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RESULTADOS

Figura 1: Curvas dosis/respuesta de Bortezomib en muestras de médula ósea de 115 pacientes
diagnosticados de MM. Al igual que en la clínica, bortezomib es muy eficaz induciendo la depleción de las
células plasmáticas. La línea roja representa el ajuste medio. Sólo 8 de los 115 pacientes (7%) no
alcanzaron una Emax (Máximo efecto) >90% de depleción celular (figura 5). La eficacia (Emax) y potencia
(EC50) de bortezomib en muestras de médula ósea podría utilizarse potencialemente como uun
biomarcador para predecir la respuesta del paciente (naranja).

Figura 5: Muestras de pacientes resistentes a bortezomib y combinaciones
de fármacos que aumentan su potencia y eficacia. Como muestra la figura
5A, algunos pacientes (8/115) presentan una subpoblación celular resistente
a bortezomib, ya que no se produce la depleción completa de la población
patológica (incluso a altas concentraciones). Sin embargo, cuando
bortezomib se combina con otros fármacos habitualmente utilizados en el
tratamiento de MM, se produce una aumento de la potencia y eficacia
(Fig5B). Los datos representados corresponden a un único paciente, excepto
la línea roja que representa la media de la respuesta ex vivo.

Figura 4

CONCLUSIONES

Introducción: Bortezomib constituye el tratamiento estándar para MM, tanto en
pacientes en recaída como de nuevo diagnóstico, pero algunos de estos pacientes
muestran resistencia a este fármaco. Para explorar la farmacología ex vivo de este
fármaco, muestra de médula ósea de 115 pacientes diagnosticados de MM, fueron
evaluadas con el fin de determinar la capacidad de bortezomib de inducir muerte
celular en la población patológica. La eficacia y potencia ex vivo de bortezomib fue
determinada tanto para el fármaco individualmente como para aquellas
combinaciones utilizadas en los protocolos de tratamiento actuales.
Objetivo: Identificar muestras resistentes a bortezomib en un test ex vivo y
determinar posibles tratamientos alternativos mediante la evaluación de la
farmacología ex vivo del fármaco.
Métodos: Se analizaron 115 muestras de médula ósea de pacientes con MM
obtenidas en 16 hospitales de España, tras consentimiento informado de los
pacientes y procesadas dentro de las 24h siguientes a su extracción. La muestra
fue diluida (conservando plasma y eritrocitos) y alicuotada en placas de 96 pocillos
que contenían los distintos fármacos. Tras 48h de incubación se procesaron para
su análisis en nuestra plataforma ExviTech® basada en la citometría de flujo. El
porcentaje de células plasmáticas fue determinado mediante marcaje con
anticuerpos monoclonales y Anexina-V FITC. La eficacia y potencia de bortezomib
para cada paciente se establecieron mediante curvas dosis/respuesta.
Dexametasona, melfalan, prednisolona, ciclofosfamida y doxorrubicina fueron
también analizados así como sus combinaciones con bortezomib, como referencia
a los protocolos de tratamiento actuales.
Resultados: Bortezomib a altas dosis eliminó más de 90% de las células
patológicas en el 97% de las muestras. En seis de las muestras, un 15-30% de las
células patológicas no desaparecieron por acción del bortezomib (línea
discontinua), incluso a altas concentraciones, identificando así un posible clon
resistente a bortezomib. Se observó una gran variabilidad en la potencia de
bortezomib en los distintos pacientes, siendo la EC50 de entre 1 y 200nM (media
de 30nM). Para el resto de los tratamientos se observaron diferencias tanto en la
eficiacia (de <20% a >90% de muerte celular) como en la potencia, variando ésta
en más de tres órdenes de magnitud de muestra a muestra. Para todos los
pacientes analizados, al menos un fármaco o una combinación de fármacos,
alcanzó una eficacia superior al 85% de muerte celular, sugiriendo un tratamiento
potencialmente eficaz.
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PREPARACIÓN DE PLACAS

Para cada fármaco o combinación, se ensayan 8 concentraciones. Se utilizó una dilución ½ 
desde la máxima concentración indicada. 

MM Placa 1 MM Placa 2

❖Hospital de Donostia, DONOSTIA 

❖Hospital General de Segovia, SEGOVIA 

❖Hospital Germans Trias i Pujol, BARCELONA 

❖Hospital Infanta Sofía, MADRID 

❖Hospital Josep Trueta, GERONA 

❖Hospital Morales Meseguer, MURCIA 

❖Hospital Ramón y Cajal, MADRID 

❖Hospital Virgen del Rocío, SEVILLA 

• La politerapia constituye el regimen de tratamiento estándar en cáncer (2-10 fármacos)

• La tabla muestra el número posible de combinaciones con los fármacos aprobados. 

• En azul se muestra la capacidad de ExviTech para analizar en una muestra fresca de un 
paciente (24/48h) y en amarillo la capacidad actual de la tecnología de la competencia.

➢Los resultados de este estudio muestran una gran variabilidad en la actividad ex vivo de los fármacos, consistente con el amplio

rango de respuestas observadas en la evolución clínica de los pacientes.

➢Ensayando los fármacos utilizados en los protocolos de tratamiento de MM en muestras de pacientes, podría desarrollarse un

modelo farmacológico para predecir resistencia o sensibilidad, paciente a paciente.

➢Este test es similar al test de respuesta tumoral individual utilizado durante los últimos 20 años, aunque empleando un ensayo

basado en citometría de flujo e incorporando combinaciones de fármacos evaluadas en sangre total.

➢La evidencia de subpoblaciones resistentes a bortezomib en algunas muestras, sugiere la presencia de clones resistentes al mismo.

➢La combinación de bortezomib con otros fármacos como los usados en los protocolos aprobados podría eliminar poblaciones

resistentes a bortezomib.

➢Este test podría permitir investigar sinergia entre bortezomib y otros fármacos como melfalán y doxorrubicina, previamente

publicados.

➢Evidencias históricas y recientes apoyan la idea de que la evaluación ex vivo de fármacos en muestras de pacientes con hemopatías

malignas puede ayudar a definir el tratamiento óptimo para estos pacientes.

➢Es necesario confirmar estos prometedores resultados con estudios rigurosos utilizando estándares dentro de un ensayo clínico.

➢La meta final será el desarrollo de un test ex vivo de medicina personalizada para MM.

Media= 40.1 +/- SDV 55.4 nM
Max = 433.16nM   Min = 0.3179nM
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Media=26.1, SDV 17.5nM
Max=55.3nM - Min=1.9nM

Media=56.8, SDV=86.1
Max=433.2nM-Min=0.8nM

Recaída/Refractario, N=9
Distribución EC50

Primera línea, N=27
Distribución EC50

Figure 3: 1ª línea vs recaída. Disponemos de
información clínica de 36 pacientes
identificados como primera línea de
tratamiento o recaída/refractario. Aunque el
tamaño muestral es pequeño, los datos
sgieren que los pacientes no presentan
resistencia a bortezomib y que repetir el
tratamiento puede seguir siendo. Será de
interés ver si las respuestas en recaídas imitan
a las primera línea cuando obtengamos más
información.
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Figure 3

FlujoFlujo

Células Patológicas Células Sanas

N de fármacos
Número de combinaciones 

(hasta 5 fármacos)
5 concentraciones

1 1 5

2 3 15

3 7 35

4 15 75

5 31 155

6 63 315

7 127 635

8 255 1275

9 511 2555

10 1023 5115

11 2047 10235

12 4095 20475

Ajuste Global (n=115)
Emax < 100 %, baja EC50
Emax 100 %, baja EC50
Emax 100 % , rango medio EC50
Emax 100%, alta EC50
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Figura 5

Figura 2: Muestras individuales. La línea roja gruesa representa el ajuste medio de
las 115 muestras de médula ósea para bortezomib. Las otras 4 líneas representan las
respuestas de 4 pacientes individuales, mostrando diferentes tipos de respuesta. La
línea verde, corresponde a un caso interesante con una EC50 muy baja pero una
efectividad <80%. Esto sugiere que bertezomib podría ser muy efectivo eliminando
una población de células plasmáticas, pero que podría haber una segunda población
resistente al fármaco. La línea roja más fina, es un ejemplo de EC50 relativamente
baja y elevada Emax, sugiriendo que bortezomib podría ser muy efectivo en este
paciente. La línea gris muestra un caso de alta eficacia, pero a altas concentraciones,
lo que podría indicar una pobre respuesta in vivo. La línea naranja representa una
muestra con un comportamiento situado en la zona indeterminada.

Figura 4. Combinaciones de fármacos. Los gráficos de barras muestran los
resultados del test ex vivo de dos pacientes con MM, mostrando la Emax
alcanzada con cada una de las 23 combinaciones utiilzadas en lso protocolos de
tratamiento aprobados en Europa. Para ambos pacientes, hay un rango de
respuestas, donde varias de las combinaciones inducen el 100% de la depleción
de las células plasmáticas. La barra roja corresponde a el tratamiento real
recibido por el paciente. A.) Paciente tratado con Ciclofosfamida+Prednisolona,
combinación que en el test ex vivo mostró una pobre respuesta y clínicamente el
el paciente tuvo progresión de la enfermedad. B.) Paciente tratado con
Bor+Dex, una combinación muy efectiva en el test ex vivo y el paciente tuvo una
buena respuesta clínica (remisión completa).

Figura 6: Potenciación en combinaciones de fármacos.
Fig.6A compara resultados de bortezomib individualmente y
en combinación con melfalán, permitiendo identificar casos
con aparente potenciación del efecto. Incluso en muestras
donde bortezomib presenta una respuesta similar a la
media, pueden observarse algunos efectos de potenciación
como se muestran en las figuras 6B y 6C (aumenta hasta 9.6
veces). Bortezomib junto a melfalán (fig.6A) muestra una
potenciación significativa en más de la mitad de los casos
(22/41) sugiriendo un efecto sinérgico general de esta
combinación. Sin embargo, ¼ de las muestras (10/41)
presentaban antagonismo. Nuestro test ex vivo, podría
identificar los pacientes adecuados para esta combinación.


