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El tratamiento del mieloma multiple (MM) ha cam-
biado radicalmente durante los Ultimos 15 afios
gracias a la introduccioén de nuevas drogas con di-
ferentes mecanismos de accion, lo que permitid
prolongar la sobrevida de los pacientes con MM,
Las combinaciones de drogas inmunomoduladoras
(IMIDs) e inhibidores del proteasoma (IP) han per-
mitido que un grupo importante de pacientes logren
remisiones completas (RC) prolongadas, retrasando
significativamente la recaida de enfermedad-?.

Sin embargo, la mayoria de los pacientes que logran
RC eventualmente presentan recaida de enfermedad,
lo que sugiere que una pequena poblacion de células
patoldgicas no son detectadas por las técnicas clasi-
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cas de evaluacion de respuesta (proteinograma elec-
troforético, inmunofijacion, cadenas livianas libres
y cuantificacion de células plasmocitarias en médula
Osea)®),

En los ultimos afios se han desarrollado métodos de
mayor sensibilidad para detectar enfermedad mini-
ma residual (EMR) en MM. Estos incluyen a la cito-
metria de flujo (CMF) multiparamétrica, la reaccion
de cadena polimerasa cuantitativa de oligonucle6ti-
dos alelo-especificos (ASO-qPCR, por sus siglas en
inglés) y a las técnicas de secuenciacion de proxima
generacion (NGS, por sus siglas en inglés)®).

Si bien estas técnicas son utiles para monitorear la
EMR en la médula 6sea, el compromiso por MM
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puede ser heterogéneo, lo que posibilitaria resulta-
dos falsos negativos. Ademas, no permiten la detec-
cion de enfermedad fuera de la médula 6sea>). Por
lo comentado, también se han investigado la aplica-
cion de estudios por imagenes como la resonancia
magnética nuclear (RMN) y la tomografia compu-
tada por emision de positrones (PET-TC) para de-
tectar anatomicamente lugares de persistencia de
enfermedad®.

Para la mayoria de las enfermedades onco-hemato-
logicas la ausencia de EMR se asocia a mayor su-
pervivencia global. E1 MM no seria una excepcion
a dicho paradigma. Un metanalisis reciente de ca-
torce estudios clinicos con un total de 1273 pacien-
tes con MM, evaluo el impacto de la EMR luego
del tratamiento de primera linea. La EMR negativa
luego del tratamiento se asocid significativamente
con mayor supervivencia libre de progresion (SLP)
y mayor supervivencia global (SG). Estos hallazgos
se observaron tanto en pacientes candidatos como
no candidatos a trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas (TCPH)™.

La mayor compresion, estandarizacion y aplicabili-
dad de las diferentes técnicas de monitoreo de EMR
permitiran préximamente incorporarlas en las deci-
siones terapéuticas en todas las etapas del tratamien-
to de los pacientes con MM.

Importancia clinica de la profundidad de res-
puesta

La relacion entre profundidad de respuesta al trata-
miento y la prolongacion significativa de la SLP y
SG ha sido publicada en numerosos estudios clini-
cos, tanto para pacientes candidatos a TCPH como
para la poblacion anosa®.

No solo lograr la RC sino mantenerla en el tiempo
seria un requisito fundamental para lograr super-
vivencias prolongadas. Esto fue demostrado en el
estudio de “Terapia Total 2 de la Universidad de
Arkansas, donde los pacientes que mantuvieron la
RC por 3 afios tuvieron una supervivencia global
significativamente mayor comparado a los pacien-
tes que no lograron RC o que lograron la misma
pero recayeron antes de los 3 afios. Uno de cada 3
pacientes con RC podrian estar potencialmente cu-
rados, libres de recaida de enfermedad a 10 afios de
seguimiento®.

Sin embargo, existen subgrupos de pacientes que
aun sin lograr RC (por los métodos convencionales)

HEMATOLOGIA * Volumen 21 N° Extraordinario * XXIII Congreso Argentino de Hematologia: 152-157, 2017

alcanzan supervivencias prolongadas. Los pacientes
con perfil de gammapatia monoclonal de significado
incierto (MGUYS) al diagnostico o con subtipos mo-
leculares especificos pueden lograr supervivencias
prolongadas, incluso con respuestas parciales al tra-
tamiento. Es importante destacar que estos subgru-
pos representan so6lo el 10% del total de pacientes
con MM,

Aproximadamente el 40% de los pacientes en RC
presentaran recaida de enfermedad dentro de los
4 afios de iniciado el tratamiento y un 5% de los
mismos presentaran recaidas antes del afio". Esto
demuestra que los métodos convencionales de mo-
nitoreo de respuesta terapéutica completa como la
inmunofijacién negativa en sangre y orina, la des-
aparicion de plasmocitomas, la ausencia de células
plasmaticas clonales en médula 6sea por inmuno-
histoquimica y la normalizacion de la relacion de
cadenas livianas libres en suero son sub-optimos’-®.
Por lo tanto, lograr la RC medida por los métodos
convencionales no necesariamente representa la
maxima respuesta al tratamiento. Como consecuen-
cia se han desarrollado técnicas de mayor sensibi-
lidad para una mejor deteccion de EMR en los pa-
cientes con MM.

Deteccion de enfermedad minima residual en
médula ésea

La desaparicion de plasmocitos clonales por inmu-
nohistoquimica es uno de los requisitos para definir
RC. Con la finalidad de incrementar la sensibilidad
de deteccion de células de MM en médula dsea se
han desarrollado métodos como la CMF multipa-
ramétrica, la ASO-qPCR y la NGS. Estos métodos
permiten la evaluacion de millones de células de
la médula 6sea (o su correspondiente cantidad de
ADN) por determinacion y proporcionan una cuan-
tificacion de células tumorales residuales en la mé-
dula 6sea en un tiempo relativamente rapido.

Citometria de flujo multiparamétrica para la de-
teccion de enfermedad minima residual
Métodos de primera generacion. Estas técnicas
permiten discriminar entre células de MM y células
plasmaticas normales analizando simultineamente
los diferentes patrones de expresion antigénica. Los
antigenos de membrana mas utilizados incluyen al
CD138, CD38, CD45, CD56, CD19 y cadenas livia-
nas kappa y lambda citoplasmaticas®.
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Marcadores adicionales, muchos de los que se en-
cuentran aberrantemente expresados en células de
MM, como CD27, CD28, CD81 y CD117, también
han sido utilizados. Sin embargo, debido a la expre-
sion heterogénea de estos marcadores y a diferen-
cias en el nimero de eventos estudiados como en las
estrategias de andlisis utilizadas, las comparaciones
de los resultados entre diferentes estudios es con-
fusa. Recientemente se han desarrollado guias de
consenso para intentar estandarizar la evaluacion de
enfermedad en MMV,

El grupo espafiol de mieloma (PETHEMA/GEM)
utilizo CMF de cuatro-colores (cuatro antigenos
analizados) para estudiar la EMR en 295 pacientes
con MM de reciente diagnostico. La EMR negati-
va al dia 100 post TCPH autdlogas se correlaciond
significativamente con mayor SLP y SG'?. De ma-
nera similar, el grupo inglés (MRC IX clinical trial)
evalu6 la EMR en varias etapas del tratamiento del
MM en pacientes candidatos a TCPH con CMF de
seis-colores (seis antigenos analizados). La EMR
negativa al dia 100 post trasplante también se asociod
significativamente a mayor SLP y SG?. La sensi-
bilidad de estas técnicas detecta 1 célula patologica
en 10.000 (10*) células plasmaticas totales*®. La
evaluacion de EMR post tratamiento también ha
sido estudiada en pacientes no candidatos a TCPH
logrando resultados similares a los descriptos para
los pacientes jovenes?.

Diferentes estudios han demostrado que la sensibi-
lidad de estas técnicas se incrementa significativa-
mente cuando > 6 marcadores se analizan simulta-
neamente. La CMF de ocho colores (ocho antigenos
analizados simultineamente) logra una sensibilidad
de 1 célula patologica en 100.000 (10-°) células plas-
maticas totales*®.

Citometria de flujo de préoxima generacion (Ne-
xt-generation flow). Intentos recientes de estanda-
rizacion de la CMF y automatizacion para analisis
de resultados, hacen a esta técnica atractiva para la
deteccion de rutina de la EMR en MM.

El método actual EuroFlow para CMF de proxima
generacion propone, para la deteccion de EMR en
MM, dos paneles de 8 marcadores de membrana
(8-colores). Estos marcadores combinan antige-
nos de membrana para la identificacion de células
plasmaticas clonales con fenotipos aberrantes como
también la expresion intracitoplasmatica de cade-
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nas livianas kappa y lambda para confirmar clona-
lidad.

Una caracteristica de esta técnica de 8-colores es su
balance entre efectividad (sensibilidad + especifici-
dad) y disponibilidad en hospitales/centros de rela-
tiva

Por ultimo, los centros que realicen CMF de proxi-
ma generacion deben cumplir con los criterios de
validacion y control de calidad propuestos por el
consenso EuroFlow*#!9,

Métodos moleculares para la deteccion de enfer-
medad minima residual

Reaccion de cadena polimerasa cuantitativa de
oligonucleétidos alelo-especificos (ASO-qPCR).
Los rearreglos de los segmentos de genes V, D, J
en los complejos genéticos de inmunoglobulinas
(IGH, IGK e IGL) proporcionan a cada célula B de
combinaciones especificas VDJ en las diferentes
moléculas de inmunoglobulinas. Estas inserciones o
deleciones de nucledtidos en los sitios VDJ repre-
sentan una “huella digital” tinica para cada célula B
y también para cada clon de células B malignas™'®).
Estas segmentos VDJ deben identificarse para cada
paciente al diagnostico. Los mismos pueden secuen-
ciarse con técnicas estandar y, de esta forma, disefiar
oligonucledtidos especificos para usarlos en la de-
teccion por PCR de las células malignas. La sensi-
bilidad de la técnica puede detectar 1 célula maligna
por cada 10.000 (10*) a 100.000 (10-) células plas-
maticas™®.

Si bien es una técnica sensible y especifica, es apli-
cable en una proporcion baja de pacientes con MM,
se dispone en laboratorios muy especializados y es
mas laboriosa comparada a la CMF. Algunos es-
tudios han comparado las técnicas de ASO-qPCR
con CMF multiparamétrica con resultados simila-
res!71®), Actualmente, esta técnica ha sido remplaza-
da por los métodos de NSG.

Secuenciacion de proxima generacion (NGS).
Esta técnica amplifica ADN utilizando primers lo-
cus-especificos para los genes de cadenas pesadas
IGH-VDIJ o IGH-DJh o IGK. Una vez amplifica-
do, el ADN de los genes de inmunoglobulinas es
secuenciado y se determinan las frecuencias de los
diferentes tipos de clones celulares®?.

Una vez detectados dichos clones al diagnostico,
pueden determinarse y cuantificarse durante el se-
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guimiento del paciente, y de esta forma evaluar la
presencia de EMR. La sensibilidad de la técnica
puede detectar 1 célula maligna por cada 100.000
(107) células plasmaticas“®. Estudios recientes han
demostrado alcanzar por esta técnica una sensibili-
dad de 1 en 1.000.000 (10-¢) 819,

Lamayoria de la informacion publicada con NGS ha
sido generada utilizando la plataforma LymphoSI-
GHT (Sequenta/Adaptive Inc.), que usa “primers”
de consenso para la amplificacion y secuenciacion
de los segmentos de genes de inmunoglobulinas.

El grupo espanol (PETHEMA/GEM) evalu6 el va-
lor pronostico de la EMR evaluada por NGS en mé-
dulas 6seas de 133 pacientes con MM que lograron
> MBRP luego del tratamiento de primera linea. Los

pacientes con EMR negativa tuvieron significativa-
mente mayor SLP (80 vs 31 meses; p <0.001) y ma-
yor SG (no alcanzada vs 81 meses; p <0.002). Tam-
bién demostraron que la concordancia entre NGS y
CMF multiparamétrica o ASO-qPCR fue de 83% y
85% respectivamente!'”. Resultados similares fue-
ron encontrados en el estudio IFM-DFCI 2009 del
grupo francés®?.

Comparacion entre las técnicas que evaltian en-
fermedad minima residual en médula 6sea

Cada una de las técnicas comentadas (basadas en el
fenotipo o genotipo de las células plasmaticas) po-
seen ventajas como desventajas que deben tenerse
en cuenta (Tabla 1).

Tabla 1. Comparacion entre las diferentes técnicas que evaliian
enfermedad residual minima en médula dsea.

Caracteristica CMF

NGS ASO-qPCR

Necesidad de muestra
al diagnostico

NO

Si.

Debe identificarse
rearreglo especifico
del clon dominante

Si.

Deben generarse sondas
especificas para cada
paciente

Procesamiento de

Dentro 24-48hs

Puede congelarse

Puede congelarse

la muestra

-4 -5 -6 5 -6
Sensibilidad gr?la;oiosi 8 colores) 10 107alo
dC;);l;l;zlu(:: t::lidad ill analizar la totalidad N O

de las células de MO

Complejidad de ++ ++ +++
la técnica (horas) (5-10 dias) (semanas)
Utilidad * 90- 100% 90-100% 60-70%
Estudio Evalta multiples clones Evalta multiples clones Detecta solo un clon
de clones

*Utilidad: posibilidad de obtener un resultado positivo en 100 muestras analizadas.

La prueba ideal para monitorear EMR deberia cum-
plir las siguientes caracteristicas: 1) gran aplicabi-
lidad (posibilidad de usarse en la mayoria de los
pacientes), 2) elevada sensibilidad y especificidad,
3) alta utilidad (obtencion de resultados en la mayo-
ria de los pacientes), 4) accesibilidad, 5) necesidad
de una muestra pequefia y trasladable facilmente, 6)
reproducibilidad y 7) valor clinico documentado™®.
Al momento actual, ninguno de los métodos descrip-
tos cumple completamente con todos estas caracte-
risticas ideales, pero la CMF de proxima generacion
y la NGS cumplen con la mayoria de ellas. Ambas
poseen plataformas que podrian aplicarse de manera

uniforme entre las diferentes instituciones y paises.
La inclusion de ambos métodos en estudios pros-
pectivos permitird comprender mejor las ventajas y
desventajas de los mismos, como su aplicacion en
las distintas etapas de la enfermedad.

Deteccion de enfermedad en hueso y extramedular
La posibilidad de compromiso de la médula o6sea
“parcheado” por MM o enfermedad extramedular
con una evaluacion de EMR negativa es un desafio
para las técnicas descriptas que analizan muestras
de aspirados unicos de médula 6sea™*d.

Esta situacion podria generar evaluaciones de res-
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puesta falsamente negativas y motivé considerar a
técnicas por imagenes de alta sensibilidad para rede-
finir la respuesta completa al tratamiento.

La técnica por imagen mas sensible y especifica
para monitorear EMR es el PET-TC®2D, Detecta
enfermedad 6sea como enfermedad extramedular y
posee sensibilidad similar pero mayor especificidad
que la RMN de cuerpo entero®?Y,

Diferentes estudios han demostrado su utilidad
prondstica en relacion a la deteccion de lesiones
PET-positivas en pacientes con MM, tanto al diag-
nostico como en la recaida.

Recientemente el grupo italiano (GIMEMA) publicé
resultados sobre 282 pacientes con MM de reciente
diagnostico tratados con IMIDs e IP con lesiones
PET-positivas al inicio del tratamiento®?. En este
estudio se demostro que aquellos pacientes en RC
(segun métodos convencionales) pero con PET-po-
sitivo tuvieron significativamente menor SLP y me-
nor SG que los pacientes en RC con PET-negativo.
La SLP fue de 44 vs 84 meses y la SG a 5 afos de
70% vs 90% respectivamente. Resultados similares
fueron encontrados por el grupo francés en el estu-
dio IFM-DFCI 2009%%.

El rol del PET-TC como método para evaluar EMR
probablemente sea complementario al de las técni-
cas que la evalian en médula 6sea. Son necesarios
protocolos estandarizados y validados de respuesta
al tratamiento por PET, para definir la correcta apli-
cacion de esta técnica®d.

Conclusiones

En la era de nuevos agentes terapéuticos para el MM
que logran tasas elevadas de RC, la negatividad de
EMR post tratamiento seria un factor predictor de
supervivencias libre de enfermedad y globales pro-
longadas.

La EMR podria ser utilizada como un bio-marca-
dor para evaluar la eficacia terapéutica en diferentes
etapas de enfermedad (induccion, trasplante, conso-
lidacion, mantenimiento, recaida) y tal vez adaptar
la terapia segun cada caso en particular. Ademas
podria considerarse como subrogante de SG en el
disefo de estudios clinicos.

Finalmente, el uso de técnicas de deteccion de EMR
en el MM tiene el potencial de una mejor evaluacion
de respuesta al tratamiento, de discriminar el riesgo
de recaida de enfermedad y de poder condicionar
decisiones terapéuticas.
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