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Mieloma Multiplo: 50 casos diagnosticados por citometria de fluxo

Multiple Myeloma: 50 cases diagnosed by flow cytometry
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Introdugao

O Mieloma Mutiplo é uma doenga de evolugdo heterogénea, na qual a maioria dos
pacientes recai muito precocemente apos o tratamento. Nesse contexto, o objetivo
principal deste trabalho é relatar diferentes estratégias de andlise do mieloma por
citometria de fluxo e sua importancia na associagdo com citogenética no diagnostico
de doenga residual. Entre 2.450 casos de doengas onco-hematologicas estudados, de
setembro de 1993 a agosto de 2004, foram diagnosticados 50 (2,0%) Mieloma Muil-
tiplo. Foram feitas andlises morfologicas e, até o ano de 2000, as imunofenotipagens
foram realizadas no citometro de fluxo XL-MCL (Coulter) pela estratégia tamanho/
complexidade, utilizando os anticorpos monoclonais CD19, CD20, CD38, CD45,
CD56, HLA-DR, kappa e lambda de superficie e intracitoplasmaticas. A partir de
2001 passaram-se a utilizar painéis seqiienciais através do histograma CD138/
Complexidade e anticorpos monoclonais CD19, CD38, CD56, CD117, kappa e lambda
intracitoplasmaticas. Mais recentemente foram incluidos no painel os anticorpos
CD45, HLA-DR e CD33. A andlise do DNA foi realizada por citometria com auxilio
do programa Multicycle em nove amostras, sendo que sete apresentaram popula¢do
aneuploide. O cariotipo com banda G foi realizado em 25 casos, e a pesquisa de
delegdo do 13q por FISH em 15. Alteragdes cromossomicas foram encontradas em 4
casos, sendo duas delegoes de 13q confirmadas por FISH. A mudanca na estratégia
de gates associada a citogenética e ao estudo da cinética do ciclo do DNA permitem
melhor identificagdo de células plasmaticas anomalas, avaliagdo do prognostico e
detecgdo de doenga residual. Rev. bras. hematol. hemoter. 2005;27(1).:31-36.
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bem estabelecidos* (Tabelal). A maioria dos casos evolui
com anemia grave, lesdes dsseas, insuficiéncia renal e infec-

O Mieloma Multiplo (MM) ¢ a segunda doenga onco-
hematologica mais comum no mundo, perdendo apenas para
os linfomas e chegando a representar 10% dos casos.' Euma
doenga caracterizada pela proliferacdo descontrolada de
células plasmaticas na medula 6ssea com freqiiente produ-
¢do de imunoglobulinas andmalas monoclonais (proteina M).
Sua prevaléncia é maior a partir da quinta década de vida.?

Trata-se de uma doenga com evolugdo heterogénea cuja
sobrevida dos pacientes pode variar de alguns meses até
mais de uma década.’ Os critérios para o diagnostico estao

¢oes recorrentes. Esse quadro ¢ resultado de uma infiltragéo
maci¢a da medula dssea, reabsor¢do 6ssea estimulada por
citocinas produzidas pelas células tumorais, depoésito de ca-
deias leves monoclonais nos tibulos renais e imunoglobulina
monoclonal ineficiente.’

O mau prognéstico dos pacientes com MM tem levado
a busca de novas opg¢des terapéuticas, incluindo o trans-
plante com células progenitoras. Apesar disso, os pacientes
recaem precocemente devido a persisténcia de células tumo-
rais ndo visiveis na analise morfoldgica. Os plasmocitos
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Tabela 1
Critérios de diagnéstico em Mieloma Multiplo

Critérios maiores

1. Plasmocitoma em bidpsia de tecido

2. Plasmocitose na medula 6ssea maior que 30%

3. Pico monoclonal de imunoglobulina na eletroforese de
proteinas séricas com IgG maior que 3,5g/dL ou IgA
maior que 2,0g/dL; excregdo de cadeia leve kappa ou
lambda maior que 1,0g/dL em urina de 24 horas

Critérios menores

a. Plasmocitose na medula éssea entre 10% e 30%

b. Pico monoclonal de imunoglobulina em niveis inferiores
aos citados

c. Lesdes osteoliticas

d. Diminuicdo dos niveis das imunoglobulinas ndo envolvidas
(IgM menor que 50mg/dL, IgA menor que 100mg/dL,ou
IgG menor que 600mg/dL)

Qualquer uma das associagdes abaixo confirma o diagnéstico:

Dois critérios maiores

Critério maior 1 associado a um critério menor b, c, oud
Critério maior 3 associado a um critério menor a ou ¢
Trés critérios menores (a, b e ¢, oua, b e d)

Adaptado de Durie BMG. Staging and kinetics of multiple myeloma.
Semin Oncol 1986;13:300-309.

malignos expressam em sua superficie marcadores que nor-
malmente ndo estdo presentes nos plasmadcitos normais.®
Dessa forma, a imunofenotipagem auxilia de maneira signi-
ficativa na identificag¢@o de populacdes de células plasmo-
citarias andmalas. Nesse contexto, o objetivo principal des-
se trabalho ¢ relatar diferentes estratégias de analise do
MM por citometria de fluxo e sua importancia, em associa-
¢do com o estudo citogenético, na deteccao de doenga resi-
dual.

Casuistica e Métodos

No Laboratorio Clinico do Departamento de Patologia
Clinica do Hospital Albert Einstein, de setembro de 1993 a
agosto de 2004, foram analisados por citometria de fluxo 3.583
painéis proliferativos, sendo 2.450 (68,4%) de doencas onco-
hematologicas.

Entre os casos de doengas onco-hematologicas foram
diagnosticados 50 (2%) novos casos de MM em 49 (98%)
amostras de aspirado de medula 6ssea e uma (2%) de san-
gue periférico. A idade média ao diagnoéstico foi 61,3 anos ¢ a
relagdo masculino/feminino de 2,1:1.

As analises morfoldgicas foram realizadas em laminas
coradas pelo método pancromatico de May-Griinwald-
Giemsa. Foram observadas células plasmaticas caracteristi-
cas de tamanho moderado, nicleo redondo e excéntrico, al-
gumas com nucléolos, cromatina regular e citoplasma
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basofilico com halo perinuclear (Figura 1). Agrupamentos de
plasmécitos displasicos e plasmoblatos também foram
visualizados em alguns casos.

Para a imunofenotipagem, no inicio, as amostras eram
preparadas através de separagdo das células em Ficoll-
Hypaque. Posteriormente, por métodos de preparagdo em Q-
PREP (Coulter) ou com tampdo hemolitico. As analises
imunofenotipicas foram realizadas no citometro de fluxo XL-
MCL (Coulter). No periodo de 1993 a 2000 foram utilizados os
anticorpos monoclonais CD19, CD20, CD45, CD38, CD56,
kappa e lambda de superficie e intracitoplasmaticas, numa
estratégia de tamanho/complexidade (Figura 2).

A partir de 2001, o painel foi modificado e passou-se a
utilizar painéis seqiienciais através do histograma CD138/
complexidade e anticorpos monoclonais CD19, CD38, CD56,

Figura 2. Histograma Tamanho x Complexidade
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CD117 (Figuras 3, 4 e 5). As marcagdes das imuno-
globulinas intracitoplasmaticas de cadeia leve foram atre-
ladas a populagdo CD38(+). Nos casos mais recentes fo-
ram avaliados também o CD45, o HLA-DR e o0 CD33 (Fi-
guras 6 7). A densidade antigénica foi avaliada através
do canal médio de express@o em escala logaritmica obti-
da nos histogramas.

A analise do conteudo de DNA foi realizada em nove
(18%) amostras que foram marcadas com iodeto de
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Figura 3. Histograma CD138 x Complexidade
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Figura 4. Histograma CD138 x CD38
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propidium no DNA-PREP (Coulter). A cinética do ciclo do
DNA foi analisada no citometro de fluxo equipado com o
programa Multicycle.

O estudo citogenético foi realizado a partir de culturas
de 24-48 horas e/ou 72-96 horas com adi¢do de Phorbol
(Sigma) como estimulante. O caridtipo com banda G foi reali-
zado em 25 (50%) casos ¢ a pesquisa de delegdo do 13q por
FISH com a sonda LSI D13S319 (Vysis, Inc.) em 15 (30%)
casos.
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Figura 5. Histograma CD138 x CD56
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Figura 6. Histograma CD138 x CD45
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Figura 7. Histograma CD138 x CD33

Resultados

Neste estudo, o CD38 esteve presente em 95,8% dos
casos com canal médio de expressdo de 51,6. O CD56, em
91,3% dos casos com canal médio de expressao de 22,6.Ja o
CD19, que normalmente ndo ¢ expresso nas células do
mieloma, foi positivo em apenas 0,4% dos casos com canal
médio de expressdo de 6,28. O CD117, que pode ser usado
como marcador aberrante, foi encontrado em 25,7% dos ca-
sos com canal médio de 2,83. A cadeia leve da imunoglobulina
intracitoplasmatica predominante foi do tipo kappa, positiva
em 57,5% dos casos analisados. A expressao de lambda este-
ve presente em 37,5% dos casos e em dois (5%) casos nao foi
possivel realizar a marcagao.

Na analise citogenética tradicional foram detectados
quatro (4/25-16%) casos com alterag@o cromossomica, sen-
do uma auséncia de Y, um com hiperdiploidia e dois com
delecdo 13q confirmadas por FISH (Figura 8). Na analise
do DNA por citometria de fluxo, sete (7/9-77,8%) casos
apresentaram populag@o aneuploide e trés deles apresen-
taram uma quantidade elevada de células em fase de sinte-
se (Figura 9).

Discussao

As células do mieloma, assim como os plasmocitos
normais, expressam CD138 e CD38.° Nao costumam expres-
sar em sua superficie os antigenos pan-B, como CD19, CD20
e CD22. Nesse aspecto, 0 MM difere das outras doengas
linfoproliferativas de células B que normalmente expressam
esses marcadores.’
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Figura 8. Aplicagéo da técnica de FISH mostrando uma célula nor-
mal (dois sinais) e uma com delegao 13q (um sinal)

A - populagdo diploide

B - populagdo hiperdiploide
C - celulas em fase S

D - celulas em G1 e mitose

Figura 9. Andlise do DNA

A expressao da imunoglobulina € intracitoplasmatica e
monoclonal. Esse dado ¢ itil no diagnostico diferencial. Nos
casos de linfomas ndo Hodgkin essa expressdo ¢ apenas de
superficie ¢ na macroglobulinemia de Waldenstrom ¢ tanto
intracitoplasmatica como de superficie.®

Uma outra estratégia com CD38(+) e HLA-DR(-) pode
ser util na identificagdo de plasmoécitos anomalos, ja que
células T ativadas e subgrupos de células B sdo CD38(+),
mas HLA-DR(+).% A forte expressdo do CD38, fraca ou au-
sente expressdo de CD45, com a concomitancia do CD56 in-
dicam a malignidade.’

Nossos dados confirmam que as células mielomatosas
apresentam forte expressao de CD38 e CD56, e auséncia ou
fraca expressdo de CD19 e CD117. Houve também um predo-
minio de cadeia leve do tipo kappa conforme ja descrito na
literatura. '

A identificacdo de assincronismos maturativos e/ou
expressdes aberrantes ao diagnodstico ¢ util na deteccdo de
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doenga residual. A auséncia do CD56 ¢ do CD45,'" expressao
do CD20,CD117 e, mais raramente, do CD33 e marcadores de
outras linhagens permitem identificagdo de uma célula
neoplasica em 10* a 10° células normais.' Essa informagao
indica a persisténcia da doenca e a necessidade de manuten-
¢do da terapia. A Figura 7 mostra um exemplo de histograma
com marcagao aberrante de CD33.

Foi observado que o percentual de plasmocitos encon-
trado nos esfregagos de aspirado de medula 6ssea ¢
freqiientemente superior ao encontrado na analise imuno-
fenotipica por citometria. Isso se deve, em parte, a uma pos-
sivel dilui¢do na obtencdo da amostra e aos provaveis efei-
tos que o microambiente medular exerce sobre as células do
mieloma que acabam dificultando a aspiragao.

Delegdes ou monossomias envolvendo a regido ql4
do cromossomo 13 estdo diretamente associadas com pior
evolugdo da doenga, constituindo fator progndstico inde-
pendente.*'*!* A metodologia mais sensivel para sua detec¢ao
¢ o FISH, porém, pelo alto custo, muitas vezes, ele ndo pode
ser realizado. Dessa forma, muitos casos com alteragdo dei-
xam de ser identificados. O estudo do caridtipo por cito-
genética tradicional também ¢é importante, pois outras anor-
malidades, além da deleg¢@o do cromossomo 13, podem estar
presentes apresentando outras implicagdes no prognostico.

A maioria dos pacientes que fizeram analise do DNA,
por citometria, apresentou aneuploidias. Estudos que tam-
bém utilizam a citometria de fluxo tém demonstrado que gran-
de parte dos mielomas apresenta esse tipo de alteracdo cro-
mossomica.'>'!'” O contetido de DNA das células neo-
plésicas, assim como a quantidade de células em prolifera-
¢do, relacionam-se diretamente com o progndstico ¢ a evo-
lucdo da doenga. Hiperdiploidias estdo associadas com me-
lhor prognostico, enquanto hipodiploidias indicam pior evo-
lucdo .8

Quantidades elevadas de células em fase de sintese
também condizem com pior evolugdo'* por traduzirem o
indice de proliferacdo das células neoplasicas. Os valores de
referéncia para esse parametro variam de doenca para doen-
¢a de acordo com a capacidade de proliferagdo da célula en-
volvida. Os valores significativos para a avalia¢ao do Micloma
Multiplo ainda ndo estdo bem definidos. Mas, por se tratar
de uma doencga cujas células apresentam baixa taxa
proliferativa, os valores aceitaveis sdo inferiores aos defini-
dos para outras doengas com altas taxas de proliferacao.

Essa quantificagdo pode ser realizada através de um
ensaio imunofluorescente em lamina que utiliza a bromo-
deoxiuridina.?! Porém, a técnica adaptada a citometria de flu-
x0 com o iodeto de propidium, utilizada nesse estudo, ¢ mais
simples e sensivel por avaliar uma grande quantidade de
células. Alguns estudos importantes utilizaram esta técni-
ca'®?2 e foi constatado que existe grande correlagdo entre
os resultados obtidos através dessas duas metodologias,
apesar da maior sensibilidade da técnica que utiliza a
citometria.
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Conclusoes

A nova estratégia de gates seqiienciais adotada a par-
tir de 2001 possibilitou uma melhor avaliagdo das células
plasmaticas. Comparando-se os histogramas 1 ¢ 2 fica evi-
dente a melhor separag@o dos plasmdcitos quando se utiliza
o histograma CD138/Complexidade como referéncia de anali-
se. A introdugdo de novos anticorpos que possibilitam a ava-
liagdo de marcagdes aberrantes ao diagnostico possibilita
uma melhor monitorizag¢ao da remissdo fenotipica apés o tra-
tamento. Mas, de certa forma, a utilizagdo de um painel mais
amplo aumenta o custo do exame.

O estudo cinético do DNA, por citometria, deve ser
preconizado para todos os casos diagnosticados, pois tem
importancia na avaliagdo prognoéstica do MM, por quantificar
as células em fase S e por identificar ancuploidias. Aneu-
ploidias também podem ser identificadas por citogenética
tradicional, mas nem sempre sdo obtidas metafases para ana-
lise. A citometria ¢ uma metodologia mais sensivel para essa
analise, pois possibilita o estudo de células em intérfase,
além de avaliar um nimero muito maior de células.”

As anormalidades cromossomicas influenciam direta-
mente na evolugdo do MM ¢ podem auxiliar na escolha da
terapia mais adequada. Por esse motivo, o estudo dessas
alteragdes por citogenética tradicional e por FISH, principal-
mente da delegdo 13q, deve ser realizado sempre. O FISH ¢é
uma metodologia mais sensivel, porém trata-se de um exame
caro que depende da utilizacdo de sondas especificas.

Sendo assim, a mudanga na estratégia de gates associ-
ada a citogenética ¢ ao estudo da cinética do ciclo do DNA
permitem melhor identificagdo de células plasmaticas anéma-
las, avaliag@o do prognostico e detecgdo de doenca residual
nos diversos estagios da terapéutica.

Abstract

Multiple myeloma is a disease with variable natural history, but a
clinical fact is that most of the transplanted patients relapse early
after transplantation. Minimal residual disease should be one
prognostic factor of transplanted patients that could judge if such
patients are at risk for early relapse. We diagnosed 50 multiple
myeloma cases from 2450 oncohematologic cancer diseases studied
between September 1993 and August 2004 (2% of all cases). Until
2000 these cases were studied using a Coulter Flow Cytometer XL-
MCL with monoclonal antibodies against CD19, CD38, CD45,
CDS56, intra-cytoplasmatic and surface kappa and lambda in a
Forward Scatter x Side Scatter gate strategy. After 2001 we performed
sequential studies using CD138 histogram complexity and
monoclonal antibodies anti CD19, CD38, CD56, CD117, intra-
cytoplasmatic kappa and lambda. More recently we included in the
antibody pool anti-CD45, anti-HLA-DR and anti-CD33. DNA
cytometric studies were performed with the Multicycle software in 9
cases, 7 of those with aneuploidy. G band karyotyping was made in
25 cases and the 13 q deletion was checked in 15 cases. Chromosomal
alterations were found in 4 cases including two 13 q deletions,
confirmed by FISH. Gate choice, cytogenetic studies and cycle
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kinetics of DNA are all data that permit better identification of
anomalous plasma cells and therefore detection of minimal residual
disease, that probably correlates with relapse prognosis. Rev. bras.
hematol. hemoter. 2005,;27(1):31-36.

Key words: Multiple myeloma, flow cytometry, cytogenetics, minimal
residual disease detection.
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