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RESUMEN (Objetivos y metodologia del proyecto): (ajustarse al espacio disponible)
Los avances terapéuticos han mejorado significativamente el pronodstico de los pacientes con mieloma

multiple (MM), transformando esta neoplasia en una enfermedad cronica e, incluso, potencialmente curable.
INo obstante, la leucemia de células plasmaticas (LCP), ya sea al diagnostico (primaria, LCPp) o en el
contexto de una recaida (secundaria, LCPs), representa la forma mas agresiva del MM.

Tradicionalmente, el diagnostico de LCP se ha basado en criterios citologicos, estableciendo un umbral de
>20% de células plasmaticas circulantes (CPCs) o una plasmocitosis >2 x 10°/L en sangre periférica. En
2021, el International Myeloma Working Group propuso reducir este umbral al 5%, basdndose en estudios|
retrospectivos que presentan importantes limitaciones, como la baja sensibilidad de la citologia y la inclusion|
de pacientes tratados con esquemas terapéuticos actualmente suboptimos. Cabe destacar que los criterios|
para LCPs no fueron modificados.

La citometria de flujo multiparamétrica (CFM), una técnica de alta sensibilidad permite detectar CPCs en la
mayoria de los pacientes con MM. Estudios recientes han demostrado que la presencia de >2% de CPCs por
CFM identifica un subtipo de MM de alto riesgo, con un pronoéstico equiparable al de la LCPp. Sin embargo,
existe escasa evidencia sobre su valor pronéstico en el contexto de la recaida.

Este proyecto tiene como objetivo comparar los puntos de corte propuestos por ambas técnicas (>5% por
citologia y >2% por CFM), evaluar su correlacion y avanzar hacia la redefinicion de los criterios diagndsticos
de LCP. En ultima instancia, se pretende mejorar la estratificacion prondstica y optimizar el abordaje clinico

de los pacientes con MM.
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ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA (Citar las referencias incluidas en el
apartado siguiente) (Maximo 3 paginas)

El MM es una neoplasia hematologica caracterizada por la proliferacion clonal de células plasmaticas,
generalmente asociada a la produccion y secrecion de un componente monoclonal, asi como al desarrollo
de dafio organico, clasicamente resumido en el acronimo CRAB (hipercalcemia, insuficiencia renal,
anemia y lesiones Oseas liticas)'. Su relevancia en el ambito de la investigacion se debe a que es la segunda
neoplasia hematologica mas frecuente, con una incidencia de 5-6 casos/100.000 habitantes-afio y
representa el 10% de todas las neoplasias hematologicas?.

Los avances en la investigacion basica y clinica han transformado radicalmente la forma de entender esta
enfermedad. Si bien historicamente se consideraba incurable, hoy se reconoce como una patologia cronica
y, en determinados subgrupos de pacientes, potencialmente curable®. Este cambio de paradigma ha sido
posible gracias a la introduccion de combinaciones terapéuticas mas eficaces y mejor toleradas®. Por
ejemplo, las combinaciones cuadruples en la primera linea, que incluyen anticuerpos monoclonales
(AcMo) anti-CD38, inhibidores de la proteasoma (IP), agentes inmunomoduladores (IMiDs) y corticoides
han demostrado alcanzar una supervivencia libre de progresion (SLP) de hasta 17 afios en pacientes
candidatos a trasplante autdlogo de progenitores hematopoyéticos (TAPH), de hasta 10 afos en no
candidatos®®. Asimismo, la introduccion de terapias dirigidas contra el antigeno BCMA (del inglés, B-
cell maturation antigen), ha mejorado de forma muy significativa la supervivencia de los pacientes en
recaida, superando los 3 afios de SLP*!'1,

Estas mejoras en la supervivencia podrian deberse a la capacidad de las nuevas estrategias para doblegar
el pronodstico adverso asociado a ciertas caracteristicas clinicas y biologicas. En consecuencia, se hace
necesaria una revision y validacion continua de las definiciones y de los factores prondsticos de acuerdo
con los nuevos estandares terapéuticos, como se ha realizado recientemente con el alto riesgo
citogenético'?.

Uno de los factores pronodsticos que suscita mas interés es la deteccion y cuantificacion de CPCs. La
identificacion de CPCs por técnicas celulares y moleculares se lleva realizando desde finales del siglo
XX'31 La citologia convencional es la técnica diagnostica fundamental que permite diferenciar entre
pacientes con MM y aquellos con LCPp, la variante de MM mas agresiva y con peor prondstico. Hasta el
afio 2021%, el diagnostico de LCPp requeria una plasmocitosis en sangre periférica >2x10°/L o que
representara >20% de la formula leucocitaria. El International Myeloma Working Group (IMWG)
propuso la rebajar este umbral de CPCs al 5% en base a los resultados de dos estudios retrospectivos en
los que en aquellos pacientes con una plasmocitosis en sangre periférica del 5-19% al diagnoéstico
presentaban una supervivencia global (SG) comparable a los pacientes que cumplian el criterio clasico de
LCPp (=1 afio)'®"".
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No obstante, es importante destacar tres limitaciones: 1) no se logr6 identificar CPCs en mas del 80% de
los pacientes; 2) todos los pacientes habian recibido esquemas de tratamiento considerados suboptimos
en la actualidad; y 3) no se aborddé un cambi6 en la definicion de la LCPs, manteniéndose los mismos
criterios de plasmocitosis en sangre periférica >20% en la recaida.

Para superar la baja sensibilidad de la citologia convencional en cuanto a la deteccion de CPCs, es
necesario recurrir a técnicas con mas sensibles y menos subjetivas como la CFM, una técnica celular
ampliamente utilizada en MM para la deteccion de enfermedad residual medible tras los tratamientos'®.
En 2018, el grupo EuroFlow demostré que era posible identificar la presencia de CPCs en la practica
totalidad de los pacientes con MM en el momento del diagndstico'. Ademas, se ha identificado que la
presencia de >0,01% 6 >0,07% CPCs detectadas por CFM como factor independiente para la SLP y SG
en pacientes con MM de nuevo diagndstico®*?!.

No obstante, pese a su valor clinico, la deteccion de CPCs mediante CFM no esta incluida en la cartera
de servicios de muchos laboratorios, y existen pocos datos robustos en el contexto de la recaida.
Recientemente Jelinek y colaboradores propusieron un umbral de >2% CPCs detectadas por citometria
de alta sensibilidad como punto de corte para identificar pacientes de alto riesgo con MM de nuevo
diagnostico, basandose en los resultados de un estudio retrospectivo cooperativo europeo®?. En este
estudio se incluyeron casi 600 MM de nuevo diagndstico, candidatos y no candidatos a trasplante, y en el
80% se detectaron CPCs por CFM. La presencia de >2% CPCs (fenotipo LCP-/ike) se asocid con una
SLP y SG infausta, similar a la reportada en la literatura para los pacientes con LCPp, tanto en pacientes
elegibles como no elegibles para trasplante. No obstante, el estudio tiene limitaciones, como su naturaleza
retrospectiva y que ningtn paciente de los incluidos habian recibidos los esquemas terapéuticos actuales
basados en AcMo anti-CD38.

Si bien existen estudios que comparan la citologia con la CFM para la deteccién de CPCs, la mayoria son
retrospectivos y se limitan al diagnostico. Los umbrales recientemente propuestos por citologia (5%) y
por CFM (2%) son relativamente altos y similares, por lo que resulta de gran interés analizar su correlacion
y determinar si la citologia puede identificar de forma fiable ambos puntos de corte. Este proyecto tiene
por objetivo validar prospectivamente el umbral del 5% por citologia convencional (definicion IMWG) y
el del 2% por CFM para la identificacion de pacientes con LCPp o fenotipo LCP-/ike, comparando ambas
técnicas segun distintos niveles de sensibilidad de la CFM, con el fin de establecer el punto de corte con
mayor valor clinico. A partir de estos resultados, podria proponerse una nueva definicion para la entidad
LCPp.
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Asimismo, el proyecto busca contribuir a la redefinicion de la LCPs, considerando que la carga tumoral
en la recaida suele ser menor que en el diagnostico, especialmente desde que se inicia tratamiento ante
recaidas biologicas®'. En este contexto, seria l6gico plantear un umbral mas bajo de plasmocitosis en
sangre periférica para su diagnostico en recaida.

Este estudio también persigue un doble objetivo con importante impacto social. En primer lugar, dado
que la CFM de alta sensibilidad no esta disponible en la mayoria de los centros asistenciales, establecer
valores equivalentes mediante citologia convencional permitiria extrapolar los resultados de la CFM,
facilitando la identificacion de pacientes con LCP sin necesidad de recurrir a tecnologias complejas o
personal altamente especializado. En segundo lugar, el estudio podria justificar la incorporacion de la
deteccion de CPCs por CFM de alta sensibilidad en la cartera de servicios del laboratorio de Citometria
de Flujo, dado su demostrado valor pronostico.

El objetivo ultimo de este proyecto de investigacion es lograr una estratificacion del riesgo mas precisa
en pacientes con MM tanto al diagndstico como en la recaida. Esta clasificacion refinada podria ser el
punto de partida para el disefio de estrategias terapéuticas y de monitorizacion mas personalizadas y
ajustadas al perfil de riesgo de cada paciente.
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HIPOTESIS (Ajustarse al espacio disponible)

)

La citologia convencional, a pesar de su limitada sensibilidad, podria correlacionarse de manera fiable
con la CFM en la identificacion de pacientes con fenotipo LCP-like, siempre que se adopten puntos de
corte equivalentes (>5% por citologia vs. >2% por CFM). La validacion prospectiva de esta concordancia
permitiria reabrir el debate sobre la definicion de la LCP primaria.

Asimismo, en la era de los nuevos farmacos, la definicion de LCP secundaria podria estar obsoleta, dado
que en la recaida los pacientes suelen ser tratados en fases de recaida bioldgica, con menor carga tumoral
y, en consecuencia, porcentajes de CPCs periféricas comparables o incluso inferiores a los de la LCP
primaria. En este escenario, técnicas de mayor sensibilidad como la CFM podrian ser imprescindibles
para una deteccion precisa, una reclasificacion mas ajustada y una estratificacion prondstica refinada que
guie decisiones terapéuticas personalizadas.

)JBJETIVOS (ajustarse al espacio disponible)

Objetivos principales.

1. Comparar la deteccion y cuantificacion de las CPCs en los pacientes con MM de nuevo
diagndstico y en recaida identificadas por citologia convencional y CFM.

2. Determinar un punto de corte de CPCs detectadas por ambas técnicas que identifique un
subgrupo de pacientes que presenten un comportamiento clinico comparable a la LCP en la era de los
nuevos estandares de tratamiento, tanto al nuevo diagnostico como en la recaida.

3. Determinar si el punto de corte de CPCs seleccionado puede establecerse en base a la citologia
convencional o requiere mayor sensibilidad, y en tal caso, que nivel de sensibilidad minimo es necesario
para investigarlo con fiabilidad.

Objetivos secundarios

1. Analizar prospectivamente el valor de los puntos de corte del >5% y del >2% de CPCs detectadas
por citologia y por citometria de flujo respectivamente en pacientes con MM de nuevo diagnostico.

2. Evaluar las caracteristicas clinico-bioldgicas de los pacientes con MM de nuevo diagndstico y
en recaida en funcion del punto de corte de CPCs elegido.

3. Elaborar un indice pronostico robusto y aplicable en la practica clinica habitual que incorpore
las CPCs a los biomarcadores clasicos del MM y permita adaptar el manejo de los pacientes al
comportamiento de la enfermedad.
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METODOLOGIA (Diseiio, sujetos de estudio, variables, recogida y analisis de datos y
limitaciones del estudio) (Maximo 4 paginas)

Disefio y sujetos de estudio
Este estudio observacional y prospectivo incluird a pacientes con MM de nuevo diagnéstico y en recaida
de Castilla y Ledn. Los pacientes procederan de los diferentes centros hospitalarios que conforman el

grupo de Gammapatias Monoclonales de Castilla y Leon: Avila, Burgos, Leon, Palencia, Plasencia,
Ponferrada, Salamanca, Segovia, Soria, Valladolid (Hospital Clinico de Valladolid y Rio Hortega) y
Zamora. Los pacientes incluidos deben cumplir los criterios diagnosticos de MM establecidos segtn el
documento de consenso del IMWG de 2016. Se estima que se podrian incluir alrededor de 150-200
pacientes de nuevo diagnodstico de acuerdo con los datos del registro de gammapatias monoclonales de
Castilla y Ledn. Asimismo, se incluirdn pacientes en recaida precoz (1-3 lineas previas) antes de iniciar
una 2°-4° linea de tratamiento, independientemente de si el criterio de progresion es clinico o bioldgico,
o de la presencia o no de enfermedad medible en suero u orina. El nimero de pacientes en recaida que se
podrian incluir es dificil de estimar porque las nuevas terapias estan incrementando de una manera muy
notable la SLP de los pacientes con MM. Tanto los pacientes de nuevo diagndstico como en recaida
incluidos deberan ser tratados con los estandares de tratamiento actuales segun las guias EHA-ESMO de
2025 (recomendacion I-A).

Evaluacion por citologia v por citometria de flujo
Se debera realizar un frotis de sangre periférica y un analisis de CFM en todos los pacientes de nuevo

diagndstico o en recaida incluidos en el presente proyecto, idealmente antes de recibir cualquier
tratamiento anti-mieloma.

Para la evaluacion morfologica se utilizara un frotis de sangre periférica tefiido con la tincion Wright-
Giemsa o la que se emplee habitualmente los centros de Castilla y Leon participantes. Los frotis de sangre
periférica seran analizados de forma centralizada por hematologos del Hospital Universitario de
Salamanca con experiencia en el campo de la citologia. Para la cuantificacion de CPCs por morfologia
sera necesario contar al menos 200 células nucleadas. Los resultados de daran en porcentaje y en numero
absoluto teniendo en cuenta la cifra total de leucocitos.

La evaluacion por CFM sera centralizada en el Hospital Universitario de Salamanca siguiendo las
recomendaciones del grupo Euroflow y del IMWG para el analisis de la enfermedad residual medible en
médula Osea. Asi, se tratard de alcanzar una sensibilidad minima por andlisis de 107°. Los centros
implicados deberan enviar una muestra de sangre periférica de 10 ml en tubo de EDTA en las primeras
24 horas tras su colecta. Para tefiir estas muestras
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se empleara la combinacion de anticuerpos monoclonales de EuroFlow (CD38-FITC, CD56- PE, CD45-
PerCP-Cy5.5, CD19-PE-Cy7, CD117-APC, CD81-APC-C750, CD138-BV421, CD27-BV510). Las
muestras seran adquiridas en un citometro de 8 colores (FACSCanto o FACSLyrics) y seran analizadas
con el programa Infinicyt de la empresa Cytognos (BD). El analisis sera realizado por dos citometristas
experimentados y con amplia experiencia en discrasias de células plasmaticas del servicio de Hematologia
del Hospital Universitario de Salamanca. El nimero de CPCs sera expresado en porcentaje y en nimero
absoluto respecto al total de leucocitos.

Ambas evaluaciones seran ciegas y ninguno de los especialistas designados para la evaluacion
morfologica o de citometria conoceran los resultados de los otros laboratorios para evitar sesgos.

Variables, recogida v andlisis de datos
Los pacientes que decidan participar en el estudio se anonimizaradn con un codigo. Se recogera el sexo,
fecha de nacimiento, fecha del diagnéstico, tipo de componente monoclonal (cadena pesada y ligera),

eventos definitorios de mieloma, albiimina, B2 microglobulina, LDH, alteraciones citogenéticas,
porcentaje de infiltracion de células plasmaticas en médula 6sea, porcentaje de CPCs por citologia y por
citometria de flujo, tratamientos utilizados, fecha de ultimo seguimiento, fecha de progresion, fecha de
fallecimiento y causa de muerte. El registro y gestion de datos se realizara utilizando la plataforma
REDCap (Research Electronic Data Capture) del grupo de Gammapatias Monoclonales de Castilla y
Leon.

El método Bland-Altman se usara para determinar el grado de correlacion entre la citologia convencional
y la citometria de flujo en la deteccion de CPCs. El punto de corte de CPCs se establecera mediante una
curva ROC. Para la identificacion de caracteristicas clinico-biologicas relacionadas con el punto de corte
de CPCs elegido se utilizaran el test Chi cuadrado para las variables cualitativas y el test T de Student
para las variables cuantitativas. Para determinar el grado de asociacion (odds ratio) y su intervalo de
confianza en las variables cualitiativas se utilizara la regresion logistica. El analisis de supervivencia, SLP
y SG, se realizara mediante el test Kaplan-Meier, y su hazard ratio y correspondiente intervalo de
confianza se calcularan con el test long-rank. Para la identificacion de factores predictores independientes
para la supervivencia se realizara un analisis multivariante mediante una regresion de Cox.

Los analisis estadisticos seran realizados con el software informatico SPSS version 26. Se consideraran
estadisticamente significativos los valores de P <0,05.
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Limitaciones del estudio

Una de las posibles limitaciones de este estudio es la variabilidad interindividual en la deteccion y
cuantificacion de CPCs mediante ambas técnicas. Para minimizar esta fuente de variabilidad, se ha
previsto la centralizacion del anélisis de todas las muestras en un nico centro de referencia, garantizando
una mayor homogeneidad en la interpretacion de los resultados. Otra limitacion potencial es la necesidad
de un seguimiento prolongado para alcanzar diferencias estadisticamente significativas, especialmente
considerando que los nuevos tratamientos han incrementado notablemente la SLP de estos enfermos, tanto
en primera linea como en recaida. No obstante, basandonos en los datos disponibles de estudios
retrospectivos, se estima que con una mediana de seguimiento de 12 meses podria ser posible detectar
diferencias significativas en la identificacion de pacientes con MM fenotipo LCP-/ike, LCPp o LCPs.

Consideraciones éticas
El presente proyecto ha sido evaluable favorablemente por el Comité de Etica de Investigacion con

Medicamentos del Area de Salud de Salamanca (referencia: PI 2025 07 1971). Todos los participantes
deberan firmar un consentimiento informado, elaborado conforme a los principios éticos recogidos en la

Declaracion de Helsinki y la normativa vigente en materia de investigacion biomédica.

A cada paciente se le informara de manera clara y comprensible sobre los objetivos del estudio, asi como
de los posibles riesgos y beneficios derivados de las exploraciones incluidas. Cabe destacar que ninguna
de las pruebas contempladas en el protocolo conlleva riesgos vitales para los participantes que cumplan
con los criterios de inclusion. La participacion sera completamente voluntaria, y se garantizara en todo
momento la confidencialidad de los datos y el respeto a los derechos fundamentales de los pacientes
involucrados.
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PLAN DE TRABAJO (Etapas de desarrollo y distribucion de tareas de todo el equipo
investigador, incluyendo los proyectos en los que participe cada uno de sus integrantes Indicar
también el lugar de realizacion del proyecto) (Maximo 2 pagina)

El estudio se desarrollara a lo largo del afio 2026. Sin embargo, dadas las altas tasas de respuesta y la
mejoria significativa de la supervivencia de los pacientes con MM gracias a las terapias actuales, es
previsible que sea necesario un periodo adicional de seguimiento para poder obtener resultados
estadisticamente significativos. El equipo investigador sera multidisciplinar y multicéntrico, integrando
a todos los actores clave en el diagndstico y tratamiento del MM. Estara compuesto por bidlogos, técnicos
de laboratorio, y hematologos. Los integrantes del equipo investigador seran:

o Borja Puertas Martinez (BPM): Hematologo del Hospital Universitario de Salamanca.

o José Juan Pérez Moran (JJPM): Biologo del Grupo Espaiiol de Mieloma

o Beatriz Rey Bua (BRB): Hematologa del Hospital Universitario de Salamanca

o Elena Alejo Alonso (EAA): Hematdloga del Hospital Universitario de Salamanca

o Cristina Casquero Hernandez (CCH): Técnico de laboratorio

o Irene Aires Mejia (IAM): técnico de laboratorio.

o Aranzazu Garcia Mateo (AGM): Hematologa del Hospital General de Segovia.

o Verodnica Gonzalez de la Calle (VGC): Hematologa del Hospital Universitario de Salamanca

Etapas de desarrollo, tareas a desarrollar y personas encargadas
El proyecto tendra tres fases bien diferenciadas:
1. Evaluacién de los estudios citolégicos v citometria de flujo al diagnéstico vy en la recaida de los

pacientes con MM.

Extraccion de muestras: 1 tubo de 5 ml de EDTA para la realizacion del hemograma y el frotis de sangre
periférica, y 1 tubo de 10 ml de EDTA para realizacion de CFM. Lo realizard el equipo de enfermeria de
los diferentes centros participantes (ver anteriormente en disefio del estudio). Se encargaran de remitir
ambas muestras al Hospital Universitario de Salamanca los hematologos que forman parte del Grupo de
Gammapatias de Castilla y Leon

Visualizacion, analisis y cuantificacion de CPCs en el frotis de sangre periférica (BRB).

Procesamiento, analisis, deteccion y cuantificacion de CPCs por citometria de flujo (CCH, IAM, EAA y
JIPM).

2. Seguimiento de los pacientes con MM incluidos en el proyecto

Obtencion de consentimientos informados, datos clinicos y biologicos al diagnostico y recaida (AGM,
VGC, BRB, EAA, BPM)

Seguimiento de los pacientes de forma telematica (EAA, BPM)

Elaboracion y analisis de la base de datos (AGM, VGC, BRB, EAA, BPM)
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4. Publicacion y difusion de los resultados obtenidos en el proyecto

Realizacion de comunicaciones orales y posters asi como elaboracion de un manuscripo para la
publicacion en revista de alto impacto (BPM, BRB, JJIPM, EAA, CCH, 1AM, AGM, VGC)
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EXPERIENCIA DEL EQUIPO INVESTIGADOR (Maximo 1 pagina)

El presente proyecto se llevard a cabo en el contexto de la “Unidad de nuevos fairmacos en Hemopatias
malignas” ubicada en el Centro de Investigacion del Cancer e integrada en el Servicio de Hematologia
del Hospital Universitario de Salamanca/IBSAL. Una importante virtud de nuestro equipo de
investigacion se basa en su vocacion traslacional, ya que esta integrado tanto por investigadores basicos
como clinicos cuyos conocimientos se complementan mutuamente y que permite trasladar a la clinica de
forma rapida los conocimientos generados en el laboratorio.

El investigador principal del proyecto, Borja Puertas Martinez, MD, PhD, es Médico Adjunto en el
Servicio de Hematologia del Hospital Universitario de Salamanca, y es Coordinador de trasplante
autdlogo e integrante de la Unidad de Mieloma y Ensayos Clinicos del Servicio de Hematologia. Desarolla
su actividad investigadora en el campo de las gammapatias monoclonales.

El resto del equipo investigador esta formado por un equipo multidisciplinar y integrado por técnicos,
bidlogos y hematologos que estan subespecializados en el diagndstico, tratamiento y seguimiento de los
pacientes con MM. El estudio de citologia convencional sera realizado por Beatriz Rey Bua, MD,
hematologa que desempefia su actividad asistencial en el laboratorio de morfologia del Hospital
Universitario de Salamanca, y forma parte de la Unidad de Mieloma y la Unidad de Ensayos Clinicos.
Los técnicos de laboratorio involucradas son Cristina Casquero Hernandez e Irene Aires Mejias, que son
las responsables del procesamiento de las muestras centralizadas de la enfermedad residual medible de
las muestras del Grupo Espafiol de Mieloma. Asimismo, los responsables del analisis de la CFM seran:
José Juan Pérez Moran es bidlogo y citometrista experto que evaliia la enfermedad minima residual del
Grupo Espafiol de Mieloma; y Elena Alejo Alonso, MD, PhD, hemato6loga del Servicio de Hematologia
del Hospital Universitario de Salamanca, que desempefia su actividad asistencial en el Laboratorio de
Citometria de Flujo. Los ultimos integrantes son hematologos clinicos: Aranzazu Garcia Mateo, MD,
PhD, responsable de gammapatias monoclonales en el Hospital General de Segovia; y Veronica Gonzalez
de la Calle, MD, PhD, Hematodloga del Servicio de Hematologia involucrada en la Unidad de Mieloma y
Ensayos Clinicos del Hospital Universitario de Salamanca, e investigadora principal de nimerosos
ensayos clinicos.

Por ultimo, dentro de la produccién cientifica de este grupo de trabajo, se han realizado numerosas
publicaciones en lineas de investigacion similares a las del presente proyecto, con el objetivo de desvelar
la heterogeneidad fenotipica y funcional de la célula tumoral del MM, de cara al disefio de estrategias
terapéuticas adaptadas al riesgo (PMID: 35983648, 35935610, 35383901, 35332278; 23902483).
Asimismo, José Juan Pérez Moran, Veronica Gonzalez de la Calle y Aranzazu Garcia Mateo, han sido
autores de manuscritos que analizan la importancia de la deteccion e identificacion de CPCs en los
pacientes con MM (PMID: 36315921, 35666958, 31697808, 32521788, 34857730), lo que avala los
resultados del presente proyecto que seran publicados en revistas de alto impacto y puedan tener una
influencia futura en la implementacion de este factor prondstico en la practica clinica diaria
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UTILIDAD PRACTICA DE LOS RESULTADOS EN RELACION CON LA SALUD
(ajustarse al espacio disponible)

La realizacion de un frotis de sangre periférica es esencial en todos los pacientes con MM de nuevo
diagndstico para confirmar/descartar la presencia de >5% de CPCs, y por tanto de una LCPp. No obstante,
como se ha mencionado anteriormente, se ha demostrado que aquellos pacientes con un >2% de CPCs
por CFM presentaban el mismo prondstico que los pacientes con >5% de CPCs por citologia. Como
ambos datos son relativamente elevados y similares, nuestro proyecto, que pretende correlacionar los
resultados de citologia y citometria de forma prospectiva y doble ciega, nos permitiria conocer si el
analisis de un frotis de sangre periférica es suficiente para identificar los pacientes con MM con fenotipo
LCP-like o con LCPp. Este hallazgo tendria un impacto costo-econémico muy significativo, ya que el
frotis de sangre periférica esta disponible en todos los laboratorios de hematologia, es mas barato y no
requiere de un personal tan especializado como la citometria. Ademas, este estudio podria reabrir el debate
sobre la redefinicion de la LCP, posicionando a la CFM como la técnica como la técnica gold standard
para su diagnéstico. Asimismo, con esta técnica, también pretendemos evaluar a los pacientes con
mieloma en recaida, y explorar una nueva definicion de la LPCs.

Por ultimo, la deteccion de CPCs por CFM, y su impacto en la supervivencia de los enfermos con MM.
No obstante, este analisis atin no est4 disponible en la cartera en los laboratorios de CFM de los servicios
de Hematologia. Con este proyecto, los hematologos de Castilla y Ledn podran disponer de esta
herramienta pronostica.

MEDIOS DISPONIBLES PARA LA REALIZACION DEL PROYECTO (ajustarse al
espacio disponible)

La actividad se llevara a cabo en los laboratorios del Servicio de Hematologia del Complejo Asistencial
de Salamanca. Se dispone de un laboratorio de 60 m? (seccion de Citometria de flujo) y de un laboratorio
de Morfologia y Hematimetria (40 m?).

La seccion de Morfologia y Hematimetria dispone de 2 microscopios para el analisis de frotis de sangre
periférica (Nikon model Eclipse NI-U y Nikon Y-THM). La Unidad de Citometria dispone de la
infraestructura necesaria para llevar a cabo este proyecto y con el personal e infraestructura necesarios
para la realizacion de las técnicas de inmunofenotipaje propuestas: dos citdmetros de flujo FACS Canto
II y FACS Aria III, asi como el resto de aparataje (microscopios Opticos, centrifugas, agitadores,
citocentrifuga) necesarios para los estudios inmunofenotipicos. Ademas, el este laboratorio cuenta con
licencias de Infinicyt, uno de los softwares necesarios para el analisis de citometria de flujo.
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JUSTIFICACION DETALLADA DE LA AYUDA SOLICITADA (Miximo 2 paginas)

El presupuesto solicitado se destinara integramente en los anticuerpos necesarios para la identificacion de
CPCs por citometria de flujo (panel EuroFlow). El precio estimado de la combinacion de reactivos por
paciente es de aproximadamente 150 euros, por lo que con los 6.000 euros del presupuesto se podrian
analizar hasta 40 pacientes. Ademas, se dispone de financiacion extra y ya se han analizado mas de 80
pacientes, por lo que se podria obtener una poblacion considerable de pacientes para poder obtener
resultados robustos.

La realizacion del frotis de sangre periférica forma parte de la practica clinica habitual, y no genera un
sobrecoste. El traslado de las muestras se realizara dentro del circuito logistico establecido para la practica
clinica habitual, ya que la Seccion de Inmunofenotipo del Hospital Universitario de Salamanca, recibe
muestras del resto de centros de Castilla y Ledon practicamente a diario, por lo que tampoco generaria un
sobrecoste. Se aprovechara el mismo transporte para enviar el frotis de sangre periférica al laboratorio de
Morfologia. La gestion de los datos clinicos de los pacientes se realizaria a través de la plataforma a
plataforma REDCap del grupo de Gammapatias Monoclonales de Castilla y Leon, ya disponible en la
actualidad, y costeada por dicho grupo, por lo que tampoco supondria un coste adicional.




