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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Mieloma múltiple 

1.1.1 Definición e incidencia 

El Mieloma Múltiple (MM) es una neoplasia hematológica englobada dentro de las 

denominadas discrasias de células plasmáticas (CP), que se caracteriza por la proliferación de 

una población de CP alterada en médula ósea (MO). Dentro de las discrasias de células 

plasmáticas el MM representa una de las entidades más agresivas.  

El MM presenta una incidencia anual en la población de Europa occidental de 6,5 por cada 

100.000 individuos y una supervivencia a los 5 años del 48,5% (Howlader et al., 2016). El riesgo 

de sufrir esta enfermedad es de un 0,7%, representando un 1,8% de todos los tipos de 

neoplasias y un 13% de las neoplasias hematológicas es la segunda neoplasia hematológica 

más común (Siegel et al., 2012). El diagnóstico de nuevos casos de MM ha ido aumentando 

paulatinamente a razón de un 0,8% anual, aunque la supervivencia media a los 5 años también 

ha aumentado gracias a la incorporación de nuevos tratamientos. La supervivencia media 

desde el diagnóstico para aquellos pacientes de riesgo alto e intermedio oscila entre 2-7 años, 

y en algo más de 10 años para los de bajo riesgo (Howlader et al., 2016). 

La mediana de edad al diagnóstico de la enfermedad es de 69 años, con un rango de 65-74 

años, y es más frecuente en hombres que en mujeres. La incidencia de MM en población 

afroamericana es dos veces superior a la del resto de poblaciones y se suele presentar a una 

edad más temprana. En contra de lo esperado, la supervivencia es mayor que en la población 

caucásica. Esta diferencia podría estar relacionada con la mayor incidencia de estadios 

indolentes previos al MM en la población afroamericana (Waxman et al., 2015). La diferencia 

en la incidencia entre poblaciones junto a la existencia de discrasias de CP familiares sugiere 

una susceptibilidad genética en el origen del MM (Schinasi et al., 2016).  

1.1.2 Características clínico-biológicas 

La base de la patología es una proliferación alterada de CP atípicas. Mientras que las CP 

normales encargadas de la producción de las inmunoglobulinas muestran un patrón 

inmunofenotípico CD38+CD138+CD19+CD45+CD56–, las CP del MM solo conservan CD38 y 
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CD138, siendo la mayoría negativas para CD19 y CD45 y positivas para CD56. Si bien no se 

conoce el porqué de este patrón inmunofenotípico, es de gran ayuda para el diagnóstico la 

enfermedad (Kuehl et al., 2012). La proliferación alterada de CP atípicas genera una serie de 

manifestaciones clínicas que tienen un papel importante en el diagnóstico y tratamiento de la 

enfermedad.  

En condiciones normales las CP secretan las inmunoglobulinas IgA, IgG, IgD, IgE e IgM. En las 

discrasias de CP se observa un aumento de secreción de un tipo específico de inmunoglobulina 

con un incremento de ésta en suero denominado componente monoclonal (CM) o 

paraproteína. El CM se compone de dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras, 

considerándose como cadenas ligeras libres a cadenas ligeras no unidas a la cadena pesada 

que las propias CP secretan en pequeñas concentraciones, y que pueden ser de dos tipos, 

cadenas kappa o cadenas lambda (Figura 1). El tipo de CM y el tipo de cadena ligera libre 

también es importante en el diagnóstico, el pronóstico y el seguimiento de la enfermedad. El 

CM en concentraciones elevadas puede producir daños renales, siendo una de las 

complicaciones más comunes de esta enfermedad. 

 

Entre un 70-95% de los pacientes presenta lesiones óseas líticas, que aumenta tanto la 

morbilidad como la mortalidad de los que las sufren. En el MM la dinámica de generación y 

destrucción ósea se encuentra alterada. La interacción entre las CP alteradas y el 

microambiente de la MO genera una disminución de la actividad de los osteoblastos y un 

aumento de la actividad osteoclástica. Esta dinámica ocurre debido a la producción de una 

serie de factores ya sea bien por las mismas CP o por la interacción entre éstas y las células del 

estroma. Las CP secretan factores estimuladores de la actividad osteoclástica y angiogénica 

como la MIP-1α o el VEGF. Además, provocan la producción de otros factores activadores de 

los osteoclastos como RANKL por parte de las células del estroma. En el suero de pacientes con 

MM se encuentran niveles aumentados de inhibidores de la actividad osteoblástica tales como 

IL3, IL7 o TGFβ. Por otra parte la secreción del inhibidor de actividad osteoblástica DKK1 por 

parte de las CP, junto a la disminución del inhibidor de osteoclastos OPG secretado por los 

Figura 1. Esquema de la Inmunoglobulina  

En rojo las cadenas ligeras, dependiendo del tipo se 

clasifican en kappa o lambda. En azul las cadenas 

pesadas, dependiendo de la clase se denominan IgA, 

IgG, IgM, IgD o IgE. 
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osteoblastos, aumentan la actividad osteoclástica. Cerrando el ciclo de retroalimentación, la 

interacción entre las CP y el resto de tipos celulares del entorno genera una secreción de IL6 

que favorece un medio idóneo para la supervivencia del clon neoplásico de CP a través de la 

angiogénesis (Minter et al., 2011; Palumbo et al., 2011; Kuehl et al., 2012) (Figura 2). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.1.3 Diagnóstico 

En el MM se ha descrito un estadio premaligno asintomático denominado Gammapatía 

Monoclonal de Significado incierto (GMSI) y un estadio intermedio denominado Smoldering 

Multiple Myeloma (SMM) o mieloma asintomático. Existe además una entidad denominada 

Figura 2.  Interacciones en el microambiente del MM 

La interacción entre las CP del MM y su microambiente es esencial para su supervivencia. Las interacciones entre los 

distintos tipos celulares producen una serie de citoquinas y factores de crecimiento como IL6, VEGF que intervendrán en la 

creación de un medio idóneo para la supervivencia del clon neoplásico de CP. Otros factores como IL3, IL7, TFGb y DKK1 se 

secretan al medio por los distintos tipos celulares e inhiben la actividad osteoblástica, reduciendo la regeneración del 

hueso. La actividad osteoclástica aumenta debido principalmente a la secreción de MIPa y de RANKL (Minter et al., 2011; 

Palumbo et al., 2011; Kuehl et al., 2012) 
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GMSI de cadenas ligeras que engloba a aquellas GMSI, que no secretan CM pero que 

presentan un aumento en la concentración de cadenas ligeras libres o free light chain (FLC). La 

entidad intermedia entre este tipo de GMSI y el MM de cadenas ligeras se denomina 

proteinuria idiopática Bence Jones, que es bastante similar al estadio SMM. Se considera que 

todo MM viene precedido de estas entidades.  

En el momento del diagnóstico de la enfermedad es importante identificar el estadio en el que 

se encuentra el paciente, ya que en la mayoría de pacientes afectos de GMSI o SMM no se 

requiere tratamiento, pero si un seguimiento exhaustivo de la enfermedad (Mateos et al., 

2013; Rajkumar, 2014,2015). 

El MM se caracteriza por la presencia de más de un 10% de CP en MO y por presentar 

manifestaciones clínicas en diversos órganos, englobadas bajo las siglas CRAB: 

C) Hipercalcemia: aumento de calcio en suero de más de 11,5mg/dL, producido por la 

actividad osteolítica generada por la misma enfermedad. 

R) Fallo renal: presencia de niveles de creatinina en suero mayores a 2mg/dL. 

A) Anemia: cuando existe menos de 10g/dL de hemoglobina en sangre. 

B) Lesiones líticas óseas: evidencia de afectación ósea ya sea por la presencia de lesiones líticas 

o bien por osteoporosis.   

 

 

 

 

 

Los criterios de diagnóstico se basan principalmente en el porcentaje de CP, presencia de CM y 

al menos una de las manifestaciones CRAB, tal y como se muestran en la tabla 1 (Rajkumar et 

al., 2016). 

1.1.4 Pronóstico 

Diagnóstico Mieloma Múltiple 

≥ 10% células plasmáticas en MO 

Presencia de componente monoclonal en suero y/u orina 

≥ 1 manifestación CRAB: 
- C: ≥ 11,5mg/dL de calcio en suero 
- R: Fallo renal, creatinina >2mg/dL en suero 
- A: Anemia, Hb <10g/dL 
- B: Afectación ósea, presencia de lesiones líticas u 

osteoporosis 

Tabla 1.  Características clínicas para el diagnóstico del MM 
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La supervivencia media en el MM es de 5-7 años, pero existe una amplia variación 

dependiendo de un conjunto de factores como son la carga tumoral, medida por el estadio de 

la enfermedad, el componente biológico, representado por las posibles alteraciones 

cromosómicas y la respuesta a tratamiento (Rajkumar et al., 2016). Según la presencia o 

ausencia de estos factores se obtienen unas tablas de estratificación de la enfermedad en base 

al riesgo. 

Actualmente el sistema más utilizado es el International Staging System (ISS) que se basa en la 

carga tumoral. Este sistema estratifica el MM según dos factores, los niveles de β2-

microglobulina (B2M) y los de albúmina en suero. El aumento de los niveles de B2M se 

correlaciona con un aumento de carga tumoral y con fallo renal, mientras que la reducción de 

los niveles de albúmina está relacionada con un aumento de citoquinas que se producen en el 

seno del microambiente creado por el mismo MM. Este sistema clasifica al MM en tres 

estadios según la supervivencia global (SG) (Tabla 2) (Greipp et al., 2005). 

 

 

 

Sin embargo, este sistema solo estratifica el MM a grandes rasgos y puede perderse 

información de valor pronóstico. Para aumentar la capacidad de estratificar según el 

pronóstico al ISS se le han añadido otros biomarcadores. 

Las características citogenéticas permiten clasificar en dos grandes grupos: los MM con 

hiperdiploidía (50-60% de pacientes) y aquellos con reordenamiento del gen de la cadena 

pesada de las inmunoglobulinas, situado en 14q32 (40-50% de pacientes) (Kumar et al., 2009). 

El primer grupo se caracteriza por presentar trisomías de uno o más cromosomas impares, 

exceptuando el 1, el 13 y el 21. El segundo grupo engloba las translocaciones del gen IGH, 

siendo las más recurrentes t(11;14), t(4;14), t(6;14), t(14;16) y la t(14;20) que dan lugar a la 

Clasificación ISS  

Estadio Criterios Media supervivencia 
(meses) 

 I - B2M <3,5 mg/L 
62 

Albúmina ≥3,5 mg/L 

II Ni estadio I ni estadio III: 
- B2M <3,5 mg/L y albúmina <3,5 mg/L 
- B2M de 3,5 a <5,5 mg/L 

independientemente del nivel de 
albúmina 

44 

III - B2M ≥5,5 mg/L 29 

Tabla 2.  Clasificación ISS. Clasifica el MM en tres estadios según los niveles de B2M  y albúmina en suero 

correlacionándolos con la supervivencia media (Greipp et al., 2005). 
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sobreexpresión de los oncogenes CCND1, FGFR3/MMSET, CCND3, C-MAF y MAF-B 

respectivamente. Otras alteraciones citogenéticas importantes en el pronóstico del MM son la 

monosomía del cromosoma 13 o deleción de 13q14, deleción de 17p implicando a la pérdida 

de TP53, ganancias de 1q31, pérdidas de 1p con pérdida de CDKN2C y FAF1, y 

reordenamientos del gen MYC en 8q24 (Bhutani et al., 2015; Rajan et al., 2015). 

Actualmente las alteraciones citogenéticas son los marcadores moleculares con mayor 

relevancia en proporcionar un valor pronóstico. Según las alteraciones cromosómicas que se 

presentan al diagnóstico del MM se puede realizar una estratificación del riesgo (Rajkumar, 

2014) (Tabla 3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los niveles elevados de Lactato-deshidrogenasa (LDH) se correlacionan con una enfermedad 

más agresiva lo que sugiere un aumento en la proliferación celular y, en especial, con 

presencia de enfermedad extramedular (Terpos et al., 2010). En 2014 el grupo internacional de 

MM, englobando todos los marcadores de pronóstico, revisó el ISS e introdujo los grupos de 

riesgo citogenéticos y los niveles de la LDH.  

 

Estratificación de riesgo según citogenética 

Grupo de riesgo Alteración cromosómica 

 Riesgo estándar - Trisomías (Hiperdiploidía) 

- t(11;14) 
- t(6;14) 

Riesgo 
intermedio 

- t(4;14) 
- Ganancias de 1q* 

Riesgo alto - t(14;16) 
- t(14;20) 
- del(17p) 

*El riesgo se convierte en alto si se encuentra acompañado de una o más alteraciones 
citogenéticas de alto riesgo. 

Clasificación R-ISS  

Estadio Criterios Supervivencia a los 5 
años (%) 

 Estadio I - ISS I (B2M  <3.5 mg/L, Albúmina ≥3.5 
mg/L) 

82 - Alteraciones cromosómicas de riesgo 
estándar 

- Niveles de LDH normales  

Tabla 3.  Estratificación del riesgo por las alteraciones citogenéticas (Rajkumar, 2014; 

Rajan et al., 2015)  

 

Tabla 4.  Clasificación R-ISS. Sistema Internacional de clasificación por pronóstico revisado. Se tienen en cuenta los grupos 

de riesgo citogenéticos así como los niveles de LDH además de los incluidos en la ISS (Palumbo et al., 2015). 
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Teniendo en cuenta estos marcadores se obtiene una nueva clasificación con un mayor valor 

pronóstico, la R-ISS (Tabla 4)(Palumbo et al., 2015). 

1.1.5 Manejo, tratamiento y progresión de la enfermedad  

A lo largo del tiempo el tratamiento ha ido evolucionando y actualmente se utilizan fármacos 

dirigidos. En un principio se utilizó Melphalan-Prednisona como tratamiento monoterapia. En 

los años 90 se introdujo el trasplante autólogo y a a finales del siglo XX se comenzó a utilizar la 

talidomida, fármaco inmunomodulador, como tratamiento de rescate. En solo 10 años las 

pautas han evolucionado considerablemente con la incorporación de nuevos fármacos como el 

bortezomib, la dexametasona y la lenalidomida (inmunomodulador de segunda generación), 

adaptando el tratamiento en función del riesgo según la clasificación R-ISS. Todo ello ha 

contribuido a un aumento en la supervivencia media de los pacientes (Figura 3). Asimismo, en 

los últimos años se han ido incorporando nuevos fármacos como el carfilzomib, la 

pomalidomida (inmunomodulador de tercera generación) o anticuerpos monoclonales como el 

daratumumab. 

Actualmente el tratamiento se divide en cuatro fases: terapia inicial, trasplante autólogo, 

terapia de mantenimiento y terapia tras la recaída. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estadio II Ni estadio I ni estadio III 62 

Estadio III - ISS III (B2M ≥5.5 mg/L) 
- Alteraciones cromosómicas de alto 

riesgo o niveles elevados de LDH 
40 

Figura 3.  Evolución del tratamiento del MM a lo largo de los años (modificado de Waxman et al 2010 y de Surveillance, 

epidemiology and end results program (SEER) (Waxman et al., 2015; Howlader et al., 2016) 

En las últimas dos décadas la introducción de nuevos fármacos y tratamientos en el manejo del MM ha tenido como 

consecuencia un aumento de la supervivencia a los 5 años. 
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Existen diversos protocolos de tratamiento del MM, según las guías del grupo internacional de 

MM. En pacientes de riesgos estándar e intermedio la terapia inicial recomendada es la 

administración concomitante de tres drogas, siendo una de las combinaciones más utilizadas 

bortezomib, lenalidomida y dexametasona (VRD). En pacientes de alto riesgo se recomienda la 

sustitución de bortezomib por carfilzomib. Tras cuatro ciclos de terapia de inducción, en 

aquellos pacientes que sean candidatos se recomienda el trasplante autólogo. 

Tras el trasplante en aquellos pacientes de riesgo estándar y que no hayan alcanzado remisión 

completa o muy buena respuesta parcial se les trata con lenalidomida. A los pacientes de 

riesgo intermedio o alto se les trata con bortezomib durante dos años tras el trasplante, 

utilizando carfilzomib en el caso de pacientes de riesgo alto (Rajkumar et al., 2016). 

Como se ha mencionado, los estudios de seguimiento de la enfermedad realizados en series 

amplias de pacientes afectos de MM han evidenciado que en la gran mayoría de casos la 

enfermedad viene precedida de una alteración de CP premaligna asintomática, la GMSI 

(Landgren et al., 2009; Weiss et al., 2009). Esta alteración se caracteriza por tener menos de 

3g/dL de proteína monoclonal en suero, menos de un 10% de CP en MO y por no sufrir 

afectación orgánica. La GMSI es la discrasia de CP más frecuente, con una incidencia anual de 

120 por cada 100.000 individuos de 50 años, y aumenta a razón de 530 por cada 100.000 en 

individuos de 90 años, siendo la media de edad al diagnóstico de 72 años (Therneau et al., 

2012). 

Al ser un estadio precursor, la GMSI puede progresar no solo a MM sino también a otros tipos 

de discrasias de CP como la amiloidosis, e incluso a otras enfermedades linfoproliferativas. El 

riesgo de progresión anual a MM de las GMSI es de un 1%, aumentando al 17% a los 10 años y 

al 39% a los 25 años (Kyle et al., 2004). 

Como se ha indicado, en el transcurso de la progresión a MM se ha descrito un estadio 

intermedio, el SMM. Este estadio está caracterizado por presentar más de 3g/dL de proteína 

monoclonal en suero y/o más de un 10% de CP en MO, y, como la GMSI, por no sufrir 

afectación orgánica. La incidencia anual de SMM, dependiendo de las series publicadas oscila 

entre el 10-15% con una edad media al diagnóstico de 65-70 años (Bladé et al., 2010) siendo el 

riesgo de progresión anual a MM del 10% en los primeros 5 años, manteniéndose estable a 

partir de los 10 años con solo un 1% de riesgo de progresión anual (Kyle et al., 2007). 

El MM es una enfermedad que, como resultado de la acumulación de diversas alteraciones 

clínico-biológicas, va evolucionando a una patología cada vez más agresiva. Se postula que el 
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MM siempre viene precedido de una GMSI que a su vez progresará a SMM y éste al estadio 

sintomático de la enfermedad. El MM puede evolucionar a enfermedad extramedular, 

momento en el que las CP migran a diferentes zonas del cuerpo creando diversos focos de 

enfermedad. El último estadio en la evolución de la enfermedad es la leucemia de CP o fase 

leucemizada del MM (Figura 4). 

 

GMSI SMM MM 

<3g/dL Proteína  
monoclonal 

≥3g/dL Proteína 
monoclonal 

Presencia de proteína monoclonal 

<10% células 
plasmáticas en 

MO 

≥10% y <60% células 
plasmáticas en MO ≥10% células plasmáticas en MO 

No CRAB No CRAB CRAB  
o 

>60% de células plasmáticas 
o 

≥100 FLC ratio 

 

1.1.5.1 Factores clínicos de riesgo de progresión clínicos 

Todavía se desconoce por qué solo algunas GMSI progresan a MM ni se ha descrito un 

marcador molecular que ayude a diferenciar el clon premaligno del maligno. Sin embargo, 

existen una serie de factores clínicos que ayudan a elaborar una estratificación de riesgo de 

progresión de GMSI a MM, entre ellos los más importantes son los niveles de CM, el tipo de 

cadenas ligeras libres y el porcentaje y atipias de las CP. 

Según el tipo de inmunoglobulina que secreten las GMSI se las puede subdividir en GMSI IgM o 

no-IgM, siendo más frecuente la progresión de las no-IgM a MM. El tipo de inmunoglobulina 

más frecuente en GMSI suele ser IgG (70%), seguido de IgM (15%) e IgA (12%), estas dos 

últimas presentan un mayor riesgo de progresión (Kyle et al., 2010,2014). Un aumento 

Figura 4.  Criterios de diagnóstico de GMSI, SMM y MM 

FLC: Free Light Chain, CRAB: Hipercalcemia, fallo renal, anemia, lesiones líticas (Kyle et al., 2007; Bladé et al., 2010) 
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progresivo del CM en el primer año tras el diagnóstico tanto de la GMSI como del SMM es un 

factor de riesgo de progresión a MM importante (Rosiñol et al., 2007). 

La ratio de los dos tipos de FLC es también importante ya que un incremento en la 

concentración de una de ellas supone un riesgo de progresión de enfermedad mayor al de los 

pacientes con ratio normal (0,26-1,65). En el caso de GMSI con una ratio de FLC fuera del 

rango el riesgo de progresión es del 17% a los 10 años y del 35% a los 20 años (Rajkumar et al., 

2005). En el SMM una ratio de FLC ≤0,125 o ≥8 se asocia a un mayor riesgo de progresión 

aumentando considerablemente cuando la ratio es mayor a 100 (Dispenzieri et al., 2008; 

Larsen et al., 2013). 

Tanto el porcentaje de CP en médula, como el de CP atípicas y el de CP en circulación son 

factores de riesgo de progresión (Pérez-Persona et al., 2010).  

1.1.5.2 Estratificación del riesgo de progresión de GMSI y 

SMM a MM 

El riesgo de progresión de las GMSI se puede estimar siguiendo un modelo que contempla el 

tipo y concentración del CM, y la ratio de FLC. Este modelo subdivide las GMSI en cuatro 

grupos de riesgo representados en la tabla 5 (Rajkumar et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el caso de los SMM es más difícil establecer un modelo de agrupación por riesgo ya que 

existen diferentes factores que por sí solos conllevan un elevado riesgo de progresión, como la 

concentración de CM en suero (aumento significativo de ésta en sucesivos controles), la ratio 

de FLC, el porcentaje de CP con inmunofenotipo alterado y la presencia de alteraciones 

Grupo de Riesgo Factores de riesgo Riesgo de 
progresión en 20 
años (%) 

GMSI riesgo bajo Ningún factor de 
riesgo 

5% 

GMSI riesgo 
bajo/intermedio 

1 factor de riesgo 21% 

GMSI riesgo 
intermedio/alto 

2 factores de riesgo 37% 

GMSI riesgo alto 3 factores de riesgo 58% 

Tabla 5. Grupos de riesgo de progresión en GMSI. Dependiendo del número de factores de 

riesgo se estima un porcentaje de riesgo de progresión a MM en 20 años y se establecen cuatro 

grupos de riesgo que son el riesgo bajo sin presencia de factores de riesgo y el riesgo alto, 

presencia de tres factores de riesgo (Rajkumar et al., 2010). 
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citogenéticas de alto riesgo. Los factores de riesgo elevado a tener en cuenta en SMM se 

encuentran indicados en la tabla 6 (Rajkumar et al., 2015). 

 

 

Existen tres factores de riesgo en SMM que conllevan a una elevada probabilidad de 

progresión a MM, que son: una ratio FLC ≥ a 100, CP en MO ≥ 60% o más de una lesión focal 

por resonancia magnética. Ante la presencia de alguno de estos factores se recomienda el 

tratamiento del SMM como enfermedad sintomática, indistintamente de la proporción de CP 

en MO (Kyle et al., 2014). 

1.1.5.3 Marcadores citogenéticos 

Los marcadores moleculares han aportado un valor pronóstico y han ayudado a clasificar 

mejor la patología y planificar el plan terapéutico a seguir. Sin embargo, la búsqueda de 

marcadores moleculares de progresión de la enfermedad, sobre todo en lo que respecta a la 

evolución de enfermedad asintomática a MM, es todavía un campo en estudio. 

Las neoplasias de CP se caracterizan por presentar frecuentemente alteraciones citogenéticas, 

y por ello se ha intensificado su estudio como posibles marcadores potenciales de progresión.  

A lo largo del curso de la enfermedad se han identificado diversas alteraciones cromosómicas 

recurrentes, algunas de las cuales se postula que aparecen durante la transformación a GMSI y 

otras durante la evolución de la enfermedad. Dependiendo del momento de aparición, las 

≥ 10% de células plasmáticas en MO y uno o más de los siguientes factores de riesgo: 

Marcador 
clínico 

Factor de riesgo Progresión a los 
dos años del 
diagnóstico en 
%  

Proteína 
monoclonal 

- Isotipo IgA  

- ≥ 3g/dL 50% 

- Reducción de los otros isotipos de 
inmunoglobulinas 

 

- Aumento de la concentración de ≥ 25% en dos 
controles sucesivos en un periodo de 6 meses 

65% 

Ratio FLC - ≥ 8 (pero <100) 40% 

Células 
plasmáticas 

- 50-60% CP en MO  

- ≥ 95% de CP con inmunofenotipo aberrante 50% 

- Incremento de CP circulantes  

Citogenética - t(4;14), o del(17p) 50% 

Imagen - Resonancia magnética con 1 lesión focal  

Tabla 6.  Factores de riesgo de progresión en SMM (Kyle et al., 2014) 
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alteraciones cromosómicas se pueden clasificar en dos grupos: alteraciones primarias y 

secundarias (Rajan et al., 2015).  

Las alteraciones primarias engloban las trisomías y los reordenamientos de IGH. Se postula que 

estas alteraciones ocurren en una fase muy temprana de la patología, concretamente en la 

transición de la CP normal a estadio premaligno clonal o GMSI. De todas las alteraciones 

únicamente la translocación t(4;14) se ha relacionado con un mayor riesgo de progresión de 

SMM a MM (Neben et al., 2013; Rajkumar et al., 2013), probablemente por la asociación entre 

ésta y la alta ratio de FLC (Kumar et al., 2010). Sin embargo, el hecho de encontrar todas estas 

alteraciones cromosómicas en un porcentaje similar tanto en MM como en los estadios 

asintomáticos previos, GMSI y SMM, las descartan como potencial marcador de progresión 

(Mailankody et al., 2010). 

Las alteraciones secundarias engloban aquellas que aparecen más adelante, en cualquiera de 

las etapas a lo largo de la transformación o progresión de la enfermedad. Una de las primeras 

alteraciones descritas en MM, la monosomía del cromosoma 13 o deleción en 13q14, es 

bastante frecuente en GMSI y por tanto no sugiere que juegue un papel importante en la 

evolución de GMSI a MM (Fonseca et al., 2002). 

Las deleciones de 17p y ganancias de 1q21 se han relacionado con un riesgo elevado de 

progresión de la enfermedad, encontrándose ambas tanto en SMM como en MM. Las 

ganancias de 1q21 no se han descrito en GMSI, por lo que se les podría asociar a la progresión 

de la enfermedad. A lo largo de la evolución de la enfermedad se han detectado también 

deleciones de 1p32 y alteraciones en el gen MYC. Las primeras coexisten frecuentemente con 

las ganancias de 1q21 y por tanto se les asocia a mal pronóstico, sin embargo a las alteraciones 

en MYC todavía no se les ha atribuido un valor pronóstico (Hanamura et al., 2006). 

1.1.5.4 Marcadores de expresión génica 

Se han elaborado diferentes clasificaciones de MM utilizando el perfil de expresión génica pero 

todavía no se utilizan en el manejo de la enfermedad (Zhan et al., 2006; Broyl et al., 2010).  

Aunque la enfermedad tiene un perfil de expresión génica diferenciado del de las CP normales, 

no existen grandes diferencias entre los perfiles de las diferentes etapas de esta patología, 

presentando las tres entidades, GMSI, SMM y MM un perfil de expresión muy similar entre 

ellas (Davies et al., 2003; López-Corral et al., 2014). Se han realizado diversos estudios con el 

propósito de obtener perfiles de expresión identificativos de los diferentes estadios de la 

patología. El resultado ha evidenciado un mayor número de genes con diferencias de 
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expresión entre el paso de CP normal al estadio de GMSI, pero se han observado muy pocos 

genes con diferencias de expresión entre GMSI a MM (Davies et al., 2003; Shaughnessy et al., 

2007). Analizando las diferencias de expresión entre GMSI y MM Lopez-Corral et al. (2014) 

observaron únicamente 11 genes sobreexpresados en MM, todos ellos pertenecientes a 

snoRNAs, y solamente tres genes con menor expresión respecto GMSI.  

1.1.5.5 Marcadores epigenéticos 

Existen mecanismos celulares que controlan la expresión génica sin la modificación de la 

secuencia de DNA y algunos de ellos han sido objeto de estudio en MM como posibles 

marcadores de evolución de la enfermedad, por ejemplo los microRNA (miRNA) y la metilación 

del DNA (Dimopoulos et al., 2014). 

Los miRNA son pequeñas moléculas monocatenarias de RNA de aproximadamente 22 

nucleótidos, no codificantes, y capaces de regular la expresión génica. Los genes que codifican 

para miRNA pueden actuar como protooncogenes o como genes supresores de tumor y se 

encuentran mutados en gran variedad de neoplasias (Zhang et al., 2007). La expresión de 

miRNAs en MM se encuentra significativamente alterada con respecto a la de CP normales, 

asociándose a proliferación y confiriendo valor pronóstico. Sin embargo, no se han encontrado 

diferencias significativas en los niveles de miRNA entre GMSI y MM, lo que indicaría que 

tendrían más bien un impacto temprano en la evolución clonal de las CP (Jones et al., 2012; 

Seckinger et al., 2015). 

Otro mecanismo epigenético que regula la expresión génica es la metilación del DNA, más 

concretamente, la metilación de las islas CpG situadas en los la región promotora de los genes. 

En condiciones normales, el promotor de los genes transcripcionalmente activos se encuentra 

desmetilado, mientras que los genes silenciados tienen el promotor metilado. Se ha observado 

que el patrón de metilación del DNA es diferente en células normales y células neoplásicas, de 

manera que ciertos genes supresores de tumor se encuentran hipermetilados en gran número 

de neoplasias (Esteller, 2008; Biswas et al., 2017). 

1.2 METILACIÓN DEL DNA 

1.2.1 Bases moleculares y regulación 

La metilación del DNA se basa en la incorporación de un grupo metilo CH3 en la posición C5 de 

una citosina, convirtiéndola en 5-metilcitosina. Generalmente esta modificación ocurre en las 
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citosinas que preceden a una guanina (CpG). Estas CpGs se suelen concentrar en las regiones 

promotoras de los genes y se denominan islas CpG. Las DNA metiltransferasas (DNMTs) son las 

enzimas encargadas de la catalización de la reacción, transfiriendo el grupo metilo de una S-

adenosil-metionina a una citosina (Figura 5). 

 

De la familia de DNMTs solamente DNMT1, DNMT3a y DNMT3b están involucradas en la 

metilación de las citosinas. DNMT1 actúa como enzima de mantenimiento de metilación 

copiando el patrón de la metilación a la cadena hija en cada replicación, mientras que DNMT3a 

y DNMT3b son las encargadas de la metilación de novo que ocurre durante la embriogénesis 

(Zhang et al., 2017).  

 

 

 

 

 

 

 

  

Todavía se desconoce el mecanismo preciso por el que los genes con promotores metilados se 

encuentran silenciados, las hipótesis proponen que existiría una inhibición del anclaje del 

complejo de transcripción. Se ha descrito que la metilación de estas islas CpG podría crear una 

barrera física para el anclaje de determinados factores de transcripción. Un ejemplo sería la 

metilación de la secuencia correspondiente al lugar de anclaje del factor de transcripción CTCF 

que impide su unión y, por tanto, la transcripción de diversos genes (Kulis et al., 2010; 

Rodriguez et al., 2010). 

Otra hipótesis más extendida de mecanismo de inhibición de expresión mediado por la 

metilación del DNA es el reclutamiento de proteínas methyl-binding domain (MBD) que a su 

vez reclutarían deacetilasas de histonas provocando una mayor compactación del DNA (Kulis 

et al., 2010; Wong et al., 2015) (Figura 6). 

 

Figura 5. Reacción de metilación. Las DNMTs catalizan la reacción de metilación incorporando un grupo metilo a la posición 

5 de una citosina, convirtiéndola en 5-metilcitosina gracias a la donación de un grupo metilo por parte de una S-adenosil-

metionina. (SAM: S-adenosil-metionina, SAH: S-adenosil-homocisteína). 
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1.2.2 Metilación del DNA en cáncer 

En la gran mayoría de neoplasias se ha observado que el patrón de metilación del DNA va 

cambiando a lo largo de la progresión de la enfermedad y respecto al patrón de las células 

normales. Durante este proceso generalmente se observa una hipometilación global que suele 

afectar a regiones ricas en secuencias repetitivas de DNA, localizadas en zonas de 

heterocromatina o secuencias de DNA repetitivo (Ej. elementos LINE, SINE, Alu). Estas regiones 

se encuentran normalmente metiladas y una hipometilación puede generar una inestabilidad 

genómica que ayuda a la progresión de la enfermedad. Aunque menos descrita, la 

hipometilación de promotores de oncogenes también podría influir en esta progresión. 

También se ha descrito que la hipometilación en las regiones exónicas de determinados genes 

podría facilitar el anclaje del complejo de transcripción y crear tránscritos que podrían, a su 

vez, influir en la progresión de la neoplasia (Portela et al., 2010). 

En el transcurso de la enfermedad también se observa hipermetilación de promotores de 

ciertos genes que en el tejido normal permanecen desmetilados. La mayoría de estos genes 

son supresores de tumor y su hipermetilación conlleva a una desregulación de importantes 

Figura 6. Hipótesis de silenciación de genes mediada por metilación del DNA 

A) Hipótesis de barrera física para factores de transcripción; la metilación de CpG en el promotor de genes impediría el 

anclaje de determinados factores de transcripción y, por tanto, la transcripción del gen (FT: Factor de transcripción). 

B) Hipótesis de reclutamiento de HDAC mediado por MBD; la metilación de CpG reclutaría a proteínas MBD que a su vez 

reclutarían a deacetilasas de histonas provocando una compactación de la cromatina (MBD: Proteínas Methyl-binding 

domain, HDAC: Deacetilasa de histonas, Ac: Acetilación). 
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vías de señalización. Genes como GSTP1 en cáncer de próstata, BRCA1 en cáncer ovario y 

mama, DAPK en cáncer de pulmón, P16 en colon y pulmón, P15 en leucemias, MGMT en 

glioma o CDH1 en cáncer gástrico, se han encontrado frecuentemente metilados (Esteller et 

al., 2000; Grady et al., 2000; Cairns et al., 2001; Hegi et al., 2005). 

Aunque con frecuencia determinados genes se encuentren metilados en más de un tipo de 

neoplasia, cada patología tiene un patrón de metilación que puede caracterizarla e incluso 

utilizarse como marcador de progresión o de detección precoz de la enfermedad. De la misma 

manera la búsqueda de genes hipermetilados podría ser una herramienta para identificar 

estos posibles marcadores (Esteller, 2008). 

1.2.3 Metilación en Mieloma Múltiple 

En el MM se ha observado un proceso de hipometilación global en una fase temprana que va 

incrementando durante el progreso de la enfermedad. Por otra parte, también se ha 

observado hipermetilación de regiones promotoras y regiones ricas en islas CpG que inactiva 

genes implicados en procesos como: la regulación del ciclo celular, la reparación del DNA o la 

apoptosis (Salhia et al., 2010; Walker et al., 2011). 

Diversos estudios de metilación global en neoplasias de CP han mostrado una disminución de 

ésta al comparar entre CP normales y neoplásicas, además han encontrado diferencias 

significativas entre los diferentes estadios de la enfermedad (Bollati et al., 2009; Salhia et al., 

2010; Walker et al., 2011; Agirre et al., 2015). Recientemente, la hipometilación global se ha 

relacionado con mal pronóstico y con una posible transición de CP normales a CP clonales en 

estadios de GMSI o MM (Bollati et al., 2009; Salhia et al., 2010; Agirre et al., 2015; Sive et al., 

2016). Específicamente, Aoki et al. (2012) observaron que la hipometilación de secuencias 

LINE-1 podría relacionarse no solo con la progresión de la enfermedad, sino con un peor 

pronóstico en MM, asociándose a cariotipos no hiperdiploides. En dicho trabajo postulan que 

la hipometilación de secuencias repetitivas podría derivar en pérdidas o aumento de 

alteraciones cromosómicas.  

La hipermetilación en promotores de genes supresores de tumor también se ha descrito en 

MM. En los estudios que analizan la metilación global, si bien no se encuentra tan 

frecuentemente como la hipometilación, se observa que existe un aumento de metilación de 

promotores de genes a lo largo de la evolución de la enfermedad (Salhia et al., 2010; Walker et 

al., 2011; Agirre et al., 2015). En estos estudios, la hipermetilación en promotores de 

determinados genes, como GPX3, RBP1, SPARC, TGFB1 y CDKN2A, se ha correlacionado con un 
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mal pronóstico de la enfermedad y con factores de pronóstico adverso como la t(4;14)(Kaiser 

et al., 2013; Agirre et al., 2015). Sin embargo, el número reducido de pacientes estudiados en 

los estadios previos a MM (GMSI y SMM) no permite concluir que exista una relación directa 

entre la progresión de la enfermedad y la metilación de los genes mencionados.  

Diversos estudios de metilación en genes concretos han mostrado varios genes hipermetilados 

en MM, entre ellos inhibidores del ciclo celular (CDKN2A, CDKN2B), implicados en apoptosis 

(DAPK), reguladores de la vía de señalización JAK/STAT (SOCS1, SHP1) o relacionados con 

quimioresistencia (TGFB1, SPARC) (Wong and Chim, 2015). Algunos de estos estudios han 

comparado la metilación de estos genes en diferentes estadios de la enfermedad. En genes 

como CDKN2A, SOCS1, SHP1 o CDH1 se han encontrado diferencias significativas entre 

pacientes con GMSI y MM en la metilación de sus promotores (Sharma et al., 2010).  

1.2.4 Características de los genes CDH1, P15, P16 y BIK 

hipermetilados en MM 

1.2.4.1 CDH1 

El gen CDH1 se sitúa en la región cromosómica 16q22.1 y codifica para una proteína con 

importancia en el fenotipo epitelial creando uniones célula-célula. La pérdida de expresión de 

CDH1 es una de las causas principales del proceso de des-diferenciación de células epiteliales a 

células mesenquimales observado en determinados tumores sólidos (Hay, 1995). CDH1 no solo 

media la estabilidad de la adhesión celular, sino que su unión con β-cateninas y α-cateninas a 

nivel intracelular crea una serie de cascadas de señalización que regulan la expresión de 

determinados genes. Una de estas vías de señalización es la de Wnt, la que permite la 

translocación de β-catenina citoplasmática al núcleo, donde activa la expresión de genes de 

proliferación celular como C-MYC (Gumbiner, 1995; Taddei et al., 2002).  

CDH1 se ha catalogado como un gen supresor de metástasis debido a su capacidad supresora 

de invasión celular. El estado de metilación del promotor de CDH1 se ha analizado en diversas 

neoplasias, su expresión está reducida o silenciada en algunos tipos de cáncer de mama, 

gástrico, colorectal, pancreático o el hepatocarcinoma (Field, 1992; Shirahama et al., 1996; 

Zhai et al., 2008; Molina-Ortiz et al., 2009; Ling et al., 2011). Debido a su expresión reducida o 

silenciada en diversos tumores sólidos, y a que podría tener un papel en la maduración de los 

progenitores eritropoyéticos y en la apoptosis, también se ha analizado su metilación en 
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algunas neoplasias hematológicas, encontrándose hipermetilado en las leucemias agudas y en 

los síndromes mielodisplásicos (Corn et al., 2000; Solomon et al., 2008).  

En MM el gen CDH1 se encuentra hipermetilado en el 22-56% de los pacientes, sin embargo 

hay pocos estudios que analicen la frecuencia de metilación de este gen en GMSI. En éstos se 

encuentran diferencias entre las frecuencias de metilación en GMSI y MM, sugiriendo que 

pudiera ser un posible marcador de evolución de la enfermedad (Galm et al.,2004; Chim et al., 

2007; Seidl et al., 2004).  

1.2.4.2 P15 y P16 

p15INK4B/CDKN2B  y p16INK4A/CDKN2A están implicados en la regulación del ciclo celular y son 

dos miembros de la familia INK4 que se encuentran en el locus INK4b-ARF-INK4a localizado en 

9p21, y actúan como inhibidores de las kinasas dependientes de ciclina (CDK), específicamente 

de CDK4 y CDK6. Estas CDK inducen la activación de la E-CDK2, responsable de la fosforilación 

de la familia de proteínas del retinoblastoma, permitiendo así la transcripción de los genes 

bajo el control de los factores de transcripción E2F. La activación de CDK es necesaria para la 

iniciación de la síntesis de DNA, salir del estado de quiescencia y progresar a la fase S. La 

regulación de este mecanismo lo realizan de p15INK4B y p16INK4A, que son los responsables de 

detener la progresión del ciclo celular de G1 a S, inhibiendo la regulación positiva de la 

progresión que ejercen las CDK. Esto hace que estos dos genes se encuentren implicados en las 

principales vías de supresión de tumores, participando en la regulación de la senescencia 

celular y apoptosis. Es por ello que han sido objeto de estudio en tumores donde estas vías 

están frecuentemente alteradas (Gil et al., 2006). 

Debido a ser genes importantes en la regulación de la apoptosis y genes supresores de tumor 

conocidos, la metilación de los genes del locus INK4b-ARF-INK4a se ha analizado tanto en MM 

como en GMSI, siendo de p16INK4A del que se tiene más información (Ng et al., 1999; Chim et 

al., 2003). 

En MM la metilación de p16INK4A se ha observado entre el 7-53% de los casos (Braggio et al., 

2010; Yuregir et al., 2010; Sharma et al., 2010). Algunos estudios han descrito diferencias 

significativas en las frecuencias de metilación entre MM y GMSI (Mateos et al., 2001; Chim et 

al., 2007). Además han observado relación entre metilación de p16INK4A y algunas 

características clínico-biológicas como CP, de B2M y LDH así como con peor pronóstico, lo que 

relaciona a la metilación de p16INK4A con una progresión de la enfermedad (Galm et al., 2004; 

Gonzalez-Paz et al., 2007; Sharma et al., 2010).  
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La metilación de p15INK4B en MM la presentan entre el 2-35% de los casos, y solo existen cinco 

estudios que comparen la metilación de p15INK4B entre MM y GMSI, no encontrando ninguno 

de ellos diferencias significativas entre las frecuencias de metilación (Guillerm et al., 2001; 

Seidl et al., 2004; Martin et al., 2008; Stanganelli et al., 2010; Geraldes et al., 2016). 

1.2.4.3 BIK  

El gen BIK pertenece a la familia de proteínas pro-apoptóticas BH3-only blc2 y se encuentra en 

22q13.3. Se localiza en el retículo endoplasmático y se postula que su papel en la apoptosis es 

a través de vías de señalización mitocondriales (Chinnadurai et al., 2008). 

Debido a su función pro-apoptótica, ha sido objeto de estudio en diferentes neoplasias como 

el glioma, cáncer colo-rectal, o linfoma B periférico donde se han descrito deleciones y 

mutaciones (Arena et al., 2003; Bredel et al., 2005). En el carcinoma de células renales la 

expresión de BIK es menor respecto a células normales de riñón, y se ha observado una 

pérdida de hetorozigosidad tanto por deleción como por silenciamiento epigenético de su 

promotor (Daniel et al., 1999). Dai et al. (2006) observan un aumento en la expresión de BIK en 

líneas celulares de diferentes tumores sólidos al tratarlas con azacitidina, lo que podría indicar 

que este gene estaría silenciado epigenéticamente (Dai et al., 2006).  

En lo referente a su metilación en MM solamente existe un estudio en el que se relaciona con 

resistencia al tratamiento. Hasta la fecha no se ha realizado ningún estudio en una serie de 

pacientes afectos de GMSI (Hatzimichael et al., 2012). 

1.3 Técnicas de detección de metilación del DNA 

Como se ha mencionado, la metilación del DNA se basa en la incorporación de un grupo metilo 

a una CpG, por tanto los métodos utilizados en el análisis de metilación están dirigidos a la 

detección de CpG metiladas.  

Existen tres métodos fundamentales para el análisis de metilación, los basados en enzimas de 

restricción metil-sensibles, en la inmunoprecipitación de cromatina, y en la conversión del DNA 

mediante bisulfito, siendo este último el más ampliamente utilizado en el estudio de 

metilación de promotores génicos. 

 

 



 
24 

Enzimas de restricción metil-sensibles 

Esta técnica fue de las primeras en describirse y se basa en el reconocimiento, por parte de 

enzimas de restricción como HpaII, SacII, NotI, y BstUI, de secuencias diana no metiladas, no 

pudiendo cortar las secuencias metiladas. Tiene la desventaja de detectar únicamente aquellas 

CpG que se encuentran en la secuencia diana para una enzima de restricción (Kulis et al., 

2010). No ha sido muy utilizada en el estudio de metilación del DNA en MM, donde se han 

utilizado otras técnicas más sencillas y específicas (Mateos et al., 2002). 

Inmunoprecipitación de cromatina 

Esta técnica se basa en la detección de CpG metiladas por anticuerpos de forma que ensayos 

tipo ELISA permiten detectar el porcentaje de CpG metiladas. También puede servir para, tras 

inmunoprecipitación de los fragmentos metilados, realizar un análisis mediante microarrays 

(MeDIP)(Kulis et al., 2010). Es una técnica útil a la hora de identificar y cuantificar la metilación 

global, sin embargo en MM existen pocos estudios que utilicen esta técnica (Kalushkova et al., 

2010; Aoki et al., 2012). 

Conversión del DNA mediante bisulfito 

Esta técnica se basa en la propiedad del bisulfito de convertir las citosinas en uracilos. Las 

citosinas metiladas adquieren una protección ante esta conversión, de manera que solo 

aquellas citosinas no metiladas se convertirán en uracilo mientras que las metiladas 

permanecerán como citosinas. 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 7. Técnica de detección de metilación MS-PCR. El DNA se trata con bisulfito que convertirá solamente aquellas 

citosinas no metiladas en uracilos, dejando las metiladas como citosinas. La MS-PCR se basa en la elaboración de primers 

específicos tanto para la secuencia metilada como para la no metilada, de esta manera tras la PCR  se obtiene una u otra 

secuencia dependiendo de si la cadena original se hallaba o no metilada. 
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A partir de esta base existen diferentes técnicas para la detección de CpG metiladas. La técnica 

más rápida y sencilla es la PCR específica de metilación (MS-PCR), que se basa en la 

elaboración de primers específicos tanto para la secuencia metilada como para la no metilada 

(Herman et al., 1996) (Figura 7). También se pueden utilizar técnicas de cuantificación 

específicas de metilación, o técnicas de secuenciación como la pirosecuenciación o 

secuenciación masiva para el análisis de múltiples CpG. 

En los estudios de metilación de promotores génicos en MM la conversión mediante bisulfito 

es la técnica que más se ha utilizado, tanto para el análisis por PCR convencional como para 

secuenciación masiva (Salhia et al., 2010; Walker et al., 2011; Kaiser et al., 2013). 

1.4 Objetivos 

1. Realizar la puesta a punto de la técnica de extracción de DNA a partir de células de MO 

fijadas tras cultivo celular en nuestro laboratorio. 

2. Realizar la puesta a punto de la técnica de MS-PCR para los genes CDH1, P15, P16 y 

BIK. 

3. Analizar la presencia de metilación en el promotor de los genes CDH1, P15, P16 y BIK 

en: 

1. Individuos control sanos. 

2. Una serie de pacientes afectos de GMSI, SMM o MM. 

3. Establecer la frecuencia de metilación en pacientes en los diferentes estadios de la 

enfermedad: 

1. Comparar la frecuencia de casos con metilación en CDH1, P15, P16 y BIK entre 

estadios asintomáticos y MM.  

2. Comparar la frecuencia de metilación al diagnóstico y en el seguimiento de la 

enfermedad en MM para detectar posibles marcadores de progresión de la 

enfermedad. 

3. Analizar la metilación global mediante la comparación del número de genes 

metilados entre estadios asintomáticos y MM. 

4. Evaluar la relación entre metilación y variables clínico-biológicas relevantes en 

pacientes afectos de GMSI, SMM y MM. 

5. Evaluar la posible relación entre metilación en los genes CDH1, P15, P16 y BIK y 

supervivencia global. 
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2. PACIENTES Y METODOLOGÍA 

2.1 Pacientes y controles 

Se realizó un estudio retrospectivo en 103 pacientes diagnosticados de MM, GMSI o SMM 

entre los años 1990 y 2014, 46 provenían del Hospital Vall d’Hebrón (Barcelona), 23 del 

Hospital del Mar (Barcelona), 18 del Hospital de Galdakao (Bilbao), y 16 del Hospital Morales 

Messeguer (Murcia). El estudio fue aprobado por los comités de ética de dichos hospitales y se 

dispone  del consentimiento informado previo firmado por los pacientes.  

De todos los pacientes incluidos, 41 presentaban GMSI, 7 SMM y 55 MM. De los pacientes 

afectos de MM 25 se estudiaron al diagnóstico y 30 en algún momento del seguimiento de la 

enfermedad (enfermedad refractaria o recaída). Se descartaron aquellas muestras de 

pacientes sin enfermedad visible post tratamiento. También se descartaron las muestras de 

aquellos pacientes sometidos a trasplante tanto autólogo como alogénico. 

Como controles de metilación de los genes CDH1, P15, P16, BIK se utilizaron las muestras de SP 

de 33 individuos sanos de edades comprendidas entre los 25 y los 45 años.  

2.2 Metodología 

2.2.1 Extracción del DNA 

El DNA de los pacientes y de 15 controles fue extraído mediante el protocolo de extracción de 

DNA convencional con fenol-cloroformo a partir de células de MO fijadas en Carnoy (3 

metanol:1 ácido acético) tras el cultivo celular destinado al estudio citogenético de dichos 

pacientes. El DNA de las 18 muestras control restantes se realizó a partir de SP total. Antes de 

proceder a la extracción del DNA se midió la turbidez del material fijado mediante la lectura de 

la absorvancia a 580 nm, descartando aquellas muestras con una turbidez inferior a 0,5 ya que 

mostraban una concentración muy baja e insuficiente de DNA para la realización de los 

estudios, tal y como se había demostrado anteriormente (Chicano, 2012). A continuación se 

realizó un lavado con una solución Tris-HCl 1M, MgCl2 1M, NaCl 5M, tras el cual se procedió a 

la digestión con proteinasa K a 37ºC durante una noche y a la extracción de DNA.  

El DNA obtenido se precipitó con 1/10 volúmenes de NaCl 3M y 1,5 volúmenes de etanol 

absoluto. Si no se observaba la formación de la medusa de DNA se dejaba precipitar en el 

congelador toda la noche. Tras una centrifugación a máxima velocidad, se realizó un lavado del 
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pellet de DNA con etanol al 70%, centrifugando de nuevo a máxima velocidad y dejando secar 

el pellet a temperatura ambiente (TA). El DNA obtenido se resuspendió en 20-50µL de tampón 

Tris-EDTA dependiendo del tamaño del botón original. 

La concentración de DNA se determinó en un espectrofotómetro mediante la lectura de la 

absorvancia a 260nm. Sólo se consideraron adecuadas aquellas muestras con concentraciones 

superiores a 200 µg/mL  o con un volumen suficiente para la determinación de la metilación de 

los cuatro genes a analizar. Para determinar la pureza del DNA relativa a las proteínas se 

consideró adecuada una ratio de absorvancia 260/280 nm de un valor superior a 1,6. El estado 

de la calidad del DNA se comprobó mediante un gel de agarosa al 2% en el que se cargaron 

200ng de DNA por muestra. Se descartaron aquellas muestras que presentaban un DNA 

totalmente degradado (Fig 8).  

 

     

 

   

 

 

 

2.2.2 Tratamiento del DNA con bisulfito 

El tratamiento del DNA con bisulfito sódico se realizó utilizando el kit EZ DNA methylation-

GoldTM kit (Zymo Research, Irvine, USA), siguiendo los pasos indicados por la casa comercial. 

Este kit integra los pasos de desnaturalización y conversión del DNA mediante bisulfito en uno 

solo gracias a la introducción de ciclos de incubación a 98ºC y 64ºC.  

Para el tratamiento con bisulfito se utilizaron de 250 ng a 2µg de DNA en un volumen de 20µL 

de H2O, de acuerdo con las especificaciones del kit de metilación. A los 20µL de muestra se le 

añadieron 130µL del reactivo de conversión, previamente reconstituido con buffer de dilución, 

Figura 8.  Estado del DNA a partir de muestras fijadas en Carnoy  

En las imágenes se observa que el DNA de las muestras 69 y 91 se encuentra degradado, 

descartándose este tipo de muestras para el posterior análisis de metilación 
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buffer de disolución y agua destilada. El programa del termociclador utilizado para la 

conversión constó de un paso de 10 min a 98ºC y un paso de 2h30min a 64ºC. El producto 

obtenido se pasó por una columna que contenía 600µL de buffer de unión, y se mezclaron por 

inversión. Tras una centrifugación a máxima revolución de 30s se descartó el diluyente y se 

lavó la columna con buffer de lavado. A continuación se descartó el diluyente y a la columna se 

añadió el buffer de desulfonación y se dejó incubar a TA durante 20 min. Tras la incubación se 

realizaron otros dos lavados de la columna y por último se añadieron 10µL de tampón de 

elución, se centrifugó la muestra 30s a máxima revolución y esta vez no se descartó el 

diluyente. 

Una vez obtenido el DNA modificado se midió su concentración final utilizando el NanoDrop 

ND-1000 Spectrophotometer (Thermo, Wilmington, USA). La muestra se diluyó en el mismo 

tampón de elución proporcionado por el kit a fin de obtener una concentración final de DNA 

de 20ng/µL. 

2.2.3 Técnica de MS-PCR 

La amplificación por PCR de los genes P15, P16, CDH1 y BIK se realizó utilizando los primers 

diseñados tanto para la secuencia metilada como para la no metilada descritos en la literatura 

y cuyas características se indican en la tabla 7. 

La puesta a punto de la la PCR específica de secuencia no metilada se realizó con DNA 

obtenido de material fijado en Carnoy de un individuo sano, mientras que la de secuencia 

metilada se realizó con DNA genómico totalmente metilado, CpGenomeTM Universal 

Methylated DNA (Intergen, New York, USA). Para las reacciones de PCR se utilizó una Taq 

HotStart a fin de reducir las inespecificidades, en este caso la Taq utilizada fue Taq Platinum 

DNA Polymerase (Invitrogen, Brazil).  

Para los genes P15 y P16 las concentraciones finales de los reactivos de la MS-PCR fueron: 1X 

de Buffer, 1,5mM de Cloruro  de Magnesio, 0,2mM de dNTPs, 0,2µM de cada primer, forward y 

reverse, 1U de Taq y 50ng de DNA. Para los genes CDH1 y BIK las concentraciones utilizadas 

fueron las mismas que las anteriores excepto la concentración de Cloruro de Magnesio que fue 

de 2mM. En cada reacción de PCR se utilizaron 50ng de DNA obtenido en la conversión por 

bisulfito. 

Las condiciones de los ciclos de amplificación de la MS-PCR para los cuatro genes se indican en 

la tabla 8. 



 
29 

 

 

 

M=Secuencia metilada, U=Secuencia no metilada 

GEN Secuencia 

Tamaño 

producto 

(pb) 

Referencias 

CDH1 Metilado Forward GTG GGC GGG TCG TTA CTT TC 
148 

(Herman et 

al., 2003) 

 Metilado Reverse CTC ACA AAT ACT TTA CAA TTC CGA CG 

 No metilado Forward GGT GGG TGG GTT GTT AGT TTT GT 
154 

 No metilado Reverse AAC TCA CAA ATC TTT ACA ATT CCA ACA 

P15 Metilado Forward GCG TTC GTA TTT TGC GGT T 
150 

(Herman et 

al., 1996) 

 Metilado Reverse CGT ACA ATA ACC GAA CGA CCG A 

 No metilado Forward TGT GAT GTG TTT GTA TTT TGT GGT T 
151 

 No metilado Reverse CCA TAC AAT AAC CAA ACA ACC AA 

P16 Metilado Forward TTA TTA GAG GGT GGG GCG GAT CGC 
172 

(Herman et 

al., 1996) 

 Metilado Reverse GAC CCC GAA CCG CGA CCG TAA 

 No metilado Forward TTA TTA GAG GGT GGG GTG GAT TGT 
174 

 No metilado Reverse CAA CCC CAA ACC ACA ACC ATA A 

BIK Metilado Forward GGG AGT CGT GTT TAG GTT TTA TC 
89 (Hatzimicha

el et al., 

2012) 

 Metilado Reverse GAA CAA AAA AAA TAC GTT TCG AA 

 No metilado Forward GGG GAG TTG TGT TTA GGT TTT ATT 
91 

 No metilado Reverse CAA ACA AAA AAA ATA CAT TTC AAA 

pb = pares de bases  

 

 

 

Pre-

desnaturalización 

Amplificación Elongación 

final Ciclos Desnaturalización Annealing Elongación 

CDH1 M 

CDH1 U 
95ºC --- 5min 40 94ºC --- 30s 

58ºC --- 30s 

58ºC --- 30s 
72ºC --- 30s 72ºC --- 7min 

P15 M 

P15 U 
95ºC --- 5min 35 94ºC --- 30s 

61ºC --- 60s 

59ºC --- 60s 
72ºC --- 60s 72ºC --- 10min 

P16 M 

P16 U 
95ºC --- 5min 35 94ºC --- 30s 

63ºC --- 60s 

51ºC --- 60s 
72ºC --- 60s 72ºC --- 10min 

BIK M 

BIK U 
95ºC --- 5min 40 94ºC --- 30s 

56ºC --- 30s 

56ºC --- 30s 
72ºC --- 30s 72ºC --- 7min 

Tabla 8. Características de la MS-PCR para cada gen 

Condiciones finales de las PCRs para la amplificación de los productos metilados y no metilados de cada uno de los cuatro 

genes analizados. 

Tabla 7.  Detalle de las secuencias utilizadas para la amplificación de los productos metilados y no metilados así como el 

tamaño del producto para cada uno de los cuatro genes analizados. 
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2.2.4 Validación de la técnica mediante secuenciación  

Los productos de la MS-PCR de cada gen, tanto los de la secuencia metilada como los de la no 

metilada, se validaron por secuenciación SANGER. Para ello se purificaron los productos de 

PCR de un individuo control, del DNA control metilado y de cuatro pacientes que presentaban  

metilación en alguno de los cuatro genes estudiados. Tras la purificación se secuenciaron 

bidireccionalmente y se analizaron en un secuenciador automatico en el Servei de Genòmica i 

Bioinformàtica de l’Institut de Biotecnologia i Biomedicina (IBB) en la Universitat Autónoma de 

Barcelona. 

El análisis de las secuencias se llevó a cabo con el programa Chromas Lite vs 2.3 (Technelysium 

Pty Ltd, Australia). Se compararon las secuencias obtenidas con la secuencia de referencia de 

cada gen convertida con bisulfito sódico utilizando la herramienta facilitada en la web de Zymo 

Research Bisulfite Primer Seeker 12S (http://www.zymoresearch.com/tools/bisulfite-primer-

seeker). 

2.2.5 Análisis estadístico 

Para las variables categóricas, en la correlación entre el estado de metilación de cada gen y las 

diferentes variables clínico-biológicas, así como los diferentes estadios de la patología se utilizó 

el test de Fisher o el test de Chi-cuadrado. Para las variables cuantitativas se utilizó el test no 

paramétrico de U Mann-Whitney, tras comprobar la normalidad por los estadísticos de 

Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk. La SG se analizó mediante curvas Kaplan Meyer y las 

diferencias se estimaron por el test log-rank. Tanto para el análisis de los Hazard ratios (HR) 

como para el análisis multivariante de la SG se utilizó la regresión de Cox. Se consideraron 

como valores estadísticamente significativos aquellos con una p igual o inferior a 0,05. 

El análisis se realizó utilizando el paquete estadístico SPSS (SPSS, PAWS Statistics 21).  
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A) 

C) D) 

B) 

 

3. RESULTADOS  

3.1 Validación de la técnica MS-PCR para los genes CDH1, 

P15, P16 y BIK 

La validación de la técnica de MS-PCR para cada uno de los genes se realizó mediante la 

secuenciación de los productos amplificados en la misma. Para la validación de la MS-PCR de la 

secuencia no metilada se secuenció el producto del DNA de un individuo control sin metilación 

en los cuatro genes, y para la validación de la MS-PCR de la secuencia metilada, el DNA control 

metilado y el DNA de un paciente con un gen metilado, este último para verificar la metilación 

completa del producto amplificado.  

 

 

 

 

 

       

 

 

 

 

 

 

 Figura 9. Resultados de la secuenciación de los productos de la MS-PCR para los genes CDH1, P15, P16 y BIK 

Secuencia original y resultado de la secuenciación de los productos de DNA de un individuo control sano, DNA control 

metilado y DNA de un paciente con metilación: A) Gen CDH1, B) Gen P15, C) Gen P16, D) Gen BIK. 
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En la figura 9 se muestra un fragmento de las secuencias originales del promotor de cada uno 

de los genes así como las secuencias, tanto metiladas como no metiladas, post modificación 

con bisulfito para dicho fragmento y el resultado de la secuenciación para cada gen. Se puede 

observar que en las secuencias no metiladas las citosinas originales han pasado a timinas, 

mientras que en las secuencias metiladas esto solo ocurre en las citosinas no metiladas. De 

esta forma se comprobó que los productos obtenidos en la MS-PCR correspondían 

exactamente a la secuencia modificada con bisulfito de referencia de cada gen. 

Con estos resultados queda validada la técnica de MS-PCR con DNA obtenido de muestras 

fijadas con Carnoy. 

3.2 Características clínico-biológicas de los pacientes 

De todos los pacientes estudiados se recogieron los datos clínico-biológicos más relevantes 

para el diagnóstico y el seguimiento de la enfermedad. La determinación de los marcadores 

bioquímicos se realizó en suero, excepto el porcentaje de CP que se realizó en MO. Las 

características clínico-biológicas de todos los pacientes se resumen en la tabla 9. 

Tanto en GMSI, SMM como MM, el sexo más frecuente fue el femenino, los isotipos del CM 

más frecuentes fueron IgA e IgG, siendo esta última la más frecuente en los tres grupos. Los 

pacientes afectos de GMSI y SMM presentaron con más frecuencia una cadena ligera tipo 

kappa mientras que en los pacientes afectos de MM las frecuencias de ambos tipos fueron 

muy similares. 

De acuerdo con lo esperado, los parámetros de riesgo de enfermedad establecidos por las 

guías internacionales, la media del CM, el porcentaje de CP en MO y los niveles de B2M fueron 

superiores en MM respecto a GMSI y SMM, mientras que los niveles de albúmina fueron 

menores. 

El resto de parámetros analizados no presentaron diferencias destacables entre GMSI, SMM y 

MM. 
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3.3 Metilación en los genes CDH1, P15, P16 y BIK  

3.3.1 Individuos control 

En la cohorte de individuos control el porcentaje de casos con metilación para el gen CDH1 

mostró una incidencia del 51,5%, del 6,1% en P15 y del 12,1% en BIK. Ninguno de los 

individuos analizados mostró metilación en el gen P16 (tabla 10). 

 

 

 

Características clínico-biológicas 
(rango) 

   

 GMSI (n=41) SMM (n=7) MM (n=55) 

Sexo (F/M) 23/18 5/2 35/20 

Mediana Edad (rango) 74 (40-86) 69 (39-82) 67 (38-90) 

Isotipo  (%)    

IgA 12 (29,3%) 1 (14,3%) 15 (27,3%) 

IgG 23 (56,1%) 6 (85,7%) 30 (54,5%) 

IgM 4 (9,8%) 0 1 (1,8%) 

IgD 0 0 1 (1,8%) 

Cadenas ligeras 1 (2,4%) 0 7 (12,7%) 

ND 1 (2,4%) 0 1 (1,8%) 

Cadena ligera (%)    

Kappa 25 (61%) 4 (57,1%) 27 (50%) 

Lambda 15 (36,6%) 2 (28,6%) 26 (48,1%) 

ND 1 (2,4%) 1 (14,3%) 2 (3,9%) 

Media [CM] en suero (rango) 0,98 (0,15-3,7) 1,47 (0,74-2,36) 2,79 (0,1-11,1) 

Media % CP en MO (rango) 3,53 (0,4-10) 6,15 (1,3-12) 27,04 (0,2-97) 

Media B2M en suero (rango) 3,78 (1,24-16,45) 2,3 (1,3-2,8) 4,54 (1,1-16) 

Media LDH en suero (rango) 352,02 (167-638) 333 (228-431) 363,74 (110-1427) 

Media Albúmina en suero (rango) 4,11 (2,52-4,9) 3,9 (2,82-4,76) 3,61 (1,8-4,72) 

Media Calcio en suero (rango) 9,45 (8,40-10,3) 9,61 (8,85-9,55) 9,45 (6,61-14,6) 

Media Creatinina en suero (rango) 1,06 (0,6-2,93) 0,84 (0,56-1,34) 1,04 (0,38-2,6) 

F=Femenino, M=Masculino, [CM]=Concentración componente monoclonal, ND=No disponible 

Tabla 9.  Características clínico-biológicas de los pacientes con GMSI, SMM o MM expresadas en porcentaje para las 

variables categóricas y en media o mediana junto con el rango para las variables continuas. 
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En cuanto al número de genes que presentaban metilación, el 42,4% de los individuos no 

mostró metilación en los genes analizados. El 45,5% mostró metilación en uno de los genes, la 

mayoría correspondía a CDH1 (n=13). Solamente el 12,1% mostró metilación en dos genes (BIK 

y CDH1). Ninguno de los individuos mostró metilación en tres o más genes (Fig 10). 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 CONTROLES 

 Metilados No metilados 

CDH1 51,5% (17/33) 48,5% (16/33) 

P15 6,1% (2/33) 83,9% (31/33) 

P16 0% (0/33) 100% (33/33) 

BIK 12,1% (4/33) 87,9% (29/33) 

Número de genes metilados 

0  1 2  

 42,4% (14/33) 45,5% (15/33) 12,1% (4/33) 

Tabla 10. Frecuencia de individuos control con metilación 

en SP en los genes CDH1, P15, P16 y BIK. 

 

 

Figura 10. Frecuencias de individuos control que presentaron metilación en 

0,1,2 genes 
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3.3.2 Pacientes afectos de GMSI, SMM o MM 

En la tabla 11 se indica el porcentaje de pacientes con metilación en CDH1, P15, P16 y BIK en 

cada una de las cohortes de pacientes. 

 

 

 

 

 

 

Se observó como la frecuencia de casos con metilación aumentaba de GMSI a MM. Este 

aumento se observó para los cuatro genes analizados, mostrando diferencias significativas 

para los genes P15 y P16 (p=0,027, p=0,003 respectivamente por asociación lineal por lineal). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 GMSI SMM MM 

CDH1 61% (25/41)  85,7% (6/7) 72,7% (40/55) 

P15 22% (9/41) 28,6% (2/7) 43,6% (24/55) 

P16 12,2% (5/41) 28,6% (2/7) 40% (22/55) 

BIK 17,1% (7/41) 57,1% (4/7) 29,1% (16/55) 

 Número de genes metilados 

 0  1  2  3  4  

GMSI 24,4% (10/41) 41,5% (17/41) 31,7% (13/41) 2,4% (1/41) 0% (0/41) 
SMM 0% (0/7) 42,9% (3/7) 14,3% (1/7) 42,9% (3/7) 0% (0/7) 
MM 10,9% (6/55) 29,1% (16/55) 30,9% (17/55) 21,8% (12/55) 7,3% (4/55) 

Tabla 11. Frecuencia de pacientes con metilación en CDH1, P15, P16 y BIK en 

pacientes afectos de GMSI, SMM y MM. 

 

 

Figura 11. Porcentaje de pacientes que presentaban metilación en 0, 1, 2, 3, 4 genes en GMSI, SMM y MM 
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La metilación de los cuatro genes se observó únicamente en cuatro pacientes afectos de MM. 

El porcentaje de casos con tres genes metilados fue superior en SMM y MM respecto a GMSI 

donde solamente se encontró metilación de tres genes en un paciente. El porcentaje de casos 

con metilación en un solo gen se observó con una frecuencia similar en las tres cohortes y de 

dos genes metilados la incidencia fue similar en GMSI y MM, siendo más baja en SMM. El 

porcentaje de casos en los que ninguno de los cuatro genes presentaba metilación fue mayor 

en GMSI, presentándose esta situación solo en cuatro pacientes afectos de MM y en ninguno 

de los siete pacientes con SMM.  

El porcentaje de casos con metilación en 0, 1, 2, 3 y 4 genes, para cada una de las cohortes, se 

encuentra indicado en la figura 11. 

3.3.3 Comparación entre individuos control y pacientes 

Para el análisis de los resultados en pacientes se les subdividió en dos grupos, el grupo pre-MM 

que engloba a los pacientes afectos de GMSI y SMM de bajo riesgo y el grupo de MM que 

engloba a los pacientes afectos de MM y a aquellos afectos de SMM que por sus características 

clínicas de acuerdo a la literatura se consideraron de alto riesgo y fueron sometidos a 

tratamiento. De los siete pacientes afectos de SMM de la serie, dos se clasificaron de alto 

riesgo asignándoles un estadio I según la clasificación ISS. Así, el grupo pre-MM comprendía a 

los pacientes afectos de GMSI y los cinco SMM de bajo riesgo, y el grupo MM, todos los 

pacientes afectos de MM y los dos SMM de alto riesgo. 

Los porcentajes de pacientes con metilación en alguno de los cuatro genes de los diferentes 

grupos se muestran en la tabla 12. 

 

   

 

 

 

 

 

 

 CONTROLES PRE-MM MM 

CDH1 51,5% (17/33) 63% (29/46) 73,7% (42/57) 

P15 6,1% (2/33) 19,6% (9/46) 45,6% (26/57) 

P16 0% (0/33) 13% (6/46) 40,4% (23/57) 

BIK 12,1% (4/33) 21,7% (10/46) 29,8% (17/57) 

Tabla 12. Frecuencia de casos que presentaban metilación en CDH1, P15, P16 o en 

BIK en individuos control, en pacientes pre-MM y en MM. 



 
37 

A) B) 

C) D) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Se compararon las frecuencias de casos con metilación entre individuos control y pacientes 

clasificados bien como pre-MM o como MM. Al comparar los individuos control y pre-MM se 

observó que el porcentaje de casos con metilación en CDH1, P15 y BIK no presentaba 

diferencias significativas, mostrando una frecuencia de casos con metilación en P16 

significativamente superior en pacientes pre-MM vs controles (p=0,031) y una tendencia a un 

mayor porcentaje de metilación en P15 en pacientes pre-MM respecto al grupo control 

(p=0,087)(Figs 11-B,C). Al comparar las frecuencias de casos con metilación entre individuos 

control y MM, se observaron diferencias significativas entre las frecuencias de casos con 

metilación en CDH1, P15, P16 y BIK (p=0,033, p<0,001, p<0,001 y p=0,05 respectivamente) (Fig 

12). 

Al comparar los porcentajes del número de genes metilados en cada uno de los tres grupos 

(individuos control, pre-MM y MM) se observó un aumento en la frecuencia de casos con 

Figura 12.  Comparación de las frecuencias de casos con metilación para cada uno de los cuatro genes entre 

individuos control y pacientes afectos de pre-MM o de MM. A) En el gen CDH1, B) En el gen P15, C) En el gen 

P16, D) En el gen BIK. 
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metilación de dos, tres y cuatro genes conforme se comparaba controles, pre-MM y MM 

(p<0,001 asociación lineal por lineal) (Figura 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.4 Comparación entre los grupos pre-MM y MM 

En la serie de pacientes afectos de pre-MM el gen CDH1 fue el que presentó una mayor 

frecuencia de metilación (63%) mientras que P16 presentó una frecuencia menor (13%). En la 

serie de pacientes afectos de MM el gen CDH1 (73,7%) fue también el que presentó la 

frecuencia mayor de metilación y BIK la menor (29,8%) (Tabla 12). 

El análisis estadístico de la comparación entre pre-MM y MM de las frecuencias de casos con 

metilación en los genes P15 y P16 evidenció diferencias significativas (p=0,006 y p=0,002 

respectivamente), mientras que en el caso de los genes CDH1 y BIK no se observaron 

diferencias significativas (Fig 14). 

 

 

 

 Número de genes metilados 

 0 1  2  3  4 

Controles 42,4% (14/33) 45,5% (15/33) 12,1% (4/33) 0% (0/33) 0% (0/33) 
Pre-MM 21,7% (10/46) 43,5% (20/46) 30,4% (14/46) 4,3% (2/46) 0% (0/46) 
MM 10,5% (6/57) 28,1% (16/57) 29,8% (17/57) 24,6% (14/58) 7% (4/58) 

Figura 13. Porcentaje de casos que presentaban metilación en 0, 1, 2, 3, 4 genes al comparar los individuos 

control, pre-MM y MM 
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A) B) 

C) D) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Al comparar la frecuencia del número de genes metilados entre pre-MM y MM, se observó 

que existía un aumento en la frecuencia de casos con metilación en tres y cuatro genes. No se 

observó metilación en los cuatro genes en el grupo pre-MM. Se observó un aumento de 

metilación significativo entre las dos entidades (p=0,001 asociación lineal por lineal) (Fig 13).  

3.3.5 Metilación en pacientes de MM al diagnóstico y en el 

seguimiento 

Se analizó el porcentaje de pacientes con metilación de los cuatro genes en los 25 casos con 

MM estudiados al diagnóstico y los 30 MM estudiados en el seguimiento (Tabla 13). Se 

observaron frecuencias de casos con metilación para los genes CDH1 y P15 mayores en MM al 

diagnóstico, y en cambio una frecuencia de casos con metilación para los genes P16 y BIK 

mayor en MM en el seguimiento. 

Figura 14.  Comparación de las frecuencias de casos con metilación para los cuatro genes analizados entre 

pacientes afectos de pre-MM y de MM. A) En el gen CDH1, B) En el gen P15, C) En el gen P16, D) En el gen BIK. 
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No se observaron diferencias significativas en la frecuencia de casos con metilación en los 

genes CDH1, P15, P16 y BIK entre el momento del diagnóstico y del seguimiento, aunque se 

observó una tendencia a una mayor frecuencia de casos con metilación en BIK en los pacientes 

con MM en el seguimiento al comparar con los de diagnóstico (p=0,175). 

 

 

 

 

 

En cuatro pacientes afectos de MM se pudo obtener muestra y comparar el estado de 

metilación en dos momentos distintos de la enfermedad, en todos ellos uno correspondía a 

recaída post tratamiento (Tabla 14). Es de destacar que la muestra perteneciente a la recaída 

post tratamiento en todos los casos mostró metilación en el gen BIK. 

 

 

3.4 Relación entre metilación y variables clínico-biológicas 

Se analizó la posible relación entre el estado de metilación de los cuatro genes y las variables 

clínico-biológicas que se muestran en la tabla 9. En el grupo de pacientes que mostraba 

metilación en P15 se encontraron niveles superiores de LDH respecto a los que no presentaban 

metilación (p=0,045). La presencia de metilación de P16 se correlacionó con un porcentaje 

mayor de CP en MO (p=0,033), niveles elevados de B2M y niveles disminuidos de albúmina en 

suero (p=0,034 y p=0,001 respectivamente) (Tabla 15). Para los genes CDH1 y BIK no se 

 MM DIAGNÓSTICO MM SEGUIMIENTO 

CDH1 76% (19/25) 70% (21/30) 

P15 52% (13/25) 36,7% (11/30) 

P16 32% (8/25) 46,7% (14/30) 

BIK 20% (5/25) 36,7% (11/30) 

 
 

Primera 
muestra 

Fecha 
extracción 
1ª muestra  

Genes 
metilados 

Segunda 
muestra 

Fecha 
extracción 
2ª muestra 

Genes 
metilados 

Paciente 12 MM 
seguimiento 

7/5/1996 Ninguno  Recaída post 
tratamiento  

9/6/1999 BIK 

Paciente 16 MM 
seguimiento 

6/5/1999 P15 Recaída post 
tratamiento  

18/10/1999 P15 y BIK 

Paciente 143 MM 
Diagnóstico 

3/1/2003 Ninguno Recaída post 
tratamiento  

7/4/2010 BIK 

Paciente 165 GMSI 19/9/2002 Ninguno Recaída post 
tratamiento  

22/8/2008 BIK 

Tabla 14. Resultados de porcentajes de metilación de los cuatro pacientes con dos muestras en distintos 

puntos de la enfermedad. 

 

Tabla 13. Frecuencias de pacientes con metilación en CDH1, P15, P16 y BIK en 

MM al diagnóstico y en MM en el seguimiento de la enfermedad 
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encontraron diferencias significativas para ninguna de las variables clínico-biológicas entre el 

grupo de pacientes que presentaba metilación y el que no presentaba.  

 

Para los cuatro genes se realizó un análisis de la relación entre metilación y las variables 

clínico-biológicas con importancia en el diagnóstico y el seguimiento pero de manera 

dicotomizada, utilizando como valores de corte para cada variable los establecidos en las guías 

internacionales como valores de referencia en el diagnóstico de la enfermedad (≥ 10% CP vs 

<10% CP,  ≥3,5 mg/L B2M vs <3,5 mg/L B2M, > 350 LDH vs < 350 LDH, ≤3,5g/dL albúmina vs 

>3,5g/dL albúmina, ≥11,5mg/dL calcio vs < 11,5mg/dL calcio, ≥2mg/dL creatinina vs <2g/dL 

creatinina). La metilación de P16 se seguía correlacionando con un mayor porcentaje de CP en 

 Gen P16 

 No metilado (n=74) Metilado (n=29) p valor 

Sexo (F/M) 47/27 16/13 0,435 

Mediana Edad (rango) 70 (38-89) 72 (39-90) 0,852 

Media [CM] en suero (rango) 1,86 (0,1-10) 2,49 (0,2-11,1) 0,252 

Media % CP en MO (rango) 14,38 (0,4-85) 25,05 (0,2-97) 0,033 

Media B2M en suero (rango) 3,59 (1,1-16,45) 5,49 (1,4-16) 0,034 

Media LDH en suero (rango) 329,81 (110-638) 357,26 (140-840) 0,474 

Media Albúmina en suero (rango) 3,94 (2,23-4,9) 3,54 (2,77-4,66) 0,001 

Media Calcio en suero (rango) 9,38 (7,22-10,9) 9,8 (8,4-14,6) 0,614 

Media Creatinina en suero (rango) 1 (0,49-2,93) 1,14 (0,38-2,6) 0,334 

 Gen P15 

 No metilado (n=68) Metilado (n=35) p valor 

Sexo (F/M) 44/24 19/16 0,304 

Mediana Edad (rango) 70 (38-86) 73 (45-90) 0,220 

Media [CM] en suero (rango) 2,15 (0,15-10) 1,75 (0,1-11,1) 0,118 

Media % CP en MO (rango) 16,28 (0,2-97) 19,68 (0,4-85) 0,885 

Media B2M en suero (rango) 3,72 (1,24-16,45) 4,88 (1,1-16) 0,112 

Media LDH en suero (rango) 321 (110-840) 368,09 (150-638) 0,045 

Media Albúmina en suero (rango) 3,86 (2,23-4,9) 3,75 (2,43-4,72) 0,406 

Media Calcio en suero (rango) 9,37 (7,22-12,5) 9,75 (8,4-14,6) 0,232 

Media Creatinina en suero (rango) 0,97 (0,49-1,93) 1,17 (0,38-2,93) 0,427 

F=Femenino, M=Masculino, [CM]=Concentración componente monoclonal 

 

Tabla 15. Correlación entre la presencia o ausencia de metilación en P16 y P15 y las variables clínico-biológicas recogidas; 

sexo, edad, CP en MO, B2M, LDH, albúmina, calcio y creatinina 
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MO (p=0,038), niveles más bajos de albúmina (p=0,008) y niveles elevados de B2M (p=0,022). 

Además se correlacionaba con niveles mayores de calcio (p=0,006). La metilación de P15 se 

correlacionaba con niveles elevados de LDH (p=0,05) y niveles elevados de creatinina 

(p=0,006). En este análisis no se observó correlación entre las variables clínico-biológicas y la 

metilación en CDH1 y BIK. 

El mismo análisis se realizó para pre-MM y MM por separado. En ninguno de los grupos se 

observaron diferencias significativas entre metilación y las variables clínicobiológicas. 

Solamente se observó una tendencia a un porcentaje superior de pacientes afectos de MM con 

metilación en P16 y niveles más bajos de albúmina (p=0,093). 

3.5 Correlación entre metilación y SG 

3.5.1 Análisis univariante 

3.5.1.1 Serie total, serie pre-MM y serie MM 

Al analizar la influencia que ejercía el estado de metilación de cada uno de los genes analizados 

sobre la SG en el total de pacientes pre-MM y MM, únicamente la metilación en P16 fue un 

factor de pronóstico adverso. Los pacientes con metilación en P16 presentaron una menor SG 

que aquellos en los que no se encontraba metilado (62 y 113 meses respectivamente, p=0,01) 

(Fig 15).  

El análisis de supervivencia de CDH1 no mostró diferencias significativas ni en el total de 

pacientes ni en los diferentes grupos de patología (pre-MM y MM). En base a que se mostraba 

metilado en una elevada frecuencia en controles sanos, se decidió no englobarlo en los 

posteriores análisis de supervivencia.  
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A)      CDH1 C)         P15 

C)           P16 D)      BIK 

 

 

 

 

 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se analizó el impacto de la frecuencia de metilación global considerada por la metilación de 0 a 

3 genes (P15, P16 y BIK) en la SG, así como el impacto que ejercía la metilación conjunta de 

diferentes genes.  

En el análisis de supervivencia teniendo en cuenta el número de genes metilados se observó 

una SG significativamente menor en aquellos pacientes que presentaban metilación en los tres 

genes respecto al resto de pacientes (24 vs 105 meses, p<0,001). Al comparar la presencia de 

Figura 15. Curvas de SG para los genes CDH1, P15, P16 y BIK. A) Presencia o ausencia de metilación en CDH1 (95 meses vs 

114 meses),  B) Presencia o ausencia de metilación en P15 (84 meses vs 106 meses), C) Presencia o ausencia de metilación 

en P16 (62 vs 113), D) Presencia o ausencia de metilación en BIK (90 meses vs 109 meses). 
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A)   B)   

0, 1, 2 o 3 genes por parejas, la presencia de metilación en los tres genes aparecía como factor 

adverso de supervivencia en relación a la ausencia de metilación de los tres genes (p<0,001), la 

metilación de un gen (p<0,001) y la metilación de dos genes (p=0,032) (Fig 16). En el resto de 

comparaciones no se obtenían diferencias significativas. 

 

 

 

 

 

 

         

 

 

 

A continuación se analizó la presencia de metilación conjunta de dos genes y su papel en la SG. 

Para ello se realizaron combinaciones de metilación en los tres genes por combinación de 

parejas; P15 y P16, P15 y BIK, P16 y BIK.  

En el análisis de metilación conjunta de los genes P15, P16 y BIK, la presencia de metilación de 

P16 y BIK confería una supervivencia menor que el resto de combinaciones (47 vs 106 meses, 

p=0,023). Al tener en cuenta todos los casos que presentaban metilación de P16 y BIK, 

indistintamente de la presencia o ausencia de metilación de P15, se observó una SG menor 

que en el resto (40 vs 110 meses, p<0,001). Ninguna de las otras dos combinaciones mostraba 

un impacto sobre la SG, sin embargo, al analizar la presencia indistinta de metilación en el 

tercer gen, tanto la combinación de P15 y BIK como la de P15 y P16 mostraban una tendencia 

a una supervivencia menor (61 vs 105 meses, p=0,069 y 64 vs 105 meses, p=0,126 

respectivamente) (Fig 17).  

 

 

Figura 16. Gráficas de SG en relación al número de genes metilados 

A) SG en pacientes con metilación de tres genes, B) SG en pacientes con metilación en relación al número de genes. 
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A)      P16 y BIK B) P16 y BIK indistintamente de P15 

C) P15 y BIK indistintamente de P16 D) P15 y P16 indistintamente de BIK 

 

  

 

 

 

 

 

         

  

  

 

 

 

 

 

          

 

 

El análisis de SG para los grupos de pacientes pre-MM y MM por separado no mostró 

diferencias significativas según presencia o ausencia de metilación en los genes analizados. Sin 

embargo, aunque no significativo, sí que mostró una tendencia a una menor supervivencia en 

aquellos pacientes del grupo de MM con metilación en P16 respecto a los que no presentaban 

metilación (62 vs 89 meses, p=0,147). 

En el grupo de los pacientes pre-MM ninguno mostró metilación en los tres genes y solamente 

dos pacientes mostraron metilación en dos de los genes analizados. Cuando se considera el 

Figura 17. Gráficas de SG de los pacientes con metilación conjunta de dos genes. A) Metilación de BIK y P16, B) Metilación 

de BIK y P16 indistintamente de la metilación de P15, C) Metilación de BIK y P15 indistintamente de la metilación de P16, D) 

Metilación de P15 y P16 indistintamente de la metilación de BIK.  
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número de genes metilados (P15, P16 y BIK) y la influencia que ejercía en la supervivencia, 

solamente se observaba en el grupo de MM, donde la presencia de tres genes metilados 

confería peor pronóstico que la presencia de uno (p=0,002), dos genes metilados (p=0,039) o 

ausencia de metilación en los genes analizados (p=0,025). 

Al realizar el análisis de supervivencia y presencia de metilación conjunta de genes para 

pacientes pre-MM y MM, la metilación de P16 y BIK se asociaba a una tendencia a una menor 

SG en el grupo de MM (p=0,062), llegando a ser significativamente inferior al realizar el análisis 

independientemente de la presencia o ausencia de metilación en P15 (p<0,001). La metilación 

conjunta de P15 y P16 y la de P15 y BIK, tanto en solitario como independientemente de la 

metilación del tercer gen, no mostró diferencias significativas en la SG del grupo de MM. 

De los dos pacientes del grupo de pre-MM que mostraron metilación de dos genes, uno de 

ellos mostró metilación de P15 y BIK y el otro de P16 y BIK. Ninguno de estos pacientes murió 

durante el seguimiento de su enfermedad hasta la fecha final del presente estudio.  

3.5.1.2 MM al diagnóstico y en el seguimiento 

Se analizó si la presencia de metilación en determinados genes o combinaciones de genes 

tenía una implicación en la SG de aquellos pacientes con MM estudiados en el seguimiento 

(MM refractario o en recaída) respecto a los pacientes con MM estudiados al diagnóstico. 

Se observó que los pacientes afectos de MM en seguimiento y metilación en P16 presentaban 

una tendencia a una peor SG respecto a los que no presentaban metilación (67 vs 99 meses, 

p=0,059). En el subgrupo de pacientes con MM al diagnóstico no se observaron diferencias 

significativas entre las supervivencias globales para metilación en P15 y BIK, así como para 

metilación de ninguno de los tres genes. 

Debido a que la presencia de los tres genes metilados implicaba por sí mismo una peor 

supervivencia, las tres combinaciones independientemente de la presencia o ausencia de 

metilación en el tercer gen conferían peor pronóstico en el grupo de MM al diagnóstico y los 

dos pacientes con metilación en P15, P16 y BIK fueron exitus (Fig 18). Sin embargo al analizar 

las combinaciones de dos genes, en los pacientes con MM en seguimiento la presencia de 

metilación en P16 y BIK estaba asociada a una supervivencia inferior que aquellos que no 

presentaban metilación (Fig 19). Ninguna de las otras combinaciones de dos genes mostró 

diferencias en la SG de pacientes con MM ni al diagnóstico ni en seguimiento. 
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A) P15 y P16 indistintamente de BIK B) P15 y BIK indistintamente de P16 

C) P16 y BIK indistintamente de P15 D) P16 y BIK indistintamente de P15 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Gráficas de SG por combinación de genes metilados en el intragrupo de MM. A) Metilación de metilación de 

P15 y P16 indistintamente de la metilación de BIK, B) Metilación de P15 y BIK indistintamente de la metilación de P16, C) 

Metilación de P16 y BIK indistintamente de la metilación de P15, D) Metilación de P16 y BIK indistintamente de la 

metilación de P15.  
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3.5.2 Análisis multivariante 

Se realizó un análisis multivariante con aquellas variables clínico-biológicas que habían 

mostrado un impacto pronóstico en el análisis univariante, además de aquellas a las que en la 

literatura se les atribuye un valor pronóstico. 

En el grupo de pacientes afectos de MM, y dada la importancia de las variables clínico-

biológicas en el pronóstico, se realizó un análisis de SG univariante para todas las variables 

clínico-biológicas dicotomizadas tal y como se ha indicado anteriormente. De ellas, la única 

que se asoció a una menor SG fue la presencia de niveles de B2M superiores a 3,5mg/L 

(p=0,026). Los niveles aumentados de LDH y de calcio también presentaron una tendencia a 

una menor SG (p=0,06 y 0,076 respectivamente). 

Las variables analizadas en el modelo multivariante fueron los niveles de B2M, LDH, calcio, 

creatinina, albúmina y porcentaje de CP, además de la edad, la metilación de tres genes (P15, 

P16 y BIK) y la metilación conjunta de P16 y BIK independientemente de ausencia de 

metilación en P15. Se realizó una regresión de Cox paso a paso hacia atrás manteniendo en el 

modelo aquellas variables con un índice de Wald > 1,96. 

 

 

Figura 19. Relación entre SG y metilación de P16 y BIK en pacientes afectos de MM estudiados 

en el seguimiento de la enfermedad 
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En el análisis multivariante, únicamente resultaron factores con valor pronóstico 

independiente los niveles de LDH y la edad (p= 0,031 y p=0,042 respectivamente). Sin 

embargo, tanto los niveles de B2M como la metilación conjunta de P16 y BIK mostraron una 

tendencia con p=0,078 y p=0,059 respectivamente (Tabla 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análisis Univariado  Análisis multivariado 

HR IC 95% Valor p Variables HR IC 95% Valor p 

6,427 1,725 23,953 <0,001 Metilación 3 genes    NS 

5,059 1,838 13,927 <0,001 Metilación P16 y BIK 4,036 0,949 17,165 0,059 

3,610 0,785 16,590 0,076 Calcio ≥ 10mg/dL    NS 

2,783 1,079 7,174 0,026 B2M ≥ 3,5mg/L 2,635 0,899 7,725 0,078 

2,444 0,930 6,425 0,060 LDH > 350 4,695 1,156 19,070 0,031 

2,247 0,509 9,916 0,285 Creatinina ≥ 2mg/dL    NS 

1,670 0,682 4,084 0,261 Edad ≥ 65 años 3,937 1,049 14,774 0,042 

1,495 0,613 3,649 0,377 Albúmina ≤ 3,5mg/L    NS 

1,067 0,415 2,743 0,893 % CP ≥ 10%    NS 

Tabla 16. Resultados del análisis univariante y multivariante de la relación entre SG y las distintas variables clínico-

biológicas  

 

 



 
50 

4. DISCUSIÓN 

4.1 Valoración de la metodología utilizada en el análisis de la 

metilación de los genes a estudio 

En la presente tesis el análisis de la metilación de los genes CDH1, P15, P16 y BIK se ha llevado 

a cabo mediante la técnica MS-PCR. En los estudios de metilación de la literatura en MM así 

como en otras patologías, es la técnica que, hasta la fecha, más se ha utilizado debido a su 

rapidez y sencillez en la interpretación de los resultados. Herman et al. (1996) observan que la 

sensibilidad de la MS-PCR (10-3) supera a la de las técnicas de secuenciación de esa época. 

Otros autores, Chim et al. (2004) y Braggio et al. (2010) también realizan estudios de 

sensibilidad de esta técnica en el análisis de diferentes genes utilizando diluciones seriadas de 

10-1 a 10-5. Entre los genes que analizan se encuentran CDH1, P15, y P16 para los que 

establecen sensibilidades de 10-3 a 10-5. 

El material utilizado para realizar el presente estudio ha sido DNA obtenido del cultivo celular 

de MO después de su fijación con Carnoy, destinado a la realización de los estudios 

citogenéticos. En la mayoría de estudios de metilación en MM se ha utilizado DNA extraído de 

MO total o bien de la fracción de células mononucleadas separada por Ficoll (Uchida et al., 

2001; Mateos et al., 2002; Galm et al., 2004; Seidl et al., 2004; Chim et al., 2007; Braggio et al., 

2010; Yuregir et al., 2010; Geraldes et al., 2016). En un intento de aumentar la sensibilidad de 

la técnica algunos estudios se realizan en DNA extraído de células de MO CD138+ (Guillerm et 

al., 2001; Martin et al., 2008). Al comparar las frecuencias de metilación entre el DNA extraído 

de MO total (37 MM, 30 SMM y 5 GMSI) y el DNA de células CD138+ (46 MM, 16 SMM y 12 

GMSI) Gonzalez-Paz et al. (2007) no observan diferencias significativas. 

Existen estudios en los que se utiliza material de MO conservado. Uchida et al. (2001) y Ribas 

et al. (2005) extraen el DNA de frotis de MO de 36 y 16 pacientes respectivamente y Yuregir et 

al. (2010) utilizan DNA extraído de MO incluida en parafina de nueve pacientes. El DNA 

extraído de tejido fijado en formol e incluido en parafina es el más utilizado en el análisis de 

metilación de tumores sólidos, no observándose diferencias entre las frecuencias de 

metilación de estas muestras respecto a las analizadas en DNA de tejido fresco (Herman et al., 

1996; Dumenil et al., 2014; Bak et al., 2016; Espinal et al., 2017). 

Existe un estudio de metilación en el que se utiliza DNA extraído de células fijadas con Carnoy 

tras cultivo de SP de pacientes afectos de Prader-Willi o Angelman (Velinov et al., 2001). Para 
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descartar posibles cambios sobre el estado de metilación tras el proceso de fijación celular, se 

analizan muestras control antes y después de la fijación y no encuentran que se induzca la 

metilación. La posible pérdida de metilación tras la fijación se descarta analizando dos 

muestras que presentaban metilación antes de ser fijadas con Carnoy. En estas muestras se 

sigue observando metilación cuatro años después de la fijación. 

Hasta la fecha no hemos encontrado ningún estudio de metilación en MM en el que se utilice 

DNA extraído de material fijado en Carnoy.   

4.2 Metilación de los genes CDH1, P15, P16 y BIK en 

individuos control 

Una de las limitaciones para la validación de la técnica es poder obtener muestras de tejido 

sano cuando el tejido a analizar es de difícil obtención. En el presente estudio, y debido a la 

dificultad de obtener material de MO de población control, se ha analizado la presencia de 

metilación en CDH1, P15, P16 y BIK en 33 muestras de SP de población control (15 a partir de 

células de SP fijadas con Carnoy tras cultivo celular y 18 de DNA extraído de SP fresca). Se ha 

observado metilación en algunos casos, tanto en muestras de tejido fijado (n=9) como en 

muestras de SP no fijada (n=10). Los genes CDH1, P15 y BIK presentaban metilación en los 

controles, no observándose en P16 (Tabla 10). La frecuencia de metilación del conjunto de los 

genes en la serie control ha sido elevada (57,6%), de la que el 51,5% correspondía a metilación 

de CDH1. En cuatro individuos control se ha observado metilación en BIK, siempre junto con 

metilación en CDH1. En nuestra serie solamente dos individuos han presentado metilación de 

P15.  

En varios estudios de metilación de CDH1, P15 y P16 en MM no analizan la metilación en 

individuos control, y ninguno lo verifica para el gen BIK (Martin et al., 2008; de Carvalho et al., 

2009; Yuregir et al., 2010; Hatzimichael et al., 2012). En aquellos estudios en los que se analiza 

población control, la mayoría lo realizan a partir de muestras de DNA de MO y en un número 

de individuos entre siete y diez ( Chim et al., 2003,2007; Seidl et al., 2004; Gonzalez-Paz et al., 

2007; Braggio et al., 2010; Stanganelli et al., 2010). De todos estos estudios, únicamente uno 

observa metilación en P16 en MO de un individuo (Gonzalez-Paz et al., 2007). Tanto en el 

estudio más amplio de metilación en MO de población control en 20 individuos sanos (Galm et 

al., 2004) como en los dos estudios en que se analiza a DNA de 10 muestras de SP (Braggio et 

al., 2010; Stanganelli et al., 2010), no se observa metilación en CDH1, P15 y P16. La presencia 

de metilación de CDH1 y P15 en nuestro estudio contrasta con los resultados observados por 
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otros autores, ello podría deberse al número reducido de casos o al tipo de tejido utilizado en 

los otros estudios (SP vs MO). 

No obstante, la metilación de genes supresores de tumor en tejidos sin enfermedad ya ha sido 

descrita previamente (Gonzalez-Zulueta et al., 1995; Van Zee et al., 1998), sin embargo se 

desconoce por qué ocurre. La metilación de P15 se ha observado en sub-poblaciones de 

linfocitos en SP de individuos control (Aggerholm et al., 1999). Además, Kristensen et al. (2012) 

realizan un análisis cuantitativo del perfil de metilación en promotores de genes supresores de 

tumor en SP de 48 individuos sanos. En éste separan la fracción de células mononucleadas de 

SP y analizan la metilación de una serie de genes supresores de tumor mediante PCR 

cuantitativa observando, entre otros, metilación de CDH1, y ausencia de metilación de otros 

genes supresores de tumor entre los que se encuentra P16. En este sentido Lombaerts et al. 

(2004) analizan la metilación de CDH1 en SP de 12 donantes del banco de sangre y observan 

metilación en todas ellas, tanto en la fracción de células total como al analizar las fracciones 

por separado; células mononucleadas, granulocitos y linfocitos T. En este mismo estudio 

confirman la inactivación de este gen por la ausencia de expresión de RNA de CDH1 en células 

mononucleadas y granulocitos, así como por ausencia de la proteína CDH1 en las membranas 

de linfocitos T mediante tinción inmunohistoquímica. Asimismo, en un estudio en linfoma 

(linfoma B de células grandes y linfoma del manto) observan un 25% de casos con metilación 

en CDH1 en 16 muestras de tejido linfoide no maligno (linfadenitis, nódulos linfoides reactivos, 

hiperplasia folicular) (Alkebsi et al., 2016).  

Los resultados observados en todos estos estudios indican que existe una gran variabilidad en 

la metilación entre distintos tipos celulares y no se confina solamente al tejido tumoral. La 

presencia en leucocitos de metilación de determinados genes supresores de tumor es un dato 

a tener presente en estudios con un riesgo de contaminación de la muestra por infiltración 

leucocitaria (Lombaerts et al., 2004; Kristensen et al., 2012).  

La realización de estudios de metilación en cohortes amplias de MO de individuos control sería 

de gran utilidad para determinar el estado de metilación basal de determinados genes en este 

tejido. 
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4.3 Metilación de CDH1, P15, P16 y BIK en pacientes afectos 

de estadios pre-MM 

En el presente estudio se ha observado un porcentaje de casos con metilación en CDH1 

elevado tanto en GMSI como en SMM (61% y 85,7% respectivamente). Por el contrario, 

ninguno de los tres estudios en pacientes de GMSI de la literatura observa metilación en CDH1 

(Galm et al., 2004; Seidl et al., 2004; Chim et al., 2007). Si bien nuestro resultado es diferente a 

lo descrito previamente, es de destacar el bajo número de series analizadas de GMSI. Por otra 

parte, la presencia de metilación en individuos control sugiere que la metilación en CDH1 no 

tendría implicación en la GMSI. En lo que respecta a SMM, solamente en un estudio se analiza 

la metilación, observando un 20% de pacientes con metilación en CDH1 (Seidl et al., 2004). Los 

pocos estudios realizados en estadios premalignos de MM podrían influir en la diversidad de 

resultados por lo que se necesitaría aumentar el tamaño muestral mayor para una mejor 

caracterización de la frecuencia de metilación de CDH1 en dichos estadios.  

La frecuencia de pacientes con metilación en P15 en la presente serie es del 22% en GMSI y del 

28,6% en SMM. La frecuencia en GMSI se encuentra dentro del rango observado en la 

literatura, que oscila entre el 0% y el 50% (Guillerm et al., 2001; Uchida et al., 2001; Chim et 

al., 2003; Galm et al., 2004; Seidl et al., 2004; Martin et al., 2008; Stanganelli et al., 2010; 

Geraldes et al., 2016). Si este rango lo establecemos teniendo en cuenta las series más amplias 

oscila entre el 10% y el 36% y el porcentaje del presente estudio se ajustaría más. Solamente 

en dos estudios analizan la metilación de P15 en SMM con ocho y cinco pacientes, y una 

frecuencia del 50% (Geraldes et al., 2016) o bien no observando metilación (Seidl et al., 2004). 

La frecuencia de metilación para el gen P16 en las series de GMSI y SMM de esta tesis es del 

12,2% y del 28,6% respectivamente. Los estudios que analizan la metilación de P16 en estadios 

pre-MM presentan un rango de metilación entre el 0% y el 38,5% para GMSI, y el de las series 

más amplias entre el 0% y el 28% (Guillerm et al., 2001; Mateos et al., 2002; Seidl et al., 2004; 

Geraldes et al., 2016). Una de las series más amplias es la de Mateos et al. (2002), en la que no 

observan metilación de P16 en 40 muestras de GMSI. El rango de metilación de P16 en 

pacientes afectos de SMM observado en la literatura se encuentra entre el 12% y el 40% (Seidl 

et al., 2004; Gonzalez-Paz et al., 2007; Geraldes et al., 2016), la serie más amplia analiza 30 

pacientes y observan un 30% de metilación (Gonzalez-Paz et al., 2007). Con todo ello se 

concluye que los resultados en la presente serie son similares a los descritos en la bibliografía. 
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Este es el primer estudio en el que se analiza la metilación en BIK en una serie de pacientes 

afectos de estadios pre-MM, en el se ha observado una frecuencia de metilación del 17,1% en 

GMSI y del 57,1% en SMM.  

4.4 Metilación de CDH1, P15, P16 y BIK en pacientes afectos 

de MM  

En el presente estudio se ha observado un 72,7% casos con metilación en CDH1 en la serie de 

MM superior al rango observado en la literatura. El rango descrito en la literatura oscila entre 

el 21% y el 56,3%. La diferencia podría ser debida a la variabilidad de la muestra de pacientes 

afectos de MM. Solo hay seis estudios en los que se analiza la metilación de este gen, con lo 

que sería interesante ampliar el número de pacientes (Chim et al., 2004, 2007; Galm et al., 

2004; Seidl et al., 2004; Braggio et al., 2010; Yuregir et al., 2010). Como ya se ha indicado 

anteriormente, el porcentaje de casos con metilación en CDH1 en individuos control se debería 

tener en cuenta para valorar la implicación de la metilación en CDH1 en MM. 

En la presente serie se ha observado metilación en P15 en el 43,2% de los pacientes afectos de 

MM, frecuencia ligeramente superior a la descrita en la bibliografía pero se podría explicar por 

la variabilidad muestral. El rango descrito en la literatura es de entre el 1,8% y el 36% (Uchida 

et al., 2001; Chim et al., 2003,2004; Guillerm et al., 2003; Galm et al., 2004; Seidl et al., 2004; 

Martin et al., 2008; Braggio et al., 2010; Stanganelli et al., 2010; Geraldes et al., 2016; Liu et al., 

2016). P15 es uno de los genes principales implicados en el control del ciclo celular al regular la 

progresión de fase G1 a S, participando así en las principales vías de supresión de tumores. La 

metilación de P15 podría implicar una inactivación de éste y, como consecuencia, una 

alteración en las vías de supresión de tumores. P15 también se ha encontrado metilado en 

estadios asintomáticos de la enfermedad. Esto podría sugerir que se tratase de un suceso 

temprano en la enfermedad relacionado con la supervivencia del clon tumoral en GMSI más 

que como posible desencadenante de la enfermedad sintomática (Guillerm et al., 2001). 

La frecuencia de casos con metilación observada en el presente estudio en P16 es del 40% y se 

encuentra dentro del rango descrito en la literatura que oscila entre el 7% y el 54% (Uchida et 

al., 2001; Victoria Mateos et al., 2001; Krämer et al., 2002; Chim et al., 2003,2004,2007; 

Guillerm et al., 2003; Seidl et al., 2004; Galm et al., 2004; Ribas et al., 2005; Chiusolo et al., 

2006; Gonzalez-Paz et al., 2007; Martin et al., 2008; Hatzimichael et al., 2009; Braggio et al., 

2010; Ozalp Yuregir et al., 2010; Stanganelli et al., 2010; Park et al., 2011; Kim et al., 2013; 

Geraldes et al., 2016). P16 está también implicado en el control del ciclo celular y se sitúa en el 
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mismo locus que P15. En MM es uno de los genes más ampliamente estudiado, pero todavía 

existe controversia sobre el efecto que puede ejercer su inactivación en la progresión y 

agresividad de la enfermedad. 

En la presente serie de MM se ha observado una frecuencia de casos con metilación en BIK del 

29%. Solo existe un estudio en el que analiza la metilación de este gen en pacientes de MM y 

observa una frecuencia del 40% en una cohorte de 40 pacientes (Hatzimichael et al., 2012). El 

gen BIK actúa como mediador en la activación de la vía mitocondrial de la apoptosis y es 

candidato a gen supresor de tumor. Su inactivación mediante deleción o mutación se ha 

relacionado con el desarrollo de diferentes tumores tales como carcinoma renal, glioma, 

cáncer colorectal o cáncer de cabeza y cuello (Chinnadurai et al., 2008), mientras que su 

relación con MM se ha establecido previamente en estudios in vitro en una línea celular de 

paciente de MM (Pompeia et al., 2004). Al analizar los cambios de expresión de varios genes, 

entre ellos BIK, tras el tratamiento con un agente desmetilante se observa que BIK se halla 

inactivado por metilación y tras el tratamiento con el agente desmetilante vuelve a activarse. 

Otro estudio en líneas celulares provenientes de pacientes MM muestra que la sobreexpresión 

de BIK sensibiliza a las células del MM ante el estrés oxidativo otorgándole un papel 

importante en el mecanismo de muerte celular (Bodet et al., 2010). 

4.5 Comparación de la metilación de CDH1, P15, P16 y BIK 

entre estadios pre-MM y MM 

En la tabla 17 se muestran los porcentajes de pacientes con metilación del presente estudio 

para los cuatro genes analizados en las cohortes de GMSI y MM así como los rangos 

observados en la bibliografía. 

 

 CDH1 P15 P16 BIK 

Rango bibliografía GMSI* 0 0-50% 0-38,5% -- 

Presente estudio GMSI 61% 22% 12,2% 17,1% 

Rango bibliografía MM* 21,4% - 56,3% 1,8% - 35,3% 7% - 54% 40% 

Presente estudio MM 72,7% 43,6% 40% 29,1% 

*(Mateos et al., 2001; Uchida et al., 2001; Guillerm et al., 2001; Krämer et al., 2002; Chim et al., 2004,2007; Seidl et al., 2004; Galm 

et al., 2004; Ribas et al., 2005; Chiusolo et al., 2006; Gonzalez-Paz et al., 2007; Martin et al., 2008; Braggio et al., 2010; Yuregir et 

al., 2010; Stanganelli et al., 2010; Hatzimichael et al., 2010, 2012; Park et al., 2011; Liu et al., 2016; Geraldes et al., 2016) 

 

Tabla 17. Frecuencias de metilación en el presente estudio y rangos de metilación en bibliografía para CDH1, P15, P16 y 

BIK en GMSI y MM 
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En el presente estudio no se observan diferencias significativas entre las frecuencias de 

pacientes con metilación en CDH1 en estadios pre-MM y MM. Este resultado contrasta con 

otros estudios que encuentran una frecuencia de casos con metilación significativamente 

menor en GMSI (Galm et al., 2004; Seidl et al., 2004; Chim et al., 2007). La presencia de un 

porcentaje elevado de individuos control con metilación en este gen se debería tener en 

cuenta para el diseño de futuros estudios. El estudio de una cohorte amplia de individuos 

control en MO así como de estadios premalignos de MM sería de gran interés para explicar el 

posible papel de la inactivación de este gen en el tejido hematopoyético. 

Para el gen P15 se ha observado una frecuencia de metilación significativamente superior en 

MM que en los estadios pre-MM. Este hecho podría indicar una posible relación entre la 

inactivación de P15 y la progresión de GMSI a MM. No obstante, al observar un porcentaje 

elevado de casos de GMSI con metilación en P15 sugiere que se trataría de un clon presente 

desde el inicio de la enfermedad que podrá presentar una mayor supervivencia que el resto de 

clones (Guillerm et al., 2001). Esta hipótesis está reforzada por el hecho de que en ningún 

estudio encuentra diferencias significativas entre MM y GMSI o SMM (Guillerm et al., 2001; 

Seidl et al., 2004; Martin et al., 2008; Stanganelli et al., 2010; Geraldes et al., 2016).  

Para el gen P16 se ha observado una frecuencia de casos con metilación significativamente 

superior en la serie de MM respecto a pre-MM. Los resultados de la presente serie son 

similares a los de Mateos et al. (2001) y a los de Chim et al. (2007). Geraldes et al. (2016), 

aunque sin encontrar diferencias significativas, también observa una mayor frecuencia de 

casos con metilación en MM respecto a pre-MM. Mateos et al. (2002) al analizar el porcentaje 

de células en fase S por cuantificación del DNA mediante citometría de flujo en una serie de 

pacientes de MM observan una asociación entre la metilación en P16 y una elevada 

proliferación de las CP, indicando una posible relación entre metilación y proliferación del clon 

tumoral. De este modo, la inactivación de P16 podría implicar una desregulación del ciclo 

celular que a su vez conllevaría a una proliferación del clon patológico de CP y la progresión de 

la enfermedad.  

En relación al gen BIK, en nuestra serie no se han observado diferencias significativas entre 

pre-MM y MM, sugiriendo que la metilación en BIK se trataría de un evento temprano en la 

progresión de la enfermedad. Aún así, sería interesante realizar el estudio en otras cohortes de 

pacientes afectos de estadios premalignos de MM para contrastar esta hipótesis ya que no hay 

estudios en la literatura. 
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4.6 Comparación de la metilación en CDH1, P15, P16 y BIK 

en MM estudiados al diagnóstico y en el seguimiento 

Uno de los objetivos del estudio era analizar el estado de metilación de los cuatro genes al 

diagnóstico y al seguimiento en MM para detectar posibles marcadores de progresión. 

En el presente estudio, de los cuatro genes analizados en la cohorte de MM se ha observado 

que existe una tendencia a una mayor frecuencia de casos con metilación en BIK en MM 

estudiados en el seguimiento respecto a los estudiados al diagnóstico (p=0.174). 

Existen pocos estudios que analicen la metilación en muestras en recaída o con enfermedad 

refractaria (Guillerm et al., 2001; Chim et al., 2004; Seidl et al., 2004; Hatzimichael et al., 

2012). Estos resultados concuerdan con los de Hatzimitchael et al. (2012) en los que observan 

una relación entre la presencia de metilación en BIK y MM en recaída o MM refractario. Es 

posible que la inactivación de BIK en el MM suponga una ventaja adaptativa tras el 

tratamiento para un determinado clon neoplásico de CP, posiblemente debido a una pérdida 

de la regulación apoptótica de la vía mitocondrial. Sin embargo, analizando 13 muestras (ocho 

al diagnóstico y cinco en recaída) Chim et al (2004) no observan diferencias en las frecuencias 

de casos con metilación para los genes P15, P16 y CDH1 entre ambos estadios de la 

enfermedad. Guillerm et al. (2001) obtienen resultados similares al comparar las frecuencias 

de metilación de P15 y P16 en una cohorte de 25 pacientes afectos de MM al diagnóstico y 

cinco en recaída o refractarios al tratamiento. 

En el presente estudio es de destacar que al analizar cuatro pacientes de los que se disponía de 

muestras en dos estadios de la enfermedad se ha observado que en la muestra 

correspondiente a MM refractario al tratamiento aparece metilación en BIK no observada en 

el estudio previo. La aparición de metilación en determinados genes tras el tratamiento 

también lo observan Seidl et al. (2004), que analizan la metilación de 10 genes en muestras de 

seis pacientes en dos estadios diferentes de la enfermedad. En cuatro de ellos observan 

metilación en algunos genes no observada en la muestra previa. Entre estos genes se 

encuentran P15, P16 y DAPK, genes involucrados en apoptosis. La metilación de determinados 

genes entre ellos BIK podría tener un papel importante en la supervivencia de determinados 

clones de CP tras tratamiento. 
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4.7 Metilación global en MM 

La metilación global se ha analizado mediante la frecuencia del número de genes metilados 

por individuo en las tres cohortes analizadas. Al analizar la metilación global se han observado 

diferencias significativas entre el grupo control, pacientes en estadios pre-MM y pacientes 

MM. La presencia de cuatro genes metilados solamente se observa en el grupo de MM 

mientras que en el grupo control no se observan más de dos genes metilados en un individuo. 

Un patrón similar también se observa en otros estudios en los que analizan la metilación de 

más de un gen (Seidl et al., 2004; Stanganelli et al., 2010; Geraldes et al., 2016), sugiriendo que 

la metilación de determinados genes involucrados en vías importantes de supresión de tumor 

podría tener un papel importante en la progresión de la enfermedad y que estos genes 

podrían ser los causantes del establecimiento de un clon más agresivo y resistente al 

tratamiento.  

Los estudios de metilación realizados con arrays de alta densidad, que cubren gran parte de las 

islas CpG distribuidas en promotores y exones de un amplio número de genes, han permitido 

caracterizar el patrón de metilación que se expresa a lo largo de la evolución de la 

enfermedad. El primero de estos estudios analiza 1500 islas CpG distribuidas a lo largo del 

genoma en 13 GMSI, 26 SMM y 140 MM y describe un aumento en la hipometilación global 

entre estadios iniciales premalignos y MM, sin embargo no encuentran una relación entre 

hipermetilación y los diferentes estadios, así como una relación entre los niveles de metilación 

en alguno de los genes analizados en el panel (Salhia et al. 2010). El estudio de Agirre et al. 

(2015) utilizando un panel de 450.000 CpG igual que Salhia et al. (2010) no encuentran un 

aumento de metilación entre GMSI y MM, solamente observan un aumento en la 

hipometilación global. Con los resultados obtenidos, Agirre et al. (2015) postulan que el MM es 

una entidad muy heterogénea en lo que a su patrón de metilación respecta. En cambio en dos 

estudios donde se analizan 27000 CpG, se describe un aumento de metilación en 

determinados genes entre estadios premalignos y MM, haciéndose más evidente cuando se 

compara MM y leucemias de células plasmáticas (Walker et al., 2011; Kaiser et al., 2013), 

observando Kaiser et al. (2013) un fenotipo más agresivo en aquellos casos con más 

metilación.  

Nuestros resultados contrastan con los de otros estudios en los que no se observa un aumento 

de metilación global significativo (Salhia et al., 2010; Agirre et al., 2015). Una posible 

explicación podría ser una menor número de casos de estadios premalignos analizados en 

estos estudios ya que analizan únicamente trece, cuatro, cinco y diez GMSI respectivamente 
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(Salhia et al., 2010; Walker et al., 2011; Kaiser et al. 2013; Agirre et al. 2015). El estadio de 

progresión en el que se encuentran los casos incluidos en las series también podría influir en 

los resultados. 

4.8 Relación entre metilación y parámetros clínico-

biológicos 

Uno de los objetivos del presente estudio era analizar la correlación entre la metilación de 

cuatro genes supresores de tumor y los parámetros clínico-biológicos con valor diagnóstico y/o 

pronóstico.  

En la serie analizada no se ha observado una correlación significativa entre los parámetros 

analizados y la metilación de CDH1 o BIK. En la literatura se ha correlacionado metilación de 

CDH1 y algunos parámetros clínico-biológicos (Galm et al., 2004; Seidl et al., 2004; de Carvalho 

et al., 2009; Braggio et al., 2010). De ellos solamente Galm et al. (2004) encuentran una 

correlación entre metilación de CDH1 y niveles bajos de hemoglobina y niveles elevados de 

LDH. Por otra parte, Hatzimichael et al. (2012) al analizar metilación en BIK no encuentran 

diferencias significativas entre los parámetros analizados. En el presente estudio al analizar 

toda la serie (pre-MM y MM) la presencia de metilación en P15 solamente se ha 

correlacionado con niveles elevados de LDH, sin embargo, esta correlación no se observa al 

analizar solamente los pacientes afectos de MM. La presencia de metilación en P15 se ha 

correlacionado con niveles elevados de LDH en una serie de MM (Geraldes et al., 2016).  

Cuando se analiza toda la cohorte de pacientes pre-MM y MM con metilación en P16 se 

observan unos valores significativamente mayores de CP y B2M así como niveles más bajos de 

albúmina respecto a los que no presentan metilación, estas diferencias no se observan si se 

analizan las cohortes de pacientes pre-MM y MM por separado. La presencia de metilación en 

P16 únicamente se ha correlacionado con niveles elevados de B2M en la serie de MM 

analizada por Mateos et al. (2002). Aunque P16 no muestra valor como marcador de 

pronóstico en MM sí que podría tener importancia durante la progresión de la enfermedad ya 

que su frecuencia de metilación aumenta a lo largo de la evolución de la enfermedad.   

4.9 Relación de metilación con SG 

Para establecer un posible valor pronóstico de la metilación de los genes analizados en nuestro 

estudio se ha analizado su correlación con SG. 
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Los pacientes con metilación en tres o cuatro genes han presentado una supervivencia inferior 

que el resto de pacientes. Existen pocos estudios que analicen la SG y su relación con el 

número de genes metilados. Nuestro resultado es similar al observado por Galm et al. (2004) 

en el que observan un porcentaje de pacientes con metilación en dos o más genes 

significativamente superior en leucemias de células plasmáticas respecto al resto de pacientes 

analizados. La menor supervivencia mostrada por la presencia de metilación de tres o más 

genes podría estar asociado a un fenotipo más agresivo (Kaiser et al., 2013). Otros autores no 

encuentran asociación entre metilación de más de un gen y SG (Stanganelli et al, 2010; 

Geraldes et al., 2016).  

Teniendo en cuenta los resultados en la serie de individuos control de nuestro estudio, es 

difícil valorar el papel de la metilación en CDH1 con el pronóstico debido a la presencia en un 

porcentaje elevado de individuos control. En la literatura no se observa correlación entre 

metilación en CDH1 y una supervivencia inferior (Galm et al., 2004; Seidl et al., 2004; de 

Carvalho et al., 2009; Braggio et al., 2010).  

De forma similar a lo observado en nuestra serie, en relación a la metilación en BIK, 

Hatzimichael et al. (2012) tampoco observan diferencias significativas con la SG.  

Al igual que los resultados de la bibliografía, en nuestra serie tampoco encontramos una 

correlación entre metilación de P15 y SG (Guillerm et al., 2003; Galm et al., 2004; Seidl et al., 

2004; Braggio et al., 2010; Stanganelli et al., 2010). Este resultado junto la presencia de 

metilación de P15 en pacientes en estadios premalignos, apoyaría la hipótesis de que la 

metilación de P15 sería un evento temprano en la progresión de la enfermedad y no 

conllevaría una entidad agresiva. 

Estos resultados parecen indicar que la metilación en CDH1, p15 y BIK no se correlacionarían 

con parámetros clínico-biológicos ni con SG y, por tanto, con una enfermedad más agresiva, 

existen pocos estudios al respecto por lo que sería interesante ampliar la serie. 

El análisis de metilación en P16 y su correlación con la SG en toda la serie (pre-MM y MM) ha 

mostrado una SG significativamente inferior en aquellos pacientes con metilación en P16.  

La metilación en este gen es una de las más analizadas en MM, y existen resultados 

contradictorios sobre su posible papel adverso en el pronóstico de la enfermedad (Mateos et 

al., 2002; Guillerm et al., 2003; Galm et al., 2004; Seidl et al., 2004; Gonzalez-Paz et al., 2007). 

Mateos et al. (2002) y Guillerm et al. (2003) le confieren un valor pronóstico adverso 

observando una SG y enfermedad libre de progresión en aquellos pacientes que presentan 



 
61 

metilación en P16. Sin embargo estos resultados no se obtienen en todos los estudios (Seidl et 

al., 2004; Ribas et al., 2005; Gonzalez-Paz et al., 2007; Braggio et al., 2010). Los resultados 

obtenidos en la presente serie de MM concuerdan con los observados en la serie más amplia 

de MM. Gonzalez-Paz et al. (2007), que analizan una serie de 439 pacientes no observan que la 

presencia de metilación en P16 tenga un impacto sobre el pronóstico de la enfermedad. En 

este estudio concluyen que la metilación de P16 podría ser un “daño colateral” asociado a la 

desregulación epigenética que tiene lugar durante la progresión de la enfermedad sin conferir 

por sí sola un valor pronóstico. Sin embargo, Park et al. (2011) utilizando dos pares de primers 

para ampliar la región a estudio, obtienen una SG menor en aquellos casos que presentan 

metilación en las dos zonas amplificadas. Este resultado sugiere que sería necesario un patrón 

de metilación determinado para la inactivación del gen, por lo que una metilación parcial del 

gen no afectaría a la función y por tanto al valor pronóstico que puede conferir la metilación 

en P16. Para poder confirmar esta hipótesis sería necesario utilizar técnicas de secuenciación 

para determinar una posible relación entre el número de CpG metiladas el impacto sobre la 

evolución de la enfermedad. Si bien es cierto que en nuestra serie no se observa una clara 

relación entre P16 y su valor como marcador de pronóstico, se observa una tendencia a una 

supervivencia inferior en aquellos pacientes refractarios al tratamiento. Este resultado es 

similar al de Park et al. (2011) en el que observan que el impacto que ejerce la metilación en 

P16 en el pronóstico no se ve afectado por el tratamiento. 

Al analizar el impacto que ejerce la metilación conjunta de varios genes sobre el pronóstico se 

observa que la presencia de metilación en P16 y BIK tiene un impacto significativamente 

adverso sobre la SG en el grupo de pacientes afectos de MM rozando la significación cuando se 

considera factor de valor pronóstico independiente. La inactivación conjunta de estos dos 

genes podría tener un papel sobre la SG de los pacientes de MM, sobre todo en pacientes 

refractarios o en recaída post tratamiento. La observación de una SG significativamente 

inferior en los pacientes al seguimiento que presentan metilación en P16 y BIK apoya esta 

hipótesis. Aunque tanto P16 como BIK no tienen impacto sobre la SG por sí solos, ambos están 

ligados a la progresión de la enfermedad, observándose los dos en mayor frecuencia en 

estadios avanzados o en enfermedad refractaria. Así, las alteraciones en la regulación del ciclo 

celular por parte de P16 así como la de la vía de apoptosis mediada por BIK estarían 

relacionadas con una enfermedad más agresiva y refractaria teniendo un impacto pronóstico 

adverso. 
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5. CONCLUSIONES 

1. El presente estudio es el primero, que para el análisis de la metilación en MM mediante MS-

PCR, utiliza DNA obtenido de muestras fijadas en Carnoy.  

2. Se ha observado metilación en los genes CDH1, P15 y BIK en individuos control. La presencia 

de metilación en CDH1 y P15 ya se ha descrito en SP y en otros tejidos, confirmando que la 

metilación en estos genes no se confina a tejido tumoral. 

3. Metilación en pacientes afectos de pre-MM;  

3.1. La presente serie es una de las más amplias que estudian este tipo de pacientes  

3.2. Se ha observado casos con metilación en CDH1 en pacientes afectos de GMSI. Este 

resultado sugiere que podría ser  un evento inicial en la enfermedad. Para confirmar 

este resultado se necesitaría ampliar la muestra. 

3.3. Las frecuencias de metilación de P15 y P16 observadas en nuestro estudio se 

encuentran dentro del rango descrito en la literatura. Esto podría indicar que se trata 

de un fenómeno temprano. 

3.4. Es el primer estudio en el que se analiza metilación en BIK, observándose en un 

17,1% de los casos. Esto podría indicar que se trata de un fenómeno temprano. 

4. Las frecuencias de pacientes con metilación observadas en la serie de MM se encuentran 

dentro del rango descrito en la literatura, excepto para el gen CDH1 que es más elevada.  

5. Comparación de las frecuencias de pacientes con metilación en estadios pre-MM y MM 

5.1. Se han observado diferencias significativas  en el gen P15 El elevado porcentaje de 

casos de GMSI con metilación en P15 (20%) sugiere la presencia de metilación 

temprana en este gen . 

5.2. La frecuencia de pacientes con metilación en P16 es significativamente superior en 

MM respecto a pre-MM lo que indica un posible papel de este gen en la progresión de 

la enfermedad.  

6. La presencia de metilación en el gen BIK, únicamente en la muestra correspondiente a la 

enfermedad refractaria al tratamiento, en pacientes de los que se disponía muestra en dos 
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estadios distintos de la enfermedad, sugiere que la metilación de BIK podría tener un papel 

importante en la proliferación de clones de CP resistentes a tratamiento. 

7. La metilación P15 y P16 muestra correlación con variables clínico-biológicas. La metilación 

en P15 con niveles elevados de LDH y la de  P16 con niveles elevados de CP y B2M.  

8. La metilación global tiene un impacto en la SG  

8.1. La presencia de tres o cuatro genes metilados se correlaciona significativamente  

con una supervivencia inferior de los pacientes lo que sugiere  que podría conferir a las 

células neoplásicas un fenotipo más agresivo. 

8.3. La presencia de metilación concomitante en P16 y BIK muestra un impacto todavía 

más adverso en la SG en pacientes afectos de MM, que roza la significación cuando se 

analiza como factor de pronóstico independiente. 
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