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Resumen

El mieloma mudltiple (MM) es una de las neoplasias malignas hematolégicas mas
prevalentes causada por la proliferacion clonal de células plasméticas (CP), que se
distribuyen predominantemente en la médula dsea gracias a su adhesion al microambiente
medular. Sin embargo, en la actualidad hay evidencia de que las CP clonales también
pueden pasar a la circulacion sanguinea para posteriormente alojarse en tejidos
intramedulares o tejidos distantes, lo que permite que circulen y residan en la sangre
periférica. (Xia 'Y, 2023 )

Aunque el estandar de oro para la deteccion de enfermedad medible residual (EMR) en MM
sigue siendo mediante muestras de médula 6ésea (MO), la deteccidn de células plasméticas
circulantes en sangre periférica por citometria de flujo puede proporcionar una forma menos
invasiva, conveniente y un enfoque fiable para la estratificacién del riesgo y el seguimiento
de la enfermedad. (Xia Y, 2023 )

La EMR se ha convertido en un procedimiento estandar para el seguimiento de muchas
neoplasias malignas hematolégicas, en el caso del MM la efectividad alcanzada por las
terapias actuales ha permitido llegar a una profundidad de respuesta mayor por lo que la

EMR se considera una variable importante a considerar. (Bruno Paiva, 2020)

En Costa Rica actualmente se realiza citometria de flujo de nueva generacion con paneles
y procedimientos estandarizados por el Consorcio Europeo EuroFlow con el fin de aportar
informacién al diagnostico y determinacion de EMR en dos hospitales nacionales que

corresponden al Hospital Calderén Guardia y el Hospital San Juan de Dios.

La técnica de citometria de flujo empleada en el pais se realiza utilizando la médula 6sea
como muestra, los protocolos actuales no incluyen el procesamiento de muestras de sangre
periférica ante la sospecha de MM ni en la evaluacién de la EMR. Por ello, se expone aqui
una propuesta de algoritmo diagndstico, donde se recomienda la implementacion del

analisis de citometria de flujo en algunos escenarios clinicos. (Sanoja-Flores, 2020).
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Justificacion

El MM es la tercera neoplasia mas comun entre las neoplasias hematoldgicas malignas tras
el linfoma no Hodgkin y la leucemia, a nivel mundial, representa el 1% de todos los canceres

y aproximadamente el 10% de todos los canceres de la sangre. (Pimentel, 2022)

El MM en Costa Rica es una neoplasia prevalente; sin embargo, como se describe mas
adelante, no se cuenta de momento con bases de datos actualizadas, en general, se
desconoce la realidad de estos pacientes en nuestro medio. (Miranda Rojas, 2020)

Debido a la introduccion de terapias dirigidas y técnicas de trasplante actuales, la
supervivencia a 5 afios se ha duplicado durante la ultima década. Ademas, se describe una
tendencia creciente de la incidencia de esta enfermedad que podria estar relacionada con
un mejor diagnoéstico sumado a una mayor prevalencia de factores de riesgo ambientales y

metabdlicos. (Kostopoulos, 2020)

En cuanto al tratamiento del MM, éste ha mejorado durante los ultimos 20 a 30 afios, con
combinaciones de medicamentos con o sin trasplante autélogo de células madre
hematopoyéticas que inducen altas tasas de remisién completa. Por lo que la enfermedad
medible residual se ha convertido en una herramienta sensible para evaluar respuestas
mas profundas en los pacientes gque responden de forma favorable al tratamiento, siendo
el interés de este trabajo describir las herramientas de diagnéstico y monitorizacion
disponibles actualmente. Ademas, en este contexto se pretende describir los alcances y
avances de la cuantificacion de células plasmaticas circulantes, pues se ha propuesto como

una técnica menos invasiva y confiable para estratificar el riesgo de recaida.

En este sentido, la citometria de nueva generacion es una herramienta técnica util en la
monitorizacion terapéutica y discriminacion diagnostica para pacientes con neoplasias de

células plasmaticas. (Sanoja Flores, 2020)



Objetivo General

Examinar la literatura cientifica actual sobre la citometria de flujo de nueva generacion y su

aplicacion en la deteccién de células plasmaticas para el diagnostico y monitorizacion de

Mieloma Multiple.

Objetivos Especificos

1.

Investigar la fisiopatologia del mieloma multiple y su importancia en la salud publica
con el fin de entender el impacto de la enfermedad.

Describir el concepto de citometria de flujo de nueva generacion, sus avances y sus
aplicaciones clinicas en el contexto de Mieloma Mudltiple, para obtener una base de
conocimientos sobre el tema.

Describir el diagnéstico y monitorizacibn de la enfermedad medible residual
mediante citometria de flujo de nueva generacién, con el objetivo de obtener
informacién sobre las técnicas actualmente implementadas.

Describir los principales avances en la aplicacién de la cuantificacion de células
plasméticas tumorales circulantes mediante la citometria de flujo de nueva
generacién en la atencion de los pacientes con mieloma madltiple.

Indagar sobre el abordaje diagnéstico y el seguimiento de la EMR de mieloma
multiple, asi como realizar el andlisis de datos acumulados en los laboratorios de
hematologia especializada que realizan citometria de flujo de nueva generacion en

Costa Rica.



Metodologia

Para llevar a cabo esta revisién bibliografica sobre la citometria de flujo de nueva
generaciébn en mieloma multiple, se emprendié una busqueda minuciosa de literatura
cientifica en multiples bases de datos especializadas, incluyendo ClinicalKey, The New
England Journal of Medicine, UpToDate, Cochrane Library, Medline, revistas como
Leukemia, Blood y tesis en linea principalmente de la Universidad de Salamanca. Se
emplearon términos de busqueda especificos relacionados con la citometria de flujo como
mieloma, citometria de flujo, citometria de flujo de nueva generacion y enfermedad medible
residual; abarcando aspectos como su patologia, diagnéstico, seguimiento, tratamiento y
pronostico.

Se establecieron criterios rigurosos para la seleccion de estudios que formarian parte de la
recopilacion bibliografica. Se priorizaron publicaciones de revistas indexadas originales,
revisiones sistematicas y metaanalisis que ofrecieran una vision completa y actualizada del
estado del conocimiento sobre el tema. Se excluyeron estudios que no cumplieran con los

criterios de relevancia tematica.

La basqueda y recoleccién de datos se realizaron durante un periodo de tiempo definido
desde setiembre 2023 a mayo 2024, abarcando desde los avances mas recientes. Se
recopilaron datos bibliograficos detallados de cada estudio, incluyendo informacién sobre
los autores, el afio de publicacién, el titulo del articulo, la revista cientifica y el enlace al

texto completo.

La calidad de los estudios incluidos en la recopilacion fue evaluada mediante una revisién
critica de su metodologia, la validez de los resultados y su pertinencia para la comunidad
cientifica, tomando en cuenta el nUmero de veces en que se hizo referencia del articulo. Se
priorizo la rigurosidad cientifica y la solidez de la evidencia presentada en cada estudio, con
el objetivo de garantizar la fiabilidad de los datos recopilados y brindar asi un escenario

realista y objetivo.

La informacion obtenida fue organizada y sintetizada de acuerdo a los capitulos que
contiene esta revision bibliografica, agrupando los estudios segun diferentes aspectos como

afio de publicacién, contenido y pertinencia con el tema. Se elaboré una estructura



coherente para presentar la informacién de manera clara y comprensible, facilitando su
analisis e interpretacion.

En todo momento, se respetaron los principios éticos de integridad académica y honestidad

intelectual establecidos por el codigo de ética de la Universidad de Costa Rica.



Introduccion

De acuerdo a la OMS, el MM se define como una neoplasia de células plasmaticas
multifocal que afecta la médula ésea y se asocia a la produccién una proteina monoclonal
sérica y/o urinaria. Esta enfermedad se caracteriza principalmente por la presencia de los
hallazgos clinicos “CRAB” acronimo que incluye: anemia, hipercalcemia, insuficiencia renal
y lesiones 6seas. EI MM es una enfermedad neoplésica que afecta a la poblacion adulta y
que se caracteriza por infiltracion de células malignas a médula Osea y otros

tejidos.(Escalona-Gonzalez, 2020)

La frecuencia de esta enfermedad de acuerdo a la OMS corresponde alrededor del 1% de
todas las neoplasias malignas y del 10 al 15% de las neoplasias hematol6gicas(Navarro-
Hernandez, 2018). Esta enfermedad rara vez afecta a pacientes menores de 30 afios, con
una frecuencia menor del 0.3% al 2%, el 90% de los casos se presentan en pacientes
mayores de 50 afios. De acuerdo a un estudio realizado en la Clinica Mayo, con més de
4082 pacientes, la mediana de edad es de 63 afios y la incidencia de afectacion
extramedular es de un 20% y 40% entre los pacientes de 30 y 40 afios respectivamente, la
edad promedio en las mujeres es de 61 afios y 62 afios en los hombres. (Castro Garcia,
2021).

Afecta mas a hombres que a mujeres y a afroamericanos que caucasicos, presenta tasas
de 8,1 por 100.000 para hombres afroamericanos, 6,1 para mujeres afroamericanas, 4 para
hombres caucasicos y 2,7 para mujeres caucasicas. Se observa en todas las razas y areas
geograficas, con una menor incidencia en las poblaciones asiaticas. (Monroy Pesantez,
2022)

En materia de citometria de flujo, el consorcio EuroFlow que esta formado por mas de 20
grupos de investigacion de diagndstico y una PYME asociada, son considerados expertos
en esta &rea. EuroFlow propone el uso de la citometria de flujo de nueva generacion como
una estrategia para aumentar la sensibilidad hasta rangos similares a los métodos
moleculares, y pretende eliminar la subjetividad asociada a las caracteristicas de los
reactivos, parametros de identificacion de las células o a las herramientas de andlisis;
Abarcan todos los aspectos metodoldgicos de la técnica incluyendo eleccién del panel,

preparacion de la muestra, estrategia de analisis, informe de resultados, uso de bases de



datos automatizadas, y controles de calidad (Flores-Montero, 2017). Su implementacién
permite una mayor sensibilidad al compararlo con la citometria de flujo convencional gracias
al uso de una combinacién optimizada de fluorocromos y anticuerpos permitiendo una
mayor especificidad a niveles muy bajos de EMR, y al aumento de 10 veces en el nimero
de células evaluadas, en el contexto de protocolos de laboratorio completamente
estandarizados. (Flores-Montero, 2017)



CAPITULO I: Fisiopatologia del mieloma multiple y su importancia en salud publica

Evoluciéon de la enfermedad

El mieloma multiple es una enfermedad caracterizada por la expansion clonal de células
plasmaticas malignas, principalmente en la médula 6sea, las células plasmaticas tienen la
capacidad de interactuar con el microambiente circundante y las células estromales
medulares, que son esenciales tanto para la resistencia al tratamiento como para la
supervivencia celular. A pesar de los importantes avances terapéuticos, actualmente no
existe cura. (Liu, 2024)

Esta patologia forma parte del espectro de las discrasias de células plasmaticas,
disproteinemias o gammapatias monoclonales que constituyen un grupo heterogéneo de
entidades caracterizadas por la proliferacion clonal de las células plasméticas y la secrecién
de una inmunoglobulina aberrante detectable en sangre u orina, la paraproteina o

componente monoclonal. (Alejo, 2023)

Se cree gue multiples trastornos genéticos y microambientales desempefian un papel
importante en el desarrollo del mieloma multiple a partir de una gammapatia monoclonal de
significado incierto (GMSI), que puede evolucionar a un mieloma multiple indolente o latente
como se observa en la figura 1, donde vemos que la concentracion de proteina monoclonal,
el porcentaje de células plasmaticas en médula 6sea, la afectacion multiorganica, asi como
la presencia o no de sintomas son hallazgos que llevan a la diferenciacién entre estas

entidades. (Ismaeel, 2023)



)

Gammapatia monoclonal

de significado incierto

Proteina M < 3 g/dL
Células plasméticas
en MO < 10%

Sin deterioro de érganos

Sin trastorno proliferativo

de células B

Mieloma multiple latente

ASINTOMATICO

Proteina M = 3 g/dL
Células plasmaticas
en MO 2 10%

Sin deterioro de érganos

Trastorno proliferativo de

células B

Mieloma multiple

SINTOMATICO
Proteina M en suero u orina
Células plasméticas
en MO = 10%

Con deterioro de érganos y
tejidos relacionados
Trastorno proliferativo de

células B

Figura 1.Transicion de gammapatia monoclonal de significado incierto a mieloma multiple.

Elaboracion propia, modificado de (Moya, 2020).

Si bien la mayoria de los casos de GMSI parecen ser esporadicos, los familiares de
personas con GMSI u otros trastornos de las células plasméticas tienen un mayor riesgo de
desarrollar GMSI y enfermedades relacionadas. Los estudios sobre la incidencia de
trastornos linfoproliferativos y de células plasmaticas entre familiares de primer grado de
pacientes con mieloma multiple 0 GMSI apoyan una predisposicion ambiental y/o genética
compartida a estos trastornos. (Laubach, 2024)

Recientes estudios han demostrado que todos los pacientes con MM han tenido
previamente una GMSI y suele preceder 8-10 afios a su aparicion, desarrollandose en una
tasa de 1-2% por afio. Durante la transicion de GMSI a MM ocurren mudltiples
acontecimientos: (Moya, 2020)
A) En las células plasmaéticas:

e Las CP aumentan en niUmero

¢ Disminuyen su dependencia del microambiente medular

e Aumenta la complejidad genética

¢ Incrementa la capacidad de secretar citoquinas que aumenta la resorcién ésea.

B) Cambios en el microambiente medular:



¢ Aumento de la angiogénesis
e Desbalance a favor de la resorcion 0sea

e Supresion del sistema inmune humoral y celular

Por su parte, el mieloma indolente o latente, muestra una mayor conversion a enfermedad
activa, con un riesgo de alrededor del 10 -20% por afio. Si bien los estudios, apoyan el
papel de los factores genéticos y ambientales en el desarrollo del MM y sus estados, se
desconoce la causa real del inicio de la GMSI o las causa que conducen a la progresion de
la enfermedad. (Moya, 2020)

En el caso del MM, los dafios organico terminal provocados por las células neoplasicas de
la médula ésea, incluyen hipercalcemia, disfuncién renal, anemiay diversas complicaciones
esqueléticas, como lesiones dseas osteoliticas, fracturas patolégicas y osteoporosis.
(Ismaeel, 2023)

Gammapatia monoclonal de significado indeterminado (GMSI)

Definicion

Desde su primera descripcion en 1960 por Jan G. Waldenstrom como “hiperglobulinemia
esencial” o “gammapatia monoclonal benigna” y la acufiacion del término actual por Robert
A. Kyle en 1978, se ha producido un notable progreso en la comprensién de la biologia,

epidemiologia, asociaciones de enfermedades y la historia natural de GMSI. (Go, 2018)

Las gammapatias monoclonales son un conjunto de afecciones heterogéneas
caracterizadas por la proliferacion clonal de células plasmaticas, capaces de sintetizar
componente monoclonal, con excepcion del MM no secretor. La GMSI es la més frecuente
dentro de este grupo y se caracteriza por ser una entidad asintomatica, por lo que su
hallazgo, la mayoria de las veces es incidental. Sin embargo, esta afeccion benigna puede
evolucionar a malignidad transformandose en MM u otro trastorno linfoproliferativo, como
se menciond en la introduccién a este capitulo los MM vienen precedidos por una
GMSI. (Gari Carvajal, 2023)

Entre las malignidades en las que se considera a la GMSI un precursor obligado se

encuentran la amiloidosis de cadenas ligeras de inmunoglobulinas, el mieloma multiple y la
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macroglobulinemia de Waldenstrém. Hay tres subtipos de GMSI cada uno con distinta tasa
y tipo de progresion: (Go, R. S., & Rajkumar, S. V., 2018)

e GMSI de inmunoglobulina M (IgM)

e GMSI no IgM

e GMSI de cadena ligera

Por tanto, la GMSI es una proliferacion clonal de células plasmaticas premalignas, que tiene
una elevada prevalencia en la poblacién mayor de 50 afios, y un riesgo anual de progresion
del 1%. Por elriesgo de progresion a otras enfermedades los pacientes requieren
un seguimiento de por vida, siendo fundamental un enfoque multidisciplinario y adaptado
al riesgo. (Alejo, 2023)

Generalmente afecta al 3% de las personas mayores de 50 afios y al 5% de los mayores
de 70 afos. (Moya, 2020)

Diagnéstico

La GMSI es una entidad premaligna y asintomatica, lo que aumenta el riesgo de desarrollar
otras enfermedades, aunque las tasas de progresion son bajas, debe realizarse un estudio
exhaustivo en el momento del diagnéstico para distinguir la GMSI de otras entidades
clinicas asociadas a paraproteinas. El seguimiento de estos pacientes debe basarse en el
riesgo de progresion, para prevenir dafios terminales a los érganos afectados. (Alejo, 2023)
El hemograma completo y el frotis de sangre periférica suelen ser normales en estos
pacientes, sin embargo, con poca frecuencia se observa formacion de rouleaux, que es el
fendmeno en el que los glébulos rojos adoptan la apariencia de una pila de monedas y se

observa en personas con niveles elevados de proteina sérica. (Laubach, 2024)

No se recomienda la deteccién universal de gammapatia monoclonal en individuos
asintomaticos de cualquier edad. Sin embargo, se puede considerar la detecciéon en
personas mayores de 50 afios con dos o mas familiares de primer grado afectados con

mieloma multiple o un trastorno relacionado. (Laubach, 2024)

En pacientes donde se detecta la presencia de la proteina monoclonal, generalmente se
solicitan las siguientes pruebas: hemograma completo, calcio sérico, creatinina,

inmunofijacion y estudios de cadenas ligeras libres y electroforesis de proteinas en orina de
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24 h. Sin embargo, aunque existe un acuerdo universal sobre los criterios para el
diagnéstico de GMSI que se muestran en la tabla 1, los aspectos mas practicos como las
pautas para el alcance de la evaluacion inicial y el seguimiento posterior de GMSI, no son

uniformes debido a la falta de evidencia de alto nivel (Go, R. S., & Rajkumar, S. V., 2018)

Se debe tener en cuenta que, con la adicion de la prueba de cadenas ligeras libres séricas
a la electroforesis de proteinas y la electroforesis de inmunofijacion en suero, algunos
estudios indican que no es necesario incluir pruebas de orina en los algoritmos de cribado

diagnéstico.(Katzmann, 2006)

Tabla 1. Criterios para el diagndstico y el riesgo de progresion en GMSI.

Elaboracion propia, modificado de: Rajkumar, S. V. (2022) (Rajkumar, 2022).

Subtipo N . L Riesgo de Patrén de
Criterios de diagnéstico ! g
de GMSI progresién progresién
Se deben cumplir los 3 criterios: . .
Macroglobulinemia
Proteina monoclonal IgM sérica <3 g/dl de Waldenstrom.
GMSI Infiltracion linfoplasmocitica de médula 6sea 0 | Amiloidosis
IgM <10% 1% anual
No hay evidencia de anemia, sintomas Raramente
constitucionales, hiperviscosidad, linfadenopatia mieloma mdltiple
0 hepatoesplenomegalia que puedan atribuirse al IgM
trastorno linfoproliferativo subyacente.
Se deben cumplir los 3 criterios:
Proteina monoclonal sérica (tipo no IgM) <3 g/dL Mieloma multiple
GMSI Células plasmaticas clonales de médula 6sea 0.5% | Plasmocitoma
no IgM <10 % =70 anua solitario
Ausencia de dafio en 6rganos terminales como
hipercalcemia, insuficiencia renal, anemia y Amiloidosis
lesiones 6seas (CRAB) que puedan atribuirse al
trastorno proliferativo de células plasméticas.
Se deben cumplir todos los criterios:
Relacién cadenas ligeras libres anormal (<0,26 o
>1,65) Miel iltip!
GMSI d Aumento del nivel de la cadena ligera q 1€ %ma m? Ipie
q € involucrada (aumento de cadenas ligeras libresk 0 3% | € cadenas ligeras
Cl?geerr;a en pacientes con una relacion de cadenas ligeras 570 anua

libres>1,65 y aumento de cadenas ligeras libres A
en pacientes con una relacion de cadenas ligeras
libres<0,26)

No hay expresion de cadena pesada de
inmunoglobulina en la inmunofijacién

Amiloidosis
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Ausencia de dafio en érganos terminales que
pueda atribuirse al trastorno proliferativo de
células plasméticas
Células plasméticas clonales de médula 6sea
<10 %

Proteina monoclonal urinaria <500 mg cada 24 h

Aunque por definicion, la GMSI requiere <10% células plasmaticas clonales de médula 6sea
y la ausencia de evidencia de lesiones liticas en las imagenes esqueléticas, no todos los
pacientes con sospecha de GMSI necesitan biopsia 0 imagenes dseas. En pacientes con
GMSI de bajo riesgo que no tienen ningan problema clinico inexplicable, se pueden
posponer las imagenes esqueléticas y la biopsia de médula 6sea. En la figura 2 se muestra
un modelo de estratificacion de riesgo de la Clinica Mayo con riesgo bajo definido como:
proteina M sérica <1,5 g/dL, isotipo IgG y relacion de cadenas ligeras libres normal; de igual

forma la probabilidad de encontrar lesiones 6seas también es muy baja. (Go, 2018)
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Caso sospechoso de
GMSI

Bajo riesgo Todos los demas
(Proteina M <1,5 mg/dL, tipo 1gG, proporcion pacientes
de cadenas ligeras libres) 6 IgM <1,5 mg/dL 6
cadenas ligeras de GMSI con proporcion <8 l—v
(normal)

J

\4 Se requiere
biopsia de MO,
Presencia de estudios
Sin complicaciones sintomas esqueléticos
inexplicables o requeridos

resultados de
laboratorio de
interés

(TC o radiografia)
en pacientes no
IgM

Biopsia de MO y el examen
esquelético puede aplazarse

y

Figura 2. Algoritmo sugerido para biopsia de médula 6sea e imagenes esqueléticas en
pacientes con GMSI.

Elaboracion propia, modificado de (Go, 2018).

Una aspiracién y biopsia de médula ésea esta indicada en todos los individuos con
evidencia de una proteina monoclonal que ademas presenten cualquiera de los siguientes
hallazgos considerados criterios “CRAB” y por tanto sea necesario realizar diagnéstico
diferencial con MM: (Laubach, 2024)

¢ Anemia (hemoglobina <10 g/dL o 2 g/dL por debajo de lo normal)

¢ Insuficiencia renal (creatinina sérica >2 mg/dl)

e Calcio sérico elevado (calcio sérico >11,5 mg/dL)
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¢ Anomalias en las imagenes
También esta indicado para la mayoria de las personas con una proteina M 21,5 g/dL,
personas con GMSI IgA de cualquier concentracion y la mayoria de las personas con una
proporcion de cadenas ligeras libres séricas anormal. La toma de muestra de médula 6sea
se puede diferir en adultos mayores asintomaticos o en adultos mayores fragiles con
esperanza de vida limitada en quienes se considera poco probable el mieloma o una
neoplasia maligna relacionada. (Laubach, 2024)

En estos pacientes, una evaluacion de seguimiento del nivel de proteina M en 6 meses
probablemente identificard a cualquier paciente que necesite una evaluacion adicional;
debido a que aproximadamente el 50% de los pacientes con GMSI son de bajo riesgo, evitar
las imagenes esqueléticas y la biopsia de médula 6sea en estos pacientes minimizara los
costos de atencion médica sin afectar negativamente el resultado clinico. (Go, 2018)

Un aumento del nivel de proteina M o de relacién de cadenas ligeras libres en suero deberia
generar preocupacion por la progresion, pero se observa solo en alrededor del 50% de los
pacientes con GMSI antes del diagnostico de progresiéon de la enfermedad. Incluso cuando
se produce un cambio, es dificil interpretarlo si no va acompafiado de sintomas o
alteraciones en otros pardmetros de laboratorio como la hemoglobina, el calcio o la
creatinina. (Go, 2018)

Mieloma multiple latente

Definicion

En 1980, Hyle y Greipp, dos investigadores clinicos que estudian a este grupo de afecciones
clinicas, detectaron a seis pacientes que cumplian con los criterios diagnésticos de MM,
pero que curiosamente no mostraron una evolucion agresiva. En ese mismo afo, otro
investigador, Alexanian, publicé un reporte de 29 casos de caracteristicas similares en
pacientes con diagnéstico de mieloma localizado e indolente. En 2003, el International
Myeloma Working Group (IMWG), tras afios de revision de mdltiples series de casos y
ensayos de pacientes con evoluciones particulares de esta enfermedad, decidio clasificar
a los pacientes con diagnostico de mieloma multiple que no manifestaban un cuadro clinico

habitual y que ademas mostraban mediante pruebas de laboratorio, células clonales
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plasméticas en la médula 6sea mayores o iguales al 10% con o sin la existencia de proteina

M sérica mayor o igual a 30 g/L como una nueva afeccion. (Lugo-Bautista, 2022)

Por tanto, por definicién el mieloma latente es una condicién intermedia entre GMSI y MM
de tipo sintoméatico, caracterizada principalmente por la ausencia de sintomas. Se estima
que el tiempo medio de progresién a MM sintomético es de 2 afios, aunque hay pacientes

que podrian no desarrollarlo nunca. (Moya, 2020)

En términos epidemioldgicos, en la actualidad no existen datos mundiales concretos de
incidencia y prevalencia del MM latente. La edad media de los pacientes al diagndstico es
de 67 afos, aunque en otros articulos se menciona un intervalo de 50 a 70 afios de edad.
(Lugo-Bautista, 2022)

Como se resume en la Figura 3, el mieloma multiple latente se diferencia de la gammapatia
monoclonal de significado indeterminado segun la concentracion de la proteina M y el nivel
de afectacion de la médula 6sea. Se considera una entidad premaligna separada porque el
riesgo de progresion es mucho mayor que con la GMSI, especialmente durante los primeros
cinco afos. Como resultado, los pacientes con MM latente necesitan un seguimiento mas
frecuente en comparacion con los pacientes con GMSI, al menos durante los primeros cinco
afos. (Mateos, 2023)

Por otra parte, el mieloma multiple latente se diferencia del MM en funcién de la presencia
de dafo en el 6rgano terminal o en la presencia de al menos uno de estos tres
biomarcadores: 210% de células plasmaticas clonales en MO, presencia de proteina
monoclonal y evidencia de criterios CRAB que identifican con precisién a un subconjunto
de pacientes que tienen un riesgo inminente de desarrollar dafio en el érgano terminal
(Tabla 2). (Mateos, 2023)
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Tabla 2. Caracteristicas diferenciadoras clave del MM, el MM latente y la GMSI.

Elaboracién propia, modificado de (Mateos, 2023)

GMSI MM latente MM
210% o
Células plasmaticas Plasmocitoma
<10% 10 a 59%
clonales en MO comprobado por
biopsia
Proteina Suero <30 g/L Suero 230 g/L u _
_ _ Cualquier valor
monoclonal Orina <500 mg/24 h  orina 2500 mg/24h
Criterios CRAB Ninguno Ninguno Presente
Diagnéstico

Segun el Grupo de Trabajo Internacional sobre Mieloma (IMWG) deben cumplirse dos de
estos criterios diagndsticos para el mieloma mdltiple latente: (Kusumawindani, 2023)
e Proteina monoclonal sérica 30 g/L o proteina monoclonal urinaria = 500 mg/24 h y/o
células plasmaticas de médula 6sea 10%-60%

e Sin eventos que demuestren mieloma/amiloidosis

En cuanto al manejo del mieloma multiple latente como se muestra en la figura 3, este se
puede tratar antes de que ocurra el mieloma multiple mediante la estratificacion del riesgo.
Se estratifica como de riesgo bajo, medio y alto, lo cual tiene como objetivo determinar con
gué frecuencia se monitorea a los pacientes con MM latente y cuando comenzar la terapia,
y una intervenciébn mas temprana para prevenir la progresion a MM activo y lograr la
remision completa. El MM latente de alto riesgo es una indicacion de tratamiento. Los
criterios de alto riesgo segun la clinica Mayo son 20/2/20, el porcentaje de células
plasmaticas en la médula 6sea >20%, proteina M>2 g/dl y relacion de cadenas ligeras libres
>20. (Kusumawindani, 2023)



Paciente con proteina M sérica 23 g/dL y/o CP en MO >10%
¢ Presenta alguno de los siguientes?
- Criterios CRAB
- CP MO = 60%
- Relacion cadenas ligeras libres 2100
- Resonancia magnética con >1 lesion focal

SI,

¢Presenta 2 6 mas de los siguientes factores
de riesgo?

- CP MO = 20%
- Proteina M >2 g/dL
- Relacién cadenas ligeras libres 220

|
\4 \4

Riesgo bajo o
intermedio

de MM latente:
Observacion cercana
sin tratamiento

MM terapia

sistémica
indicada

MM latente de alto
riesgo lenalidomida
o lenalidomida y
dexametasona o
ensayo clinico

Figura 3. Manejo del mieloma mudltiple latente.

Elaboracion propia, modificado de: (Mateos, 2023)
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CP: células plasméticas, CRAB: acréonimo de los sintomas mas comunes del mieloma

multiple (hipercalcemia, afectacion renal, anemia, dafio éseo)

Ademads, tienen mas riesgo de desarrollar mieloma mdltiple los casos de mieloma
“smoldering” o latente o las GMSI que tienen >95% de células plasmaticas con fenotipo
aberrante con respecto al total de células plasméaticas analizadas por citometria de flujo.
(Remaggi, 2021)

Los casos de mieloma multiple latente de alto riesgo tienen las siguientes caracteristicas:
mutaciones genéticas (t (4;14), del(17p), ganancia (1q), proteina M>3 g/dL, subtipo IgA,
disminucién de mas de 1 en las concentraciones de inmunoglobulina no implicada y relaciéon
de cadenas ligeras libres >8, resonancia magnética con mas de una lesion focal, infiltracion
a médula 6sea y PET-CT con captacion difusa o lesion focal, edad mayor de 65 afios, mas
del 20% de células plasmaticas en médula 6sea, méas del 95% de células plasmaticas
aberrantes en médula 6sea y un aumento en la circulacion de células plasmaticas. (Lugo-
Bautista, 2022)

La mayoria de los pacientes con MM latente progresaran con una mediana de tiempo hasta
la progresion de 4,8 afios. Con el esquema de estratificacion del riesgo (figura 3) se puede
identificar a aquellos pacientes que tienen mas o menos probabilidades de progresar en los

proximos dos afios y puede guiar la terapia. (Mateos, 2023)

Si el paciente tiene un conteo mayor o igual al 10% de células clonales plasmaticas y una
concentracion sérica mayor o igual a 3 g/dL de proteina monoclonal, la probabilidad de
progresar a 15 afios es del 87%, si las células clonales plasmaticas son mayores o igual al
10% vy la proteina monoclonal menor de 3 g/dL, el riesgo a 15 afios es del 70%, en cambio,
si las células clonales plasmaticas son menores al 10% y la proteina monoclonal mayor o
igual a 30 g/L, hay un riesgo del 39%. (Lugo-Bautista, 2022)

En el caso del MM latente de riesgo bajo o intermedio es necesaria la observacién con
aplazamiento del tratamiento. Un nivel claramente creciente de proteina M en el suero o en
la orina sugiere que sera necesario recibir terapia en un futuro proximo. Algunos pacientes

con MM latente de riesgo bajo o intermedio pueden permanecer estables sin tratamiento
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durante periodos prolongados y no esté claro que el tratamiento con las terapias disponibles

mejore los resultados. (Mateos, 2023)

Por tanto, es fundamental que los pacientes con mieloma latente tengan un seguimiento
estrecho que involucre el monitoreo de la hemoglobina, la pesquisa de lesiones Gseas
focales y la cuantificacion de la razén de las cadenas libres ya que es un biomarcador

indicador de inicio de tratamiento. (Remaggi, 2021)

Es necesario prestar atencion cuidadosa a la exploracion de la historia médica, el examen
fisico, las pruebas de laboratorio y los exdmenes de imégenes para diagnosticar el MM
latente, considerando que a menudo se encuentra de manera coincidente entre varias
manifestaciones. Ademas, se requiere mas investigacion para estudiar el tratamiento
temprano en los casos de MM latente de alto riesgo para prevenir la progresion a MM activo.
(Kusumawindani, 2023)

Mieloma multiple

En Inglaterra, entre 1844 y 1850, Samuel Solly, John Dalrymple, Henry Bence-Jones y
William Macintyre protagonizaron el inicio del reconocimiento de lo que hoy llamamos
mieloma multiple. Describieron las peculiaridades clinicas, las propiedades de las proteinas
de la orinay las caracteristicas anatomopatoldgicas de esta enfermedad maligna que afecta
a los huesos y los ablanda, llamada entonces enfermedad de huesos blandos o mollities
ossium. Siguié el descubrimiento histoldgico por Ramén y Cajal de la célula plasmatica, y
a principios de 1900 Homer-Wright, al integrar todo lo anterior, y concluir que el origen
celular del mieloma son las células plasmaticas malignas, se cerr6 la primera interrogante,

planteada 50 afos antes sobre el origen de los huesos reblandecidos. (Hidalgo, 2011)

Definicion

Hoy se conoce que el MM surge de la transformacion maligna de las células plasméaticas
post centro germinal, el origen de estas células esta respaldado principalmente por la
identificacion de mutaciones somaticas en la regién variable de los genes de
inmunoglobulina, que sirven como marcador del transito del centro germinal. (Jevremovic,
2024)
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Las células plasméticas en el mieloma mudltiple alteran la homeostasis de las células
estromales y su interaccion con la matriz extracelular, las citoquinas y los factores de
crecimiento dentro del microambiente hematopoyético, lo que en consecuencia
desencadena una sefalizacion molecular anémala que promueve la proliferacién, la
supervivencia y la migracién celular, al igual que la alteracion de los mecanismos de
autofagia, sistema ubiquitina-proteosoma y respuesta a proteinas mal plegadas, lo que
influye en la resistencia a los medicamentos y la progresion de la enfermedad. (Rincén-
Vasquez NJ, 2021)

Las células plasmaticas exhiben una restriccion isotipica, es decir, que cada una de ellas
solo puede producir un Unico tipo de inmunoglobulina, mientras que las células plasmaticas
clonales malignas pueden ademas producir un exceso de cadenas ligeras kappa o lambda,
que pueden ser identificadas en muestras de plasma u orina con un patron electroforético
de pico anormal. Ademas, en médula 0sea estas células clonales pueden mostrar diversos

inmunofenotipos. (Rincon-Vasquez NJ, 2021)

Morfologicamente las células plasmaticas de aspirados de MO de pacientes con MM
tefiidas con coloracién de Wright muestran alteraciones citoplasmaticas como citoplasma
abundante, pérdida del espacio del aparato de golgi y borde citoplasmatico irregular,
pueden observarse granulos o vacuolas, basofilia y podrian observarse estructuras
similares a cuerpos de auer que corresponden a inmunoglobulinas en forma de astillas o
agujas. En el nacleo puede apreciarse una distribucion irregular de cromatina, células
binucleadas o multinucleadas e incluso formas aberrantes del nicleo. (Rincon-Vasquez NJ,
2021)

Como se mencioné el mieloma multiple evoluciona a partir de una etapa premaligna
asintomatica de proliferacion de células plasmaticas clonales denominada gammapatia
monoclonal de significado indeterminado (GMSI), esta presente en mas del 3% de la
poblacion mayor de 50 afios y progresa a MM o una neoplasia maligna relacionada a una
tasa del 1% por afio. (Laubach, 2024)

Se diferencia del resto de discrasias de células plasmaticas principalmente por la aparicion

de lesiones provocadas por la infiltracion de células plasmaticas en la médula ésea o por la
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inmunoglobulina monoclonal, es en esta etapa de la enfermedad cuando se administra a

los pacientes los tratamientos disponibles. (Moya, 2020)

El MM se clasifica segun el tipo de componente monoclonal producido por el clon
patoldgico. Lo mas frecuente es que sea IgG (50-60%), seguido de IgA (30%), IgD (2%),
IgM (0,5%) y raramente IgE. En un 15% de los pacientes el componente monoclonal esta
formado por cadenas ligeras libres. En el 1% de los casos no se detecta componente
monoclonal, denominandose en este caso mieloma mdltiple no secretor. (Moya, 2020)

Presentacion clinica

La mayoria de los pacientes con mieloma multiple presentan signos o sintomas
relacionados con la infiltracién de células plasmaticas en el hueso u otros 6rganos o con
dafio renal por depdésito de inmunoglobulinas. Si bien la presentacion clinica suele ser
subaguda, un pequefio porcentaje de pacientes presenta signos agudos que requieren
atencion e intervencion rapidas. El acronimo "CRAB" (tabla 3) se utiliza para recordar los
eventos que definen el mieloma y que se utilizan en el diagndstico como la elevacién del

calcio, insuficiencia renal, anemia, y dafio en huesos. (Laubach, 2024)

La presentacion clinica del mieloma multiple es diversa y va mas alla de las manifestaciones
clinicas clasicas de dolor lumbar crénico, fracturas localizadas en huesos sometidos a una
mayor exigencia mecanica (fémur o humero), anemia (<10 g/dL), enfermedad renal crénica
(creatinina sérica mayor de 2 mg/dL o aclaramiento renal menor de 40 mL/min). (Ramos-
Penafiel, 2021)

Tabla 3. Criterios diagnésticos MM segun IMWG.
Elaboracién propia, modificado de (Fernandez Arregui, 2023).

CP: células plasmaticas, Ca: calcio, TFG: tasa de filtracion glomerular, Hb: hemoglobina,

PET-TC: tomografia por emisién de positrones.

2 10% de CP en MO o una biopsia confirmatoria de plasmocitoma 6seo o

plasmocitoma extramedular y al menos uno de los siguientes:

Hipercalcemia: Ca sérico > 1 mg/dL por encima del limite superior de la

Criterios CRAB normalidad o >11 mg/dL.
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Insuficiencia renal: TFG < 40 mL/min o creatinina sérica > 2 mg/dL.
Anemia: descenso de Hb > 2 g/dL por debajo del limite inferior de la
normalidad o Hb < 10 g/dL.

Lesiones 6seas: = 1 lesiones osteoliticas por radiologia, TC o PET-TC.

e 2=60% CP clonales en MO

Biomarcadores e Relacién de cadenas ligeras libres alterada/no alterada = 100
especificos B _ »
e >1lesion focal (= 5 mm) por resonancia magnética

Diagndstico

Dentro de los diferentes biomarcadores que se han adicionado a los eventos definitorios de
MM se encuentran: la presencia de mas de 60% de células plasmaticas clonales en MO, la
presencia de cadenas ligeras libres (FLC) en suero >100 mg/L o la presencia de una o mas
lesiones Oseas identificadas a través de una resonancia magnética. A pesar de tener todo
este arsenal diagndstico, alrededor de un 2% de los pacientes con MM no mostraran
evidencia de algun componente monoclonal detectado tanto por la electroforesis como por

inmunofijacion. (Ramos-Pefiafiel, 2021)

Las células plasmaticas malignas de MM tienen una baja tasa de proliferaciéon y, en general,
no se ha podido mantener el crecimiento tumoral in vivo, lo que sugiere que las células
precursoras son responsables de la proliferacién de la poblacién de células malignas. Se
ha propuesto que estas células B precursoras anormales se originan en los ganglios
linfaticos y migran a la médula 6sea, lo que proporciona un microambiente propicio para la

diferenciacion de las células plasmaticas terminales. (Jevremovic, 2024; Jevremovic, 2024)

Para confirmar el diagnéstico de mieloma se debe demostrar un fenotipo o una
monoclonalidad aberrante de las células plasmaticas, los estudios citogenéticos mediante
FISH y la beta-2-microglobulina y de albiminas séricas son de gran utilidad para establecer
el prondstico del paciente; otros métodos como la resonancia magnética permiten evaluar
el patron de afectacion, y determinar enfermedad oculta y plasmocitomas. (Segura, M. K.
A, Oquendo, E. R. L., Barrera, C. J. C., & Sanchez, M. V. C., 2020)

La CMF es la herramienta diagnéstica fundamental para diferenciar entre células

plasmaticas reactivas y las neoplasicas. La CMF representa una parte integral en la
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evaluacién paraclinica y el manejo de diferentes neoplasias hematoldgicas, entre ellas el
MM, y es fundamental en el diagnédstico, clasificaciéon, estadificacién pronéstica y
seguimiento terapéutico de estas malignidades. El estudio de la médula 6sea permite la
inmunofenatipificacién por medio de la citometria de flujo para la identificacion de: relacion
k/I\ citoplasmaticas, CD38, CD138, CD56, CD45, CD19, CD20, CD117, CD27, CD28 y
CD81. (Martinez SLM, 2018)

La identificacion se realiza por medio de los marcadores CD38+ y CD138+, mientras que
para la diferenciacion de células plasméticas normales de las malignas se utilizan los
marcadores de superficie CD19 y CD45, las normales como se muestra en el cuadro 4,
tienen una alta expresion en la mayoria de las células, aunque el patron sea heterogéneo,
mientras que las células malignas carecen de estos antigenos o los expresan en muy baja
intensidad. Por el contrario, las células plasmaticas normales no expresan los antigenos
CD56 y CD117 o lo hacen muy débilmente; mientras que las células plasméaticas malignas
pueden expresarlos. (Martinez SLM, 2018)

Tabla 4. Fenotipo habitual de las células plasmaticas normales.

Elaboracion propia, modificado de (Pefia-Celaya, 2020)

Marcador Expresion
CD38 ++
CD138 +
CD19 +
CD45 +
CD56 -

cylgk/cylgl Policlonal
B2 microglobulina +
CDs81 +
CD117 -
CD27 +
CD28 -

Si hay dudas sobre la diferenciacion de GMSI/MM latente de MM vy si se debe iniciar el

tratamiento, se debe reevaluar en dos o tres meses. Es importante destacar que, para que
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se considere un criterio para el diagnéstico de MM, el dafio del érgano terminal debe

deberse al trastorno de las células plasmaticas. (Mateos, 2023)

La clonalidad de las células plasmaticas se establece también utilizando el cociente k/A,
cuyo valor normal es de 0,26 a 1,65. En el mieloma mudltiple y las gammapatias
monoclonales esta relacion es anormal, donde una relacién menor a 1:2, con un promedio
menor de 0,26, es indicativa de una poblacion clonal con cadenas livianas A, mientras que
si la relacién es mayor de 4:1, con un promedio mayor de 1,65, indica la presencia de una
poblacién clonal con cadenas livianas k. (Rincén-Vasquez NJ, 2021)

Epidemiologia, etiopatogenia y factores asociados a la enfermedad
Se desconoce la etiologia del MM, sin embargo, en algunos estudios se pone de manifiesto
la posibilidad de que determinados elementos influyan en mayor o menor medida en la

aparicion de la enfermedad. Los factores de riesgo identificados son: (Moya, 2020)

¢ Edad: la incidencia de MM aumenta con la edad desde 1,7% en personas de entre
50-59 afios a mas de un 5% en personas mayores de 70 afos.

e Sexo: generalmente se manifiesta con mayor frecuencia entre los hombres, aunque
la diferencia es relativamente pequefia entre ambos sexos. La incidencia de la
enfermedad es 1,5 veces superior en hombres que en mujeres.

e Raza: en los Estados Unidos, el MM se presenta en las personas de la raza negra
con una frecuencia mayor al doble de la que se da en personas de raza blanca.

e Obesidad: personas con ratios elevados de indice de masa corporal (IMC) son entre
1,5-2,0 veces mas propensas a desarrollar MM en comparacién con personas con
rangos regulares.

e Antecedentes familiares: habitualmente, individuos que tienen familiares de primer
grado que hayan sufrido MM tienen al menos el doble de riesgo de desarrollar GMSI
en comparacion con el resto de la poblacién general. Tener un familiar directo que
sufre MM multiplica por cuatro el riesgo de padecer la enfermedad. Aun asi, la
mayoria de los pacientes no tiene familiares afectados por esta enfermedad. Por lo
tanto, este factor de riesgo representa sélo un pequefio nimero de casos.

e Factores medioambientales: la exposicibn a dosis elevadas de radiacion,
insecticidas, pesticidas, disolventes organicos o benceno, aumenta el riesgo de

padecer la enfermedad.
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¢ Anomalias citogenéticas: el MM se asocia con una serie de anomalias citogenéticas
presentes en el 75% del total de pacientes. Muchas de ellas se presentan en forma
de translocaciones de los genes de las inmunoglobulinas. La proporcién de
pacientes que presenta este tipo de anomalia es del 5% en aquellos que padecen
de tipo GMSI. En el 25% en los pacientes con MM sintomatico se trata de
alteraciones citogenéticas de mal prondstico. Las alteraciones que aparecen en las
células plasméticas normales lo hacen de manera secuencial hasta convertirse en
tumorales. Se piensa que ocurren dos tipos de eventos:
o Translocaciones primarias: responsables de la yuxtaposicion de un oncogen
y el gen de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas (IgH). Se
originarian a partir de errores durante el proceso fisiolégico de
recombinacion del ADN e implicarian a las ciclinas (D1, D3 y D5; 25%), a
genes codificados en 4pl6 (MMSET y FGFR3; 15%) y a factores de
transcripcion (C-maf y maf-B; 10%)
o Eventos secundarios: debidos a la inestabilidad cariotipica, delecciones
(retinoblastoma) o mutaciones (ras) génicas y de nuevo otras
translocaciones que afectarian a genes diferentes del locus de las

inmunoglobulinas o de 14932 (c-myc) (50% de MM avanzado).

Tratamiento

Los pacientes con MM no se curan con la terapia convencional. El tratamiento alivia los
sintomas, revierte las citopenias y disminuye el dafio a los 6rganos, y tiene como objetivo
lograr una respuesta sostenida, mejorar la calidad de vida y prolongar la supervivencia
general. (Laubach, 2024)

La terapia depende de aspectos como la etapa de la enfermedad, la edad y el estado
general de salud del paciente y consiste principalmente en quimioterapia, radioterapia y
regimenes de inmunoterapia, incluido el trasplante aut6logo, que tienen como objetivo

controlar y suprimir la progresion de la enfermedad. (Alarcon-Payer, 2022)

Tratamiento farmacolégico
Tiene como objetivo principal la disminucion de la concentracién de células plasméticas
anormales. Esté dirigido hacia la reduccion de la proteina monoclonal, el control de los

sintomas CRAB, la prolongacion de la supervivencia del paciente y la prevencion de las
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recaidas, la mejora en la calidad de vida y el mantenimiento de la respuesta farmacoldgica.

Se describen a continuacién los diferentes grupos farmacologicos:
¢ Quimioterapia:
Destruye aquellas células de crecimiento rapido como las células del mieloma, sin
diferenciar entre células sanas y células cancerosas. Se utiliza el melfalan, por ser un
agente alquilante que actla sobre las enzimas y sustratos que participan en la sintesis
del ADN, inhibiendo la replicacién celular.
e Inmunoterapia:
Consiste en la utilizacion del sistema inmune del paciente para prevenir y controlar la
propagacion de células cancerosas y erradicar la patologia. Los anticuerpos
monoclonales son la principal forma de presentacion, cuya diana de accion es el
receptor CD38 debido a que su expresion se ve aumentada en las células tumorales.
Destaca el uso de daratumumb e isatuximab, los cuales son utilizados en funcién de la
etapa en la que se encuentre el paciente. También, se utilizan farmacos
inmunosupresores como la lenalidomida, la talidomida o la pomalidomida, actuando
como agentes inhibidores del sistema inmune, dicho mecanismo provoca el bloqueo de
la proliferacion de las células hematopoyéticas tumorales.
e Terapia dirigida:
Es utilizada por su selectividad, interfiriendo asi en la base molecular de la enfermedad
de manera que las dianas reconocidas son especificas del proceso patoldgico o cuyo
efecto es mas sensible. Son utilizados diferentes farmacos como el bortezomib o el
carfilzomib que actdan de manera inhibitoria del proteosoma, obteniendo como

resultado, un efecto antiproliferativo y antiapopt6tico en los tumores hematoldgicos.

Junto con las citadas terapias se instaura el tratamiento coadyuvante con la dexametasona,

utilizada para prevenir los vémitos y nduseas provocados por la terapia antineoplasica.

La quimioterapia de induccién se administra durante tres a seis meses en ciclos antes de
la recoleccion de células madre para reducir la cantidad de células tumorales en la médula
Osea y la sangre periférica, disminuir los sintomas y revertir el dafio a los 6rganos
terminales. El régimen utilizado depende de la estratificacién del riesgo, las condiciones
comorbidas y los recursos disponibles, y limita la exposicion a agentes que pueden
perjudicar la recoleccion de células madre o dafarlas. No existe un régimen de induccion

anico preferido y diferentes expertos utilizan regimenes diferentes. (Laubach, 2024)
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Existen diversas indicaciones terapéuticas aprobadas por la Agencia Europea de
Medicamentos (EMA) para el tratamiento del MM, basadas en diferentes combinaciones de
farmacos, como talidomida, bortezomib y lenalidomida. Las indicaciones europeas en
practica clinica se basan en diversas estrategias como talidomida con melfalan y
prednisona; bortezomib en monoterapia o con melfalan y prednisona; lenalidomida con

dexametasona, entre otras. (Alarcon-Payer, 2022)

Para la terapia inicial el tipo de tratamiento administrado difiere en funcién de la edad del
paciente, estratificAndose en dos grupos, mayores de 65 afios y menores de 65 afios. Se
basa en combinaciones de inmunoterapia, terapia dirigida y quimioterapia junto con
corticoides. Para los pacientes mayores de 65 afos: (Torrejon Serrano, 2023)

e Daratumumab + Bortezomib + Melfalan + Prednisona (Dara-VMP).

e Daratumumab + Lenalidomida + Dexametasona (Dara-Rd).

e Bortezomib + Lenalidomida + Dexametasona (VRD).

Para los pacientes menores de 65 afios: (Torrején Serrano, 2023)
e Bortezomib + Lenalidomida + Dexametasona (VRD).

e Daratumumab + Bortezomib + Talidomida + Dexametasona (Dara-VTP)

La terapia de mantenimiento hace referencia al tratamiento continuo después de la terapia
inicial, cuyo objetivo es prolongar la remisién y prevenir la recaida de la enfermedad. La
lenalidomida y la combinacién de lenalidomida + bortezomib son los tratamientos de

eleccion. (Torrejon Serrano, 2023)

Para la terapia de refractariedad los pacientes son estratificados, en primer lugar, en funcion
de si son refractarios 0 no a lenalidomida, y, en segundo lugar, en funcién de su
refractariedad al daratumumab. Aquellos pacientes que no son refractarios a la lenalidomida
0 que no se les ha administrado previamente, la eleccidén seria un régimen de tripletes
compuesto por: (Torrejon Serrano, 2023)

e Daratumumab + Lenalidomida+ Dexametasona (Dara-Rd)

e Carfilzomib + Lenalidomida + Dexametasona (KRD).
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En contraposicion, aquellos pacientes que son refractarios al tratamiento de lenalidomida
la opcion seria combinaciones en ausencia de lenalidomida: (Torrején Serrano, 2023)

e Isatuximab + Carfilzomib + Dexametasona (Isa-Kd).

e Carfilzomib + Dexametasona (Kd).

e Daratumumab + Bortezomib + Dexametasona (Dara-Vd).

e |satuximab + Pomalidomida + Dexametasona (Isa-Pd).

e Pomalidomida + Bortezomib + Dexametasona (PVd).

La mayoria de los pacientes con MM tendrdn una respuesta inicial al tratamiento. Sin
embargo, el MM recaera. Ademas, una minoria tendrd una enfermedad refractaria primaria
que no responde al tratamiento inicial. La progresion generalmente se identifica por un
aumento de la proteina monoclonal en el suero o la orina o en la proporciéon de cadenas
ligeras libres en suero. El tratamiento para la enfermedad recidivante esta indicado si hay
una recaida clinica, enfermedad extramedular o un aumento rapido de las paraproteinas.
(Laubach, 2024)

En caso de recaida se debe identificar si se trata de una enfermedad agresiva segun la
estratificacion del riesgo, para ello la duracion de la respuesta inicial al tratamiento es
importante ya que se considera que los pacientes que recaen menos de 12 meses después
de la terapia de primera linea o que recaen con dosis completas de la terapia de primera

linea tienen una enfermedad agresiva. (Laubach, 2024)

Los pacientes con enfermedad agresiva en el momento de la recaida se tratan mejor con
un régimen de quimioterapia con mdultiples agentes, estos son los pacientes que tendran
menos probabilidades de responder a las terapias convencionales y probablemente
requieran un tratamiento mas intensivo, que puede incluir terapia de mantenimiento
prolongada, terapia de combinacién de multiples agentes, trasplante autdlogo de células

hematopoyéticas o CAR-T cells, si esta disponible. (Laubach, 2024)

En la practica clinica actual los posibles tratamientos de MM en recaida incluyen casi
siempre combinaciones de los siguientes farmacos: lenalidomida, bortezomib,
dexametasona, prednisona, doxorrubicina, talidomida, melfalan, ciclofosfamida,

bendamustina, pomalidomida, daratumumab y carfilzomib. (Alarcén-Payer, 2022)
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Trasplante de células hematopoyéticas

Para los pacientes elegibles para un trasplante autélogo de células hematopoyéticas (TCH)
debe analizarse la posibilidad, la funcién del TCH y el momento ideal. EIl TCH puede
incorporarse a la terapia inicial (TCH temprano) o diferirse hasta la primera recaida (TCH
retrasado). EI momento se individualiza teniendo en cuenta la edad, la estratificacién del
riesgo, la respuesta y la tolerabilidad de la quimioterapia inicial, las opciones de tratamiento
en caso de recaida, los factores logisticos y las preferencias del paciente. Los pacientes
que no son elegibles para o sin acceso al trasplante autélogo son tratados con 8 a 12 meses
de quimioterapia de induccién seguida de mantenimiento hasta progresion o toxicidad
inaceptable. (Laubach, 2024)

En la terapia de intensificacion el trasplante autélogo de médula 6sea es una opcion para
aquellos pacientes que tras la terapia inicial persisten los sintomas CRAB. No tiene un
efecto curativo, pero provoca el retraso de la progresion de la enfermedad. Para considerar
como candidato a un paciente, debe tener menos de 65 afios y no presentar
contraindicaciones como padecer cirrosis hepatica, infecciones y hepatopatias. (Torrején
Serrano, 2023)

Las células madre infundidas en los pacientes provienen de sangre periférica, la
movilizacién de células CD34 positivas de MO a sangre periférica se logra mediante el uso
de factores de crecimiento en monoterapia, junto con plerixafor, el cual es un antagonista
de CXCR4 que mejora la movilizacion, o con quimioterapia, a este ultimo procedimiento se
le conoce como quimio-movilizacion. En general, el uso de factores de crecimiento en
monoterapia con recoleccion de células madre a través de aféresis es bien tolerado y es el

método mas utilizado. (Miranda Rojas, 2020)

El minimo de células madre en sangre periférica requerido para un trasplante autélogo de
médula 6sea es 2x10° células CD34+/kg y lo ideal es 3-5 x10° células CD34+/kg. Monitorear
el conteo de células madre en sangre periférica previo a la recoleccion permite identificar
pacientes en riesgo de fallo de movilizacidbn que se beneficiarian de plerixafor para

favorecer mas esa movilizacion de células CD34+. (Miranda Rojas, 2020)

Antes del trasplante, se recolectan las células madre del paciente, se administra una terapia
de intensificacion con melfalan con el objetivo de eliminar todas las células plasmaticas y,

por ultimo, se procede al trasplante. Una vez realizado, se valora la posibilidad de
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administrar varios ciclos de la terapia de induccion utilizada anteriormente. Con la terapia
inicial se consigue una disminucién de células tumorales, lo que conlleva a que en el periodo
de recoleccién de células madre, las células recogidas sean sanas y no tumorales. En
aguellos pacientes que son candidatos, se debe evitar el uso del melfalan como terapia
inicial debido a que aumenta el riesgo de mielodisplasia posterior a la intervencion.

(Torrejon Serrano, 2023)

En comparacién con la quimioterapia sola, las estrategias de tratamiento que incorporan el
trasplante de células hematopoyéticas autdlogo dan como resultado: (Laubach, 2024)
e Supervivencia libre de progresion (SSP) superior, con una mejora en la mediana de
SSP >20 meses
e Toxicidad manejable a corto plazo con una baja mortalidad sin recaida
e Tasas generales similares de segundas neoplasias malignas primarias y un

aumento de las neoplasias malignas mieloides

Por otra parte, el trasplante alogénico de células hematopoyéticas se reporta en la literatura
como una opcién potencialmente curativa en pacientes con MM vy factores de mal
pronéstico. Sin embargo, la mortalidad asociada al procedimiento, especialmente
relacionada a la enfermedad injerto contra huésped y la alta tasa de recaidas tras el alo-

TCH, hacen que esta estrategia terapéutica esté sometida a continuo debate. (Pera, 2018)

Importancia del MM en salud publica

Los estudios muestran un aumento global en la incidencia de la enfermedad, hasta en un
126% entre 1990 y 2016. Las regiones con las tasas mas altas de MM incluyen Asia,
América del Norte y Europa del Este. En el caso de Centroamérica y el Caribe, los
especialistas médicos también han observado un aumento de casos, las causas de este
aumento se desconocen, pero en general se atribuyen a mejores métodos de diagndstico,
al aumento de expertos en la enfermedad y una mayor capacidad entre los médicos
generales y otros especialistas para identificar sus signos y sintomas, lo que lleva a la

deteccién de un mayor nimero de casos. (Pimentel, 2022)

La carga de disfuncion orgénica al diagnostico hace del MM una condicion de interés clinico
y de alto impacto en salud publica, destacando su heterogénea presentacion clinica,

bioquimica y el ser una enfermedad incurable. Lo anterior sumado a que en los ultimos
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afos se ha visto un importante aumento en la poblacién adulta mayor, y tomando en cuenta
que la incidencia de la enfermedad aumenta con la edad, es esperable que se vea un

aumento gradual en la incidencia de pacientes con esta enfermedad. (Vargas Fallas, 2020)

Las consecuencias econdmicas del MM afectan tanto a los pacientes como a los sistemas
de salud. En algunos paises de la region, los pacientes tienen altos costos econémicos
debido a una financiacion y cobertura de atencién médica insuficientes; en el caso de Costa
Rica, aunque cuenta con un sistema de salud solidario y equitativo, el acceso a la atencion
médica puede ser lento e insuficiente en algunos casos; y ademas el tratamiento genera

una mayor demanda y costos al sistema de salud. (Pimentel, 2022)

Aunque no hay informacién disponible sobre la carga econémica de la enfermedad en
Centroamérica y el Caribe, los expertos creen que es alta, particularmente entre los
pacientes mas joévenes obligados a abandonar sus trabajos y perder su capacidad de
contribuir a sus hogares. Ademas, los pacientes con MM requieren periodos prolongados
de hospitalizacion, lo que genera costos sustanciales para los pacientes y los sistemas de
salud. (Pimentel, 2022)

Ademas, los problemas fisicos y psicoldégicos asociados a la enfermedad tienen efectos
sobre la funcionalidad y productividad de los pacientes con MM, lo cual afecta directamente

la productividad nacional y el desarrollo econémico. (Pimentel, 2022)

En general, en cuanto a la valoracion del impacto de la enfermedad en las actividades
basicas de la vida diaria del paciente con mieloma mdltiple se evidencia que usualmente
hay una dependencia leve para las actividades basicas como bafiarse, vestirse, alimentarse

y una mayor afectacion en cuanto a las actividades instrumentales. (Vargas Fallas, 2020)

Datos de MM en Costa Rica y la regién

El MM en Costa Rica es una neoplasia prevalente; sin embargo, de momento no se cuenta
con bases de datos nacionales actualizadas con la informacién de estos pacientes, que
permitan conocer la incidencia, el estado del paciente (vivo o fallecido) y los protocolos de
tratamiento utilizados. En general, se desconoce la realidad de estos pacientes en nuestro
medio. (Miranda Rojas, 2020)
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Existe un estudio del 2020 que describe las caracteristicas epidemioldgicas, clinicas y de

respuesta a tratamiento de una muestra de 37 pacientes con mieloma mdltiple que

recibieron trasplante de medula ésea autélogo en el Hospital San Juan de Dios, entre el

2012 y el 2016, sin embargo, existen diversos sesgos que repercuten en el analisis, la

interpretacion y la discusion de los datos; entre ellos la seleccién de la poblacion, ya que se

traté de pacientes previamente seleccionados por su elegibilidad a trasplante de médula

Osea los cuales no corresponden a todos los pacientes diagnosticados con MM dentro del

periodo de estudio. (Miranda Rojas, 2020)

A continuacién, se resumen algunas de los resultados o conclusiones de las autoras al

comparar sus hallazgos con los datos de estudios reportados en la literatura:

En cuanto a las caracteristicas demogréficas de la poblacion en estudio, la
distribucion de sexo confirma lo reportado en otros estudios; el diagndéstico
predomina en hombres, y segun estadisticas de la OMS en Centroamérica la
relacibn hombre: mujer es de 1.4:1, también cercano a los resultados obtenidos.
(Miranda Rojas, 2020)

Con respecto a la distribucion geografica, la mayoria de los pacientes proviene de
la provincia de San José, correspondiente al area con mayor densidad poblacional
del pais. Cabe destacar la cantidad menor de pacientes trasplantados en otras
provincias, entre ellas la provincia de Limon, donde se encuentra una gran parte de
la poblacion afrodescendiente del pais y segun la literatura el MM es 2 veces mas
frecuente en dicha poblacion, lo cual podria deberse a un menor acceso a servicios
de salud en esas zonas. Sin embargo, no existe una estadistica nacional sobre las
caracteristicas epidemiolégicas de los pacientes diagnosticados con MM, que
permita comparar la incidencia, asi como los motivos por los cuales algunos
pacientes diagnosticados, provenientes de otras zonas del pais, se trasplantan

menos. (Miranda Rojas, 2020)

Al igual que lo descrito en la literatura, el estudio demuestra que la incidencia de
MM aumenta conforme envejece la poblacion; y con respecto a las caracteristicas

clinicas el tipo de MM mas frecuente es IgG kappa. (Miranda Rojas, 2020)
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o En relacion con las caracteristicas clinicas y de laboratorio evaluadas en este
estudio, todos los parametros del CRAB fueron solicitados al diagndstico. Es
frecuente encontrar en los pacientes con MM sindromes anémicos y lesiones liticas,
lo cual pudo corroborarse en el estudio. En cuanto a sindromes anémicos, el nivel
de hemoglobina promedio en los pacientes que al diagnéstico debutaron con
anemia, fue de 7,9 g/dL. (Miranda Rojas, 2020)

e El promedio de edad al momento del diagndstico de los pacientes trasplantados por
MM, fue de 53,5 afios, con un rango de edad de entre 27 y 72 afios. Por grupos de
edad, la mayoria de los pacientes tenia entre 50 y 65 afios, para un total de 21
pacientes. La moda de la poblacion con respecto a edad fue de 60 afios. (Miranda
Rojas, 2020)

¢ La mediana de sobrevida libre de progresion segun el estudio fue 43,6 meses y la
mediana de sobrevida global no se alcanzé al finalizar el estudio. La sobrevida libre
de progresién y sobrevida global a 5 afios fue de un 42% y 65%, respectivamente.
Comparativamente con los resultados descritos en la literatura mundial, la sobrevida
global fue del 73% a 4 afios, lo cual es solo discretamente inferior a lo reportado en
las Ultimas revisiones de MM. Sin embargo, si se compara con la ultima publicacién
de seguimiento a largo plazo de pacientes tratados con tripletas como VRD en
paises con mas recursos, si es francamente inferior con una mediana de sobrevida
libre de progresién de 65 meses y de sobrevida global de 126 meses. (Miranda
Rojas, 2020)

La naturaleza retrospectiva de este estudio publicado en el 2020, el reducido nimero de
pacientes en cada grupo Yy los criterios de seleccién pueden conferir sesgos al interpretar
resultados a largo plazo, sin embargo, la importancia de ese estudio radica en conocer los
resultados obtenidos por pacientes llevados a trasplante de MO en el sistema de salud

publico costarricense. (Miranda Rojas, 2020)

En otro estudio realizado en Costa Rica con adultos mayores atendidos en el Hospital
Nacional de Geriatria y Gerontologia, durante el periodo de enero del 2010 a enero del 2019
se encontré que, del total de los 41 casos analizados, la media de edad al momento del

diagnostico fue de 77,6 afos (DE: 8,4), la distribuciéon segun grupos de edad, evidenci6 que
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el grupo con mayor frecuencia de casos se encuentra entre los 75 a los 85 afios los cuales
corresponden al 46,3%, seguido del grupo de edad de 60 a 74 afios que son el 31,7%. Por
ultimo, la distribucién segun sexo evidencié que el masculino fue el que presenta con mayor

frecuencia este diagnostico y corresponde al 61,0%. (Vargas Fallas, 2020)

Otra publicacion del 2022 titulada “Declaracién de consenso: Importancia del acceso
oportuno al diagndstico y tratamiento del mieloma mduiltiple en Centroamérica y el Caribe”
en la que participa el Doctor Fabidn Jiménez quien es médico hematélogo en el Hospital
San Juan de Dios, describe la situacion actual del MM en las regiones de Centroamérica y
el Caribe, destacando las principales barreras y desafios, e incluye recomendaciones
consensuadas sobre estrategias para reducir la carga de enfermedad y mejorar la calidad

de vida de los pacientes. (Pimentel, 2022)

En cuanto a incidencia, prevalencia y carga de morbilidad el grupo de expertos reporta los
siguientes datos:

e EN 2020, el Observatorio Mundial del Cancer informé que la incidencia global de MM
era de 1,8 casos por cada 100.000 personas. En el Caribe, la incidencia fue de 2,3
con una tasa de mortalidad de 1,7 por 100.000; en Centroamérica, fue de 1,6 con
una mortalidad de 1,1. (Pimentel, 2022)

¢ Laincidencia aumenta progresivamente con la edad, alcanzando su punto maximo
entre los pacientes de entre 50 y 70 afios. La enfermedad es ligeramente mas
comun entre hombres que entre mujeres, y los hombres afroamericanos y
afrocaribefios corren mayor riesgo que sus homadlogos caucésicos, japoneses e
hispanos. (Pimentel, 2022)

e Lacargade enfermedad del MM en Centroamérica y el Caribe es dificil de cuantificar
debido a la limitada recopilacion de datos, la ausencia de registros estandarizados
de pacientes y su exclusion de las listas de enfermedades de declaraciéon
obligatoria. (Pimentel, 2022)

e Eldolor de huesos es el sintoma mas frecuente y afecta al 60-80% de los pacientes
en el momento del diagnostico. También puede causar dolor espinal, pérdida de
apetito o pérdida de peso, fatiga, debilidad en las piernas, nduseas, estrefiimiento y
dolor abdominal. (Pimentel, 2022)

e Los meédicos informan que hasta el 50% de los pacientes presentan anemia

moderada. La funcion renal deteriorada puede causar problemas renales en
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aproximadamente el 25-30% de los pacientes, las infecciones son la principal causa
de mortalidad por MM. (Pimentel, 2022)

Si bien no existen datos rigurosos sobre la incidencia real del MM en la region, se cree que
la prevalencia de la enfermedad en Centroamérica y el Caribe ha aumentado
progresivamente debido, en gran parte, a una mayor conciencia entre los médicos de otras
especialidades, pero la conciencia publica general sobre el MM sigue siendo baja ya que el
MM tiene poca visibilidad, tal vez debido a la complejidad de la enfermedad y la falta de
estadisticas confiables sobre su prevalencia. (Pimentel, 2022)
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CAPITULO II: Citometria de flujo

Antecedentes de la Citometria de Flujo

El primer esbozo del Citbmetro de Flujo se puede inferir del trabajo de Andrew Moldavan
llamado “Photo-electric technique for the counting of microscopical cells” de afio 1934 el
autor mostré como contar los glébulos rojos a través de un tubo capilar valiéndose de un

sensor fotoeléctrico y asi introduce el concepto de “contar células”.(Shapiro, 2004)

En la década de los afos 50, se disefiaron instrumentos para contar las poblaciones
celulares sanguineas, en un flujo liquido, diferenciando el tamafio celular basandose en el
método de impedancia eléctrica en el que cada célula que atraviesa “el orificio” produce
cambios en la resistencia y genera un pulso eléctrico, y ese nimero de pulsos equivale al

namero de particulas.(Shapiro, 2004)

La empresa Becton Dickinson para el afio 1968 habia producido un analizador que llamaron
el FACScan equipado con una computadora construida por Hewlett-Packard que pocos
afos después el sistema informatico fue reemplazado por Macintosh-Apple. La lampara de
ARCO fue una de las primeras fuentes de luz empleadas en el CF la luz monocromatica
que es seleccionada por el operador de acuerdo a lo que corresponda utilizar, excitaba a
las células que habian sido marcadas previamente con un determinado fluorocromo, esa
emision de luz es medida y en consecuencia es cuantificable. Es asi como Dittrich y Gohde
por primera vez miden la fluorescencia emitida por las particulas suspendidas en un flujo
liquido y de esta forma se pudo estudiar mas de una caracteristica de la célula al emplear

mas de un fluorocromo y se introdujeron otras fuentes de luz.(Shapiro, 2004)

En los afios 70 fue desarrollada la técnica para crear anticuerpos con idéntica estructura
guimica que se conocieron como los anticuerpos monoclonales, gracias a Georges J.F.
Kohler de Alemania y C. Milstein de Argentina lo que les permitié ganar junto a Neils K Jerne
el Premio Nobel 1984. Estos anticuerpos monoclonales son anticuerpos homogéneos
producidos por una célula hibrida producto de la fusion de un clon de linfocitos B
descendiente de una sola y Unica célula madre y una célula plasmatica tumoral. Todos los

clones proceden de una sola célula madre y los anticuerpos monoclonales reconocen
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especificamente “un antigeno”. Ademas, los investigadores cedieron absolutamente todo el
fruto del descubrimiento, asi como la técnica para producir los anticuerpos y de esta forma
hoy los estudios en Citometria de Flujo, en el campo de las ciencias médicas estan

intimamente relacionados con el area de la inmunologia. (Shapiro, 2004)

Los anticuerpos monoclonales se conjugaron con fluorocromos y fue posible diferenciar
poblaciones celulares y cuantificarlas. Su empleo permitié diferenciar células B, T y sus
subpoblaciones, monocitos, polimorfonucleares (eosindfilos, baséfilos, neutrdéfilos), asi
como detectar células aberrantes en sangre entera, sin requerir un proceso de purificacion,

iniciando asi el camino para el diagnostico de células tumorales.(Shapiro, 2004)

Principio de la Citometria de Flujo

La citometria de flujo es un pilar en la inmunofenotipificacion necesaria para el diagndstico
y el monitoreo de la mayoria de las neoplasias hematoldgicas, ya que, junto con la clinica
del paciente, analisis de laboratorio habituales, técnicas de biologia molecular y evaluacién
morfoldgica de la sangre, es un estudio inicial que aporta resultados concluyentes en poco

tiempo, permitiendo un abordaje oportuno de la enfermedad. (Martinez SLM, 2018)

La CMF se basa en la conjugacién de marcadores fluorescentes con anticuerpos
monoclonales o policlonales haciendo posible la identificacion de subpoblaciones celulares,
es un método analitico que permite una medicion rapida y cuantitativa de multiples
pardmetros en las células individuales que se encuentren en suspension. (Patifio
Uriostegui, L. N., & Velazquez Cruz, R;, 2022)

Los fluorocromos utilizados son moléculas quimicas que absorben la luz a una determinada
longitud de onda con una energia determinada, para posteriormente emitir a una longitud
de onda superior de menor energia, lo que permite clasificarlos seglin sus espectros de

excitacion y emision. (Mogorrén, 2022)

El procedimiento implica que estas células en suspension sean dirigidas a un espacio fisico
en el equipo que es el sitio en el cual el laser o laseres inciden sobre las células, lo que
provoca la dispersion de la luz en varias direcciones y brinda informacién sobre el tamafio

y complejidad relativas de las células; el sistema Optico del equipo capta esa fluorescencia
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emitida por estas, y brinda informacion sobre la expresion o no de los marcadores. Por
ultimo, todas las sefales emitidas son recolectadas y transformadas en valores que pueden
ser analizados e interpretadas por los usuarios de manera sencilla gracias a un software

especializado que sirve de interfaz entre el equipo y el analista. (Mogorrén, 2022)

Citometria de flujo de primera generacién y su aplicacion en el mieloma multiple

A pesar del desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento dirigidas, el mieloma mdultiple
sigue siendo incurable. Los pacientes tienen una mediana de supervivencia de 3 a 4
afos. Sin embargo, la enfermedad es biolégicamente diversa y existe una variacion
significativa en el tiempo de supervivencia de los pacientes, algunos pacientes sobreviven
de 7 a 10 afios 0 mas, lo que ha permitido reconocer una serie de factores prondsticos
como por ejemplo los niveles de B2-microglobulina y albumina que utiliza el Sistema
Internacional de Estadiaje (ISS). (Nowakowski, 2005)

El rapido desarrollo de nuevos agentes terapéuticos y terapias combinadas que implican
administracién simultanea y sincrénica de varios medicamentos para el tratamiento del MM,
debe ir de la mano con el uso de factores prondstico accesibles y bien validados para
verificar su eficacia y permitir una adecuada estratificacion del riesgo previo al inicio de la
terapia de forma que su administracion al paciente sea lo méas personalizada posible, por lo
gue tecnologias como la citometria de flujo deben estar facilimente disponibles.
(Nowakowski, 2005)

La tecnologia de citometria de flujo de primera generacion, que se implementé hace dos
décadas utilizando combinaciones de 4 fluorocromos y adquisicion de al menos entre 2x10*
y 1x10° células, permitié realizar los primeros estudios de deteccién de enfermedad medible
residual en MO, alcanzando una sensibilidad de una célula patolégica en 10 células totales

en el caso del mieloma multiple. (Arana Berganza, 2021)

Esta técnica de citometria de flujo ofrece ventajas con respecto a otras formas diagnésticas,
ya que permite evidenciar si existe clonalidad de las células plasmaticas, ademas es un
método que se puede aplicar en mas del 90% de los casos y en comparacion con la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y otras técnicas moleculares, tiene menor costo

y es mas rapida; ademas de tener reproducibilidad y una alta sensibilidad. Por lo anterior,
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la citometria de flujo desde sus inicios es una prueba importante para realizar el diagnostico
diferencial y clasificar el desorden de las células plasmaticas, ademas para estratificar la
enfermedad como GMSI y MM y monitorear la enfermedad medible residual. (Martinez
SLM, 2018)

Entendiendo la enfermedad medible residual en MM como el método para detectar células
patolégicas, no detectables por metodologias convencionales, segun los criterios de EMR
del IMWG se considera una EMR negativa, en el caso de la citometria de flujo cuando se
demuestra la enfermedad no detectable con sensibilidad 10°. (Fernandez Arregui, 2023)

La evaluacién de EMR se usa, como ya se menciond, para proporcionar una metodologia
semicuantitativa para establecer si se logra 0 no un estado de remision profundo y la
evaluacion del riesgo de recaida después de la remisién, permitiendo identificar la
posibilidad de una recaida inminente para permitir una intervencion temprana y como
criterio de valoracion sustituto para acelerar las pruebas y la aprobacion de

farmacos.(Herlein, 2017)

Citometria de flujo de nueva generacion

En 2017, el consorcio EuroFlow publicé el articulo “Next generation Flow for highly sensitive
and standardized detection of minimal residual disease in multiple myeloma”, una propuesta
de modificacion sustancial a la citometria de flujo convencional, lo que permiti6 a los
investigadores avanzar y empezar a hacer analisis de nueva generacion en pacientes con
MM. (Prieto, 2024)

En este estudio se analizé un total de 375 muestras de MO y 10 muestras de sangre
periférica anticoaguladas con EDTA de 53 controles y 332 pacientes con trastorno de
células plasmaéticas, se comparé el rendimiento de los reactivos de anticuerpos evaluados
en varias versiones del panel de citometria de flujo de nueva generacién para EMR (NGF-
MRD, por sus siglas en ingles), para valorar distintos protocolos de preparacion de muestras
y para validar la citometria de flujo de nueva generacion frente a la EMR valorada por
citometria de flujo de 8 colores convencional. Las muestras con niveles muy bajos de EMR
(>10) fueron comparadas ciegamente contra secuenciacion de nueva generacion (NGS).
(Flores-Montero, 2017)


https://www.nature.com/articles/leu201729
https://www.nature.com/articles/leu201729
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Primero, se construyd un panel de anticuerpos para una identificacion 6ptima de células
plasméticas en MM en niveles EMR, para ello compararon todo el perfil inmunofenotipico
de células plasméticas aberrantes o clonales de pacientes individuales con MM versus el
de pacientes con células plasmaticas de MO normales o reactivas. (Flores-Montero, 2017)
Para la construccion de la primera version de panel de anticuerpos, se evaluaron ocho de
los doce marcadores que contribuyeron con un mayor porcentaje a la discriminacion entre
células plasmaéticas clonales y normales realizada por el separador automético de células
(APS), de este modo se encontré segun el analisis de componentes principales de fenotipos
Unicos de células plasmaticas, la presencia de CD19 en el 97% de los casos, CD45 en el
89%, CD56 y CD81 en el 86%, CylgA en el 73%, CD27 en 71%, CD117 en el 60% y Cylgk
en el 56% de los casos patologicos. Para las versiones 2 y 3 se combinan los tres
marcadores de membrana de superficie mas informativos (CD19, CD45, CD56), mas Cylgk
y CylgA, los marcadores de identificacion de células plasméaticas CD138 y CD38, junto con
CD229 como antigeno de identificacion de células plasméaticas adicional. Finalmente se
llega hasta la version 5 y final ajustando diferentes reactivos conjugados con fluorocromo
de los mismos marcadores, excluyendo a CD229 por no lograr la especificidad requerida.
(Flores-Montero, 2017)

Por otro lado, se evalu6 el protocolo del procedimiento operativo estandar de EuroFlow de
preparacion de muestras para la tincién de 50 pl con marcadores de superficie celular, y se
realizaron procedimientos diferentes de lisis en masa basados en cloruro de amonio
seguidos de tincion de 5x10°células en 100 pl/tubo. Segun las pruebas realizadas los
procedimientos de lisis en masa se asociaron sistematicamente con la adquisicion de un
namero significativamente mayor de células en comparacién con el procedimiento operativo
estandar convencional basado en la solucién de lisis BD FACS. Sin embargo, todas las
condiciones de lisis en masa mostraron una proporcion significativamente mayor de
desechos y células muertas. Por lo que se implementé como protocolo de preparacion de
las muestras el procedimiento de lisis en masa que incluye un paso de fijacién por lisis
FACS vy el uso de albumina sérica bovina al 0,5%, es decir una combinacion de ambos

protocolos. (Flores-Montero, 2017)

Posteriormente, realizaron la evaluacion de las mismas muestras de diagnéstico de MM

utilizando las dos combinaciones de anticuerpos de 8 colores seleccionadas anteriormente,
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pero centrdndose ahora en la deteccion de cantidades minimas, es decir, 0,02%—0,1% de
células plasmaticas clonales. Realizaron diluciones de las muestras para obtener nimeros
decrecientes de células plasmaticas normales. Luego de probar varias versiones de los
mismos marcadores conjugados con fluorocromos diferentes, usaron los conjugados
optimizados CD138-BV421 y CD27-BV510, y el anticuerpo multiepitopo CD38-
FITC. (Flores-Montero, 2017)

Este método de citometria de nueva generacion MM-EMR basado en EuroFlow fue validado
frente a la EMR de citometria de flujo convencional de 8 colores y se encontr6 una fuerte
correlacion entre ambos métodos en muestras de diagnostico y seguimiento con una carga
tumoral relativamente alta de pacientes con respuesta parcial, enfermedad estable y
enfermedad progresiva (p = 0,96; P <0,001). (Flores-Montero, 2017)

Por ultimo, se realizé una evaluacion paralela de EMR por citometria de flujo de nueva
generacién y secuenciacion de nueva generacion en un subconjunto de 31 muestras y se
obtuvo una mayor aplicabilidad para el enfoque EuroFlow-NGF ya que el 100% de las
muestras fueron analizadas por citometria de flujo de nueva generacién y de ellas el 87%
de las muestras fueron aptas para la secuenciacion. De los 27 casos evaluados por ambos
métodos, 22 de ellos con niveles de EMR >107%, se encontré una buena correlacion entre
el porcentaje de células plasmaticas aberrantes residual por CMF nueva generacion y
secuenciaciéon de nueva generaciéon. Sin embargo, CMF nueva generacion mostré una
mayor sensibilidad que la secuenciacion de nueva generacion en muestras de EMR+ al
obtener niveles mas altos de EMR, ya que se encontrd resultados discrepantes entre las
técnicas en 7 de 27 casos, incluidos seis EMR+ por NGF y EMR- por NGS. De hecho, el
30% fueron positivas para NGF (cuantificables), pero negativas para NGS o positivas
discrepantemente bajas. (Flores-Montero, 2017)

La seleccion de los marcadores y la optimizacion del protocolo de preparacion de la
muestra, permitieron incrementar la sensibilidad, ademas el usar una combinacion de
anticuerpos con fluorocromos que son muy especificos y sensibles para la deteccion de
esas ceélulas tumorales, incluyendo anticuerpos multi-epitopos que permiten valorar
pacientes con terapia anti-CD38, permite indicarle al médico tratante con claridad si el
paciente tiene enfermedad residual persistente o indetectable con una sensibilidad de

1x10¢, teniendo la capacidad de identificar la presencia de pequefias clonas si las hay. Se
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pas6 de analizar un millon de células a 16 millones, para lograr la deteccién precoz que
permite una accion temprana y contribuya algun dia a la cura del mieloma multiple. (Prieto,
2024)

En la actualidad, con la implementacién de la citometria de flujo de nueva generacion se
utilizan combinaciones de 8 fluorocromos y permite adquirir aproximadamente 10-20
millones de células por paciente, ademas de utilizar un sistema de procesamiento de
analisis digital robusto que permite generar y analizar una mayor cantidad de datos en
menor tiempo. (Arana Berganza, 2021)

De esta forma se ha implementado, el tubo PCST (tabla 5) disefiado por el consorcio
EuroFlow™ que es un paso de cribado inicial basado en un nimero limitado de anticuerpos
que orientan eficazmente a la necesidad de caracterizar ain mas las discrasias de células
plasmaticas (PCD), ademas permite una estratificacion prondéstica basada en la expresion
del antigeno $2-microglobulina.(Catalogo cytognos)

Tabla 5. Tubo PCST disefiado por el consorcio EuroFlow™,

Elaboracién propia, modificado de (Catélogo cytognos)

PCST

(Plasma Cell Screening Tube)

Pacific PerCP- PE- APC-
OC515™  FITC PE ) ) APC
Blue™ Cyanine5.5 Cyanine7 C750™
B2-
CD45 CD138 CD38 CD56 CD19 CylgKappa CylgLambda

microglobulina

Ademas, otro tubo denominado PCD (tabla 6) disefiado por el consorcio EuroFlow™ es de
caracterizacion de CP y utiliza anticuerpos Unicos para identificar consistentemente la

poblacion de estudio por sospecha de discrasia de células plasmaticas. (Catalogo cytognos)
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Tabla 6. Tubo PCD disefiado por el consorcio EuroFlow™.

Elaboracién propia, modificado de (Catélogo cytognos)

PCD

(Discrasias de células plasmaéticas)

Pacific PerCP- PE- APC-
OC515™  FITC PE _ _ APC

Blue™ Cyanine5.5 Cyanine7 C750™

CD45 CD138 CD38 CD56 CD27 CD19 CD117 CD81

Por lo tanto, se considera que la NGF es una herramienta Gtil para monitorear la eficacia
del tratamiento del mieloma multiple en las distintas etapas incluyendo la induccién,
trasplante, consolidacion y mantenimiento, y se plantea a futuro como una herramienta de

endpoint para estudios clinicos. (Herlein, 2017)

En sintesis, la monitorizaciéon de la EMR en la MO de pacientes con MM tratados, se ha
demostrado una sensibilidad significativamente mayor y reproducibilidad mayor frente a la
citometria de flujo clasica. Esto se debe principalmente a:
® La evaluacién de un numero significativamente mayor de células por muestra
(es decir, 210%10° células) lograda mediante la lisis masiva de muestras de
sangre a base de cloruro de amonio antes de la tinciébn con anticuerpos.
(ii) Una combinacién optimizada de anticuerpos de dos tubos de ocho colores.
(iii) El uso de herramientas de software asistidas por computadora para un
analisis de datos automatizado mas objetivo y reproducible, como el software
INFINICYT de Cytognos Sl, Salamanca, Espafia. (Sanoja Flores, 2020)

Gracias a la evidencia generada, el Grupo de trabajo internacional sobre mieloma (IMWG)
adopté dentro de sus criterios para medir EMR la determinacién de células plasmaticas
clonales fenotipicamente aberrantes mediante citometria de flujo de nueva generacion en
aspirados de médula 6sea utilizando el procedimiento operativo estandar de EuroFlow para
la deteccion de EMR en MM con una sensibilidad minima de 1 en 10° células nucleadas o

superior, que permita considerar una EMR negativa. (Shaji Kumar, 2024)
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Esta EMR evaluada por citometria de flujo de nueva generacion identifica pacientes con
mayor riesgo de progresion y menor supervivencia global, por lo que es una herramienta
muy (til para estratificar el riesgo y es un factor pronéstico importante para los pacientes
con MM, por lo tanto, los esfuerzos terapéuticos deben ser dirigidos a la erradicacion de
estas células tumorales residuales. El objetivo es detectar temprano e intervenir pronto para
evitar que ese paciente sufra una recaida, y se evite un mieloma refractario al tratamiento.

(Arana Berganza, 2021)
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CAPITULO llI: Diagndstico y monitorizacion de la enfermedad medible residual en MM

mediante citometria de flujo de nueva generacion

Definicion de enfermedad medible residual

El término enfermedad medible residual (EMR)cuyo uso estd en aumento en lugar
del término enfermedad minima residual, hace referencia a la permanencia de células
malignas residuales, generalmente en niveles subclinicos, luego de que el paciente se
sometié al régimen quimioterapéutico indicado y alcanz6 la remisién clinica de la
enfermedad. Es importante determinar el riesgo de cada uno de los pacientes de presentar
EMR positiva, que es un factor pronéstico de gran importancia, ya que esta condicion se ha
relacionado con un aumento del riesgo de recaiday los pacientes que la desarrollan tienden
a presentar peores resultados a largo plazo con mayores cifras de mortalidad y recaidas

post-trasplante. (Cardona Quiceno, 2021)

El conocimiento de que esta pequefia fraccidn celular tumoral remanente existe, se remonta
hasta la década de 1950, cuando se empiezan a plantear terapias dirigidas a su
erradicacion en tumores solidos, aunque la primera mencién especifica a la presencia de
EMR en hemopatias malignas data probablemente de 1973, afio en el que se reportan los
resultados de varios ensayos clinicos en los que se administra la vacuna BCG de la
tuberculosis a pacientes de leucemia en los que no se habia logrado eliminar toda la
enfermedad. (Medina H, 2021)

La deteccion de EMR puede indicar que el tratamiento no fue completamente eficaz o que
fue incompleto, posiblemente no todas las células cancerosas respondieron a la terapia, o
las células cancerosas se volvieron resistentes a los medicamentos empleados. (Landgren,
2023)

Por tanto, en términos generales, la EMR en el MM hace referencia a la existencia de una
pequefia cantidad de células cancerosas que permanecen en el organismo del paciente,
después de haber recibido el correspondiente tratamiento. Dentro de la EMR, se distingue
una subcategoria: la enfermedad medible residual negativa o indetectable. Esta tiene lugar
cuando, tras la realizacion de las pruebas de deteccion de la EMR, no se observan indicios

de células malignas. (Campus Sanofi, 2023)
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La presencia de EMR es actualmente uno de los pardmetros mas informativos para el
paciente con mieloma multiple, dado que aquellos pacientes con EMR indetectable
muestran una supervivencia mayor que aquellos pacientes en los que si se detecta EMR.
Actualmente, el grupo de trabajo internacional de mieloma (IMWG) recomienda el empleo
de la citometria de flujo de nueva generacién desarrollada por el grupo EuroFlow o la
secuenciacion de nueva generacion empleando la estrategia de ClonoSEQ (Adaptive
Biotechnologies) para la detecciéon de EMR. (Medina H, 2021)

La deteccion de EMR ademas de ayudar a identificar y prevenir una posible progresion de
la enfermedad, también es importante para explorar nuevas vias terapéuticas mas eficaces

para el paciente en los que resulte positiva. (Campus Sanofi, 2023)

Tipo de muestra para detectar EMR

Para la deteccién de enfermedad medible residual se emplean métodos muy sensibles. Las
pruebas mas empleadas y recomendadas son la citometria de flujo, la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) y la secuenciacién de préxima generacion.
Para estas pruebas se usan muestras de células de la médula 6sea (que se extraen por

aspiracion) y/o células de la sangre periférica (de extraccion venosa). (Landgren, 2023)

Para detectar la EMR en el MM, lo mas empleado hasta el momento es obtener una muestra
de células del paciente mediante un aspirado de la médula 6sea. Teniendo en cuenta que
la cantidad de dichas células podria ser infima, se descarta el empleo de pruebas

tradicionales como el examen mediante microscopio. (Campus Sanofi, 2023)

Atendiendo a pardmetros internacionales, la evaluacion de la EMR debe ser realizada con
una técnica que presente una sensibilidad deal menos 107°. Lo que supone la posibilidad
de hallar una célula plasmética patoldgica en una muestra de 100.000 células, por tanto, la

calidad de la muestra es importante. (Campus Sanofi, 2023)

Técnicas para detecciéon de EMR
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Tomando en cuenta las publicaciones que profundizaban sobre las carencias de la

respuesta convencional y las alternativas disponibles en MM, en la revision de los criterios

de respuesta de 2016 el IMWG (Cuadro 7) reconocio la utilidad de nuevos métodos mucho

mas sensibles para detectar la presencia de EMR en MO y discriminar de forma certera

aguellos pacientes en los que puede detectarse aun enfermedad a pesar de haber

alcanzado una respuesta completa. (Medina H, 2021)

Tabla 7. Criterios de enfermedad minima residual segun el IMWG.

Elaboracién propia, modificado de (Fernandez Arregui, 2023).

EMR negativa por citometria No CP aberrantes por CMF (metodologia EuroFlow CMF
de flujo nueva generacion) con sensibilidad >10-5
EMR negativa por biologia Ausencia de secuencias clonas (<2 iguales), mediante
molecular plataforma con sensibilidad >10-5
EMR negativa mas imagen EMR negativa en MO (CMF o secuenciacion) + imagen
negativa por PET-TC negativa

EMR negativa en MO (CMF o secuenciacion) + imagen

EMR negativa mantenida

negativa

Como se observa en la tabla 7, las pruebas que se emplean en la deteccion de la EMR en

mieloma multiple son las siguientes: (Campus Sanofi, 2023)

Citometria de flujo de nueva generacion: es una técnica que evalla las células
individuales verificando la presencia o ausencia de ciertos marcadores de proteinas
en la superficie celular. Para obtener resultados confiables es necesario contar con
una muestra recién obtenida por una aspiracion de médula 6sea. La muestra se
trata con anticuerpos especiales que se unen solo a las células que tienen una

proteina especifica en su superficie. (Landgren, 2023)

La técnica de Next Generation Flow del grupo EuroFlow utilizando 2 tubos que se
detallan en la tabla 8, puede alcanzar una sensibilidad de hasta 10 y un limite de
cuantificacion de 5x10° si se analizan al menos 10 millones de eventos, y es
actualmente la metodologia inmunofenotipica recomendada por el Grupo
internacional de trabajo del mieloma para la evaluacién de EMR en MM. (Medina H,
2021)
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Tabla 8. Panel de Euroflow para el monitoreo de EMR
Elaboracion propia, modificado de (Pefia-Celaya, 2020)

Marcadores y fluorocromos conjugados

Tubos

Bv421 BV510 FITC PE PerCP-Cy 55 PE-Cy7 APC APC-H7
Tubo1l CD138 CD27 CD38 CD56 CD45 CD19 CD117 CD81
Tubo 2 CD138 CD27 CD38 CD56 CD45 CD19 cylgk cylgk

e Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR): En esta técnica se amplifican
cantidades minimas de ADN para poder analizar un segmento especifico de ADN.
La prueba de reaccion en cadena de la polimerasa puede identificar células
malignas segun sus anomalias genéticas, tales como mutaciones o cambios
cromosémicos. Como resultado, la prueba de reaccion en cadena de la polimerasa
puede detectar anomalias genéticas incluso cuando la cantidad de células
cancerosas residuales es muy pequefia. Con esta técnica es posible identificar una
célula cancerosa en medio de entre 100,000 a un millén de células normales.
(Landgren, 2023)

Como el MM es una enfermedad genéticamente muy heterogénea, se realiza la
deteccion de la recombinacién de los genes IGHV, IGHD e IGHJ en los tres loci de
inmunoglobulinas que proporciona reordenamientos V(D)J Unicos, cuya variabilidad
inicial se incrementa atn mas por los procesos de edicién del BCR. El resultado final
es la produccion de secuencias especificas para cada célula B que pueden
emplearse como marcadores para detectar la presencia del clon patoldgico tanto al
diagnéstico como en el seguimiento de la enfermedad, puesto que los

reordenamientos son estables a lo largo del tiempo. (Medina H, 2021)

e Secuenciacién de proxima generacion (NGS): Las técnicas de NGS son
actualmente el estdndar molecular para la evaluacion de EMR en MM y pueden
superar las principales limitaciones de la gPCR. Los protocolos de NGS se basan
en la amplificacion masiva de los reordenamientos de inmunoglobulinas en una
reaccion de PCR multiplexada, donde se introducen diversas combinaciones de

primers dirigidos frente a las regiones V y J de la cadena ligera kappa y de la cadena
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pesada, permitiendo la amplificacién de virtualmente todos los reordenamientos

presentes en la muestra. (Medina H, 2021)

Recientemente, el grupo del Memorial Sloan Kettering Cancer Center ha descrito
también la posibilidad de identificar los clonotipos patolégicos mediante
secuenciacibn de exoma completo, acoplando la caracterizacion de los
reordenamientos a los estudios de alteraciones genéticas. Tras la secuenciacion,
los reordenamientos se alinean frente a genomas de referencia para identificar los

genes V(D)J utilizados y obtener la secuencia clonotipica tumoral. (Medina H, 2021)

La NGS permite monitorizar a la vez no solo los clones patolégicos, también el resto
de clonotipos, lo cual es una ventaja adicional respecto a la gPCR porque ofrece la
oportunidad de investigar las dinamicas clonales durante la enfermedad. Ademas,
la sensibilidad de las estrategias de secuenciacidbn masiva depende directamente
de la cantidad de moléculas de ADN presentes en la reaccion de PCR, por lo que

puede alcanzarse una sensibilidad superior a 10°. (Medina H, 2021)

Tomografia por emision de positrones - tomografia computarizada (PET-TC):
La tomografia por emision de positrones/tomografia computada (PET-CT) es una
técnica no invasiva que combina informaciéon anatémica y funcional en un mismo
equipo, PET y TC. De esta forma se pueden detectar lesiones éseas, extradseas y

de la MO en un tiempo razonable y en un Unico procedimiento. (Lissarrague, 2022)

PET-TC tiene una sensibilidad (59-85%) y una especificidad (75-92%) relativamente
alta para la deteccion de enfermedad medular y extramedular, teniendo una
sensibilidad significativamente mas alta para la deteccion de esta Ultima. A su vez,
proporciona mayor informacién para detectar compromiso éseo (lesiones liticas),
infiltracion de MO, predecir el pronostico y evaluar la respuesta al tratamiento
comparado con la radiografia convencional. Este procedimiento permite evaluar y
monitorear la respuesta al tratamiento, por su capacidad para distinguir entre los
sitios metabdlicamente activos de los inactivos. Su utilidad post TCH se debe a que
muestra de manera temprana la normalizacion de los hallazgos imagenoldgicos,

asocidndose con mayor supervivencia libre de enfermedad. (Lissarrague, 2022)
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En la actualidad, el nuevo consenso de imagen del International Myeloma Working
Group (IMWG) del afio 2019 propone realizar el PET-TC en MM cuando la TC de
cuerpo entero o la RM no identifican signos de lesiones liticas u osteoporosis, 0
existen contraindicaciones para las mismas o estas no son factibles. En el
seguimiento, permite evaluar la respuesta al tratamiento y la progresion y evolucion
de la enfermedad. En pacientes con lesiones residuales detectadas por PET-TC, se
recomienda su realizacibn anual para detectar progresion precozmente.

(Lissarrague, 2022)

Cuando realizar deteccion de EMR

El momento en el que se debe proceder a la deteccién de la enfermedad residual varia en
atencion al tratamiento empleado, asi como a las caracteristicas propias de la enfermedad,

y del paciente. (Campus Sanofi, 2023)

Como pauta general, se recomienda realizar las pruebas de enfermedad medible residual:
(Campus Sanofi, 2023)

e Tras el tltimo ciclo de una terapia de combinacién planificada.

e Después de un trasplante de médula ésea.

e Durante el tratamiento, con el fin de confirmar la remision.

e Transcurrido un afio de terapia de mantenimiento.

e Enintervalos periédicos después de haber completado el tratamiento.

Dentro de los factores de riesgo para EMR positiva se encuentran la capacidad de tolerancia
y respuesta del paciente al tratamiento, el cariotipo e inmunofenotipo. (Cardona Quiceno,
2021)

Tras el tratamiento empleado, la presencia de cualquier célula cancerosa en el organismo
(por minima que sea) conlleva un riesgo de recaida, ya que dichas células podrian activarse

y multiplicarse. (Campus Sanofi, 2023)

La identificacion de la EMR negativa tras 12 meses desde la finalizacion del tratamiento, se

ha asociado a mejores resultados de supervivencia libre de progresién. Lo que refuerza ain
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mas el valor pronéstico de la enfermedad medible residual como marcador indirecto.
(Campus Sanofi, 2023)

La ausencia de EMR prolongada en el tiempo, puede llegar a influir en las decisiones de
tratamiento a utilizar, incluyendo la intensidad y la duracion de la terapia de mantenimiento.
Por todo ello, lograr un estado de negatividad en la EMR esta surgiendo como el nuevo
objetivo terapéutico a alcanzar en el mieloma mdltiple, incluso en recaida. (Campus Sanofi,
2023)

Ventajas y desventajas de la deteccién de EMR por citometria de flujo de nueva

generacion versus NGS

La ventaja que supone la deteccion de EMR por CMF o NGS ha sido ya demostrada de
multiples formas: las técnicas de EMR pueden aplicarse a la gran mayoria de pacientes, y
sus resultados son reproducibles y clinicamente relevantes con independencia de la
metodologia elegida para su evaluacién o el contexto de la enfermedad. Ademas de superar
el valor pronéstico de la respuesta completa, la EMR también supera en capacidad

predictiva marcadores de riesgo como la citogenética, el ISS o el R-ISS. (Medina H, 2021)

Como se describié hay dos técnicas principales, cada una de las cuales tiene fortalezas y
debilidades:

1. La citometria de flujo de proxima o nueva generacion que es un método
estandarizado por el consorcio EuroFlow que se puede realizar en unas pocas horas
utilizando un software automatizado que minimiza la subjetividad, y tiene la ventaja
de no requerir una muestra inicial, pero requiere una muestra fresca (de no mas de
36 h después de la recoleccion de la muestra), lo cual podria resultar en una
desventaja. (Shaji Kumar, 2024)

La citometria de flujo brinda multiples ventajas como facilidad, rapidez, menores
costos, mayor disponibilidad y aplicabilidad en las muestras. A su vez, permite
evaluar si la medula 6sea se esta recuperando luego de la quimioterapia o hay un

cambio de linaje. Sin embargo, otra desventaja de esta técnica es la posibilidad de
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tener falsos positivos debido a la modulacion antigénica inducida por los

tratamientos (Cardona Quiceno, 2021)

Ademas, otra ventaja importante es que no se ve afectado por la distribucion
irregular de la enfermedad en la MO. Al mismo tiempo, es muy adecuado para un
seguimiento mas frecuente de GMSI recién diagnosticado y de pacientes con MM
tratados que alcanzan una respuesta completa, proporcionando informacion
complementaria a la inmunofijacion sérica, por ejemplo, para el seguimiento de

tumores de células plasmaticas no secretores. (Sanoja Flores, 2020)

La otra técnica es la secuenciacion VDJ de proxima generacion, el ensayo
ClonoSEQ, que ha sido aprobado por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos de EEUU para la evaluacion de EMR en mieloma. Tiene la
desventaja con respecto a la citometria de flujo que requiere una muestra de
referencia para identificar el clonotipo dominante, pero la ventaja de que el estudio
se puede realizar tanto en muestras frescas como almacenadas y no se ve afectado

por los anticuerpos monoclonales terapéuticos.(Shaji Kumar, 2024)
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CAPITULO 1V: Citometria de flujo de nueva generacion y deteccion de células plasmaticas

monoclonales circulantes

Células plasmaticas circulantes en sangre periférica

Las células plasméticas clonales se distribuyen predominantemente en la médula 6sea esto
gracias a su adhesién al microambiente; sin embargo, ha quedado claro que no solo residen
en la médula ésea, sino que también pueden pasar a la circulacion para posteriormente
albergarse en tejidos intramedulares o distantes, este proceso permite que circulen y

residan en la sangre periférica. (Xia Y, 2023 )

Hoy se tiene evidencia de que un microambiente hipdxico estimula la secrecién de grandes
cantidades de factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), que promueve localmente
la angiogénesis y el crecimiento tumoral, junto con la pérdida de expresion de varias
moléculas de adhesion al estroma que podria darse en las células plasmaticas tumorales,
como del CD56, CD138, CD81 y CD117, lo cual favorece la liberacion y circulacién de las
células tumorales. Ademas, las variaciones circadianas de los niveles plasmaticos del factor
1 derivado de células estromales (SDF1) y del receptor de quimiocinas 4 (CXCR4), junto
con la regulacién negativa de la expresion de integrinas como CD1la, CD11lc, CD29,
CD49d y CD49e y antigenos de activacion como CD38 y CD27 en las células plasmaticas
tumorales en circulacion frente a células plasmaticas tumorales en la médula 6sea, también

favorece su liberacion a la circulacion. (Sanoja Flores, 2020)

Desde un punto de vista funcional de forma normal, las células plasmaticas circulantes
estan presentes en la sangre de personas sanas en niveles que oscilan entre 0,16 y 144
células/uL en la infancia y entre 0,14 y 27,5 células plasmaticas normales/uL en adultos,
con ligeras diferencias entre adultos jovenes menores de 50 afos y adultos mayores con
mas de 50 anos. Lo anterior es reflejo de la produccién diaria de células plasmaticas a lo
largo de la vida en respuesta a los antigenos presentes en el ambiente que estimulan a

células B en los tejidos linfoides. (Sanoja Flores, 2020)

Por otro lado, el mieloma mdltiple es una enfermedad de proliferaciéon de células
plasmaticas neoplasicas, que como ya se ha mencionado previamente, tienen

inmunofenotipos que difieren de las células plasmaticas normales, como una expresion
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homogénea y aberrante de CD56 y la pérdida homogénea del CD19 y CD45. Debido a que
las células plasmaticas neoplasicas pueden identificarse y cuantificarse rapidamente
mediante inmunofenotipado basado en citometria de flujo, se ha utilizado ampliamente esta
herramienta como método complementario al examen morfoldgico y la inmunohistoquimica

en el diagndstico de la enfermedad. (Bae, 2018)

La presencia de estas células plasmaticas monoclonales se puede detectar no solo en la
MO sino también en la sangre periférica de pacientes con trastornos de las células
plasmaticas. Segun estudios previamente realizados con inmunofluorescencia se demostro
que los pacientes con un alto nivel de células plasmaticas circulantes tenian mas
probabilidades de progresar a una enfermedad manifiesta por gammapatia monoclonal de
significado indeterminado (GMSI) o mieloma mudltiple latente. Por ello, se muestra una
tendencia a utilizar citometria de flujo para estudios de células plasmaticas circulantes,
porque la citometria de flujo es méas reproducible y sensible que la inmunofluorescencia.
(Bae, 2018)

Deteccion por citometria de flujo de células plasmaticas monoclonales circulantes en

sangre periférica

Los pacientes con MM como parte de su abordaje y seguimiento de EMR se someten en
repetidas ocasiones a aspirados de médula ésea para la caracterizacion. Las células
tumorales circulantes son detectables en la sangre periférica de practicamente todos los
casos de MM y son pronésticas, pero su aplicabilidad para la deteccidén no invasiva ha sido

poco investigada.(Garcés, 2020)

Lo anterior aun cuando desde hace mucho tiempo la citometria de flujo ha sido reconocida
como una metodologia adecuada para la enumeracién de CPTC en la sangre de pacientes
con neoplasias de células plasméticas, siendo ademas una técnica con un enfoque facil,
rapido, asequible y disponible en todo el mundo. Sin embargo, la falta de protocolos
estandarizados, los niveles de sensibilidad variables alcanzados para la deteccion de
CPTC, junto con la necesidad de muestras frescas de no mas de 48 horas, han limitado la
reproducibilidad de los resultados y, por lo tanto, su uso y aplicabilidad mas amplios. A
pesar de estas limitaciones, la citometria de flujo ha demostrado que la presencia y el

namero de CPTC en la sangre tanto en el momento del diagnéstico como después del
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tratamiento, tiene implicaciones clinicas importantes no sélo en pacientes con MM, sino

también en los pacientes con GMSI y MM latente. (Sanoja Flores, 2020)

De esta forma se ha demostrado por ejemplo que la presencia de células plasmaticas
tumorales en sangre periférica es un signo de enfermedad sistémica y que tasas
significativamente mas bajas de células plasmaticas tumorales se detectan entre pacientes

con subtipos diagndsticos de gammapatia monoclonal. (Sanoja Flores, 2020)

EuroFlow NGF-MM ha evidenciado que los inmunofenotipos entre las células plasmaticas
en general de MO versus sangre periférica, son comparables y permiten utilizar los mismos
paneles de marcadores conjugados con sus respectivos anticuerpos para su identificacion.
(Sanoja Flores, 2020)

Estas células plasmaticas circulantes (CPC) en la sangre periférica son detectables en una
proporcion significativa de pacientes con MM y en distintas concentraciones, lo cual
representa diferencias en la biologia de la enfermedad, como la adhesion de célula a célula
y de célula a estroma que son necesarias para la progresion del mieloma, y median la

resistencia a la terapia. (Nowakowski, 2005)

Por ello, desde un punto de vista clinico, se ha demostrado que la presencia y el nimero
de CPTC tiene implicaciones diagnésticas y pronésticas en los pacientes y, ademas, ha
confirmado ser Util para un seguimiento minimamente invasivo del MM después del

tratamiento. (Sanoja Flores, 2020)

Por ejemplo, se ha demostrado en varios estudios que las células plasmaticas tumorales
en circulacion sanguinea de pacientes con MM reproducen el patrén de mutaciones
somaticas presentes en la célula plasmatica del tumor de MO con niveles relativamente
altos de heterogeneidad lo que las hace subclonas. Por lo tanto, las células plasmaticas
tumorales en circulacion muestran sobreexpresién de genes y mutaciones asociadas con
la resistencia a los medicamentos, la respuesta inflamatoria, hipoxia, migracién celular y
metastasis, junto con la regulacién negativa de los genes responsables del control del ciclo
celular. Ademas, la presencia de células plasmaticas tumorales en circulacién también se
ha relacionado con alteraciones citogenéticas caracteristicas, incluyendo t(4;14), delecion
13q, delecion 17p, t(11; 14) y t(14;16). (Sanoja Flores, 2020)
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En otro estudio del 2020 se utilizé citometria de flujo de nueva generacién para aislar células
tumorales circulantes y MO compatibles de 53 pacientes y se compar6 su perfil genético.
En ocho casos, también se clasificaron células tumorales de plasmocitomas extramedulares
y se realizé una secuenciacién del exoma completo en las tres muestras de tumores
distribuidas espacialmente. Las células tumorales circulantes fueron detectables mediante
CMF de nueva generacion en la sangre periférica de todos los pacientes con MM. Con base
en la fraccion de células cancerosas de mutaciones clonales y subclonales, encontraron
gue aproximadamente el 22% salieron de un sitio de MO o sitio extramedular distante del
aspirado de MO compatible. La concordancia entre las células tumorales de la MO y las
células tumorales circulantes fue alta para las alteraciones del nUmero de copias a nivel del
brazo cromosémico (295%), aunque no para las translocaciones (39%). Todas las
anomalias genéticas de alto riesgo, excepto unat (4; 14), se detectaron en las células
tumorales circulantes siempre que estuvieran presentes en las células tumorales de MO.
Es de destacar que en las células tumorales circulantes se detectaron 282% de mutaciones
presentes en clones de MO y extramedulares. Estos hallazgos respaldan que las células
tumorales circulantes serian una muestra Util para la estratificacién del riesgo no invasivo

de los pacientes con MM en funcién de su nimero y perfil genético.(Garcés, 2020)

Por tanto, la monitorizacién seriada de la presencia de células plasmaticas clonales
circulantes mediante métodos de citometria de flujo de mayor sensibilidad como lo es la de
nueva generacion, haria mas factible evidenciar la evoluciéon subclonal de las células
plasmaticas que desarrollan independencia de anclaje y potencial de crecimiento fuera del
microambiente de la médula 6ésea bajo presion terapéutica e inmunoldgica. (Chakraborty R,
2017)

En un estudio del 2005 publicado en la revista Blood, realizado entre mayo de 1998 y enero
de 2003, efectuaron citometria de flujo en 302 pacientes con MM recién diagnosticado, el
numero de células plasméticas circulantes se midio seleccionando células mononucleares
CD38+ y CD45+. Se analizaron cincuenta mil eventos para cada paciente y se registr6 el
namero de células plasmaticas detectadas, y se demostré6 que la cantidad de células
plasmaticas circulantes detectadas por citometria de flujo es un factor prondstico
independiente al encontrar una correlacion inversa entre el nimero de células plasméaticas

circulantes y el promedio de supervivencia. La mediana de supervivencia global fue
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significativamente mas prolongada en pacientes con menos células plasméticas

circulantes. (Nowakowski, 2005)

En otro estudio de Mi Hyun Bae y colaboradores publicado en 2018, realizado en Sedl
Corea entre agosto de 2013 y julio de 2014, utilizando un panel de citometria de flujo con
cinco marcadores CD45, CD38, CD138, CD19 y CD56 que es el panel minimo
recomendado por la Red Europea de Mieloma se cuantificaron las células plasmaticas
circulantes para evidenciar su implicacién prondéstica en pacientes con mieloma mdultiple
recién diagnosticados. Realizaron un andlisis de supervivencia de 74 pacientes que
recibieron tratamiento para el mieloma. Los pacientes los dividieron en dos grupos segun
el nivel de células plasmaticas circulantes; pacientes con <0,02% y pacientes 20,02%, se
evidenci6 que los pacientes con 20,02% de células plasméticas circulantes mostraron peor
supervivencia libre de progresién y supervivencia global que los pacientes con <0,02% de
células plasméticas circulantes. (Bae, 2018)

En otro ejemplo, los pacientes con MM latente con 2150 células plasméticas circulantes en
150.000 células mononucleares, detectados mediante citometria de flujo de seis colores,
mostraron una mediana de tiempo de progresién mas corta (9 meses) gue aguellos con
<150 células plasmaéticas circulantes. En pacientes con mieloma mdaltiple con>10 células
plasméticas circulantes entre 50.000 células mononucleares se relacionaron con una
supervivencia general mas corta, y 2400 células plasmaticas circulantes entre 150.000
células mononucleares se asociaron con el tiempo transcurrido hasta el siguiente

tratamiento y una supervivencia general también mas cortos. (Bae, 2018)

Ademas del impacto negativo en la supervivencia, la presencia de células plasmaticas
clonales circulantes en mieloma multiple recién diagnosticado y en recaida, la cuantificacion
de estas células tumorales antes del autotrasplante de células madre es un predictor de
supervivencia libre de progresién y supervivencia general inferiores, independientemente

de la profundidad de la respuesta posterior a la induccion. (Chakraborty R, 2017)

Un estudio publicado en 2021 de Wenmin Han y colaboradores, refuerza ain mas el valor
del nivel de CPTC como marcador de pronéstico en el mieloma, al ser combinado con el
actual sistema de pronéstico de estadificacion R-ISS para distinguir un subconjunto de

pacientes con un prondstico particularmente malo. (Han, 2021)


https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Bae/Mi+Hyun
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5541877/#b1-1021439
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5541877/#b1-1021439
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El Sistema Internacional de Estadificacion Revisado (R-ISS) incluye variables incluidas en
el ISS original como beta-2 microglobulina sérica y albumina sérica, al tiempo que incluye
informacién de prondstico adicional obtenida de la deshidrogenasa lactica (DHL) sérica y
anomalias cromosOmicas de alto riesgo detectadas mediante fluorescencia de interfase en
hibridacion in situ (iFISH) después de la purificacibn de células plasmaticas
CD138.(Landgren, 2023)

Por lo tanto, estos hallazgos pueden tener importancia en el contexto de la modificacion de
las definiciones de enfermedad de alto riesgo y en la préactica clinica sobre la adopcién de
un tratamiento inicial adaptado al riesgo. Por ejemplo, un estadio R-ISS de alto riesgo
combinado con un conteo de células plasmaticas circulantes = 0,105% al momento del
diagndstico, indica un riesgo aun mayor de resultados adversos principalmente por la
existencia de un elevado numero de CPTC con anomalias citogenéticas como la delecion
13q y t(4;14) que son mas comunes en pacientes con células plasméaticas en sangre
periférica que en aquellos con MM intramedular. (Han, 2021)

Se ha observado que los pacientes con CPTC= 0,105% tienen un riesgo dos veces mayor
de albergar cambios citogenéticos de alto riesgo que aquellos con CPTC<0,105%. Al
evaluar la frecuencia de anomalias citogenéticas individuales, el 14,3% del grupo con un
alto numero de CPTC alberga deleciones de p53, lo que es mas de ocho veces la tasa en
el grupo de bajo conteo, se cree que el deterioro de la via supresora de tumores p53 podria

desempenfar un papel en la expansion del tumor extramedular. (Han, 2021)

En conclusién, la cuantificacion por citometria de flujo de las células plasmaticas circulantes
en el momento del diagndstico con cinco antigenos de superficie (CD138, CD38, CD56,
CD19 y CD45) muestra un impacto prondéstico significativo en un grupo heterogéneo de
pacientes con mieloma multiple. Este método sencillo y sensible permitiria a muchos
laboratorios clinicos adoptar facilmente una estrategia de estratificacién de riesgos que
incorpore los niveles de células plasmaticas circulantes en pacientes con mieloma mdultiple

recién diagnosticado. (Bae, 2018)

Todos estos hallazgos demuestran que la citometria de flujo de nueva generacién es una
técnica altamente sensible que permite la identificacién y cuantificacion de CPTC en sangre

en el momento del diagnostico en la mayoria de los casos de GMSI y practicamente en
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todos los casos de MM latente y MM. Ademas, proporciona informacion prondstica valiosa.
(Sanoja Flores, 2020)

Segun el protocolo EuroFlow para EMR, la técnica de bulk lisis esta validada para muestras
de médula 6seay sangre periférica, y como consideraciones analiticas indica que se utilice
un maximo de 2 mL de muestra por 50 mL de solucién lisante, y en caso de ser necesario
procesar mas muestra (es decir, la concentracion celular inicial es baja), se utilice varios
tubos de 50 mL, los volumenes de otros reactivos de la técnica para EMR descritos son los
mismos sin importar si se trabaja con sangre periférica 0 médula ésea. (Flores-Montero,
2018)

Por otro lado, el kit de deteccién de células plasméticas en circulacion para el andlisis de
muestras de sangre periférica indica que se debe lograr tefiir al menos 10 x 10° células
nucleadas en cada tubo y adquirir al menos 5 x 108 eventos, con lo cual se logra el criterio

del IMWG para la deteccién de EMR por citometria de flujo. (Catalogo cytognos)

Por ultimo, el uso de sangre periférica como muestra alternativa para analizar la EMR
mediante CMF, permite la evaluacion de la respuesta al tratamiento y su implementacion
esta siguiendo una direccién clara hacia el uso de técnicas muy sensibles en muestras

facilmente accesibles.(Cerezo Rios, 2024)

Situacién de la enfermedad en Costa Rica en cuanto a diagndstico y seguimiento

En Costa Rica se realiza citometria de flujo para el diagndstico y seguimiento del mieloma
multiple y otras discrasias de células plasmaticas en dos hospitales publicos nacionales que
corresponden al Hospital Calderén Guardia (HCG) y el Hospital San Juan de Dios (HSJD),
en este Ultimo se procesan muestras de pacientes procedentes del Hospital México, el
Hospital San Vicente de Paul y el Hospital de Alajuela, previa referencia del caso por parte
del Hematdlogo de cada hospital. Ademas, se espera implementar en el Hospital México a
corto 0 mediano plazo; todos estos hospitales forman parte de la Caja Costarricense de
Seguro Social. A estos centros de salud son referidos todos los pacientes de hospitales
periféricos que requieren una atencion médica especializada, por lo que sus datos

acumulados son un buen reflejo de la estadistica nacional. Por otro lado, en el sector
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privado Laboratorios Clinicos Jensen cuentan con la tecnologia y expertos en citometria de

flujo que ofrecen el servicio. (Lopez Villegas, 2024)

Los cuidados preanaliticos a considerar en la obtencion y transporte de la muestra incluyen
gue sea idealmente el primer aspirado medular, las muestras deben ser recolectadas en
tubos de EDTA, se requiere un volumen de muestra de entre 1 a 2 mL, que se entreguen
debidamente rotuladas, debe adjuntarse el formulario de citometria de flujo con la
informacion completa del paciente y el transporte de la muestra hasta el laboratorio debe
ser a temperatura ambiente sin refrigerar. (Rojas, 2024)

En cuanto a la extraccién de la muestra, por ejemplo, en el HCG las muestras de médula
Osea necesarias para el abordaje de los casos sospechosos de alguna de las discrasias de
células plasmaticas son extraidas por un médico general que forma parte del servicio de
Hematologia y ha sido entrenado en el procedimiento por lo cual las muestras que
normalmente se obtienen y son recibidas en el laboratorio especializado de hematologia
son de buena calidad. (Lépez Villegas, 2024)

En el caso del HSJD una vez que los aspirados de médula ésea llegan al laboratorio se
realiza una revision macroscoépica de la muestra (volumen, aspecto, presencia de coagulo),
luego un conteo celular en los analizadores XN-1000 Sysmex para verificar la calidad de la
muestra y obtener detalle de la celularidad. En este paso, se consulta al médico encargado
de procedimientos sobre la dificultad de la puncién y se le indica si se requiere 0 no una
nueva muestra dependiendo de la calidad y cantidad. El médico a cargo de procedimientos
trabaja en estrecha colaboracién con el laboratorio ya que es consciente de la importancia

de una buena muestra para el reporte de los resultados adecuados. (Rojas, 2024)

Una vez que se realiza el aspirado de médula ésea a los pacientes en los que se sospecha
mieloma mdltiple, en el HCG por ejemplo, se analiza la morfologia y se realiza citometria
de flujo simultaneamente utilizando los paneles PCD y PCST de EuroFlow; Si los hallazgos
en estas pruebas son compatibles con el diagndstico de MM se realiza un nuevo aspirado
de médula 6sea para realizar andlisis de citogenética y FISH con sondas para detectar
del(13q), del(17p), rearreglos IgH con sonda break apart y duplicaciones del 1g, como se

muestra en la figura 4. (Lopez Villegas, 2024)



Sospecha
de mieloma madltiple

l

Aspirado
de meédula dsea

v v

Citometria de flujo
Morfologia Panel PCD y
PCST de Euroflow

—» | Compatibles con
diagnostico de MM

Nueva muestra de MG}

l

Citogenética y FISH

61

| | !

|

Rearreglos IgH con
del(13a) del(17p) sonda break apart

Duplicacion del 1q

Figura 4. Protocolo diagnéstico aplicado en Costa Rica ante sospecha de MM.

Elaboracion propia. Fuente: Entrevista Dr Jorge Lépez Villegas, microbidlogo citometrista

del Laboratorio especializado de hematologia, HCG. (Lépez Villegas, 2024)
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Para EMR se utiliza en ambos laboratorios especializados la técnica de Bulk Lysis
estandarizada por el consorcio europeo Euroflow y se verifica posterior a la técnica, que las
concentraciones celulares obtenidas sean las adecuadas para dar resultados de buena
sensibilidad. (Rojas, 2024)

Se consulté por medio de entrevista al Dr. Jorge Lépez Villegas, quien es microbidlogo
especialista en hematologia y encargado de la citometria de flujo en el laboratorio de
hematologia especializada del Hospital Calderon Guardia, sobre el recuento de los casos
de pacientes con diagnéstico de mieloma multiple, con GMSI o mieloma mdltiple latente en
los que se realizé citometria de flujo como parte de las pruebas que llevaron al diagndstico,
el detalle de los casos se observa en la figura 5 donde se muestra que el registro de casos
de ese centro de salud se inicia el afio 2016.

Cantidad de pacientes diagndsticados con MM vrs
GMSI/SMM en el HCG entre 2016-2023
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Figura 5. Casos anuales de MM vrs GMSI/MM latente en el Hospital Calderon Guardia

analizados por citometria de flujo desde 2016.

Elaboracion propia. Fuente: Entrevista Dr Jorge Lopez Villegas, microbiélogo citometrista
del Laboratorio especializado de hematologia, Hospital Calderon Guardia. (Lépez
Villegas, 2024)
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Por otro lado, se realizé de igual manera una entrevista a la Dra. Yaoska Rojas quien
también es microbidloga especialista en hematologia y forma parte del equipo de
citometristas del Hospital San Juan de Dios. Segun los datos aportados, los casos de MM,
GMSI y MM latente en los que se utilizé la herramienta de citometria de flujo para llegar al
diagnéstico se registran desde noviembre del afio 2019, la cantidad de casos por afio se

observa con detalle en la figura 6. (Rojas, 2024)

Cantidad de pacientes diagndsticados con MM vrs
GMSI/SMM en el HSID entre 2019-abril 2024
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Figura 6. Casos anuales de MM vrs GMSI/MM latente en el Hospital San Juan de Dios

analizados por citometria de flujo desde noviembre 2019 a abril 2024.

Elaboracién propia. Fuente: Entrevista Dra Yaoska Rojas, microbiéloga citometrista del

Laboratorio especializado de hematologia, HSJD. (Rojas, 2024)

Para el diagnéstico en el caso de pacientes con sospecha de mieloma multiple tanto en el
Hospital Calderon Guardia como en el Hospital San Juan de Dios se utilizan primero los
paneles PCD y PCST de Euroflow, y para la determinacion y seguimiento de la EMR se usa
el panelMM MRD también de Euroflowcon los procedimientos indicados y reactivos

sugeridos, segun la entrevista realizada a ambos expertos.
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En cuanto a programas de control de calidad externo para mieloma multiple en el laboratorio
del HCGse utiliza UK NEQAS y el proporcionado por el mismo consorcio EuroFlow (Lépez
Villegas, 2024). En el caso del laboratorio de hematologia especializada del HSJD las
evaluaciones de control de calidad externo que se realizan son del Colegio Americano de
Patologos (CAP), UK NEQAS y del consorcio EuroFlow. (Rojas, 2024)

A continuacion, en la figura 7se muestra un grafico con la cantidad de casos por afio de
pacientes con diagnéstico de MM en los que se utiliz6 la citometria de flujo como
herramienta diagndstica. Como se aprecia no se cuenta con los datos del HCG del afio
2024 ya que aun no han sido generados, y en el caso del HSJD la CMF se implementd
desde el afio 2020 por tanto no existen datos previos.

Cantidad de casos de MM por aino diagndsticados usando
CMF como herramienta en HCG vrs HSJD
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Figura 7. Casos anuales registrados de MM donde se realiz6 CMF como herramienta
diagndstica en el HCG vrs HSJD.

Elaboracién propia. Fuente: Entrevistas a Dra Yaoska Rojas y Dr. Jorge Lépez.



65

De igual forma en la figura 8 se pueden observar los casos de pacientes en los que se logro

llegar al diagndstico de GMSI o MM latente utilizando la citometria de flujo como parte

delestudio.
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Figura 8. Casos anuales registrados de GMSI/MM latente donde se realiz6 CMF
como herramienta diagnéstica en el Hospital Calderén Guardia vrs Hospital San

Juan de Dios.
Elaboracién propia. Fuente: Entrevistas a Dra Yaoska Rojas y Dr. Jorge Lépez.

Con respecto a la distribucién por sexo de los casos diagnosticados en conjunto entre el
laboratorio del Hospital Calderén Guardia en el periodo 2016 - 2023, y el Hospital San Juan
de Dios en el periodo 2019 -2022, en la figura 9se observa que el 50,4% corresponden a
pacientes femeninas y el 49,6% de los casos son masculinos, lo cual contrasta con lo
reportado en la literaturaen donde se reporta una mayor incidencia en hombres que en
mujeres, sin embargo se podria considerar como una diferencia minima probablemente
sesgada por la cantidad de casos registrados hasta el momento. Ademas, el promedio de
edad al diagnéstico corresponde a 65,1 afios con un rango entre los 33 y los 95 afios, segun

datos de ese mismo periodo y centros hospitalarios. (Lépez Villegas, 2024)(Rojas, 2024)
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PACIENTES DIAGNOSTICADOS CON MIELOMA MULTIPLE UTILIZANDO CMF EN
CONJUNTO ENTRE EL HCG EN EL PERIODO 2016 - 2023 Y EL HSID EN EL
PERIODO 2019 - 2022

® HOMBRES = MUIJERES

Figura 9. Distribucion por sexo de pacientes con diagndstico de MM en conjunto durante
el periodo 2016 - 2023 en el HCG y el periodo 2019 — 2022 del HSJD.

Elaboracién propia. Fuente: Entrevista Dr Jorge Lépez Villegas y Dra Yaoska Rojas,
microbidlogos citometristas del Laboratorio especializado de hematologia, HCG y HSJD

respectivamente

El andlisis de EMR en el HCG suele ser solicitado por los médicos especialista en
hematologia a mitad del esquema de tratamiento inicial, al finalizar el tratamiento y previo

al trasplante aut6logo si esté indicado para el paciente. (L6pez Villegas, 2024)

De manera similar en el HSJD suele ser solicitada la determinacién de EMRCuando se
alcanzan criterios de repuesta completa y cada vez que se requiere determinar el estado
de la enfermedad, respuesta a tratamiento, previo a TMO y post TMO. (Rojas, 2024)

Se le consulté al Dr. Lépez sobre qué tan factible considera realizar en el pais el
seguimiento de la enfermedad medible residual en pacientes con MM utilizando la sangre
periférica como muestra, y en su opinion es posible utilizarlo como una herramienta mas

para el seguimiento, pero no sustituye la EMR en MO, y considera ademas que actualmente
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la gran limitante es la cantidad de muestra y reactivos necesarios para obtener la cantidad

de células requeridas. (L6pez Villegas, 2024)

Por su parte, la Dra. Yaoska Rojas considera que, aunque el seguimiento de EMR en
pacientes con MM utilizando sangre periférica se encuentra estandarizado por el consorcio
europeo Euroflow, si no se detectan células plasméticas neoplasicas en sangre periférica,
lo recomendado seria realizar la EMR en médula ésea ya que un significativo nimero de
casos de MM presentan EMR detectable en médula 6sea con EMR no detectable en sangre
periférica; por ese motivo y debido a los altos costos econdémicos de la prueba, considera
gue no es factible de momento realizar EMR en sangre periférica para evitar una duplicidad
de analisis. (Rojas, 2024)

Por dltimo, en el pais se realiza trasplante autélogo para los pacientes de MM que son
candidatos al procedimiento como parte del abordaje terapéutico. Actualmente, sélo el
Hospital México y el Hospital San Juan de Dios cuentan con Unidades de Trasplantes de
médula 6sea. Dichos seguimientos de EMR se realizan entre los 3 - 6 meses posteriores al

TMO mientras el paciente es valorado por los hematdlogos del Hospital. (Rojas, 2024)

Propuesta de algoritmo de diagndstico

A pesar de todo lo descrito en este capitulo, la deteccidn y el monitoreo de los niveles de
células plasmaticas tumorales en sangre periférica no son parte de los criterios de

respuesta al tratamiento y diagn@stico clinico actuales.

Como se mencioné en capitulos anteriores, recientemente se han desarrollado enfoques
de citometria de flujo de nueva generacion para la monitorizacion de la enfermedad medible
residual en la MO de pacientes con MM tratados, con una sensibilidad mayor de <2 x 1076,
y mas recientemente, esta técnica también se ha aplicado para la deteccion de CPTC en la

sangre periférica de pacientes con GMSI, MM latente y MM. (Sanoja-Flores, 2020)

Sanoja Flores y colaboradores en su publicacion “Detection of Circulating Tumor Plasma
Cells in Monoclonal Gammopathies: Methods, Pathogenic Role, and Clinical Implications”
del aflo 2020, proponen un algoritmo de diagnostico que se muestra en la Figura 10para

evaluar la presencia de CPTCpara el estudio diagnéstico de pacientes con sospecha de
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neoplasias de células plasméaticas que podria contribuir a una mayor eficiencia diagndstica

y un seguimiento mas cercano de los pacientes. (Sanoja-Flores, 2020)

Sospecha de neoplasia de
células plasmaticas
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Figura 10. Estrategia propuesta para un estudio diagnéstico integral de pacientes con
sospecha o diagndstico de gammapatia monoclonal basado en la evaluacion de células

plasmaticas tumorales circulantes mediante tecnologias complementarias.

Elaboracion propia. Modificado de (Sanoja Flores, 2020)
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De esta forma, se propone el andlisis de la citomorfologia para detectar la presencia de
CPTC a pesar de ser una técnica de deteccion de baja sensibilidad, reservando las pruebas
mas sensibles para pacientes con sospecha de neoplasia de células plasmaticas con

resultados citomorfolégicos en sangre negativos.(Sanoja-Flores, 2020)

En este algoritmo utilizan un punto de corte de 0,058 CPTC/uL que segun el estudio fue
capaz de discriminar GMSI de pacientes con MM con un 80% de sensibilidad y 80% de
especificidad. Ademas desde el punto de vista prondstico, el nimero de CPTC en sangre
periférica detectado por citometria de flujo de nueva generacién también demostré
discriminar eficientemente entre casos de GMSI con riesgo alto de progresién a MM cuando
se obtiene 20,058 CPTC/uL o riesgo bajo de progresién a MM al obtener un resultado
<0,058 CPTC/uL, y para identificar aquellos pacientes con MM recién diagnosticado con
supervivencia libre de progresion y supervivencia general reducida al obtener un conteo
20,1 CPTC/uL versus prolongada cuando se obtiene un conteo <0,1 CPTC/uL. (Sanoja-
Flores, 2020)

En los casos donde los recuentos de células plasmaticas tumorales en sangre periférica
obtenidos por citometria de flujo de nueva generacion sean altos (20,058 CPTC/uL) se
consideranaltamente sugestivos de MM, y se recomienda el examen de la MO para obtener
un diagndstico final. Por el contrario, en aquellos casos de GMSI donde no se
detectancélulas plasmaticas tumorales en sangre periférica, y en los casos con recuentos
bajos de CPTC en sangre se asociaran con mayor frecuencia con GMSI y MM latente de
bajo riesgo. En tales casos, se podria considerar la planificacion de un analisis de MO
dependiendo de la presencia versus ausencia de sintomas y la cantidad del componente

monoclonal sérico.(Sanoja-Flores, 2020)

A pesar de la menor sensibilidad de deteccion de CPTC mediante citometria de flujo de
nueva generacion en sangre periférica frente a la EMR en médula 0sea, la persistencia de
CPTC después del tratamiento se asocia con tasas de supervivencia libre de progresion
cinco veces menores en comparacion con los pacientes a los que no se les detectan células
plasmaticas neoplasicas en sangre periférica, independientemente de la citogenética del
tumor del paciente, la respuesta al tratamiento lograda, incluido el estado de la EMR de la
MO, y la fase de tratamiento en la que se evalla la presencia de CPTC en sangre.(Sanoja-
Flores, 2020)
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Los autores del estudio que expone este algoritmo (Figura 10), sugieren que, de manera
similar, la presencia de CPTC en la sangre de los pacientes con MM una vez tratados puede
verse como un marcador sustituto de la persistencia de la enfermedad de la MO vy, por lo
tanto, usarse para una planificacibn mas eficiente del muestreo de MO para la
determinacion de EMR.Pues basandose en estudios que demuestran que pacientes con
MM tratados que tenian CPTC en la sangre por citometria de flujo de nueva generacion
también obtuvieron un resultado positivo de EMR en MO, y que en caso de no detectar
EMR en sangre periférica se recomienda analizar la EMR en MO ya que hay un porcentaje
de casos de pacientes con EMR positivos en la MO que no muestran afectacion sanguinea
por CPTC. (Sanoja-Flores, 2020)

En conjunto, estos hallazgos demuestran que la citometria de flujo de nueva generacion es
una técnica altamente sensible que permite la identificacién y cuantificacion de CPTC en
sangre en el momento del diagnéstico en la mayoria de los casos de GMSI y practicamente
en todos los casos de MM latente y MM.(Sanoja-Flores, 2020)

En una fraccién importante de los casos de GMSI no se detectan células plasmaticas
tumorales en sangre periférica, o que podria ser de gran utilidad para evitar o retrasar el
estudio de médula ésea. A su vez, los casos con recuentos bajos de células plasmaticas
tumorales en circulacién se asociaran con mayor frecuencia con GMSI, MM latente de bajo
riesgo y MM similar a GMSI. En tales casos, se podria considerar la planificacién de un
analisis de MO dependiendo de la presencia versus ausencia de sintomas y la cantidad del

componente monoclonal sérico. (Sanoja Flores, 2020)

De manera similar, la presencia de células plasmaticas tumorales en sangre periférica de
pacientes con mieloma multiple tratados puede verse como un marcador sustituto de la
persistencia de la enfermedad de la MO y, por lo tanto, usarse para una planificacién mas

eficiente del muestreo de MO. (Sanoja Flores, 2020)

Sin embargo, la deteccion de células plasmaticas tumorales en sangre periférica mediante
citometria de flujo de nueva generacion, sigue siendo un marcador de EMR menos sensible
que EMR en médula 6sea para el seguimiento de pacientes con MM tratados. Pero, la
monitorizacion sanguinea de CPTC tiene mdltiples ventajas en comparaciéon con

ladeterminacion de EMR en MO ya que la muestra se obtiene mediante un procedimiento
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menos invasivo, no se ve afectado por la distribucion irregular de la enfermedad o la
hemodilucién que podrian afectar su determinaciéon en médula 6sea. Lo cual permitiria un
seguimiento mas frecuente de GMSI recién diagnosticado y de pacientes con MM tratados

gque alcanzan una respuesta completa. (Sanoja-Flores, 2020)
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Conclusiones

El mieloma multiple junto con otras discrasias de células plasmaticas representa una causa
importante de morbilidad y mortalidad entre la poblacién adulta en Costa Rica y el mundo.
Por ello, se considera importante conocer la fisiopatologia de la enfermedad que incluye su
evolucién natural, asi como las opciones diagndsticas y terapéuticas disponibles segun

cada escenario clinico, con el fin de contribuir a visibilizar esta neoplasia.

La evolucion de la técnica de citometria de flujo y su aplicacion en el campo del diagnostico
de laboratorio ha permitido conseguir lo que hoy es la citometria de flujo de nueva
generacion, que se ha consolidado como una técnica sensible y especifica, que ha
cambiado la forma en que la citometria de flujo contribuye como herramienta diagnéstica y
de seguimiento de la EMR de neoplasias hematolégicas entre las que se incluye el mieloma
multiple, por lo que todos los esfuerzos para lograr la estandarizacién de protocolos y
reactivos que permitan obtener resultados comparables entre distintos centros médicos son

de suma importancia.

Las técnicas de deteccién de EMR actualmente recomendadas por el grupo internacional
de mieloma (IMWG) son la técnica de citometria de flujo de nueva generacién desarrollada
por el grupo EuroFlow y la secuenciacion de nueva generacion empleando la estrategia de
ClonoSEQ,ya que ambas alcanzan los niveles deseables de deteccidon, que permiten la
deteccién de remanentes de células plasmaticas neoplasicas cuando se encuentren en muy

bajo porcentaje.

En Costa Rica actualmente no se procesan muestras de sangre periférica para deteccion
de EMR, la muestra de eleccion sigue siendo la médula ésea, sin embargo, se considera
que con el tiempo y mayor evidencia cientifica en el futuro se debe evaluar la técnica, ya
que la cuantificacion por citometria de flujo de las células plasmaticas circulantes muestra

un impacto prondstico significativo.

Los laboratorios especializados en el pais que realizan analisis de citometria de flujo de
nueva generacion, utilizan protocolos de trabajo similares, y emplean las técnicas

estandarizadas por los expertos del consorcio EuroFlow.
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Las estadisticas de la enfermedad en Costa Rica difieren a la reportada en la literatura,
segun los datos obtenidos, que son limitados, se han reportado 353 casos MM en los
ultimos afios con una frecuencia levemente mayor en mujeres que corresponde al 50,4% y
de 49,6% en hombres, lo cual resulta llamativo ya que la distribucién es bastante
homogénea vy difiere con lo reportado en la literatura donde se indica que la incidencia es
mayor en hombres. La edad promedio al momento del diagnéstico corresponde a 65,1 afios
con un rango entre los 33 y los 95 afnos, lo cual se encuentra dentro del rango de edad
descrito en la literatura. Se han reportado 80 casos de pacientes con GMSI/MM latente en

Costa Rica en el mismo periodo 2016 — 2024.
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