados en la region pectoral y en las lesiones pulmonares en
I6bulo inferior derecho e izquierdo. En el estudio con MET se objetiva un mayor
namero de lesiones pulmonares, junto con infiltracién tumoral pleural derecha,

ganglionar mediastinica y en seno frontal, entre otras localizaciones.

"C-MET BF-FDG
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5 VALORACION DE RESPUESTA AL TRATAMIENTO CON
BE-FDG Y "C-MET EN PACIENTES CON MIELOMA

El segundo objetivo de esta tesis fue la exploracion de la correlacion de la captacion
tumoral de 8F-FDG y 'C-MET con la respuesta al tratamiento. Se llevé a cabo un

analisis por paciente y un analisis por lesiones.

5.1 Caracteristicas basales de la poblacién a estudio

Para este objetivo, se incluyeron 21 pacientes de la muestra remitidos para
valoracion de respuesta mediante PET/TC con doble trazador (*¥F-FDG y *C-MET).
Un paciente tenia MMQ, mientras que 20 pacientes tenian MM, 10 con estudio
basal de estadificacion y 11 con estudio basal de reestadificacién. Tras el
tratamiento, el paciente con MMQ y 12 pacientes con MM alcanzaron respuesta
completa estricta (RCE), 6 pacientes alcanzaron muy buena respuesta parcial

(MBRP) y 2 pacientes respuesta parcial (RP). Figura 21.

5.2 Andlisis por pacientes

De los 21 pacientes remitidos para valoracion de respuesta, ambos trazadores
resultaron concordantes en 17 pacientes (81%), 7 con estudios negativos y 10 con
estudios positivos. El indice kappa en la valoracion mediante PET/TC con los
trazadores 8F-FDG y 'C-MET fue bueno (k = 0.625, p= 0.001). Sin embargo, se
encontraron discordancias en 4 pacientes (19%) con estudio ®F-FDG negativo en
los que identificaron lesiones metabdlicamente activas en 1'C-MET PET:

- En un paciente con MBRP (1% de infiltracion de células plasméticas), el estudio
PET/TC con FDG evidencio respuesta completa de las lesiones, persistiendo una

lesion metabdlicamente activa en esternén en el estudio PET/TC con MET.

- En un paciente con RCE y EMR negativa en respuesta metabdlica completa en el
estudio realizado con FDG, persistian lesiones metabolicamente activas en el

estudio de MET PET/TC en clavicula, esternén, hueso iliaco y diafisis femoral.

- En otro paciente con RCE y EMR positiva (4% de infiltracion plasmética), el
estudio PET/TC con FDG evidenci6 respuesta completa de las lesiones,

persistiendo captacion difusa de MO en esqueleto axial y apendicular en MET.
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- En otro paciente con RCE sin determinacién de EMR en respuesta metabdlica
completa en el estudio con FDG, persistia captacion difusa de médula ésea en

MET, que se normalizé en imagen de control a los 9 meses.

Sin embargo, durante el seguimiento (mediana PFS: 12 meses, RIC 0-19) ninguno
de estos 4 pacientes progreso.

El porcentaje de infiltracion de MO por células plasmaticas en los pacientes en RCE

fue:
- Un 1% en el paciente con MMQ
- Y de un 1% en los pacientes con MM (1-4%, n=9)

El porcentaje de infiltracion de MO en los pacientes en MBRP fue de un 2% (0-8%,

n=5), y en el paciente en RP fue de un 6%.

Figura 21. Diagrama de flujo de los pacientes remitidos para valoracién de

respuesta

21 pacientes remitidos para valoracion de
respuesta, MM (n=20) y MMQ, (n=1)

!
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/ 1 1\
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No seguimiento (n=2)

RCE, EMR + (n=1)
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MBRP (n=1)
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Progresion (n=3)
RCE, EMR + (n=1)
RP (n=1)

Progresion (n=1)
RCE, EMR — (n=3)

RCE (n=1)

De los 13 pacientes en RCE, se observé concordancia entre el PET/TC y la

respuesta clinica basada en los criterios definidos por el grupo internacional de
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mieloma (IMWG) en 6 estudios de 'C-MET PET/TC y 9 estudios de ¥F-FDG
PET/TC. Sin embargo, en 7 pacientes se observo discordancia con los hallazgos de
HC-MET PET/TC por detecciéon de lesiones metabdlicamente activas, 6 de los
cuales con lesiones focales y un paciente con patrén de infiltracién difusa. De ellos,
un paciente con MM IgA lambda ISS 3 progres6 al mes, y otro paciente con IgG
lambda ISS 1 progres6 a los 2 meses, falleciendo 12 meses después debido a
progresion intra y extramedular de la enfermedad incluyendo SNC, muscular y
ganglionar. Los restantes 5 pacientes con discordancia entre la respuesta clinica y
por imagen mediante *!C-MET PET/TC correspondieron a:

- Un paciente MM Bence Jones kappa, ISS 2 en RCE tras seis ciclos de VRD y
TASPE dentro de ensayo GEM2012 para menores de 65 afios. Progresé durante
mantenimiento, iniciando Daratumumab-VD. En PET reciente (julio 2020), ha

progresado.

- Un paciente con enfermedad mielomatosa microfocal tratada con Radioterapia,
VMP vy lenalidomida-dexametasona, presentd respuesta metabdlica parcial por
imagen. Se propuso cambio del inhibidor de proteasoma dada la escasa mejoria en
imagen, la hipogammaglobulina mas acusada y la negativa del paciente a recibir

inmunomoduladores.

- Otro paciente con MM IgG kappa, ISS 2 presentd recaida por imagen a los 6
meses del PET de respuesta, afiadiéndose al esquema terapéutico bortezomib e

incrementando las dosis de lenalidomida y dexametasona.

- Otro paciente con MM IgG lambda normaliz6 la captacion en el seguimiento 9
meses después del PET de respuesta. Durante el seguimiento, se encuentra en
RCE con EMR positiva que se ha reducido a 0.02% tras VRD y TASPE.

- Por dltimo, otro paciente con MM Bence Jones lambda ISS 1 normalizé la

captacion 9 meses tras el PET de respuesta.

En el caso de la ®F-FDG PET/TC, se observaron discordancias en 4 pacientes con
RCE y persistencia de enfermedad metabdlicamente activa, todos concordantes
con la 1*C-MET PET/TC.

Adicionalmente, en 10 pacientes (48%) se realiz6 estudio de enfermedad minima
residual (EMR), siendo negativa en 7 pacientes (70%). Se encontraron resultados
discordantes con *C-MET PET/TC en 6/10 pacientes (60%): 2 pacientes con EMR
positiva y ®'C-MET PET/TC negativa y 4 pacientes con EMR negativa y 'C-MET
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PET/TC positiva, 3 de ellos con lesiones focales y moderada captacion difusa de
médula 6sea y 1 paciente con patrén mixto e intensa captacion difusa de médula
Osea. Durante el seguimiento de los pacientes EMR (-) / MET-PET (+), uno de los
pacientes (MM IgA lambda R-ISS 3) progres6 de forma extramedular en
localizacién subcutanea, cutanea y retroperitoneal, mientras que en los restantes 3

pacientes la normalizacién metabdlica result6 més tardia.

Por otra parte, el andlisis de resultados de ®F-FDG PET/TC y EMR mostr6
asimismo 6 resultados discordantes (60%): 3 pacientes con EMR negativa y *®F-
FDG PET/TC positivo por presencia de lesiones focales. Uno de ellos (MM IgA
lambda, ISS 3) que debutd con hipercalcemia, insuficiencia renal, afectacion 6sea y
extramedular, bajo porcentaje de infiltracion de médula ésea (5%) y amplificacion
de 1p y delecién 1q fue tratado con 2 ciclos de VTD-PACE (Bortezomib, talidomida,
dexametasona, cisplatino, doxorrubicina, ciclofosfamida y etopésido), alcanzando
RCE con EMR negativa con posterior progresibn un mes después del estudio
PET/TC de respuesta durante el tercer ciclo de VTD. Los otros 3 pacientes con
resultados discordantes correspondian a pacientes con EMR positiva y ¥F-FDG
PET/TC negativo, uno de ellos con estudio *C-MET PET/TC positivo. Este paciente
correspondia a un MM IgG lambda R-ISS 1 con patrén de infiltracién difuso en el
estudio de 'C-Metionina PET/TC y persistencia de EMR durante el seguimiento a

pesar de tratamiento de mantenimiento con VRD.

Tabla 22. Tabla concordancia **C-MET PET/TC y respuesta clinica

HC-MET PET/TC BFE-FDG PET/TC
respuesta respuesta

negativo positivo | negativo| positivo | Total

Respuesta RCE 6 7 9 4 13
clinica MBRP 1 5 2 4 6
RP 0 2 0 2 2

Total 7 14 11 10 21
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Tabla 23. Tabla concordancia **C-MET PET/TC y EMR

HC-MET PET/TC 18E-FDG PET/TC
respuesta respuesta
negativo | positivo |negativo| positivo | Total
EMR negativa 3 4 4 3 7
positiva 2 1 3 0 3
Total 5 5 7 3 10

5.2.1 Andlisis del patron de captacion

En los pacientes con estudio C-MET PET/TC de respuesta positivo, 12/14
pacientes (86%) presentaron lesiones focales, frente a un 80% (8/10) de los
pacientes con ®F-FDG PET/TC positivo. El indice Kappa de concordancia para la
deteccidn de lesiones focales entre ambos trazadores resulté bueno (k = 0.632,
p=0.009). Los 2 pacientes remitidos para valoracion de respuesta con enfermedad
extramedular al diagndstico continuaron demostrando enfermedad extramedular

metabdlicamente activa, con 8F-FDG, o con ambos radiotrazadores.

De acuerdo a la intensidad de captacién de la infiltracion difusa en el estudio de
BE-FDG PET/TC, 3 pacientes fueron

categorizados como Deauville 1, 4 pacientes como Deauville 2, 12 pacientes como

valoracibn de respuesta mediante

Deauville 3, 2 pacientes como Deauville 4 y no hubo pacientes categorizados como
Deauville 5. El punto de corte considerado para considerar PET positivo fue un
Deauville 4.

Tabla 24. Analisis del patron de captacion en el estudio de valoracion de respuesta

FDG MET indice kappa p
Estudio PET/TC positivo | 10/21 (47.6%) | 14/21 (66.7%) 0.625 p=0.001
Analisis por paciente
lesiones focales | 8/10(80%) | 12/14(86%) | 0.632 | p=0.009
Analisis por lesiones
1-3 LF 7/8 (88%) 7/12 (58%)
4-10 LF 1/8 (13%) 4/12 (33%) 0.482 p<0.001
>10 LF 0/8 (0%) 1/12 (8%)
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5.3 Andlisis por lesiones

La C-MET PET/TC identific6 mayor nimero de lesiones que la *¥F-FDG en 8
pacientes (38%, p=0.035). Detectdé 1-3 lesiones focales en 7 pacientes, 4-10
lesiones focales en 4 pacientes y mas de 10 lesiones focales en 1 paciente. La *®F-
FDG PET/TC detectd 1-3 lesiones focales en 7 pacientes y 4-10 lesiones focales en
1 paciente. El indice Kappa de concordancia entre ambos trazadores para la
deteccion del numero de lesiones focales fue moderado y estadisticamente
significativo (k ponderado= 0.482, p<0.001). (Tabla 24)

Se detecto persistencia de enfermedad extramedular en 2 pacientes, uno de ellos
detectado con ambos trazadores aunque con lesiones detectadas por 'C-MET,
metabdlicamente inactivas en el estudio 8F-FDG localizadas en tejido celular
subcutaneo y pulmones (figura 22), mientras que otro paciente con enfermedad
extramedular present6 una Unica lesion extramedular ®F-FDG positiva, *C-MET
negativa localizada en pancreas cuyo diagnoéstico por puncién aspiracién con aguja
fina (PAAF) definitivo fue de infiltracion por mieloma (células de morfologia
plasmocitoide con citoplasmas baséfilo y ndcleo redondeado con cromatina en

grumos, que muestran inmunorreactividad citoplasmatica frente a CD138).
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Figura 22. Paciente de 64 afios con MM IgG kappa 1SS-2 que alcanz6 MBRP,
remitido para valoracion de respuesta mediante PET/TC. Basalmente presentd
lesiones focales en C7, escdpula izquierda, pulmén derecho, isquion izquierdo,
endomedular femoral. Tras 8 ciclos de DaraVD y TASPE, se observa respuesta
metabdlica completa en el estudio realizado con FDG, persistiendo actividad difusa
en el estudio de MET. Segun el resto de pardmetros explorados, se considerd al
paciente en RCE con EMR negativa, iniciando mantenimiento con lenalidomida.

respuesta
MC-MET 8F-FDG
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6 DETECCION DE INFILTRACION TUMORAL DE MEDULA
OSEA CON 8F-FDG Y CON '"C-MET

Para ambos radiofarmacos, se analizo la correlacion de la captaciéon en médula
O0sea mediante parametros semicuantitativos derivados del PET basal en pacientes
de nuevo diagnostico o en recaida, con el porcentaje de infiltracién de médula 6sea
por células plasmaticas, obtenido mediante aspirado de médula 6sea de cresta

iliaca o esterndn.

6.1 Pardmetros semicuantitativos PET/TC

En el PET/TC realizado con !C-Metionina, la mediana del valor de captacion
maximo (SUVmnax) de médula 6sea en columna lumbar fue de 4.70 (RIC 1.32-12.04),
significativamente superior a la observada en el PET/TC realizado con F-FDG
(2.66, RIC 0.93-6.91, p<0.001). En la pala iliaca la mediana del valor SUVnax fue
asimismo superior en el estudio de 'C-Metionina (3.98, RIC 1.45-9.64) que en el de
1BE-FDG (2.32, RIC 0.87-5.64, p< 0.001). En 46/52 (88.5%) pacientes en los que la
infiltracién de MO fue valorada por biopsia o aspirado de cresta iliaca, los valores de
SUVmax €n localizaciéon lumbar e iliaca en C-Metionina y ®F-FDG se

correlacionaron entre si de forma moderada/alta (r= 0.73 y 0.59, respectivamente).
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SUVmax lumbar MET PETITC
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SUVmax iliace FDG PETITC
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Al analizar la relacion entre los parametros semicuantitativos (SUVmax, SUVpeak)
lumbares/iliacos y la infiltracion de MO, Unicamente se observo correlacion muy
baja con el SUV,eak lumbar de *C-MET (coeficiente de correlacion de Pearson, r=
0.30, p= 0.04), no observando correlacion con los pardmetros semicuantitativos
obtenidos de la ®F-FDG PET/TC.

Con el fin de explorar el patrén de captacion normal de **C-MET en MO, se evalu6
una cohorte de 19 pacientes con hiperparatiroidismo primario (17 mujeres, 2
varones), de edades comprendidas entre 40 y 81 afios (mediana, 63). La captacion
en MO vertebral lumbar expresada mediante SUVmax resultd inferior a la observada
en los pacientes con MM y % de infiltracion de células plasmaticas superior al 10%
(4.5+1.01 vs. 5.94+ 2.43, p<0.001). De los pacientes con MM y % de infiltracién en
MO superior al 10%, Unicamente 3 pacientes (3/23, 13%) presentaron valores de
Hgb inferiores a 10, mientras que no se dispone de este dato en la cohorte de

pacientes con hiperparatiroidismo primario.

En relacién a los indices TBR de C-MET, primeramente, se comprobé que la
captacion hepatica permaneciera constante entre el estudio basal y el de respuesta
en el PET con C-Metionina, evidenciandose valores similares (mediana SUVmax
basal: 10.75 vs. mediana SUVmax respuesta: 10.82, p= 0.20). Figura 25.

Figura 25. Captacion hepatica en **C-MET PET basal/respuesta
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Los indices TBR se correlacionaron significativamente con el porcentaje de
infiltracion de médula 6sea, no so6lo el TBR obtenido mediante SUVmax de
MO/SUVnax hepético (r= 0.53, p<0.001) sino también el TBR obtenido mediante
SUVmax lumbar/SUVmax hepético (r= 0.56, p< 0.001) y el SUVmax de pala
illaca/SUVmax hepético (r= 0.48, p<0.001), este ultimo con mayor interés dado que
supone la localizacion mas frecuente de biopsia para evaluar la infiltracién de MO.

7 CORRELACION DE “F-FDG Y YC-MET CON
PARAMETROS ANALITICOS

El cuarto objetivo de esta tesis doctoral fue explorar la correlacion de la captacion
de los hallazgos de imagen con !C-Metionina y ¥F-FDG PET/TC en las distintas
categorias de la enfermedad (lesiones focales, captacion difusa de médula 6sea,
enfermedad extramedular) con las caracteristicas basales de los pacientes y
hallazgos de laboratorio (ratio de cadenas ligeras, componente M, entre otros).

7.1 Correlacion con parametros de laboratorio

En el estudio de ®F-FDG PET/TC, Unicamente se evidencié correlacion entre el
valor de captacion de médula 6sea expresado mediante SUVmax Y l0s niveles de
B2M (r= 0.40, p= 0.007), y entre el SUVmax de la lesion extramedular

metabdlicamente mas activa y el componente M (r=0.973, p<0.001).

Sin embargo, en el estudio de !C-Metionina se evidencidé correlacién entre el
SUVmax de la lesion focal metabdlicamente mas activa y la B2M (r= 0.33, p= 0.03),
entre el valor mas alto del SUVmax de médula 6sea y la B2M (r= 0.38, p= 0.01) o el
componente M (r=0.54, p<0.001) y, por ultimo, entre el valor de captacion SUVmax
de la lesiébn extramedular metabdlicamente mas activa y los valores de cadenas
ligeras séricas (r=0.71, p=0.05). Las correlaciones estadisticamente significativas se

muestran en las figuras 26 y 27:
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B2M

FLC

Figura 26. Correlacion entre parametros MET PET y B2M (A, B), FLC (C) y Componente M (D).
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B2M

Figura 27. Correlacion entre parametros FDG PET y B2M (A) y Componente M (B)
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8 VALOR PRONOSTICO

Por dltimo, se evalué el impacto prondstico de los parametros visuales y
semicuantitativos obtenidos mediante ®F-FDG y C-MET PET/TC en el estudio
basal. A tal fin, se incluyeron factores prondsticos ya establecidos y nuevos factores
como el TMTV, el TLG y el TLMU. Para este objetivo, se evaluaron los 44 pacientes
con MM sintomatico y con seguimiento mediante valoracion clinica e imagen
posterior al tratamiento. Durante el seguimiento, 15 pacientes progresaron y 8
pacientes murieron. La mediana de seguimiento para la valoracion de la progresion
fue de 12.8 meses (RIC 4.9 — 25.6 meses) mientras que la mediana de seguimiento
para la SG fue de 15.7 meses (RIC 7.8 — 26.9 meses).

8.1 Caracteristicas basales de la poblaciéon

Se estudiaron factores con valor prondstico conocido como la edad, los niveles de
albumina, beta 2 microglobulina y lactato deshidrogenasa, asi como las escalas
ISS, R-ISS y la citogenética de alto riesgo, definida como la presencia de t(4;14) y/o
t(14;16) y/o del(17p). Los resultados se presentan en la tabla 25.

Dieciséis pacientes (36.4%) de la muestra tenian > 65 afios, mientras que niveles
de ALB<3.5 se encontraban presentes en 8/44 pacientes (18.2%), niveles de
B2M>3.5 en 15/44 pacientes (34.1%), B2M>5.5 en 5/44 pacientes (11%) y
LDH>190 en 19/44 pacientes (43.2%).

Veintitrés pacientes (52.3%) presentaron 1SS>2, mientras que un 56.8% (25/44)
presentaron R-ISS>2. Un 31.8% de los pacientes presentaba citogenética de alto

riesgo.

8.2 “F-FDG PET/TC

Un 11.4% de los pacientes (5/44) no demostraron lesiones focales. Por otra parte,
se observaron 1-3 lesiones focales en 12/44 pacientes (27.3%) y mas de 3 lesiones
focales en 27/44 pacientes (61.4%). Tabla 25. Se observo un SUVma>3.9 en 30/44
pacientes (68%). Por otra parte, se observaron valores de TMTV basal FDG>210
cm? en 13/44 pacientes (29.5%), mientras que un TLG>205g o >620g se evidenci6
en el 50% (22/44) y 31.8% (14/44) de los pacientes, respectivamente.
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8.3 "C-Metionina PET/TC

Un 2.3% de los pacientes (1/44) no demostraron lesiones focales. Se observaron 1-
3 lesiones focales en 9/44 pacientes (20.5%) y mas de 3 lesiones focales en 34/44
(77.3%). Tabla 25. La mediana para el TLMU en el estudio de 'C-MET result6 de
1448.25 g, mientras que para el TMTV la mediana resulté de 365.88 cm?®. Figura 28.

Figura 28. Paciente de 56 afios con MM IgD lambda ISS-1 con superior carga
tumoral en *C-Metionina PET/TC (TMTV: 244,67 cm®, TLMU: 1321,86 g) que en el
8E_.FDG PET/TC (TMTV: 43,96 cm?, TLG: 76,77 g).
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8.4 Analisis univariante y multivariante

En el andlisis univariante para SLP, se encontré asociacién pronoéstica con la
presencia de >3 lesiones focales (HR 2.65, IC 95% 0.84-8.41, p= 0.097), >10
lesiones focales (HR 3.01, IC 95% 1.04-8.68, p= 0.041), valores de TMTV>210 cm?
(HR 3.69, IC 95% 1.07-12.66, p= 0.038), o presencia de EM (HR 4.19, IC 95% 1.25-
14.08, p= 0.02) en el ¥F-FDG PET/TC. En relacién a los parametros derivados del
estudio con C-Metionina PET/TC, se observé asociaciéon prondstica con valores
de TMTV>366 cm?® (HR 4.58, IC 95% 1.25-16.82, p= 0.02), TLMU>1448 g (HR 4, IC
95% 1.09-14.64, p= 0.04) y presencia de EM (HR 4.19, IC 95% 1.25-14.08, p=
0.02).

En el analisis univariante para la SG, solamente se encontré asociacion prondstica
con la EM en ¥F-FDG PET/TC (HR 4.92, IC 95% 1.15-21.04, p= 0.03) y en el 'C-
MET PET/TC (HR 4.92, IC 95% 1.15-21.04, p= 0.03).

En el analisis multivariante para la SLP, tanto el nimero de lesiones focales >10
(HR 3.81, IC 95% 1.11-13.05, p= 0.033) como el valor de TMTV>210 cm? (HR 3.26,
IC 95% 0.89-11.88, p= 0.073) en el estudio de 8F-FDG PET/CT fueron factores
predictores de supervivencia independientes de los factores de ajuste (citogenética
e ISS). No se evidencié asociacion prondstica significativa con las variables en el
estudio 'C-Metionina PET/TC. En el caso de la SG, no se evidencié asociacion

prondstica significativa con ninguna de las variables exploradas.
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Tabla 25. Andlisis univariante del ®F-FDG y 'C-Metionina PET/TC basales en
funcion de las variables prondsticas SLP y SG.

SLP SG
Variable HR | IC95% | Valorp | HR IC 95% Vagor
Edad >65afios | 0.71 | 0.22-2.29 | 0567 | 054 | 0.11-2.69 |0.453
ALB <35 296 |0.36-2412| 0310 | 1.62 | 0.18-145 |0.668
B2M > 3.5 296 |0.86-10.22| 0.087 | 2.86 |0.67-12.13 |0.155
B2M > 5.5 246 |051-11.95| 0264 | 334 | 0.64-17.4 |0.151
LDH > 190 3.08 | 0.81-11.62 | 0.098 15 | 0.36-6.27 |0.580
Citogenética | 3.42 | 1.21-9.66 | 0.020 | 294 |0.73-11.88 |0.131
1SS 220 | 1.08-451 | 0031 | 171 | 0.65-450 |0.273
R-ISS 581 |1.73-19.52| 0004 | 2.65 |0.60-11.63 |0.197
LFFDG>3 | 265 | 0.84-8.41 | 0097 | 242 |0.4812.12 |0.282
LFFDG>10 | 3.01 | 1.04-8.68 | 0.041 11 | 0.26-4.63 |0.901
TLGFDG >205 | 2.43 | 0.65-9.10 | 0.187 . . »
TLGFDG>620 | 2.89 | 0-85-9.91 | (090 * * e
TMTV FDG >210 | 3.69 | 1.07-12.66 | 0.038 » * *
FDG SUVema >3.9 | 1.14 | 034-377 | 0834 | 1,15 0.22-6 | 0.868
EM FDG 419 |1.25.14.08| 0020 | 492 | 1.15-21.04 |0.032
LFMET>3 | 1.05 | 0.28-3.90 | 0939 | 097 | 0.2-484 |0.975
LFMET>10 | 1.45 | 046-457 | 0528 | 051 | 0.12-2.15 |0.357
TLMU MET >1448 | 4 |1.09-14.64| 0.036 i s s
TMTV MET >366 | 458 | 1.25-16.82 | 0.022 o o s
EM MET 419 |1.25-14.08| 0020 | 492 | 1.15-21.04 | 0.032

* Las categorias de referencia no mostraron muertes para los siguientes
parametros: TLG FDG=205 g (< 205: 0% muertes vs. > 205: 27.3% muertes; p=
0.024), TLG FDG=620 g (< 620: 0% muertes vs. >620: 42.9% muertes; p= 0.002),
TMTV FDG=210 cm? (< 210: 0% muertes vs. > 210: 46.2% muertes; p= 0.001).

** | as categorias de referencia no mostraron muertes para los siguientes
parametros: TLMU=1448 g (< 1448: 0% muertes vs. > 1448: 35% muertes, p=
0.007), TMTV=366 cm? (< 366: 0% muertes vs. > 366: 35% muertes; p= 0.006).
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Discusién modelo preclinico

Teniendo en cuenta la hipétesis, y de acuerdo con los objetivos del estudio, se
discuten a continuacion los resultados obtenidos en el modelo preclinico y en la

serie de pacientes con mieloma.

1 CAPTACION DE F-FDG Y "C-MET EN LINEAS
CELULARES

El primer objetivo fue comparar la captaciéon de los trazadores F-FDG y !C-
Metionina en distintas lineas celulares. En la muestra in vitro de las lineas celulares
exploradas, solamente la linea RPMI8226 demostré una captacién superior de C-
Metionina que de ¥F-FDG.

Si bien existe escasa evidencia publicada que compare la captacion de 8F-FDG vy
1C-MET entre lineas celulares, Lickerath y cols (125) concluyen que en la linea
MM1S, la retencion de C-Metionina es superior a la de ®F-FDG, siendo estos
resultados opuestos a los obtenidos en nuestro estudio. Por otro lado, en el
mencionado articulo se concluye que, si bien la linea MM1S muestra ligera
superioridad de retencién del trazador aminoacidico (144cpm/1000 células), la linea
con mejor discriminacién !C-Metionina/**F-FDG es la OPM-2 (422cpm/1000
células), esta ultima no explorada en nuestro trabajo. Se observaron diferencias en
las captaciones de ®F-FDG y 'C-MET en la linea MM1S entre ambos estudios a
pesar de que el método de cultivo empleado fue el mismo en ambos trabajos
(Roswell Park Memorial Institute Medium 1640), y se emplearon tiempos similares
hasta el conteo en el contador gamma en el caso de la ®¥F-FDG (50 min vs. 60
min). Unicamente en el caso de la *C-MET los tiempos de incubacion resultaron
diferentes, siendo 5 min en el trabajo de Luckerath y 20 min en nuestro estudio,
dado que el periodo de semidesintegracion del C-11 es de 20 minutos. Pudiera
suceder que no se observara suficiente retencién del trazador secundariamente al
decay radiactivo, si bien no es posible que este hecho justifique las discordancias
observadas dado que se realizd correccion por decay en todas las mediciones y el

contador gamma posee elevada sensibilidad.

2 BF-FDG, "C-MET Y "C-COL EN EL ESTUDIO DE
EXTENSION TUMORAL EN UN MODELO MURINO

El MM es una neoplasia de células plasméaticas definida por las interacciones con el
microambiente tumoral en la médula 6sea, siendo éste un compartimento con
elevada heterogeneidad celular y estructura Unica. Estas caracteristicas hacen

crucial el estudio de modelos in vivo, cada uno con ventajas e inconvenientes.
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El siguiente objetivo fue comparar en un modelo murino de MM con tumor
subcutaneo la sensibilidad y especificidad de los tres radiofarmacos: ®F-FDG, 'C-
Metionina y 'C-Colina. Los resultados mostraron menor detectabilidad de la *C-
Colina, con valores de sensibilidad muy inferiores a los de los otros radiofarmacos,
especialmente en los tumores MM1S. Ademas, la captacion de 'C-Colina resulté
débil/ausente en casi el 50% de los tumores subcutdneos MM1S y en mas de la
mitad de los casos en los RPMI8226, lo que demuestra la baja actividad de
radiofarmaco en las lesiones tumorales, corroborada asimismo en el analisis del
parametro semicuantitativo SUVmax. Dado que no existen publicaciones sobre
Colina marcada con C ni ¥F en modelos animales, en base a la experiencia tras
esta tesis doctoral se desaconseja el uso de 'C-Colina en modelos animales de
mieloma con las lineas celulares exploradas. Por el contrario, en pacientes la *C-
Colina ha demostrado superior deteccién tumoral que la **F-FDG (101), a diferencia
de su analogo fluorado (*8F-Colina) con el que los resultados fueron similares (102).
Sin embargo, si bien se considera que la Colina (tanto marcada con *C como con
18F) posee una mejor tasa de deteccion que la ®F-FDG, presenta las limitaciones

de la elevada actividad hepatica y de médula 6sea que dificultan su valoracion.

Con respecto a la C-Metionina, una publicacién reciente en pacientes (108)
sugiere que es mas sensible que la 'C-Colina en la deteccién de lesiones activas

en pacientes con MM.

En el andlisis cuantitativo, a diferencia de lo observado en el modelo in vitro en
lineas celulares, la captacion de 8F-FDG fue mayor que la de 'C- Metionina en los
tumores generados con ambas lineas celulares (MM1S y RPMI8226), siendo las
diferencias méas acusadas en los tumores de la linea RPMI8226. Las diferencias en
el patron de incorporacion in vitro/in vivo en la linea RPMI8226 podrian deberse a
un cambio metabdlico en las células al generar los tumores in vivo. Estos hallazgos
contrastan con lo observado por Lickerath y cols (130) para tumores MM1S en los
que, de forma similar a lo observado in vitro, se evidencié mayor captacién de *'C-
Metionina que de !F-FDG. Esta discordancia puede ser debida a que el
comportamiento de las células tumorales difiere si las células son cultivadas in vitro
0 crecen in vivo. En este caso, hay que tener en cuenta que las células tumorales in
Vivo interaccionan con el microambiente tumoral y otras poblaciones celulares
pueden influir en el crecimiento del tumor y, por tanto, en la captacion de ®F-FDG.
Otras posibles causas para esta discordancia constituyen el modelo de raton
empleado (NOD.CB17-Prkdcscid/NCrHsd en el trabajo de Lickerath y cols,
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CB17/Icr-Pkdc-scid/Crl en el presente proyecto de investigacion), o el nUmero de
células tumorales administradas (5 X 10° en la publicacién de Luckerath y cols
frente a 3 X 10° en nuestro caso).

En cuanto a la correlacion de los biomarcadores de imagen con el porcentaje de
células tumorales obtenido mediante citometria, Unicamente se observo correlacion
en los tumores MM1S, no asi en los RPMI8226. Por otra parte, si bien los tumores
de la linea celular RPMI8226 fueron mas activos metabdlicamente, presentaban
valores de MTV inferiores y necesitaron un tiempo mas prolongado hasta su
visualizacién, datos que reflejan su menor tamafio y proliferacién celular,
respectivamente. Por todo ello, en el modelo murino de tumor subcutaneo se puede
afirmar que la linea celular MM1S resulta mas conveniente desde el punto de vista
procedimental dado que requiere menor tiempo de espera hasta su deteccién y
presenta mejor correlacion con el porcentaje de células tumorales. Ademas, desde
el punto de vista metabdlico, la mayor captacion de **C-Metionina que de ¥F-FDG
en los tumores MM1S es similar a la observada en pacientes, a diferencia de los
RPMI8226 en los que la captacion de ®F-FDG es claramente superior a la de *'C-
Metionina.

3 BF-FDG Y "C-MET EN LA VALORACION DE RESPUESTA
AL TRATAMIENTO EN UN MODELO MURINO

El tercer objetivo fue determinar en el modelo murino la eficacia diagnéstica de 8F-

FDG y C-MET en la valoracién de respuesta a diferentes tratamientos.

El estudio del tamafio tumoral visible mediante calibre demostrd que la triple terapia
consigue un mejor control de la enfermedad que el bortezomib al existir una
inhibicion del crecimiento tumoral. La inhibicion del crecimiento tumoral en este
modelo animal (tumor ortotopico con linea celular MM1S) por parte de distintas
pautas de tratamientos ya establecidos o en investigacion es un hecho ya
demostrado en investigaciones previas (131). Sin embargo, esta inhibicion en el
crecimiento so6lo se logra durante un tiempo, puesto que, si el tiempo del estudio se

alarga, los tumores siempre acaban creciendo.

En nuestra investigaciéon, tanto el tamafio tumoral expresado en cm® como la
velocidad de crecimiento tumoral resultaron inferiores a los de un trabajo publicado
empleando la misma linea celular (131). Dichos hallazgos pudieran estar en
relacion con el momento de estudio del tamafio tumoral, ya que éste se realizé en

fases mas precoces (7, 14 y 21 dias), mientras que el mayor crecimiento en la

117



Discusién modelo preclinico

publicacion de Ocio y cols. se observé a partir del dia 20 en el grupo tratado con
bortezomib y en el grupo control.

Tanto la *®F-FDG como la *C-MET permitieron realizar un seguimiento adecuado
de la evolucién de la enfermedad tumoral durante el tratamiento, ya que todas las
variables PET resultaron inferiores en el grupo tratado con triple terapia que en el
grupo tratado con bortezomib, reflejo de su mayor eficacia al lograr un mejor control

de la enfermedad.

Si bien se observé un aumento progresivo del MTV y TLG/TLMU en todos los
grupos, se detectd un enlentecimiento de la actividad metabdlica medida mediante
SUVmax €n el grupo tratado con triple terapia, hallazgo que indica que es el Unico
tratamiento que consigui6 el enlentecimiento metabdlico/funcional. Esta respuesta
metabdlica parcial, objetivada mediante el descenso en el SUVnax, Se observo en la
totalidad de los ratones tratados con triple terapia en la segunda semana, a
diferencia del grupo tratado con bortezomib o del grupo control, en que se
observaron progresiones metabdlicas con aumento de SUVmax cOn ambos

radiofarmacos.

Sin embargo, resulta sorprendente el descenso en los valores de SUVmax en el
grupo control a partir de la segunda semana detectados por la ®F-FDG. Este
hallazgo pudiera encontrarse en relacion con la mayor ocurrencia de necrosis
tumoral en este grupo debido al desequilibrio entre el rapido crecimiento de los
tumores y su vascularizacion. La aparicién de necrosis en modelos murinos con
tumores agresivos, debido a la desmedida proliferacion celular, estd descrita en
otros trabajos (Nanni y cols.) (132). En nuestro estudio, el grupo control presenté
una tasa de necrosis superior a la del grupo tratado con bortezomib o el tratado con
triple terapia a partir de la segunda semana, coincidiendo con el descenso de la
variable SUVnax. De nuevo, el hecho de que se apreciase menor necrosis tumoral
en el grupo tratado con triple terapia vuelve a ser indicativo de un mejor control

tumoral.

Por lo tanto, los biomarcadores de imagen PET reflejan el efecto de los tratamientos
investigados, con mayor respuesta metabdlica en el grupo tratado con triple terapia
(bortezomib, lenalidomida y dexametasona), que consigue un mayor control de la
enfermedad que el grupo tratado con bortezomib como agente Unico. Sin embargo,
ha de tenerse en cuenta que, en el grupo de ratones tratados con triple terapia, se

observé un mayor numero de fallecimientos que en el grupo tratado con bortezomib
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0 en el grupo control, lo que redundé en un menor tamafio muestral. Esta limitacion
podria justificar la falta de significacion estadistica en algunas diferencias halladas

para cada radiofarmaco y grupo investigado.

Dado que no existen discordancias en la detectabilidad de los tumores subcutaneos
mediante el radiotrazador estandar (**F-FDG) y el radiotrazador a estudio (*'C-
MET) en la linea celular y en el modelo murino empleados en esta investigacion, se
puede deducir que el uso de ¥F-FDG resulta mas practico dada su mejor resolucién

de contraste, mayor disponibilidad y menor coste.

En definitiva, el uso del microPET podria ser Util para la investigacion preclinica de
respuesta a nuevos tratamientos en los modelos animales de MM, afadiendo
informacién sobre los efectos bioldgicos del tratamiento en la inhibicién de sintesis
proteica valorada en el estudio PET con !C-Metionina y en la disminucién de la

actividad glicolitica detectada en el estudio PET con 8F-FDG.
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El uso del PET/TC se ha expandido rapidamente en el MM para la evaluacién de la
extension de la enfermedad al diagnéstico con gran impacto en la deteccién de
enfermedad extramedular, asi como para la evaluacion de respuesta (92). A pesar
de que la ¥F-FDG es el radiotrazador estandar, datos recientes sugieren que la
HC-Metionina puede ser un radiotrazador potencialmente mejor en pacientes con
MM debido a una superior sensibilidad que la *¥F-FDG (105). La finalidad del
presente estudio de investigacion fue aportar mayor evidencia del papel del
aminoacido radiomarcado C-Metionina para la imagen funcional de pacientes con
MM.

4 ESTUDIO DE EXTENSION CON 8F-FDG Y '"C-MET

Un objetivo fundamental en pacientes con mieloma fue el andlisis comparativo de
los trazadores F-FDG y 'C-MET en el estudio de extension previo al inicio del
tratamiento con el fin de establecer el rendimiento diagnéstico de estos dos
radiofarmacos para la deteccién de lesiones mielomatosas.

Se evidencié una mejor concordancia con el trazador estandar (**F-FDG) en el caso

del patrén de infiltracion focal de médula 6sea (k = 0.468).

La superioridad de la *C-Metionina sobre la ¥F-FDG se confirma en esta tesis
doctoral en seis pacientes con estudio de ®F-FDG PET/TC negativa y enfermedad
detectable por !!C-Metionina, a semejanza de los resultados hallados en
publicaciones previas (104,107,108,133) que revelan un 10-15% de pacientes con
mieloma sin avidez por ¥F-FDG. Ademas, los pacientes con enfermedad *¥F-FDG
negativa detectada con *C-Metionina presentaron peor evolucién que los pacientes
sin enfermedad detectable por ambos trazadores, con progresion a los 9 y 42

meses desde el estudio de extension.

En paralelo a publicaciones previas que demuestran la mayor sensibilidad de la C-
Metionina (107), la *'C-Metionina demostré una detectabilidad superior con mayor
namero de lesiones 6seas focales en el 63% y mayor nimero de lesiones

extramedulares en el 25% de los pacientes.

En lo relativo a la enfermedad extramedular, la *C-Metionina detecté un mayor
namero de lesiones localizadas en pulmén, pleura, ganglios, rifiones, cuero
cabelludo y grasa periorbitaria. Desafortunadamente, las implicaciones biolégicas

de las discordancias en la detectabilidad de lesiones intra y extramedulares no son
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dilucidables dada la ausencia de biopsias para analizar su naturaleza
inmunohistoquimica/molecular. En la literatura, Unicamente una publicacion (107)
confirma la mayor especificidad de la *C-MET mediante biopsia, si bien las
limitaciones de dicho estudio son el nimero de pacientes reducido y la falta de
datos de los mecanismos bioldgicos subyacentes.

5 VALORACION DE RESPUESTA CON 8F-FDG Y "C-MET

En el subgrupo de pacientes con estudio PET/TC con doble trazador para evaluar la
respuesta al tratamiento, si bien el indice Kappa de concordancia entre ambos
trazadores resulté bueno y superior al observado al diagnostico (k = 0.625 vs. K =
0.361, p<0.01), se observaron discordancias en cuatro pacientes con lesiones
detectadas con 'C-MET y sin enfermedad metabdlicamente activa en el estudio
1BE-FDG, uno de ellos en respuesta completa estricta con enfermedad minima
residual positiva y los otros 3 en respuesta completa estricta con EMR negativa,
respuesta completa estricta y muy buena respuesta parcial. Sin embargo, durante el
seguimiento ninguno de ellos progres6. Ademas, se encontrd6 una mejor
concordancia de 8F-FDG PET/TC con la respuesta clinica e inmunofenotipica, de
manera que, de 13 pacientes en respuesta completa estricta, el PET/TC con 8F-
FDG resulté positivo Unicamente en 4 pacientes (31%), a diferencia del **C-MET
PET/TC que resulté positivo en 7 pacientes (54%). Durante el seguimiento, dos
pacientes 'C-MET PET/TC positivos progresaron, falleciendo uno de ellos en un

corto periodo de tiempo.

Si bien publicaciones basadas en estudios en modelos in vitro e in vivo (130)
sugieren que la MET es superior a la FDG en la valoracién precoz de respuesta a
terapia y que los cambios precoces en el PET MET poseen valor prondstico y
predicen respuesta, Unicamente una publicacion reciente (134) aborda el papel del
PET con 'C-Metionina en pacientes con mieloma remitidos para valoracion de
respuesta. En esta publicacion, 27 pacientes con mieloma fueron remitidos para
PET/TC con doble trazador (MET y FDG) en el dia + 100 post-TASPE, alcanzando
la mayoria (16/27, 60%) respuesta completa. Sin embargo, se observé un mayor
nimero de captaciones focales patolégicas con la 'C-Metionina que con la 8F-
FDG (67% vs. 37%), siendo estos resultados similares a los presentes en esta tesis
doctoral (54% vs. 31%).
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Por otra parte, en el estudio comparativo entre los hallazgos de la enfermedad
minima residual y el PET/TC con !C-Metionina y con ®F-FDG, un paciente
presentd enfermedad minima residual positiva y lesiones activas detectables
Unicamente mediante C-Metionina, persistiendo la deteccién de células malignas
por citometria de flujo durante el seguimiento a pesar de tratamiento con el
esquema terapéutico estandar (Bortezomib, Lenalidomida, Dexametasona). Dichos
hallazgos sugieren la mayor sensibilidad del trazador aminoacidico en la valoracién
de respuesta y en la detecciéon de enfermedad minima residual por imagen, dado
gue diagnostica lesiones compatibles con enfermedad activa que la ®F-FDG
PET/TC no detecta. Estos hallazgos resultan concordantes con lo postulado en la
literatura (104). En la citada publicacion, de 10 pacientes tratados sin elevacion de
componente M, cinco mostraron enfermedad activa en el PET con 'C-Metionina,
cuatro de ellos verdaderos positivos, por lo que se concluye que el PET/TC con 'C-
Metionina puede resultar Gtil en respuesta incluso en MM oligosecretor o no
secretor. Si las discordancias *C-MET/*®F-FDG en la valoracion de respuesta y
enfermedad minima residual poseen valor prondstico como se ha descrito para la
1BF-FDG PET/TC (56) es un aspecto aun sin dilucidar que ha de ser objeto de

futuros andlisis con un tamafio muestral superior al empleado en esta tesis doctoral.

6 INFILTRACION DE MEDULA OSEA

El propésito de este objetivo fue estudiar la correlaciébn de los parametros
semicuantitativos de captacion en médula Osea, obtenidos con ambos
radiofarmacos, con el porcentaje de infiltracion tumoral de médula ésea obtenido

mediante biopsia de médula 6sea y citometria de flujo.

En el grupo de pacientes estudiados en esta tesis doctoral, el hecho de que
solamente los parametros obtenidos mediante 'C-Metionina se correlacionen con
la infiltracién de células plasmaticas en médula 6sea podria indicar que el trazador
aminoacidico refleja mejor la carga tumoral, como se postula en un trabajo
publicado recientemente (106). En dicha publicacién, la MET resulté positiva en
pacientes con MM no secretor y €l SUVmean Y €l SUVmax del PET con 'C-Metionina
demostraron superior grado de correlacion con el porcentaje de infiltracion de

médula 6sea que la *¥F-FDG (r= 0.88-0.90 vs. r= 0.58-0.60), corroborando la nocién
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de que la captacién del trazador aminoacidico puede deberse al anabolismo

tumoral y, por tanto, reflejar la verdadera carga tumoral.

Sin embargo, la elevada captaciéon medular presente de forma fisiolégica en el
estudio PET/TC con 'C-Metionina puede suponer una limitacion a la hora de
valorar la infiltracion tumoral, pudiendo resultar en pérdida de deteccion de
enfermedad en pacientes con un grado muy leve/leve de infiltracion medular (104).
A este respecto, un trabajo previo (103) ha considerado como cohorte control a
pacientes con hiperparatiroidismo primario o secundario, evidenciando valores de
SUVmax significativamente inferiores a los de pacientes con mieloma multiple no
tratado (1.8+0.3 vs. 4.3+2.0, p= 0.001). Nuestros resultados en una cohorte de
pacientes con hiperparatiroidismo primario (HPTP) son concordantes con los
publicados (4.5+1 en HPTP frente a 5.94+.2.43 en Mieloma, p<0.001), aunque
hallando valores superiores de SUVnax de la captacién vertebral lumbar tanto en
pacientes con HPTP como con Mieloma. Sin embargo, ha de considerarse que en
nuestro grupo control con hiperparatiroidismo no se excluyeron otros desérdenes
hematolégicos no relacionados con las discrasias plasmaticas como, por ejemplo, la
anemia en el momento de la exploracidon. A este respecto, el calculo de ratios
tumor/fondo como los empleados en esta tesis doctoral (SUVmax médula
0sea/SUVmax hepatico, SUVmax lumbar/SUVmax hepatico, SUVmax pala iliaca/SUVmax
hepatico), puede ayudar a diferenciar captacion patoldgica de fisiol6gica, maxime
teniendo en cuenta que éstos mostraron correlaciéon moderada con la infiltracién por

células plasmaticas tumorales en médula ésea.

7 CORRELACION DE YF-FDG Y Y"C-MET CON
PARAMETROS ANALITICOS

El objetivo de explorar la correlacion de la captacién tumoral de *C-Metionina y 8F-
FDG PET/TC con las caracteristicas basales de los pacientes y hallazgos de
laboratorio se plante6 debido a que en un trabajo previo (106) se observo
independencia de los resultados del 'C-Metionina PET/TC y parametros de
laboratorio como el FLC o el componente M. A diferencia de los resultados
publicados previamente, en la presente tesis doctoral se observé correlacion entre

el SUVnax de la lesion focal de mayor actividad y la B2M (r= 0.33), entre el SUVmax
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en médula 0sea y la B2M (r= 0.38) y entre el SUVnax en la lesion extramedular de
mayor actividad y el componente M (r=0.54) y los niveles de FLC (r=0.71).

Por el contrario, en el caso del PET/TC con ¥F-FDG, soélo se observé correlacion
entre el SUVmax de médula ésea y la B2M (r= 0.40), y entre el SUVnax de la lesion
extramedular de mayor actividad con el componente M (r=0.973), esta ultima
cercana a la correlacion perfecta positiva. Estos hallazgos pueden indicar que la
11C-Metionina refleja la verdadera carga tumoral, hecho corroborado por la mejor
correlacion de la captacion iliaca con el grado de infiltracion de células plasméaticas

malignas.

8 VALOR PRONOSTICO

Por ultimo, en este objetivo se evalu6 el impacto prondstico de las variables
visuales y semicuantitativas obtenidas de los estudios de ¥F-FDG y C-MET

PET/CT realizados basalmente.

En la presente tesis doctoral, se confirma la asociacion pronéstica del nimero de
lesiones focales superior a 3 6 10 en el ¥F-FDG PET/TC, asi como de la
enfermedad extramedular. Ademas, se obtuvo asociacién prondstica de valores de
de TMTV en 8F-FDG PET/TC superiores a 210 cm?3. Dichos hallazgos son
concordantes con los presentados por McDonald y cols (72), observando en
nuestra serie una mayor asociacion prondstica con el TMTV que con el nimero de
lesiones focales (HR: 3.68 vs. 2.65). En relacion a los parametros derivados del
estudio de !'C-Metionina PET/TC, se observd asociacién pronéstica del TMTV,
TLMU (equivalente al término TLG) y enfermedad extramedular en el estudio de

extension, no asi en el caso del nimero de lesiones focales o los valores SUVmax.

En el andlisis multivariante, el efecto del nimero de lesiones focales superior a 10 o
valores de TMTV en el estudio ®F-FDG PET/TC superiores a 210 cm?® se mantuvo
tras ajustar por la citogenética y el ISS. Por el contrario, las variables derivadas del
11C-Metionina PET/TC no demostraron asociacién prondstica para la supervivencia

libre de progresion.

Por tanto, a semejanza de publicaciones previas como la de Bartel y cols (69) y
Zamagni y cols (70), la presencia de enfermedad extramedular al diagndstico, junto
con el numero de lesiones focales superiores a 3 confirman su valor prondstico en
esta tesis doctoral, no evidenciando en nuestra serie valor pronéstico del SUVmax a

diferencia de las citadas publicaciones. En lo que a los nuevos biomarcadores
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respecta, se confirma el impacto prondstico de cifras de TMTV superiores a 210
cm® en el ¥F-FDG PET/TC, dicho valor descrito previamente por McDonald y cols
(72), con una Hazard Ratio inferior en nuestro caso (3.69 vs. 5.79), no encontrando
sin embargo valor pronostico del resto de biomarcadores de carga tumoral
valorados por el grupo de Little Rock (TLG> 205 g, TLG> 620 g). En cuanto a los
biomarcadores tumorales en el PET/TC con !C-Metionina, no resulta posible
comparar nuestros resultados con los de otros grupos dado que no existe literatura

acerca del valor prondstico de dicho trazador en mieloma.

Debido al caracter heterogéneo de la serie y al uso de variadas estrategias
terapéuticas de estos pacientes, no resulta posible dilucidar si el hecho de que los
parametros PET con valor pronéstico conocido en 8F-FDG no resulten predictores
de supervivencia en el PET/TC con !C-Metionina se debe a que existan otros
puntos de corte para este trazador. A favor de este argumento, se conoce que el
SUVmax de las lesiones metabdlicamente activas en la ''C-Metionina resulta a
menudo superior al de la ¥F-FDG y que la 'C-Metionina se acumula en médula
Osea de forma fisiolégica. Por ello, la busqueda de un punto de corte para la
interpretacion de los estudios PET/TC con 'C-Metionina resulta mandatorio a fin de
evaluar si este trazador posee impacto prondstico. En nuestra serie, si se puede
objetivar una tendencia en este sentido, apreciandose peor evoluciéon en pacientes
con cargas tumorales superiores. Sin embargo, el escaso tamafio muestral y el bajo
namero de eventos (progresiones y/o muertes) detectados hacen dificil dirimir esta

cuestion.

9 LIMITACIONES

- En la valoracién de pacientes con MM al diagndstico/reestadificacion, a
pesar de haber hallado discordancias en la detectabilidad de lesiones intra y
extramedulares, con lesiones detectadas Unicamente por la *C-Metionina,
no resulta posible analizar su naturaleza inmunohistoquimica/molecular

dada la ausencia de biopsias.

- En los pacientes en respuesta, la !C-Metionina presenta un mayor nimero
de captaciones focales patolégicas que la ¥F-FDG. A pesar de estos

resultados, el tamafio muestral reducido en esta tesis doctoral y en la

125



Discusiéon modelo clinico

literatura existente hasta la fecha (h= 27) dificulta establecer conclusiones
acerca del rol del PET/TC con 'C-Metionina en la valoracién de respuesta.

- La elevada captaciéon medular fisiolégica en el PET/TC con 'C-Metionina
supone una limitacién a la hora de valorar la infiltracion tumoral, pudiendo
resultar en pérdida de deteccion de enfermedad en pacientes con un grado
muy leve/leve de infiltracion medular. Sin embargo, analisis comparativos de
pacientes con MM y % de infiltracion en MO > 10% muestran valores
superiores de SUVnax que pacientes sin discrasias plasmaticas, por lo que la
elevada captacion medular no supone en si una contraindicacién para su

uso en esta indicacion.

- Es necesario el estudio de la C-Metionina en un mayor nimero de
pacientes para concluir si esta posee 0 no valor prondstico, tal y como se ha
reportado en el caso del PET/TC con ¥F-FDG.

10 LINEAS DE FUTURO

- En el modelo preclinico, las discordancias en el modelo in vivo con respecto
al modelo in vitro y a otras publicaciones hacen mandatorio el estudio
inmunohistoquimico/molecular de las discordancias, aspecto de dificil
ejecucion dado el tamafio tumoral y la ausencia de diferenciacion clara a
nivel macroscépico de las regiones ¥F-FDG negativas, 'C-Metionina

positivas.

- En pacientes, el valor pronéstico de las discordancias !*C-MET/*®F-FDG en
la valoracién de respuesta y enfermedad minima residual es un aspecto
prometedor a evaluar en futuros andlisis con tamafio muestral superior al

empleado en esta tesis doctoral.

- Oftro aspecto a valorar en investigaciones futuras incluiria el estudio de la
enzima hexokinasa Il y transportadores (LAT1, etc) asi como la
consideracioén de las diferencias/similitudes de los pacientes sin enfermedad
activa en el ¥F-FDG PET/TC con lesiones detectables por 'C-Metionina a
fin de concluir qué pacientes son candidatos al estudio mediante !C-

Metionina como trazador Unico a pesar de su menor disponibilidad.
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Por ultimo, consideramos que el estudio de los pacientes con mieloma
quiescente con positividad en el estudio PET/TC de !C-Metionina sin
hallazgos en el estudio de *¥F-FDG resulta asimismo de interés dado que se
desconoce el papel del primer trazador en esta situacién clinica. En nuestra
experiencia, dos pacientes con PET/TC !C-Metionina positivo/*®F-FDG
negativo mostraron una peor evolucion con respecto a aquellos pacientes
que tenian resultados negativos con ambos trazadores, si bien no resulta
posible establecer conclusiones dado que podrian corresponder a hechos

aislados.
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Conclusiones

1. La linea tumoral RPMI8226 demuestra una mayor retencion in vitro de !C-
Metionina que de *F-FDG, comportamiento analogo al observado en pacientes con

mieloma.

2. En base a la experiencia tras la realizacion de esta tesis doctoral, se desaconseja
el uso de la *C-Colina en el modelo murino de mieloma con las lineas celulares
RPMI8226 y MM1S. La ¥F-FDG vy la 'C-Metionina detectan todos los tumores y la
captacion de ¥F-FDG es superior a la de 'C-Metionina en los tumores RPMI8226 y

similar en los tumores MM1S.

3. En el modelo murino de mieloma, tanto la ®F-FDG como la ''C-Metionina
permiten realizar la valoracibn de respuesta a tratamientos frecuentemente
empleados en mieloma (bortezomib, lenalidomida, dexametasona), confirmando
que la triple terapia consigue un mayor control tumoral que el bortezomib en

monoterapia.

4. La YC-Metionina detecta infiltracion tumoral en un 11% de pacientes con
mieloma y PET ®F-FDG negativo, identificando y detectando mayor nimero de

lesiones que la *¥F-FDG en la mayoria de pacientes.

5. Existe mayor detectabilidad de lesiones con 'C-Metionina en la valoracién de
respuesta y en la deteccion de enfermedad minima residual, siendo 1.75 veces mas
probable encontrar lesiones focales patolégicas con C-Metionina que con 8F-
FDG.

6. Dado que la captacién de 'C-Metionina demuestra correlacion con la infiltracion
de células plasméticas de médula 6sea, refleja la carga tumoral medular mejor que
la ®F-FDG. No obstante, ha de tenerse en cuenta que su elevada captacion
medular fisiolégica puede suponer una limitacion para la valoracion, por lo que el

calculo de ratios respecto a la actividad hepatica puede resultar de utilidad.

7. La correlacion de los parametros PET con 'C-Metionina con parametros clinicos
y analiticos, a diferencia de la ®F-FDG, parece indicar que este radiotrazador refleja

mejor la carga tumoral total.
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Conclusiones

8. Se confirma el valor prondstico de la presencia de enfermedad extramedular y de
mas de 3 lesiones focales, asi como del biomarcador TMTV en ¥F-FDG PET. Por
primera vez, en esta tesis doctoral se postula el valor pronéstico en 'C-MET PET
de la enfermedad extramedular y de los biomarcadores TMTV y TLMU.
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Abstract: 'C-methionine (*!*C-MET) is a new positron emission tomography (PET)
tracer for the assessment of disease activity in multiple myeloma (MM) patients, with
preliminary data suggesting higher sensitivity and specificity than !8F-
fluorodeoxyglucose (*®F-FDG). However, the value of tumor burden biomarkers
hasyet to be investigated. Our goals were to corroborate the superiority of *1C-MET
for MM staging and to compare its suitability for the assessment of metabolic tumor
burden biomarkers in comparison to 8F-FDG. Twenty-two patients with newly
diagnosed, treatment-naive symptomatic MM who had undergone *C-MET and *®F-
FDG PET/CT were evaluated. Standardized uptake values (SUV) were determined

and compared with total metabolic tumor volume (TMTV) for both tracers: total
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lesion glycolysis (TLG) and total lesion C-MET uptake (TLMU). PET-derived
values were compared to Revised International Staging System (R-ISS),
cytogenetic, and serologic MM markers such as M component, beta 2 microglobulin
(B2M), serum free light chains (FLC), albumin, and lactate dehydrogenase (LDH). In
11 patients (50%), *C-MET detected more focal lesions (FL) than FDG (p < 0.01).
SUVmax, SUVmean, SUVpeak, TMTV, and TLMU were also significantly higher in
HC-MET than in ¥F-FDG (p < 0.05, respectively). 1*C-MET PET biomarkers had a
better correlation with tumor burden (bone marrow plasma cell infiltration, M
component; p < 0.05 versus p = n.s. respectively). This pilot study suggests that 1C-
MET PET/CT is a more sensitive marker for the assessment of myeloma tumor
burden than 8F-FDG. Its implications for prognosis evaluation need further

investigation.

Keywords: multiple myeloma; methionine; total lesion glycolysis (TLG); metabolic

tumor volume (MTV); total lesion methionine uptake (TLMU)

Cancers2020, 12, 1042; doi:10.3390/cancers12041042 www.mdpi.com/journal/cancers

1. Introduction

Multiple myeloma (MM) is a malignant disorder of clonal plasma cells (PCs) that
represents approximately 10% of hematological malignancies [1]. Positron emission
tomography (PET) in combination with computed tomography (CT) and 28F-
fluorodeoxyglucose (*®F-FDG) is a well-established imaging technique in MM. It has
proven its value in the assessment of tumor burden and disease activity in MM, with
sensitivity and specificity ranging from 80% to 100% [2,3]. Additionally, it has
demonstrated prognostic impact, and the presence of more than three focal lesions
(FL), maximum standardized uptake values (SUVmax) higher than 4.2, or the
presence of extramedullary disease are, indeed, predictors of poor prognosis [4,5].
On top of this, post-therapy imaging studies have demonstrated that PET negativity
after induction treatment [6,7] or autologous/allogeneic stem cell transplantation
(ASCT) [7-10] correlates with longer progression-free survival (PFS). Moreover,

new parameters measuring tumor burden in ¥F-FDG PET/CT such as metabolic
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tumor volume (MTV) and total lesion glycolysis (TLG) have also demonstrated an
association with survival in MM patients [11,12]. Furthermore, patients with high
TLG had poor outcome even in the context of molecularly defined low-risk disease,
highlighting the additional value of novel markers in the assessment of MM.

Nevertheless, 8F-FDG PET/CT is associated with several shortcomings: (1) the
sensitivity is poor in patients with diffuse bone marrow (BM) infiltration; (2) *F-FDG
avidity may be absent in patients with low hexokinase-2 expression [13] and
specificity is not reliable in inflammatory or infectious lesions. For these reasons,
alternative tracers such as !'C-methionine (*!C-MET) [14], !C-choline [15], or
radiolabeled C-X-C chemokine receptor 4 ligands [16,17] have been investigated.
Several studies have suggested a higher sensitivity of !1C-MET PET/CT over 8F-
FDG PET/CT in the detection of both intra- and extramedullary disease [18,19]. In
addition, a better correlation of *!C-MET uptake with the degree of BM infiltration by
malignant PCs has been recently reported [20].

The aim of the study was to assess the diagnostic value of volume-based !C-
MET PET/CT biomarkers in newly diagnosed, treatment-naive MM patients in

comparison to 8F-FDG.

2. Results
2.1. Patient-Based Analysis

On a patient basis analysis, both techniques were positive in all patients. In *C-
MET PET/CT, diffuse BM infiltration, as a single abnormality, was detected in 6/22
(27.3%) patients, while FL only were present in 3/22 cases (13.6%), and a
combined pattern (both focal and diffuse) was detected in 13/22 patients (59.1%).
With 8F-FDG PET/CT, disease was categorized as only diffuse BM in 6/22
(27.3%), FL in 10/22 (45.5%), and a combined pattern in 6/22 (27.3%) patients.
These results indicate that X*C-MET PET/CT was able to detect combined infiltration
in more patients than ¥F-FDG PET/CT (13 versus 6 cases, respectively) (Figure 1),
while ®F-FDG detected FL in more patients than C-MET (p = 0.003). No
extramedullary disease was identified. An incidental finding consisting of a focal
uptake on the right lobe of the prostate was only detected by ®F-FDG PET/CT and

turned out to be an adenocarcinoma (Figure 1).



Figurel. Display of a 68-year-old male with Bence—Jones kappa multiple myeloma Revised
International Staging System (R-ISS) Il. In 8F-fluorodeoxyglucose (*¥F-FDG) positron emission
tomography (PET)/computed tomography (CT), focal lesions (FL) located on the right thyroid
cartilage and sacral bone were identified. Nevertheless, the focal uptake on the lower cervical
region and left clavicle corresponded to a lymph node and a fracture, respectively, and were thus
considered unspecific findings. Please note that diffuse uptake in 8F-FDG PET/CT was
homogeneous and below the liver cut-off. Conversely, a combined infiltration pattern with bone
marrow (BM) infiltration and more than 10 FL was present in *!C-MET PET/CT. Importantly, they
did not demonstrate a correlation in 8F-FDG PET/CT (fusion images).

2.2. Lesion-Based Analysis

On a lesion basis analysis, ®F-FDG and *C-MET were concordant, depicting >
3 FL in seven patients, < 3 FL in five patients, and diffuse infiltration in five patients
(kappa agreement index = 0.66) (Table 1). However, more FL were detected by 'C-
MET in 11 patients (50%, p < 0.01), 3 patients with FL, and 8 patients with combined

infiltration (Figure 2). By contrast, 8F-FDG detected more FL in only one patient.



Table 1. Comparison of diagnostic performance for 8F-FDG and !!C-methionine (*C-MET)
PET/CT.

MET-PET
Focal, >3 FL Combined, <3 FL Combined, >3 FL Diffuse Total
FDG-PET Focal, <3 FL 0 1 3 0 4
Focal, >3 FL 3 0 3 0 6
Combined, <3 FL 0 4 0 1 5
Combined, >3 FL 0 0 1 0 1
Diffuse 0 1 0 5 6
Total 3 6 7 6 22
BEFDG

Figure 2. Display of a 47-year-old male (patient #10) with multiple myeloma R-ISS Il. A
combined pattern of diffuse and focal disease and more than three FL were detected by F-
FDG PET/CT. The same lesions were detected by 'C-MET PET/CT and, noticeably more
FL were detected, some of them located in the skull, leading to a remarkable difference of
103.3% in total metabolic tumor volume (TMTV) (TMTV MET: 726 cm? vs. TMTV FDG:
357.1) and 366.1% in TLG/TLMU (MET TLMU: 6061.4 g vs. FDG TLG: 1300.4 g).

2.3. PET-Derived Biomarkers

We analyzed SUVmax, SUVmean, and SUVpeak for both techniques. Median,
inter-quartile range (IQR), and SUVmax values were significantly higher for **C-MET
(16.40 (6-195.6)) than for ¥F-FDG PET/CT (8.76 (3.45-62.23)) (p = 0.008). The
same difference was observed for median SUVmean (*!C-MET: 4.59 (2.79-8.35)




versus BF-FDG: 3.55 (1.82—-7.74), p = 0.022 and SUVpeak (*C-MET: 10.72 (4.64—
126.50) versus ¥F-FDG: 6.56 (2.82-39.85), p = 0.005.

Regarding volume-based biomarkers, median total metabolic tumor volume (TMTV)
for 1'C-MET PET/CT (443.4 cm?® (145.2-1102.6)) was significantly higher than
median TMTV for 8F-FDG (134.8 cm?® (5.6-524.9); p < 0.001) with a median
difference of 141.2% (21.6-18,369). The same finding was observed for total lesion
HC-MET uptake (TLMU) (*!C-MET, median: 2021.4 g (761.6-6061.4) versus TLG
BFE-FDG, median: 598.4 g, (10.7-2086.4), p < 0.001) with a median difference of
216.7% (40.3-19,212.2). Global comparisons of TMTV and TLG/TLMU between
1C-MET and 8F-FDG PET/CT, as well as differences for each tracer depending on
uptake patterns are shown in Figure 3. Differences in TMTV and TLG/TLMU

between the two tracers on a patient’s based analysis are shown in Figure 4.
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Figure 3. Global comparison of TMTV and total lesion glycolysis (TLG)/total lesion *'1C-MET
uptake (TLMU) between 'C-MET and 8F-FDG PET/CT scan (a), and comparison of TMTV and
TLG/TLMU, according to the observed pattern, for 18F-FDG (b) and 'C-MET (c).
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Figure 4. Differences in TMTV (a) and TLG/TLMU (b) between the two tracers on a patient-based
analysis sorted by tumor burden in 8F-FDG PET/CT.

2.4. Correlation of PET Biomarkers with Tumor-Burden derived Parameters

We have analyzed the correlations between four different PET parameters
(presence of FL, SUVmax, SUVmean, and volumetric parameters: TMTV and
TLG/TLMU) and different clinical variables that reflect myeloma burden (M-
component, percentage of plasma cells (PC), beta 2 microglobulin (B2M), free light
chains (FLC) levels, creatinine, albumin, and Revised International Staging System
(R-1SS).

No correlation was found between the number of FL detected by 8F-FDG or
1C-MET PET/CT and the M component (p = 0.71 for ®F-FDG PET and p = 0.81 for
1C-MET PET), B2M (p = 0.38 for ¥F-FDG PET and p = 0.17 for *C-MET PET), FLC
levels (p = 0.24 for *8F-FDG PET and p = 0.82 for *C-MET PET) nor R-ISS (p =0.35
for 8F-FDG PET and p = 0.76 for **C-MET PET).

Upon analyzing semi-quantitative parameters (SUVmax and SUVmean)
obtained by 8F-FDG PET/CT, a moderate correlation was found with both SUVmax
and SUVmean and high B2M levels (>3.5 mg/L) (SUVmax: rs = -0.458, p = 0.03;



SUVmean: rs = -0.417; p = 0.05). However, no significant correlation was detected
between SUVmean and SUVmax in F-FDG and albumin < 3.5 g/dL (p = 0.12 for
SUVmax and p = 0.19 for SUVmean) or creatinine > 2 mg/dL (p = 0.66 for SUVmax,
p = 0.44 for SUVmean).

In 'C-MET PET/CT, no correlation was identified between SUVmax and
SUVmean and albumin < 3.5 g/dL (p = 0.38 for SUVmax and p = 0.43 for SUVmean),
creatinine > 2 mg/dL (p = 0.74 for SUVmax, p = 0.44 for SUVmean), or f2M > 3.5
mg/L (p = 0.29 for SUVmax and p = 0.64 for SUVmean). In addition, no differences
were present between SUVmax values and cytogenetic risk in *F-FDG PET/CT nor
1C-MET PET/CT (p = 0.32 for ¥F-FDG and p = 0.66 for *C-MET).

Finally, we explored correlations between volumetric parameters (TMTV and
TLG/TLMU values) obtained with both tracers and clinical variables. A positive
correlation was found between TMTV and B2M levels both in ¥F-FDG PET/CT (r =
0.434, p = 0.044) and in **C-MET PET/CT (r = 0.569, p = 0.006), in which the latter
had a higher correlation. Moreover, in 'C-MET PET/CT, significant correlations
between TMTV and the M-component (r = 0.781, p = 0.003) or BM infiltration (0.571,
p = 0.007) were recorded. With respect to TLG, no correlations were detected in 8F-
FDG PET/CT, whereas moderate to good positive correlations were demonstrated
in 1!1C-MET PET/CT for TLMU and B2M levels (r = 0.428, p = 0.047), TLMU, M
component (r=0.616, p =0.033), and TLMU and BM infiltration (r = 0.450, p = 0.041).

No other correlations were present for the rest of the serum parameters explored.

3. Discussion

The use of PET-CT has rapidly expanded in MM both for the evaluation of
disease extension at presentation (particularly for detection of extramedullary
disease) as well as for treatment response assessment [21]. Although 8F-FDG is
the gold standard radiotracer, recent data suggest that !C-MET may be a
potentially superior radiotracer for MM imaging due to higher sensitivity than 8F-
FDG [22].

The current study conducted in patients with newly diagnosed, treatment-naive
MM confirms the higher sensitivity of 1*C-MET PET/CT, with about 50% of subjects
demonstrating more lesions as compared to ¥F-FDG PET/CT, thus being in line
with previous preliminary observations [18-20,22]. Furthermore, we have

investigated for the first time !C-MET PET volume-based biomarkers (TMTV,

TMLU) demonstrating a positive correlation with MM serum markers of tumor



burden such as M component, bone marrow (BM) infiltration, or B2ZM. In contrast,
1BE-FDG derived markers only showed a modest correlation with R32M, while no
association was found with other indicators of disease including albumin, FLC, M
component, or the percentage of BM infiltration by malignant plasma cells
(assessed by random iliac crest BM biopsy). Thus, **C-MET might be considered a
highly sensitive radiotracer to be used as a non-invasive surrogate for the
investigation of MM disease activity, including the detection of minimal residual
disease.

On the other hand, ®F-FDG PET/CT remains the standard technique for the
nuclearmedicine-based evaluation of myeloma, given its availability and the vast
body of experience in various clinical settings. Beyond mere diagnostic accuracy,
BE-FDG has proven its prognostic value in various studies and has even
outperformed magnetic resonance imaging in terms of therapy monitoring and
response assessment [7]. In addition, recent studies with ¥F-FDG PET/CT have
investigated the prognostic value of the new metabolic biomarkers (TMTV and TLG)
and have suggested significant survival implications at baseline and a more precise
quantitation of the glycolytic phenotype of active disease [11,12]. The aim of the
current study was just to compare the performance of C-MET versus F-FDG in
newly diagnosed MM patients, and it was out of the scope to explore the prognostic
value of C-MET due to the small sample size, retrospective nature, short follow up,
and treatment heterogeneity. However, as mentioned above, it is important to
underscore the correlation between volume-based biomarkers and MM tumor
burden markers (both median TMTV and TLMU), which were clearly higher in 11C-
MET PET/CT as compared to *F-FDG PET/CT. Whether this would translate in
better survival prognostication and individually tailored treatment decisions remains
to be investigated. It is necessary to take into account that the short half-life of C-11
makes necessary an on-site cyclotron, which could be a major limitation for the

tracer’s widespread use.

In addition, there is still a need for the standardization of segmentation methods
when calculating TMTV. In the present study, it was decided to segment individually
by an absolute or a relative threshold instead of employing a global threshold of the
CT image, as described by Takahashi et al. [23] or a fixed threshold of 40% of
SUVmax as described by Fonti et al. [24]. In our experience, the use of a fixed cut-
off value does not necessarily work for all patients, especially when focal disease is
present or double tracer studies are carried out (Figure S1). Our proposal is to use a

relative SUVmax threshold (i.e., SUV > 41% of SUVmax) whenever diffuse or



combined uptake is present, while in the presence of FL only, results are not
unequivocal and further studies are needed to achieve a general optimal single
threshold.

Despite all limitations mentioned above, this two-center study is the first that
has investigated 'C-MET PET volume-based biomarkers (TMTV, TLMU) and
demonstrated a correlation between these new *C-MET-PET biomarkers and other
MM prognostic factors [14].

4. Materials and Methods
4.1. Study Description and Patient Population

The study has been approved by the University Hospital of Wrzburg (212/13)
and by the University Clinic of Navarra (161/2015) ethics committees. All patients
signed an informed consent form according to the Declaration of Helsinki. *C-MET
was administered under the conditions of the German and Spanish pharmaceutical
law (German Medicinal Products Act, AMG 813 2b; RD 1015/2009) and in
accordance with the responsible regulatory bodies (Regierung von Oberfranken,
Germany; AEMPS, Spain).

Twenty-two consecutive patients with newly diagnosed, treatment-naive MM
referred for dual tracer (**F-FDG and !C-MET) staging PET/CT were
retrospectively reviewed by PET experts from the University Hospital of Wirzburg
(C.L., Wirzburg, Germany) and University Clinic of Navarra (M.J.G.-V., Pamplona,
Spain). None of the patients have been previously reported in previous publications.
Patients with plasma cell malignancies other than MM (e.g., smoldering myeloma)
were excluded from the analysis. The following characteristics were documented
and subsequently analyzed: age, gender, hemoglobin, calcium, serum creatinine, C-
reactive protein, B2M, albumin, M component, percentage of malignant plasma cell
infiltration as assessed by random bone marrow biopsy of the iliac crest, lactate
dehydrogenase (LDH), platelet count, type of monoclonal component, presence and
level of serum light chains, clinical staging according to the R-ISS, and
chromosomal abnormalities defining high-risk patients: t(4;14) and /or t(14;16)

and/or del(17p). Patients” characteristics are summarized in Tables 2 and S1.

Table 2. Patients’ characteristics.

No. Sex Age Myeloma Type R-ISS High-Risk Cytogenetics
1 male 75 1gG kappa n/a n/a
2 male 64 IgA kappa Stage Il yes

3 male 54 IgA kappa Stage Il no



4 female 56 IgA lambda Stage Il n/a
5 male 59 kappa Stage | no
6 male 48 1gG kappa Stage | no
7 female 74 IgG lambda Stage Il no
8 female 62 1gG kappa Stage | no
9 male 63 kappa Stage llI yes
10 male 47 kappa Stage Il no
11 male 59 1gG kappa Stage | no
12 male 72 IgG lambda Stage Il no
13 male 61 kappa Stage Il yes
14 male 68 IgG kappa Stage Il yes
15 male 61 IgG kappa Stage | no
16 female 61 1gG kappa Stage Il yes
17 male 37 kappa Stage | no
18 male 79 1gG kappa n/a no
19 male 68 kappa Stage Il no
20 female 43 IgG lambda Stage | no
21 male 46 lambda Stage Il yes
22 female 44 1gG kappa Stage Il n/a

n/a = not available; high-risk cytogenetics is defined as t (4;14) and/or t (14;16) and/or del(17p); Ig:
Immunoglobulin; R-ISS = Revised International Staging System.

4.2. PET/CT Acquisition

1BFE-FDG and C-MET were synthesized in-house with a 16 MeV Cyclotron
(Wulrzburg; GE PET trace 6; GE Healthcare, Milwaukee, USA) or an 18 MeV
Cyclotron (Navarra; Cyclone 18/9, IBA Radiopharma Solutions, Belgium). PET/CT
was performed in both institutions on a PET/CT scanner (Siemens Biograph mCT
64, Siemens, Knoxville, USA) within a median interval of 1 day between 8F-FDG
and 'C-MET scans (range, 0-11).

Patients fasted at least 4 hours before ¥F-FDG (3 to 5 MBq/kg) and 'C-MET
injection (6—10 MBq/kg). No adverse effects associated to radiotracer injection were
observed. PET/CT scans were acquired after 60 min (8F-FDG) or 20 min (*C-
MET), using contrast-enhanced CT with dose modulation and a quality reference of
210 mAs (Wirzburg)) or non-contrast-enhanced CT with Care Dose 4D and a
quality reference of 80-120 mAs (Wirzburg, Navarra), including the skull to the
proximal thighs and lower limbs. Consecutively, PET emission data were acquired in

3D-mode with 2 min (Wdirzburg) or 2-3 min (Navarra) emission time per bed



position in the skull to mid-thighs and 1 min/bed in the lower limbs. After decay and
scatter correction, PET data were reconstructed according to standard protocols
consisting of 3D ordinary Poisson ordered-subset expectation maximization (OSEM)
iterative reconstruction with time-of-flight and point spread function modeling, 3
iterations, and 21 subsets, a 2 mm full-width at half-maximum Gaussian post-filter

and a 200 x 200 image matrix.
4.3. PET/CT Assessment

Two experienced nuclear medicine physicians (M.J.G.-V. and C.L.) blinded to the
results of clinical and biologic data visually assessed PET/CT anonymized images.
1BE-FDG PET maximum intensity projection (MIP) and axial/sagittal/coronal images
were reviewed and focal lesions as well as bone infiltration were characterized

following the patterns defined by Moreau et al [7].

For 1'C-MET, every focal uptake with higher activity than the surrounding normal
tissue or contralateral structure was considered positive. Criteria for the diagnosis of
involvement of BM was focally increased 'C-methionine uptake in the BM or
diffusely increased C-methionine in the whole hematopoietic BM with or without
the expansion of BM into distal parts of long bones [14]. BM biopsy, performed
without clinical information nor PET/CT results, served as the standard of reference

in all cases.

Thereafter, ¥F-FDG and '!'C-MET PET/CT images underwent a three-
dimensional volume of interest analysis of the axial and appendicular skeleton with
“PET/CT Viewer Beth lIsrael for FIJI” [25-27]. This software allows calculating
SUVmax, SUVmean and SUVpeak values as well as the new biomarkers MTV,
which were defined for each lesion as the sum of voxels exceeding an absolute
SUV threshold or relative threshold, and the TLG, which was calculated with the

following formula: TLG = P (SUVmean ™ MTV). For C-MET PET, the equivalent

term for TLG was the total lesion methionine uptake (TLMU), which was defined as
MTV times the mean standardized uptake values (SUVmean) within the boundary
[28]. The total MTV (TMTYV) in each patient was defined as the sum of MTV of all the

individual lesions obtained.

For the calculation of tumor volume biomarkers, the software automatically
delineated the tumor volume, requiring operator supervision to discard those
physiological uptakes (bladder, brain, liver, etc.). Later, a threshold was set so that

the software detected all voxels included in that cut-off point. In addition to the 41%



of SUVmax threshold (calculated at the local maximum point) recommended by the
European Association of Nuclear Medicine [29], other absolute (SUV > 1, 3, and 4)
and relative thresholds (SUV > 30% and 50% of SUVmax) were used to segment
the images (Figure S1). Finally, the automatically generated thresholds were
evaluated, and the threshold that best fit with the visually identified active lesions
was chosen. In 8F-FDG PET/CT, the best threshold for segmentation was SUV >
41% of SUVmax in 15/22 patients (68.2%), while in other patients, different
thresholds were eligible because of under- or overestimation. The second most
selected threshold was SUV > 4 in 4/22 patients (18.2%), and the remaining cases
corresponded to a threshold of SUV > 50% SUVmax in 2/22 patients (9.1%) and
SUV >1in 1 patient (4.5%). An example of these different criteria is demonstrated in
Figure S1. In 'C-MET PET/CT, similar results were obtained, with a relative
threshold SUV > 41% SUVmax as the most frequently selected (16/22, 72.7%), and
some cases with different thresholds because of under- or overestimation, SUV >
30% SUVmax (1/22, 4.5%), SUV > 50% SUVmax (1/22, 4.5%), and SUV > 4 (4/22,
18.2%). Overall, in 10 patients with focal disease in ¥F-FDG, different segmentation
methods on FIJI software were employed and are shown in Table S2. Figure S2
shows a representative image of the impaired results of selecting a fixed threshold
of SUV > 41% SUVmax in the case of focal disease. Interestingly, when a diffuse or
combined focal/diffuse pattern was present, only relative thresholds fit better with
the disease extension in all cases. This pattern was also present for C-MET
PET/CT with the exception of two cases with combined infiltration in which SUV > 4

was preferred.
4.4, Statistical Analysis

Quantitative data are presented as the median, inter-quartile range (IQR), and
mean + SD, as appropriate. Spearman correlation was used to estimate linear
relationships. A Chi square or Fisher exact test was conducted for comparison of
frequency data between independent subgroups. The Wilcoxon test was the non-
parametric statistical test used to compare two related samples, matched samples,
or repeated measurements. A comparison of quantitative values from three
independent groups was performed using the Kruskal-Wallis test. Concordance
between *C-MET and ®F-FDG PET imaging was presented in a two-way table. The
level of agreement between the two evaluations was expressed by kappa statistics.
Correlations between categorical and quantitative variables were performed using

Spearman’s Rho.



Statistical analyses were performed in R (version 3.4.4, R Core Team, Vienna,
Austria, 2018) and SPSS (version 22.0; SPSS, Inc. Chicago, IL, USA). All statistical
tests were performed two-sided, and a p-value < 0.05 was considered to indicate

statistical significance.
5. Conclusions

In summary, our preliminary results show that **C-MET seems to be a more
sensitive and accurate surrogate for total myeloma burden as compared to ¥F-FDG.
Our results might stimulate future research and be considered as groundwork for

future prospective studies with larger sample sizes.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2072-
6694/12/4/1042/s1, Table S1: Patients’ characteristics, Table S2: Thresholds selected for FIJI
software, Figure S1: Example of different cut-off values performed for both tracers, Figure S2: Example
of impaired results of a fixed threshold of SUV >41% SUVmax.
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COMUNICACIONES A CONGRESOS Y POSTER

NACIONALES
e 36° Congreso SEMNIM (Palma de Mallorca, 2017).

o FDG PET/CT en la valoracion de respuesta y enfermedad minima

residual en pacientes con mieloma multiple (comunicacion oral).
e 37° Congreso SEMNIM (Oviedo, 2018).

o F-FDG y !C-Metionina PET/TC en pacientes con discrasia de

células plasmaticas (comunicacion oral).

o Estudios PET multitrazador en un modelo murino de mieloma

multiple (comunicacién oral).

INTERNACIONALES
e 30th Annual Congress of the EANM (Vienna, 2017).

o !MC-Methionine versus ®F-fluorodeoxyglucose for PET/CT imaging in
patients with multiple myeloma or other plasma cell malignancies:

initial staging and re- staging (poster).
e 23rd Congress European Hematology Association (Stockholm, 2018).

o Correlation of !C-Methionine-PET and FDG-PET in multiple

myeloma with MRD assessment by flowcitometry (poster).
e 31th Annual Congress of the EANM (Dusseldorf, 2018).

o Multi-tracer PET studies in a murine model of multiple myeloma

(pOster).
e 7th International workshop on PET (Menton, 2018).

o 1C-Methionine and ¥F-FDG PET/CT and MRD assessment by flow

citometry in patients with Plasma Cells Malignancy (poéster).



o 1C-Methionine versus ®F-fluorodeoxyglucose for PET/CT imaging in

patients with Multiple Myeloma: initial staging and relapse (p6ster).






