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1. LA HEMATOPOYESIS 

La hematopoyesis es un proceso fisiológico esencial para el organismo que 
consiste en el mantenimiento y en la formación continua de poblaciones celulares 
sanguíneas. Estas poblaciones se originan a partir de las células madre 
hematopoyéticas (hematopoietic stem cells, HSCs). 

Este proceso fisiológico transcurre durante el desarrollo embrionario y durante la 
etapa adulta con la finalidad de mantener los sistemas sanguíneo y linfático. En 
individuos adultos, la hematopoyesis se lleva a cabo principalmente en la médula 
ósea (MO). La MO es un tejido esponjoso que se alberga en las cavidades 
centrales de los huesos axiales y largos. Proporciona un soporte físico y un nicho 
celular para el desarrollo de las poblaciones sanguíneas, así como el 
microambiente necesario para producir todas las señales reguladoras durante la 
hematopoyesis, mediadas por citocinas, hormonas y mecanismos de cooperación 
celular (1,2). 

Las HSCs existentes en la MO son capaces de reconstituir íntegramente el 
sistema hematopoyético, ya que pueden dar lugar a todas las células de los 
distintos linajes que lo conforman (3) y de otros linajes celulares (4), y es por esa 
razón que se las considera células madre pluripotentes. Las HSCs tienen la 
capacidad de autorenovarse, para poder mantenerse indiferenciadas a largo 
plazo, y de diferenciarse, dando lugar a todos los tipos celulares de cada linaje. 
No obstante, la mayoría de las HSCs se mantiene en fase quiescente y solo una 
fracción de estas avanza en el ciclo celular para poder diferenciarse o 
autorenovarse (5). 

Existen diversos modelos y propuestas sobre el desarrollo de la hematopoyesis, 
así como de la clasificación de los distintos tipos de HSCs y de sus características 
específicas. Comprender la hematopoyesis es fundamental para poder 
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posteriormente estudiar las enfermedades ocasionadas por alteraciones durante 
la diferenciación hematopoyética (1). Uno de los modelos existentes (6) postula la 
existencia de dos tipos de HSCs: Las HSCs de largo plazo (long term HSCs, LT-
HSCs) y las HSCs de corto plazo (short term HSCs, ST-HSCs), y más 
recientemente las de plazo intermedio (intermediate term HSCs, IT-HSCs) (7). 
Estas se diferencian por su capacidad de autorenovación, siendo las LT-HSCs 
aquellas que la conservan más incrementada, mientras que las ST-HSCs, las que 
menos; y por su capacidad de diferenciación, siendo las ST-HSCs las más 
comprometidas para diferenciarse en el resto de progenitores (Figura 1).  

 

Figura 1. Estadios de la diferenciación de las HSCs. Adaptada de Nakamura-
Ishizu et al., 2014 (8). 

 

A partir de las ST-HSCs, se originan los progenitores multipotentes (multipotent 

progenitors, MPPs) para dar lugar a las células de los linajes mieloide y linfoide. 
Se distinguen entonces los progenitores comunes mieloides (common myeloid 

progenitors, CMPs) (9) y los progenitores comunes linfoides (common lymphoid 

progenitors, CLPs) (10). De los CMPs derivan las células de linaje mieloide: 
monocitos, granulocitos, eritrocitos y megacariocitos; y de los CLPs derivan las 
células de linaje linfoide: linfocitos T, linfocitos B y células Natural Killer (NK). No 
obstante, y como se puede observar en la Figura 2, la diferenciación 

take into account the cycling kinetics of HSCs and cannot determine
the duration of the G0 phase of HSCs. It should also be noted
that live HSCs possess dye efflux activity that can, for example,
make their Hoechst 33342 staining appear lower than their actual
DNA content.

Label incorporation-based assays
An alternative approach, which allows quiescence to be monitored
more dynamically, is based on label incorporation by cells (Table 1).
The immortal strand model hypothesizes that adult stem cells divide
asymmetrically, passing newly synthesized DNA strands to
daughter cells for self-protection from mutations (Cairns, 1975).
Based on this theory, cell populations that retain DNA analogs such
as BrdU (5′-bromo-2′-deoxyuridine) are thought to consist of
quiescent HSCs (Cheshier et al., 1999; Fleming, 1993; Goodell
et al., 1996; Zhang et al., 2003). Such BrdU incorporation assays
can also be used to characterize the cycling span of cells (Cotsarelis
et al., 1990). Short-term BrdU incorporation (24 h), for example,
has been used widely to assay the cell cycle state of HSCs and is
biased towards marking rapidly proliferating cells (Passegué et al.,
2005). Analysis using continuous BrdU incorporation (180 days of
BrdU fed to mice) showed that over 99% of HSCs divided once in a
6-month time span (Cheshier et al., 1999). A shorter BrdU
incorporation period of 4-10 days followed by a 70-day chase
period identified only 0.5% of BrdU-retaining cells as HSCs,
suggesting that BrdU retention does not correlate with stem cell
phenotype (Kiel et al., 2007). However, in a similar study, using
more-refined HSC populations, a BrdU pulse for 10-12 days
followed by a 70-day chase revealed that over 30% of HSCs
retained BrdU and were thus dormant (Wilson et al., 2008).
Furthermore, statistical analysis of the BrdU incorporation kinetics
predicted that this subpopulation of dormant HSCs divides once in
∼5 months. These inconsistencies in cell cycle state determined by
BrdU incorporation may be due to the inefficiency of slow cycling
cells to incorporate the dye and to potential effects of the dye itself
on cell cycling (Kiel et al., 2007; Takizawa et al., 2011). In addition
to these inconsistencies, it should be noted that the detection of
BrdU requires cells to be fixed, thus making it impossible to assess
their functional properties.

H2B-GFP retention
As an alternative to BrdU, a fusion protein consisting of histone
H2B fused to GFP (H2B-GFP), which is incorporated into
nucleosome core particles without altering cell division (Kanda
et al., 1998), has been used to assess cell cycling. Transgenic mice
that can be induced to express H2B-GFP may circumvent the
problems of BrdU incorporation. Using induced expression of H2B-
GFP specifically in HSCs, it was shown that HSCs exhibited
dormancy similar to that measured by BrdU assays (Wilson et al.,
2008). Mice that can be induced to express H2B-GFP ubiquitously
have also been used to analyze HSC quiescence (Foudi et al., 2009).
These studies revealed that HSCs retained the highest level of GFP
expression over a 72-week chase, and mathematical analysis of
H2B-GFP retention estimated that all HSCs divide and become GFP
negative within 300 days. However, some promiscuous H2B-GFP
expression has been reported in the absence of the tetracyclin-
responsive element that is used to drive the expression of the fusion
protein, which suggests some limitations of the H2B-GFP retention
model (Challen and Goodell, 2008).

Following cell divisions using dilution assays
Approaches that simply mark cell surface or intracellular proteins,
using in vivo or ex vivo labelling, and subsequently trace cellular
divisions by tracking the retention/loss of the labels have also been
used (Nygren and Bryder, 2008; Takizawa et al., 2011). For
example, 5(6)-carboxyfluorescein diacetate N-succinimidyl ester
(CFSE), which is a fluorescent dye that covalently binds to
intracellular proteins, was used to label HSCs ex vivo and to analyze
HSC cell cycle kinetics (Takizawa et al., 2011). In this study, ex
vivo CFSE-stained HSCs were transplanted into non-irradiated
mice and assayed for label retention in order to monitor their
divisional history in steady state. Single cell and limiting dilution
transplantation combined with mathematical models estimated that
HSCs divide every 39 days on average. Compared with BrdU,
CFSE label retention is more sensitive and efficient in identifying
cell divisions. However, this approach is limited as the HSCs need
to be transplanted and to find their way naturally to the bone
marrow.

Cell cycle phase reporter mice
The methods discussed above have been used to successfully
characterize quiescence and cell cycle status in HSCs, but they each
have a number of disadvantages (Table 1) and are all invasive, i.e.
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hematopoyética es mucho más compleja, ya que las células linaje-comprometidas 
pueden originarse a través de diferentes progenitores y vías de diferenciación.  

 
Figura 2. Jerarquía de la diferenciación hematopoyética en adultos. CD, cúmulo de 
diferenciación; LMPP, Lymphoid-primed MPP - MPP de pre-instrucción linfoide; ELP, early 
lymphoid progenitor - progenitor linfoide temprano; GMP, granulocyte-macrophage progenitor - 
progenitor de granulocitos y macrófagos; MEP, megakaryocyte-erythrocyte progenitor - progenitor 
de megacariocitos y eritrocitos; CDP, common dendritic progenitor - progenitor común dendrítico; 
MDP, monocyte-dendritic cell progenitor - progenitor de monocitos y células dendríticas. Adaptada 
de Rieger y Schroeder, 2012 (11). 
 

Las células que constituyen el sistema hematopoyético se pueden identificar y 
distinguir por la expresión de antígenos y/o cúmulos de diferenciación (CD) que 
se encuentran en la membrana celular, citoplasma o núcleo. Estos CD se emplean 
como marcadores celulares con el objetivo de clasificar poblaciones leucocitarias 

properties of HSCs have been used for prospective iso-
lation, like the increased efflux of the dye Hoechst 33342
(so-called side population, or SP) (Goodell et al. 1996) and
low staining for Rhodamine123 dye (Bertoncello et al.
1985). A further discrimination of SPlower and SPhigher

HSCs also dissected HSCs with myeloid- and lymphoid-
biased repopulation capacity, respectively (Challen et al.
2010). It is important to point out that although trans-
plantation experiments functionally identify HSC proper-
ties, these are stress conditions for the HSCs and for the
organism. They therefore may not reflect functional prop-
erties of homeostatic HSCs. Furthermore, functional HSC

reconstitution behavior depends on the chosen transplan-
tation model. This is particularly problematic for xenograft
settings with human HSCs repopulating murine recipients.
Although this is an extremely important methodology for
analyzing human HSCs, it is important to remember that
HSC properties and behavior in such a different environ-
ment could differ massively from those under conditions in
the human niches (McDermott et al. 2010).

HSCs differentiate into a cascade of progenitor cell
stages with declining multilineage potential before uniline-
age commitment occurs (Kondo et al. 1997; Akashi et al.
2000; Adolfsson et al. 2005; Wilson et al. 2008; Rieger et al.
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en asociación con su grado de madurez o inmadurez y el linaje (12). Los 
progenitores más primitivos, desde las LT-HSCs hasta los MPPs, se caracterizan 
por ser CD34+/CD38-/CD117high. CD90 se encuentra expresado en las LT-HSCs, 
y esta expresión se pierde cuando estas se diferencian hacia ST-HSCs. Los CMPs 
y CLPs continúan expresando CD34 y CD117 y otros marcadores tales como 
CD123 y CD38, en el caso de los progenitores mieloides, y CD135 en el caso de 
los linfoides. Las células linaje-comprometidas dejan de expresar estos 
marcadores más característicos de células inmaduras para expresar los 
marcadores característicos del propio linaje (13).      

La perturbación de los complejos procesos fisiológicos que regulan la 
hematopoyesis puede desencadenar alteraciones hematológicas que 
ocasionalmente conlleven el desarrollo de una neoplasia hematológica. 

 

2. NEOPLASIAS HEMATOLÓGICAS 

Las neoplasias hematológicas constituyen un grupo heterogéneo de 
enfermedades del sistema hematopoyético caracterizadas por perturbaciones en 
la regulación de la hematopoyesis que alteran la producción de uno o varios tipos 
celulares y producen la infiltración de las células afectadas en diversos tejidos 
impidiendo la producción normal del resto de células (14). Los tejidos afectados 
por este grupo de enfermedades incluyen la médula ósea, la sangre periférica y 
los tejidos linfáticos, aunque también pueden verse afectados otros tejidos y 
órganos. Las alteraciones de la hematopoyesis pueden ser debidas a mutaciones 
genéticas o a aberraciones cromosómicas, así como a modificaciones 
epigenéticas producidas en alguno de los estadios celulares del proceso. El origen 
de estas afecciones es diverso, ya que pueden verse alterados distintos tipos 
celulares y vías de señalización y regulación.  
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Según el linaje celular afectado, las neoplasias hematológicas se clasifican en dos 
grandes grupos: Las neoplasias mieloides, cuando las células neoplásicas 
pertenecen al linaje mieloide, y las neoplasias linfoides, cuando las células 
afectadas pertenecen al linaje linfoide. 

 

2.1. Clasificación de la Organización Mundial de la Salud 

Las neoplasias hematológicas se clasifican según los criterios de la Organización 
Mundial de la Salud (OMS) recogidos en Clasificación de Tumores de Tejidos 

Hematopoyéticos y Linfoides. La cuarta edición revisada en el año 2017 es la que 
se ha consultado en la elaboración de esta Tesis Doctoral (15). A continuación, 
se mencionan las categorías principales de neoplasias mieloides y linfoides según 
la OMS y desde el punto 2.2 al punto 2.5 se desarrollarán más extensamente las 
neoplasias hematológicas estudiadas en esta Tesis Doctoral: la leucemia mieloide 
aguda, la leucemia linfoblástica aguda de precursores B y el mieloma múltiple. 

2.1.1. Neoplasias mieloides 

Las neoplasias mieloides se originan debido a alteraciones en la mielopoyesis, 
es decir, el proceso de la hematopoyesis de formación de las células de linaje 
mieloide a partir de los progenitores comunes mieloides.  

Según la OMS 2017, las neoplasias mieloides se clasifican en nueve categorías 
principales: 

i. Neoplasias mieloproliferativas 
ii. Mastocitosis 
iii. Neoplasias mieloides/linfoides con eosinofilia y reorde-

namientos genéticos 
iv. Neoplasias mielodisplásicas/mieloproliferativas 
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v. Síndromes mielodisplásicos 
vi. Neoplasias mieloides con predisposición familiar 
vii. Leucemia mieloide aguda y neoplasias de precursores rela-

cionados 
viii. Neoplasia de células dendríticas plasmacitoides 
ix. Leucemias agudas de linaje ambiguo 

2.1.2. Neoplasias linfoides 

Las neoplasias linfoides se originan debido a alteraciones en la linfopoyesis, es 
decir, el proceso de la hematopoyesis de formación de las células de linaje linfoide 
a partir de los progenitores comunes linfoides.  

Según la OMS 2017, las neoplasias linfoides se clasifican en seis categorías 
principales:   

i. Neoplasias de precursores linfoides 
ii. Neoplasias de células B maduras 
iii. Neoplasias de células T y NK maduras 
iv. Linfomas Hodgkin 
v. Alteraciones linfoproliferativas asociadas a inmunodeficiencias 
vi. Neoplasias histiocíticas y de células dendríticas  

 

2.2. Neoplasias hematológicas estudiadas en esta Tesis Doctoral 

2.2.1. Leucemia mieloide aguda 

2.2.1.1. Definición 

La leucemia mieloide aguda (LMA) es un tipo de neoplasia mieloide caracterizada 
por la expansión clonal de alguno o varios progenitores mieloides y la acumulación 
de estos en la médula ósea y finalmente en la sangre periférica, y en ocasiones 
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en otros tejidos, interfiriendo en las proporciones habituales del resto de células y 
provocando, en consecuencia, neutropenia, anemia y/o trombocitopenia. Las 
células leucémicas se denominan blastos o también mieloblastos, debido a sus 
propias características de inmadurez celular (15). 

La incidencia global de esta enfermedad es de 1 - 4,3 casos por 100.000 
habitantes anualmente, con mayor incidencia en Europa Occidental, Estados 
Unidos y Australia. La edad media de los pacientes en el momento del diagnóstico 
es de 65 años con una ligero predominio entre los hombres (15–17). 

2.2.1.2. Etiología 

El origen de esta enfermedad es multifactorial. Se habla de leucemia mieloide 
aguda secundaria cuando se origina a partir de otra neoplasia hematológica 
mieloide, ya sea un síndrome mielodisplásico o un síndrome mieloproliferativo. 
También se ha observado que ciertos tratamientos aplicados debido a una 
manifestación de una neoplasia previa están relacionados con el desarrollo 
posterior de una LMA relacionada con el tratamiento. Estos incluyen la exposición 
a agentes ionizantes, a inhibidores de las topoisomerasas o a otros agentes 
quimioterapéuticos (18). 

Sin embargo, la LMA se manifiesta en la mayoría de las ocasiones como una 
nueva enfermedad en individuos previamente sanos. En este caso, se habla de 
leucemia mieloide aguda de novo. Las causas por las cuales se desarrolla la LMA 
de novo son diversas y múltiples factores de riesgo pueden provocar alteraciones 
que lleven a un proceso de leucemogénesis, con el consecuente desarrollo de la 
enfermedad. 

Uno de los modelos de ontogenia de la LMA es el sugerido por Gilliland y Griffin 
en el año 2002 (19), el modelo two-hit de leucemogénesis. Este modelo postula 
que los mieloblastos leucémicos se originan tras la aparición de dos lesiones 
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genéticas de diferente clase que de manera cooperativa inician la leucemia, 
aunque ninguna de estas alteraciones la desarrollaría por sí misma. Las 
mutaciones de clase I resultan en una activación constitutiva de receptores de 
superficie celular del tipo tirosina cinasa. Esta activación confiere una ventaja 
proliferativa que deriva en una expansión clonal de los progenitores 
hematopoyéticos afectados, sin efecto en su diferenciación. Las mutaciones de 
clase II, caracterizadas por la formación de genes de fusión, suponen un 
detrimento en la diferenciación hematopoyética y en la posterior activación del 
programa de muerte celular o apoptosis. Actualmente, se considera que las 
alteraciones genéticas que ocurren en primera instancia son las mutaciones de 
clase II, mientras que las de clase I ocurren en una fase más tardía. En la Figura 
3 se ilustra el esquema del modelo propuesto por Gilliland y Griffin. 

 

 

Figura 3. Modelo de cooperación entre mutaciones de clase I y de clase II 
para desarrollar leucemia mieloide aguda. Adaptada de Gilliland y Griffin, 
2002 (19). 
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2.2.1.3. Características clínicas, citomorfológicas y genéticas 

La LMA es una neoplasia mieloide muy heterogénea a nivel citomorfológico, ya 
que se pueden encontrar alteradas diversas poblaciones celulares de linaje 
mieloide; a nivel clínico, ya que el curso de la enfermedad y las manifestaciones 
clínicas que presentan los pacientes son diversos y variados; y a nivel genético, 
ya que han sido exploradas y descritas múltiples alteraciones recurrentes en esta 
entidad, siendo muy diversas entre pacientes (20). 

Las manifestaciones clínicas derivan principalmente de la infiltración de los 
mieloblastos leucémicos en la MO y en otras localizaciones extramedulares. El 
reemplazo del resto de células hematopoyéticas resulta en alteraciones 
hematológicas que conllevan neutropenia, anemia o trombocitopenia. Estas 
alteraciones pueden provocar fiebre, fatiga, sangrado, palidez, dolor óseo, 
infecciones, entre otros síntomas. Los síntomas pueden ser muy variables entre 
pacientes, por lo que es difícil definir unos criterios clínicos característicos (21). 

A nivel citomorfológico, el diagnóstico de la LMA se determina cuando el 
porcentaje de blastos leucémicos presente en la MO, ya sea de mieloblastos, 
monoblastos/promonocitos y/o megacarioblastos, sea igual o superior al 20% 
(22). No obstante, se puede diagnosticar con porcentajes de blastos inferiores al 
20% si hay asociada una translocación de los cromosomas 8 y 21, 
t(8;21)(q22;q22.1); una inversión del cromosoma 16, inv(16)(p13.1;q22); una 
alteración del cromosoma 16, t(16;16)(p13.1;q22) o el gen de fusión PML-RARA 

(15).  

Las alteraciones genéticas de la LMA son muy diversas, heterogéneas y 
complejas (20). Los criterios de la OMS 2017 enumeran las más comunes, 
basándose en los estudios de The Cancer Genome Atlas Research Network del 
año 2013 (23), donde se analizaron los genomas de 200 pacientes con LMA de 

novo utilizando secuenciación completa del genoma (whole genome sequencing) 
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en 50 casos y secuenciación completa del exoma (whole exome sequencing) en 
150 casos. Un promedio de 13 genes se encontraron alterados, de los cuales 5 
resultaron recurrentes. Un total de 23 genes estaban significantemente mutados 
en la LMA (Figura 4). De los 200 pacientes, 199 revelaron una mutación no 
sinónima de una de las nueve categorías de genes relevantes para la patogénesis 
de la LMA (Tabla 1), contribuyendo a ampliar las dos clases de genes del modelo 
two-hit de leucemogénesis (19). 

 
Figura 4. Genes significativamente mutados en 200 pacientes con LMA. 
Adaptada de The Cancer Genome Atlas Research Network et al., 2013 (23). 

 

2.2.1.4. Clasificación 

En 1970, un grupo cooperativo de expertos franco-americano-británicos (FAB) 
dividió la LMA entidad en varios subtipos. Esta clasificación se basó en la 
citomorfología, incluyendo el estado madurativo de los tipos celulares dominantes 
de cada subgrupo (Tabla 2). La clasificación FAB fue publicada en 1976 (24) y 
modificada en 1985 (25,26) y en 1991 (27), cuando se incluyó el subgrupo M0. 
Los subgrupos M0 a M5 corresponden a precursores leucocitarios. Los grupos M6 
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define the clonal composition of each tumor.17,18 
More than half the tumors contained both a 
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identify as many as three independent subclones 
in one tumor sample (Fig. 1C, and Table S1 in the 

Supplementary Appendix). The coverage provided 
by whole-genome sequencing in this study (mean, 
30.54×) limited the power to detect small sub-
clones with VAFs of less than 10% (Fig. S3A in 
the Supplementary Appendix). Exome sequencing 
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y M7 de la clasificación FAB están identificados con precursores de eritrocitos y 
megacariocitos/plaquetas, respectivamente.  

Tabla 1. Grupos funcionales de las alteraciones genéticas de la leucemia mieloide aguda. Adaptada 
de The Cancer Genome Atlas Research Network et al., 2013 (23) y de Swerdlow et al., 2017 (15). 

Clase Tipo Ejemplos de alteraciones 
 

Clase 1 
 

 
Fusiones de factores de transcripción 

 
t(8;21), inv(16), t(15;17) 

 
Clase 2 

 

 
Nucleofosmina 1 (Nucleophosmin 1, NPM1) 

 
Mutaciones en NPM1 

 
Clase 3 

 

 
Genes supresores de tumores 

 
Mutaciones de TP53 y PHF6 

Clase 4 

 
Genes relacionados con la metilación del ácido 
desoxirribonucleico (ADN) 

TET2, IDH1, IDH2 
(hidroximetilación del ADN); 
DNMT3A (ADN 
metiltransferasa) 

 
Clase 5 

 

 
Genes de activación de la señal 

 
Mutaciones de KIT y RAS 

 
Clase 6 

 

 
Genes modificadores de cromatina 

Mutaciones de ASXL1 y 
EZH2; fusiones de KMT2A y 
KMT2A-PTD 

 
Clase 7 

 

 
Genes de factores de transcripción mieloide Mutaciones de CEPBA, 

RUNX1 

 
Clase 8 

 

 
Genes del complejo de la cohesina Mutaciones de STAG2, 

RAD21, SMC1 y SMC2 

 
Clase 9 

 

 
Genes del complejo del espliceosoma Mutaciones de SRSF2, 

U2AF1 y ZRSR2 
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Tabla 2. Clasificación franco-americano-británica (FAB) de la leucemia 
mieloide aguda (25–27). 

Subtipo FAB Nombre 

M0 Leucemia mieloblástica aguda con diferenciación mínima 

M1 Leucemia mieloblástica aguda sin maduración 

M2 Leucemia mieloblástica aguda con maduración 

M3 Leucemia promielocítica aguda (LPA) 

M4 Leucemia mielomonocítica aguda 

M4 eos Leucemia mielomonocítica aguda con eosinofilia 

M5 Leucemia monocítica aguda 

M6 Leucemia eritroide aguda 

M7 Leucemia megacarioblástica aguda 

 

 

La clasificación FAB sigue siendo útil hoy en día y se sigue aplicando para agrupar 
la LMA en subtipos morfológicos. Sin embargo, debido al incremento del 
conocimiento sobre esta enfermedad y por únicamente tener en cuenta la 
citomorfología, esta clasificación ha sido reemplazada por la clasificación de la 
OMS, que además de la citomorfología, tiene en cuenta las características 
citogenéticas, e información sobre la genética molecular y el inmunofenotipo. Su 
versión más reciente (15) es la que se muestra en la Tabla 3. 
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Tabla 3. Clasificación de la Organización Mundial de la Salud de la leucemia mieloide aguda 
(15). 

Tipo Subtipos 

LMA con alteraciones 
genéticas recurrentes 

LMA con t(8;21)(q22;q22); RUNX1-RUNX1T1 

LMA con inv(16)(p13.1q22) o t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11 

LPA con PML-RARA 

LMA con t(9;11)(p21.3;q23.3); KMT2A-MLLT3 

LMA con t(6;9)(p22;q34.1); DEK-NUP214 

LMA con inv(3)(q21.3q26.2) o t(3;3)(q21.3;q26.2); GATA2, 
MECOM 

LMA (megacarioblástica) con t(1;22)(p13.3;q13.3); RBM15-MKL1 

LMA con BCR-ABL1 (entidad provisional) 

LMA con NPM1 mutada 

LMA con mutaciones bialélicas en CEBPA 

LMA con RUNX1 mutado (entidad provisional) 

LMA con cambios relacionados con mielodisplasia 

Neoplasias mieloides relacionadas con la terapia 

LMA no especificada de otro 
modo 

Leucemia mieloblástica aguda con diferenciación mínima 

Leucemia mieloblástica aguda sin maduración 

Leucemia mieloblástica aguda con maduración 

Leucemia mielomonocítica aguda 

Leucemia monoblástica/monocítica aguda 

Leucemia pura eritroide 

Leucemia megacarioblástica aguda 

Leucemia basofílica aguda 

Panmielosis con mielofibrosis aguda 
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2.2.1.5. Inmunofenotipo 

La clasificación de la OMS de la leucemia mieloide aguda (15), especifica el 
inmunofenotipo que presenta cada entidad.  

Los inmunofenotipos más característicos de los diferentes tipos de leucemia 
mieloide aguda son los siguientes: 

LMA con anomalías genéticas recurrentes  

• LMA con t(8;21)(q22;q22); RUNX1-RUNX1T1: subpoblación de blastos 
CD34high, HLA-DRhigh, CD13high, CD33dim y con mieloperoxidasa (MPO) 
elevada; subpoblación con maduración neutrofílica CD15+/CD65+/-; 
escasos blastos con asincronía en la maduración CD34+/CD15+; 
marcadores linfoides CD19, PAX5, CD79a citoplasmático (cCD79a) y 
expresión de desoxinucleotidil transferasa terminal (terminal 

deoxynucleotidyl transferase, TdT) ocasionalmente; CD56 puede 
encontrarse expresado. 

• LMA con inv(16)(p13.1q22) o t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11: 
blastos inmaduros CD34high/CD117high; poblaciones diferenciadas hacia 
linaje granulocítico CD13+/CD33+/CD15+/CD65+/MPO+ y hacia monocítico 
CD14+/CD4+/CD11b+/CD11c+/CD64+/ CD36+/lisozima+. 

• LPA con PML-RARA: MPO+/HLA-DRlow/-/CD34low/-/CD11a+/CD11b+/ 
CD18+/CD13+/-/CD117dim/CD64+.  

• LMA con t(9;11)(p21.3;q23.3); KMT2A-MLLT3: en edad pediátrica se 
han descrito casos CD33high/CD65high/CD4high/HLA-DRhigh/CD13low/ 
CD34low/CD14low; en adultos se encuentran preferiblemente expresados 
marcadores de diferenciación monocítica CD14, CD4, CD11b, CD11c,  
CD64, CD36 y lisozima, con expresión variable de marcadores de 
inmadurez CD34 y CD117, y en algunos casos con expresión de CD56. 
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• LMA con t(6;9)(p22;q34.1); DEK-NUP214: blastos sin un fenotipo 
mieloide que pueden expresar MPO, CD9, CD13, CD33,  CD38, CD123 
y HLA-DR y en la mayoría de casos expresan CD117, CD34, CD15, CD64 
y TdT.  

• LMA con inv(3)(q21.3q26.2) o t(3;3)(q21.3;q26.2); GATA2, MECOM: 
blastos CD34+/CD33+/CD13+/CD117+HLA-DR+; expresión aberrante de 
CD7; algunos casos expresan marcadores megacariocíticos CD41 y 
CD61. 

• LMA (megacarioblástica) con t(1;22)(p13.3;q13.3); RBM15-MKL1: los 
megacarioblastos expresan CD41, CD42b y/o CD61; pueden ser 
CD13+/CD33+ y normalmente son negativos para CD34, CD45 y HLA-DR.  

• LMA con BCR-ABL1 (entidad provisional): expresión de CD13, CD33 
y CD34. Expresión aberrante de CD7, CD19 y TdT. 

• LMA con NPM1 mutada: expresión de marcadores mieloides 
CD33+/CD13+/-; los marcadores de inmadurez suelen ser CD117+/ 
CD123+/CD110+/HLA-DR-/CD34-; subgrupo con perfil monocítico 
CD36+/CD64+/CD14+. 

• LMA con mutaciones bialélicas en CEBPA: HLA-DR+/CD15+; 
marcadores aberrantes CD7+ y CD56-. 

• LMA con RUNX1 mutado (entidad provisional): blastos CD13+/CD34+/ 
HLA-DR+ con expresión variable de CD33, marcadores monocíticos y 
MPO.  
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LMA con cambios relacionados con mielodisplasia 

Debido a la gran heterogeneidad de esta entidad, los inmunofenotipos pueden ser 
también de gran complejidad. Los blastos expresan los marcadores CD13 y CD33 
de manera aberrante o débil; los casos de displasia multilínea presentan blastos 
HLA-DRlow/CD117low/CD135low/CD38low; los blastos CD34+/TdT+/CD7+ están 
asociados a aberraciones de los cromosomas 5 y 7; en los casos de LMA 
secundaria a síndrome mielodisplásico, se detecta una subpoblación de blastos 
CD34+/CD38low/HLA-DRlow; los marcadores CD7 y CD56 se encuentran 
expresados aberrantemente de manera habitual. 

Neoplasias mieloides relacionadas con la terapia 

No existe un inmunofenotipo específico para la LMA relacionada con la terapia 
por tratarse de un grupo muy heterogéneo. Los blastos suelen expresar los 
marcadores CD34, CD13, CD33 y MPO.  

LMA no especificada de otro modo 

• Leucemia mieloblástica aguda con diferenciación mínima: 
caracterizada por la presencia de antígenos de hematopoyesis temprana 
(CD34, CD38 y HLA-DR) así como por la falta de antígenos de 
maduración mieloide y monocítica; blastos CD13+/CD117+/CD33+/-

/CD38low/HLA-DRlow; sin expresión de marcadores citoplasmáticos B o T 
CD3, CD79a o CD22 citoplasmáticos; positividad en algunos casos para 
TdT y CD7.  

• Leucemia mieloblástica aguda sin maduración: caracterizada por una 
subpoblación de blastos MPO+/CD13+/CD33+/CD117+; la mayoría de 
casos presentan fenotipo CD34+/HLA-DR+; sin marcadores de 
maduración granulocítica o monocítica; sin presencia de marcadores 
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citoplasmáticos B o T CD3, CD79a o CD22; expresión aberrante 
ocasional de CD7 junto con CD2, CD4, CD19 o CD56. 

• Leucemia mieloblástica aguda con maduración: con presencia de la 
combinación de marcadores mieloides CD13, CD33, CD65, CD11b y 
CD15; expresión de CD34, CD117 y HLA-DR en subpoblaciones de 
blastos; expresión aberrante de CD7 ocasionalmente.  

• Leucemia mielomonocítica aguda: subpoblaciones de blastos con 
antígenos mieloides CD13+/CD33+/CD65+/CD15+; subpoblaciones con 
marcadores de diferenciación monocítica; subpoblaciones de blastos 
inmaduros CD34+/CD117+; ocasionalmente CD7+ y expresión aberrante 
de otros marcadores de manera infrecuente. 

• Leucemia monoblástica/monocítica aguda: expresión de CD13, CD33, 
CD15 y CD65; expresión de marcadores de diferenciación monocítica 
CD14, CD4, CD11b, CD11c, CD64, CD68 y CD36; expresión ocasional 
de CD34 y frecuente de CD117 y HLA-DR; CD7 y CD56 se expresan 
aberrantemente de manera ocasional.  

• Leucemia eritroide pura: eritroblastos CD71+/CD235a+; blastos 
CD117+/HLA-DR-/CD34-.  

• Leucemia megacarioblástica aguda: megacarioblastos 
CD41+/CD61+/CD42b+; presencia de marcadores mieloides CD13 y 
CD33. CD45, CD34 y HLA-DR pueden ser negativos. También puede 
haber expresión aberrante de CD7. 

• Leucemia basofílica aguda: blastos CD13+/CD33+/CD123+/CD203c+ 

/CD11b+ y negativos para marcadores monocíticos; CD34 y CD117 son 
poco habituales. CD9, CD22 citoplasmático y TdT son marcadores que 
se pueden expresar aberrantemente. 
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• Panmielosis con mielofibrosis aguda: blastos CD34+ coexpresando 
algún marcador mieloide (CD13, CD33 y/o CD117). 

2.2.2. Leucemia linfoblástica aguda de precursores B 

2.2.2.1. Definición 

La leucemia linfoblástica aguda (LLA) es una neoplasia linfoide caracterizada 
por una interrupción en la diferenciación de los precursores linfoides durante la 
linfopoyesis. Esta interrupción se puede dar en diferentes fases de la linfopoyesis. 
Viene acompañada de un incremento de la proliferación de los precursores 
afectados y la acumulación de estos, denominados también blastos o 
linfoblastos, en la MO y expansión a otros tejidos, como a la sangre periférica, 
provocando una pérdida del homeostasis celular, así como sucede en la LMA. 
Cuando las células afectadas son de origen B, se habla de leucemia linfoblástica 
aguda de precursores B (LLA-B), en cambio, cuando las afectadas son de origen 
T, se habla de leucemia linfoblástica aguda de precursores T (LLA-T) (15). 

La incidencia global de esta enfermedad es de 1 - 4,75 casos por 100.000 
habitantes anualmente, siendo el 75% de los casos LLA-B y el 25% LLA-T. Es una 
enfermedad más predominante en niños/as menores de 6 años (75% de los casos 
de LLA) y especialmente más devastadora en adultos (15–17).      

2.2.2.2. Etiología 

El origen de esta entidad patológica es todavía desconocido. En la mayoría de 
casos aparece como una neoplasia de novo en individuos previamente sanos. 

Existe una mayor prevalencia de esta neoplasia en la población pediátrica con 
síndrome de Down, así como en individuos pediátricos portadores de otras 
alteraciones genéticas constitucionales (28). Otros factores de predisposición 
están relacionados con la exposición a radiaciones ionizantes, pesticidas, ciertos 
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disolventes (29) o a virus como el Epstein-Barr y el virus de la inmunodeficiencia 
humana (30,31). 

Estudios de genome-wide association han demostrado la asociación entre la 
presencia de ciertos polimorfismos de nucleótido único (single nucleotide 

polymorphisms, SNPs) de genes tales como GATA3, ARID5B, IKF1, CEBPE y 
CDKN2A/B y el riesgo a desarrollar LLA (32–34). Si bien, a pesar de que las 
aberraciones cromosómicas son una característica principal en la LLA, no son 
suficientes para iniciar la leucemia. 

Por lo tanto, y como en la mayoría de cánceres, la LLA probablemente surge de 
las interacciones entre exposiciones exógenas y endógenas, y de la 
susceptibilidad genética del propio individuo, tal y como se ilustra en la Figura 5 
(35). De entre  esas exposiciones, las hipótesis más aceptadas postulan que la 
LLA puede iniciarse por una respuesta inmunitaria anómala ante infecciones 
víricas o bacterianas, especialmente durante la edad pediátrica (36,37). 

 

 

Figura 5. Causalidad compuesta de la leucemia linfoblástica aguda. Adaptada de Inaba 
et al., 2013 (35). 
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2.2.2.3. Características clínicas, citomorfológicas y genéticas 

Las manifestaciones clínicas de la LLA-B son consecuencia de la acumulación 
de precursores linfoides malignos en la médula ósea, en sangre periférica y en 
otras localizaciones extramedulares. Esta acumulación de blastos puede causar 
citopenias (trombocitopenia o leucopenia) y anemia. Los síntomas más comunes 
incluyen fiebre, pérdida de peso, fatiga e infecciones.  

Según los criterios citomorfológicos, el diagnóstico de LLA-B requiere la 
presencia de un mínimo del 20% de blastos en la médula ósea. En caso que este 
porcentaje sea menor, se recurre a la denominación de linfoma linfoblástico B 
(LLB). Los blastos varían desde ser pequeños en tamaño, con un diámetro entre 
14 y 20 µm, el doble de los linfocitos pequeños, con escaso citoplasma y cromatina 
condensada, a blastos con un diámetro superior a 20 µm, con cantidades 
moderadas de citoplasma y cromatina dispersa. Generalmente, los linfoblastos 
son bastante uniformes y difícilmente se puede distinguir entre blastos de tipo B y 
de tipo T (15,24). 

Las diferentes alteraciones genéticas que presenta la LLA-B describen los 
subtipos biológicos y clínicos. Estas alteraciones se dividen en tres subgrupos: [1] 
translocaciones cromosómicas que resultan en nuevos genes de fusión que 
expresan proteínas leucemogénicas o en la sobreexpresión de oncogenes; [2] 
grupos de ploidía establecidos caracterizados por la ganancia o pérdida de ciertos 
cromosomas; y [3] otras alteraciones. En la Tabla 4 se detallan las alteraciones 
genéticas clínica y biológicamente relevantes para los tres subgrupos (38). 
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Tabla 4. Subgrupos genéticos de leucemia linfoblástica aguda de precursores B clínica 
y biológicamente relevantes. Adaptada de Moorman, 2012 (38). 

Subgrupo 1: Translocaciones 
cromosómicas / genes de fusión Genes 

t(12;21)(p13;q22) ETV6-RUNX1 

t(1;19)(q23;p13)/der(19)t(1;19)(q23;p13) TCF3-PBX1 

t(4;11)(q21;q23) MLL-AFF1 

t(11;19)(q23;p13.3) MLL-MLLT1 

Otras translocaciones de MLL 6q27 (MLLT4), 9p21 (MLLT3), 
10p12 (MLLT10), 1p32 (EPS15) 

t(9;22)(q34;q11.2) BCR-ABL1 

t(17;19)(q22;p13) TCF3-HLF 

Translocaciones IGH@-CEBP 19q13 (CEBPA, CEBPG), 20q13 (CEBPB), 
14q11 (CEBPE), 8q11 (CEBPD) 

Otras translocaciones IGH@ 
1q21 (BCL9), 1q24 (LHX4), 5q31 (IL3), 6p22 (ID4), 
7p14 (TRG@), 11q23 (?), 11q24 (mir-125b), 12p13 

(BCL1), 17q21 (IGF2BP1), 19p13 (EPOR) 

t(X;14)(p22;q32)/t(Y;14)(p11;q32) IGH@-CRLF2 

del(X)(p22.33p22.33)/del(Y)(p11.32p11.32) P2RY8-CRLF2 

Subgrupo 2: Ploidía Número de cromosomas 

Casi haploidía < 30 cromosomas 

Hipodiploidía moderada / Casi triploidía 30-39 / 60-78 cromosomas 

Elevada hiperdiploidía 51-65/67 cromosomas 
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Tabla 4 (continuación). Subgrupos genéticos de leucemia linfoblástica aguda de 
precursores B clínica y biológicamente relevantes. Adaptada de Moorman, 2012 (38). 

Subgrupo 3: Otros Definición 

Amplificación intracromosomal del 
cromosoma 21 Amplificación de 21q22.11-21q22.12 

Cariotipo complejo 
Cinco o más alteraciones cromosómicas no 
relacionadas en ausencia de otra alteración 

establecida 
 

2.2.2.4. Clasificación 

Así como para la LMA, existe una clasificación de la LLA basada en la morfología 
celular propuesta por el grupo FAB en 1976 (24) y asociada a la clínica en 1981 
(39). Esta clasificación dividió la LLA, tanto de precursores B como de precursores 
T, en tres subtipos (L1, L2 y L3), basándose en el tamaño celular, las 
características del citoplasma, la presencia/ausencia y el tamaño del nucleolo, la 
vacuolización y la basofilia (Tabla 5). 

Tabla 5. Clasificación franco-americano-británica (FAB) de la leucemia 
linfoblástica aguda. Adaptada de Bennet et al., 1976 (24). 

Subtipo FAB Características 

L1 
Células pequeñas (14 - 20 µm de diámetro), cromatina homogénea, 
núcleo regular, nucleolo no visible, escaso citoplasma, basofilia 
moderada y vacuolización variable 

L2 

Células grandes (> 20 µm de diámetro) y heterogéneas, cromatina 
heterogénea, núcleo irregular, nucleolo presente y grande, 
citoplasma moderadamente abundante, basofilia y vacuolización 
variable 

L3 
Células grandes y homogéneas, cromatina homogénea, núcleo 
regular, nucleolo prominente, citoplasma moderadamente 
abundante, basofilia intensa y vacuolización prominente 
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Además de la clasificación FAB, la OMS clasifica la leucemia linfoblástica aguda 
de precursores B teniendo en cuenta las alteraciones genéticas en grupos 
clínicamente relevantes. La LLA-B o LLB se incluye en el grupo de neoplasias de 
precursores linfoides, donde también se incluyen la LLA-T (o linfoma linfoblástico 
de precursores T, LLT) y la leucemia/linfoma linfoblástico de células NK. En la 
Tabla 6 se detalla la clasificación de la LLA-B/LLB según la versión del año 2017 
publicada por la OMS (15). 

Tabla 6. Clasificación de la Organización Mundial de la Salud de la leucemia 
linfoblástica aguda de precursores B / linfoma linfoblástico de precursores B 
(15). 

Tipo Subtipos 

Leucemia/linfoma linfoblástico de precursores B, no especificado de otro modo 

Leucemia/linfoma 
linfoblástico de precursores 
B con alteraciones genéticas 
recurrentes 

Leucemia/linfoma linfoblástico B con 
t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1  

Leucemia/linfoma linfoblástico B con t(v;11q23.3); 
reordenamiento de KMT2A 

Leucemia/linfoma linfoblástico B con 
t(12;21)(p13.2;q22.1); ETV6-RUNX1 

Leucemia/linfoma linfoblástico B con hiperdiploidía 

Leucemia/linfoma linfoblástico B con hipodiploidía 

Leucemia/linfoma linfoblástico B con 
t(5;14)(q31.1;q32.1); IGH-IL3 

Leucemia/linfoma linfoblástico B con 
t(1;19)(q23;p13.3); TCF3-PBX1 

Leucemia/linfoma linfoblástico B BCR-ABL1 like 

Leucemia/linfoma linfoblástico B con iAMP21 
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2.2.2.5. Inmunofenotipo 

A continuación, se describen los inmunofenotipos más característicos de los 
diferentes subtipos de LLA de precursores B (15): 

LLA-B no especificada de otro modo 

Los linfoblastos se caracterizan por ser CD19+/cCD79a+/cCD22+, así como 
CD10+/CD22+/CD24+/TdT+ en la mayoría de los casos; puede haber expresión 
aberrante de CD33 y CD13. Según el grado de diferenciación del precursor de 
linaje B, existe una expresión diferencial de CD10, así como de inmunoglobulinas 
citoplasmáticas (cytoplasmic immunoglobulin, cIg) y de superficie (surface 

immunoglobulin, sIg): 

• LLA pro-B: CD19+/cCD79a+/cCD22+/TdT+/CD10-/cIgµ-/sIg- 

• LLA-B común: CD19+/cCD79a+/cCD22+/TdT+/CD10+/cIgµ-/sIg- 

• LLA pre-B:  CD19+/cCD79a+/cCD22+/TdT+/CD10+/-/cIgµ+/sIg- 

• LLA-B madura: CD19+/cCD79a+/cCD22+/TdT+/CD10-/+/cIgµ-/sIg+ 

LLA-B con alteraciones genéticas recurrentes 

• LLA-B con t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1: blastos CD10+/CD19+/ 
TdT+; expresión frecuentemente aberrante de CD13, CD33 y cCD66. 

• LLA-B con t(v;11q23.3); reordenamiento de KMT2A: blastos con 
fenotipo de célula pro-B CD19+/CD10- y expresión de CD15. 

• LLA-B con t(12;21)(p13.2;q22.1); ETV6-RUNX1: blastos CD19+/CD10+/ 
CD34+; frecuente expresión aberrante de CD13.  

• LLA-B con hiperdiploidía: blastos típicos de célula B CD19+/CD10+ y 
también CD34+. 
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• LLA-B con hipodiploidía: blastos con fenotipo de célula pre-B 
CD19+/CD10+/-/cIgµ+. 

• LLA-B con t(5;14)(q31.1;q32.1); IGH-IL3: blastos CD19+/CD10+. 

• LLA-B con t(1;19)(q23;p13.3); TCF3-PBX1: blastos con fenotipo de 
célula pre-B CD19+/CD10+/-/cIgµ+. 

• LLA-B BCR-ABL1 like: blastos CD19+/CD10+. 

• LLA-B con iAMP21: no existe información detallada del inmunofenotipo. 

2.2.3. Mieloma múltiple 

2.2.3.1. Definición 

El mieloma múltiple (MM) es una neoplasia linfoide caracterizada por la 
proliferación monoclonal y la acumulación de células plasmáticas (CPs) malignas 
en la médula ósea. Además de encontrarse en la MO, las CPs malignas pueden 
infiltrarse a sangre periférica y a otros tejidos y órganos extramedulares, 
sobretodo en estadios más tardíos del curso de la enfermedad (15).  

En la mayoría de pacientes, el MM se caracteriza por la secreción por parte de las 
CPs malignas de la misma inmunoglobulina (Ig) monoclonal formada por una 
cadena pesada (IgG, IgA, IgM, IgE o IgD) y una cadena ligera, restringida a ser κ 
o λ. Esta inmunoglobulina monoclonal se conoce como proteína monoclonal 
(proteína M). En el 15-20% de los pacientes, únicamente son secretadas las 
cadenas ligeras libres monoclonales por parte de las células mielomatosas. Entre 
el 1% y 5% de los pacientes no secreta ni proteína M ni cadenas ligeras 
monoclonales (40).  

La incidencia global de la enfermedad varía entre 1 - 6,63 por 100.000 habitantes 
por año. Es una neoplasia que se acostumbra a presentar con más frecuencia en 
hombres que en mujeres y en pacientes mayores de 50 años (16,17). 
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2.2.3.2. Etiología 

Las causas que provocan el mieloma múltiple son todavía desconocidas, aunque 
varios estudios han analizado diferentes factores de riesgo potenciales para 
desarrollar esta enfermedad. Algunos autores han relacionado el desarrollo del 
MM en pacientes expuestos a las radiaciones originadas tras la explosión de 
armas nucleares (41). Sin embargo, otros estudios posteriores no obtuvieron una 
relación asociativa (42). También ha sido estudiada la exposición a pesticidas, 
agentes infecciosos, disolventes, bencenos, entre otros compuestos (43,44), sin 
resultados concluyentes.  

Los estudios de genome-wide association han identificado loci genéticos 
asociados a un riesgo incrementado de padecer MM. También se han identificado 
SNPs que provocan la activación de MYC, asociada a la progresión a MM (45).  

En la mayoría de casos, el MM viene precedido por una alteración pre-maligna 
denominada gammapatía monoclonal de significado incierto (GMSI), que se 
caracteriza por la presencia de proteína M y la ausencia de síntomas de mieloma 
u otra enfermedad linfoproliferativa (46).  

El mieloma múltiple, así como las alteraciones hematológicas relacionadas con 
las células plasmáticas, se desarrolla cuando se producen translocaciones 
cromosómicas que involucran a genes de las cadenas pesadas de 
inmunoglobulina (immunoglobulin heavy chain, IGH) o aneuploidías, que 
confieren una ventaja selectiva en la proliferación celular de las células 
plasmáticas y alteran la producción normal de inmunoglobulinas. Ello provocaría 
una expansión clonal que puede llevar al desarrollo de la GMSI y posteriormente 
del MM, siempre y cuando se produzcan eventos genéticos secundarios. En la 
Figura 6 se ilustra un esquema del desarrollo de las diferentes gammapatías 
monoclonales (47). 
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Figura 6. Desarrollo de las gammapatías monoclonales. Adaptada de Kumar et al., 2017 (47). 
 

2.2.3.3. Características clínicas, citomorfológicas y genéticas 

La mayoría de los pacientes con mieloma múltiple presentan unas características 
clínicas relacionadas con alteraciones en ciertos órganos producidas por las CPs 
malignas, ya sea por su acumulación o por la secreción de la proteína M y/o de 
citocinas. Estas alteraciones se presentan en una o más de las siguientes 
manifestaciones clínicas: hipercalcemia, insuficiencia renal, anemia y lesiones 
óseas (hypercalcemia, renal insufficiency, anemia, and bone lesions; CRAB). 
Otras manifestaciones clínicas incluyen infecciones, sangrado y ocasionalmente 
afecciones neurológicas. 

A nivel citomorfológico, las CPs malignas se diferencian de las CPs normales 
en varios aspectos. Por un lado, presentan anomalías relacionadas con el núcleo 
de la célula, tales como la condensación anómala de la cromatina, o bien, núcleo 
irregular. Por otro, existen cambios relacionados con el citoplasma, incluyendo la 
coloración y las inclusiones formadas a causa del metabolismo alterado de las 

Células plasmáticas clonales Células plasmáticas malignas clonales

Iniciación Progresión

Centro germinal Médula ósea Sangre periférica

Célula B post-
centro germinal GMSI Mieloma múltiple 

quiescente
Mieloma 
múltiple

Leucemia 
de CPs

Eventos genéticos primarios:
• Translocaciones de IGH
• Hiperdiploidía

Eventos genéticos secundarios:
• Alteraciones en los números de copias
• Hipometilación del ADN
• Mutaciones adquiridas
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inmunoglobulinas. Según el paciente, las CPs malignas presentan diferentes 
grados de diferenciación (48). 

Por lo que se refiere a las alteraciones genéticas, el MM es considerado una 
enfermedad biológicamente heterogénea, ya que se presentan alteraciones muy 
diversas relacionadas con esta enfermedad. Como se ha explicado anteriormente, 
existen unas alteraciones primarias del tipo translocaciones cromosómicas y 
aneuploidías y otras secundarias, que llevan finalmente al desarrollo de la 
enfermedad. En la Tabla 7 se destacan las más frecuentes (15,47). 

2.2.3.4. Clasificación 

La clasificación de la OMS del año 2017 (15) incluye el mieloma múltiple dentro 
de la categoría de neoplasias de células B maduras, específicamente en del grupo 
de neoplasias de células plasmáticas. Este grupo incluye: [1] gammapatía 
monoclonal de significado incierto; [2] mieloma múltiple o mieloma de células 
plasmáticas; [3] plasmacitoma; [4] enfermedades por depósito de proteína 
monoclonal; y [5] neoplasias de células plasmáticas asociadas a síndromes 
paraneoplásicos.  

El mieloma múltiple se define según las siguientes características: más de un 10% 
de células plasmáticas malignas en médula ósea o evidencias de plasmacitoma 
extramedular y al menos un evento definitorio de mieloma, ya sea una 
característica CRAB o un marcador de malignidad1 (49).  

Existen, además, tres variantes del mieloma múltiple que dependen de los 
síntomas manifestados, los niveles de proteína M, el porcentaje de células 
plasmáticas malignas y su grado de infiltración. Las variantes en cuestión son las 
siguientes:  

 
1 ≥ 60% células plasmáticas malignas, ratio de cadenas libres en suero ≥ 100 o más de una lesión 
focal.  
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Tabla 7. Alteraciones genéticas del mieloma múltiple. Adaptada de Kumar et al., 2017 (47) y 
de Swerdlow et al., 2017 (15). 

Alteraciones cromosómicas  

Hiperdiploidía Trisomía de los cromosomas  
3, 5, 7, 9 11, 15, 19 y 21 

 
Translocación de CCND1,  

CCND2 y CCND3 

t(11;14)(q13;q32) 

t(12;14)(p13;q32) 

t(6;14)(p21;q32) 

Translocación de NSD2 t(4;14)(p16;q32) 

 
Translocación de MAF 

t(14;16)(q32;q23) 

t(14;20)(q32;q11) 

t(8;14)(q24;q32) 

Alteraciones genéticas secundarias 

KRAS, NRAS, FAM46C, DIS3, TP53, BRAF, TRAF3, PRDM1, CYLD, RB1,  
IRF4, EGR1, MAX, HIST1H1E y ACTG1 

Alteraciones epigenéticas 

Alteración de la metilación del ADN 

Alteración de la estructura de la cromatina 

Desregulación de microARNs 

 

• Mieloma múltiple quiescente: Este tipo de mieloma presenta células 
plasmáticas clonales en la médula ósea entre el 10% y el 60% y/o niveles 
de proteína M en suero ≥ 30g /L. Sin embargo, no presenta ninguno de 
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los eventos definitorios del mieloma múltiple. Es una forma de mieloma 
que se encuentra entre la GMSI y el MM plenamente desarrollado. 

• Mieloma múltiple no secretor: Las células plasmáticas malignas no 
producen secreción de proteína M en el 1% y el 3% de los mielomas 
múltiples. Esta proteína M es producida por las CPs, pero no secretada 
al plasma. Se detectan cadenas libres presentes en suero o bien ratios 
alteradas. Las características clínicas se manifiestan a un nivel 
moderado. 

• Leucemia de células plasmáticas: Esta variante presenta más de un 
20% de células plasmáticas malignas respecto al total de leucocitos en 
sangre periférica o un recuento absoluto superior a 2 x 109 /L. 

2.2.3.5. Inmunofenotipo 

En el mieloma múltiple, las células plasmáticas malignas presentan un 
inmunofenotipo ligeramente diferente al de las células plasmáticas normales, por 
lo que será esencial determinarlo adecuadamente y poder discernir entre las dos 
poblaciones celulares.  

Las CPs normales se caracterizan por ser principalmente CD45low, CD38high y 
expresar CD138. En cambio, las CPs malignas expresan CD38 con menor 
intensidad, CD138 con mayor intensidad y CD45 puede ser negativo o de 
expresión muy débil. Las CPs normales presentan una heterogeneidad en la 
expresión de CD19, así como de CD81, son positivas para CD27 y CD81 y no 
expresan CD56, o en muy baja intensidad. Sin embargo, las células plasmáticas 
aberrantes se caracterizan por la falta de CD19 y por expresar CD27 en menor 
intensidad y no tener expresión de CD81. También presentan una expresión 
aberrante de antígenos tales como CD56 y CD117. Las CPs normales expresan 
proporciones similares las cadenas ligeras κ y λ y, en cambio, las CPs malignas 
están restringidas a la expresión de un solo tipo de cadena ligera (50–52).  
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2.3. Herramientas de diagnóstico integrado 

En el diagnóstico de las neoplasias hematológicas, es esencial combinar el 
estudio de las manifestaciones clínicas que presente el paciente con las 
características morfológicas, inmunofenotípicas y genéticas que presentan las 
células neoplásicas. En las Tablas 8, 9 y 10 se hace un resumen de las principales 
herramientas para el diagnóstico de la LMA, la LLA-B y el MM, respectivamente. 

Tabla 8. Herramientas para el diagnóstico de la leucemia mieloide aguda. Adaptada 
de Döhner et al., 2017 (53). 

Procedimientos para establecer el diagnóstico Procedimientos adicionales 

Recuento sanguíneo completo y diferencial Historia demográfica, médica, familiar, sanguínea 

Citomorfología del aspirado de médula ósea Examen físico 

Citomorfología de la biopsia de médula ósea Análisis de comorbilidades  

Inmunofenotipado 
Análisis bioquímicos; test de coagulación; análisis 
de orina; test de hepatitis A, B y C; test del virus de 
la inmunodeficiencia humana 1 

Análisis citogenéticos y genéticos 

Tipaje de alelos del sistema antígeno leucocitario 
humano (human leukocyte antigen, HLA) para 
establecer la elegibilidad para trasplante alogénico 
de médula ósea 

Citogenética 
Radiografía de tórax, electrocardiograma, 
ecocardiografía 

Detección de mutaciones genéticas (NPM1, 
CEPBA, RUNX1, FLT3, TP53 y ASXL1) 

Punción lumbar 

Detección de reordenamientos genéticos (PML-

RARA, CBFB-MYH11, RUNX1-RUNX1T1, BCR-

ABL1, otros genes de fusión) 
Almacenamiento de muestras en biobanco 

 

La sangre periférica y los aspirados o biopsias de médula ósea son los tejidos 
principalmente analizados en el diagnóstico de estas neoplasias hematológicas 
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(15). En el caso de las leucemias agudas, también se analiza el líquido 
cefalorraquídeo (53,54), indicado para el estudio de la infiltración extramedular, y 
en el caso del mieloma múltiple, el tejido óseo, para conocer si existen lesiones 
osteolíticas mediante tecnologías de imagen (55,56). 

Tabla 9. Herramientas para el diagnóstico de la leucemia linfoblástica aguda de 
precursores B. Adaptada de Hoelzer et al., 2016 (54). 

Procedimientos para establecer el diagnóstico Procedimientos adicionales 

Recuento sanguíneo completo y diferencial Historia demográfica, médica, familiar, sanguínea 

Citomorfología del aspirado o biopsia de médula 
ósea y de sangre 

Examen físico 

Citomorfología del fluido cerebroespinal Análisis de comorbilidades  

Inmunofenotipado 
Análisis bioquímicos, test de coagulación, análisis 
de orina 

Análisis citogenéticos y genéticos 

Tipaje de alelos de HLA para establecer la 
elegibilidad para trasplante alogénico de médula 
ósea 

Citogenética 
Radiografía de tórax, electrocardiograma, 
ecocardiografía 

Detección de reordenamientos genéticos (BCR-

ABL1, MLL-AFA4, TCF3-PBX1, ETV6-RUNX1, 
otros genes de fusión) 

Punción lumbar 

Detección de mutaciones genéticas (no 
implementado a nivel clínico) 

Almacenamiento de muestras en biobanco 

 

Diagnosticar y definir correctamente la entidad es, por lo tanto, de gran 
importancia para poder establecer un pronóstico y un tratamiento adecuado. Las 
herramientas de diagnóstico incluyen la citomorfología, para definir la morfología 
y las características celulares; el inmunofenotipado, mediante citometría de flujo 
e inmunohistoquímica, para identificar la expresión aberrante de antígenos; y la 
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citogenética y genética molecular, para identificar las aberraciones 
cromosómicas y alteraciones genéticas que presenta la entidad. La integración de 
estas herramientas es imprescindible para identificar, clasificar y definir el 
tratamiento de las neoplasias hematológicas. Dada esta aproximación integrada 
y multimodal requerida para el diagnóstico y clasificación de las neoplasias 
hematológicas, es recomendable que estos estudios de diagnóstico se realicen 
acorde con las manifestaciones clínicas del paciente y se informen en un 
documento único e integrado (15). 

En los siguientes subapartados, se detallarán estas herramientas para el 
diagnóstico integrado de las enfermedades hematológicas y cómo se aplican para 
el análisis de las neoplasias estudiadas en la Tesis Doctoral. 

Tabla 10. Herramientas para el diagnóstico del mieloma múltiple. Adaptada de Caers et 
al., 2018 (55) y Moreau et al., 2017 (56). 

Procedimientos para establecer el diagnóstico  

Recuento sanguíneo completo y diferencial Examen físico 

Electroforesis de suero y/u orina para evaluación 
de la proteína M 

Análisis de comorbilidades  

Cuantificación de inmunoglobulinas (IgG, IgA, IgM), 
caracterización de cadenas pesadas y de cadenas 
ligeras libres 

Análisis bioquímicos 

Determinación de albúmina, β2-microglobulina, 
proteína C-reactiva y lactato deshidrogenasa (LDH) 

Test renal y hepático 

Evaluación de lesiones óseas (tecnologías de 
imagen) 

Análisis citogenéticos y genéticos 

Citomorfología del aspirado o biopsia de médula 
ósea 

Citogenética 

Inmunofenotipado 
Detección de reordenamientos cromosómicos y 
deleciones por FISH (t(4;14), del(17p), y t(14;16)) 

Determinación de creatinina sérica y niveles de 
calcio 

Detección de mutaciones genéticas (no 
implementado a nivel clínico) 
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2.3.1. Citomorfología 

La citomorfología comprende el estudio de las características celulares mediante 
microscopia óptica y electrónica. En las enfermedades hematológicas, es 
necesario identificar la morfología celular, las proporciones de las diversas 
poblaciones celulares y sus características, tanto a partir de sangre periférica 
como de médula ósea. 

Para determinar las diversas poblaciones celulares, se realizan frotis de sangre 
periférica y médula ósea y se tiñen con May-Grünwald-Giemsa o Wright-Giemsa 
para la visualización óptima de los gránulos citoplasmáticos y de la cromatina 
nuclear (57). Los recuentos celulares obtenidos del análisis de la sangre periférica 
generalmente deberían ser acordes con los resultados obtenidos mediante el 
contador hematológico. Las poblaciones que se cuantifican en la médula ósea son 
las siguientes: blastos, promonocitos, promielocitos, mielocitos, metamielocitos, 
neutrófilos en banda, neutrófilos segmentados, eosinófilos, basófilos, monocitos, 
linfocitos, células plasmáticas, precursores eritroides y mastocitos. Los 
megacariocitos no son tenidos en cuenta para el cálculo de los porcentajes finales 
(15). 

En el caso de la leucemia mieloide aguda, la citomorfología ayuda a definir, por 
un lado, el porcentaje de blastos sobre el total de las poblaciones celulares, y por 
otro, la morfología de estos para determinar el linaje afectado (Figura 7a). El 
porcentaje de blastos será definitorio de leucemia mieloide aguda si este es 
superior al 20% en MO. Porcentajes menores determinan anemias refractarias 
con exceso de blastos tipo I o II, o LMA en caso de que haya asociada una 
translocación de los cromosomas 8 y 21, t(8;21)(q22;q22.1), una inversión del 
cromosoma 16, inv(16)(p13.1;q22), una alteración del cromosoma 16, 
t(16;16)(p13.1;q22), o la fusión PML-RARA (15). Según la morfología que 



Introducción 

67 
 

presenten los blastos, la LMA se puede clasificar en una de las categorías FAB 
(25–27). 

En la leucemia linfoblástica aguda, la citomorfología no determinará si los 
blastos leucémicos son de origen B o T, aunque sí indicará su grado de 
maduración y, por lo tanto, en qué categoría FAB se clasifican (24) (Figura 7b). 
Como en la LMA, el límite inferior de blastos que se debe detectar mediante 
citomorfología en MO es del 20%. Porcentajes inferiores al 20% pueden estar 
relacionados con linfomas linfoblásticos, si además van acompañados de 
ausencia de infiltración de blastos en la sangre periférica (15).  

En el mieloma múltiple se determinará el porcentaje de células plasmáticas 
malignas (Figura 7c) para el diagnóstico y clasificación en las diversas variantes. 
Un porcentaje de CPs malignas mayor al 60% representa uno de los eventos 
definitorios de malignidad en el mieloma. Porcentajes inferiores al 10% de CPs 
deberán ir acompañados de otros eventos definitorios para poder diagnosticar la 
enfermedad (49). 

 

 

Figura 7. Citomorfología de células malignas. (A) Blastos correspondientes a una leucemia 
mieloide aguda M1. Tinción Wright-Giemsa. Adaptada de Mihova, 2013 (58). (B) Blastos 
correspondientes a una leucemia linfoblástica aguda L1. Tinción Wright-Giemsa. Adaptada de 
Mihova, 2013 (59). (C) Células plasmáticas maduras malignas correspondientes a un mieloma 
múltiple. Tinción May-Grünwald-Giemsa. Adaptada de Ribourtout et al., 2015 (48). 

A B C
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2.3.2. Inmunofenotipado 

Una vez conocidas las características clínicas y citomorfológicas, se procede a la 
caracterización inmunofenotípica, necesaria en el diagnóstico integrativo de cada 
una de las entidades. Con la finalidad de permitir la clasificación de la neoplasia 
hematológica adecuadamente, es necesario realizar el inmunofenotipado en el 
momento del diagnóstico, que definirá el estado de maduración de la célula 
maligna, y proporcionará de la información inmunofenotípica para el seguimiento 
pertinente de la evolución de la enfermedad (15). 

La citometría de flujo multiparamétrica (CFM) es la tecnología 
mayoritariamente utilizada para estudiar el inmunofenotipo de las neoplasias 
hematológicas (60). Permite analizar miles de células en un período de tiempo 
muy corto y combinar múltiples marcadores simultáneamente para conocer 
detalladamente el fenotipo de las poblaciones neoplásicas. Los avances de las 
últimas décadas relativos a mejoras en la instrumentación de los citómetros y la 
disponibilidad de un amplio abanico de anticuerpos y fluorocromos (61), han 
mejorado la capacidad de esta tecnología para discriminar poblaciones celulares 
normales de aquellas con aberraciones inmunofenotípicas, siendo clave en el 
diagnóstico de las neoplasias hematológicas. Además, debido a su alta 
sensibilidad, será una herramienta de gran utilidad en la determinación de la 
enfermedad residual medible (ERM) durante el seguimiento de los pacientes (62–
64).  

El principio de funcionamiento de esta tecnología reúne la combinación de tres 
componentes principales: un sistema fluídico, un sistema óptico y un sistema 
electrónico (Figura 8). Estos sistemas permiten analizar las características de 
dispersión de la luz y fluorescencia de células en suspensión y también de otros 
elementos como microorganismos, el núcleo o preparaciones de cromosomas 
(65).  
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Figura 8. Componentes principales de un citómetro de flujo. 
Adaptada de Adan et al., 2017 (66).  

 

El sistema fluídico del citómetro permite direccionar las células mediante un 
fluido acompañante, que envuelve la muestra. Para evitar la mezcla del 
espécimen y del fluido acompañante, el movimiento del fluido sigue un patrón de 
flujo laminar (67), es decir, un movimiento en el cual el fluido se dispone en 
láminas paralelas. Al llegar a la zona de análisis, la región central donde se 
dispone el espécimen se va estrechando y, por tanto, la velocidad del flujo 
incrementa. En la cámara de análisis se produce un efecto de enfoque 
hidrodinámico, utilizado en la mayoría de citómetros para el diagnóstico clínico, 
que permite el preciso posicionamiento de las células gracias al fluido 
acompañante y a la diferencia de presiones entre muestra y fluido.  

Las células atraviesan la cámara de análisis de forma individual para llegar al 
punto de intersección entre el láser y la célula, denominado punto de 
interrogación. En el punto de interrogación, el haz de luz de cada láser del 
citómetro excita los fluorocromos de las células de la forma más uniforme posible. 

Fluorochromes and their properties

The number of intrinsically fluorescent compounds in the cell
is limited as well as its provided information. Therefore, the
cells are usually stained with fluorescent probes called
fluorochromes that are able to show the presence of

components that otherwise would not be visible. Fluorescent
probes are used in a wide range of applications such as
identification of different cell populations, cell surface
receptors or intracellular organelles, cell sorting, immuno-
phenotyping, determining nucleic acid content, measuring
enzyme activity and apoptotic cell populations (Macey,
2010).

The important features of a fluorochrome include an
absorption spectrum at which a fluorescent compound can be
excited and a range of emitted wavelengths called its emission
spectrum. The emission wavelength of any fluorochrome will
always be longer than its excitation wavelength (Ormerod,
2009). The difference between the maxima in the wavelengths
of absorption and emission is known as the Stoke’s shift that
determines how good a fluorochrome. The higher the Stoke’s
shift means, the greater the separation between the exciting
and the emitted light (Figure 6) (Ormerod, 2009). Since the
color of the exciting and emitting light is different, they can
be separated from one another by using optical filters. The
total photons of light being absorbed by the fluorochrome are
related to the wavelength of excitation. For example, FITC
absorbs the light within the range of 400–550 nm, however, it
gives maximum absorbance near 490 nm at which more
photons are absorbed. Therefore, the fluorescence emission
will be more intense. These optimal conditions are termed
maximal absorbance and maximal emission wavelengths
(Ormerod, 2009). In fluorescence detection, a positive
signal is observed against a negative background, which
makes this technique very sensitive. In this technique,
multiparametric analysis of the cells is quite possible due to
the detection of up to 14 compound fluorescing at different
wavelengths. The majority of applications provide the usage
of up to four fluorochromes (Ormerod, 2009).

Figure 3. Signal processing and detection.
Components of a flow cytometer are also
indicated.

Figure 4. Sorting cells by droplet deflection.

166 A. Adan et al. Crit Rev Biotechnol, 2017; 37(2): 163–176

D
ow

nl
oa

de
d 

by
 [I

zm
ir 

Y
uk

se
k 

Te
kn

ol
og

i E
ns

tit
us

u]
 a

t 0
6:

21
 1

1 
O

ct
ob

er
 2

01
7 

SISTEMA FLUÍDICO

SISTEMA 
ÓPTICO

SISTEMA 
ELECTRÓNICO

Láseres

Lentes

Detectores

Ordenador

Filtros



Introducción 

70 
 

La fluorescencia emitida, así como la dispersión de la luz frontal y lateral, se 
recoge mediante el sistema óptico. El sistema óptico está conformado por una 
serie de filtros que permiten separar emisiones de la fluorescencia según su 
longitud de onda y dirigirlas a los distintos detectores del sistema electrónico.  

El sistema electrónico consta de tubos fotomultiplicadores (photomultiplier 

tubes, PMTs) que convierten los fotones de luz que llegan a los detectores en un 
impulso eléctrico. Los fotodiodos de avalancha pueden convertirse en una 
alternativa a los PMTs, dado que son fotodetectores con una eficiencia cuántica 
de detección superior que permite obtener mejores resultados en el análisis de 
longitudes de onda espectros de emisión superiores a 400 nm y hasta 1100 nm, 
mientras que los PMTs permiten convertir longitudes de onda de hasta 800 nm, 
con una eficiencia cuántica inferior (68). La señal electrónica convertida por los 
detectores genera un pulso de voltaje, caracterizado por su altura, anchura y área, 
muy útil en la discriminación de agregados celulares (61). Esta señal electrónica 
finalmente es procesada por el sistema informático acoplado al citómetro para 
obtener y almacenar datos y realizar el análisis pertinente de la información 
recogida (65).  

Los parámetros que analiza el citómetro de flujo se engloban en dos subtipos 
básicos: los parámetros de dispersión de la luz y los parámetros de fluorescencia. 
Los parámetros de dispersión de la luz proporcionan información de la dispersión 
frontal (forward scatter, FSC), que generalmente se asocia con el tamaño de las 
partículas analizadas; y de la dispersión lateral (side scatter, SSC), que se asocia 
con la complejidad celular (65). La combinación del FSC y SSC resulta muy útil 
para distinguir las distintas poblaciones leucocitarias (linfocitos, monocitos y 
granulocitos) así como los blastos, debido a sus diferencias en tamaño y 
complejidad (61), sin necesidad de realizar ningún tipo de marcaje de 
fluorescencia. Para poder detectar aquellos marcadores de interés, las muestras 
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deben ser preparadas previamente, dado que las características de 
autofluorescencia  no permiten generalmente distinguir subpoblaciones celulares, 
a pesar de existir componentes celulares intrínsecamente fluorescentes (69).  

El procedimiento de inmunofenotipado tiene la finalidad de detectar 
marcadores biológicos específicos (antígenos, receptores, proteínas, enzimas, 
etc.) a nivel de célula única y sobre un gran número de ellas, por lo que los 
especímenes a estudiar son sometidos a inmunoreacciones en presencia de 
anticuerpos monoclonales conjugados covalentemente a fluorocromos. Si el 
marcador biológico sujeto a estudio se encuentra expresado en las células a 
analizar, y si la inmunoreacción se ha producido eficientemente, como resultado, 
el anticuerpo habrá reconocido a su antígeno mediante una unión específica al 
epítopo correspondiente. Al adquirir los especímenes en el citómetro de flujo, el 
fluorocromo conjugado será excitado por la luz del láser. La luz emitida será 
recogida a través de los filtros del sistema óptico y transformada en una señal 
electrónica (70). De este modo, se podrán detectar marcadores celulares a nivel 
de la membrana, a nivel citoplasmático o a nivel nuclear. 

En la Clasificación de Tumores de Tejidos Hematopoyéticos y Linfoides de la OMS 
(15) se detalla el inmunofenotipo que pueden presentar las células neoplásicas 
de cada entidad, como es el caso de la LMA, la LLA-B y el MM, con el objetivo de 
poder identificarlas y así como de poder diferenciarlas de otras entidades, en 
combinación con el resto de pruebas diagnósticas.  

Según Craig y Foon (60), los pasos a seguir para el diagnóstico de una neoplasia 
hematológica mediante CFM son los siguientes: [1] identificación de células de 
distintos linajes y de su grado de madurez; [2] detección de células anómalas a 
través de la identificación de expresiones antigénicas aberrantes; [3] 
documentación detallada del inmunofenotipo de las células aberrantes; [4] 
evaluación de la información disponible y de su potencial en poder distinguir una 
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entidad; [5] información inmunofenotípica que proporcione un valor pronóstico 
adicional, incluyendo la identificación de dianas para la potencial utilización de 
terapias dirigidas.  

Para analizar diversos marcadores de forma simultánea, las muestras se 
incubarán en presencia de combinaciones específicas de anticuerpos 
monoclonales. Estas combinaciones específicas de anticuerpos se denominan 
paneles multicolor. Para ello, es preciso determinar qué marcadores son 
necesarios detectar y cuál es el fluorocromo al que debe estar unido el anticuerpo 
que detectará dicho marcador después de la inmunoreacción. Existen 
recomendaciones consenso para la elección de fluorocromos (51,64), así como 
herramientas proporcionadas por diversas casas comerciales para el diseño de 
los paneles. Cabe tener en cuenta que los citómetros de flujo utilizados en el 
diagnóstico clínico permiten detectar y discriminar una cantidad limitada espectros 
de emisión, por lo general, entre 8 y 10 colores. Por tanto, si es necesario 
determinar un número de marcadores en una muestra superior al número de 
detectores del citómetro de flujo, será necesario el diseño de paneles en los que 
se realicen combinaciones de los diferentes marcadores a evaluar, y que permitan 
obtener una información diagnóstica completa (61). Para facilitar el uso de 
paneles multicolor, la revista científica Cytometry, revista oficial de la Sociedad 
Internacional para el Avance en Citometría (International Society for Advancement 

of Cytometry, ISAC) ha generado una colección de artículos que incluyen la 
descripción de paneles multicolor denominados OMIPs. Los OMIPs, del inglés, 
optimized multicolor immunofluorescence panels, son publicaciones especiales 
que detallan nuevos paneles multicolor diseñados y optimizados para su 
aplicación en citometría de flujo y otras tecnologías basadas en fluorescencia 
policromática. Esta iniciativa se ha desarrollado con el objetivo de que puedan ser 
usados por distintos laboratorios, y crear de este modo nuevos OMIPs; además 
de poder disponer de paneles multicolor revisados y reglados (71,72). 
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Las mejoras en esta tecnología han permitido incrementar el número de 
fluorocromos estudiados simultáneamente, la cantidad de células analizadas, el 
tiempo de adquisición y la resolución de las poblaciones, permitiendo estudiar de 
forma simultánea, rápida y eficiente múltiples características dentro de un mismo 
tipo celular. Además, se han desarrollado recomendaciones de consenso para la 
estandarización entre los diferentes laboratorios de diagnóstico (73,74), siendo de 
gran importancia en el establecimiento de protocolos de preparación de 
especímenes, valores de referencia y bases de datos. 

A continuación, se presentan las estrategias a seguir para la realización del 
inmunofenotipado en el momento del diagnóstico de la leucemia aguda y del 
mieloma múltiple mediante citometría de flujo. 

2.3.2.1. Inmunofenotipado de la leucemia aguda 

La red europea de leucemia European Leukemia Net (ELN) propone un panel 
común (75) para el inmunofenotipado mediante CFM en caso de sospecha de 
leucemia aguda. Este panel común permite discernir entre leucemia aguda 
mieloide, linfoblástica o de fenotipo mixto; determinar el grado de maduración de 
las células leucémicas; identificar el linaje afectado (precursores B o T, en caso 
de la LLA); así como posibles marcadores aberrantes que puedan expresar las 
células neoplásicas. Este panel forma parte del proyecto Harmonemia, realizado 
por un grupo de expertos con el objetivo de obtener datos de CFM comparables 
de una manera simple, rápida y robusta (76). 

En Tabla 11 se especifican los marcadores del panel común de leucemia aguda 
propuesto por la ELN. 

En primera instancia, la combinación del marcador leucocitario común CD45 junto 
con el SSC delimitará las poblaciones leucocitarias de linfocitos, monocitos y 
granulocitos maduros, así como los precursores eritrocitarios, caracterizados por 
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la ausencia de este marcador (77). La población de células leucémicas también 
se podrá identificar mediante la combinación de ambos parámetros, aunque, 
según el tipo de leucemia aguda, esta población presentará una expresión más o 
menos intensa e incluso negativa de CD45. Por lo tanto, su determinación servirá 
como primera orientación (78). La TdT es un ADN polimerasa presente en el 
núcleo de los blastos de LLA de precursores B o T, y en algunas LMA inmaduras. 
Al estar ausente en linfomas, servirá para discernir entre estas entidades (75). 

Los siguientes marcadores del panel ayudarán a discernir entre LMA o LLA de 
precursores B o T. El marcador CD3 citoplasmático se expresa en LLA-T (79), la 
mieloperoxidasa (MPO) es una enzima característica del linaje mieloide (80) y el 
marcador CD79a citoplasmático es característico de células B (81).  

Tabla 11. Panel común de leucemia aguda propuesto por la ELN. Adaptada de Béné et 
al., 2011 (75). 

 
 

Para una orientación rápida 
 
 

• CD45 

• CD3 citoplasmático, MPO, CD79a citoplasmático, 
TdT 

• CD7, CD2, CD10, CD22 (citoplasmático o de 
superficie), sIg, CD13, CD33 y CD34 

Clasificación del linaje y definición 
de entidades clínicas 

• HLA-DR, CD1a, CD4, CD5, CD8, CD3, Igµ 
(citoplasmático), CD14, CD117, CD56, CD65, 
CD41 o CD61, CD235 o CD36 

 
Orientación de la terapia dirigida, 

dependiendo del tipo de leucemia y 
del ensayo clínico considerado 

 

• CD20, CD22, CD33 y CD52 
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Otros marcadores ayudaran a discriminar también las poblaciones de origen T 
(CD7 y CD2), B (CD10, CD22 e inmunoglobulinas de superficie) o mieloide (CD13 
y CD33). El marcador de inmadurez CD34 se puede expresar en los blastos y en 
las células madre leucémicas (leukemic stem cells, LSCs) de la mayor parte de 
leucemias agudas (15,82,83).  

Una vez se ha procedido a clasificar el linaje de la leucemia aguda, se 
caracterizará la entidad de una forma más exhaustiva para poder determinar 
entidades clínicas específicas (15). Para ello, se analizará la expresión de otros 
marcadores específicos del tipo de leucemia determinado, así como de 
marcadores característicos de otros linajes, para estudiar si las células leucémicas 
presentan una expresión aberrante de otras moléculas. 

2.3.2.2. Inmunofenotipado del mieloma múltiple 

El inmunofenotipado en el momento del diagnóstico del mieloma múltiple es 
necesario para identificar, detectar y cuantificar las células plasmáticas malignas 
presentes en la MO. La CFM permitirá diferenciar las CPs malignas de las 
normales gracias a la determinación de marcadores tanto de superficie como 
intracelulares que se expresan distintamente en ambas poblaciones. Además, 
también será de gran importancia en el diagnóstico diferencial entre el mieloma 
múltiple y otras afecciones (84,85). 

Según las recomendaciones del grupo cooperativo European Myeloma Network 
(55), para diferenciar entre CPs normales y malignas es necesario que diseñar un 
panel multicolor que permita el análisis de marcadores característicos de células 
plasmáticas. CD38, CD138 y CD45, junto con las características de FSC y SSC, 
son los marcadores y parámetros básicos para distinguir las células plasmáticas. 
Para discernir la expresión aberrante de marcadores y así identificar las CPs 
malignas, se añadirán otros marcadores de membrana tales como CD19, CD56, 
CD117, CD20, CD28, CD27 y CD81. Finalmente, la identificación de la expresión 
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de las cadenas ligeras κ y λ, expresadas a nivel citoplasmático, permitirá conocer 
si existe una restricción clonal a una de las cadenas por parte de la población de 
CPs determinada.  

2.3.3. Citogenética y genética molecular 

Los estudios citogenéticos son de gran utilidad el diagnóstico de la mayor parte 
de neoplasias hematológicas, ya que permiten determinar aberraciones a nivel 
cromosómico de las células malignas. A nivel clínico, las técnicas citogenéticas 
utilizadas se engloban en la citogenética convencional, que incluye el cariotipado, 
y en la citogenética molecular, que incluye la hibridación in situ fluorescente 
(fluorescence in situ hybridization, FISH). La genética molecular será también 
necesaria para detectar mutaciones o reordenamientos del genoma asociados a 
la neoplasia hematológica. Las técnicas moleculares que se utilizan a nivel 
diagnóstico se basan en la reacción en cadena de la polimerasa (polymerase 

chain reaction, PCR). 

La citogenética convencional es la disciplina citogenética que comprende el 
estudio del cariotipo, es decir, del número y estructura de los cromosomas que 
conforman el núcleo de las células. El cariotipado de las células obtenidas de 
especímenes procedentes de médula ósea o sangre periférica permitirá evaluar y 
detectar anomalías cromosómicas estructurales (inversiones, translocaciones y 
deleciones) y anomalías numéricas (aneuploidías); siendo relevante para definir 
los diferentes subtipos de leucemias agudas de la OMS (15) y para caracterizar 
el mieloma múltiple, así como para definir el pronóstico citogenético de estas 
entidades (53,86–88). Para realizar el cariotipado, las células obtenidas son 
sometidas a un proceso de proliferación y secuestro mitótico para disponer de 
preparaciones cromosómicas en la metafase del ciclo celular, asumiendo así su 
conformación más condensada y por tanto adecuada para la visualización de los 
cromosomas. Para revelar los detalles estructurales de los cromosomas en la 
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metafase, se realiza una técnica de tinción basada en el uso de Giemsa: el bandeo 
G (89). El colorante de Giemsa se une al ADN cromosómico generando bandas 
más oscuras para las regiones heterocromáticas y bandas más claras para las 
regiones donde la cromatina está menos condensada. Una vez visualizados, 
identificados, pareados y ordenados los cromosomas de cada célula, se 
representan en un mapa citogenético, tal y como se muestra en la Figura 9, y se 
determinan las anomalías cromosómicas para finalmente obtener el cariotipo del 
paciente, acorde con la nomenclatura especificada en el Sistema Internacional 
para la Nomenclatura Citogenética Humana (90).  

 
Figura 9. Mapa citogenético de un cariotipo obtenido mediante bandeo G de 
un subclon de LMA con monosomía del cromosoma 7. Adaptada de Ma et al., 
2015 (91). 

 

Las limitaciones de esta técnica incluyen la necesidad de obtener un número 
mínimo de células en metafase, la posible morfología cromosómica alterada que 
puede dificultar la detección de alteraciones, y el límite de resolución a la 
detección de reordenamientos mayores a 10-20 megabases (89). No obstante, la 
determinación del cariotipo en el diagnóstico de las neoplasias hematológicas es 
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de obligatoria realización según las recomendaciones actuales (53–55), debido a 
que permite analizar la totalidad de los cromosomas y obtener así un mapa 
detallado de las anomalías citogenéticas que pueda presentar el paciente.  

Técnicas citogenéticas más sofisticadas, como son la técnica de FISH y el array 

de hibridación genómica comparativa, se engloban en el campo de la 
citogenética molecular. Estas técnicas han permitido incrementar el 
conocimiento de ciertas anomalías cromosómicas debido a su mayor resolución 
respecto a la citogenética convencional y a su mayor aplicabilidad, dado que 
permiten detectar anomalías cromosómicas de células interfásicas (92,93). A nivel 
clínico, la técnica de FISH se utiliza para detectar alteraciones específicas en los 
cromosomas mediante sondas complementarias a la secuencia genética unidas 
covalentemente a un fluorocromo. La unión de la sonda a su región de ADN 
complementaria se puede detectar y visualizar mediante microscopía de 
fluorescencia (Figura 10). Se realiza como técnica complementaria a la 
citogenética convencional, para determinar alteraciones indetectables mediante 
la técnica de bandeo G o facilitar la caracterización de reordenamientos 
complejos; y siendo de obligatoria realización si no es posible obtener el cariotipo.  

 
Figura 10. FISH de color dual en el núcleo de 
cromosomas metafásicos con una prueba BCR/ABL en 
una LLA-B. Las señales de fusión positivas para la 
translocación BCR-ABL1 están indicadas con flechas. 
Adaptada de Jarošová et al., 2000 (94). 
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Para el diagnóstico de la LMA, las alteraciones cromosómicas que se determinan 
son los reordenamientos PML-RARA, RUNX1-RUNX1T1, CBFB-MY11, KMT2A y 
las fusiones genéticas de EVI1 o las pérdidas de los cromosomas 5q, 7q o 17p 
(53). En LLA-B el reordenamiento BCR-ABL1 será de importante determinación 
para definir el subtipo LLA-B con t(9;22)(q34.1;q11.2), y así iniciar un protocolo 
específico de tratamiento basado en inhibidores de la tirosina cinasa (tyrosin-

kinase inhibitors, TKIs) (95). Otros reordenamientos crípticos a determinar son el 
del gen KMT2A y el reordemamiento ETV6-RUNX1 (54,96). Para determinar 
reordenamientos cromosómicos en el mieloma múltiple, se ha de hacer una 
separación previa de las células plasmáticas CD138+ para determinar la presencia 
de anomalías genéticas tales como translocaciones que involucren el locus IGH o 
la deleción de 17p (55,97). 

Los reordenamientos detectados mediante citogenética convencional y/o 
molecular se confirmarán y cuantificarán mediante técnicas de genética 
molecular basadas en PCR cuantitativa a tiempo real (real time quantitative PCR, 
RT-qPCR), con la finalidad de identificar los genes de fusión resultantes de los 
reordenamientos cromosómicos. La cuantificación del número de transcritos de 
los genes de fusión será necesaria para el posterior seguimiento de la enfermedad 
(53–55). 

En referencia a la LMA, existen alteraciones genéticas que no son detectables 
mediante técnicas citogenéticas, aun siendo especialmente importantes en la 
definición de la OMS de subtipos de LMA (15). Por lo tanto, se deberá recurrir a 
técnicas moleculares basadas en PCR y secuenciación de Sanger o a técnicas 
de RT-qPCR (53) para su confirmación. En el diagnóstico de esta entidad, se 
determinará si existen mutaciones de los genes NPM1, CEPBA, RUNX1 y también 
de FLT3 (tanto para duplicaciones internas en tándem como para el dominio 
tirosina cinasa), entre otras mutaciones relevantes. Las mutaciones de FLT3 no 
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definen un subgrupo de LMA. Sin embargo, y debido a su relevante impacto 
pronóstico, su determinación será necesaria (98,99). 

Recientemente, han surgido técnicas moleculares más avanzadas como la PCR 
digital, la secuenciación masiva de nueva generación (next generation 

sequencing, NGS) y los microarrays de expresión o de hibridación genómica 
comparativa. Estas tecnologías podrían ayudar a diagnosticar el pronóstico de los 
pacientes con más eficacia, con la finalidad de definir un tratamiento más 
específico, además de suponer un avance fundamental en el conocimiento de 
estas enfermedades. Sin embargo, estas tecnologías todavía no están 
establecidas en la rutina clínica habitual, restringiendo su uso a nivel de 
investigación o en ensayos clínicos (23,100–105). 

 

2.4. Seguimiento de las neoplasias hematológicas 

Las técnicas de diagnóstico mencionadas anteriormente son también de gran 
utilidad en el seguimiento del paciente, permitiendo la evaluación de la respuesta 
al tratamiento. El seguimiento del paciente mediante dichas técnicas ayuda a 
determinar si la enfermedad ha remitido parcial o completamente, si por lo 
contrario hay persistencia o progresión, o si se produce una recaída, siendo crítico 
en la toma de decisiones terapéuticas.  

El seguimiento las neoplasias hematológicas estudiadas en esta Tesis Doctoral, 
entre otras, se realiza en primera instancia mediante el estudio de la 
citomorfología, donde se determina el grado de persistencia de las células 
malignas, así como si las proporciones homeostáticas de las poblaciones 
celulares han sido reestablecidas, recogiendo los resultados obtenidos en el 
mielograma. De este modo, se podrá determinar si se cumplen los criterios de 
remisión o respuesta completa (RC). La presencia de menos de un 5% de 
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células aberrantes será una de las características para poder definir una RC del 
tratamiento de la neoplasia hematológica (53,54,56). 

Además de la realización de los análisis citomorfológicos de la MO durante el 
seguimiento del paciente, es necesario el uso de tecnologías más sensibles para 
estimar mejor la reducción de la enfermedad después de la terapia, 
proporcionando información acerca de la evolución de la neoplasia y de la 
respuesta al tratamiento en cada paciente de manera individual. Mediante 
citometría de flujo multiparamétrica y técnicas de biología molecular se pretende 
cuantificar la enfermedad residual medible, hasta hace poco tiempo 
denominada enfermedad residual mínima. La ERM es el porcentaje de células 
malignas detectables en el paciente durante el tratamiento y en la remisión, por 
encima de la sensibilidad de la técnica empleada, del orden de 10-3 a 10-6, a 
diferencia de la citomorfología, que solo permite una sensibilidad de 5 x 10-2. Tal 
y como se muestra en la Figura 11 (106), la RC determinada por citomorfología 
puede venir acompañada de una persistencia de ERM que conlleve a una recaída 
hematológica. Por otro lado, cabe destacar que incluso habiendo asumido una 
ERM negativa determinada según la sensibilidad de la tecnología utilizada, 
finalmente se puede producir una recaída de la enfermedad. 

 
Figura 11. Términos de enfermedad residual medible en función de la sensibilidad de la 
tecnología utilizada. Adaptada de Brüggemann et al., 2012 (106). 
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En la LLA de precursores B, la determinación de la ERM después del tratamiento 
de inducción y consolidación tiene un impacto pronóstico independiente muy 
importante, identificando pacientes con ERM positiva como un grupo de riesgo 
elevado y siendo utilizada en la toma de decisiones terapéuticas (107–109). En la 
LMA, debido a la heterogeneidad de la enfermedad (20), la ERM no es uno de los 
estándares para tomar decisiones terapéuticas (53). Si bien, debido a que ciertos 
estudios han demostrado la importancia de la ERM como factor pronóstico 
(110,111), se espera que la integración de los factores definidos en el diagnóstico 
y en la determinación de la ERM puedan ser informativos en las decisiones 
terapéuticas (112). En el MM, la ERM se incluye en los criterios de respuesta 
(113), habiéndose relacionado el estatus de la ERM con la supervivencia libre de 
progresión y la supervivencia global de los pacientes (114,115). 

Actualmente, la ERM se determina mediante protocolos basados en citometría de 
flujo multiparamétrica y tecnologías moleculares basadas en la PCR. Hay que 
mencionar que en los últimos años están emergiendo nuevas tecnologías como 
la PCR digital y la NGS, que también pueden utilizarse para la determinación de 
la ERM. Cada metodología difiere en su aplicabilidad y en su sensibilidad para 
detectar y cuantificar la ERM. No obstante, los protocolos para determinar la ERM 
tanto mediante tecnologías actuales como emergentes no han sido 
estandarizados, haciendo de su utilización clínica todavía un reto. 

2.4.1. Tecnologías basadas en citometría de flujo multiparamétrica 

Una vez se ha caracterizado el inmunofenotipo de las células malignas, y con el 
objetivo de monitorizar la evolución de la enfermedad mediante citometría de flujo, 
se diseñará un panel de marcadores que permita determinar la enfermedad 
residual medible. El umbral actual de determinación de positividad o negatividad 
de la ERM es del 0,1% para la LMA, 0,01% para la LLA-B y 0,001% para el MM 
(116–118). Por lo tanto, la sensibilidad de esta tecnología vendrá determinada en 
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función de la patología a monitorizar y oscilará entre 10-3 y 10-5, pudiendo llegar 
hasta 10-6.  

La ventaja clave de la citometría de flujo multiparamétrica en la determinación de 
la ERM de estas enfermedades reside principalmente en la amplia aplicabilidad 
de esta tecnología, pudiéndose utilizar en más del 90% de los casos (62,119,120). 

Para determinar la ERM en la leucemia aguda mediante CFM, se especificará en 
el momento del diagnóstico el inmunofenotipo asociado a la leucemia (leukemia-

associated immunophenotype, LAIP), el cual proporcionará la información 
fenotípica de los blastos leucémicos. Con estos datos, se determinará la ERM 
post-terapia identificando células que presenten el LAIP especificado en el 
momento del diagnóstico (121,122). Sin embargo, esta aproximación asume la 
estabilidad inmunofenotípica de la leucemia después de la terapia y se ha 
demostrado en diversos estudios que los inmunofenotipos de las leucemias 
agudas pueden ser diferentes después del tratamiento (123), debido a la 
capacidad de diferenciación que conservan las células leucémicas inmaduras. 
Alternativamente, la ERM se puede determinar mediante otra aproximación 
existente basada en la detección de los inmunofenotipos “diferentes de lo normal” 
(different-from-normal, DfN). La aproximación DfN tendrá la ventaja de no 
necesitar un conocimiento previo del inmunofenotipo en el momento del 
diagnóstico y de tener en cuenta la inestabilidad inmunofenotípica de las 
leucemias, además de los posibles clones pre-leucémicos que podrían 
seleccionarse al someter a los pacientes a quimioterapia (124,125). 

La sensibilidad de la CFM para la detección de la ERM en la LLA-B es de 10-4 y 
su aplicabilidad es superior al 90% (120). EuroFlow, un consorcio europeo de 
citometría de flujo e inmunofenotipado, ha publicado estudios realizados con el 
objetivo de estandarizar protocolos basados en esta tecnología. En estos, se 
detalla la implementación de paneles de 8 colores para la evaluación de la ERM 
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en la LLA-B con una sensibilidad ≤ 10-5 y aplicables en más del 98% de los 
pacientes (64). En la LMA, sin embargo, la determinación de la ERM mediante 
CFM tiene una sensibilidad de 10-3 y una aplicabilidad en más del 90% de los 
casos (62).  

Para determinar la ERM en el mieloma múltiple, se deben identificar las células 
plasmáticas malignas y distinguirlas de las normales, de la misma manera que en 
el momento del diagnóstico. Debido a que las CPs malignas tienen un 
inmunofenotipo característico y fácilmente distinguible de las CPs normales, la 
determinación de la ERM mediante CFM se puede aplicar virtualmente en todos 
los pacientes (119). En los últimos años, nuevos estudios del consorcio EuroFlow 
han permitido incrementar la sensibilidad de la CFM para determinar la ERM en 
el MM, debido a la integración de más de 8 marcadores evaluados 
simultáneamente y el incremento del número de células analizadas, llegando a 
niveles de sensibilidad del orden de 10-6. Estos estudios han sido validados para 
poder así implementar la estandarización de esta técnica a nivel clínico (51).  

2.4.2. Tecnologías moleculares basadas en la PCR 

La tecnología de la PCR cuantitativa a tiempo real puede servir para identificar, 
por una parte, reordenamientos genéticos clonales de las cadenas pesadas de 
inmunoglobulina, y, por otra parte, reordenamientos o mutaciones de genes 
recurrentes asociados a la neoplasia hematológica. 

Los reordenamientos de los segmentos V, D y J del locus IGH son eventos 
aleatorios producidos en el proceso de maduración de las células B. La 
transformación maligna resulta en células neoplásicas con reordenamientos de 
IGH clonales.  Por lo tanto, los linfoblastos de la LLA-B y las CPs malignas del MM 
presentarán clonalidad en los reordenamientos de IGH. La RT-qPCR detecta y 
cuantifica estos reordenamientos permitiendo así la determinación de la ERM, 
debido a que únicamente se presentan en las células de origen B malignas. Para 
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poder detectar los reordenamientos clonales, se requiere diseñar oligonucleótidos 
alelo-específicos dirigidos a las células malignas del paciente. Esta tecnología 
presenta unos niveles de sensibilidad del orden de 10-5-10-6 (113) y un alto grado 
de estandarización para la LLA-B (126) y el MM (119). En contraste, al diseñarse 
oligonucleótidos alelo-específicos para cada paciente en el momento del 
diagnóstico, se pueden obviar subclones, indetectables en primera instancia, que 
posteriormente evolucionen. También se pueden producir fenómenos de 
hipermutación somática que no sean detectados mediante los oligonucleótidos 
alelo-específicos inicialmente diseñados para el seguimiento del paciente 
(127,128). Además, el uso de esta tecnología supone un proceso largo, laborioso 
y de coste elevado, siendo aplicable únicamente en el 60-70% de los casos. 

La identificación de reordenamientos o mutaciones de genes recurrentes 
asociados a la enfermedad mediante RT-qPCR solo será aplicable en aquellos 
pacientes que presenten las alteraciones genéticas descritas para el estudio de la 
ERM. Por un lado, el reordenamiento BCR-ABL se produce en el 25% de las LLA-
B de adulto (15). La detección de los transcritos de fusión de BCR-ABL mediante 
RT-qPCR es relevante para el diagnóstico y también de gran importancia para el 
seguimiento de la ERM. Este procedimiento, aunque solo aplicable para este tipo 
de leucemia, es más sencillo de realizar y más eficiente en la determinación del 
estado de los pacientes que la determinación mediante CFM o por diseño de 
oligonucleótidos alelo-específicos para cada paciente (129). En la LMA, se usará 
esta metodología para determinar la ERM en aquellos pacientes que presenten 
los transcritos de fusión PML-RARA, presentes en un 10-15% de los pacientes de 
LMA (130), y CBFB-MYH11 o RUNX1-RUNX1T1, que representan un 20% de las 
LMAs (131), ya que son unos predictores importantes de la recaída (132,133). 
Otras fusiones presentes en esta enfermedad, como MLLT3-KMT2A, no se 
monitorizarán por RT-qPCR debido a la reducida expresión de la fusión génica 
(134). La mutación de NPM1, presente en un tercio de los pacientes con LMA 
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(135), también será monitorizada mediante técnicas de RT-qPCR o secuenciación 
de Sanger, dado que esta mutación tiene asociado un gran impacto pronóstico 
(136,137), y, debido al elevado nivel de expresión del transcrito, su cuantificación 
mediante esta tecnología adquirirá una sensibilidad del orden de 10-6. La 
presencia de otros genes mutados como FLT3 o KIT, podrán ser también 
monitorizados mediante estas técnicas, pero siempre de forma complementaria a 
otras determinaciones (116). Por otro lado, el MM, al ser tan heterogéneo, no 
presenta mutaciones o reordenamientos de genes descritos para el seguimiento 
por RT-qPCR, por lo que la ERM no será determinada mediante este abordaje. 

La PCR digital es una adaptación de la tecnología de RT-qPCR que permite una 
cuantificación absoluta de los ácidos nucleicos del transcrito que se necesita 
detectar, ya que no depende de curvas de calibración. Sin embargo, actualmente 
no se aplica en el diagnóstico clínico, siendo solamente utilizada a nivel de 
investigación (138–140). 

2.4.3. Tecnologías de Next Generation Sequencing 

Las tecnologías de secuenciación del ADN de nueva generación o de high 

throughput permiten la secuenciación paralela y repetida de millones de pequeños 
fragmentos de ADN para evaluar unos genes determinados e incluso el genoma 
completo (141).  

Estas tecnologías podrían solventar ciertas desventajas que presentan la CFM y 
la RT-qPCR en la determinación de la ERM, como son la falta de estandarización, 
la sensibilidad, la limitada aplicabilidad y la subestimación de los procesos de 
evolución clonal e hipermutación somática. Por un lado, la estandarización de la 
NGS podría ser sencilla debido uso de oligonucleótidos consensuados, evitando 
el diseño de oligonucleótidos alelo-específicos por paciente. La sensibilidad de la 
técnica es de 10-6, y aunque limitada del mismo modo por el número de células 
(142,143), la detección de la ERM presenta una elevada resolución. Y finalmente, 
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al poder evaluarse el genoma completo, se tendrían en cuenta los procesos de 
evolución clonal o hipermutación somática que pudieran presentarse, ya que la 
NGS detectaría los subclones minoritarios y los cambios asociados, por lo que se 
podrían evaluar los reordenamientos de IGH para las neoplasias de células B (MM 
y LLA-B). En el caso de la LMA, esta tecnología sería solamente aplicable cuando 
la entidad presentara alteraciones genéticas recurrentes (40-50% de los 
pacientes) (116). 

No obstante, esta tecnología no ha sido todavía implementada en la rutina clínica 
habitual debido a que presenta ciertas limitaciones, como la necesidad de una 
infraestructura compleja, de personal experto para interpretar los datos, así como 
un elevado coste, y el tiempo requerido para realizar el procedimiento completo. 
También es indispensable el análisis de especímenes del paciente antes del 
tratamiento y no demuestra eficacia en el caso de especímenes aplásicos. 

 

2.5. Pronóstico y clasificación según el riesgo 

Las técnicas de diagnóstico y seguimiento de las neoplasias hematológicas 
permiten establecer unas características determinadas de la entidad para así 
poder establecer el pronóstico de la enfermedad. Además de las características 
de la entidad, existen factores del propio paciente que también tendrán una 
influencia en el curso de la enfermedad, así como los factores determinados 
después del diagnóstico y relacionados con la respuesta del paciente.  

2.5.1. Factores pronósticos relacionados con el paciente 

La edad avanzada en el momento del diagnóstico es un factor pronóstico 
desfavorable tanto en la LMA, en la LLA-B como en el MM. No obstante, factores 
como el estado general, definido por la escala Eastern Cooperative Oncology 

Group (ECOG) (144), la salud general y otras comorbilidades modularán el efecto 
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de la edad en cuanto a la tolerancia al tratamiento (53,54,145). Además, en la 
LMA, el hecho de tener antecedentes de una neoplasia hematológica previa, o 
una LMA relacionada con el tratamiento, está asociado con un pronóstico adverso 
(53). 

2.5.2. Factores pronósticos relacionados con la entidad 

Las alteraciones genéticas que pueda manifestar la LMA suponen un factor 
pronóstico de gran importancia. Diversos estudios (146–148) han analizado el 
riesgo de tener ciertas mutaciones genéticas y/o translocaciones cromosómicas, 
y han determinado su impacto pronóstico. En las últimas recomendaciones de la 
red europea ELN (53), se publica un sistema de estratificación de riesgo basado 
en la genética, donde se establecen tres categorías de riesgo: favorable, 
intermedio o adverso (Tabla 12). Cabe destacar que el reordenamiento PML-

RARA, característico que la leucemia promielocítica aguda, no entra en este 
sistema de estratificación de riesgo, dado que la entidad se revisa en unas 
recomendaciones de la ELN específicas (149) y actualizadas recientemente en su 
última versión (150). 

En la LLA-B, el número de leucocitos en el diagnóstico será un factor pronostico 
independiente, siendo un número superior a 30x109 /L un indicador de mal 
pronóstico analizado en diversos estudios (151–153). La infiltración de células 
neoplásicas en el sistema nervioso central también se considera un factor de 
pronóstico adverso, aunque no independiente (154). Los avances en los 
conocimientos de las características citogenéticas y genéticas de la LLA-B han 
servido para poder definir el pronóstico de la enfermedad en función del tipo de 
alteraciones específicas que se determinen en el momento del diagnóstico. En la 
Tabla 13 se presentan las alteraciones citogenéticas de mayor importancia en la 
LLA-B de las cuales se ha podido determinar su impacto pronóstico (86,87). 
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Tabla 12. Estratificación de riesgo de la LMA de la European LeukemiaNet según 
la genética (2017). Adaptada de Döhner et al., 2017 (53). 

Categoría de 
riesgo Alteración genética 

Favorable 

t(8;21)(q22;q21); RUNX1-RUNX1T1 

inv(16)(p13.1q22) o t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11 

NPM1 mutada sin FLT3-ITD o con FLT3-ITDlow 2 

Mutación bialélica de CEBPA 

Intermedio 

NPM1 mutada y FLT3-ITDhigh 2 

NPM1 wild type sin FLT3-ITD o con FLT3-ITDlow (sin 
alteraciones genéticas de riesgo adverso) 

t(9;11)(p21.3;123.3); MLLT3-KMT2A 

Alteraciones citogenéticas no clasificadas como favorables o 
adversas 

 

Adverso 
 

t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214 

t(v;11q23.3); translocaciones de KMT2A 

t(9;22); BCR-ABL1 

inv(3)(q21.3q26.2) o t(3;3)(q21.3;q26.2); GATA2, MECOM 
(EVI1) 

-5 o del(5q); -7, -17/abn(17p) 

Cariotipo complejo3; Cariotipo monosómico4 

NPM1 wild type y FLT3-ITDhigh 

RUNX1, ASXL1 o TP53 mutados 

 

 
2 Low, ratio alélica moderada (< 0,5); High, ratio alélica elevada (≥ 0,5). 
3 Tres o más alteraciones cromosómicas no relacionadas en ausencia de las designadas 
translocaciones o inversiones recurrentes de la OMS (15). 
4 Presencia de una monosomía única (a excepción de la pérdida de los cromosomas X o Y) en 
asociación con al menos una monosomía adicional o una alteración cromosómica estructural. 
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Tabla 13. Biomarcadores genéticos de la LLA-B y su categoría de riesgo. Adaptada 
de Moorman, 2016 (86) y Iacobuchi y Mullighan, 2017 (87). 

Categoría de 
riesgo Alteración genética 

Favorable Elevada hiperdiploidía5 
t(12;21); ETV6-RUNX1 

Intermedio 

t(1;19); TCF3-PBX1 
Translocaciones de IGH 
Alteraciones citogenéticas no clasificadas como 
favorables o adversas 

 

Adverso 
 

t(v;11q23.3); translocaciones de KMT2A 
t(9;22); BCR-ABL1 
t(17;19); TCF3-HLF 
Cariotipo complejo6;  
Hipodiploidía moderada; casi haploidía7 
iAMP21 

 

Para poder determinar la categoría de riesgo en el MM, se tendrán en cuenta otros 
factores pronósticos de la enfermedad, debido a la elevada heterogeneidad a nivel 
citogenético y genético que presenta la entidad. El primer marcador pronóstico 
determinado en MM fue el grado de signos CRAB que pudieran presentar los 
pacientes (155). Posteriormente, los niveles de β2-microglobulina y albúmina se 
incluyeron como factores pronósticos, para poder así establecer el sistema 
internacional de estadificación (International Staging System, ISS) del MM (156). 
El ISS revisado (revised ISS, R-ISS) por el Grupo de Trabajo Internacional del 
Mieloma (International Myeloma Working Group, IMWG) (88) incluye, además, la 
citogenética de riesgo elevado y la presencia de unos elevados niveles séricos de 
lactato deshidrogenasa (Tabla 14). 

 
5 Más de 50 cromosomas. 
6 Cinco o más alteraciones cromosómicas. 
7 Pérdida cromosómica masiva (entre 30-39 cromosomas y menos de 30 cromosomas, 
respectivamente). 
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Tabla 14. ISS e ISS revisado del IMGW para el mieloma múltiple. Adaptada de Palumbo 
et al., 2015 (88). 

Estadio ISS Alteración genética 
ISS I 
ISS II 
ISS III 

β2-microglobulina sérica < 3,5 mg/L; albúmina sérica ≥ 3,5 g/dL 
Diferente al grado ISS I y III 
β2-microglobulina sérica > 5,5 mg/L 

R-ISS I 
 

 
R-ISS II 
R-ISS III 

 

β2-microglobulina sérica < 3,5 mg/L; albúmina en suero ≥ 3,5 g/dL y 
ausencia de alteraciones genéticas de riesgo elevado (del(17p) y/o 
t(1;14) y/o t(14;16)) 
Diferente al grado R-ISS I y III 
β2-microglobulina sérica > 5,5 mg/L y presencia de alteraciones 
genéticas de riesgo elevado (del(17p) y/o t(1;14) y/o t(14;16)) o LDH 
sérica elevada 

 

2.5.3. Factores pronósticos relacionados con la respuesta 

Como se ha explicado en apartados anteriores, a partir de los factores pronósticos 
propios del paciente y de la entidad en el momento del diagnóstico, se clasifican 
las entidades según el riesgo asociado. En primera instancia, estos modelos de 
estratificación aportan una idea general del estado de la enfermedad para poder 
iniciar el tratamiento de los pacientes. Posteriormente, se deberán tener en cuenta 
los factores relacionados con la respuesta de la enfermedad, manifestada a raíz 
del tratamiento, para poder reevaluar y determinar la terapia adecuada. 

De los factores pronósticos más importantes relacionados con la respuesta, se 
encuentra el estado de la ERM, siendo un factor pronóstico independiente de 
respuesta en la LLA-B y el MM demostrado en diversos estudios 
(63,115,157,158). 
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Tabla 15. Criterios de respuesta de la leucemia mieloide aguda, la leucemia 
linfoblástica aguda de precursores B y el mieloma múltiple. Adaptada de Döhner et al., 
2017 (53); Hoelzer et al., 2016 (54) y Kumar et al., 2016 (113). 

Leucemia mieloide aguda 

Categoría Definición 
Remisión completa sin 
ERM  
Remisión completa 
 
 
 
Remisión completa con 
recuperación 
hematológica incompleta 
Estado morfológico libre 
de leucemia  
 
Remisión parcial 

Criterios de respuesta completa con ERM negativa 
determinada mediante RT-qPCR o CFM  
Blastos en médula ósea < 5%; ausencia de blastos 
circulantes y blastos con bastones de Auer; ausencia de 
enfermedad extramedular; recuento absoluto de neutrófilos 
≥ 1,0 x 109 /L; recuento de plaquetas ≥ 100 x 109 /L 
Criterios de RC a excepción de neutropenia residual (< 1,0 
x 109 /L) o trombocitopenia (< 100 x 109 /L) 
 
Blastos en médula ósea < 5%; ausencia de blastos 
circulantes y blastos con bastones de Auer; ausencia de 
enfermedad extramedular; no recuperación hematológica 
Criterios de RC; blastos en médula ósea entre el 5% y el 
25% y disminución de los blastos del 50% respecto al pre-
tratamiento 

Leucemia linfoblástica aguda de precursores B 

Categoría Definición 
Remisión completa  
 
Remisión molecular 
completa / negatividad 
para la ERM 
Respuesta molecular/ERM 
Fallo molecular / ERM 
positiva 

Blastos en médula ósea no detectables por citomorfología 
(< 5%) 
Paciente en RC con ERM no detectable mediante métodos 
moleculares 
 
Paciente en RC, ERM negativa determinada mediante CFM 
Paciente en RC, con ERM positiva determinada mediante 
CFM y RT-qPCR 
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Tabla 15 (continuación). Criterios de respuesta de la leucemia mieloide aguda, la 
leucemia linfoblástica aguda de precursores B y el mieloma múltiple. Adaptada de 
Döhner et al., 2017 (53); Hoelzer et al., 2016 (54) y Kumar et al., 2016 (113). 

Mieloma múltiple 

Categoría Definición 
Respuesta completa 
molecular 
Respuesta completa 
inmunofenotípica 
Respuesta completa 
estricta 
 
Respuesta completa 
 
 
Muy buena respuesta 
parcial  
 
Respuesta parcial 

RC con ERM negativa determinada mediante RT-qPCR 
 
RC estricta con ausencia de células plasmáticas aberrantes 
fenotípicamente analizadas mediante CFM 
RC con ratio de cadenas libres normal y ausencia de células 
plasmáticas determinada mediante inmunohistoquímica o 
citometría de flujo 
Proteína M sérica y en orina negativa mediante 
inmunofijación; desaparición de plasmacitomas y células 
plasmáticas en médula ósea ≤ 5% 
Proteína M sérica y en orina detectable mediante 
inmunofijación pero no mediante electroforesis o reducción 
≥ 90% de la proteína M sérica y < 100mg en orina 
Reducción ≥ 50% de la proteína M sérica y reducción > 90% 
o < 200mg en orina 

 

El seguimiento de la enfermedad dará lugar a unos criterios de respuesta 
específicos para cada entidad (Tabla 15). Según estos criterios, se decidirá el 
tratamiento a seguir por cada paciente. Cabe destacar que el estado de la ERM 
en la LMA aún no se tiene en cuenta para la determinación del criterio de 
respuesta. Sin embargo, en las últimas recomendaciones de la ELN (53), se 
propone la categoría RCERM-, especificada en la Tabla 15. Esta nueva categoría 
sería de gran utilidad para poder distinguir aquellos pacientes en RC con ERM 
positiva de aquellos con ERM negativa, ya que diversos estudios han demostrado 
diferencias significativas en la incidencia de recaída de la LMA entre los pacientes 
de ambos grupos (112,159,160). 
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2.6. Tratamiento 

Una vez diagnosticada, caracterizada y clasificada la neoplasia, se establecerá el 
tratamiento más adecuado que recibirá paciente. En el caso de la LMA, la LLA-B 
y el MM, por lo general, el tratamiento consistirá inicialmente en una inducción 
basada en quimioterapia. Si el paciente no es elegible para este tipo de 
tratamiento se procederá a realizar medidas terapéuticas de soporte. 

El esquema general de tratamiento consiste en una fase inicial de inducción, una 
fase de consolidación, que puede incluir un trasplante autólogo o alogénico de 
progenitores hematopoyéticos, y una fase de mantenimiento, en caso que sea 
recomendable. Este esquema puede variar según la enfermedad y sus 
características específicas, el estado del paciente y la respuesta al tratamiento. 

2.6.1. Principales esquemas de tratamiento 

2.6.1.1. Tratamiento general de la leucemia mieloide aguda 

En los últimos años, el enfoque del tratamiento de la LMA (Figura 12) no ha 
experimentado cambios sustanciales. En este enfoque, se excluye la leucemia 
promielocítica aguda, ya que entrará en otros esquemas de tratamiento (161). 

En primera instancia, se evalúa al paciente para determinar si es candidato a 
quimioterapia intensiva. La edad será un condicionante importante, así como 
también lo será su estado general (162–164). Si el paciente resulta no ser 
candidato, se le administrará quimioterapia a bajas dosis o, alternativamente, 
medidas terapéuticas de soporte.  

La inducción con altas dosis de quimioterapia consiste generalmente en la 
administración de antraciclinas durante tres días (por ejemplo, idarubicina o 
daunorubicina) seguida de siete días de administración de citarabina. En caso de 
que el paciente no sea candidato a quimioterapia intensiva, se le administrará 
citarabina a bajas dosis (53). En los protocolos CETLAM12>70, del Grupo 
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Cooperativo de Estudio y Tratamiento de las Leucemias Agudas y Mielodisplasias 
(CETLAM), la citarabina a bajas dosis se combina con fludarabina (165). La 
administración de azacitidina ha sido evaluada en ensayos clínicos y comparada 
con los regímenes actuales de bajas dosis (166). Los pacientes sometidos a 
quimioterapia a bajas dosis manifiestan respuestas insatisfactorias, por lo que, 
generalmente, se valora la posibilidad de administrar terapias evaluadas mediante 
ensayos clínicos con el objetivo de poder mejorar la respuesta al tratamiento. 

 

 

Figura 12. Esquema de tratamiento general para la leucemia mieloide aguda (53). 
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Una vez alcanzada la remisión del paciente, se inicia la fase de consolidación. 
Esta fase consiste en la administración de citarabina en combinación o no con 
otros agentes. Para aquellos pacientes elegibles, se procederá a realizar una 
terapia de acondicionamiento o mieloablativa seguida de un trasplante de 
progenitores hematopoyéticos (TPH) alogénico. 

La fase de mantenimiento no forma parte de los esquemas de tratamiento 
estándares de la LMA, debido a la falta de evidencia de beneficio que este 
tratamiento pueda suponer (167). 

2.6.1.2. Tratamiento general de la leucemia linfoblástica aguda de 
precursores B 

El esquema de tratamiento general de la LLA-B (Figura 13) constará de una pre-
fase antes de la fase de inducción. En esta pre-fase se administran 
corticoesteroides (prednisona o dexametasona) en monoterapia o en combinación 
con otros fármacos (por ejemplo, vincristina o ciclofosfamida). La pre-fase permite 
una reducción segura de la leucemia mientras se obtienen los resultados de los 
análisis citogenéticos y moleculares. Posteriormente, se inicia la fase de 
inducción con el objetivo de alcanzar la RC, a poder ser con negatividad para la 
ERM, disminuyendo así la probabilidad de recaída (168). La mayoría de 
regímenes de inducción consisten en la administración de vincristina, 
corticoesteroides y antraciclinas (por ejemplo, idarubicina o daunorubicina). La 
fase de consolidación consistirá en la administración de elevadas dosis de 
metotrexato en combinación con asparaginasa a dosis intermedias para pacientes 
de riesgo moderado o intermedio y a dosis elevadas para pacientes con riesgo 
elevado. En esta fase del tratamiento, existe riesgo de recaída en pacientes de 
riesgo elevado o que presenten ERM positiva (169), motivo por el cual se 
recomienda someter a los pacientes a un TPH alogénico. En cambio, si la ERM 
es negativa o el riesgo de los pacientes es estándar o moderado, se procederá a 
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la fase de mantenimiento. Esta fase consiste en la administración de 6-
mercaptopurina y metotrexato. La omisión de la terapia de mantenimiento 
empeora el pronóstico de los pacientes, sobretodo en la LLA pre-B (54). A modo 
profiláctico, se administra adicionalmente en todas las fases un tratamiento por 
vía intratecal consistente en metotrexato, citarabina y esteroides con el objetivo 
de evitar la infiltración de las células leucémicas en el sistema nervioso central 
(54).  

 

 

Figura 13. Esquema de tratamiento general para la leucemia linfoblástica aguda de 
precursores B (54). 
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2.6.1.3. Tratamiento general del mieloma múltiple 

El tratamiento general del MM (Figura 14) estará condicionado por la elegibilidad 
de los pacientes para ser sometidos a un TPH autólogo. Cuando los pacientes no 
sean elegibles a TPH, en la fase de inducción se administrará bortezomib o 
talidomida combinado con melfalán y prednisona o lenalidomida y dexametasona 
a dosis moderadas.  

 

Figura 14. Esquema de tratamiento general para el mieloma múltiple (56). 
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lenalidomida y dexametasona debido a la demostrada mejora en la disminución 
del riesgo de progresión (170). Mediante ensayos clínicos se están evaluando 
otras combinaciones de fármacos. 

En pacientes jóvenes en buen estado general, se realiza una inducción seguida 
de un TPH autólogo. Esta inducción consiste en la administración de dosis 
elevadas de bortezomib y dexametasona. La administración de un tercer fármaco 
en esta fase, como la talidomida, se está evaluando mediante ensayos clínicos, 
mostrando mejores resultados (171) en comparación a las respuestas obtenidas 
mediante la administración de los esquemas actuales de tratamiento.  

Con posterioridad al TPH autólogo, se procede a la fase de mantenimiento 
basada en la administración de lenalidomida. En pacientes no elegibles a TPH, 
este mantenimiento no está recomendado. La fase de consolidación también se 
omite en las recomendaciones (56), puesto que no hay evidencia de su aplicación 
sistemática. Cabe señalar que el tratamiento de soporte en el mieloma múltiple 
será de gran utilidad para manejar los signos CRAB que pueda manifestar el 
paciente. 

2.6.2. El trasplante de progenitores hematopoyéticos 

En el tratamiento de una neoplasia hematológica, así como de otras 
enfermedades, el trasplante de progenitores hematopoyéticos es uno de los 
procedimientos considerados potencialmente curativos (172). Concretamente, el 
TPH ha demostrado ser la mejor oportunidad para incrementar la supervivencia 
libre de enfermedad en la leucemia aguda y el mieloma múltiple (173–175), 
llegando a curar a determinados grupos de pacientes. El TPH es un procedimiento 
basado en la infusión intravenosa de progenitores hematopoyéticos para 
reestablecer el sistema hematopoyético e inmunitario del paciente. Previamente 
a la infusión de los progenitores, el paciente es sometido a un tratamiento de 
acondicionamiento para erradicar los componentes celulares del sistema 
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hematopoyético del paciente, así como las células neoplásicas. Los progenitores 
infundidos pueden proceder del propio paciente (TPH autólogo) o de un donante 
(TPH alogénico) (176). En relación al TPH alogénico, el donante preferiblemente 
debe ser un hermano/a histocompatible para los loci de HLA o, en su defecto, un 
donante HLA-idéntico no emparentado, identificado en el registro de donantes de 
médula ósea (177). Para aquellos pacientes sin donantes HLA-idénticos, existen 
tres fuentes alternativas de progenitores hematopoyéticos: [1] donantes HLA-no 
idénticos, debido a la ausencia de compatibilidad para alguno de los loci de HLA; 
[2] sangre de cordón umbilical; y [3] donantes haploidénticos emparentados, 
siendo compatibles únicamente para un haplotipo de HLA (177). Para reducir los 
efectos de la disparidad de los loci de HLA en donantes haploidéntidos, se 
procede a la depleción de las células T, a la selección positiva de los progenitores 
CD34+, entre otras aproximaciones (178). 

Inicialmente, los progenitores hematopoyéticos, caracterizados por la expresión 
de CD34 y la expresión débil de CD45, se obtenían mediante punciones en la MO 
de ambas crestas ilíacas posteriores del donante. No obstante, este 
procedimiento actualmente se ha reemplazado en el trasplante autólogo y en la 
mayoría de trasplantes alogénicos por la obtención de los progenitores a partir de 
sangre periférica movilizada. Puesto que los progenitores hematopoyéticos 
representan una proporción muy minoritaria de las células circulantes en sangre 
periférica, previamente a la obtención de estas, debe realizarse un proceso de 
movilización de los progenitores desde la MO a la sangre periférica mediante la 
administración de factores estimuladores de colonias de granulocitos (granulocyte 

colony-stimulating factor, G-CSF) que provocan la proliferación de neutrófilos y la 
secreción de proteasas. Las proteasas degradaran las proteínas que anclan las 
células madre en la MO, liberándolas de este modo hacia la circulación periférica. 
También se administran otros agentes movilizadores como plerixafor y 
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ciclofosfamida con la misma finalidad. Una vez movilizados, los progenitores se 
concentrarán mediante el procedimiento de leucoaféresis (179).  

En la leucemia aguda, el TPH preferible será de tipo alogénico (53,54). Este será 
recomendable cuando el riesgo del trasplante sea menor al beneficio que pueda 
suponer. El riesgo dependerá del estado del paciente, de las características del 
donante y de los factores propios del trasplante. En la LMA, los pacientes de 
riesgo favorable no estarán indicados en primera instancia para el TPH. En 
cambio, en pacientes de riesgo adverso, el TPH será recomendado post-remisión 
para reducir el riesgo de recaída. La ERM servirá de guía al manejo. Los pacientes 
con ERM positiva podrán ser candidatos de recibir TPH alogénico antes 
experimentar una probable recaída. En LLA-B, las recomendaciones actuales 
indican realizar el TPH cuando la citogenética sea de riesgo elevado, cuando la 
ERM post-consolidación sea positiva o frente a recaídas de la enfermedad. Cabe 
tener en cuenta que en el trasplante alogénico, al infundirse células de un donante, 
los linfocitos de su sistema inmunitario reaccionan contra el receptor, causando 
inflamación de los tejidos (piel, hígado e intestino) y provocando así la enfermedad 
del injerto contra el huésped (Figura 15). Esta enfermedad es una de las 
principales causas de mortalidad del trasplante alogénico, aunque para combatirla 
se pueden administrar diversos tratamientos basados en corticoides (180,181). 
Por otro lado, se ha demostrado que esta reacción reduce asimismo la incidencia 
de recaídas post-trasplante, ya que permite erradicar células tumorales residuales 
después del acondicionamiento (182), generando así el efecto del injerto contra 
la leucemia.  

En el mieloma múltiple, el TPH preferible será de tipo autólogo (56). Los 
candidatos serán pacientes menores de 65 años o menores de 70, siempre y 
cuando estén en buen estado general. Estos pacientes se someten a una fase de 
inducción a altas dosis y posteriormente los progenitores hematopoyéticos se 
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recogen desde la sangre periférica movilizada. Una vez obtenidos, se realiza un 
régimen de acondicionamiento, principalmente basado en la administración de 
melfalán, y la posterior infusión de los progenitores. 

 

 

Figura 15. Proceso inmunitario en condiciones de homeostasis y en enfermedad 
del injerto contra el huésped. Adaptada de Teshima et al., 2016 (181). 

 

2.6.3. Terapias emergentes 

Tanto las leucemia aguda como el mieloma múltiple constituyen enfermedades de 
una gran importancia para la investigación y exploración de nuevas terapias. El 
incremento del conocimiento acerca de estas enfermedades, tanto a nivel 
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celular, permite desarrollar terapias que se han de validar previamente en ensayos 
clínicos para poder después ser aplicadas en los esquemas de tratamiento. A 
continuación, se presentan algunas de las nuevas terapias desarrolladas:  
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2.6.3.1. Terapias moleculares y epigenéticas 

Terapias moleculares: Los inhibidores de FLT3, como la midostaurina y el 
sorafenib, se utilizan en pacientes de LMA con mutaciones en FLT3 con 
resultados variables en ensayos clínicos (183–186). Los pacientes de LLA-B con 
la translocación BCR-ABL1, se tratan con TKIs como el imatinib combinado con 
quimioterapia, mostrando mejoras en las tasas de RC (187,188). Estos inhibidores 
también se utilizan en el tratamiento de pacientes BCR-ABL like o en LMA con 
BCR-ABL1. Actualmente, se están desarrollando TKIs de nueva generación con 
buenos resultados (189). También se pueden encontrar otras terapias dirigidas a 
JAK/STAT, mTOR, o BCL2 con resultados esperanzadores (190–193). 

Terapias epigenéticas: Se están desarrollando terapias para pacientes con 
mutaciones en genes modificadores epigenéticos (194). Entre ellos, se 
encuentran los inhibidores de IDH1 y IDH2, cuyos genes se encuentran mutados 
frecuentemente en LMA (195), que han demostrado remisiones duraderas en 
pacientes en recaída o refractarios (196), o inhibidores de ADN metiltransferasa 
para reordenamientos de KMT2A (197), evaluándose su administración como 
agente único mediante ensayos clínicos y mostrando unos resultados preliminares 
de eficacia moderada (198). 

2.6.3.2. Inmunoterapias 

Anticuerpos monoclonales: Se han desarrollado gran variedad de anticuerpos 
monoclonales humanizados dirigidos contra determinados antígenos expresados 
en las células neoplásicas. Para la LMA, se han desarrollado anticuerpos contra 
CD33 y CD123 (199,200). En la LLA-B, se está aplicando rituximab, dirigido a 
CD20, con resultados prometedores (201), así como anticuerpos contra CD19, 
tales como blinatumomab (202) y contra CD22, como el inotuzumab ozogamicina 
(203). Para el MM, daratumumab, dirigido a CD38, fue aprobado para ser 
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administrado a pacientes ya tratados (204) e investigado y aprobado en el año 
2018 como terapia de primera línea (170,205). 

CAR-T: Los receptores de antígeno quiméricos (chimeric antigen receptor, CAR) 
son proteínas de fusión que incorporan dominios de reconocimiento de antígeno 
y dominios de señalización de células T (Figura 16) (206). Generalmente, las 
células T del paciente son modificadas genéticamente para reconocer antígenos 
determinados.  

 

 
Figura 16. Generaciones de CAR-Ts y sus componentes. Adaptada de Wang et al., 
2018 (206). 

 

En la LLA-B, se aprobó en el año 2017 un CAR-T dirigido a CD19 para el uso en 
pacientes menores de 25 años con enfermedad refractaria o en recaída. En 
adultos, se está aplicando en ensayos clínicos con resultados prometedores (207–
209). También se han desarrollado y se están evaluando CAR-Ts dirigidos a CD22 
para pacientes refractarios a la terapia con CD19-CAR-Ts (210). En la LMA, los 
CAR-Ts dirigidos a CD33 y CD123 están siendo utilizados en ensayos pre-clínicos 
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y clínicos en fases iniciales (211,212). En el MM, los ensayos están enfocados a 
la evaluación de CAR-Ts dirigidos al antígeno de maduración de células B (B cell 

maturation antigen, BCMA), expresado exclusivamente en células B en el proceso 
de diferenciación a células plasmáticas. Los primeros ensayos han obtenido 
también resultados prometedores (213,214). 

 

3. MECANISMOS DE REFRACTARIEDAD DE LAS NEOPLASIAS 
HEMATOLÓGICAS 

En las últimas décadas, se han producido múltiples avances en el conocimiento 
de las neoplasias hematológicas que han supuesto una serie de mejoras en 
relación al diagnóstico, manejo y tratamiento estas enfermedades, permitiendo de 
este modo incrementar la supervivencia global de los pacientes de forma 
significativa.  

Sin embargo, uno de los mayores problemas y causas de mortalidad tanto en la 
leucemia aguda como en el mieloma múltiple es la recaída, producida después de 
haber conseguido la RC, o la refractariedad a la terapia. En esta situación, las 
opciones terapéuticas que se aplican a los pacientes son las siguientes: [1] volver 
a administrar las terapias iniciales; [2] aplicar terapias alternativas evaluadas en 
ensayos clínicos; y [3] valorar la posibilidad de proceder a un TPH con tal de poder 
erradicar la enfermedad (53,54,56).  

Conocer los mecanismos de refractariedad de las enfermedades hematológicas 
es de gran relevancia para poder desarrollar nuevas terapias y poder predecir el 
riesgo de recaída o refractariedad de la enfermedad en el momento del 
diagnóstico. En los siguientes apartados, se comentarán algunos mecanismos 
estudiados relacionados con la refractariedad al tratamiento y que han sido objeto 
de investigación en la presente Tesis Doctoral. 
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3.1. Heterogeneidad intratumoral 

La heterogeneidad intratumoral se define como la presencia de variaciones a nivel 
genético, fenotípico y funcional de las células que conforman un tumor. Diversos 
estudios ya pusieron de manifiesto en el pasado la existencia de esta 
heterogeneidad (215–219) y cada vez de forma más inequívoca gracias al 
desarrollo de la NGS y al análisis de célula única (220–222). Esta diversidad 
existente en el tumor es una de las principales causas de la refractariedad al 
tratamiento del cáncer, ya que las células tumorales responden a la terapia de 
manera diferente (223). Para explicar la causa de la existencia de la 
heterogeneidad intratumoral tanto en tumores sólidos como en leucemias y 
mielomas, existen dos modelos principales: [1] el modelo de célula madre 
tumoral (cancer stem cell, CSC) y [2] el modelo de evolución clonal (Figura 17) 
(224). 

El modelo de célula madre tumoral (Figura 17a) postula que en una masa 
tumoral se encuentran poblaciones minoritarias de células capaces de desarrollar 
nuevamente el tumor (82,225) y con características de autorenovación y 
diferenciación (226). La propia masa tumoral puede estar formada por varios tipos 
celulares distintos fenotípicamente y organizados jerárquicamente, de la misma 
forma que en la jerarquía de los tejidos sanos, conformando así la heterogeneidad 
intratumoral. En el caso de la leucemia, estas células son denominadas células 
madre leucémicas. El primer estudio experimental de CSCs fue publicado por 
Bonet y Dick en el año 1997 (82), donde aislaron LSCs de LMA según el fenotipo 
CD34+/CD38- y demostraron que esta subpoblación iniciaba la leucemia en 
ratones inmunodeficientes.  

Las CSCs son diferentes según el tipo de tumor (227) y existen diversidad de 
métodos para detectarlas (228,229). Estos métodos pueden ser funcionales, 
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fenotípicos y moleculares. No obstante, su determinación supone todavía un 
desafío dado que su caracterización no está definida completamente.  

En la leucemia mieloide aguda, las LSCs se identifican según el inmunofenotipo 
CD34+/CD38-, pero también se han explorado otros fenotipos asociados a las 
LSCs (230). Estas células son especialmente resistentes a las terapias debido a 
la sobreexpresión de genes de resistencia a fármacos y a su estado quiescente, 
que reduce los efectos de los tratamientos citotóxicos (231,232). Diversos 
estudios han demostrado el papel crítico de las LSCs en el pronóstico de la LMA 
(233–238), siendo la frecuencia de LSCs de fenotipo CD34+/CD38- y de otros 
fenotipos determinada en el diagnóstico y remisión completa un factor pronóstico 
de supervivencia global e incidencia de recaída (239).  En la LLA-B, las LSCs no 
se han definido inmunofenotípicamente ya que se han explorado diversos 
fenotipos que podrían iniciar la LLA-B (240–242). En mieloma múltiple se propone 
la existencia de varios tipos de CSCs. Por un lado, las CSCs quiescentes, que 
actúan como iniciadoras de mieloma, y por otro lado, las CSCs proliferativas, 
conformando así la heterogeneidad de las células plasmáticas aberrantes (243). 

El modelo de evolución clonal (Figura 17b) postula que en un propio tumor se 
producen mutaciones genéticas diferentes, tanto de forma lineal como ramificada, 
generando de este modo subclones de características distintas y, por lo tanto, 
contribuyendo a la heterogeneidad intratumoral. Cuando se aplica el tratamiento, 
los subclones resistentes sobreviven, son seleccionados y proliferan 
posteriormente. Una de las preguntas importantes acerca de las mutaciones es 
conocer si se producen independientemente confiriendo al tumor una ventaja 
adaptativa, en cuyo caso la mutación tendría un carácter pre-adaptativo, o si, por 
el contrario, las mutaciones se producen como consecuencia de una adaptación 
de las células tumorales al ambiente, en cuyo caso la mutación tendría un carácter 
post-adaptativo. Tal y como postularon Luria y Delbrück en el año 1943 (244) con 



Introducción 

108 
 

sus estudios realizados en bacterias, en el caso de las neoplasias hematológicas 
la mayoría de subclones ya existe en el momento del diagnóstico, por lo tanto, las 
mutaciones producidas son pre-adaptativas. La evolución clonal ha sido estudiada 
sobretodo en la leucemia linfoblástica aguda de precursores B (245), mediante el 
análisis de muestras pareadas de LLA-B en el diagnóstico y recaída, 
observándose que el clon dominante era distinto (100,246). Otros estudios hechos 
en LMA y MM también han revelado la existencia de este proceso de evolución 
clonal (247–249). 

 
Figura 17. Modelos de heterogeneidad intratumoral y su escape al tratamiento. (A) Modelo 
de célula madre tumoral. (B) Modelos de evolución clonal (sucesión lineal y ramificación). 
Adaptada de Lang et al., 2015 (224). 
 

3.2. Supresión inmunitaria 

La supresión inmunitaria por parte de las células neoplásicas y del microambiente 
celular es otro de los mecanismos de refractariedad de la neoplasia hematológica, 
así como de otros tipos de tumores, contribuyendo a su progresión (250). Existen 

6/2/2019 Stem Cell Hierarchy and Clonal Evolution in Acute Lymphoblastic Leukemia : Figure 2
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Figure 2: Treatment escape leading to relapse in the stem cell and clonal evolution models. In the
cancer stem cell model, all leukemic bulk cells are eradicated by therapy, apart from stem cell-like
LICs, which are resistant to therapy and give rise to relapse. In the clonal evolution model, distinct
subclones acquire the capability of therapy resistance by ongoing mutations. Subclones that were not
eradicated during therapy provide then the leukemic reservoir for relapse.
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diversas vías por las cuales las neoplasias alteran el normal funcionamiento del 
sistema inmunitario del paciente. Su estudio y detección será fundamental para 
poder descubrir dianas terapéuticas y así mejorar los tratamientos actuales.  

En rasgos generales, uno de los mecanismos de acción del sistema inmunitario 
consiste en regular señales positivas y negativas, prevenir enfermedades y 
minimizar la autoinmunidad. Además, el sistema inmunitario puede identificar, 
gracias a la expresión aberrante de antígenos, células potencialmente malignas. 
Con el objetivo de evadir al sistema inmunitario, las células neoplásicas pueden 
alterar estas vías. Las respuestas antitumorales son suprimidas como 
consecuencia de la expansión de células supresoras de origen mieloide (myeloid-

derived suppressor cells, MDSCs), poblaciones celulares que incluyen 
progenitores tempranos mieloides, células dendríticas inmaduras, neutrófilos y 
monocitos (251). De esta manera, las MDSCs promueven la progresión de la 
neoplasia, suponiendo un obstáculo para la respuesta inmunitaria natural y para 
propia la inmunoterapia.  

Las células neoplásicas producen diversos mediadores pro-inflamatorios que 
activan las MDSCs y llevan a su acumulación y a su actividad inmunosupresora. 
Los mecanismos por los cuales las MDSCs actúan como supresoras del sistema 
inmunitario son diversos y pueden verse ilustrados en la Figura 18. Entre estos 
mecanismos, se encuentra la supresión de la activación de las células T, la 
inducción de otras poblaciones inmunosupresoras, la regulación de la inflamación 
del microambiente tumoral, y la promoción de la tolerancia a las células malignas 
por parte del sistema inmunitario (252–256).  

Debido a la presencia de MDSCs en una gran variedad de tumores sólidos y 
neoplasias hematológicas, se han convertido en un foco importante para su 
investigación, valorándose como potenciales dianas terapéuticas para poder 
incrementar la inmunidad antitumoral. Concretamente, las MDSCs se han 
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detectado patológicamente en el mieloma múltiple (257), interaccionando con las 
células plasmáticas del MM y las células efectoras inmunitarias, permitiendo así 
la progresión de la enfermedad. 

 

 

Figura 18. Las MDSCs suprimen las células T y regulan el sistema inflamatorio por diversas 
vías. Adaptada de Parker et al., 2015 (251). 
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4. LA CITÓMICA FUNCIONAL PARA EL ESTUDIO DE LAS 
NEOPLASIAS HEMATOLÓGICAS 

La citometría de flujo se ha convertido en una de las principales tecnologías 
utilizadas para contribuir al diagnóstico y a la clasificación de las neoplasias 
hematológicas. Esta tecnología es indispensable para la detección de las células 
malignas a nivel de célula única, la asignación del linaje clonal, la identificación de 
la expresión de antígenos aberrantes y la detección de poblaciones aberrantes. 

Los avances en la instrumentación, la disponibilidad de nuevos fluorocromos y la 
necesidad de analizar diversos parámetros celulares de forma simultánea, han 
llevado al desarrollo de la citometría de flujo multiparamétrica (258). Mediante 
combinaciones de sondas conjugadas covalentemente a fluorocromos con 
diferentes características de excitación y emisión, se puede definir la coexpresión 
de diversos marcadores en una misma célula. El número máximo de parámetros 
a analizar está limitado por el solapamiento los espectros de emisión de los 
diferentes fluorocromos. Actualmente, gracias al desarrollo de nuevos 
fluorocromos y de programas informáticos de adquisición y análisis, se pueden 
encontrar citómetros de flujo que permiten analizar simultáneamente hasta 27 
parámetros (61). Para el uso adecuado de esta tecnología, se requiere la 
utilización de controles negativos y positivos, con la finalidad de establecer los 
niveles de autofluorescencia, y tratando de minimizar el solapamiento de los 
espectros de emisión de los diferentes fluorocromos. Además, el gran volumen de 
datos generados requiere el desarrollo de programas de análisis especializados y 
de personal especialmente formado en la preparación, la adquisición y el posterior 
análisis (61) de los especímenes. Por otro lado, cabe destacar la emergencia de 
la citometría de flujo espectral, tecnología que tiene la capacidad de determinar el 
patrón de emisión inherente de cada molécula fluorescente para generar de este 
modo una huella espectral única, que permite analizar a nivel teórico más 
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parámetros de fluorescencia simultáneamente, reduciendo el efecto del 
solapamiento espectral, aun requiriendo de la preparación de los controles 
biológicos adecuados (61,259).  

Como se ha descrito con anterioridad, la CFM permite identificar el 
inmunofenotipo de las células normales y patológicas para poder diagnosticar y 
realizar el seguimiento de las enfermedades hematológicas. Sin embargo, el 
inmunofenotipado, utilizado como método principal en hematología clínica, no 
proporciona toda la información necesaria para el estudio de estas patologías.  

La citómica, o citometría de sistemas, consiste en el análisis molecular 
multiparamétrico simultáneo de la heterogeneidad celular y de los sistemas 
celulares (citomas) intactos, en relación con el espacio y el tiempo, y en 
combinación con el conocimiento adquirido mediante el exhaustivo análisis 
bioinformático de los resultados obtenidos. El concepto de citómica fue acuñado 
inicialmente en el ámbito de la botánica molecular por Davies y colaboradores en 
el año 2001 (260), en relación con el estudio de los componentes del citoesqueleto 
de las plantas. A posteriori, ha sido globalmente aceptado y utilizado en diversos 
trabajos, entre los cuales destacan los estudios de Valet y colaboradores (261–
264). La citómica, por lo tanto, es la disciplina que relaciona la genómica y la 
proteómica con la dinámica y función celular, dependientes de estímulos 
extrínsecos e intrínsecos (265,266).  

La citómica se puede aplicar a nivel clínico en el análisis de la heterogeneidad 
celular en el momento del diagnóstico de las enfermedades hematológicas, 
causada por una suma de exposiciones genéticas y ambientales, proporcionando 
así una mayor riqueza de información del estado de la enfermedad y de su 
evolución dependiente de la terapia (261,262,264).  

Para la realización de los estudios citómicos, es necesario disponer de 
tecnologías que permitan realizar medidas a nivel de célula única mediante 



Introducción 

113 
 

métodos basados en la dispersión de la luz y en parámetros de fluorescencia, 
afectando mínimamente la función celular, en la medida de lo posible. Entre las 
tecnologías citómicas se encuentran la citometría de flujo multiparamétrica y 
tecnologías de análisis imagen, como la microscopia confocal y de excitación 
multifotónica, de barrido por láser, o de captura de imagen en placas mediante 
sistemas de alta capacidad de análisis.  

La citometría de flujo permite determinar la función celular de los citomas en 
condiciones patológicas, en combinación con las aplicaciones más extendidas 
como son las del inmunofenotipado. El estudio de la función celular mediante 
citometría de flujo se basa en la utilización de marcadores asociados con la 
señalización celular, con las fases del ciclo celular, o con funciones efectoras y 
otras vías celulares. Para ello, además de anticuerpos monoclonales dirigidos a 
antígenos específicos, se utilizan sondas bioquímicas en presencia de agentes 
fluorescentes o sustratos fluorogénicos no tóxicos.    

Por lo tanto, la citómica funcional es una herramienta que puede efectivamente 
proporcionar nuevos conocimientos para la investigación y evaluación de la 
enfermedad, así como una comprensión más profunda de las complejidades y 
retos en el análisis de poblaciones celulares involucradas en la refractariedad y la 
recaída de muchas neoplasias hematológicas. 

Entre los estudios funcionales basados en CFM para la detección de las LSCs, y 
células altamente resistentes a la quimioterapia, se puede encontrar el análisis de 
la side population (SPop), correspondiente a células con expresión de 
transportadores multidroga ABCG2, que únicamente pueden ser identificadas 
mediante la función de expulsión de sustratos fluorescentes (267). Otro ensayo 
para determinar células primitivas, está basado en la detección de actividades 
enzimáticas características de las CSCs, tales como actividad aldehído 
deshidrogenasa (268). A nivel de supresión inmunitaria, se pueden preservar las 
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condiciones del microambiente para posteriormente determinar la respuesta a 
estímulos de diferentes poblaciones celulares (61). El potencial de la citometría 
de flujo permite a su vez adaptar ensayos funcionales originariamente 
desarrollados y aplicables mediante microscopía de fluorescencia, tales como el 
de la fosfatasa alcalina (alkaline phosphatase, ALP), enzima que resulta ser 
altamente muy activa en las células más indiferenciadas (269). 

Para poder analizar la función celular, es indispensable la preservar la muestra 
en las condiciones más aproximadas a las fisiológicas manipulándola 
mínimamente. De este modo, el tiempo de obtención y análisis debe ser el mínimo 
posible, la temperatura a la que se preserva la muestra no debe sufrir alteraciones 
importantes, las condiciones ambientales de concentración de oxígeno deben 
mimetizar las del organismo, o se debe evitar cualquier tipo de fraccionamiento 
de los especímenes sujetos de estudio, entre otros.  

El procedimiento habitual en los protocolos de diagnóstico y seguimiento de 
enfermedades hematológicas requiere la utilización de soluciones de lisis de 
eritrocitos, dado que representan una población celular muy mayoritaria con 
respecto a los leucocitos, población de la cual se originan las células aberrantes 
en la mayoría de neoplasias hematológicas. Estas soluciones de lisis pueden 
provocar resultados artefactuales, afectar a la funcionalidad celular, y provocar la 
pérdida de subpoblaciones celulares (270–272). Como alternativa, se han 
desarrollado protocolos no lyse no wash (NLNW), es decir, protocolos en los que 
se evitan los procedimientos de lisis eritrocitaria y de lavados celulares, con el 
objetivo de perturbar mínimamente la muestra a analizar. Estos métodos, siempre 
y cuando sea posible utilizarlos, son simples, rápidos y menos costosos que los 
métodos de lisado eritrocitario. Su ventaja fundamental consiste en minimizar la 
manipulación de la muestra, un aspecto que permite evaluar la función celular 
íntegramente dentro del estudio del citoma. 
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Existen diversos métodos para poder discriminar los eritrocitos del resto de 
poblaciones celulares sin tener recurrir a la utilización de procedimientos más o 
menos agresivos para eliminar los eritrocitos (273). Algunos se basan en la 
utilización de marcadores de ADN para discriminar las células nucleadas de las 
no nucleadas y del ruido de fondo (274,275) (Figura 19); y otros exploran las 
diferencias en la dispersión de la luz entre leucocitos, plaquetas y eritrocitos, 
debido al contenido en oxihemoglobina de los eritrocitos (273,276) (Figura 20). 

 
Figura 19. Método NLNW basado en el uso de marcadores de ADN (DyeCycle™ Ruby) para 
distinguir las células nucleadas de los eritrocitos y ruido de fondo. Los puntos señalados en 
rojo (dot plot derecho) corresponden a células necróticas. Adaptada de Petriz et al., 2018 (273). 

 
Figura 20. Método NLNW basado en las diferencias de dispersión de la luz de los eritrocitos, 
las plaquetas y los leucocitos. Adaptada de Petriz et al., 2018 (273). 
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El método NLNW conlleva adquirir muestras con elevada celularidad, un factor 
que puede afectar al número de células que atraviesan la cámara de análisis del 
citómetro simultáneamente, conocido como fenómeno de coincidencia. Para 
posicionar las células en la cámara de análisis, la mayoría de citómetros de flujo 
utilizan la tecnología de enfoque hidrodinámico. El enfoque hidrodinámico utiliza 
el fluido acompañante para confinar las células en la cámara de análisis y 
alinearlas en el punto de interrogación (65). A altas velocidades en el paso de 
muestra o en el caso de una elevada concentración celular, se magnifica el 
fenómeno de coincidencia.  

Para solventar esto, se han desarrollado citómetros de flujo que utilizan una 
tecnología hidrodinámica asistida por enfoque acústico, descrita por Goddard y 
Kaduchack (277). Esta tecnología refina el enfoque hidrodinámico hasta la cámara 
de análisis. Anteriormente, un elemento piezoeléctrico permite la aplicación del 
enfoque acústico al capilar por el que se conducen las células hacia el punto de 
interrogación, alineándolas de forma muy precisa (278). 

A diferencia del enfoque hidrodinámico, el enfoque hidrodinámico asistido por 
enfoque acústico permite mejorar notablemente la adquisición de la muestra tanto 
a velocidades mínimas (del orden de 12 µl por segundo) y como a velocidades 
muy elevadas (del orden de 1000 µl por segundo) (Figura 21), reduciendo los 
efectos deletéreos sobre las células. Esto permite incrementar la capacidad de 
detección de poblaciones minoritarias, o incluso muestras con escasa celularidad, 
así como muestras con una elevada celularidad, reduciendo el fenómeno de 
coincidencia (278). Aunque los protocolos NLNW pueden ser aplicables en 
cualquier modelo de citómetro, es preferible que sean desarrollados en citómetros 
asistidos por enfoque acústico. 
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Figura 21. Comparación del enfoque hidrodinámico con el 
enfoque acústico a altas velocidades de análisis de muestra. 
Adaptada de Ward y Kaduchack, 2018 (278) 
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A pesar de que las nuevas estrategias terapéuticas han mejorado los resultados 
clínicos e incrementado la supervivencia global de los pacientes con leucemia 
aguda y mieloma múltiple, la mayoría acaba manifestando recaídas o enfermedad 
refractaria, siendo por tanto enfermedades todavía no curables.  

El pronóstico estas enfermedades se determina actualmente, por un lado, 
basándose principalmente en las características citogenéticas y moleculares que 
presenta el paciente en el diagnóstico y a las características del propio paciente. 
No obstante, la clasificación obtenida es orientativa y no permite conocer el riesgo 
de recaída individual de cada paciente, así como determinar la refractariedad al 
tratamiento médico habitual.  

Por otro lado, las técnicas de seguimiento que permiten monitorizar la enfermedad 
residual medible han avanzado significativamente los últimos años, siendo 
aplicadas para poder determinar con mayor exactitud el pronóstico post-
tratamiento y tomar decisiones terapéuticas. Sin embargo, muchos pacientes sin 
enfermedad residual medible acaban recayendo o progresando, indicando, por 
tanto, que estas técnicas no aportan la información total sobre el paciente, ya sea 
debido al límite de resolución de las mismas o debido a que las células 
responsables de la posterior recaída deben de ser analizadas mediante distintas 
aproximaciones. 

Uno de los mecanismos de refractariedad conocidos de la leucemia aguda es 
debido a la presencia de células madre leucémicas que contribuyen a la 
heterogeneidad fenotípica y funcional del tumor y a la resistencia a quimioterapia, 
convirtiéndose así en una importante diana terapéutica. La detección de estas 
puede ser compleja, dado que pueden variar sustancialmente a nivel molecular y 
fenotípico y a nivel individual e interindividual.   

Además, el microambiente celular puede tener un papel clave en la refractariedad 
a la quimioterapia e inmunoterapia. Las MDSCs, aumentadas en el mieloma 
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múltiple, contribuyen en la supresión de la respuesta inmunitaria a través del eje 
programmed death-1 (PD-1) y programmed death-ligand 1 (PD-L1), siendo, por 
tanto, una diana terapéutica de esta enfermedad. La detección de estas células, 
así como de su ligando PD-L1, debe tener una gran importancia para poder 
evaluar la respuesta al tratamiento. 

 

Por lo tanto, el proyecto de Tesis Doctoral se basa en la siguiente hipótesis: 

La citómica funcional, combinada con el inmunofenotipado, puede ser clave para 
detectar células relacionadas con la refractariedad al tratamiento de las 
neoplasias hematológicas, como son las células madre tumorales y las MDSCs. 
Además, la citómica funcional permite una manipulación mínima de los 
especímenes sujetos de estudio, así como la mimetización de las condiciones 
fisiológicas, contribuyendo a detectar de forma más eficiente dichas células y 
permitiendo el desarrollo de nuevas aproximaciones para el estudio de las 
implicaciones pronósticas y de la predicción del riesgo de recaída o de 
enfermedad refractaria. El uso de estas aproximaciones debe contribuir al 
desarrollo de nuevas terapias y estrategias diagnósticas. 
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El objetivo y propósito principal de esta Tesis Doctoral es desarrollar nuevos 
sistemas alternativos para estudiar e identificar poblaciones celulares 
relacionadas con la refractariedad al tratamiento en la neoplasia hematológica, 
como las células madre tumorales y las células inmunosupresoras. Para ello, se 
aplicarán aproximaciones citómicas avanzadas, que permitan realizar estudios a 
nivel fenotípico y funcional con una perturbación mínima del espécimen y tratando 
de mantener las condiciones fisiológicas del microambiente, contribuyendo así a 
la identificación de la implicación de estas poblaciones en el origen y desarrollo 
de la enfermedad y a la mejora de las estrategias terapéuticas actuales. 

 

Los objetivos secundarios son los siguientes:  

1. Estudiar la actividad fosfatasa alcalina en subpoblaciones de células 
madre de la leucemia aguda, como método potencial para detectar 
aquellas poblaciones celulares asociadas a una mayor refractariedad al 
tratamiento. 

1.1. Diseñar y validar un método basado en citometría de flujo para 
determinar la actividad fosfatasa alcalina en combinación con el 
inmunofenotipo de células intactas de sangre y medula ósea 
utilizando sistemas de mínima perturbación. 

1.2. Estudiar la actividad fosfatasa alcalina en leucemias agudas 
refractarias y de alto riesgo para determinar dentro de una 
población clonal de blastos distintos niveles de actividad y su 
relación con la refractariedad de la enfermedad. 

1.3. Investigar la asociación de la actividad fosfatasa alcalina celular 
en el momento del diagnóstico de la leucemia mieloide aguda y 
el pronóstico de los pacientes. 
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2. Diseñar y evaluar un nuevo método de identificación de MDSCs con 
expresión de PD-L1 en pacientes de mieloma múltiple, potencialmente 
utilizable en el diagnóstico y en la elección de pacientes candidatos al 
tratamiento con inhibidores del checkpoint PD-1/PD-L1. 

2.1. Implementar un panel de citometría de flujo evitando el 
solapamiento de los espectros de emisión de los fluorocromos 
utilizados, para simplificar la adquisición de la muestra y el 
análisis posterior. 

2.2. Desarrollar una metodología de citómica funcional para la 
detección de la molécula PD-L1 en MDSCs basada en protocolos 
de mínima perturbación para mantener la muestra intacta y 
conservar la función celular. 

2.3. Aplicar la metodología diseñada en muestras de pacientes con 
mieloma múltiple para estudiar la dinámica de la molécula y 
predecir el éxito de la inmunoterapia. 
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Los materiales y métodos descritos en este apartado se han utilizado en los 
siguientes trabajos desarrollados dentro del proyecto de Tesis Doctoral:  

• Trabajo I: Identificación de progenitores leucémicos con elevada 
actividad fosfatasa alcalina y relación con la recaída y enfermedad 
refractaria en leucemia aguda. 

• Trabajo II: Diseño y evaluación de un ensayo de screening directo para 
la detección de PD-L1 en MDSCs y su potencial uso en la predicción del 
éxito de la inmunoterapia. 

 

1. MUESTRAS BIOLÓGICAS 

1.1. Pacientes 

En el primer trabajo, se obtuvieron muestras de sangre periférica y de aspirados 
de médula ósea recogidos en tubos con ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) 
como agente anticoagulante de pacientes de leucemia aguda diagnosticados y 
tratados en el Hospital Universitari Germans Trias i Pujol (Badalona). Para la 
validación de la metodología, se obtuvieron muestras de sangre periférica de 
donantes sanos. Para el estudio de la actividad fosfatasa en leucemias agudas 
refractarias, se obtuvieron muestras de aspirados de medula ósea y de sangre 
periférica en el diagnóstico, recaída, durante la terapia de mantenimiento, y 
seguimiento de pacientes de leucemia linfoblástica aguda de precursores B y 
leucemia mieloide aguda refractarias, tratados con protocolos del Programa 
Español de Tratamientos en Hematología (PETHEMA) o de CETLAM. En el último 
estudio, se recogieron muestras de médula ósea (n = 38) y sangre periférica (n = 
5) de 43 pacientes (30 hombres y 13 mujeres; edad media de 63 años, rango 26 
- 91) en el momento del diagnóstico de leucemia mieloide aguda. Se excluyeron 
los pacientes cuyo seguimiento fuese realizado en otros hospitales, que hubieran 
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fallecido inmediatamente o subsecuentemente debido a complicaciones post-
diagnóstico, que hubiesen sido diagnosticados de leucemia promielocítica aguda, 
o que no hubiesen firmado el consentimiento informado. La mayoría de pacientes 
seleccionados fueron tratados de acuerdo con los protocolos CETLAM, basados 
en el uso de idarubicina o fludarabina en combinación con citarabina. Doce de los 
43 pacientes fueron sometidos a un trasplante de progenitores hematopoyéticos 
(TPH) alogénico. La clasificación de riesgo (favorable, intermedio o adverso) de 
los pacientes se asignó de acuerdo con las recomendaciones de la ELN del 2017 
(53) basadas en alteraciones citogenéticas y moleculares.  

En el segundo trabajo, se obtuvieron muestras de aspirados de médula ósea 
recogidas en tubos con EDTA como agente anticoagulante de pacientes con 
mieloma múltiple diagnosticados y tratados en el Hospital Universitari Germans 
Trias i Pujol (Badalona). Para diseñar y validar el panel de screening, se 
emplearon 35 muestras de aspirados de médula ósea de pacientes con mieloma 
múltiple. Once de estas 35 muestras fueron sometidas a procesos de fijación y 
permeabilización para estudiar los niveles de PD-L1 citoplasmático. Muestras 
adicionales de aspirados de médula ósea fueron también estimuladas diferentes 
tiempos con ésteres de forbol 12-miristato-13-acetato (phorbol 12-myristate 13-
acetate, PMA). Cuatro muestras de médula ósea fueron utilizadas para los 
ensayos de competición con durvalumab. 

Todos los pacientes incluidos en ambos trabajos proporcionaron su 
consentimiento informado de acuerdo con la Declaración de Helsinki. Todos los 
procedimientos fueron en acuerdo con los protocolos internos del laboratorio, 
autorizados por el Comité Ético de Investigación Clínica del Hospital Universitari 
Germans Trias i Pujol (Badalona). 
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1.2. Líneas celulares 

En el primer trabajo se utilizaron las líneas celulares KB, LN405 y KG-1a obtenidas 
del laboratorio del Dr. Petriz. Todas las líneas celulares se cultivaron en medio 
completo consistente en RPMI1640 suplementado con un 10% de suero bovino 
fetal (fetal bovine serum, FBS), 2 mM de L-glutamina, 1 mM de sodio-piruvato, 15 
U/L de penicilina y 15 ng/L de estreptomicina. Se incubaron a 37 ºC con un 5% de 
CO2, 90% de humedad y 21% o 5% de O2. 

 

2. REACTIVOS 

2.1. Citómetro de flujo 

• Attune™ Focusing Fluid (1x) (Thermo Fisher Scientific, cat. no. A24904) 

• Attune™ Performance Tracking Beads (Thermo Fisher Scientific, cat. no. 
4449754) 

• Attune™ Shutdown Solution (Thermo Fisher Scientific, cat. no. A24975)  

• Attune™ Wash Solution (Thermo Fisher Scientific, cat. no. A24974) 

 

2.2. Anticuerpos monoclonales 

• Anti-Human APC-CD11b, clon VIM12 (Invitrogen™ Molecular Probes™, 
cat. no. CD11b05) 

• Anti-Human FITC-HLA-DR, clon TU36 (Invitrogen™ Molecular Probes™, 
cat. no. MHLDR01) 

• Anti-Human PE-CD34, clon AC136 (Miltenyi Biotec, cat. no. 130-113-179) 

• Anti-Human PE-CD123, clon 6H6 (CyFlow™, cat. no. AB378574) 

• Anti-Human PE-PD-L1, clon MIH1 (eBioscience™, cat. no. 12-5983-42) 
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• Anti-Human PE-Cy7-CD33, clon WM53 (eBioscience™, cat. no. 25-0338-
42) 

• Anti-Human PE-Cy5-CD34, clon 581 (CyFlow™, cat. no. AG891077) 

• Anti-Human PE-Cy7-CD117, clon 104D2 (CyFlow™, cat. no. AN694403) 

 

2.3. Marcadores de ácidos nucleicos 

• 7-aminoactinomycin D (7-AAD) (Invitrogen™ Molecular Probes™, cat. no. 
A1310) 

• Diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Sigma-Aldrich®, cat. no. D9542) 

• Hoechst 33342 (Invitrogen™ Molecular Probes™, cat. no. H1399) 

• Propidium iodide (PI) ≥ 94.0% (Sigma-Aldrich®, cat. no. P4170) 

• Vybrant™ DyeCycle™ Violet (DCV) Stain (Invitrogen™ Molecular 
Probes™, cat. no. V35003) 

 

2.4. Sustratos fluorogénicos, fármacos, estimuladores e inhibidores 

• Alkaline Phosphatase Live Stain (APLS) (Invitrogen™ Molecular 
Probes™, cat. no. A14353) 

• Durvalumab; MEDI4736 (AstraZeneca, cat. no. ASZ4603) 

• Mitoxantrone hydrochloride (Sigma-Aldrich® cat. no. M6545) 

• Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (Sigma-Aldrich® cat. no. P8139) 

• Verapamil hydrochloride (Sigma-Aldrich® cat. no. V4629) 
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2.5. Medios de cultivo, soluciones y buffers 

• Hanks’ Balanced Salt Solution (1x) (HBSS), w/o Ca & Mg, w/o Phenol Red 
(Capricorn Scientific GmbH, cat. no. HBSS-2A) 

• RPMI 1640 w/L-Glu (Biowest, cat. no. L0500-500), suplementado con: 
o 10% suero bovino fetal; Fetal Bovine Serum (FBS) (Biowest, cat. 

no. S181B-500) 
o 2 mM L-glutamina; L-Glutamine 100x (Biowest, cat. no. X0550-

100) 
o 1 mM sodio piruvato; Sodium Pyruvate (Biowest, cat. no. L0642-

100) 
o 15 U/L penicilina y 15 ng/L estreptomicina, Penicillin-

Streptomycin 100x (Biowest, cat. no. L0022-100) 

• Medio side population (SPop): 
o DMEM high glucose w/L-Glu (Biowest, cat. no. P0103-N5L), 

suplementado con: 
§ 2% suero bovino fetal; Fetal Bovine Serum (FBS) 

(Biowest, cat. no. S181B-500) 
§ 1 mM Hepes; Hepes 99,5% (Sigma-Aldrich® cat. no. 

H3375) 

• Buffer side population (SPop): 
o Hanks’ Balanced Salt Solution (1x) (HBSS), w/o Ca & Mg, w/o 

Phenol Red (Capricorn Scientific GmbH, cat. no. HBSS-2A), 
suplementado con: 

§ 2% suero bovino fetal; Fetal Bovine Serum (FBS) 
(Biowest, cat. no. S181B-500) 

§ 1 mM Hepes; Hepes 99,5% (Sigma-Aldrich® cat. no. 
H3375) 
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• Solución de lisis de cloruro de amonio 10x: 
o Agua destilada 
o 1,5 M NH4Cl; Ammonium Chloride (Sigma-Aldrich® cat. no. 

A9434) 
o 100 mM NaHCO3; Sodium bicarbonate (Sigma-Aldrich® cat. no. 

S5761) 
o 1 mM C10H14N2Na2O8; EDTA, disodium salt (Calbiochem cat. no. 

324503)  
Preparada a pH = 7,4 (ajustado con 1 N HCl y 1 N NaOH) 

• Solución de lisis de formaldehído: Optilyse C Lysing Solution (Beckman 
Coulter, cat. no. A11895) 

• Solución de etanol al 70%: 
o 72,6% EtOH; Alcohol neutro origen agrícola 96,3º (Alcoholes 

Gual S.A., cat. no. 64-17-5) 
o 27,4% Agua destilada 

• Hanks’ Balanced Salt Solution con Albúmina y Azida Sódica (HBA): 
o Hanks’ Balanced Salt Solution (1x) (HBSS), w/o Ca & Mg, w/o 

Phenol Red (Capricorn Scientific GmbH, cat. no. HBSS-2A), 
suplementado con: 

§ 1% Albúmina de suero bovino; Albumin, from bovine 
serum (Sigma-Aldrich®, cat. no. A7906) 

§ 0,1% NaN3; Sodium azide extra pure (Sigma-Aldrich®, 
cat. no. 71290) 

• Dimethyl Sulfoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich®, cat. no. 20-139) 
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3. INSTRUMENTACIÓN 

3.1. Citometría de flujo 

Los citómetros de flujo utilizados en ambos trabajos del proyecto de Tesis Doctoral 
fueron los siguientes: 

˗ Citómetro de flujo de enfoque acústico Attune™: Applied Biosystems® 
Attune™ Acoustic Focusing Cytometer (Thermo Fisher Scientific, 
discontinuado) 

˗ Citómetro de flujo de enfoque acústico Attune™ NxT: Invitrogen™ 
Attune™ NxT flow cytometer (Thermo Fisher Scientific, cat. no. A24858) 

3.1.1. Puesta a punto y mantenimiento 

Diariamente, antes de la puesta en funcionamiento de los citómetros, se 
comprueba que los niveles fluídicos son los especificados y se reponen en caso 
de que sea necesario. También se realiza una inspección visual del puerto de 
inyección de la muestra, de las conexiones y de la jeringa impulsora de la muestra, 
para descartar posibles fugas. Una vez en funcionamiento, se inicia el programa 
informático del citómetro y se ejecuta la función de start-up, encargada de iniciar 
los láseres y purgar el sistema fluídico. Tras la estabilización de los láseres 
durante 10-15 minutos, se realiza el test de calibración (performance test), 
mediante microesferas fluorescentes de tamaño, espectros de excitación y 
emisión y concentración especificados por el fabricante. Una vez realizada la 
calibración, es posible utilizar el citómetro de acuerdo con los criterios de 
funcionamiento establecidos por el fabricante. Una vez realizados los 
experimentos, se vuelve a comprobar si los niveles fluídicos son los adecuados y 
se reponen en caso de que sea necesario. Seguidamente, se ejecuta la función 
de shutdown, encargada de limpiar y apagar los citómetros. 
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Los citómetros disponen de funciones adicionales para el mantenimiento del 
sistema fluídico a utilizar en caso de necesidad. La función de-bubble permite 
sustraer la posible formación de burbujas producida durante la adquisición de la 
muestra; la función unclog elimina obstrucciones producidas a lo largo del sistema 
fluídico que impiden la adecuada adquisición de la muestra; la función sanitize 

simple injection port desinfecta el puerto de inyección, siendo de ejecución 
recomendable especialmente en la adquisición de especímenes altamente 
contaminantes; y, la función deep clean permite desinfectar el sistema mediante 
el uso de soluciones limpiadoras y lejía. 

El sistema ejecuta automáticamente la función rinse entre la adquisición de los 
especímenes. Esta función permite retirar el exceso de fluido acompañante; la 
función decontaminate system permite de forma automatizada realizar la 
desinfección completa del sistema y de los tanques fluídicos de forma exhaustiva, 
y es recomendable realizarla cada tres meses. La descontaminación de la fluídica, 
así como el recambio de la jeringa y de los filtros se recomienda hacerla cada seis 
meses.  

3.1.2. Configuración de los filtros 

El sistema de filtros del citómetro de flujo permite separar la luz emitida por los 
fluorocromos, al ser excitados mediante un láser a una longitud de onda 
determinada, y dirigirla a los distintos detectores. En los citómetros utilizados en 
esta Tesis Doctoral, los tipos de filtro existentes son: filtros de paso de banda 
(bandpass, BP), que transmiten longitudes de onda dentro de un rango concreto, 
rechazando aquellas fuera del rango (Figura 22a); filtros de paso largo (longpass, 
LP); que atenúan longitudes de onda más cortas y transmiten aquellas superiores 
al rango establecido (Figura 22b); filtros de paso corto (shortpass, SP), que 
atenúan longitudes de onda más largas y transmiten aquellas inferiores al rango 
establecido (Figura 22c); y filtros dicroicos de LP (dichroic LP, DLP), 
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caracterizados por ser filtros de que permiten trasmitir la luz de un pequeño rango 
de longitud de onda y reflejar el resto de longitudes de onda (Figura 22d).  

 

 

Figura 22. Tipos de filtros de los citómetros de flujo. (A) Filtro de paso de banda. (B) 
Filtro de paso largo. (C) Filtro de paso corto. (D) Filtro dicroico de paso largo. Adaptada de 
Life Technologies Corporation, 2014 (279). 

 

A continuación, se especifica la combinación de filtros utilizada por cada citómetro 
para los estudios desarrollados en esta Tesis Doctoral: 

3.1.2.1. Citómetro de flujo de enfoque acústico Attune™ 

El citómetro de flujo de enfoque acústico Attune™ se utilizó en el primer trabajo. 
Los parámetros de dispersión de la luz frontal (forward scatter, FSC) y lateral (side 

scatter, SSC) se obtuvieron mediante la iluminación del láser violeta a 405 nm de 
longitud de onda y la siguiente configuración de filtros: 405/10 BP para el FSC y 
410 DLP y 405/10 BP para el SSC.  

Los marcadores específicos de ADN DAPI y Hoechst 33342 se excitaron con el 
láser violeta a 405 nm y su emisión fue recogida con 500 DLP, 410 DLP y 450/40 
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BP en el detector VL1. El marcador de ADN DCV se excitó con el láser violeta a 
405 nm y su emisión se recogió con 500 DLP, 410 DLP y 450/40 BP en el detector 
VL1 y con 575 DLP y 603/48 BP en el detector VL3. El sustrato APLS, el 
fluorocromo PE y el PI se excitaron con el láser azul a 488 nm de longitud de onda 
y su emisión fue recogida con 555 DLP y 530/30 BP en el detector BL1 para APLS, 
620 DLP y 574/26 BP en el detector BL2 para el PE y 620 DLP y 640 LP en el 
detector BL3 para el PI. 

3.1.2.2. Citómetro de flujo de enfoque acústico Attune™ NxT 

El citómetro de flujo de enfoque acústico Attune™ NxT se utilizó para realizar los 
estudios del primer y segundo trabajo. Para los protocolos basados en la 
aplicación NLNW, se utilizó el kit de filtros Invitrogen™ Attune™ No-Wash No-
Lyse Filter Kit (Thermo Fisher Scientific), con el que se permitió detectar la 
dispersión de la luz lateral tanto a partir de la iluminación del láser azul a 488 nm 
(configurada por defecto) como a partir de la iluminación del láser violeta a 405 
nm. El kit de filtros NLNW se utilizó como se muestra en la Figura 23a. La 
combinación de los parámetros de SSC violeta y SSC azul permite la separación 
de los eritrocitos del resto de células por su contenido en oxihemoglobina (Figura 
23b). Por lo tanto, el SSC violeta se pudo obtener mediante la iluminación con el 
láser violeta a 405 nm y el filtro 405/10 BP en el detector VL1 y el SSC azul 
mediante la iluminación con el láser azul a 488 nm y el filtro 488/10 BP. El FSC se 
obtuvo mediante la iluminación con el láser azul a 488 nm y el filtro 488/10 BP. 

Para el primer trabajo, el marcador DAPI se excitó con el láser violeta a 405 nm y 
su emisión se recogió con 495 DLP y 440/50 BP en el detector VL1. Los 
marcadores de ADN DCV y Hoechst 33342 se excitaron con el láser violeta a 405 
nm y su emisión se recogió con 495 DLP y 440/50 BP en el detector VL2, ya que 
el detector VL1 se utilizó para recoger el SSC violeta (Figura 23a). El fluorocromo 
PE se excitó con el láser verde/amarillo a 561 nm y su emisión se recogió con 600 
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DLP y 585/16 BP en el detector YL1. La excitación de los tándems de PE con 
cianina 5 y cianina 7 se recogió con 650 DLP y 695/40 BP en el detector YL3, y 
740 DLP y 780/60 BP en el detector YL4, respectivamente. La excitación del 
fluorocromo PE con el láser verde/amarillo evitó el solapamiento espectral con el 
sustrato APLS, eliminando de este modo la necesidad de realizar el procedimiento 
de compensación electrónica de la señal de los espectros de emisión y 
simplificando así el diseño experimental y la configuración del instrumento. 

 
Figura 23. Uso del kit de filtros Invitrogen™ Attune™ No-Lyse No-Wash Filter Kit. (A) 
Configuración estándar de filtros para los detectores de la emisión producida por el láser violeta 
(derecha) y configuración obtenida mediante la utilización del kit para detectar el SSC mediante la 
iluminación con el láser violeta en el detector VL1 (izquierda). (B) Identificación de diversas 
poblaciones de una muestra de sangre periférica utilizando un density plot dual de SSC violeta 
versus SSC azul. Adaptada de Cossarizza et al., 2017 (61). 
 

Para el segundo trabajo, los marcadores de ADN DCV y Hoechst 33342 también 
se excitaron con el láser violeta a 405 nm y su emisión se recogió con 495 DLP y 
440/50 BP en el detector VL2, ya que el detector VL1 se utilizó para obtener el 
SSC del láser violeta (Figura 23a). El fluorocromo FITC se excitó con el láser azul 
a 488 nm y su emisión se recogió con 555 DLP y 530/30 BP en el detector BL1. 
El fluorocromo PE se excitó con el láser verde/amarillo a 561 nm y su emisión se 
recogió con 600 DLP y 585/16 BP en el detector YL1. La excitación del tándem 
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de PE con cianina 7 se recogió con 740 DLP y 780/60 BP en el detector YL4. La 
sonda fluorescente 7-AAD se excitó con el láser amarillo/verde a 561 nm y su 
emisión se recogió con 600 DLP y 620/15 BP en el detector YL2. El fluorocromo 
APC se excitó con el láser rojo a 637 nm y su emisión fue recogida con 690 DLP 
y 670/14 BP en el detector RL1. 

3.1.3. Adquisición de la muestra 

En los protocolos basados en procedimientos NLNW, el umbral se estableció 
empíricamente mediante la positividad de DCV o Hoechst 33342, los cuales 
permitieron discriminar las células nucleadas de los eritrocitos y del ruido de fondo. 
De esta manera, esta gran cantidad de células presentes en la sangre y médula 
ósea no lisada fue eliminada de la detección.  

Las muestras se adquirieron a una velocidad de paso de 25 μl/min a 100 μl/min, 

intentando obtener la máxima resolución de las poblaciones y evitando a la vez 
largos tiempos de adquisición. En la mayoría de casos, se adquirieron un mínimo 
de 100.000 células nucleadas, es decir, positivas para los marcadores de ADN 
DCV y Hoechst 33342. 

Generalmente, los parámetros de dispersión de la luz frontal y lateral se 
presentaron en escala lineal, mientras que los parámetros de fluorescencia se 
presentaron en escala logarítmica.  

3.1.4. Compensación electrónica de los espectros de emisión 

El solapamiento de los espectros de emisión de los fluorocromos se solventó 
mediante la compensación electrónica de la señal, para así poder definir 
correctamente las poblaciones analizadas en los experimentos multicolor 
realizados. El valor de los solapamientos entre los espectros de emisión de los 
fluorocromos se calculó, según las recomendaciones actuales (61), mediante la 
ratio de las medias de la intensidad de fluorescencia emitidas por cada 
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fluorocromo en un detector secundario. Para determinar los solapamientos 
espectrales, en la mayoría de experimentos se utilizaron controles positivos para 
el marcador y controles negativos o no marcados. De esta manera, se pudieron 
determinar los valores de autofluorescencia y de positividad de las poblaciones 
para el marcador a analizar. Una vez realizados los experimentos multicolor, se 
comprobó que las medias de la intensidad de fluorescencia entre las diferentes 
poblaciones por cada pareja de fluorocromos coincidiera. 

 

3.2. Otra instrumentación 

• Incubador de normoxia: Water-Jaketed US Autoflow Automatic CO2 
incubator Modelo NU-4750E (Nuaire™, discontinuado). 

• Incubador de hipoxia: Water-Jaketed US Autoflow Automatic CO2 
incubator Modelo NU-4950E (Nuaire™, discontinuado). 

• Cabina de flujo: NuAire LabGard ES (Energy Saver) NU-437 Class II 
Biological Safety Cabinet (Nuaire™, NU-437-400E). 

 

4. PROTOCOLOS GENERALES 

4.1. Determinación de la actividad fosfatasa alcalina  

Para determinar la actividad fosfatasa alcalina en muestras biológicas de sangre 
y médula ósea, se recogieron los especímenes en tubos de EDTA y se prepararon 
siguiendo protocolos NLNW, con el objetivo de no alterar la función de los 
leucocitos y células leucémicas a estudiar. Las muestras fueron analizadas entre 
2 y 24 horas después de la obtención. 

Inicialmente, se estableció el tiempo y la temperatura óptimos de incubación del 
sustrato APLS con las células a analizar. También se comprobó cómo podrían 
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afectar diferentes soluciones lisantes a la actividad fosfatasa alcalina en 
comparación con el uso de protocolos NLNW. Para ello, una vez marcada la 
muestra con APLS, se añadió 1 ml de solución de lisis de cloruro de amonio 1x, y 
paralelamente, 1 ml de solución de lisis de formaldehído. La lisis se realizó en un 
tiempo de 10 minutos a temperatura ambiente.  

Para determinar el punto de corte de positividad y negatividad para la 
fluorescencia del sustrato APLS, se evaluó la actividad fosfatasa alcalina en la 
línea celular KG-1a, con elevada actividad para esta enzima (control positivo) y 
en especímenes de sangre periférica obtenidos de pacientes sanos, con actividad 
basal para esta enzima (control negativo). Las muestras preparadas se mezclaron 
en una proporción 1:25 para ser adquiridas mediante citometría de flujo. 

El protocolo general consistió en incubar entre 0,5 y 1,0 x 106 leucocitos 
contenidos en sangre o médula a un volumen final de 100 µl en HBSS con 1 µl 
APLS (5x), 10 µl de FBS y 1 µl DCV (concentración final [CF] = 50 µM) o 10 µl de 
Hoechst 33342 (CF = 0,2 mM) a 37 ºC durante 20 minutos en un baño dedicado 
y protegido de la luz. Con posterioridad, las células se marcaron con 5 µl de 
anticuerpo/s monoclonal/es a una concentración final de 2,5 µg/ml durante 20 
minutos a temperatura ambiente. Las células marcadas se diluyeron en HBSS a 
un volumen final de 1000 µl antes de ser adquiridas por el citómetro de flujo. 

 

4.2. Ensayos de extrusión del sustrato APLS 

Para comprobar si el sustrato APLS era expulsado debido a la acción de 
transportadores multidroga que pudieran estar expresados en la membrana 
plasmática, se realizó un ensayo de extrusión utilizando la línea celular KB, que 
fue cultivada en presencia mitoxantrone (CF = 1 nM) para mantener la expresión 
constante del transportador multidroga ABCG2. Se obtuvieron 1 x 106 células de 
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la línea celular KB en 1 ml de DMEM y se incubaron con 1µl DMSO (control), con 
1µl APLS (5x) y con la combinación de 1µl APLS (5x) y 5 µl verapamil (CF = 50 
µM) durante 1 hora a 37 ºC. Posteriormente, se añadieron 5 µl de yoduro de 
propidio (CF = 7µM) para excluir las células con la membrana celular 
comprometida y se analizaron por citometría de flujo. 

 

4.3. Análisis de la actividad fosfatasa alcalina en la side population 

El análisis de la SPop en la línea celular LN405 se realizó según el protocolo 
descrito por Petriz en el año 2013 (280). Para la detección de la actividad fosfatasa 
alcalina en las células de la SPop, en los últimos 20 minutos de incubación con 
DCV, se añadió 1 µl de APLS (5x). Las células LN405 crecieron paralelamente en 
condiciones de oxígeno del 5% (hipoxia) y del 21% (normoxia). 

 

4.4. Análisis del ciclo celular 

Para realizar el análisis del ciclo celular de las células de especímenes de sangre 
periférica y médula ósea, se recogió el volumen necesario de muestra para 
obtener 1 x 106 células nucleadas y se lisó durante 10 minutos a temperatura 
ambiente utilizando una solución de lisis de cloruro de amonio 1x y añadiendo un 
volumen 10 veces superior al de la muestra. Posteriormente, se lavaron las células 
dos veces con HBSS y se diluyeron en 1 ml de etanol al 70% con el objetivo de 
fijar y permeabilizar la membrana plasmática. Se guardaron overnight a -20 ºC y 
en el momento de la preparación se volvieron a lavar dos veces con HBSS. Se 
diluyeron en 1 ml de HBSS y se incubaron 30 minutos a temperatura ambiente 
con 2 µl de DAPI (CF = 6 µM) para ser adquiridas posteriormente mediante 
citometría de flujo. Para el análisis del ciclo celular, el parámetro de fluorescencia 
emitida por el DAPI se representó en escala lineal, ajustando al canal 1000 la fase 
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G0/G1 de preparaciones de leucocitos obtenidos de sangre periférica de pacientes 
sanos. 

 

4.5. Determinación de PD-L1 de superficie en MDSCs 

Para determinar la expresión de PD-L1 en MDSCs de médula ósea, los 
especímenes se recogieron en tubos de EDTA y, con el objetivo de no alterar la 
función de celular, se prepararon siguiendo protocolos de NLNW. Las muestras 
fueron analizadas entre 2 y 24 horas después de la obtención. 

Inicialmente, se obtuvieron 1 x 106 células nucleadas diluidas en 100 µl de HBA 
en dos tubos y ambos se marcaron con 1 µl de DCV (CF = 50 µM) o 10 µl de 
Hoechst 33342 (CF = 0,2 mM) y 10 µl de FBS, para bloquear uniones 
inespecíficas, a 37 ºC durante 10 minutos en un baño dedicado y protegido de la 
luz. Se añadieron 900 µl de HBA y se procedió a la estimulación celular añadiendo 
a un tubo 1 µl de PMA (CF = 1,63 µM) y al otro tubo 1 µl de DMSO, actuando 
como control negativo. Se incubaron los tubos a 37 ºC en un baño dedicado y 
protegido de la luz durante 10 minutos. También se exploraron otros tiempos de 
estimulación (1; 2,5; 5; 10; 30 y 60 minutos).  

Una vez estimuladas, las células se centrifugaron y se aspiraron 900 µl de 
sobrenadante, que fue conservado, y se añadieron 5 µl de los anticuerpos 
monoclonales (CD11b, CD33, HLA-DR y PD-L1) a una concentración final de 2,5 
µg/ml y se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente. Las células 
marcadas se diluyeron en el sobrenadante conservado a un volumen final de 1000 
µl antes de ser adquiridas mediante el citómetro de flujo. 
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4.6. Determinación de PD-L1 y CD11b citoplasmáticos 

Para determinar la expresión de PD-L1 y CD11b a nivel citoplasmático en 
muestras de médula ósea, se recogió el volumen necesario de muestra para 
obtener 1 x 106 células nucleadas y se lisaron durante 10 minutos a temperatura 
ambiente con solución lisante de cloruro de amonio 1x, añadiendo un volumen 10 
veces superior al de la muestra. Posteriormente, las células se lavaron dos veces 
con HBSS y se diluyeron en 1 ml de etanol al 70% con el objetivo de fijar y 
permeabilizar la membrana plasmática. Se guardaron overnight a -20 ºC y en el 
momento de la preparación se volvieron a lavar dos veces con HBSS. Se diluyeron 
en 100µl de HBA y se incubaron 20 minutos a temperatura ambiente con 2µl de 
DAPI (CF = 6 µM) y 5 µl de los anticuerpos monoclonales PD-L1 y CD11b a una 
concentración final de 2,5 µg/ml. Seguidamente, se diluyeron en un volumen final 
de 1000 µl con HBA para adquirirlas mediante citometría de flujo. Se analizaron 
los niveles de PD-L1 y CD11b conjuntamente con el ciclo celular. 

 

4.7. Ensayo de competición de anticuerpo monoclonal y fármaco para 
PD-L1  

Para determinar si el anticuerpo anti-PD-L1 se unía al mismo sitio o a un lugar 
próximo de la molécula PD-L1 que durvalumab, el anticuerpo monoclonal anti-PD-
L1 utilizado en inmunoterapia, se realizó un ensayo de competición del anticuerpo 
y el fármaco.  

Para cada muestra, se prepararon 1 x 106 células nucleadas diluidas en 100 µl de 
HBA en 7 tubos y todos se marcaron con 1 µl de DCV (CF = 50 µM) o 10 µl Hoechst 
33342 (CF = 0,2 mM) y 10 µl de FBS, para bloquear uniones inespecíficas, a 37 
ºC durante 10 minutos en un baño dedicado y protegido de la luz. Se añadieron 
900 µl de HBA y se procedió a la estimulación celular añadiendo a 6 tubos 1 µl de 
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PMA (CF = 1,63 µM) y al tubo restante 1 µl de DMSO, actuando como control 
negativo. Los tubos se incubaron a 37 ºC en un baño dedicado y protegido de la 
luz durante 5 minutos. 

Una vez estimuladas, las células se centrifugaron y se aspiraron 900 µl de 
sobrenadante, que fue conservado. En todos los tubos se añadieron 5 µl de los 
anticuerpos monoclonales (CD11b, CD33, HLA-DR y PD-L1) a una concentración 
final de 2,5 µg/ml. En los tubos estimulados en presencia de PMA se añadieron 5 
µl de durvalumab a concentraciones crecientes (0; 0,025; 0,25; 2,5; 25 y 250 
µg/ml). Todos los tubos se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente. 
Las células marcadas se diluyeron en el sobrenadante conservado a un volumen 
final de 1000 µl. Se añadieron 2 µl de 7-AAD a una concentración final de 1,5 µM 
antes de ser adquiridas en el citómetro de flujo, para poder discriminar las células 
con la membrana celular comprometida de aquellas con la membrana celular 
intacta. 

 

5. ANÁLISIS DE DATOS 

Análisis de archivos de citometría de flujo:  

Todos los archivos obtenidos a partir de la adquisición de muestras en los 
citómetros de flujo se analizaron utilizando los siguientes programas informáticos:  

• FlowJo versión 10.5.3 (Tree Star, Inc.) 

• FCS Express 5 Flow Research Edition (De Novo™ Software) 

• Attune™ NxT Software versión 2.6 (Applied Biosystems™) 

• Attune™ Cytometric Software versión 1.2.5 (Applied Biosystems™) 

Estos programas de análisis de datos de citometría de flujo permitieron determinar 
el número de eventos adquiridos, el porcentaje de eventos, la concentración de 
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eventos por microlitro de muestra adquirida, intensidad de la fluorescencia y 
desviación estándar robusta de la mediana de la intensidad de la fluorescencia. 
Para ello, se analizaron los archivos seleccionando las células de interés mediante 
la realización de las regiones apropiadas y aplicando estas regiones a los density 
o contour plots. Una vez delimitada la región de interés, se pudieron obtener los 
parámetros mencionados. También estos programas permitieron realizar las 
compensaciones electrónicas de los espectros de emisión necesarias pre- y post-
adquisición y los density o contour plots representados. 

Métodos estadísticos utilizados en el primer trabajo: 

En el primer trabajo, se realizó el análisis de la curva de la característica operativa 
del receptor (receiver operating characteristic, ROC), el área bajo la curva y el 
análisis de la sensibilidad y especificidad para medir la potencia pronóstica del 
test de la actividad fosfatasa alcalina en la predicción de la supervivencia libre de 
eventos (event-free survival, EFS). El punto de corte óptimo se identificó de 
acuerdo con el índice de Youden (281), para clasificar a los pacientes en dos 
grupos. Las diferencias entre variables categóricas de cada grupo se compararon 
utilizando la prueba exacta bilateral de Fisher. Las diferencias entre variables 
continuas de cada grupo se compararon utilizando la prueba de la suma de rangos 
bilateral de Wilcoxon. El EFS y la supervivencia global (overall survival, OS) se 
estimaron mediante el método descrito por Kaplan y Meier (282). El EFS se definió 
como el tiempo transcurrido desde el diagnóstico hasta la progresión, recaída, 
muerte por cualquier causa o la última fecha de seguimiento. El OS se definió 
como el tiempo transcurrido desde el diagnóstico hasta la muerte por cualquier 
causa o la última fecha de seguimiento. El seguimiento de los pacientes que se 
sometieron a un TPH fue censurado en el momento del trasplante. Las diferencias 
de supervivencia de cada grupo se analizaron empleando la prueba bilateral log-
rank con el método de Bonferroni para ajustar el p-valor. El análisis univariado 
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según el modelo de riesgo proporcional de Cox se utilizó para investigar el impacto 
del porcentaje de blastos ALPhigh en el diagnóstico sobre el EFS y el OS, junto con 
los siguientes factores: edad, sexo, grupo de riesgo ELN 2017, porcentaje de 
blastos, recuento de leucocitos y tipo de LMA (de novo o secundaria). Los factores 
pronósticos para el EFS y el OS con un p-valor < 0,5 en el análisis univariado se 
estudiaron en el análisis multivariado según el modelo de riesgo proporcional de 
Cox. Un p-valor < 0,05 se consideró estadísticamente significativo. Para el análisis 
estadístico se utilizó el programa informático R Studio, versión 1.1.463.  

Análisis de datos del segundo trabajo:  

Para realizar los gráficos del segundo trabajo, se utilizaron los programas 
informáticos GraphPad Prism versión 4.0a (GraphPad© Software) y Microsoft® 
Excel® versión 2016.  
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1. INTRODUCCIÓN 

La fosfatasa alcalina (alkaline phosphatase, ALP) es una enzima de 140 kD con 
una estructura dimérica capaz de unir iones de zinc y magnesio en diferentes sitios 
de unión para estimular o inhibir su reacción catalítica. Su función principal es 
hidrolizar los grupos fosfato de un amplio espectro de sustratos fisiológicos. En 
humanos, se han identificado cuatro formas de la ALP: [1] una de ellas restringida 
al intestino (283), [2] una restringida a la placenta (284), [3] una restringida a 
células germinales y teratomas (285), y [4] otra distribuida ampliamente en hígado, 
huesos y riñones (286,287). 

La actividad ALP fue descrita inicialmente mediante un estudio histoquímico como 
marcador para varios tejidos, y fue especialmente relacionada con la formación 
ósea en tumores osteogénicos de ratón (288). Para ello, los autores utilizaron una 
técnica de detección de la ALP basada en la deposición de fosfato cálcico en el 
sitio de la acción de la enzima. Posteriormente, se utilizó como un marcador 
histoquímico en las células de carcinoma embrionario, sirviendo para identificar 
dos formas enzimáticas relacionadas con poblaciones de células madre y con 
células embrionarias del ectodermo (285).  

Actualmente, la actividad ALP se utiliza como marcador de células madre 
pluripotentes, células madre embrionarias, células madre pluripotentes inducidas 
y células germinales embrionarias (289). Los métodos para detectar los niveles 
de la enzima incluyen técnicas como el western blot, ELISA y la utilización de 
sustratos cromogénicos en combinación con la inmunohistoquímica. Más 
recientemente, han sido desarrollados diferentes sustratos fluorescentes o 
quimioluminiscentes que resultan ser altamente sensibles tanto para células 
viables como fijadas (269). Por otro lado, los niveles de fosfatasa alcalina sérica 
evaluados mediante métodos bioquímicos rutinarios tienen una gran utilidad como 
valor de referencia, estando alterados en diversas afecciones (290,291). 
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La actividad ALP se encuentra alterada en numerosas patologías. Por un lado, la 
actividad fosfatasa alcalina neutrofílica resulta incrementa en procesos 
infecciosos. Además, diversos estudios han analizado la actividad ALP neutrofílica 
en policitemia vera (292), leucemia mieloide crónica (293) y hemoglobinuria 
paroxística nocturna (294).  

La leucemia mieloide aguda (LMA) y la leucemia linfoblástica aguda de 
precursores B (LLA-B) son neoplasias hematológicas caracterizadas por la 
acumulación de progenitores hematopoyéticos leucémicos en la médula ósea, con 
capacidad de expandirse a sangre periférica y a otros tejidos. A pesar de los 
avances terapéuticos actuales, la mayoría de pacientes experimenta recaídas 
después de la remisión o manifiesta enfermedad refractaria.  

El propósito de este trabajo fue desarrollar una metodología basada en citometría 
de flujo para determinar la actividad fosfatasa alcalina en poblaciones de 
progenitores leucémicos primitivos involucrados en la recaída, la persistencia de 
la enfermedad y la supervivencia global en pacientes de leucemia aguda. 

A continuación, se presentan los resultados de la validación de la metodología, de 
los primeros experimentos de la aplicación de la esta metodología en casos de 
pacientes con leucemia aguda refractaria, y del estudio prospectivo que consistió 
en el análisis de 43 pacientes en el momento del diagnóstico de leucemia mieloide 
aguda en el cual se investigó la asociación de la actividad ALP en el diagnóstico 
con el pronóstico de los mismos. 
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2. RESULTADOS 

2.1. Desarrollo de una metodología para la determinación de la 
actividad fosfatasa alcalina en combinación con el 
inmunofenotipado mediante citometría de flujo 

2.1.1. APLS no resulta tóxico a nivel celular y su fluorescencia se 
mantiene estable en el tiempo 

Con el propósito de identificar células primitivas en leucemia aguda, se modificó 
el método aplicado a la determinación de la actividad fosfatasa alcalina de células 
madre basado en la detección de un sustrato fluorogénico de la enzima (269). La 
técnica original, que utiliza microscopía de fluorescencia, fue adaptada para ser 
utilizada mediante citometría de flujo. El sustrato utilizado, denominado Alkaline 

Phosphatase Live Stain (APLS), es un sustrato permeable que difunde a través 
de la membrana plasmática de las células y es catalizado por la enzima fosfatasa 
alcalina.  

En primer lugar, se comprobó que la fluorescencia emitida por el sustrato se 
mantuviera estable a lo largo del tiempo y que el sustrato no resultara tóxico a 
nivel celular. En la Figura 24 se muestra el análisis de la detección de la 
fluorescencia emitida por APLS tras su incubación (t = 0 min) y en muestras 
mantenidas a temperatura ambiente y a 4 ºC durante un periodo de 30, 60, 90 y 
120 minutos con posterioridad a la incubación. No se observó pérdida celular dado 
que las concentraciones se mantuvieron constantes en las células mantenidas a 
temperatura ambiente (82,32±2,26 células/μl). A 4 ºC, la concentración celular 

disminuyó a partir de 90 minutos. La mediana de la intensidad de la fluorescencia 
(median fluorescence intensity, MFI) no varió sustancialmente.
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Figura 24. Estabilidad de la fluorescencia de APLS y de la concentración celular a lo largo del tiempo. Análisis mediante citometría de flujo de una 
muestra de sangre incubada con APLS. El análisis se realizó tras la incubación (t = 0) y tras un periodo de 30, 60, 90 y 120 minutos con posterioridad a la 
incubación, manteniendo las muestras a temperatura ambiente y a 4 ºC. Los density plots muestran la fluorescencia del sustrato APLS para los leucocitos 
respecto al side scatter (SSC). Los valores de concentración celular (eventos/μl) y MFI fueron los siguientes: t = 0 min: 81,33 y 462665; t = 30 min: 80,58 y 
353905 (temperatura ambiente) y 82,24 y 342117 (4 ºC); t = 60 min: 80,23 y 348645 (temperatura ambiente) y 83,92 y 334690 (4 ºC); t = 90 min: 83,66 y 351198 
(temperatura ambiente) y 70,71 y 328122 (4 ºC); t = 120 min: 84,82 y 350860 (temperatura ambiente) y 71,22,24 y 331743 (4 ºC). Las muestras fueron adquiridas 
en el citómetro de flujo de enfoque acústico Attune™ NxT (Thermo Fisher). 
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2.1.2. APLS no es extruido por el transportador multidroga ABCG2 

Debido a que la mayoría de células madre primitivas y refractarias pueden 
expresar transportadores multidroga como ABCG2 (295), se realizó un 
experimento de extrusión para comprobar si el sustrato APLS podría ser 
expulsado por este transportador y así ser validado como marcador de células 
madre resistentes a la quimioterapia. La línea celular KB, transfectada con el 
vector de expresión para el gen ABCG2 y cultivada en presencia de mitoxantrone 
para expresión constante del transportador, se incubó en ausencia de APLS 
(control), en presencia del sustrato (APLS), y en presencia del sustrato y de 
verapamil (APLS + verapamil), un inhibidor del transportador ABCG2. Tanto en 
ausencia como en presencia del inhibidor, la MFI de APLS se mantuvo 
prácticamente idéntica (358156 y 302340, respectivamente), demostrando así 
que el sustrato APLS no es extruido por el transportador de membrana ABCG2 
(Figura 25). 

 

 

Figura 25. El sustrato APLS no es extruido por el transportador multidroga ABCG2. La línea 
celular KB, transfectada con el vector de expresión para el gen ABCG2 (variante R482), fue 
incubada durante 1 hora en ausencia de APLS (control), en presencia del sustrato (APLS) y en 
presencia del sustrato y de verapamil (APLS + verapamil). Los density plots muestran la 
fluorescencia de APLS para las células KB respecto al forward scatter (FSC). Las muestras fueron 
adquiridas en el citómetro de flujo de enfoque acústico Attune™ (Thermo Fisher). 
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2.1.3. Las células de la side population presentan de forma diferencial 

actividad ALP según las concentraciones de oxígeno 

ambientales 

La línea celular LN405 fue incubada en condiciones de hipoxia (5% de oxígeno) y 
en condiciones de normoxia (21% de oxígeno) de forma paralela. Las células 
fueron recogidas y preparadas para el análisis de las células side population 

(SPop) (280). En la Figura 26 se muestran los resultados del análisis de la 
fluorescencia del sustrato APLS para células SPop en condiciones de normoxia e 
hipoxia.  

 
Figura 26. La actividad ALP en la side population presenta patrones de fluorescencia 
diferenciales en condiciones de normoxia e hipoxia. La línea celular LN405 fue cultivada 
paralelamente en condiciones de hipoxia (5% de oxígeno) y de normoxia (21% de oxigeno) y fue 
incubada con DyeCycle™ Violet (DCV) para el análisis de la SPop. El sustrato APLS se añadió en 
los últimos 20 minutos de incubación. Los density plots de citometría de flujo muestran la 
fluorescencia de APLS para la SPop (R4) respecto al SSC en condiciones de normoxia (A) e 
hipoxia (B). Las muestras fueron adquiridas en citómetro de flujo de enfoque acústico Attune™ 
(Thermo Fisher).  
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Se puede observar actividad ALP determinada por la fluorescencia emitida por el 
sustrato y que la MFI es diferencial según las concentraciones de oxígeno 
ambientales, con un valor de 1403 para condiciones de normoxia y un valor de 
3251 para condiciones de hipoxia.  

2.1.4. La línea celular KG-1a como control positivo de actividad 

fosfatasa alcalina 

La línea celular KG-1a, derivada la médula ósea de una leucemia mieloide aguda 
de un paciente caucásico (296), se utilizó como control positivo de células con 
elevada actividad ALP. Las células KG-1a se incubaron con el sustrato APLS y el 
anticuerpo monoclonal PE-CD34 y se añadieron a la sangre periférica de un 
donante sano, también incubada en presencia de APLS.  

 
 
Figura 27. Determinación del punto de corte para la actividad ALP utilizando células de la 
línea celular KG-1a añadidas a sangre periférica de un donante sano. En términos de medición 
de la actividad ALP, los datos del control positivo son utilizados para demostrar que las mediciones 
son reproducibles. En este contour plot de citometría de flujo se muestran las células KG-1a 
(CD34+) con elevada actividad ALP (APLS high), separadas de las células nucleadas de la sangre 
del donante sano (CD34-) con actividad ALP basal. De esta manera, se establece el punto de corte 
de los casos de actividad ALP elevada y basal. Las muestras fueron adquiridas en el citómetro de 
flujo de enfoque acústico Attune™ NxT (Thermo Fisher). 

SUPPLEMENTARY MATERIAL I 

!
ALP expression by flow cytometry. In terms of ALP expression measurements, 
control data are used to demonstrate that the measurements are reproducible. This 
figure shows the use of KG1a cells to separate positive and negative ALP cases. 
KG1a cells were manually spiked into samples of blood from a healthy donor to 
assess the numbers of CD34+/APLS+ cells. 
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En la Figura 27 se muestra la intensidad de fluorescencia para APLS y el 
anticuerpo PE-CD34 tras la adición de células KG-1a, con expresión de CD34, a 
la sangre periférica obtenida de un donante sano. Se observa la elevada 
fluorescencia emitida por APLS en el control positivo y como se establece el punto 
de corte para los casos de actividad ALP elevada y basal. 

2.1.5. Las soluciones de lisis de eritrocitos alteran la determinación de 

la actividad fosfatasa alcalina 

En el estudio de la actividad fosfatasa alcalina en muestras biológicas de sangre 
y médula ósea (MO), las soluciones de lisis de eritrocitos pueden afectar a la 
funcionalidad celular y, por tanto, alterar a la determinación de la actividad ALP. 
Para determinar el efecto de estas soluciones lisantes, la línea celular KG-1a se 
incubó en presencia y ausencia del sustrato APLS y posteriormente se preparó 
utilizando las siguientes soluciones: (A) Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS) 
(aproximación NLNW); (B) una solución de lisis conteniendo cloruro de amonio; y 
(C) una solución de lisis conteniendo paraformaldehído.  

 

Figura 28. Efecto de diferentes soluciones lisantes de eritrocitos en la actividad ALP. La 
línea celular KG-1a se incubó en presencia de APLS (azul) y en ausencia de APLS (rojo) y 
posteriormente se preparó con una aproximación NLNW (A), con solución de lisis conteniendo 
cloruro de amonio (B) o con una solución de lisis conteniendo paraformaldehído (C). Los contour 
plots de citometría de flujo muestran la fluorescencia de APLS respecto al FSC de las células KG-
1a. Los valores de la MFI para el APLS fueron: (A): 123191 (azul) y 376 (rojo); (B) 117339 (azul) 
y 367 (rojo); (C) 3189 (azul) y 1003 (rojo). Los valores del FSC fueron: (A) 408509; (B) 442631; 
(C) 237441. Las muestras fueron adquiridas en el citómetro de flujo de enfoque acústico Attune™ 
NxT (Thermo Fisher). 

SUPPLEMENTARY MATERIAL I 

As most enzyme functions are performed at 37ºC, we first established an optimal 
Alkaline Phosphatase Live Stain (APLS, Thermo Fisher Scientific) stable loading time 
(t=20 min) and temperature (T=37ºC) to measure ALP enzymatic activity. This dye is 
a cell-permeable fluorescent substrate for ALP that is non-toxic to cells. Importantly, 
ammonium chloride- and paraformaldehyde-based lysing solutions can impair and 
almost completely abrogate ALP staining, are not recommended for detection of 
ALP+ cells. The KG-1a cell line, derived from Human Caucasian bone marrow acute 
myelogenous leukemia, were used as a positive control for highly expressing ALP+ 
cells. 

!
!

!
!
Effect of lysing agents on ALP expression by flow cytometry. This figure shows 
the use of KG1a cells to separate positive and negative ALP cases. In terms of ALP 
expression measurements, control data are used to demonstrate that the 
measurements are reproducible. KG1a cells were prepared with the no-lyse no-
wash approach (A), with ammounium chloride (B) and with a paraformaldehyde 
based solutions. Ammonium chloride based  solution supports lysis of erythrocytes 
and its buffered and optimized for gentle lysis of erythrocytes, with minimal effect on 
leukocytes. However, erythrocyte lysing with agents such as ammonium chloride is 
often ineffective and can damage cells and cell function. Note that KG1a cells in B 
and C exhibit less forward scatter than the same cells in A, due to some type of 
damage.  
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La Figura 28 compara el análisis de la actividad fosfatasa alcalina en las células 
KG-1a sometidas a las diferentes soluciones lisantes de eritrocitos. La población 
roja corresponde a las células KG-1a en ausencia de APLS (autofluorescencia) y 
la población representada en color azul corresponde a las células incubadas con 
APLS. Se observa que la fluorescencia de APLS disminuye notablemente en las 
células sometidas a la solución lisante conteniendo paraformaldehído, así como 
el FSC, que también se ve disminuido. 

 

2.2. Determinación de la actividad ALP en leucemias agudas 

refractarias 

Una vez establecida la metodología para determinar la actividad fosfatasa alcalina 
empleando métodos basados en protocolos NLNW, se obtuvieron muestras de 
leucemias agudas refractarias para determinar los niveles de actividad fosfatasa 
en células más primitivas, en este caso, caracterizadas por la expresión del 
marcador CD34. A continuación se exponen los resultados representativos del 
análisis de la actividad ALP en pacientes con leucemias agudas refractarias. 

2.2.1. Caso 1: Células CD34+ con elevada actividad ALP detectadas en 

diferentes seguimientos de una leucemia linfoblástica aguda de 

precursores B refractaria 

A continuación, se detalla el seguimiento de una paciente de 27 años 
diagnosticada en mayo de 2010 de una leucemia linfoblástica aguda de 
precursores B (LLA-B) común con cariotipo normal (46,XX) (Caso 1). La RT-qPCR 
no detectó la presencia y expresión de las isoformas de p190 (e1a2, e1a3) y p210 
(b3a2, b2a2, b3a3, b2a3) de los transcritos de fusión BCR-ABL1. Los resultados 
de FISH fueron negativos para los reordenamientos de 11q23 (KMT2A), 
p16(9p21) (CDKN2A) y TCF3/PBX1. La expresión antigénica detectada mediante 
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citometría de flujo multiparamétrica (CFM) en el momento del diagnóstico 
proporcionó el siguiente perfil: MPO 10%, CD79a citoplasmático 85%, CD3 
citoplasmático 10%, TdT 42%, cadena µ 1%, CD34 88%, CD58 95% (87% 
coexpresado con CD19), CD66c 70%, y CD33 18%. En noviembre de 2012 la 
paciente experimentó su primera recaída, con un 40% de blastos CD34+ en la MO 
con el mismo fenotipo que en el diagnóstico. En febrero de 2013 recibió un TPH 
alogénico, con posterioridad a la administración de una terapia de rescate basada 
en fludarabina, citarabina, idarubicina y G-CSF. En febrero de 2015, la paciente 
experimentó una segunda recaída con un 88% de blastos en MO y recibió una 
tercera línea de tratamiento (vincristina, prednisona y daunorubicina) que no 
mostró eficacia, dado que dos semanas después la leucemia todavía persistía. 
Entre marzo y abril de 2015 la paciente recibió una cuarta línea de tratamiento 
(metotrexato y citarabina) que resultó también ineficaz y fue complementada con 
inotuzumab ozogamicina, consiguiendo remisión completa con enfermedad 
residual medible (ERM) negativa.  

En agosto de 2015, la paciente fue sometida a un segundo TPH alogénico. Los 
aspirados de MO post-trasplante fueron compatibles con remisión completa con 
ERM negativa (0,0044%) y 100% de quimerismo el primer mes; y remisión 
completa con ERM positiva (0,033%) y 100% de quimerismo al tercer mes. La 
expresión de CD66c en los blastos decreció del 45% al 10% en la segunda y 
tercera recaída, respectivamente, mientras que la expresión de CD33 incrementó 
al 60%. En febrero de 2016 la paciente manifestó una tercera recaída con un 82% 
de blastos en la MO con fenotipo de LLA-B. En marzo de 2016 las condiciones de 
salud de la paciente empeoraron, siendo exitus en abril de 2016, transcurridos 
seis años del diagnóstico.  

La Figura 29 muestra el cronograma de los eventos producidos desde el 
diagnóstico hasta el fallecimiento de la paciente denominada Caso 1. 
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Figura 29. Cronograma de los tratamientos, intervenciones y el estado clínico de la paciente 
con LLA-B desde el diagnóstico hasta el exitus (Caso 1). La paciente fue inicialmente tratada 
con terapia de inducción basada en el protocolo PETHEMA-LLA-AR/03 para la LLA-B de alto 
riesgo, una terapia de consolidación y mantenimiento. Después de la primera recaída, la paciente 
recibió terapia de rescate (fludarabina, citarabina, idarubicina y G-CSF) y fue sometida a un TPH 
alogénico. Dos años después, sufrió una segunda recaída y recibió terapia de tercera y cuarta 
línea y un segundo TPH alogénico. Posteriormente, sufrió una tercera recaída y sus condiciones 
empeoraron hasta ser exitus en abril de 2016, seis años después del diagnóstico. Los círculos 
rojos numerados del 1 al 5 indican el análisis de la médula ósea para detectar la actividad fosfatasa 
alcalina (ALP test) en combinación con el marcaje de CD34.  
 

La determinación de la actividad fosfatasa alcalina en combinación con el marcaje 
de CD34 se realizó entre mayo de 2015 y abril de 2016. Se analizaron 5 aspirados 
de MO paralelamente al análisis clínico. Además, mediante citometría de flujo, se 
analizó el ciclo celular y la ploidía de las células obtenidas de la MO. En el cuarto 
seguimiento, la actividad ALP se determinó también en sangre (S) periférica. Los 
resultados del análisis del ciclo celular en las 5 muestras de MO fueron los 
siguientes: 1) %G1 = 92,5; %S = 1,97; %G2 = 6,27; 2) %G1 = 84,1; %S = 16; %G2 
= 0,844; 3) %G1 = 89,7; %S = 8,56; %G2 = 1,88; 4) %G1 = 94; %S = 6,5; %G2 = 
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0,9; 5) %G1 = 80,2; %S = 19; %G2 = 1,79. En el análisis ploidía reflejó un patrón 
diploide (índice del ADN = 1) (Figura 30).  

 

 
Figura 30. Análisis del ciclo celular y la ploidía en el seguimiento después de la segunda 
recaída, en la tercera recaída y después de la tercera recaída (Caso 1). El ciclo celular se 
analizó en 5 MO paralelamente al análisis de la actividad ALP. Los resultados fueron los siguientes: 
1) %G1 = 92,5; %S = 1,97; %G2 = 6,27; 2) %G1 = 84,1; %S = 16; %G2 = 0,844; 3) %G1 = 89,7; 
%S = 8,56; %G2 = 1,88; 4) %G1 = 94; %S = 6,5; %G2 = 0,9; 5) %G1 = 80,2; %S = 19; %G2 = 
1,79. El análisis de la ploidía reflejó un patrón diploide (índice del ADN = 1). Las muestras fueron 
adquiridas en el citómetro de flujo de enfoque acústico Attune™ NxT (Thermo Fisher). 
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Los resultados de la determinación de la actividad ALP para las 5 MO se 
presentan en la Figura 31, mostrando poblaciones celulares CD34+ con elevada 
actividad fosfatasa alcalina identificadas mediante regiones de selección.  

 

 
Figura 31. Células CD34+ de una leucemia linfoblástica aguda de precursores B refractaria 
mostrando elevados niveles de actividad fosfatasa alcalina (Caso 1). Contour plots de 
referencia para cinco muestras de aspirados de médula ósea (MO) y sangre (S) obtenidos en el 
último año de seguimiento del Caso 1. Las muestras no lisadas se marcaron con PE-CD34, APLS 
y DCV. La comparación y clasificación prospectiva de cinco muestras independientes 
correspondientes a la misma paciente muestran diferentes subpoblaciones de células CD34+. 
Cada región individual de selección representa células CD34+ con elevados niveles de actividad 
fosfatasa alcalina. Los resultados utilizando el citómetro de flujo de enfoque acústico Attune™ se 
obtuvieron mediante excitación del láser azul para PE y APLS, mientras que los resultados 
utilizando citómetro de flujo de enfoque acústico Attune™ NxT se obtuvieron mediante excitación 
dual (de láser azul para APLS y de láser verde/amarillo para PE). Las estadísticas de las regiones 
de selección representan el porcentaje de células CD34+/ALPhigh. 
 

 

La Figura 32 muestra el análisis clínico del inmunofenotipado obtenido mediante 
citometría de flujo de la MO en el momento del diagnóstico, en la primera, segunda 
y en la tercera recaída (Figura 32a); y de la MO en tercera recaída y en progresión 
(Figura 32b). 
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Figura 32. Poblaciones aparentemente clonales observadas en momento del diagnóstico y 
durante la recaída (Caso 1). Se muestran los contour plots del inmunofenotipado de la LLA-B 
para identificar poblaciones celulares en el diagnóstico y en la recaída, donde se muestra una 
expansión clonal de las células leucémicas CD34+/CD10+ y CD34+/CD19+ (A) y la caracterización 
de los linfoblastos para CD10, CD19, CD33, CD34 y CD66c en la tercera recaída (marzo 2016) y 
la progresión previa al exitus (abril 2016) (B).  
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2.2.2. Caso 2: Células CD34+ con elevada actividad ALP detectadas en 

el diagnóstico y la recaída de una leucemia linfoblástica aguda 

de precursores B refractaria 

Adicionalmente, se analizaron independientemente dos aspirados de médula 
ósea en el momento del diagnóstico y tras la recaída de una paciente de 66 años 
diagnosticada en mayo de 2015 de una leucemia linfoblástica aguda B común con 
hiperdiploidía (54,XX) (Caso 2).  

 
Figura 33. Células CD34+ con elevada actividad ALP detectadas en el diagnóstico y la 
recaída de una leucemia linfoblástica aguda de precursores B refractaria (Caso 2). Contour 
plots de referencia para dos muestras de aspirados de médula ósea obtenidos del Caso 2, 
mostrando el resultado del test ALP combinado con el marcaje de CD34. La comparación y 
clasificación prospectiva de las dos muestras correspondientes a la misma paciente muestran 
diferentes subpoblaciones de células CD34+. Cada región de selección representa células CD34+ 
con elevados niveles de actividad fosfatasa alcalina. Las muestras fueron adquiridas en el 
citómetro de flujo de enfoque acústico Attune™ NxT (Thermo Fisher). Las estadísticas de las 
regiones representan el porcentaje de células de la región de selección. 
 

La RT-qPCR no detectó la presencia y expresión de los transcritos de fusión BCR-
ABL1. La técnica de FISH resultó negativa para los reordenamientos de 11q23 
(KMT2A). El inmunofenotipo determinado mediante citometría de flujo en el 
diagnóstico proporcionó el siguiente perfil antigénico: PAX5+, CD20+, CD34+, 
TdT+, CD10+ y CD99+; CD5-, CD3-, ciclina D1- y BCL6-. La paciente siguió un 
tratamiento según el protocolo PETHEMA-LLA-07OLD y seis meses después 
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experimentó una recaída citológica. Recibió una nueva línea de terapia (vincristina 
y prednisona) durante dos semanas seguida de blinatumomab. Después del 
tratamiento, la ERM fue determinada buscando células con el LAIP establecido 
en el diagnóstico, obteniendo un 0,02% de células asociadas al inmunofenotipo 
(ERM positiva). La paciente experimentó una segunda recaída siendo exitus tres 
meses después. La determinación de la actividad ALP de las células CD34+ fue 
realizada a partir de la MO obtenida en el momento del diagnóstico y en la recaída 
(Figura 33). El análisis de la actividad ALP detecta la presencia de una población 
CD34+/ALPhigh en ambos seguimientos analizados. 

2.2.3. Casos 3-5: La actividad ALP no está restringida a células CD34+ 

Se observó que la actividad fosfatasa alcalina no estaba siempre restringida a las 
células leucémicas CD34+, sino que podría estar también incrementada en células 
CD34-. En la Figura 34 se detalla el análisis de la actividad ALP combinada con 
el marcaje de CD34, donde se observan células con elevada actividad ALP tanto 
positivas como negativas para CD34.  

 

Figura 34. La actividad fosfatasa alcalina no está restringida a las células CD34 positivas. 
Contour plots que representan el test ALP realizado a partir de una MO en el diagnóstico de un 
paciente de 61 años con un síndrome mielodisplásico que evolucionó a LMA (A); de una MO en 
el diagnóstico de un paciente de 78 años con una anemia refractaria con exceso de blastos que 
evolucionó a LMA (B); de una MO de un paciente de 12 años con una LLA pre-B durante la terapia 
de mantenimiento con una ERM indetectable (C). Las muestras fueron adquiridas en el citómetro 
de flujo de enfoque acústico Attune™ NxT (Thermo Fisher). Las estadísticas de las regiones 
representan el porcentaje de células. 
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La Figura 34a representa el test ALP de una MO en el momento del diagnóstico 
de un paciente de 61 años con un síndrome mielodisplásico que evolucionó a 
leucemia mieloide aguda. La Figura 34b representa el test ALP de una MO en el 
diagnóstico de un paciente de 78 años con una anemia refractaria con exceso de 
blastos que evolucionó a leucemia mieloide aguda. La Figura 34c representa el 
test ALP de una MO de un paciente de 12 años con una leucemia linfoblástica 
aguda pre-B durante la terapia de mantenimiento con una ERM indetectable. 

 

2.3. Importancia de la determinación de la actividad fosfatasa alcalina 

en el diagnóstico de la leucemia mieloide aguda 

Una vez demostrada la existencia de células primitivas con elevados niveles de 
actividad fosfatasa alcalina en leucemias agudas refractarias, se quiso determinar 
la asociación de la actividad fosfatasa alcalina de los blastos más indiferenciados 
en el momento del diagnóstico de la leucemia mieloide aguda con la respuesta a 
la terapia. Concretamente, con el alcance de la remisión completa, la recaída o la 
persistencia de la enfermedad, y la supervivencia global. A continuación, se 
presentan los resultados del estudio prospectivo realizado en 43 pacientes de 
leucemia mieloide aguda en el momento del diagnóstico. 

2.3.1. Características de los pacientes y pronóstico 

Entre mayo del 2015 y mayo del 2018, un total de 106 pacientes fueron 
diagnosticados de leucemia mieloide aguda en el Hospital Universitari Germans 
Trias i Pujol (Badalona). Después de aplicar los criterios de exclusión, se 
seleccionaron para este estudio 43 pacientes. Las características de los pacientes 
incluidos se muestran en la Tabla 16 y en la Tabla 17. 
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Tabla 16. Características individuales de cada paciente diagnosticado de LMA y seleccionado para el estudio de la actividad fosfatasa 
alcalina 

Paciente Edad (años) Sexo Seguimiento (meses) Tipo de LMA Clasificación de la OMS (2017) Pronóstico (ELN 2017) Tipo de muestra % Blastos Leucocitos 
(x109 /L) 

Alteraciones 
citogenéticas 

P01 81 M 2 Secundaria LMA con maduración Intermedio Médula ósea 27 48,6 Cariotipo normal 

P02 55 M 16 Secundaria LMA con NPM1 mutada Favorable Sangre periférica 36 65,4 Cariotipo normal 

P03 53 M 28 De novo LMA con NPM1 mutada Favorable Médula ósea 28 39,7 Cariotipo normal 

P04 65 M 18 De novo Leucemia monoblástica/ monocítica aguda Intermedio Médula ósea 35 23,9 Cariotipo normal 

P05 44 F 8 De novo LMA con maduración Adverso Médula ósea 52 12,1 Cariotipo normal 

P06 41 M 32 De novo LMA con t(8;21)(q22;q22.1) Favorable Médula ósea 66 29,7 46,XY,t(8;21) 
(q22;q22) 

P07 80 M 7 De novo LMA sin maduración Adverso Médula ósea 78 1,1 t(11q23) 

P08 54 F 31 De novo Leucemia mielomonocítica aguda Adverso Médula ósea 43 1,7 Cariotipo complejo 

P09 78 M 13 Secundaria LMA con maduración Intermedio Médula ósea 27 0,5 Cariotipo normal 

P10 54 M 25 De novo LMA con NPM1 mutada Favorable Médula ósea 55 2,2 Cariotipo normal 

P11 31 M 20 De novo LMA con mutaciones bialélicas en CEPBA Favorable Médula ósea 42 11,4 Cariotipo normal 

P12 64 M 12 De novo LMA con diferenciación mínima Intermedio Médula ósea 88 2,0 47,XY,+4 

P13 43 M 28 De novo LMA con cambios relacionados con mielodisplasia Intermedio Médula ósea 21 14,4 Cariotipo normal 

P14 91 F 1 Secundaria LMA con maduración Adverso Médula ósea 26 4,4 Cariotipo complejo 

P15 64 M 28 De novo LMA con NPM1 mutada Favorable Sangre periférica 78 35,2 Cariotipo normal 

P16 73 M 1 Secundaria Leucemia monoblástica/monocítica aguda Intermedio Sangre periférica 20 16,5 46,XY, 
add(12)(p13) 

P17 39 F 22 De novo LMA con CBFB-MYH11 Favorable Médula ósea 78 45,90 46,XX,inv(16) 
(p13q22) 

P18 74 M 9 Secundaria LMA con diferenciación mínima Adverso Médula ósea 18 2,80 45,XY,-7 

P19 76 M 15 De novo LMA con mutaciones bialélicas en CEPBA Favorable Médula ósea 53 104,87 Cariotipo normal 
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P20 75 M 14 De novo LMA con cambios relacionados con mielodisplasia Intermedio Médula ósea 27 2,70 Cariotipo normal 

P21 81 M 12 De novo LMA con NPM1 mutada Favorable Médula ósea 46 12,00 Cariotipo normal 

P22 26 M 28 De novo Leucemia monoblástica/monocítica aguda Intermedio Médula ósea 93 8,60 46,XY,t(6;16) 
(q21;q22-24) 

P23 80 F 8 De novo LMA con NPM1 mutada Intermedio Médula ósea 63 53,30 Cariotipo normal 

P24 44 F 10 De novo LMA con NPM1 mutada Favorable Sangre periférica 39 91,00 Cariotipo normal 

P25 73 F 4 Secundaria LMA con cambios relacionados con mielodisplasia Intermedio Médula ósea 32 0,70 46,X,del(X) 
(q22q26) 

P26 76 M 2 De novo LMA con diferenciación mínima Adverso Médula ósea 98 127,50 Cariotipo complejo 

P27 78 M 11 De novo LMA con mutaciones bialélicas en CEPBA Favorable Médula ósea 45 39,30 Cariotipo normal 

P28 27 M 6 De novo Leucemia mielomonocítica aguda Intermedio Médula ósea 18 5,10 46,XY,t(3;3) 
(q21;q26) 

P29 80 M 4 Secundaria LMA sin maduración Intermedio Médula ósea 76 1,30 Cariotipo normal 

P30 61 M 12 De novo LMA sin maduración Intermedio Médula ósea 52 87,80 46,XY,del(7) 
(q22) 

P31 47 M 28 De novo LMA con NPM1 mutada Intermedio Médula ósea 54 5,90 Cariotipo normal 

P32 71 F 5 De novo LMA con maduración Intermedio Médula ósea 60 2,50 46,XX, 
add(16)(q24) 

P33 64 F 16 De novo Leucemia monoblástica/monocítica aguda Adverso Médula ósea 31 249,10 47,XX,+8 

P34 44 F 3 De novo Leucemia monoblástica/monocítica aguda Intermedio Médula ósea 30 5,70 Cariotipo normal 

P35 79 F 3 De novo LMA con CBFB-MYH11 Favorable Médula ósea 80 7,10 47,XX,+8,inv 
(16)(p13q22) 

P36 77 M 1 Secundaria LMA con maduración Intermedio Sangre periférica 55 3,80 47,XY,+8 

P37 81 F 22 Secundaria LMA con maduración Intermedio Médula ósea 44 1,50 Cariotipo normal 

P38 61 F 36 De novo Leucemia mielomonocítica aguda Intermedio Médula ósea 71 8,50 47,XX,+8 

P39 78 M 7 Secundaria LMA con maduración Intermedio Médula ósea 21 3,30 47,XY,+8 

P40 67 M 4 Secundaria LMA relacionada con la terapia Intermedio Médula ósea 20 3,90 46,XY,del(7) 
(q22q36) 

P41 68 M 3 Secundaria LMA con cambios relacionados con mielodisplasia Intermedio Médula ósea 36 5,30 46,XY,-10dmin 

P42 48 M 16 De novo LMA con t(8;21)(q22;q22.1);  Favorable Médula ósea 82 12,80 47,XY,t(8;21) 
(q22;q22),+15 

P43 75 M 2 De novo Leucemia mielomonocítica aguda Intermedio Médula ósea 50 5,30 47,XY,+8 
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Tabla 16 (continuación). Características individuales de cada paciente diagnosticado de LMA y seleccionado para el estudio de la 
actividad fosfatasa alcalina 

Paciente Alteraciones moleculares Marcadores de blastos  Tratamiento inicial TPH 
alogénico 

Tiempo a TPH 
(meses) 

Tiempo a RC 
(meses) 

Tiempo a recaída 
(meses) 

Supervivencia 
(meses) 

% ALPhigh 
diagnóstico 

P01 No CD34+/CD117+/CD123+ Citarabina + Fludarabina  NO - no alcanzada 1 2 0,26 

P02 NPM1 mutada CD34-/CD117+/CD123+ Citarabina + Idarrubicina  SÍ 4 7 no alcanzada no alcanzada 1 

P03 NPM1 mutada CD34-/CD117+/CD123+ Citarabina + Idarrubicina  NO - 2 no alcanzada no alcanzada 1,12 

P04 FLT3-ITD CD34-/CD123+/CD117+ Citarabina + Idarrubicina  SÍ 3 1 no alcanzada no alcanzada 1,2 

P05 FLT3-ITD CD34+/CD117+/CD123+ Citarabina + Idarrubicina + quizatinib NO - 1 no alcanzada no alcanzada 1,62 

P06 No CD34+/CD117+/CD123+ Citarabina + Idarrubicina  NO - 10 no alcanzada no alcanzada 1,71 

P07 No CD34+/CD117+/CD123- Azacitidina NO - 6 1 no alcanzada 2,65 

P08 No CD34+/CD123+/CD117+ Citarabina + Idarrubicina  SÍ 5 18 no alcanzada no alcanzada 4,96 

P09 No CD34+/CD117+/CD123+ Citarabina + Fludarabina  NO - no alcanzada 11 13 5,02 

P10 NPM1 mutada CD34-/CD123+/CD117+ Citarabina + Idarrubicina  NO - 1 no alcanzada no alcanzada 5,35 

P11 CEBPA mutado CD34+/CD123+/CD117+ Citarabina + Idarrubicina  NO - 1 no alcanzada no alcanzada 6,53 

P12 No CD34+/CD123+/CD117+ Citarabina + Idarrubicina  NO - no alcanzada 3 12 8,1 

P13 No CD34+/CD123+/CD117+ Citarabina + Idarrubicina SÍ 10 3 4 no alcanzada 9,07 

P14 No CD34+/CD117+/CD123+ No NO - no alcanzada no alcanzada 1 9,53 

P15 NPM1 mutada CD34-/CD123+/CD117+ Citarabina + Idarrubicina  NO - 5 no alcanzada no alcanzada 9,82 

P16 No CD34-/CD117-/CD123+ Decitabina NO - no alcanzada no alcanzada 1 11,98 

P17 KIT mutado CD34+/CD123+/CD117+ Citarabina + Idarrubicina  SÍ 18 1 14 no alcanzada 13,83 

P18 No CD34+/CD123+/CD117+ Citarabina + Fludarabina  NO - no alcanzada 3 9 15,49 

P19 CEBPA mutado CD34+/CD123+/CD117+ Citarabina + Fludarabina  NO - no alcanzada 7 15 17,09 
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P20 No CD34+/CD123+/CD117+ Azacitidina  NO - no alcanzada 3 14 17,64 

P21 NPM1 mutada CD34-/CD117+/CD123+ Azacitidina NO - no alcanzada 9 12 17,89 

P22 No CD34-/CD123+/CD117- Citarabina + Idarrubicina  NO - 9 7 28 18,33 

P23 NPM1 mutada / FLT3-ITD CD34-/CD123+/CD117+ Azacitidina  NO - no alcanzada 1 no alcanzada 18,97 

P24 NPM1 mutada / FLT3-ITD CD34-/CD117+/CD123+ Citarabina + Idarrubicina  NO - no alcanzada 9 10 19 

P25 No CD34+/CD117+/CD123+ Decitabina NO - no alcanzada 1 4 20,75 

P26 No CD34+/CD123+/CD117+ Citarabina + Fludarabina NO - no alcanzada 1 2 20,84 

P27 CEBPA mutado CD34+/CD123+/CD117+ Azacitidina  NO - no alcanzada 9 11 21,75 

P28 No CD34+/CD117+/CD123+ Citarabina + Idarrubicina  SÍ 4 no alcanzada 1 6 22,29 

P29 No CD34+/CD117+/CD123+ Citarabina + Fludarabina  NO - no alcanzada 1 4 22,89 

P30 No CD34+/CD123+/CD117+ Citarabina + Idarrubicina  SÍ 8 no alcanzada 1 12 23,76 

P31 No CD34+/CD123+/CD117+ Citarabina + Idarrubicina  SÍ 2 2 no alcanzada no alcanzada 24,71 

P32 No CD34+/CD117+/CD123+ Citarabina + Fludarabina  NO - no alcanzada 3 5 25,34 

P33 FLT3-ITD CD34+/CD123+/CD117+ Citarabina + Idarrubicina + quizatinib  SÍ 6 6 4 no alcanzada 26,03 

P34 No CD34-/CD123+/CD117- Citarabina + Idarrubicina  NO - no alcanzada 2 3 26,91 

P35 FLT3-TKD CD34+/CD117+/CD123+ Citarabina + Fludarabina  NO - no alcanzada 2 3 29,8 

P36 No CD34-/CD117+/CD123+ No NO - no alcanzada no alcanzada 1 30,39 

P37 No CD34+/CD123+/CD117+ Citarabina + Fludarabina  NO - 2 14 22 35,27 

P38 No CD34+/CD123+/CD117+ Citarabina + Idarrubicina  SÍ 6 18 29 36 35,91 

P39 No CD34+/CD123+/CD117+ Citarabina + Fludarabina  NO - no alcanzada 5 7 37,77 

P40 No CD34+/CD123+/CD117+ Citarabina + Fludarabina  NO - no alcanzada 1 4 54,95 

P41 No CD34+/CD117+/CD123- Citarabina + Idarrubicina  SÍ 2 no alcanzada 1 3 95,92 

P42 No CD34+/CD123+/CD117+ Citarabina + Idarrubicina  SÍ 7 3 1 no alcanzada 96,63 

P43 No CD34+/CD117+/CD123- Azacitidina NO - no alcanzada 1 2 96,63 
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Tabla 17. Características agrupadas de los pacientes diagnosticados de LMA y 
seleccionados para el estudio de la actividad ALP 

 Pacientes (n = 43),  
n (%) 

Blastos ALPhigh,  
mediana (rango), % 

Edad en el diagnóstico 
< 70 años 23 (53,5) 13,83 (1,00 - 96,63) 
> 70 años 20 (46,5) 19,86 (0,26 - 96,63) 
Sexo 
- Hombre 30 (69,8) 17,36 (0,26 - 96,63) 
- Mujer 13 (30,2) 20,75 (1,62 - 35,91) 
Tipo de LMA 
- de novo 30 (69,8) 18,11 (1,20 - 96,63) 
- secundaria 13 (30,2) 20,75 (1,00 - 95,92) 
Clasificación de la OMS (2017) 
- LMA con alteraciones genéticas recurrentes 
- LMA con t(8;21)(q22;q22.1); RUNX1-RUNX1T1 2 (4,7) 49,17 (1,71 - 96,63) 
- LMA con inv(16)(p13.1q22) o t(16;16)(p13.1;q22) 2 (4,7) 21,81 (13,83 - 29,80) 
- LMA con NPM1 mutada 8 (18,6) 13,85 (1,00 - 24,71) 
- LMA con mutaciones bialélicas CEBPA 3 (7,0) 17,09 (6,53 - 21,75) 
- LMA con cambios relacionados con mielodisplasia 4 (9,3) 19,19 (9,07 - 95,92) 
- LMA relacionada con la terapia 1 (2,3) 54,95 (54,95 - 54,95) 
- LMA no especificada de otro modo 
- LMA con diferenciación mínima 3 (7,0) 15,49 (8,10 - 20,84) 
- LMA sin maduración 3 (7,0) 22,89 (2,65 - 23,76) 
- LMA con maduración 8 (18,6) 17,43 (0,26 - 37,77) 
- Leucemia mielomonocítica aguda 4 (9,3) 29,10 (4,96 - 96,63) 
- Leucemia monoblástica/monocítica aguda 5 (11,6) 18,33 (1,20 - 26,91) 
Alteraciones citogenéticas 
- Cariotipo normal 20 (46,5) 13,45 (0,26 - 35,27) 
- inv(16)(p13.1;q22) 2 (4,7) 21,81 (13,83 - 29,80) 
- Monosomía 7 o del 7q 3 (7,0) 23,76 (15,49 - 54,95) 
- Trisomía 8 5 (11,6) 35,91 (26,03 - 96,63) 
- t(8;21)(q22;q22.1) 2 (4,7) 49,17 (1,71 - 96,63) 
- t(11q23) 1 (2,3) 2,65 (2,65 - 2,65) 
- Cariotipo complejo 3 (7,0) 9,53 (4,96 - 20,84) 
- Otros 7 (16,3) 20,75 (8,10 - 95,92) 
Alteraciones moleculares 
- NPM1 mutada sin FLT3-ITD 5 (11,6) 5,35 (1,00 - 17,89) 
- FLT3-ITD con o sin NPM1 mutada 5 (11,6) 18,97 (1,20 - 26,03) 
- FLT3-TKD 1 (2,3) 29,8 (29,8 - 29,8) 
- CEBPA mutado 3 (7,0) 17,09 (6,53 - 21,75) 
- KIT mutado 1 (2,3) 13,83 (13,83 - 13,83) 
- Wild type 28 (65,1) 21,56 (0,26 - 96,63) 
Grupo de riesgo citogenético y molecular (ELN 2017) 
- Favorable 13 (30,2) 13,83 (1,00 - 96,63) 
- Intermedio 23 (53,5) 22,89 (0,26 - 96,63) 
- Adverso 7 (16,3) 9,53 (1,62 - 26,03) 
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Tabla 17 (continuación). Características agrupadas de los pacientes diagnosticados de LMA 
y seleccionados para el estudio de la actividad ALP 

 Pacientes (n = 43),  
n (%) 

Blastos ALPhigh,  
mediana (rango), % 

Marcadores de blastos relevantes 
- CD34+/CD123+/CD117+ 28 (65,1) 20,79 (0,26 - 96,63) 
- CD34+/CD123-/CD117+ 3 (7,0) 95,92 (2,65 - 96,63) 
- CD34-/CD123+/CD117+ 9 (20,9) 9,82 (1,00 - 30,39) 
- CD34-/CD123+/CD117- 3 (7,0) 18,33 (11,98 - 26,91) 
Tratamiento inicial 
- CETLAM12<70* 20 (46,5) 11,82 (1,00 - 96,63) 
- CETLAM12>70† 5 (11,6) 15,49 (0,26 - 35,27) 
- Ensayo clínico FLUGAZA‡ 11 (25,6) 21,75 (17,64 - 96,63) 
- Otro§ 7 (16,3) 11,98 (1,62 - 30,39) 
Terapia post-remisión 
- TPH alogénico 12 (28,0) 23,02 (1,00 - 96,63) 
- Otra 31 (72,0) 17,89 (0,26 - 96,63) 
* Citarabina + idarrubicina † Citarabina + fludarabina ‡ Citarabina + fludarabina / Azacitidina § Azacitidina / Decitabina / Citarabina + 
idarrubicina + quizatinib o placebo / Ninguno 

 

La edad media de los pacientes en el momento del diagnóstico fue de 67 años 
(rango 26 - 91 años). De los 43 pacientes, 20 (46,5%) tenían más de 70 años de 
edad y 23 (53,5%) eran menores de 70. En total, 29 (67,4%) eran hombres y 14 
(32,6%), mujeres. La mediana de seguimiento para determinar la supervivencia 
global (overall survival, OS) y la supervivencia libre de eventos (event-free 

survival, EFS) fue de 12 meses. El OS y el EFS a los 30 meses de todos los 
pacientes fue del 21,3% y del 19%, respectivamente (Figura 35a y 35b). También 
se compararon las diferencias del OS y del EFS entre los grupos de riesgo 
(adverso, intermedio o favorable) en los que se incluyeron los pacientes (Figura 
35c y 35d). El OS de los pacientes pertenecientes al grupo de riesgo favorable 
fue significativamente mayor respecto al OS de los pacientes de los grupos 
intermedio y adverso (p-valor = 0,019 y 0,032; respectivamente). El EFS de los 
pacientes pertenecientes al grupo de riesgo favorable fue significativamente 
mayor respecto al EFS de los pacientes del grupo intermedio, pero no respecto a 
los pacientes del grupo adverso (p-valor = 0,0027 y 0,169; respectivamente). Los 
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pacientes de los grupos intermedio y adverso no presentaron diferencias 
significativas en cuanto a OS ni a EFS (p-valor = 0,973 y 1,000; respectivamente). 

 

Figura 35. Curvas Kaplan-Meier estimando la supervivencia global y la supervivencia libre 
de eventos de los pacientes con leucemia mieloide aguda. Los gráficos de las curvas Kaplan-
Meier para la supervivencia global y la supervivencia libre de eventos de los pacientes se muestran 
en A y B, respectivamente. En C y D se muestra respectivamente la supervivencia global y la 
supervivencia libre de eventos para los pacientes agrupados según riesgo citogenético y molecular 
favorable (F), intermedio (I) y adverso (A) (53). 
 

2.3.2. Diferencias de la actividad fosfatasa alcalina en pacientes con 
leucemia mieloide aguda: Identificación de dos grupos 

Se analizaron las diferencias de la actividad fosfatasa alcalina determinada en las 
células leucémicas de la MO de cada paciente en el momento del diagnóstico de 
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LMA. En la Tabla 16 se muestran los valores del porcentaje de blastos con 
actividad fosfatasa alcalina de cada paciente. La Tabla 17 contiene la mediana y 
el rango de los blastos ALPhigh en el diagnóstico de acuerdo con la edad, el sexo, 
el tipo de LMA (de novo o secundaria), la clasificación de la LMA según la OMS 
2017 (15), las alteraciones citogenéticas y moleculares, el grupo de riesgo 
citogenético y molecular de la ELN 2017 (53), los marcadores inmunofenotípicos 
relevantes de blastos, el tratamiento inicial, y la terapia post-remisión.  

El test de determinación de la actividad ALP de los blastos en el momento del 
diagnóstico fue estudiado como sistema de clasificación binario. Se analizó su 
precisión para determinar dos poblaciones celulares de acuerdo con sus niveles 
de actividad ALP y se determinó su valor predictivo para la supervivencia libre de 
eventos.  

 
Figura 36. Curva ROC. De acuerdo con el análisis de la curva ROC, el punto de corte del 12% de 
blastos ALPhigh se confirmó como el porcentaje de células leucémicas ALPhigh para predecir la 
supervivencia libre de eventos de los pacientes de LMA. El análisis de la curva ROC (área bajo la 
curva = 0,768; 95% IC = 0,596 - 0,940; p-valor < 0,0001) permitió clasificar dos grupos de pacientes 
en función a su valor de actividad ALP: pacientes con más de un 12% de blastos ALPhigh en el 
momento diagnóstico (Grupo A) y pacientes con menos de un 12% de blastos ALPhigh en el 
momento del diagnóstico (Grupo B). El Grupo A comprendió 27 pacientes (62,8%) y el Grupo B 
comprendió 16 pacientes (37,2%). El punto de corte del 12% proporcionó un 83% de sensibilidad 
y un 79% de especificidad, y el índice de Youden superior (0,63). 
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Como se muestra en la Figura 36, el análisis de la curva de la característica 
operativa del receptor (receiver operating characteristic, ROC) (área bajo la curva 
= 0,768; 95% intervalo de confianza [IC] = 0,596 - 0,940; p-valor < 0,0001) permitió 
clasificar dos grupos de pacientes en función de la actividad ALP. El punto de 
corte del 12% proporcionó un 83% de sensibilidad y un 79% de especificidad, y el 
índice de Youden superior (0,63). Por tanto, los pacientes se clasificaron en 
función a ese punto de corte en dos grupos: Pacientes con más de un 12% de 
blastos ALPhigh en el diagnóstico (Grupo A) y pacientes con menos de un 12% de 
blastos ALPhigh en el diagnóstico (Grupo B). El Grupo A comprendió 27 pacientes 
(62,8%) y el Grupo B, 16 (37,2%). 

2.3.3. Diferencias en la respuesta al tratamiento entre ambos grupos 

En el momento del diagnóstico, los 43 pacientes incluidos en el estudio, con edad 
media de 63 años (rango 26 - 91), manifestaron un porcentaje medio de blastos 
ALPhigh de 18,33% (rango 0,26 - 96,93). Concretamente, el porcentaje medio de 
blastos ALPhigh de los 27 pacientes clasificados en el Grupo A correspondió a un 
23,76% con un rango comprendido entre 13,83 y 96,63 y el de los 16 pacientes 
clasificados en el Grupo B correspondió a un 4,99% con un rango comprendido 
entre 0,26 y 11,98 (p-valor < 0,0001; 95% IC: 15,79 - 24,84). 

Asimismo, se analizaron las diferencias en la respuesta al tratamiento entre 
ambos grupos. Siete pacientes del Grupo A (25,9%) alcanzaron la remisión 
completa, en contraste con los once pacientes del Grupo B (68,8%) (p-valor = 
0,01; 95% IC = 1,34 - 30,99). Veinticinco pacientes del Grupo A (92,6%) recayeron 
o manifestaron refractariedad al tratamiento, mientras que en el Grupo B este 
suceso únicamente ocurrió en cinco pacientes (31,3%) (p-valor < 0,0001; 95% IC 
= 0,00 - 0,26). En referencia al exitus, en el Grupo A fallecieron 22 pacientes 
(81,5%) en comparación con los cinco fallecidos del Grupo B (31,3%%) (p-valor = 
0,002; 95% IC = 0,02 - 0,52). La Tabla 18 resume el análisis de las diferencias 
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entre el Grupo A y B según la edad, el sexo, el tipo de LMA (de novo o secundaria), 
la clasificación de la LMA según la OMS 2017 (15), las alteraciones moleculares, 
el grupo de riesgo citogenético y molecular, los blastos y leucocitos en el 
diagnóstico, los marcadores inmunofenotípicos relevantes de blastos, la terapia 
post-remisión y la respuesta al tratamiento. 

Tabla 18. Diferencias entre el Grupo A y el Grupo B, basados en el % de blastos ALPhigh en el 
momento del diagnóstico 

  Total (n = 43) Grupo A (n = 27) Grupo B (n = 16) p-valor (95% IC) 

Blastos ALPhigh, mediana (rango), % 18,33 (0,26 - 96,63) 23,76 (13,83 - 96,63) 4,99 (0,26 - 11,98) < 0,0001 (15,79 - 
24,84) **** 

Edad, mediana (rango), años 63,0 (26 - 91) 73,0 (26 - 81) 59,5 (31 - 91) 0,38 (-5,00 - 
17,00) 

Sexo, n (%)  

- Hombre 30 (69,8) 17 (63,0) 13 (81,3) 0,31 (0,50 - 
16,99) - Mujer 13 (30,2) 10 (37,0) 3 (18,7) 

Tipo de LMA, n (%)  

- de novo 30 (69,8) 19 (70,4) 11  (68,8%) 
1 (0,22 - 4,93) 

- secundaria 13 (30,2) 8 (29,6) 5 (31,2%) 

Clasificación de la OMS, n (%)  

- LMA con anomalías genéticas recurrentes 15 (34,9) 9 (33,3) 6 (37,5) 1 (0,27 - 5,18) 
- LMA con cambios relacionados con mielo-
displasia 4 (9,3) 3 (11,1) 1 (6,3) 1 (0,00 - 7,47) 

- LMA relacionada con la terapia 1 (2,3) 1 (3,7) 0 (0,0) 1 (0,00 - 65,75) 

- LMA no especificada de otro modo 23 (53,5) 14 (51,9) 9 (56,2) 1 (0,29 - 4,99) 

Alteraciones moleculares, n (%)     

- NPM1 mutada sin FLT3-ITD 5 (11,6) 1 (3,7) 4 (25,0) 0,06 (0,71 - 
441,52) 

- FLT3-ITD con o sin NPM1 mutada 5 (11,6) 3 (11,1) 2 (12,5) 1 (0,09 - 11,26) 

- NPM1 wild type y FLT3 wild type 33 (76,8) 23 (85,2) 10 (62,5) 0,14 (0,05 - 1,58) 

Grupo de riesgo ELN 2017, n (%)     

- Favorable 13 (30,2) 7 (25,9) 6 (37,5) 0,50 (0,36 - 7,82) 

- Intermedio 23 (53,5) 17 (63,0) 6 (37,5) 0,12 (0,08 - 1,50) 

- Adverso 7 (16,3) 3 (11,1) 4 (25,0) 0,39 (0,37 - 
20,75) 

Blastos, mediana (rango), % 45,0 (6,0 - 98,0) 50,0 (18,0 - 98,0) 39,0 (6,0 - 88,8) 0,35 (-7,99 - 
23,00) 

Leucocitos, mediana (rango), n x 109 /L 8,5 (0,5 - 249,1) 5,9 (0,7 - 249,1) 13,3 (0,5 - 65,4) 0,93 (-10,80 - 
6,60) 
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Tabla 18 (continuación). Diferencias entre el Grupo A y el Grupo B, basados en el % de blastos 
ALPhigh en el momento del diagnóstico 

  Total (n = 43) Grupo A (n = 27) Grupo B (n = 16) p-valor (95% IC) 

Marcadores de blastos, n (%)  

- CD34+/CD123+/CD117+ 28 (65,1) 19 (70,0) 9 (56,2) 0,51 (0,12 - 2,39) 

- CD34+/CD123-/CD117+ 3 (7,0) 2 (7,5) 1 (6,3) 1 (0,01 - 17,38) 

- CD34-/CD123+/CD117+ 9 (20,9) 4 (15,0) 5 (31,2) 0,26 (0,45 - 
15,67) 

- CD34-/CD123+/CD117- 3 (7,0) 2 (7,5) 1 (6,3) 1 (0,01 - 17,38) 

Terapia post-remisión, n (%)  

- TPH alogénico 12 (28,0) 8 (30,0) 4 (25,0) 1,0000 (0,26 - 
7,00) - Otra 31 (72,0) 19 (70,0) 12 (75,0) 

Respuesta, n (%)  

- Remisión completa 18 (41,9) 7 (25,9) 11 (68,8) 0,01 (1,34 - 
30,99) * 

- Recaída o refractariedad al tratamiento 30 (69,8) 25 (92,6) 5 (31,3) < 0,0001 (0,00 - 
0,26) **** 

- Exitus 27 (62,8) 22 (81,5) 5 (31,3) 0,002 (0,02 - 
0,52) ** 

* p-valor < 0,05; ** p-valor < 0,01; **** p-valor < 0,0001 

 

2.3.4. Diferencias en la supervivencia entre ambos grupos 

Se analizaron las diferencias en la supervivencia global y en la supervivencia libre 
de eventos entre los grupos A y B (Figura 37). Tanto la diferencia del OS entre el 
Grupo A y B, como del EFS, fueron estadísticamente significativas (p-valor = 0,018 
y p-valor = 0,00036; respectivamente), siendo la supervivencia del Grupo A 
significativamente menor que la del Grupo B. El OS a los 25 meses de los 
pacientes con > 12% de blastos ALPhigh en el momento del diagnóstico (Grupo A) 
resultó ser del 9%, y el EFS a los 10 meses de este grupo resultó del 10%. En 
contraste, el OS y el EFS en los pacientes con < 12% de blastos ALPhigh en el 
momento del diagnóstico (Grupo B) resultaron ser del 58% y del 60%, 
respectivamente. 
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Figura 37. Curvas de Kaplan-Meier estimando la supervivencia global y la supervivencia 
libre de eventos de los pacientes con leucemia mieloide aguda, de acuerdo con los blastos 
con elevada actividad fosfatasa alcalina en el momento del diagnóstico. La supervivencia 
después del diagnóstico se comparó entre el grupo con elevados porcentajes de blastos ALPhigh 
(Grupo A) y el grupo con menores porcentajes de blastos ALPhigh (Grupo B). Los gráficos de las 
curvas Kaplan-Meier mostrando la supervivencia global y la supervivencia libre de eventos de los 
pacientes agrupados de acuerdo con los blastos con elevada actividad fosfatasa alcalina en el 
momento del diagnóstico se muestran en A y B, respectivamente. 
 

2.3.5. Análisis multivariado 

El modelo de riesgo proporcional de Cox se utilizó para identificar los factores 
asociados con el OS y el EFS de los pacientes con LMA (Tabla 19). 

La actividad ALP en los blastos fue un predictor significativo de OS en el análisis 
univariado (Hazard Ratio [HR] = 0,32; 95% IC = 0,11 - 0,87; p-valor < 0,025). La 
actividad ALP en los blastos fue un predictor significativo de EFS en el análisis 
univariado (HR = 0,19; 95% IC = 0,17 - 0,52; p-valor = 0,0012) y en el multivariado 
(HR = 0,25; 95% IC = 0,09 - 0,70; p-valor < 0,0079). En análisis univariado del 
modelo de Cox para el OS, la edad, el grupo de riesgo favorable e intermedio, el 
tipo de LMA y el grupo ALP estaban asociados con un impacto significativo en la 
supervivencia. La edad se identificó como el único factor que retuvo significancia 
en el análisis multivariado. En análisis univariado del modelo de Cox para el EFS, 
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la edad, el grupo de riesgo favorable e intermedio y el grupo ALP estaban 
asociados con un impacto significativo en las progresiones y recaídas. Los únicos 
factores que retuvieron significancia en el análisis multivariado fueron el grupo de 
riesgo favorable y el grupo ALP.  

 

 Tabla 19. Análisis univariado y multivariado basado en el modelo de riesgo proporcional Cox 
para el OS y el EFS de los pacientes de LMA 

Variable 

Supervivencia global (OS) Supervivencia libre de eventos (EFS) 

HR 
Univariado 
 (95% IC) 

p-valor 
HR 

Multivariado 
(95% IC) 

p-valor 
HR 

Univariado  
(95% IC) 

p-valor 
HR 

Multivariado 
(95% IC) 

p-valor 

Edad 1,10  
(1,00 - 1,10) 0,0014** 1,04  

(1,00 - 1,08) 0,0341* 1,00  
(1,00 -1,10) 0,039* 1,01  

(0,99 - 1,05) 0,21 

Sexo 1,40  
(0,56 - 3,40) 0,48 0,58  

(0,24 - 1,92) 0,47 1,00 
 (0,45 - 2,20) 1,00 - - 

Grupo ALP 0,32 (0,11 - 
0,87) 0,025* 0,47  

(0,15 - 1,34) 0,15 0,19 
(0,07 - 0,52) 0,0012** 0,25  

(0,09 - 0,70) 0,0079** 

Tipo de 
LMA 

4,20  
(1,80 - 9,80) 0,0009*** 1,50  

(0,49 - 5,27) 0,43 1,60  
(0,71 - 3,50) 0,27 0,48  

(0,16 - 1,46) 0,20 

Riesgo 
Favorable 

0,25  
(0,09 - 0,70) 0,0086** 0,33  

(0,07 - 1,69) 0,18 0,24 
(0,09 - 0,61) 0,0026** 0,23  

(0,06 - 0,93) 0,039* 

Riesgo 
Intermedio 

2,70  
(1,00 - 5,80) 0,042* 0,78  

(0,19 - 3,11) 0,72 3,10  
(1,40 - 6,80) 0,0053** 1,01  

(0,33 - 3,12) 0,99 

Riesgo  
Adverso 

1,60  
(0,44 - 5,70) 0,50 - - 1,20  

(0,41 - 3,60) 0,72 - - 

% Blastos 0,99  
(0,97 - 1,00) 0,20 1,00  

(0,98 - 1,03) 0,76 1,00  
(0,98 - 1,00) 0,99 - - 

Leucocitos 0,99  
(0,98 - 1,00) 0,46 1,00  

(0,99 - 1,01) 0,94 1,00  
(0,99 - 1,00) 0,64 - - 

* p-valor < 0,05; ** p-valor < 0,01; *** p-valor < 0,001 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Trabajo II: Diseño y evaluación de un ensayo de 
screening directo para la detección de PD-L1 en 
MDSCs y su potencial uso en la predicción del 
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1. INTRODUCCIÓN 

El mieloma múltiple (MM) se caracteriza por la acumulación de células 
plasmáticas malignas en la médula ósea, constituyendo un microambiente crítico 
para la supervivencia, la expansión y la quimiorresistencia de las células del 
mieloma. A pesar de que las nuevas terapias han mejorado los resultados en el 
tratamiento de esta enfermedad, actualmente sigue siendo incurable. Para 
aquellos pacientes que sufren recaídas de la enfermedad o presentan 
refractariedad a las terapias inmunomoduladoras, a los inhibidores del 
proteasoma o a los anticuerpos monoclonales, las opciones terapéuticas son 
limitadas.  

El ligando expresado en la membrana celular denominado programmed death-

ligand 1 (PD-L1) ha sido identificado como uno de los responsables de la 
supresión de las respuestas inmunitarias a través de la interacción con su receptor 
programmed death-1 (PD-1) (297,298). En el MM, PD-L1 está expresado en las 
células plasmáticas aberrantes, en las células supresoras de origen mieloide 
(myeloid-derived suppressor cells, MDSCs), y en otros tipos celulares como las 
células dendríticas (299). PD-1 está expresado en las células T y regula 
negativamente la señalización del receptor de células T (T-cell receptor, TCR) 
(300). La interacción entre PD-1 y PD-L1 disminuye la proliferación mediada por 
el TCR y la producción de citocinas. Por lo tanto, PD-L1 juega un papel muy 
importante en la evasión del sistema inmunitario y en la refractariedad al 
tratamiento por parte de las células tumorales, siendo considerado una diana 
terapéutica para esta enfermedad. Además, las MDSCs constituyen una 
población heterogénea que se expande durante la progresión del cáncer, la 
inflamación y la infección, desempeñando un papel crítico en la progresión del MM 
y considerándose también como una diana terapéutica del MM (301).  
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Recientemente, se han desarrollado inmunoterapias dirigidas a la inhibición de 
PD-L1 y PD-1 para el tratamiento de varios cánceres humanos avanzados con 
resultados prometedores (302–304), demostrando que la inmunoterapia puede 
ser clave en el tratamiento de muchas neoplasias. En el MM, debido a que tanto 
las CPs malignas como las MDSCs sobreexpresan PD-L1, se han empezado a 
evaluar estas inmunoterapias mediante ensayos clínicos, con resultados dispares 
(305–310). 

El propósito de este trabajo fue diseñar y evaluar una metodología de citómica 
funcional de screening para identificar MDSCs PD-L1+ en pacientes de mieloma 
múltiple para su utilización potencial en la predicción del éxito de la inmunoterapia 
para el MM, así como para otras neoplasias hematológicas. 

A continuación, se muestran los resultados del diseño de la metodología para 
detectar MDSCs PD-L1+, de la evaluación de esta metodología en una serie de 
pacientes con mieloma múltiple y de los experimentos adicionales para evaluar la 
dinámica de la molécula PD-L1.  

 

2. RESULTADOS 

2.1. Diseño de un panel screening multicolor para la detección de PD-
L1 

Para la determinación del ligando PD-L1 en las MDSCs, se diseñó un panel de 
citometría de flujo que combinó la detección simultánea de 5 fluorescencias y su 
excitación mediante 4 láseres, reduciendo al máximo el grado de solapamiento de 
los espectros de emisión de los fluorocromos utilizados y, por consiguiente, la 
compensación electrónica de la señal de los mismos. Este panel fue diseñado 
para muestras preparadas mediante protocolos NLNW. En la Figura 38 se detalla 
un ejemplo representativo de la plantilla de adquisición con la estrategia de 
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regiones y los density plots para determinar la expresión de PD-L1 en las MDSCs 
CD11b+/CD33+/HLA-DRlow/-. La región R1 fue utilizada para discriminar células 
nucleadas de los eritrocitos y del ruido de fondo según el marcaje mediante 
DyeCycle™ Violet (DCV). R2 fue utilizada para discriminar dobletes mediante la 
fluorescencia de DCV. R3 fue utilizada para eliminar células apoptóticas y ruido 
de fondo residual. Seguidamente, se representan los density plots de FITC-HLA-
DR, APC-CD11b, PE-PD-L1 y PE-Cy7-CD33 versus el SSC. Los density plots de 
fluorescencia dual son utilizados para determinar las MDSCs según el 
inmunofenotipo HLA-DRlow/-/PD-L1+ en R4 y CD11b+/CD33+ en R5. Las regiones 
de selección se aplicaron secuencialmente sobre los diferentes density plots. 

 

Figura 38. Plantilla de adquisición representativa para el screening de PD-L1 en las MDSCs. 
La región R1 fue utilizada para discriminar células nucleadas de los eritrocitos y del ruido de fondo. 
R2 fue utilizada para discriminar los dobletes mediante la fluorescencia emitida por DCV. R3 fue 
utilizada para eliminar células apoptóticas y ruido de fondo residual. Posteriormente, se 
representan los density plots de FITC-HLA-DR, APC-CD11b, PE-PD-L1 y PE-Cy7-CD33 versus el 
SSC. Los density plots de fluorescencia dual son utilizados para determinar las MDSCs según el 
inmunofenotipo HLA-DRlow/-/PD-L1+ en R4 y CD11b+/CD33+ en R5. Las muestras fueron adquiridas 
en el citómetro de flujo de enfoque acústico Attune™ NxT (Thermo Fisher). Las regiones de 
selección fueron aplicadas secuencialmente sobre los density plots. Las estadísticas de las 
regiones de selección representan el recuento total de células. 

MATERIALS AND METHODS
A total of 31 cases diagnosed with MM were studied. BM samples were analyzed at diagnosis, follow-

up, and relapse time points. PD-L1 staining was combined with CD11b, CD33, and HLA-DR to detect

MDSCs using no-lyse no-wash (NLNW) methods on the Attune™ NxT Flow Cytometer (Thermo

Fisher). Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA) was used for 10 min at 37ºC to stimulate PD-L1

expression on MDSCs. Vybrant™ DyeCycle™ Violet Stain (Thermo Fisher) was used to discriminate

nucleated cells from erythrocytes and debris. Violet side scatter was collected from the 405 nm laser

with a 405/10 bandpass filter. For violet SSC, the accuracy of the height parameter is better preserved

than for 488 nm blue SSC because the hemoglobin absorption of a coincident erythrocytes reduces its

highest signal relative to the leukocytes.

RESULTS AND DISCUSSION I
We implemented a novel multicolor panel for the screening of PD-L1 expression in MM, consisting of 5-

colors, 4-laser excitation, and no color compensation. Figure 1 shows a representative acquisition

protocol with the gating strategy and representative dot plots to analyze PD-L1 expression on

CD11b+/CD33+/HLA-DRlow/neg MDSCs. Using 4 lasers (violet, red, yellow and blue) avoids color

compensation and simplifies sample acquisition and analysis.

Figure 1. Representative acquisition protocol for the screening of PD-L1+ MDSCs. Gate R1 was used to discriminate nucleated
cells from erythrocytes and debris. R2 was used to discriminate doublets using DNA staining. R3 was finally used to eliminate apoptotic
cells and debris. Dot-plots representing FITC-HLA-DR, APC-CD11b, PE-PD-L1, and PE-Cy7-CD33 versus SSC, and dual color dot-plots
are displayed. PD-L1+ MDSCs were selected as HLA-DRlow/neg /PD-L1+ in R4, and CD11b+/CD33+ in R5. Samples were acquired on the
Attune™ NxT Flow Cytometer (Thermo Fisher). Gating was sequential for all other plots. The statistics in the region represents count of
the gate.

CONCLUSIONS
Phenotypic characterization is not sufficient to identify MDSCs and an additional proof of the

immunosuppressive function is needed. PD-L1 appears to be sterically modified in response to PMA

stimulation. Although the mechanisms by which PD-L1 modifies its conformation in the cell surface is

still unclear, these may be related to mechanisms that support tumor progression and therapeutic

response of multiple myeloma. Important research must be done to elucidate the mechanism by which

PD-L1 is translocated and the clinical relevance of those patients with higher PD-L1 fold-change.

Future experiments will attempt to further dissect to what degree stimulation increases PD-L1

expression on MDSCs and how this information can be translated into benefit for immunotherapy.

RESULTS AND DISCUSSION II
The persistent concern that sample preparation causes loss or alteration of specific fragile cells has

also grown in the face of ever increasing scrutiny of smaller and smaller subdivisions of cell types. The

possibility of assaying more than one functional cellular aspect in combination with phenotype,

increases the potential for discovery of clinically relevant cell subsets. NLNW assays can be applied

across a wide range of samples, and the work presented here focuses on PD-L1 expression on

MDSCs. Reagent developments also present new opportunities for NLNW live cell analysis.

In this work, NLNW methods were used to study the alteration of PD-L1 expression on MDSCs from

pre-clinical and clinical MM patients. We investigated the changes in PD-L1 expression after PMA

treatment and found negative to positive conversion, from 1 to 597-fold increase after stimulation

(Figure 2A).

Figure 2. PD-L1 fold-change in a series of 31 multiple myeloma patients.
A. Fold-change was calculated as the ratio between stimulated PD-L1+ and
non-stimulated PD-L1+ MDSCs. The MDSC PD-L1+ population was
calculated as the percentage of total leukocytes. Patients P01 to P31 showed
a wide variability of fold-change (1 to 597). B. Representative cases with
different PD-L1 turnover after stimulation. The upper row shows non-
responding cells to a PMA stimulus. The lower row shows responding cells to
a PMA stimulus. PD-L1+ cells are represented in terms of cell counts.
Samples were acquired using Attune™ NxT Flow Cytometer (Thermo Fisher).

RESULTS AND DISCUSSION III
With this variability obtained in PD-L1 fold-change among patients, we considered the possibility that

PD-L1 was present at cytoplasmic level, and when stimulated with PMA, translocated to the cell

membrane, as it occur with CD11b. Figure 3 shows PD-L1 and CD11b expression of patient 27 (P27)

with no stimulation, with stimulation, and at a cytoplasmic level. CD11b increased its expression when

stimulated (from 7.055% to 25.631%), as well as PD-L1 (from 3.347% to 13.567%). However, at a

cytoplasmic level, only CD11b was, whereas PD-L1 not (17.239% and 0.136%, respectively). The fact

that PD-L1 was not present at cytoplasmic level suggested that this molecule changed rapidly its

conformation when stimulated allowing the antibody α-PD-L1 recognition.

Figure 3. PD-L1 and CD11b expression on cell surface when incubated with DMSO (non stimulated), with PMA (stimulated), and
at a cytoplasmic level (cytoplasmic). CD11b expression increased when stimulated, compared to basal levels (from 7.1% to 25.6%). At
cytoplasmic levels was in the 17.2% of the cells. PD-L1 expression also increased when stimulated, compared to basal levels (from 3.3%
to 13.6%). At cytoplasmic levels, there were no PD-L1 in most cells (0.14%).

Figure 2B shows two representative cases

with different PD-L1 turnover after

stimulation. The upper row shows non-

responding cells from patient 3 (P03) to a

PMA stimulus. The expression of PD-L1 in

DMSO (control) was restricted to 238

cells, and the number of cells with

expression of PD-L1 was only increased

to 516 cells with PMA. The lower row

shows responding cells from patient 23

(P23) to a PMA stimulus. The expression

of PD-L1 in DMSO (control) was restricted

to 882 cells, and the number of cells with

expression of PD-L1 was increased to

114,752 cells with PMA. The PD-L1+

population was calculated over the total

number of acquired leukocytes. This

different relative order of magnitude of PD-

L1 expression after stimulation with PMA,

showed important changes that cannot be

detected without stimulation. Fold-change

in PD-L1 between responding and non-

responding groups appears to have an

important regulatory factor that may relate

to differences in underlying mechanisms

within patients. This variability may help to

explain the different response to targeted

immuno-therapy against PD-L1.
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Induced PD-L1 conformational change as a key event to discover effective targeted-
therapies against Myeloid Derived Suppressor Cells in Multiple Myeloma

INTRODUCTION
Multiple myeloma (MM) is characterized by the accumulation of malignant plasma cells in the bone

marrow (BM), constituting a critical microenvironment for the survival, expansion and chemoresistance

of myeloma cells. Although new therapies have markedly improved the results in the treatment of MM,

today it remains incurable, but manageable once diagnosed.

Programmed Death Ligand-1 (PD-L1) has been identified as responsible to suppress immune

responses through the interaction with Programmed Death 1 (PD-1). In MM, PD-L1 is expressed in MM

plasma cells, Myeloid Derived Suppressor Cells (MDSCs) and various non-hematopoietic cells. PD-1 is

expressed in T-cells and it has been shown to negatively regulate T-cell receptor (TCR) signaling. The

interaction between PD-L1 and PD-1 has been reported to decrease TCR-mediated proliferation and

cytokine production. Thus, PD-L1 might play an important role in tumor immune evasion and drug

resistance and is being considered as a therapeutic target for this disease.

The aim of this study was to design and evaluate a direct screening assay to identify MM MDSCs PD-

L1+ cells using flow cytometry, for potential use as a point of care diagnostic for MM and other

advanced human hematologic cancers. This new experimental approach may provide a useful

supplementary approach to current immunohistochemical methods.
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2.2. PD-L1 presenta un patrón diferencial de expresión ante la 
estimulación en presencia de ésteres de forbol 

Una vez diseñado el panel de screening para la detección del ligando PD-L1 en 
MDSCs, se analizaron muestras de médula ósea 35 de pacientes de mieloma 
múltiple obtenidas en diferentes seguimientos clínicos de la enfermedad 
(diagnóstico, seguimiento, post-tratamiento, recaída, etc.). Las muestras se 
prepararon sin estimulación previa al marcaje de anticuerpos y con estimulación 
en presencia de ésteres de forbol 12-miristato-13-acetato (phorbol 12-myristate 
13-acetate, PMA). El incremento (fold-change) de las MDSCs PD-L1+ se calculó 
según la ratio entre las MDSCs PD-L1+ estimuladas y no estimuladas. La 
población de MDSCs PD-L1+ se calculó como el porcentaje del total de células 
nucleadas viables. En los 35 pacientes analizados se obtuvieron fold-changes de 
valores comprendidos entre 1 y 674 (Figura 39a). En la Figura 39b se muestran 
dos casos representativos de los pacientes P02 y P26. En la fila superior se 
representan los density plots del análisis de las MDSCs PD-L1+ del paciente 2 
(P02), denominado “no respondedor” al estímulo de PMA (fold-change ≤ 1). La 
expresión de PD-L1 sin estimulación fue restringida a 644 células y con 
estimulación a 601 células. En contraste, en la fila inferior se representan los 
density plots del análisis de las MDSCs PD-L1+ del paciente 26 (P26) denominado 
“respondedor” al estímulo de PMA (fold-change > 1) debido a que la expresión de 
PD-L1 sin estimulación fue restringida a 882 células y con estimulación 
incrementó a 114752 células. De los eventos incluidos en las regiones, 
caracterizados por el inmunofenotipo HLA-DRlow/-/PD-L1+, se identificaron 
aquellos con doble expresión de CD11b y CD33. Los valores obtenidos se 
normalizaron de acuerdo con el número total de células nucleadas viables (R3, 
Figura 38) para calcular en el P02 y en el P26 los fold-changes de 1 y 162, 
respectivamente (Figura 39a). 
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Figura 39. Fold-change de PD-L1 determinado en una serie de 35 pacientes de mieloma 
múltiple. El fold-change se calculó como la ratio entre las MDSCs PD-L1+ estimuladas y no 
estimuladas. La población de MDSCs PD-L1+ se calculó como porcentaje del total de células 
nucleadas viables. Los pacientes P01 hasta P35 mostraron una amplia variación del fold-change 
(1 a 674) (A). En (B) se muestran los density plots de dos casos representativos con diferente fold-
change post-estimulación. La fila superior muestra las células del paciente 2 (P02) no respondedor 
al estímulo de PMA (fold-change = 1). La fila inferior muestra las células del paciente 26 (P26), 
respondedor al estímulo de PMA (fold-change = 162). Las estadísticas de las regiones representan 
el recuento total de células. Las muestras fueron adquiridas el citómetro de flujo de enfoque 
acústico Attune™ NxT (Thermo Fisher). 
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2.3. PD-L1 no se detecta a nivel citoplasmático 

El elevado fold-change de la molécula PD-L1 obtenido en el grupo de pacientes 
denominados “respondedores” (fold-change > 1) después del estímulo de las 
células en presencia de PMA, hizo plantear la posibilidad de que esos pacientes 
expresaran el ligando a nivel citoplasmático y que la estimulación mediante PMA 
provocara que esta molécula se translocara a la membrana, del mismo modo que 
sucede con otros marcadores, como CD11b. Para validar la hipótesis, se 
analizaron en 11 de los 35 pacientes los niveles de expresión de PD-L1 y de 
CD11b a nivel citoplasmático y se compararon con los niveles detectados en la 
membrana a nivel basal (sin estimulación) y después de la estimulación en 
presencia de PMA. En la Figura 40 se recogen los resultados obtenidos a partir 
del análisis de la expresión de PD-L1 y de CD11b tanto a nivel de membrana como 
a nivel citoplasmático. 

En la Figura 40a se muestra la comparativa de los valores obtenidos del 
porcentaje de CD11b y de PD-L1 tanto a nivel citoplasmático, como de membrana 
tras la estimulación. En el caso de CD11b, existe una relación proporcional entre 
los niveles citoplasmáticos y los de membrana después de la estimulación con 
PMA (y = 0,901x + 13,73; R2 = 0,7). En el caso del ligando PD-L1, no existe una 
relación proporcional (y = -1,855x + 29,47; R2 ≈ 0) debido a que las células 
positivas para el ligando detectadas en membrana después de la estimulación no 
se corresponden a las detectadas a nivel citoplasmático, siendo el porcentaje de 
células PD-L1+ inferior al 3%. En la Figura 40b se ilustra un caso representativo 
(paciente 30, P30). CD11b incrementó su expresión en membrana después de la 
estimulación (de 9,2% a 30,0%) así como PD-L1 (de 3,6% a 16,2%). Sin embargo, 
a nivel citoplasmático solamente de detectaron células con expresión de CD11b 
(17,5%), mientras que la expresión de PD-L1 fue prácticamente indetectable 
(0,23%). 
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Figura 40. Análisis comparativo de la expresión de CD11b y de PD-L1 a nivel de membrana 
y a nivel citoplasmático. Resultados del porcentaje de CD11b+ y de PD-L1+ expresado en 
membrana y citoplasma en 11 pacientes de mieloma múltiple (A). Caso representativo del análisis 
de CD11b y PD-L1 paciente 30 (P30) a nivel de membrana no estimulado, estimulado y a nivel 
citoplasmático (B). Las muestras fueron adquiridas en el citómetro de flujo de enfoque acústico 
Attune™ NxT (Thermo Fisher). Las estadísticas de las regiones representan el porcentaje de 
células. 
     

2.4. PD-L1 se detecta de forma diferencial según el tiempo de 
estimulación 

Para entender el incremento de expresión del ligando PD-L1 en las MDSCs 
después de ser estimuladas en presencia de PMA durante 10 minutos, se 
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analizaron otros periodos de tiempo de estimulación, comprendidos entre 1 y 60 
minutos.  

 

 

Figura 41. Fold-change del ligando PD-L1 en función del tiempo de estimulación en 
presencia de ésteres de forbol. Las células de la MO del paciente 35 (P35) se estimularon en 
presencia de PMA durante 1; 2,5; 5; 10; 30 y 60 minutos. Posteriormente, se marcaron con PE-
PD-L1, APC-CD11b, FITC-HLA-DR y PE-Cy5-CD33 para determinar el porcentaje de células PD-
L1 positivas en las MDSCs, definidas según el fenotipo CD11b+/HLA-DRlow/-/CD33+. Se 
compararon las MDSCs PD-L1+, relativizadas a la cantidad de células nucleadas adquiridas, con 
las MDSCs PD-L1+ sin estimular (t = 0), y se calcularon los fold-changes (A). En (B) se muestra 
un ejemplo representativo de los density plots de las poblaciones HLA-DRlow/-/PD-L1+ estimuladas 
0, 1, 5, 10 y 60 minutos en presencia PMA. Las estadísticas de las regiones representan el 
recuento total de células. Las muestras fueron adquiridas en el citómetro de flujo de enfoque 
acústico Attune™ NxT (Thermo Fisher). 
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marcaron las células con PE-PD-L1, APC-CD11b, FITC-HLA-DR y PE-Cy5-CD33 
para determinar el porcentaje de células PD-L1 positivas en las MDSCs, definidas 
según el fenotipo CD11b+/HLA-DRlow/-/CD33+. Se compararon los porcentajes de 
MDSCs PD-L1+ relativizados a la cantidad de células nucleadas adquiridas con el 
porcentaje de MDSCs PD-L1+ obtenido sin estimular las células (t = 0), y se 
calcularon los fold-changes (Figura 41). Como se observa en la Figura 41a, el 
fold-change máximo del ligando PD-L1 se obtiene en los primeros 5 minutos de 
estimulación, con una progresiva disminución hasta los 60 minutos. En la Figura 
41b, se muestra un ejemplo representativo de las poblaciones HLA-DRlow/-/PD-
L1+ estimuladas 0, 1, 5, 10 y 60 minutos en presencia de PMA. 

 

2.5. El anticuerpo monoclonal conjugado y durvalumab compiten para 
un sitio de unión de PD-L1 espacialmente cercano 

Para validar los resultados obtenidos y comprobar que el anticuerpo anti-PD-L1 
conjugado a PE se unía al mismo sitio o a un sitio espacialmente cercano de unión 
de la molécula PD-L1 que durvalumab, uno de los anticuerpos monoclonales anti-
PD-L1 utilizado para la inmunoterapia, se realizó un ensayo de competición entre 
anticuerpo conjugado y el anticuerpo monoclonal utilizado como fármaco. 

Se estimularon diferentes aspirados de médula ósea obtenidos de pacientes de 
mieloma múltiple en presencia y en ausencia de PMA y, posteriormente, se 
añadieron los anticuerpos PE-PD-L1, APC-CD11b, FITC-HLA-DR y PE-Cy5-
CD33 y concentraciones crecientes de durvalumab (de 0 a 250 ng/μL). Se 

determinaron los porcentajes de MDSCs PD-L1 positivas y se calcularon los fold-

changes en relación al porcentaje de las muestras sin estimular. Los resultados 
obtenidos en 4 pacientes de mieloma múltiple son representados en la Figura 42. 
Se observa un efecto de competición entre durvalumab y el anticuerpo conjugado 
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por la unión al sitio de la molécula PD-L1. Sin embargo, este efecto varía según 
el paciente, siendo más acentuado en los pacientes P36 y P39 y prácticamente 
inexistente en el paciente 37 (P37). 

 

  

Figura 42. Ensayo de competición entre el anticuerpo fluorescente anti-PD-L1 y el 
anticuerpo monoclonal humanizado no fluorescente anti-PD-L1 (durvalumab), utilizado en 
inmunoterapia. Se estimularon diferentes aspirados de médula ósea obtenidos de 4 pacientes 
con MM en presencia y en ausencia de PMA y, posteriormente, se incubaron con los anticuerpos 
PE-PD-L1, APC-CD11b, FITC-HLA-DR y PE-Cy5-CD33 y diferentes concentraciones de 
durvalumab (0; 0,025; 0,25; 2,5; 25 y 250 ng/µL). Se determinaron los porcentajes de MDSCs PD-
L1 positivas y se calcularon los fold-changes en relación al porcentaje de las muestras sin 
estimular. Las muestras fueron adquiridas en el citómetro de flujo de enfoque acústico Attune™ 
NxT (Thermo Fisher). 
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Las leucemia aguda y el mieloma múltiple son neoplasias hematológicas que 
tienen una incidencia notable en la población y causan asimismo una elevada 
mortalidad anualmente (15–17). Este hecho supone un problema muy importante 
para la sociedad, teniendo la investigación biomédica en este ámbito un papel 
clave para proporcionar mejoras en la calidad de vida de los pacientes.  

Una de las principales causas de la mortalidad es la refractariedad al 
tratamiento o la recaída de la enfermedad una vez se han logrado los criterios 
establecidos de respuesta o remisión completa (53,54,113), asumiendo, por lo 
tanto, que dichos criterios no se corresponden en todos los casos con estadios 
evolutivos más precoces de la enfermedad. La refractariedad celular puede ser 
debida a la existencia de células madre tumorales (82,224,243), que tienen la 
capacidad de iniciar de nuevo la enfermedad, son resistentes al tratamiento, y 
prácticamente indetectables mediante los actuales métodos de seguimiento. 
Tanto la leucemia aguda como el mieloma múltiple tienen origen en CSCs 
(82,240–243), por lo que el modelo de célula madre tumoral queda asociado a 
estas entidades. Asimismo, cabe destacar el papel de la supresión inmunitaria 
mediada por el tumor y el microambiente celular (250,252,254), como mecanismo 
de escape de la enfermedad, siendo especialmente característico en el mieloma 
múltiple, donde las células plasmáticas (CPs) malignas así como las células 
supresoras de origen mieloide (myeloid-derived suppressor cells, MDSCs) han 
sido identificadas como responsables de este mecanismo de refractariedad 
(299,301). 

Actualmente, el trasplante de progenitores hematopoyéticos representa una 
de las opciones para incrementar la supervivencia libre de enfermedad a largo 
plazo en el mieloma múltiple y la leucemia aguda (173–175), llegando a ser 
curativa en determinados grupos de pacientes. El TPH permite restaurar el 
sistema hematopoyético e inmunitario del paciente mediante la infusión de 
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progenitores sanos provenientes del propio paciente (TPH autólogo) o de un 
donante sano (TPH alogénico) (172,176). Por contra, este procedimiento lleva 
asociada una importante morbilidad y mortalidad (311), y únicamente se realiza 
en pacientes en buen estado general y si el riesgo del trasplante es menor que el 
beneficio que pueda suponer. Además, después del TPH, una parte de los 
pacientes de leucemia aguda acaba recayendo (312,313) y en el mieloma múltiple 
es muy probable que la enfermedad acabe progresando a corto o largo plazo, 
suponiendo un factor de mal pronóstico para los pacientes (314,315). Por lo tanto, 
es necesario explorar nuevas terapias e identificar nuevas dianas terapéuticas 
para poder definitivamente curar estas enfermedades en todo tipo de pacientes, 
así como implementar mejoras en las metodologías actuales de diagnóstico y 
seguimiento, y poder predecir el riesgo de recaída mediante la detección de las 
células refractarias al tratamiento. 

La medicina personalizada combina datos clínicos, genómicos, fenotípicos, 
entre otros, para proporcionar estrategias terapéuticas optimizadas sobre la base 
de las características individuales de cada paciente. En los últimos años, las 
técnicas moleculares (RT-qPCR) y citogenéticas (cariotipo y FISH) han permitido 
caracterizar las neoplasias hematológicas y definir la estratificación de riesgo y la 
terapia más adecuada, permitiendo un seguimiento más eficaz de dichas 
enfermedades (53,86,88). Además, nuevas tecnologías emergentes como, por 
ejemplo, la PCR digital, los microarrays de expresión y la NGS, pueden suponer 
un avance para definir con más precisión el pronóstico de los pacientes, predecir 
la recaída, y orientar la terapia (103,104,139,142). La citometría de flujo 
multiparamétrica es una tecnología rápida, reproducible y clave en el laboratorio 
clínico para incrementar la sensibilidad en la detección de las enfermedades 
hematológicas a nivel de célula única, y especialmente para detectar enfermedad 
residual inmediatamente después del tratamiento o durante el seguimiento 
(62,120,123). La determinación de la enfermedad residual medible se considera 
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indispensable para monitorizar la eficacia del tratamiento y determinar el 
pronóstico de los pacientes una vez finalizada la terapia. Sin embargo, el límite de 
la sensibilidad en la detección (51,62,64), los cambios fenotípicos en la recaída 
debido a fenómenos de evolución clonal (123–125), la reducida e incierta 
frecuencia de las células madre tumorales (227), la calidad del aspirado de médula 
ósea, o la utilización de sangre periférica, entre otros, puede llevar a la 
identificación de falsos positivos o negativos.  

Asimismo, los nuevos avances en las estrategias terapéuticas también han 
contribuido a un incremento en la supervivencia global de los pacientes. Los 
esquemas actuales de tratamiento de la leucemia aguda tienen en cuenta el 
estado general del paciente, siendo aquellos en buen estado los candidatos a la 
quimioterapia (53,54,162–164). En función de la edad del paciente, las dosis y/o 
intensidad de la quimioterapia pueden variar. En el mieloma múltiple, la edad y el 
estado de salud general serán fundamentales para determinar también la 
elegibilidad al TPH autólogo (56). Muchas de las estrategias terapéuticas que se 
han desarrollado en los últimos años están siendo evaluadas mediante ensayos 
clínicos, especialmente para aquellos pacientes refractarios al tratamiento, ya sea 
porque la terapia convencional no sea efectiva, o sobre otros pacientes que por 
sus características específicas hayan sido considerados elegibles (171,316,317). 
La investigación de estas enfermedades, así como el incremento del conocimiento 
sobre la biología de las mismas, ha permitido desarrollar diversos tratamientos 
que pueden suponer una mejora en el pronóstico de los pacientes, incluso para 
poder finalmente llegar a una cura para estas enfermedades. Una de las terapias 
emergentes es la denominada inmunoterapia, basada en la estimulación del 
sistema inmunitario del paciente para poder atacar y eliminar las células 
tumorales. Las primeras inmunoterapias desarrolladas, basadas en anticuerpos 
monoclonales dirigidos a receptores específicos, están produciendo resultados 
muy esperanzadores, como en el caso del rituximab, dirigido a CD20 y utilizado 
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en el tratamiento de pacientes con LLA-B (201), y que incluso han sido aprobados 
como terapia de primera línea para el mieloma múltiple, como es el caso del 
daratumumab (170,205). Otras estrategias inmunoterapéuticas están dirigidas a 
determinados puntos de control del sistema inmunitario para tratar de restablecer 
la función normal, suprimida por las células neoplásicas, como es el caso de los 
inhibidores del eje PD-1/PD-L1 en el mieloma múltiple (306,308,318). Por último, 
la terapia celular basada en CAR-Ts está suponiendo una revolución en el 
tratamiento de leucemias y mielomas refractarios, con diversos ensayos activos y 
algunos resultados prometedores (209,212,214). Sin embargo, es imprescindible 
seguir investigando en nuevas terapias, dado de muchos pacientes no responden 
al tratamiento, progresan, acaban recayendo o los efectos secundarios son 
deletéreos. Una de las vías de investigación reside en el estudio de la diana a la 
cual se dirige el tratamiento para poder definir los niveles de expresión, regulación, 
funcionalidad y detección.  

Es de gran importancia seguir investigando e incrementar el conocimiento acerca 
de estas entidades, con la finalidad de aplicar la terapia adecuada y aumentar la 
supervivencia global de los pacientes. Los esfuerzos deben centrarse 
especialmente en definir las categorías y factores de riesgo en el momento del 
diagnóstico, así como los criterios de respuesta para determinar estadios 
evolutivos más precoces de la enfermedad. También es imprescindible desarrollar 
tecnologías de seguimiento que permitan detectar poblaciones celulares 
implicadas en la refractariedad y en la iniciación de la enfermedad que 
actualmente no se identifican mediante las aproximaciones actuales. Y, 
finalmente, uno de los puntos clave para el éxito de la terapia, es el estudio de la 
diana terapéutica a nivel individual e interindividual. 

La citómica funcional es una tecnología de análisis celular basada en citometría 
de flujo multiparamétrica que permite determinar mediante diversos ensayos la 
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función a nivel de célula única combinándola además con el inmunofenotipo 
convencional. En las últimas recomendaciones de la revista European Journal of 

Immunology, publicadas en el año 2017, para el uso de citometría de flujo y 
separación celular en estudios inmunitarios (61) se destacan una serie de ensayos 
funcionales combinados con la determinación del inmunofenotipo para detectar, 
por ejemplo, fagocitosis, autofagia, producción de especies reactivas de oxígeno 
tanto a nivel mitocondrial como neutrofílico, liberación de calcio, potencial de 
membrana mitocondrial, vías de traducción de la señal y metabolismo linfocitario. 
Mediante citómica funcional, además, se pueden identificar poblaciones celulares 
imposibles de detectar con el inmunofenotipado convencional, como en el caso 
de la side population, compartimento celular identificado únicamente mediante 
citometría de flujo por su capacidad de expulsar sustratos fluorescentes mediada 
por el transportador multidroga ABCG2 (280), expresado en la membrana celular 
y relacionado con la refractariedad a la quimioterapia y el grado de inmadurez de 
las células madre de esta población (319). 

De este modo, esta tecnología debe ser clave en la investigación y evaluación de 
las enfermedades hematológicas, permitiendo detectar células y mecanismos 
implicados en la refractariedad a los tratamientos y en la posterior progresión y/o 
recaída. Además, gracias a los sistemas de separación celular asociados a los 
citómetros de flujo, las células identificadas pueden ser separadas y purificadas, 
conservando su viabilidad y funcionalidad, para posteriormente realizar cultivos 
clonogénicos, trasplante en ratones, microarrays de expresión, NGS, entre otros 
(61).  

En contraste con otras tecnologías emergentes, como son la NGS y la PCR 
Digital, la citómica funcional se centra en el estudio de funcionalidad de la célula 
viva, como integración de las complejas interacciones moleculares (261–266) en 
lugar de abordar la detección de múltiples marcadores a nivel molecular.  
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Teniendo en cuenta que las poblaciones celulares refractarias pueden ser muy 
minoritarias, y además, quiescentes y por tanto con niveles de expresión génica 
prácticamente silentes (320,321), su detección puede suponer un verdadero reto 
siguiendo un abordaje meramente molecular. 

Sobre estos fundamentos, la presente Tesis Doctoral se ha basado en el 
desarrollo de nuevos sistemas citómicos avanzados con la finalidad de alterar de 
la manera mínimamente posible la función celular, y poder preservar las 
condiciones fisiológicas al máximo. En el estudio de las neoplasias hematológicas, 
los tejidos principalmente estudiados provienen de la médula ósea o de la sangre 
periférica (15). Por ese motivo, la principal estrategia para alterar mínimamente 
posible la función celular consistió en tratar de suprimir cualquier proceso que 
conllevara al fraccionamiento de la muestra, y específicamente evitando la 
destrucción de los eritrocitos mediante el uso de soluciones lisantes. Las 
soluciones de lisis de eritrocitos son utilizadas extensamente tanto a nivel de 
investigación como clínico. Sin embargo, su utilización puede resultar en la 
depleción no únicamente de las células anucleadas, sino también de las células 
nucleadas, en la alteración de la propia funcionalidad celular, y en la obtención de 
resultados artefactuales (270,272,322). Como alternativa a la utilización de estas 
soluciones lisantes, se han desarrollado protocolos utilizando sangre o médula 
total, conocidos como protocolos NLNW, del inglés no lyse no wash (273). Las 
dos estrategias principales de NLNW requieren, por un lado, marcadores 
fluorescentes de carácter vital específicos de ADN para discriminar las 
poblaciones de células nucleadas de los eritrocitos y del ruido de fondo (Figura 
19 – Introducción); y por otro, la explotación de las diferencias entre leucocitos y 
eritrocitos sobre sus propiedades de dispersión de la luz lateral, para discriminar 
eficientemente los eritrocitos por su contenido en oxihemoglobina al absorber luz 
a una longitud de onda de 405 nm, emitida por el láser violeta (Figura 20 – 
Introducción) (61). En esta Tesis Doctoral, la estrategia principal para discriminar 
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la población de interés, las células nucleadas de origen leucocitario, ha consistido 
en la utilización de Vybrant™ DyeCycle™ Violet (DCV) Stain (Thermo Fisher), una 
sonda fluorescente, permeable y no tóxica que emite fluorescencia al unirse al 
ADN de doble cadena. Dado que los especímenes analizados provinieron 
principalmente de aspirados de médula ósea, conteniendo células nucleadas 
pertenecientes a la serie eritroide (323), y por tanto, con positividad para el 
marcador DCV, este método se combinó con el de la discriminación de los 
eritrocitos por las diferencias en el side scatter obtenido mediante la iluminación 
del láser violeta y del láser azul. La combinación de ambos métodos podría tener 
una gran aplicación en los estudios de síndromes mielodisplásicos y leucemias 
con un elevado componente eritroide (15).  

Mediante los dos trabajos desarrollados en esta Tesis Doctoral, se ha puesto en 
evidencia la importancia de la citómica funcional para desarrollar nuevas 
metodologías que permitan estudiar poblaciones celulares asociadas a la 
refractariedad al tratamiento de las neoplasias hematológicas, de manera más 
eficaz. Estas metodologías podrían ser introducidas progresivamente en los 
procedimientos de diagnóstico y seguimiento, proporcionando un análisis más 
completo de la evolución de la enfermedad, teniendo especial relevancia en la 
determinación del pronóstico y el grupo de riesgo del paciente y permitiendo 
establecer estrategias terapéuticas más adecuadas que conduzcan a la cura 
definitiva de estas enfermedades. 

 

En el Primer Trabajo, se desarrolló una metodología basada en citómica 
funcional para determinar la actividad fosfatasa alcalina en subpoblaciones de 
células madre de la leucemia aguda de manera prospectiva, y se evaluó como 
método potencial para detectar subpoblaciones celulares, definidas por el mismo 
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inmunofenotipo, que podrían estar asociadas a una mayor refractariedad al 
tratamiento.  

La leucemia aguda, tanto la de linaje mieloide como la de linaje linfoide, se origina 
en el compartimento de células madre en la médula ósea. Pese a que la mayoría 
de pacientes adultos alcanza una respuesta completa después del tratamiento, 
finalmente una gran parte acaba experimentando recaídas. Una posible 
explicación del motivo de la reaparición de la leucemia viene dada por el modelo 
de célula madre leucémica. Las existencia de células madre leucémicas se asocia 
a un peor pronóstico (235,236,238,239) debido su capacidad de sostener la 
enfermedad durante el tratamiento y pudiendo ser las responsables de iniciar de 
nuevo la leucemia una vez finalizado (82,225). En 1997, Bonnet y Dick (82) 
demostraron que las células leucémicas CD34+/CD38- obtenidas de pacientes con 
leucemia mieloide aguda, poseían capacidades proliferativas y de diferenciación, 
así como propiedades de autorenovación, características de las células madre. El 
xenotrasplante de estas células en ratones inmunodeficientes contribuyó a la 
verificación de la organización jerárquica de la leucemia y de las características 
iniciadoras de leucemia de las LSCs CD34+/CD38-. Estudios posteriores 
demostraron también que células del resto de compartimentos (CD34+/CD38+ 
CD34-/CD38- y CD34-/CD38+) tenían propiedades de LSCs (324,325). Por 
consiguiente, la heterogeneidad del compartimento de las LSCs implica que el 
concepto de célula madre no está asociado únicamente a una entidad celular 
específica determinada por el inmunofenotipo, sino que también podría estar 
determinada por las propias características funcionales de estas. Como resultado, 
el concepto de célula madre tumoral no puede ser aplicable universalmente, 
debido a la compleja evolución y a la heterogeneidad fenotípica las células 
neoplásicas con características de célula madre. En el caso de leucemia 
linfoblástica aguda, no existen marcadores fenotípicos para identificar las LSCs 
iniciadoras de la leucemia, puesto que diversos inmunofenotipos pueden 
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demostrar esa capacidad (240–242). Por lo tanto, el concepto de LSC y su 
organización jerárquica no puede ser aplicado en la LLA-B del mismo modo que 
en la LMA, dado que los patrones de recaída observados pueden estar asociados 
a una evolución clonal de las células leucémicas (245,246). 

Las células iniciadoras de leucemia tienen características únicas basadas en 
respuestas metabólicas a fármacos, control del estrés celular, y otros aspectos 
clave de quiescencia y refractariedad a la quimioterapia (326,327). Sobre la base 
de la naturaleza clonal de la leucemia, la demostración de la existencia de células 
que pueden reconstituir la leucemia aguda (82,240), y la heterogeneidad 
intratumoral (223), se hipotetizó que la citómica funcional podría ser de gran 
utilidad para identificar subpoblaciones celulares implicadas con la recaída y/o 
refractariedad de la leucemia. Específicamente, la incrementada actividad 
fosfatasa alcalina en células primitivas, podría identificar células leucémicas 
asociadas con una mayor refractariedad y persistencia de la enfermedad. 

Para ello, se desarrolló una nueva metodología con la finalidad de estudiar la 
actividad fosfatasa alcalina en pacientes de leucemia aguda en combinación con 
el inmunofenotipo de las células leucémicas, tanto en el momento del diagnóstico 
como en posteriores seguimientos. Para detectar la actividad fosfatasa alcalina, 
se utilizó un sustrato no tóxico y permeable que difunde a través de las 
membranas celulares y emite fluorescencia cuando es catalizado por la enzima, 
que se denomina Alkaline Phospatase Live Stain (APLS). Este biomarcador 
permite visualizar eficientemente mediante microscopia de fluorescencia células 
madre pluripotentes (269). Por tanto, esta fluorescencia, podría ser detectada a 
su vez mediante citometría de flujo, permitiendo así detectar la actividad fosfatasa 
alcalina en combinación con el inmunofenotipo de las células leucémicas. 

Con estos antecedentes, se decidió implementar un nuevo método basado en 
citometría de flujo para detectar la actividad fosfatasa alcalina evitando la lisis de 
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los eritrocitos que, de ser aplicable, permitiría combinar las propiedades 
funcionales con el inmunofenotipo, a la vez que se minimizan los efectos de la 
preparación de la muestra sobre las células de interés (273) para incluso poder 
identificarlas en proporciones muy minoritarias (274). La comparación de la 
determinación de la actividad fosfatasa alcalina utilizando soluciones de lisis de 
eritrocitos demostró resultados deletéreos en cuanto a la funcionalidad de la 
enzima debidos a la utilización de soluciones de lisis conteniendo 
paraformaldehído, la solución de lisis más extendida para la realización del 
inmunofenotipado. El uso de estas soluciones provocó una reducción de la 
funcionalidad de la enzima casi completa, impidiendo la determinación de la 
actividad ALP en las muestras analizadas (Figura 28 – Resultados Trabajo I), 
resultando, por tanto, no recomendable para la identificación de células que 
puedan presentar elevados niveles de actividad fosfatasa alcalina.  

Se demostró que el sustrato podía aplicarse para el estudio de células vivas 
mediante citometría de flujo, manteniendo su funcionalidad al no resultar tóxico 
para las células, y al no reducir la concentración celular con posterioridad a la 
incubación. Además, la fluorescencia del sustrato también se mantuvo estable 
durante el tiempo (Figura 24 – Resultados Trabajo I). La conservación de la 
funcionalidad y viabilidad que proporciona la aplicación de metodología sobre las 
células permitiría purificar subpoblaciones celulares en función a la actividad ALP 
mediante sistemas de separación celular acoplados al citómetro de flujo y estudiar 
sus implicaciones biológicas (61).  

En otro de los ensayos realizados, se demostró que el reactivo utilizado para 
determinar la actividad fosfatasa alcalina no era extruido por el transportador 
multidroga ABCG2 (Figura 25 – Resultados Trabajo I). Precisamente por no ser 
extruido, resulta posible evitar la utilización simultánea de inhibidores específicos 
de los transportadores multidroga, tomando clara ventaja sobre uno de los 
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métodos funcionales más extendidos para identificar células madre tumorales, 
basado en la utilización del reactivo Aldefluor™ para evaluar la actividad de la 
enzima aldehído deshidrogenasa (268,328).  

Para confirmar que la incrementada actividad fosfatasa alcalina estaba 
relacionada con células primitivas, inmaduras y asociadas a microambientes 
tumorales y a una mayor refractariedad, se determinó la actividad fosfatasa 
alcalina en relación a la actividad de extrusión mediada por el transportador 
multidroga ABCG2 utilizando este sustrato en combinación con el análisis de las 
células de la side population (280), tanto en condiciones de hipoxia (5% de 
oxígeno) como de normoxia (21% de oxígeno) (Figura 26 – Resultados Trabajo 
I). Las células de la SPop resultaron presentar actividad fosfatasa alcalina, siendo 
las células cultivadas en condiciones de hipoxia (5% de oxígeno) aquellas que 
presentaron una mayor fluorescencia del sustrato y, por tanto, una mayor actividad 
fosfatasa alcalina. Estos resultados podrían relacionar la actividad fosfatasa 
alcalina con células primitivas con actividad de extrusión mediada por 
transportadores multidroga, asociada a una mayor quimiorresistencia. La 
actividad ALP se observó realzada especialmente en condiciones de un 5% de 
oxígeno, que mimetizan de forma más precisa las condiciones fisiológicas del 
microambiente donde podrían encontrarse estas células. 

Una vez demostrado que la nueva metodología tuvo un mínimo efecto sobre la 
perturbación de la muestra en la evaluación de la respuesta celular y la actividad 
funcional de la enzima en células vivas, y que la actividad ALP estaba asociada 
con células primitivas y quimioresistentes, e incrementada en microambientes 
hipóxicos, se estudió la actividad fosfatasa alcalina en pacientes con leucemia 
aguda. Para ello, se inició un estudio prospectivo con la intención de poder 
identificar nuevas subpoblaciones celulares clínicamente relevantes, incluso 
aquellas muy minoritarias, que pudiesen estar asociadas a una mayor 
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refractariedad al tratamiento y su posible relación con el sostenimiento de la 
leucemia a lo largo del tiempo.  

En esta primera fase del estudio se analizó la actividad ALP en células CD34+ en 
diferentes casos de pacientes con leucemia linfoblástica aguda de precursores B 
o leucemia mieloide aguda refractarias, donde se hipotetizó que esta actividad 
podría estar incrementada en las células neoplásicas.  

Destacamos el Caso 1, que correspondía a una paciente diagnosticada de LLA-
B seis años atrás, con cariotipo normal y sin alteraciones moleculares, con 
antecedentes de refractariedad, TPH alogénico, y habiéndose vuelto a manifestar 
la enfermedad en el momento del inicio del estudio de la actividad ALP. Se 
hicieron cinco determinaciones de actividad ALP y en todas las ocasiones se 
detectaron células CD34+/ALPhigh (Figura 31 – Resultados Trabajo I), 
demostrando que no eran detectables mediante las técnicas habituales de 
inmunofenotipo (Figura 32 – Resultados Trabajo I). El inmunofenotipado 
convencional revelaba blastos leucémicos aparentemente clonales, mientras que 
la actividad fosfatasa alcalina demostraba una nueva heterogeneidad funcional 
dentro del compartimento de las células leucémicas. Una posible explicación a la 
detección de estas poblaciones funcionalmente heterogéneas puede radicar en la 
evolución clonal y en la preexistencia de subclones resistentes provenientes de 
células hematopoyéticas premalignas que continuamente inician la leucemia 
después de la remisión (245,246), siendo por tanto indetectables con los métodos 
desarrollados y aplicados universalmente en el inmunofenotipado de la leucemia. 
Además, no fueron detectadas alteraciones moleculares o citogenéticas 
asociadas a esta enfermedad, e inicialmente se incluyó en el grupo de riesgo 
intermedio según criterios citogenéticos y moleculares (86,87), aunque fue tratada 
según el protocolo PETHEMA-LLA-AR/03 para la LLA-B de alto riesgo, debido a 
un incrementado número de leucocitos en el momento del diagnóstico, 
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comprobándose efectivamente que el pronóstico fue desfavorable. La 
determinación de la actividad fosfatasa alcalina permitió detectar en todos los 
seguimientos realizados la población leucémica CD34+/ALPhigh, como potencial 
responsable del pronóstico desfavorable, proporcionando una información 
adicional de los resultados obtenidos por el resto de aproximaciones clínicas 
utilizadas en el diagnóstico integrado y el seguimiento de la paciente. 

Otro caso clínico que puso en evidencia la importancia de la detección de una 
subpoblación CD34+/ALPhigh en la recaída y refractariedad de la leucemia se 
muestra en el Caso 2 del estudio. Este caso correspondió a una paciente 
diagnosticada de LLA-B común con hiperdiploidía, incluida, por tanto, en el grupo 
de riesgo favorable (86,87). Las subpoblación leucémica CD34+/ALPhigh se 
detectó tanto en el momento del diagnóstico como en el momento de la recaída 
después de haber alcanzado la remisión completa según los criterios actuales 
establecidos, un hecho que contribuye a pensar que esta subpoblación funcional 
guarda una estrecha relación con el fenómeno de refractariedad a la quimioterapia 
(Figura 33 – Resultados Trabajo I), a pesar de haber sido clasificada en la 
categoría de riesgo favorable debido a las alteraciones genéticas manifestadas en 
el momento del diagnóstico.  

El resto de casos analizados (casos 3-5) sirvieron para confirmar que esta 
actividad enzimática, además, no está restringida únicamente a la población 
CD34+, sino que también puede estar encontrarse incrementada en poblaciones 
CD34-, confirmando que la reactividad del biomarcador no está asociada a un 
inmunofenotipo específico (Figura 34 – Resultados Trabajo I), proporcionando 
así un gran potencial para poder aplicar esta metodología en el estudio de 
múltiples neoplasias hematológicas.  

Después de demostrar mediante esta nueva aproximación, la existencia de 
heterogeneidad en poblaciones leucémicas inmunofenotípicamente clonales en la 
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leucemia aguda refractaria, y su posible asociación con el mantenimiento de la 
leucemogénesis a largo plazo, independientemente de sus características 
citogenéticas y moleculares, se procedió a estudiar la posible implicación de la 
actividad ALP sobre el pronóstico de los pacientes diagnosticados de LMA.  

En este último estudio del Trabajo I, se ha demostrado que la presencia de blastos 
leucémicos con elevada actividad ALP puede tener un impacto pronóstico 
negativo en el diagnóstico de la LMA, independientemente de otros factores 
relevantes en el diagnóstico y de las categorías de riesgo publicadas por la ELN 
en el año 2017 (53). El análisis de la actividad fosfatasa alcalina realizado sobre 
43 pacientes en el momento del diagnóstico reveló diferentes perfiles de actividad 
detallados en la Tabla 16 (Resultados Trabajo I). A su vez, se observó que 
aquellos pacientes con perfiles de actividad ALP más elevados alcanzaron con 
menor frecuencia la remisión completa, presentaron más recaídas y mayor 
número de exitus. Concretamente, mediante el análisis ROC se pudo definir 
efectivamente dos grupos de pacientes: El Grupo A, consistente en pacientes con 
más del 12% de blastos con actividad ALP; y el Grupo B, con menos del 12% de 
blastos con actividad ALP. Este punto de corte del 12% permitió determinar la 
supervivencia libre de eventos con un 83% de sensibilidad y un 79% de 
especificidad, y el mayor índice de Youden (0,61) (281) (Figura 36 – Resultados 
Trabajo I). De esta manera, el punto de corte establecido determinó cómo realizar 
el análisis del impacto de la actividad ALP sobre el pronóstico de los pacientes. 
En primer lugar, se comparó el Grupo A y el Grupo B según diversos factores que 
pueden tener un impacto pronóstico en la LMA en el momento del diagnóstico; 
incluyendo la edad, el sexo, el tipo de LMA, las alteraciones moleculares, la 
clasificación de la OMS, el grupo de riesgo de la ELN 2017, el porcentaje de 
blastos, el número de leucocitos, el inmunofenotipo de lo blastos, la terapia post-
remisión y la respuesta a la terapia (Tabla 18 – Resultados Trabajo I). 
Únicamente se obtuvieron diferencias significativas en cuando a la posterior 
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respuesta de los pacientes (logro de la remisión completa, recaída o refractariedad 
al tratamiento, y exitus), siendo el Grupo A (> 12% de blastos ALPhigh) el que 
obtuvo peor respuesta. Cabe destacar que factores tales como la edad, el sexo, 
la clasificación de la OMS 2017 (15) y la clasificación de riesgo de la ELN (53) no 
fueron significativamente distintos entre ambos grupos. Por esta razón, quedaba 
demostrado que el nuevo test ALP permitía evaluar respuestas significativamente 
diferentes independientemente de otros factores con un impacto pronóstico 
relevante para la LMA en el momento del diagnóstico (53).  

De manera muy interesante y a pesar de tratarse de una cohorte con un número 
reducido de pacientes (n = 43), cuando estos fueron clasificados según el grupo 
de riesgo genético y molecular de la ELN 2017 (53), se obtuvieron diferencias 
significativas en las curvas Kaplan-Meier tanto en la supervivencia global (Figura 
35c – Resultados Trabajo I) como en la supervivencia libre de eventos (Figura 
35d – Resultados Trabajo I), proporcionando representatividad a la muestra 
analizada. Los pacientes del grupo de riesgo favorable tuvieron un mayor OS y 
EFS respecto al resto de pacientes. Por lo que respecta a los grupos de riesgo 
intermedio y adverso, las diferencias no fueron significativas entre ellos tanto para 
el OS como para el EFS (p-valor = 0,973 y 1,000; respectivamente). Muy 
destacable fue la observación de que el porcentaje de blastos ALPhigh del grupo 
de riesgo intermedio (mediana: 22,89; rango: 0,26 - 96,63) fue superior al del 
grupo adverso (mediana: 9,53; rango: 1,62 - 26,03) (Tabla 17 – Resultados 
Trabajo I), sugiriendo que el grupo de riesgo intermedio puede incluir pacientes 
con riesgo adverso. Los pacientes del grupo intermedio generalmente se definen 
por presentar características citogenéticas y genéticas wild type, por lo que la 
actividad fosfatasa alcalina de los blastos leucémicos podría ser un indicativo de 
riesgo adverso, proporcionando nueva información acerca de la entidad. En 
contraste, cuando se analizó el OS y el EFS según el grupo ALP, se encontraron 
diferencias significativas en ambos casos, siendo el Grupo A (> 12% de blastos 
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ALPhigh) el que presentaba una menor supervivencia (Figura 37 – Resultados 
Trabajo I).  

Sabiendo que los resultados pueden estar limitados por el sesgo del número de 
pacientes estudiados, el hecho que el grupo ALP permita establecer un pronóstico 
diferencial aun teniendo un número reducido de pacientes, pone de manifiesto las 
potenciales implicaciones a nivel científico y clínico sobre la relevancia de la 
determinación de la actividad fosfatasa alcalina en la leucemia a nivel celular.  

Una vez demostrado que el porcentaje elevado de blastos leucémicos con 
actividad fosfatasa alcalina definía a un grupo de pacientes de LMA con una 
menor supervivencia global y libre de eventos, se investigó si podía resultar un 
factor de pronóstico independiente. Para ello, se realizaron los análisis 
univariados y multivariados, basados en el modelo de riesgo proporcional de Cox, 
donde se incluyeron factores pronósticos de LMA en el diagnóstico, además del 
grupo ALP, para evaluar el impacto de estos factores en la supervivencia global y 
en la supervivencia libre de eventos (Tabla 19 – Resultados Trabajo I). 
Específicamente, la edad fue un valor asociado en todos los modelos univariados 
y en el multivariado para el OS, donde fue el único factor significativo. Respecto 
al factor de riesgo favorable, únicamente no correlacionó en el análisis 
multivariado para el OS. El riesgo intermedio correlacionó bien en el modelo 
univariado tanto para el OS como para el EFS. Finalmente, el grupo ALP fue 
significativo en el análisis univariado para el OS y en el univariado y multivariado 
para el EFS, siendo así un factor pronóstico independiente para determinar la 
supervivencia libre de eventos. Estos resultados ponen de manifiesto la potencial 
relevancia de la inclusión del grupo ALP en los grupos de riesgo basados en 
características citogenéticas y moleculares de la ELN, pudiendo, de este modo, 
predecir con más exactitud el pronóstico, especialmente en aquellos pacientes 
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clasificados en el grupo intermedio, que presentan una supervivencia variable 
(329). 

Las limitaciones de este estudio de naturaleza prospectiva sobre la actividad 
fosfatasa alcalina en el diagnóstico de leucemia mieloide aguda incluyen el 
reducido número de pacientes estudiados y el corto tiempo de seguimiento. La 
clasificación según los factores de riesgo genéticos y moleculares de la ELN 2017 
(53) ha sido validada en numerosos estudios incluyendo cohortes mayores y en 
nuestra cohorte de 43 pacientes no se han encontrado diferencias significativas 
en cuanto a supervivencia global y libre de eventos para todos los grupos. A pesar 
de ello, este estudio ofrece evidencia a la hipótesis de que la determinación de la 
actividad ALP celular en el momento del diagnóstico de la leucemia puede ser 
utilizada para evaluar el riesgo de recaída y/o a refractariedad al tratamiento de 
forma efectiva.  

Los resultados del tratamiento de la leucemia mieloide aguda son muy variables 
y aun no se pueden predecir a nivel individual (330). En caso de demostrarse 
definitivamente que la actividad fosfatasa alcalina a nivel celular sea un factor 
pronóstico en el momento del diagnóstico de la leucemia, podría contribuir a 
investigar cómo alcanzar el objetivo final de establecimiento de riesgo a nivel 
individualizado, como guía para las decisiones terapéuticas según las 
características de cada paciente. Asimismo, también podría resultar de gran 
interés estudiar si la fosfatasa alcalina expresada en células leucémicas puede 
considerarse como una nueva diana terapéutica para el tratamiento de la leucemia 
aguda. El desarrollo de inhibidores y moduladores de la ALP (331) podría jugar un 
papel importante en nuevas terapias destinadas a reducir la elevada mortalidad 
asociada a la heterogeneidad de esta enfermedad y caracterizada por una gran 
multitud de alteraciones moleculares (20). Estos resultados, a su vez, podrían ser 
también validados en leucemia linfoblástica aguda de precursores B, ya que en 
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primera instancia se demostró la presencia de células refractarias con elevada 
actividad ALP que persistían a lo largo del tratamiento y pudiendo ser 
responsables de la refractariedad y de la recaída de los pacientes. Estos estudios 
permiten pensar que pueden llevarse a cabo nuevas investigaciones no 
solamente en leucemias, linfomas o mielomas, sino también en neoplasias no 
hematológicas. 

Las claves del hallazgo de estas poblaciones celulares asociadas a una mayor 
refractariedad residen en la naturaleza funcional del ensayo citómico utilizado al 
combinarse con el estudio del inmunofenotipado convencional, por el 
procesamiento y análisis inmediato de la muestra con la finalidad de mantener las 
condiciones experimentales más aproximadas a las fisiológicas, y por la utilización 
de metodologías que permiten el procesamiento de las muestras de médula ósea 
y sangre periférica con la mínima perturbación posible. Únicamente estos 
procedimientos hacen posible determinar la función celular en combinación con el 
inmunofenotipo con los mayores niveles de sensibilidad y precisión hoy por hoy 
alcanzables, por lo que podrían ser también utilizados en el diagnóstico y 
seguimiento de la enfermedad residual medible. Estudios preliminares realizados 
en nuestro laboratorio han sido también dirigidos a la determinación de la actividad 
ALP en muestras seriadas de pacientes de LMA. En algunos casos, se han 
detectado células ALPhigh en pacientes con ERM negativa determinada mediante 
CFM. Posteriormente, estos mismos pacientes han experimentado una recidiva 
de la enfermedad. A pesar de tratarse de resultados muy preliminares, podrían 
poner de manifiesto la importancia de la determinación de la actividad fosfatasa 
alcalina para predecir la recaída post-tratamiento cuando la enfermedad residual 
no se detecta mediante las aproximaciones actuales y poder definir nuevos 
criterios de respuesta adicionales mediante la determinación de la actividad ALP 
en el grupo de pacientes en RCERM-. Será de gran interés, por tanto, demostrar si 
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la actividad ALP podría ayudar a identificar pacientes con enfermedad residual 
indetectable. 

Es por todo ello que serán necesarios nuevos estudios donde se incluyan cohortes 
de mayor tamaño, para determinar de forma más inequívoca si la actividad ALP 
en las células leucémicas primitivas está asociada al potencial riesgo de 
recurrencia y mortalidad en los pacientes diagnosticados de LMA. También será 
necesario dilucidar si las células leucémicas con elevada actividad fosfatasa 
alcalina pueden iniciar de nuevo la leucemia, así como las características 
biológicas de estas células, analizando la expresión de marcadores de células 
madre primitivas y su asociación con la malignidad a nivel fenotípico, genético y 
funcional. También será de gran importancia conocer en mayor profundidad el 
significado biológico del incremento de la actividad fosfatasa alcalina en las 
células leucémicas, para que se puedan acelerar los avances en la prevención de 
la leucemia, el diagnóstico, el tratamiento y el seguimiento, así como para abrir 
nuevas vías de investigación sobre las poblaciones de células madre leucémicas.  

 

Otra evidencia de las potenciales aplicaciones que tiene la citómica funcional en 
el estudio de las neoplasias hematológicas se demuestra en el Segundo Trabajo 
de esta Tesis Doctoral. Mediante la utilización de la citómica funcional, se trató de 
diseñar y evaluar una nueva metodología para identificar las células supresoras 
de origen mieloide con expresión de PD-L1 en pacientes con mieloma múltiple, 
con el objetivo de predecir el éxito de la inmunoterapia en los pacientes candidatos 
al tratamiento con inhibidores del checkpoint PD-1/PD-L1. 

Generalmente, las células potencialmente malignas son identificadas por el 
sistema inmunitario, por ejemplo, mediante el proceso de reconocimiento de la 
expresión aberrante de antígenos. Una vez reconocidas, son eliminadas 
previamente a su proliferación, evitando el inicio del proceso neoplásico. En 
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muchas ocasiones, estas las células iniciadoras de tumores son capaces de 
evadir la acción del sistema inmunitario y progresar para desarrollar un cáncer. 
Este mecanismo de escape de las células malignas está relacionado con la 
expresión de una serie de moléculas inmunosupresoras tales como PD-L1, PD-
L2, CD86 y CD80, por lo que les permite alterar el reconocimiento del sistema 
inmunitario. De este modo, el cáncer empieza a progresar sin restricción en su 
expansión. Estas moléculas reconocen receptores inhibitorios presentes en los 
linfocitos T como PD-1, CTLA-4, Tim-3 y LAG3, que están involucrados en la 
supresión de la respuesta inmunitaria anti-tumoral (332). 

El objetivo de la inmunoterapia es reactivar o modificar el propio sistema 
inmunitario para poder evitar la estrategia de evasión de las células tumorales y 
poder eliminarlas. Entre las inmunoterapias más extendidas, cabe destacar la 
utilización de anticuerpos monoclonales dirigidos a antígenos de superficie de las 
células tumorales, ampliamente aplicados en diversas neoplasias hematológicas; 
y el uso de células CAR-T, dirigidas también a antígenos de superficie, con 
resultados prometedores, aunque únicamente de aplicación en ensayos clínicos 
(333). Otra estrategia inmunoterapéutica muy prometedora que ha surgido en los 
últimos años consiste en la utilización de inhibidores de diferentes checkpoints del 
sistema inmunitario. Los checkpoints del sistema inmunitario están determinados 
por ciertas moléculas cuya interacción permite activar o inhibir la respuesta 
inmunitaria. Concretamente, la interacción de PD-1 con su ligando PD-L1 o PD-
L2 lleva a la inhibición de la activación, maduración y expansión de los linfocitos 
T y a la inducción de la apoptosis. El bloqueo de estas moléculas con anticuerpos 
monoclonales, que actúan como inhibidores del checkpoint, es actualmente una 
terapia de referencia en el tratamiento de muchos tumores sólidos (303,304) y se 
han puesto en marcha diferentes ensayos clínicos para su utilización en 
neoplasias hematológicas, como es el caso del mieloma múltiple. En el mieloma 
múltiple se ha documentado que PD-L1 está sobreexpresado en las células 
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plasmáticas malignas con respecto a las células plasmáticas de pacientes sanos 
(334), aunque otros estudios no han puesto de manifiesto una expresión 
diferencial (335). Los ensayos pre-clínicos han permitido demostrar la eficacia de 
la administración de anticuerpos monoclonales anti-PD-L1 en cultivos de células 
plasmáticas mielomatosas junto con células T al inducir la citotoxicidad mediada 
por las células T efectoras y que esta citotoxicidad se incrementa cuando se 
administra lenalidomida (336). A nivel de ensayos clínicos, los datos obtenidos 
son todavía limitados (302,305–310,337). Por ejemplo, en los estudios de 
Lesokhin y colaboradores (305,306) para la evaluación de nivolumab, no se 
alcanzó la respuesta completa o parcial y la supervivencia libre de progresión fue 
menor que en otras enfermedades evaluadas. Por otro lado, en los estudios de 
Wilson y colaboradores (307) y de Badros y colaboradores (308), la combinación 
de pembrolizumab con pomalidomida y dexametasona en pacientes de mieloma 
múltiple refractarios presentó buena seguridad y tolerancia; y en los estudios de 
Badros y colaboradores se obtuvieron, además, respuestas duraderas. 
Recientemente se ha publicado la evaluación de la combinación de 
pembrolizumab con pomalidomida y dexametasona mediante ensayos clínicos en 
fase 3 en pacientes con mieloma múltiple refractario (309) y de nuevo diagnóstico 
(310), mostrando perfiles de riesgo-beneficio desfavorables, aún pendientes de 
determinar la seguridad y la supervivencia a largo plazo para los pacientes de 
nuevo diagnóstico. 

A pesar de que la inhibición del checkpoint PD-1/PD-L1 pueda resultar una 
estrategia inmunoterapéutica prometedora, un número importante de pacientes 
presenta refractariedad primaria al tratamiento, dificultando una respuesta clínica 
óptima (338). Los mecanismos de esta refractariedad primaria no se conocen 
completamente, aunque el microambiente celular puede jugar un papel clave en 
este mecanismo. En el mieloma múltiple, una de las características reconocidas 
de esta entidad es la interacción bidireccional entre el microambiente de la médula 
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ósea y las células plasmáticas malignas (339). La sobreexpresión de PD-L1 en 
células del microambiente, como las MDSCs (299,301), representa una de las 
estrategias por las cuales el mieloma evade al sistema inmunitario y progresa. Las 
MDSCs, por lo tanto, pueden presentar una función importante en relación a la 
refractariedad a los inhibidores del chekpoint PD-1/PD-L1 en el MM. 

De este modo, además de estudiar la expresión de PD-L1 en las células 
plasmáticas malignas de mieloma múltiple, es importante tener en cuenta las 
células del microambiente, como las MDSCs, y el papel que pueden desempeñar 
en la refractariedad a la inmunoterapia y en la progresión de la enfermedad. Dado 
que la citometría de flujo multiparamétrica permite la detección de las MDSCs, en 
el segundo trabajo de la presente Tesis Doctoral se analizó la expresión en 
superficie de PD-L1 tras elaborar un panel de screening de PD-L1 en MDSCs, tal 
y como se muestra en la Figura 38 (Resultados Trabajo II), mediante anticuerpos 
monoclonales unidos covalentemente a fluorocromos. El panel de screening 
diseñado consistió en la combinación de 5 fluorescencias detectadas de manera 
simultánea y excitación de las cuales mediante 4 láseres, con la finalidad de 
reducir al máximo el grado de solapamiento de los espectros de emisión de los 
fluorocromos utilizados y, por consiguiente, la compensación electrónica de la 
señal de los mismos (61). Además, se utilizaron metodologías para perturbar 
mínimamente la muestra, manteniendo así las células en las condiciones más 
aproximadas a las fisiológicas (estrategia NLNW).  

La clave de la metodología desarrollada reside en la utilización de células vivas y 
en el propósito de intentar mimetizar las condiciones fisiológicas en el mieloma 
múltiple, para tratar de comprender los mecanismos de regulación del ligando PD-
L1 en las MDSCs. Es por ello que esta metodología pretendió obtener información 
válida sobre la dinámica funcional de PD-L1. Las muestras de médula ósea de los 
pacientes estudiados se estimularon previamente con ésteres de forbol 12-
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miristato-13-acetato (phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA), con efectos sobre 
múltiples vías de regulación, tales como la de NF-κB, implicada en regular la 
expresión inducible de PD-L1 a nivel transcripcional en melanoma (340) y en 
cáncer de mama (341); y en la estimulación de la producción de INFγ, involucrado 
en la transcripción de PD-L1 en el cáncer colorrectal (342). Debido a las 
características descritas del PMA, y habiendo sido utilizado con éxito en diferentes 
ensayos basados en citometría de flujo funcional (61), esta estrategia fue aplicada 
en la metodología citómica diseñada para comparar los niveles de PD-L1 entre 
las muestras estimuladas y no estimuladas ya que no se limitó únicamente a 
detectar esta población a nivel inmunofenotípico. 

Los recuentos de células MDSCs de muestras estimuladas fueron en general 
superiores o muy superiores a los recuentos en las muestras no estimuladas, 
poniéndose de manifiesto el evidente efecto de la estimulación de las MDSCs en 
presencia de PMA. Estas diferencias permitieron obtener el fold-change de PD-L1 
en las MDSCs por cada paciente tal y como se refleja en la Figura 39 (Resultados 
Trabajo II). En los 35 pacientes analizados, se pudieron distinguir dos grupos: 
pacientes no respondedores al estímulo (fold-change ≤ 1), formado por 2 
pacientes; y pacientes respondedores al estímulo (fold-change > 1), formado por 
33 pacientes. En estos dos grupos se pusieron de manifiesto diferencias en la 
expresión de PD-L1 ante estímulos extrínsecos que permitían revelar una 
heterogeneidad que podría ser relevante para comprender el grado de respuesta 
a la inmunoterapia. 

Para entender las diferencias en la detección de PD-L1 observadas tras la 
estimulación con PMA, se estudiaron los niveles de expresión citoplasmática de 
la molécula (Figura 40 – Resultados Trabajo II), con la finalidad de confirmar si 
en presencia señales estimuladoras, como las mediadas por el PMA, se 
translocaría a la membrana celular, cumpliendo así con su función 
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inmunosupresora (297,298). No obstante, los niveles de PD-L1 citoplasmático 
resultaron ser indetectables o inferiores en relación con los detectados a nivel de 
superficie después de la estimulación. Estos resultados descartaron la hipótesis 
inicial basada en la posible translocación de la molécula PD-L1 desde el 
citoplasma a la membrana celular por efecto de la estimulación en presencia de 
PMA. El procedimiento de estimulación celular fue realizado durante 10 minutos, 
por lo que cualquier fenómeno de la transcripción de PD-L1 mediado por INFγ o 
por NF-κB, quedó también descartado.  

Adicionalmente, se exploraron los diversos tiempos de estimulación de las células 
en presencia de PMA, para poder comprender la dinámica de la molécula. Los 
resultados revelaron que el fold-change máximo de la molécula se podía 
determinar al someter la muestra a una estimulación en presencia de PMA en un 
tiempo comprendido entre 1 y 5 minutos, con una progresiva disminución hasta el 
transcurso de una hora (Figura 41 – Resultados Trabajo II), lo que permitió 
determinar que el fold-change se producía de una forma muy rápida y además 
dependía del tiempo de estimulación.  

La posible y más inequívoca explicación a estos fold-changes variables, 
asociados a cambios en la expresión y/o detección de la molécula PD-L1, residiría 
en la existencia de un mecanismo a nivel molecular de cambio de conformación y 
que, en presencia de diversos estímulos, como el mediado por PMA, produzca un 
desplegamiento que facilite la accesibilidad al sitio de unión de la molécula (343). 
De confirmarse la existencia de este mecanismo inmunoregulatorio, se podría, a 
su vez, trasladar a mejorar la eficacia de la inmunoterapia.  

Otra potencial aplicación derivada de la metodología basada en citómica funcional 
para la detección de PD-L1 reside en el estudio de la interacción de las MDSCs 
con los anticuerpos monoclonales humanizados diseñados para la inmunoterapia 
basada en inhibidores de PD-L1. Los ensayos de competición entre el anticuerpo 



Discusión 

221 
 

monoclonal fluorescente utilizado en el ensayo funcional y durvalumab, un 
anticuerpo monoclonal humanizado utilizado en la inmunoterapia para inhibir PD-
L1, mostraron que ambos anticuerpos reconocerían si no el mismo, un sitio de 
unión espacialmente muy cercano de la molécula PD-L1 en tres de los pacientes 
estudiados, tal y como se refleja en la Figura 42 (Resultados Trabajo II), por una 
reducción progresiva en la detección del anticuerpo monoclonal fluorescente 
coincubado en presencia de concentraciones crecientes del agente 
inmunoterapéutico durvalumab. En uno de los pacientes, sin embargo, no se 
produjo esta competitividad progresiva, por lo que estos resultados podrían 
obedecer a modificaciones estructurales de PD-L1 debidas a mutaciones que 
impidieran la unión de durvalumab y la consecuente inhibición del eje PD-L1/PD-
1 (343), relacionándose, por tanto, con un posible mecanismo de refractariedad a 
la terapia y de este modo, y a poder predecir el éxito de la misma.  

La determinación de PD-L1 en las MDSCs mediante este nuevo ensayo funcional 
se realizó en una limitada cohorte de pacientes con mieloma múltiple. El 
incremento del número de casos de la cohorte, así como la homogeneización de 
los puntos de análisis (diagnóstico, seguimiento, tratamiento, entre otros), podría 
revelar diferencias entre los grupos de pacientes respondedores y no 
respondedores en cuanto a la evolución de la enfermedad y a la respuesta a la 
inmunoterapia. Si la molécula PD-L1 cambia su plegamiento en la membrana en 
función de los estímulos del microambiente, los inhibidores de checkpoint podrían 
no ser completamente efectivos y se deberían desarrollar nuevas estrategias 
terapéuticas para poder dirigirse a PD-L1 de la manera más efectiva posible e 
inhibir su unión a PD-1. Por lo tanto, la crítica evaluación del cambio de 
conformación de PD-L1 puede ayudar a definir estrategias terapéuticas más 
efectivas o bien a predecir la refractariedad a la terapia en presencia de 
inhibidores de PD-L1. Asimismo, para poder explorar mecanismos todavía 
desconocidos de refractariedad a estas terapias, a otros inhibidores de 
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checkpoint, a anticuerpos monoclonales, así como terapias con células CAR-T, 
se podrían utilizar idóneamente este tipo de ensayos funcionales. Por todas estas 
razones, será necesario desarrollar más estudios que permitan dilucidar cómo 
PD-L1 se pliega o despliega, y cómo esta modulación conformacional juega un 
papel importante en la refractariedad a la inmunoterapia. 

 

Los dos trabajos desarrollados en la presente Tesis Doctoral ponen de manifiesto 
la importancia que tiene la citómica funcional para estudiar las enfermedades 
hematológicas y desarrollar metodologías aplicables al diagnóstico y seguimiento 
de estas entidades, así como para identificar dianas terapéuticas para 
tratamientos basados en inmunoterapia. Desde el descubrimiento de la tecnología 
del hibridoma (344), se han desarrollado muchos anticuerpos monoclonales para 
investigación y diagnóstico de diversas enfermedades hematológicas e 
inmunitarias. En los próximos años, las investigaciones deberían focalizarse en la 
utilidad traslacional de los nuevos marcadores biológicos disponibles, dirigidos a 
detectar la función celular, descubriendo así, en combinación con el 
inmunofenotipado mediante citometría de flujo multiparamétrica, la compleja y 
heterogénea biología del compartimento de las células madre y del microambiente 
tumoral en las neoplasias hematológicas. 
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A nivel general, y de manera acorde al objetivo y propósito principal de esta Tesis 
Doctoral, se han desarrollado nuevos sistemas citómicos alternativos para mejorar 
estrategias terapéuticas actuales, concluyendo lo siguiente:  

• Se han aportado nuevas evidencias de la importancia de la citómica 
funcional en el estudio de la neoplasia hematológica, concretamente, en 
la identificación de subpoblaciones celulares minoritarias relacionadas 
con la refractariedad, proporcionando abordajes complementarios a las 
tecnologías actuales en la comprensión de la evolución de la enfermedad. 

• La heterogeneidad poblacional y tumoral debe ser contemplada desde 
aproximaciones que reduzcan el sesgo producido por la depleción 
arbitraria de las poblaciones de interés y por la pérdida de la funcionalidad 
celular, consiguiéndose mediante una perturbación mínima de los sujetos 
de estudio, en asociación con la simplicidad de los protocolos y la 
inmediatez en la obtención de los resultados. 

 

Del Primer Trabajo se concluye lo siguiente: 

• La combinación fenotípica y funcional aporta nueva información sobre el 
compartimento de células madre leucémicas, siendo determinante la 
actividad enzimática de la fosfatasa alcalina cuando es asociada a los 
marcadores relacionados con poblaciones más primitivas. 

• Las células leucémicas con una elevada actividad fosfatasa alcalina 
podrían contribuir a sostener la leucemogénesis y ser las responsables 
de la refractariedad en la leucemia aguda. 

• La detección de células leucémicas con elevada actividad fosfatasa 
alcalina en el momento del diagnóstico de la leucemia mieloide aguda es 
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un factor pronóstico independiente de supervivencia libre de eventos y 
podría ser incluida en la estratificación de riesgo actual de la entidad. 

• Los hallazgos de este trabajo ofrecen continuidad a la línea de 
investigación y servirán para promover el desarrollo de nuevos estudios 
que permitan comprender el significado biológico de las subpoblaciones 
celulares caracterizadas por una actividad incrementada de la enzima 
fosfatasa alcalina. 

 

Del Segundo Trabajo se concluye lo siguiente:  

• La combinación de la detección inmunofenotípica de PD-L1 sobre las 
MDSCs en conjunto con la estimulación celular permite obtener 
información válida sobre la dinámica funcional de la molécula, revelando 
diferencias en la reactividad de PD-L1, como reflejo de las complejas 
interacciones estéricas del eje PD-1/PD-L1. 

• Las diferencias observadas entre pacientes respondedores y no 
respondedores al estímulo de PD-L1 y en los ensayos de competición con 
la inmunoterapia sugieren una gran plasticidad estérica de la molécula, 
que combinada con la existencia de mutantes para ligando, contribuya a 
explicar la gran heterogeneidad en el grado de respuesta a la 
inmunoterapia. 

• Esta aproximación fenotípica y funcional puede contribuir a revelar la 
plasticidad estérica de otras dianas terapéuticas, siendo relevante para el 
desarrollo de nuevos anticuerpos humanizados y para monitorizar la 
eficacia de inmunoterapias basadas en CAR-Ts, anticuerpos 
monoclonales e inhibidores o activadores de otros ejes de control del 
sistema inmunitario.   
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