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Orduz R, Rendén Henao J, Romero M, Quijano Gémez S, Caicedo Ortiz I, Moreno L, et al.

Resumen

Las neoplasias hematolinfoides son consideradas de alto costo y de impacto en la calidad de vida,
por esta razon, el uso de pruebas diagndsticas y sobre todo de seguimiento como la cuantificacién
de la enfermedad minima residual medible, sigue siendo una herramienta para determinar prondsti-
co, considerando las nuevas tecnologias y la importancia de estandarizar el procesamiento. Objeti-
vo: estructurar una serie de consideraciones por comun acuerdo de expertos, sobre la enfermedad
medible residual (EMR) en cinco patologias hematoldgicas, en el contexto colombiano. Métodos:
se realizé un consenso formal de expertos, mixto (Delphi/Nominal), a partir de 23 preguntas de
contexto y relacionadas con la enfermedad medible residual en cinco patologias hematoldgicas. Se
realizaron dos rondas de calificacién y una reunién nominal virtual. La informacidn fue analizada en
STATA 13. Resultados: se construyeron 23 preguntas relacionadas con el seguimiento de la enfer-
medad medible residual en cinco patologias hematoldgicas en el contexto de su uso en Colombia.
Participaron 17 profesionales de la salud (patologia y bacteriologia) expertos en enfermedad medi-
ble residual por citometria de flujo de Bogotd, Medellin, Cali, Bucaramanga, Cartagena, Rionegro,
Barranquilla y Cucuta liderados por la Asociacion Colombiana de Hematologia y Oncologia - ACHO.
Conclusiones: se definieron 23 consideraciones que orientan el uso de la citometria de flujo pararea-
lizar la enfermedad medible residual en cinco patologias hematoldgicas, y para hacer un diagndstico
del contexto de esta prueba en Colombia. Finalmente, este consenso pretende homogeneizar las
técnicas de citometria y las conductas clinicas de los hemato-oncdlogos, esperando mejorar la toma
de decisiones segulin esta medicidn, para el bienestar de los pacientes.

Palabras clave: enfermedad residual minima; citometria de flujo; neoplasias hematoldgicas;
consenso.

Abstract

The hematolymphoid neoplasms are considered to be of high cost and have an impact on quality
of life, for this reason the use of diagnostic and tests for follow-up such as Measurable Residual
Disease (MRD) continues to be a tool to determine prognoses, considering new technologies and
the importance of standardizing processing. Objective: To structure a series of considerations by
common agreement of experts about Measurable Residual Disease in 5 hematological pathologies,
in the Colombian context. Methods: A formal consensus of experts, mixed (Delphi/Nominal), was
made from 23 context questions related to Measurable Residual Disease in 5 hematological patho-
logies. 2 qualifying rounds and a virtual nominal meeting were held. The information was analyzed in
STATA 13. Results: 23 questions related to the diagnosis of Measurable Residual Disease in 5 hema-
tological pathologies were constructed in the context of its use in Colombia. 17 health professionals
(pathology and bacteriology) experts in Measurable Residual Disease by flow cytometry from Bo-
gota, Medellin, Cali, Bucaramanga, Cartagena, Rionegro, Barranquilla and Cdcuta participated and
it was leading by the Colombian Association of Hematology and Oncology (ACHO). Conclusions: 23
considerations were defined to guide the use of flow cytometry for Measurable Residual Disease
in 5 hematological pathologies, as well as to make a diagnosis of the context of this test in Colom-
bia. Finally, this consensus aims to standardize this technique as well standardize clinical conducts
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between hemato-oncologists hoping to improve the decisions that are taken because this measure-

ment in order to improve health’s patients.

Keywords: neoplasm; residual; flow cytometry; hematologic neoplasms; consensus.

Introduccion

Las neoplasias hematoldgicas son una serie de
patologias malignas que se caracterizan por la
alteracién en los mecanismos de crecimiento,
diferenciacidon y muerte celular. En este grupo
de enfermedades se encuentran las leucemias
agudas, linfomas T, B, linfoma de Hodgkin, neo-
plasias de células plasmaticas incluido el mielo-
ma multiple, neoplasias de células histiociticas/
dendriticas, como también las neoplasias mie-
loproliferativas crénicas y mielodisplasicas."?
La incidencia de patologias neoplasicas de ori-
gen hematolégico segin GLOBOCAN para 2022
(leucemia, mieloma muiltiple, linfoma Hodgkin
y no Hodgkin) sumd 1.311.104 casos y, para La-
tinoamérica y el Caribe, este mismo grupo de
patologias sumd 109.154 casos en el mismo afo.
En Colombia se ha estimado una tasa cruda por
100.000 habitantes de leucemia de 6.6 casos,
mieloma multiple 2.6, linfoma Hodgkin 1.4 casos
y no Hodgkin 7.5 casos.3 Segun la Cuenta de Alto
Costo de Colombia se presentaron para el 2022,
6357 casos nuevos de leucemias, de las cuales
el 35.2 % corresponde a leucemia agudas, mien-
tras que para los linfomas no Hodgkin (LNH) se
presentaron 18.622 casos y de linfomas Hodgkin
(LH) 4884 casos.*

La determinaciéon de enfermedad medible re-
sidual (EMR) por citometria de flujo multipa-
ramétrica hace parte del seguimiento del tra-
tamiento de las neoplasias hematoldgicas, y
hace referencia a la persistencia de células re-
siduales neoplasicas usualmente sin sintomas o
subclinico, posterior al tratamiento instaurado
y logrando la remisién morfoldgica de la neo-
plasia. La presencia de EMR o EMR+ (positiva)
da a lugar a la definicion de riesgo y determina

el prondstico del paciente.>%” Para llevar a cabo
la deteccidn de la EMR se encuentran las téc-
nicas de citometria de flujo multiparamétrica y
la biologia molecular (secuenciacién de dltima
generacion siglas en inglés NGS o por oligonu-
cleétido alelo especifico PCR ASO-PCR), tenien-
do una sensibilidad mayor las pruebas molecu-
lares, sobre la citometria de flujo convencional.
El consorcio EuroFlow ha desarrollado nuevos
paneles de anticuerpos y sistemas basados en
lisis pesada (Bulk Lysis) para obtener mas de 4
millones de eventos en leucemia linfoblastica
aguda B y mas de 5 a 10 millones de eventos en
mieloma multiple, lo cual iguala la sensibilidad
de los estudios de la biologia molecular 10-5 y
10-6 respectivamente, y es denominada citome-
tria de flujo de nueva generacién (NGF) por sus
siglas en inglés.»®?La EMR se considera positiva
en leucemia linfobldstica aguda B y T igual o ma-
yor a 0.01 %, y en MM a la deteccidn de células
plasmaticas aberrantes, clonales que estén en
un valor igual o mayor al limite de deteccidon y
en LMA 0.1 %, siendo en todos los casos un pre-
dictor de riesgo de recidiva, permitiendo identi-
ficar mayor o menor riesgo de recurrencia de la
neoplasia.>** De todas maneras, es importante
anotar que en el caso del mieloma multiple se
usa la combinacién de la medicién de la EMR
por citometria de flujo en médula dsea, con los
estudios de imagenes de tipo PET-CT.

Actualmente las nuevas tecnologias han per-
mitido mejorar el diagndstico de las neoplasias
hematolinfoides, lo cual implica entrenamiento,
actualizacién y estandarizacidn, obligando al re-
conocimiento de las pruebas moleculares y de
genética. Entre estas técnicas se encuentran el
cariotipo, biochips, reaccién en cadena de po-
limerasa (PCR), hibridacién fluorescente in situ

Rev.Colomb.Hematol.Oncol 2024 - Vol 11 — Nimero 2 1 1 5




Orduz R, Rendén Henao J, Romero M, Quijano Gémez S, Caicedo Ortiz I, Moreno L, et al.

(FISH), secuenciacién de Sanger y secuencia-
cién masiva, entre otras. El uso de estas nuevas
tecnologias implica un impacto en las terapias
dirigidas e inmunoterapias que han demostrado
cambios en el prondstico de los pacientes, es-
pecificamente en la sobrevida global y libre de
evento."

Por ultimo, este manuscrito surge de una inicia-
tiva cientifica y académica, que no implica regu-
lacién alguna, sin embargo, si es un documento
orientador que permite estandarizar procesos,
esperando hacer un adecuado seguimiento con
la técnica de EMR en cualquier parte del territo-
rio nacional, lo cual se soporta en la evidencia
y en la experiencia de los participantes de este
consenso. De la misma forma, se espera que a
corto o mediano plazo, con las nuevas estrate-
gias terapéuticas y la identificacion de nuevos
marcadores, este consenso se actualice.

De acuerdo a lo anterior, el objetivo de este
estudio es describir las caracteristicas estructu-
rales y operativas de los servicios de patologia
donde se realiza diagndstico de enfermedades
hematoldgicas, asi como consensuar por comun
acuerdo de expertos, una serie consideraciones
sobre los procedimientos e indicaciones en el
manejo de la EMR en cinco patologias hemato-
|6gicas, de acuerdo al contexto colombiano.

Materiales y métodos

Se llevé a cabo un consenso formal de expertos,
con la participacion de profesionales en hema-
topatologia, patologia y citometria de flujo. Se
estructurd un grupo desarrollador | conforma-
do por dos hematopatdlogos y un epidemid-
logo. Participaron 17 patdlogos entrenados vy
expertos en hematopatologia, quienes en su
practica clinica usan la EMR como parte del se-
guimiento en neoplasias hematoldgicas. Estos
expertos laboran en las ciudades de Bogot3,
Medellin, Bucaramanga, Rionegro, Cali, Clcuta,
Barranquilla y Cartagena, y cuentan un prome-

dio de experiencia de 12.2 afos.

El grupo desarrollador responsable de estruc-
turar una serie de preguntas y opciones de res-
puesta, construyd las preguntas teniendo en
cuenta el contexto colombiano. Para esto, se
consideraron los escenarios donde se identifi-
caban barreras o variabilidad en la practica que
podrian afectar el diagndstico, tratamiento y
seguimiento de pacientes con las patologias he-
matoldgicas. Ademas, se tuvieron en cuenta las
guias de practica clinica de diagndstico y trata-
miento de patologia hematoldgicas nacionales
e internacionales, asi como literatura relaciona-
da, resultado de una busqueda ampliada no sis-
tematica en bases de datos biomédicas. Adicio-
nalmente y como se menciond, la justificacion
de las preguntas se fundamenté de acuerdo ala
importancia en la préctica clinica, pretendiendo
homogeneizar su indicacion y procedimiento,
esperando unificar conductas basadas en la ex-
periencia y en la literatura relevante, teniendo
en cuenta el contexto del sistema de salud co-
lombiano. Con el objetivo de verificar la cohe-
rencia de lainformacién que se presenta en este
consenso, el grupo desarrollador invitd a cuatro
hematdlogos expertos en cada patologia hema-
toldgica, quienes evaluaron la pertinencia de las
preguntas y la descripcidn de las caracteristicas
de los centros de trabajo de los expertos hema-
topatdlogos.

Como parte del desarrollo del consenso se tuvo
en cuenta la metodologia Delphi, herramienta
que utiliza rondas para recolectar informacion
a partir de un panel de expertos y se fundamen-
ta en el anonimato de su participacion. Adicio-
nalmente se utilizé la técnica de grupo nominal
para discutir abiertamente las posiciones no
consensuadas o con una variabilidad que no
se logrd consensuar en las fases de calificacion
andnima.”™"

Para calificar las opciones de cada pregunta se
utilizé una escala de 1a 9, donde 1 se considerd
como lo mas inapropiado o lo que no se reali-
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zaria en la practica clinica, y 9 lo mas apropiado
o lo que se realizaria como primera opcion en
la practica clinica. Se calcularon las medianas y
rangos intercuartilicos (R1Q) para conocer la dis-
persion de las calificaciones. Se definié consen-
so cuando la mediana resultaba entre 1a 3 con

Figura 1.

RIQ entre 1a 3,y medianade 7a 9 con RIQ entre
7y 9. Teniendo en cuenta este procedimiento,
se elabord una matriz para consolidar los datos.
Las preguntas y las opciones fueron construidas
y enviadas por medio de Formularios de Google
de manera remota (Figura 1).

Procedimiento metodoldgico y de ejecucidn del consenso de expertos

Construccidn de preguntas y
respuestas

Envio de preguntas para
calificacion de los
EXPERTOS

—

Reenvio de respuestas
(enmascarada)

Consolidacion y analisis de
respuestas

!

‘ Preguntas no consensuadas ‘

!

Reenvio para nueva
calificacion

Consolidacién y analisis de
respuestas

h 4

PRIMERA
RONDA
Preguntas
consensuadas |
SEGUNDA
RONDA
CONSENSO Consolidacion y analisis de
NOMINAL respuestas

Primera ronda: el grupo desarrollador envid el
cuestionario, el cual fue calificado por los exper-
tos; posteriormente la informacidon fue consoli-
dada y analizada. Se identificaron las opciones
consensuadas, y las no consensuadas pasaron a
la segunda ronda de calificacion.

Segunda ronda: se construyd una matriz que
evidenciaba los resultados de la primera ronda,
donde también se incluyeron los comentarios
hechos por los expertos como parte de la cali-
ficacién. Esta matriz fue enviada a los expertos
de manera enmascarada con el fin de retroali-
mentar a todo el grupo. De la misma forma, se

<

‘ Preguntas consensuadas }1—

}.__

Preguntas no

Discusién consensuadas

envié el formulario con las preguntas no con-
sensuadas con el objetivo de reevaluar las ca-
lificaciones teniendo en cuenta la retroalimen-
tacién. Una vez recibidas las calificaciones de
esta ronda, se consolidé la informacién y lo no
consensuado pasd a discusion en el consenso
nominal.

Consenso nominal: el grupo desarrollador con-
voco a los expertos a una reunidn virtual para
discutir las preguntas y opciones no consensua-
das, con el objetivo de conocer las diferentes
posiciones y lograr un consenso. En esta etapa,
durante la sesidn abierta el grupo desarrollador
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determind el nimero de expertos que estaba a
favor o en contra de consensuar cada opcién de
las preguntas del total de los expertos partici-
pantes, definiendo consenso cuando el porcen-
taje era superior al 80 %. Para las dos rondas y el
consenso nominal, el grupo desarrollador veri-
ficé la participacion de los expertos en las tres
fases.

El grupo desarrollador determind para este con-
senso las siguientes patologias hematoldgicas,
considerando las mas relevantes y de mayor fre-
cuencia en el uso de la EMR para su seguimien-
to: leucemia linfoblastica aguda B (LLA-B), leu-
cemia linfoblastica T (LLA-T), leucemia mieloide
aguda (LMA), mieloma multiple (MM) y leuce-
mia linfoide crénica B (LLC-B).

A continuacidn se presentan las preguntas defi-
nidas por el grupo desarrollador:

P1. ;Qué citometro utiliza?

P2. ;Qué software utiliza para analizar las ci-
tometrias de flujo?

P3. (Considera que se requieren cursos de ac-
tualizacidn para la evaluacion de la EMR?

P4. ;Cuadl deberia ser el periodo de actualiza-
cion?

P5. ;Realizala EMR por Next Generation Flow
(EuroFlow) para las siguientes neoplasias?
P6. ¢Utilizala base de datos de EuroFlow para
confirmar la deteccion de EMR en LLA-B?

P7. ¢Utiliza la base de datos de EuroFlow para
confirmar la deteccién de EMR en Mieloma
multiple?

P8. La deteccion de la EMR por citometria
de flujo convencional en MO es importante
como factor prondstico individual para:

P9. ¢(Considera que la concentracion celular
con el sistema de lisis pesada (Bulk Lysis, Eu-
roFlow) estd indicada en la medicién de la
EMR en estas neoplasias?

P10. ;Conocer el inmunofenotipo en el mo-
mento del diagndstico es relevante para el
estudio de la EMR?

P11. ¢(Es relevante que la EMR sea realizada

en la misma institucién en donde se hizo el
diagndstico?

P12. ¢(El conocimiento del esquema de trata-
miento (especialmente el uso de anticuerpos
monoclonales)y su fase, en cada paciente, es
relevante para el correcto analisis de la EMR?
P13. ¢El uso de anticuerpos especificos como
CD22 o CD24 para el anadlisis de la EMR en
LLA-B en pacientes con terapias dirigidas
Anti-CD19 (blinatumumab) o CAR-T Cell An-
ti-CD19, da ventajas en la busqueda de la
EMR?

P14. ¢El uso de anticuerpos especificos como
CD38 multiepitope para el andlisis de EMR
en el mieloma multiple, en pacientes con te-
rapias dirigidas Anti-CD38, da ventajas en la
busqueda de EMR?

P15. ¢El uso de esquemas de tratamiento con
Anti-CD20 en la LLA-B y LLC-B, hace que mo-
difique la estrategia de andlisis en la EMR?
P16. ¢En LMA con alteraciones genéticas re-
currentes con transcripto medible (PML/
RARA, NMP1, CBFB-MYH11 [inv16], RUNX1-
RUNX1T1 [t8;21]), por biologia molecular, es
relevante el seguimiento de EMR por citome-
tria de flujo?

P17. ;Qué importancia tienen los siguientes
marcadores para el panel EMR en la LLA-B?
P18. Conrespecto al contenido del reporte en
la EMR de LLA-B, califique la importancia de
los siguientes aspectos: numero de eventos
adquiridos y estudiados (células nucleadas),
dilucién con sangre periférica, deteccion de
blastos y cuantificacidn, fase de tratamiento,
limite de detecciény limite de cuantificacién.
P19. Califique laimportancia de los siguientes
marcadores para la deteccion de la EMR en
mieloma multiple:

P20. ;Qué debe incluir el reporte de EMR de
MM?

P21. ;Considera importante tener controles
de calidad externos para la EMR?

P22. ;Estd de acuerdo que en EMR de LMA
se deben analizar de 500.000 a 1.000.000 de
eventos con al menos ocho colores y usan-
do estrategias de andlisis que usen tanto los
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inmunofenotipos aberrantes asociados a
leucemia (LAIP en inglés), asi como los inmu-
nofenotipos diferentes de lo normal (DFN en
inglés)?

P23. ;Esta de acuerdo con que adn no hay in-
formacidn clara y estandarizada sobre cémo
hacerla EMR en LLC-B?

Resultados

El grupo desarrollador estructurd 23 preguntas
teniendo en cuenta el contexto colombiano,
identificando la heterogeneidad en la practica
y considerando lo mas relevante para reafirmar
la buena practica segun la normatividad y evi-
dencia actual. Se presenta a continuacién una
descripcion de las condiciones estructurales y
operativas de los diferentes centros, los cuales
en sumayoria son centros de referencia para es-
tas patologias.

Caracteristicas y condiciones de los servicios de
patologia y laboratorios

Los resultados que se presentan a continuacion
muestran el estado actual de los servicios de
patologia y laboratorios de citometria donde
se realiza el procesamiento de muestras para el
diagndstico de EMR (Tablas 1y 2).

Para las preguntas se tuvieron en cuenta los si-
guientes pardmetros:

e Tipo de muestra: aspirado de médula dsea
para leucemias agudas y mieloma multiple.
Sangre periférica en LLC-B.

e Cantidad de la muestra: 2-5 cc o mililitros
para todos los casos.

 Anti-coagulante: EDTA (tubo tapa lila) aun-
que cualquier anticoagulante puede ser usa-
do.

e Temperatura: temperatura ambiente de la-
boratorio y/o refrigerado (4-15 °C).

e Tiempo para el procesamiento desde la re-
coleccidn: ideal menos de 48 horas. No su-
perior a tres dias.

e También se recomienda que para el estudio
de EMR se envie el primer aspirado de mé-
dula ésea para evitar hemodilucidn. En caso
de remitir mas de un tubo se recomienda
enumerarlos para conocer cuales son los pri-
meros aspirados.

Preguntas y consideraciones

P8. La deteccion de EMR por citometria de flujo
convencional en MO es importante como factor
prondstico individual para:

e Leucemia linfoblastica B

e Leucemia linfoblastica T

* Leucemia mieloide aguda

* Mieloma multiple

e Leucemia linfoide crénica B

Se considera que la realizacion de EMR conven-
cional es de valor prondstico individual para las
cinco patologias. También se sugiere incorporar
la NGF teniendo en cuenta su mayor sensibili-
dad y especificidad respecto a la citometria de
flujo convencional, la cual puede tener un 30 %
de falsos negativos.

La EMR evaluada por citometria de flujo es una
excelente prueba diagndstica para predecir la
supervivencia libre de recaida, supervivencia
total y apoyo a la definicidn de tratamiento. La
deteccion de EMR antes del trasplante alogéni-
o, se asocia con incremento en el riesgo de re-
caida postrasplante. Asimismo, la citometria de
flujo convencional debe acompafiarse con prue-
bas de nueva generacion, teniendo en cuentala
probabilidad de falsos negativos.
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Tabla1.
Equipos y recursos para citometria de flujo — EMR
Pregunta n (%)
P1. ;:Qué citdmetro utiliza?
Lyric 7 (41.1)
FACSCanto Il 8 (47)
Lyric y FACSCanto Il 1(5.8)
Navios 1(5.8)
P2. ;:Qué software utiliza para analizar las citometrias de flujo?
Infinicyt versién 2.0 16 (94.1)
Kaluza 1(5.8)
P3.:Consideraque serequieren cursos deactualizacion paralaevaluacion
de EMR?
Si 17 (100)
P4. ;Cudl deberia ser el periodo de actualizacion?
Bimestral 1(5.8)
Trimestral 1(5.8)
Semestral 2(11.7)
Anual 13 (76.4)
Tabla 2.
Condiciones de procesamiento para LLA-By MM
Pregunta n (%)
Ps5. ¢Realiza la EMR por Next Generation Flow (EuroFlow) para las siguientes
neoplasias?
Leucemia linfoblastica aguda B (n=17) 10 (58.8)
Mieloma multiple (n=17) 10 (58.8)
Leucemia linfoblastica aguda B
P6. ¢Utiliza la base de datos de EuroFlow para confirmar la detecciéon de EMR?
(n=17)
Eventos que adquieren en su centro de rutina para EMR
Menor o igual a 1.000.000 2(11.7)
Entre 1.000.001Yy 4.000.000 5(29.4)
Mayor o igual a 4.000.001 10 (58.8)
Mieloma muiltiple
P7. ¢Utiliza la base de datos de EuroFlow para confirmar la deteccién de EMR?
(n=17)
Eventos que adquieren en su centro de rutina para EMR
Menor o igual a 1.000.000 2(11.7)
Entre 1.000.001Yy 5.000.000 4 (23.5)
Entre 5.000.001y 10.000.000 8 (47)
Mayor o igual a2 10.000.001 3(17.6)
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Para el caso de la LLA-B, la EMR se asocia con
la definicidn de riesgo de recaida y beneficio de
trasplante de médula dsea. En LLC se correlacio-
na con mejores o peores desenlaces clinicos, sin
embargo, no hace parte de la practica clinica ha-
bitual y no modifica el tratamiento, pero si con-
tribuye a determinar prondstico en superviven-
cia, y probablemente en el futuro sera de uso
rutinario para la toma de decisiones.” En MM, la

EMR negativa se asocia con mejor superviven-
cia.8,1z, 1417

Adicionalmente, es importante mencionar que
el rol del hematdlogo como médico tratante
en la interpretacion de la EMR para definir una
conducta clinica, motivé al grupo desarrollador
aincluirlos en este consenso, por lo cual fueron
invitados cuatro hematdlogos expertos en las
diferentes patologias y miembros de nuimero
de la ACHO, encontrando las consideraciones
que se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3.
Uso de la EMR para el tratamiento y seguimiento por hematdlogos
(En qué momento considera importante medir EMR?
fi e Después del
Patologia IA.' ‘Z”a' de  Alfinaldera  Alinidodel s del
ainduccidn mantenimiento trasplante
LLA-B X X X X
LLC X
MM X X
LMA X X X X
¢En qué momento usa la medicién de EMR para tomar decisiones?
N Después
Patologia A.I final de Al final de la Al niclo .del Antes del del Nunca
lainduccion mantenimiento
trasplante
LLA-B X X
LLC X
MM X
LMA X X X X

P9. ;Considera que la concentracidn celular con
el sistema de lisis pesada (Bulk Lysis, EuroFlow)
estd indicada en la medicion de EMR en estas
neoplasias?

e Leucemia linfoblastica B.

* Leucemia linfoblastica T.

* Leucemia mieloide aguda.

e Mieloma multiple.

* Leucemia linfoide crdnica B.

Se considera que: la concentracién celular con

el sistema de lisis pesada se indica para las cinco
patologias.

Para el caso de LLA-B dependiendo de la celula-
ridad de la muestra podria o no realizarse el pro-
cedimiento Bulk Lysis y alcanzar el limite inferior
de cuantificacién (0.001 % o 1x10-5). En los casos
de LLG, la monitorizacidn no se ha realizado en
sangre periférica sino en MO, con un limite in-
ferior de cuantificacién de 0.01 % (1x10-4). Si se
realiza en sangre periférica se sugeriria conside-
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rar Bulk Lysis seguin el recuento de leucocitos.
Es importante su uso, teniendo en cuenta que al
momento de lisar se incrementa la sensibilidad
especificamente en la fase preanalitica, con evi-
dente mejora en términos de profundidad en la
medicién de EMR.%%2°

P10. ¢;Conocer el inmunofenotipo en el momen-
to del diagndstico es relevante para el estudio
de la EMR?

e Leucemia linfobl3astica B.

* Leucemia linfoblastica T.

* Leucemia mieloide aguda.

* Mieloma multiple.
Leucemia linfoide crdnica B.

Se considera que: el inmunofenotipo en el mo-
mento del diagndstico es relevante parala EMR
en las cinco patologias.

Conocer las caracteristicas inmunofenotipicas
originales mejora la busqueda de clonas resi-
duales anormales, lo cual es mas complejo en
casos de LMA. Es claro que los fenotipos abe-
rrantes asociados a leucemia (LAP Markers),
contribuyen a la discriminacion entre precur-
sores normales (hematogonias) vs. malignos.
También, algunas alteraciones moleculares se
asocian con patrones especificos de expresién
antigénica. De forma particular se reporta que
las LLA en recaida el 60-100 % de los casos per-
manece >1 LAP. En LMA en recaida: 75-100 % de
los casos permanece 21 LAP.018:20:21

Se considera que no conocer el inmunofenotipo
original o del diagndstico no impide la realiza-
cién de la prueba. De hecho, es una de las ven-
tajas de la Flow-MRD (EMR) respecto al estudio
de EMR por biologia molecular.

P11. ;Es relevante que la EMR searealizada en la
misma instituciéon en donde se hizo el diagnds-
tico?

* Leucemia linfoblastica B.

* Leucemia linfoblastica T.

* Leucemia mieloide aguda.

e Mieloma multiple.
e Leucemia linfoide crénica B.

Se considera que: la EMR preferiblemente debe
realizarse en la misma institucion donde se hace
el diagndstico o que se tenga certeza que el
lugar de remisidn sea un servicio o laboratorio
con procedimientos estandarizados, en las cin-
co patologias.

A pesar de que no es una condicidn, es relevan-
te porque en algunos casos al no conocer los
fenotipos asociados a la leucemia (fenotipo del
diagndstico), su analisis se hace mas complejo.
Por esta razdn, la muestra remitida a otra insti-
tucién debe llevar la informacién del inmunofe-
notipo original y preferiblemente debe ser re-
mitida a un lugar que cuente con citometria de
flujo estandarizada.

Es importante mencionar que al estandarizar
los procesos en todo el pais como el ejemplo
que nos ha dado el consorcio EuroFlow en Eu-
ropa, sirve para que en un futuro préximo las
muestras puedan procesarse y analizarse de
igual manera en cualquier lugar y obteniendo el
mismo resultado.”

P12. ;El conocimiento del esquema de trata-
miento (especialmente el uso de anticuerpos
monoclonales) y su fase, en cada paciente, es
relevante para el correcto analisis de la EMR?

¢ Leucemia linfoblastica B.

e Leucemia linfoblastica T.

* Leucemia mieloide aguda.

e Mieloma multiple.

* Leucemia linfoide crdnica B.

Se considera que:

e Es relevante conocer el esquema de trata-
miento en cada fase para el andlisis de la
EMR en LLA-B, MM y LLC-B.

* No esrelevante para LLA-Ty LMA.

Es importante conocer el empleo de anticuer-
pos (Ejemplo: anti-CD19, anti-CD20, anti-CD38)
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como tratamientos dirigidos hacia antigenos de
superficie de las células tumorales y normales,
para poder hacer el andlisis adecuado con la ve-
rificacion de otros antigenos que expresan las
células malignas residuales o los mismos antige-
nos, pero detectados por otros anticuerpos que
identifican epitopes diferentes. En las LLA-T la
deteccion de células con caracteristicas inmu-
nofenotipicas asociadas a células T inmaduras
en sangre periférica y en médula dsea general-
mente indica EMR positiva.

En el caso de MM, actualmente se puede acce-
der al kit de EMR que incluye el anticuerpo an-
ti-CD38 multiepitope, que precisamente puede
detectar células tumorales residuales a pesar
del uso del tratamiento anti-CD38 como terapia
dirigida en estos pacientes. Por citometria de
flujo convencional se cuenta con el anticuerpo
anti-CD138, que nos ayuda por el momento a
detectar junto con todo el panel de EMR, las cé-
lulas plasmaticas neoplasicas residuales.’®** Los
centros que no tienen la posibilidad de utilizar
el anti-CD38 multiepitope deben conocer el es-
quema de tratamiento (uso de daratumumab
u otros anticuerpos monoclonales anti-CD38)
para el andlisis de la EMR.

P13. ¢El uso de anticuerpos especificos como
CD22 0 CD24 para el andlisis de la EMR en LLA-B
en pacientes con terapias dirigidas Anti-CD19
(blinatumumab) o CAR-T Cell Anti-CD19, da ven-
tajas en la busqueda de la EMR?

Se considera que: el uso de anticuerpos CD22,
CD24 en LLA-B con terapias dirigidas Anti-CD19
(blinatumumab) o CAR-T Cell Anti-CD19 son rele-
vantes y dan ventajas en el andlisis y bisqueda
de EMR.

El marcador CD22 puede ser muy util para selec-
cionar la poblacién de blastos en conjunto con
CD34 y CD10 para estos casos donde los epito-
pes de CD19 se enmascaran, y para la distinciéon

de blastos de células que hacen parte de la po-
blacién residual normal. Adicionalmente, otra
estrategia para identificar EMR se fundamenta
en detectar “inmunofenotipos diferentes a lo
normal” y la combinacién de anticuerpos mas
empleada consiste en CD10/TdT, CD10/CD2o,
CD38/CD34, CD34/CD22, CD34/CD45, y el marca-
dor CD24 también ayuda a distinguir células B
inmaduras (CD24++/CD38++).3

P14. ¢(El uso de anticuerpos especificos como
CD38 multiepitope para el andlisis de EMR en
el mieloma multiple, en pacientes con terapias
dirigidas Anti-CD38, da ventajas en la busqueda
de EMR?

Se considera que: el uso de anticuerpos especi-
ficos (CD38 multiepitope) en pacientes con MM
y con terapia dirigida anti-CD38 da ventajas para
el analisis y busqueda en EMR.

En los casos en los que no se disponga de an-
ti-CD38 multiepitope se puede emplear la com-
binacién entre CD138 y CD229, ya que el mar-
cador CD229 permanece estable en todas las
poblaciones de células plasmaticas.'®2

P15. ¢El uso de esquemas de tratamiento con
Anti-CD20 en la LLA-B y LLC-B hace que modifi-
que la estrategia de andlisis en la EMR?

Se considera que: el uso de esquemas de trata-
miento con anti-CD20 en la LLA-B y LLC-B, hace
que modifique la estrategia de andlisis en la
EMR.

Es importante conocer el esquema de trata-
miento en pacientes que reciben terapias an-
ti-CD20 como rituximab, e incluir otros mar-
cadores B como CD19 y CD22 para verificar la
presencia de células B CD19+/CD20- maduras o
inmaduras neoplasicas, o si estas estan depleta-
das (ausencia de células B). La estrategia de se-
leccién se modifica segun el caso (por ejemplo:
LLA-B: CD34+/CD10+/CD19+ mas marcadores

Rev.Colomb.Hematol.Oncol 2024 - Vol 11 — Nimero 2 1 2 3




Orduz R, Rendén Henao J, Romero M, Quijano Gémez S, Caicedo Ortiz I, Moreno L, et al.

LAPy en LLC-B células CD19+ dim/CD5+/CD45+).

P16. ¢;En LMA con alteraciones genéticas recu-
rrentes con transcripto medible (PML/RARA,
NMP1, CBFB-MYH11 [inv16], RUNX1-RUNX1T1
[t8;21]), por biologia molecular, es relevante el
seguimiento de EMR por citometria de flujo?

Se considera que: en LMA conocer las alteracio-
nes genéticas recurrentes con transcripto me-
dible (PML/RARA, NMP1, CBFB-MYH11 [inv16],
RUNX1-RUNX1T1 [t8;21]) por biologia molecular,
es relevante en el seguimiento de EMR por cito-
metria de flujo, aunque es importante mencio-
nar que esta se debe realizar a pesar de no co-
nocer las alteraciones genéticas (disponibilidad
de biologia molecular) teniendo en cuenta los
tiempos de los resultados que son mas rapidos
por citometria y considerando el contexto co-
lombiano.

Para estos casos se verifican los fenotipos LAP
descritos de manera particular para estas ano-
malias cromosdmicas/genéticas. PML/RARA:
promielocitos CD117+/CD33++/CD15- o dim o
CD56+ en el 20 % de los casos. RUNX1-RUNX1T1:
buscar blastos CD34+/CD117+/CD15+ con feno-
tipo LAP CD19+ dim, cyCD79a+ dim, CD56+.
NPM1mutado: blastos CD117+/CD123+. Fenotipo
LAP: CD33++, CD13+ dim, HLA-DR-. Si coexisten
blastos MPM1+ y FLT3/ITD + el fenotipo LAP es
CD34+/CD25+/CD123+.21%5%

P17. ;Qué importancia tienen los siguientes mar-
cadores para el panel EMR en la LLA-B?

* (D45

e CD19

e CD10

* CD20

e (D22

* (D34

e CD38

e CD123

* CD66C

* CD73

e CD304

e CD81

e CD9g ML13
e (D24

e CD21

e (D58

e TDT

e CD13

e CD15

e NG-2

Se considera que:

* Son relevantes los siguientes marcado-
res para el panel del EMR en LLA-B: CD4s5,
CD19, CD10, CD20, CD22, CD34, CD38, CD123,
CD66¢, CD73, CD304, CD81.

* Los siguientes marcadores CD9, ML13, CD24,
CD21, CDs58, TDT, CD13, CD15, NG-2, debe ser
especificos en casos especiales.

Es importante mencionar que la mayoria de los
marcadores si bien son importantes en el diag-
nostico inicial debido a que su expresion esta
asociada a ciertas alteraciones citogenéticas,
no son de gran importancia para la realizacion
de la EMR.

P18. Con respecto al contenido del reporte en
la EMR de LLA-B, califique la importancia de los
siguientes aspectos.

e Numero de eventos adquiridos y estudiados
(células nucleadas).
Dilucién con sangre periférica.
Deteccidn de blastos y cuantificacion.
Fase de tratamiento.
Limite de deteccion.
Limite de cuantificacidn.

Se considera que:

* El contenido del reporte de EMR en LLA-B
debe tener los siguientes aspectos: nimero
de eventos adquiridos y estudiados (células
nucleadas), diluciéon con sangre periférica,
deteccion de blastos y cuantificacidon, fase
de tratamiento, limite inferior de deteccién
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y limite inferior de cuantificacion.

e Adicionalmente deben tenerse en cuenta los
siguientes parametros:

e Los limites se reportan si se realiza Bulk Lysis.

* La viabilidad depende de la fecha y hora de
la adquisicion.

e El inmunofenotipo de la poblacién de blas-
tos detectada.

e La ausencia en la expresion de marcadores
asociada al uso de terapia con anticuerpos
monoclonales.

En la practica clinica es importante que el hema-
télogo conozca el tiempo de procesamiento de
la muestra entre la toma y la adquisicion, sobre
todo en sitios donde se reciben de otras ciuda-
des.

P19. Califique la importancia de los siguientes
marcadores para la deteccion de la EMR en mie-
loma muiltiple:

* CD45

e CD138

e CD38

e CD38 multiepitope

e (D56

e CD19

e CD81

e CD117

e Lambda intracitoplasmatico

e Kappa intracitoplasmatico

e CD27

e CD229

Se considera que: es importante realizar los si-
guientes marcadores para la deteccién de EMR
en MM: CD45, CD138, CD38, CD38 multiepitope,
CD56, CD19, CD81, CD117, Lambda (intracitoplas-
ma), Kappa (intracitoplasma), CD27 y CD229.

Es importante mencionar que como la mayoria
de los centros no tienen la disponibilidad de bio-
logia molecular en MM para la EMR, se conside-
ra que por citometria de flujo se pueden tener
todos los marcadores para la deteccién de EMR

en MM.*®

En el caso en que se puedan utilizar el CD45,
CD138, CD38, CD38 multiepitope, CD56, CD19,
CD81, CD117, Lambda intracitoplasmatico, Ka-
ppa intracitoplasmatico, CD27, no seria necesa-
rio el uso de CD229 (excepto en los pacientes
que tiene terapia con CAR-T Cell). En el caso en
que se tenga panel de citometria de nueva ge-
neracién, no es necesario el uso de CD38 mul-
tiepitope.’®*°

Sabemos que el CD38 multiepitope tiene impor-
tancia para emplearse en pacientes con terapia
anti-CD38; el CD38 normal podria emplearse
también en pacientes con terapia anti-CD38,
pero con otras estrategias de andlisis o emplear-
se en quienes no estan bajo terapia anti-CD38.
De la misma forma tiene importancia en pacien-

tes que han recibo terapia dirigida CAR-T Cells.
29,30

P20. ;Qué debe incluir el reporte de EMR de
MM?

e NUumero de eventos nucleados adquiridos y
estudiados en cada tubo.

* Presencia de hemodilucidn.

e Esquema de tratamiento.

e Receptor de trasplante de médula dsea y fe-
cha.

 Fase de tratamiento.

e Deteccidn de EMR y cuantificacidn.

e Limite inferior de deteccidn.

e Limite inferior de cuantificacion.

Se considera que: es importante incluir los si-
guientes parametros en el reporte de EMR en
MM; nimero de eventos nucleados adquiridos
y estudiados en cada tubo, presencia de hemo-
dilucién, esquema de tratamiento, receptor de
trasplante de médula dsea y fecha, fase de tra-
tamiento, deteccion de EMR y cuantificacion
limite inferior de deteccion y limite inferior de
cuantificacion.
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Es importante tener en cuenta:

e Para el item de limite inferior de cuantifica-
cion y deteccidn, este debe reportarse en
porcentaje (o puede ser comparado con la
literatura: 10-6).

e Con respecto a la presencia de hemodilu-
cién, es relevante teniendo en cuenta la bus-
queda y reporte de mastocitos, precursores
B, precursores eritroides y precursores mie-
loides.

P21. ;Considera importante tener controles de
calidad externos para la EMR?

Se considera que: es importante tener los con-
troles de calidad externos para EMR.

Para el procesamiento de la EMR los controles
de calidad externos mejoran los procesos de
andlisis y seleccion de poblaciones.

P22. ;Esta de acuerdo que en EMR de LMA se
deben analizar de 500.000 a 1.000.000 de even-
tos con al menos ocho colores y usando estrate-
gias de andlisis que usen tanto los inmunofeno-
tipos aberrantes asociados a leucemia (LAIP en
inglés), asi como los inmunofenotipos diferen-
tes de lo normal (DFN en inglés)?

Se considera que: es importante tener en cuen-
ta que en EMR de LMA se deben analizar de
500.000 a 1.000.000 de eventos con al menos
ocho colores y usando estrategias de analisis
que usen tanto los inmunofenotipos aberrantes
asociados a leucemia, asi como los inmunofeno-
tipos diferentes de lo no

Es importante tener en cuenta este niumero de
eventos entre los eventos CD45 positivo.

P23. ¢(Esta de acuerdo con que audn no hay infor-
macion clara y estandarizada sobre cdmo hacer
la EMR en LLC-B?

Se considera que: no hay informacidn claray es-
tandarizada sobre cémo hacer la EMR en LLC-B.
A pesar de lo anterior, existen publicaciones
sobre el inmunofenotipo en esta patologia con
recomendaciones para la detecciéon de EMR. De
la misma forma, si hay CMF estandarizada para
la caracterizaciéon de SLP(C-B, la eleccién de la
EMR se busca de acuerdo al inmunofenotipo
original.3*3

Conclusiones

Este consenso permite conocer la actualidad de
los recursos que disponen los profesionales e
IPS para el uso de EMR en el diagndstico de las
patologias hematoldgicas mencionadas, como
también, sugiere una serie de consideraciones
que dan paso a la estandarizacién de las prac-
ticas en el uso de pruebas diagndsticas para
un adecuado diagndstico, tratamiento y segui-
miento de los pacientes, lo cual se convierte en
una herramienta fundamental para los hemato-
logos en su practica clinica. De la misma forma,
resalta la importancia de fortalecer la comuni-
cacién permanente entre los patdlogos y hema-
tologos, lo cual da como resultado un manejo
integral en el estudio de los pacientes y de cada
caso en particular. Finalmente, se puede eviden-
ciar que las IPS y los profesionales involucrados
que participaron en este consenso, cuentan con
la formacidn, la tecnologia y la infraestructura
necesaria para el uso de EMR.
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