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Resumen

Introduccién: la historia natural del mieloma multiple (MM)
es heterogénea con sobrevidas que van desde pocas semanas
a mas de 20 afios. El analisis de los factores pronosticos es
esencial para establecer una terapéutica adaptada al riesgo. El
estudio de la ploidia de las células plasmaticas es un factor que
ha demostrado tener un importante valor prondstico.
Objetivo: estandarizar una técnica, no disponible en Uru-
guay, para determinar la ploidia de las células plasmaticas
por citometria de flujo.

Material y método: el estudio de ploidia se realizd en médula
o6sea utilizando para la marcacion de las células plasmaticas
los anticuerpos monoclonales anti CD38 y CD138. Para el es-
tudio del contenido del acido desoxirribonucleico (ADN) se
utilizé ioduro de propidio. En el andlisis se calcul6 el indice de
ADN (cociente entre la moda del pico correspondiente a la
cantidad de ADN de las células plasmaticas en fase Go/G1y
la moda del pico Go/G1 de las células normales residuales).
Resultados: en este trabajo mostramos la estandarizacion

de la determinacién de ploidia por citometria de flujo y los pri-
meros casos analizados en nuestro pais. Se estudiaron nue-
ve pacientes con diagnéstico de MM, hallandose dos casos
hipoploides (no hiperploide), un caso diploide (no hiperploide)
y seis casos hiperploides.

Conclusiones: disponemos de una técnica de determinacién
de ploidia de células plasmaticas que es sencilla, rapida de
realizar y con importante valor prondstico para pacientes
portadores de MM.
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Introduccion

El mieloma multiple (MM) es una hemopatia maligna
del grupo de las gamapatias monoclonales, caracteriza-
da por la proliferacion monoclonal atipica de una clona
plasmocitaria y por la presencia de una paraproteina en
el suero, orina o en ambas'". Corresponde aproximada-
mente al 1% de todas las enfermedades malignas y es la
segunda neoplasia hematoldgica en frecuencia®.

La historia natural del MM es heterogénea con so-
brevidas que van desde pocas semanas hasta mas de 20
afios, por lo que el detallado analisis de los factores pro-
noésticos es esencial para establecer una terapéutica
adaptada al riesgo.

Laincidencia global de ADN aneuploide en MM va-
ria entre 50% y 70%, siendo la mayoria hiperploides™.
El estudio de la ploidia ha demostrado tener importante
valor pronoéstico. En este sentido, la hipoploidia se aso-
cia con menor respuesta al tratamiento y sobrevida. En
las gamapatias monoclonales de significado incierto
(GMSI), los resultados de la cuantificacion de ADN han
sido contradictorios. E1 ADN aneuploide es un marca-
dor tumoral especifico que ademas de establecer un pro-
noéstico podria usarse como técnica de deteccion de en-
fermedad minima residual®?.

La presencia de hiperploidia es considerada general-
mente un evento favorable y, por el contrario, los MM
no hiperploides (diploides e hipoploides) tienen un peor
prondstico. Hasta el momento todos los estudios realiza-
dos han demostrado una mayor sobrevida global y libre
de progresion en los pacientes que presentan hiperploi-
dia detectada mediante la determinacion del contenido
de ADN por citometria de flujo o por analisis cariotipico
convencional®>'?,

Teniendo en cuenta estos antecedentes, nuestro ob-
jetivo fue estandarizar e introducir en nuestro medio una
técnica de citometria de flujo para la determinacion de
ploidia en células plasmaticas en pacientes con MM. Se
presentan aqui los resultados de los primeros pacientes
estudiados en nuestro pais.

Pacientes, material y método

Pacientes

Se incluyeron los pacientes con MM que se diagnosti-
caron en la Catedra de Hematologia del Hospital de Cli-
nicas desde febrero hasta diciembre de 2012. Se estu-
diaron nueve pacientes cuyas caracteristicas se mues-
tran en la tabla 1. Todos los pacientes incluidos fueron
pacientes con mieloma sintomatico previo al inicio del
tratamiento y un caso correspondié a una leucemia de
células plasmaticas. El diagnostico de MM se realizo si-
guiendo los criterios propuestos por el International
Myeloma Working Group"'".

Antes de realizar el estudio de ploidia se efectué un
estudio inmunofenotipico en médula 6sea con el objeti-
vo de conocer el porcentaje de células plasmaticas de la
muestra y la relacion de células plasmaticas patologi-

cas/células plasmaticas normales®.

Estudio de ploidia por citometria de flujo

El contenido de ADN habitualmente se expresa como
“indice ADN”, que es la relacion entre la moda del pico
Go/G1 de las células plasmaticas y la moda del pico
Go/Gl1 de las células normales residuales en la muestra.
Se consideran hipoploides cuando el indice de ADN es
menor a 0,95; hiperploide cuando esté entre 1,06y 1,74,
y tetraploide cuando es mayor a 1,74. El resto de los ca-
sos se consideran diploides"?.

Para realizar el estudio de ploidia se sigui6 las técni-
ca descrita por Vindelov y colaboradores"” modificada
para el marcaje del ADN con ioduro de propidio
(Cycloscope™ Multiple Myeloma-Citognos). Se utili-
zan aproximadamente 100-200 pl de la muestra de mé-
dula 6sea de forma de obtener diez células'®. Posterior-
mente se realiza marcaje de los antigenos de superficie
caracteristicos de células plasmaticas (CD38 y CD138)
con anticuerpos monoclonales conjugados con FITC. Se
realiza lisis de eritrocitos y posteriormente se realiza la
marcacion de ADN con ioduro de propidio. Los datos
son adquiridos a baja velocidad utilizando BD Cell-
Quest Pro software (Becton Dickinson, San Diego,
EEUU) en el citometro de flujo FACS Calibur (Becton
Dickinson, San Diego, EEUU) del Laboratorio de Cito-
metria y Biologia Molecular del Hospital de Clinicas.
Para el analisis del indice de ADN se utiliza el ModFit
software package (Verity Software House, Inc).

Normas éticas

Este trabajo fue aprobado por el Comité de Etica Médi-
ca del Hospital de Clinicas para su realizacion.

Resultados

Se realizo la estandarizacion de la técnica de estudio de
ploidia por citometria de flujo como fue comentado en
Material y método.

Se estudiaron nueve pacientes con diagnostico de
MM (tabla 1), hallandose dos casos de MM hipoploide
(no hiperploide), un caso diploide (no hiperploide) y
seis casos hiperploides (figuras 1, 2 y 3). Los casos de
hipoploidia correspondieron a una paciente con una leu-
cemia de células plasmaticas y a un paciente que presen-
tabaun MM IgG kappa con la presencia de una trasloca-
cion t(4,14) realizado por FISH en médula 6sea. Asimis-
mo, tuvimos un caso diploide que de acuerdo a la
literatura es considerado de pronodstico adverso.
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Tabla 1. Caracteristicas de la poblacion estudiada
Pacientes  Edad Sexo Diagnéstico Clasificacion ISS Infiltracion M.O  Estudio citogenético  Ploidia por CF Indice
Durie-Salmén (mielograma) ADN
1 65 M MM B 3 90% - 1,21
(Hiperploide)
2 59 F MM IgG kappa 1A 1 65% Sin alteraciones 1,16
(Hiperploide)
3 7 M MM IgG kappa A 3 36% t(4;14) por FISH 0,9
(Hipoploide)
4 70 M MM IgA kappa A 3 50% Sin alteraciones 1,11
(Hiperploide)
5 58 M MM IgG lambda 1B 3 70% Sin alteraciones 1,1
(Hiperploide)
6 74 F MM IgG lambda 1B 3 80% - 1,01
(Diploide)
7 57 M MM IgG kappa 1A 1 35% Sin alteraciones 1,29
(Hiperploide)
8 60 F MM IgG kappa A 3 15% Sin alteraciones 11
(Hiperploide)
9 56 F Leucemia a células - 80% - 0,8
plasmaticas (Hipoploide)
ISS: International Staging System; CF: citometria de flujo; MM: mieloma multiple

Discusion y conclusiones

En el presente trabajo hemos mostrado los primeros ca-
sos de estudio de ploidia por citometria de flujo en pa-
cientes con MM en nuestro pais. Este trabajo se enmar-
ca en un proyecto multidisciplinario del Laboratorio de
Citometria y Biologia Molecular del Departamento Ba-
sico de Medicina y el Servicio de Hematologia del Hos-
pital de Clinicas con el objetivo de mejorar las
herramientas diagnodsticas y pronosticas en pacientes
con MM.

Aproximadamente entre 50% y 70% de los pacientes
con MM de nuevo diagndstico presentan contenido
aneuploide de ADN™, siendo la mayoria de tipo hiper-
diploide (80% aproximadamente)'*'®. Los casos de hi-
poploidia y biclonales (presencia de dos poblaciones ce-
lulares con diferente contenido de ADN) tienen una in-
cidencia significativamente més baja"'>'"'¥.

La determinacion de la ploidia tiene significado pro-
noéstico en MM, ya que los casos no hiperploides se aso-
cian con enfermedad mas agresiva, especialmente los
hipoploides, con una respuesta pobre al tratamiento y
una supervivencia mas corta'®'***. Cabe destacar la al-
ta incidencia de hipoploidia en la leucemia de células
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plasmaticas (como uno de los casos de nuestra serie), en-
tidad de muy mal prondstico®”.

La ploidia de las células plasmaticas se puede reali-
zar por citogenética convencional o por citometria de
flujo. La determinacion por citometria de flujo tiene nu-
merosas ventajas, ya que es una técnica mas sencilla,
mas rapida (pudiendo tener el informe en menos de 24
horas) y con un costo razonable. Asimismo, la baja tasa
proliferativa de las células plasmaticas dificulta la ob-
tencion de metafases y, por lo tanto, la determinacion de
la ploidia por citogenética convencional presenta bajo
rendimiento, incluso utilizando técnicas de purificacion
de las células plasmaticas''****". Es importante desta-
car que en los nueve casos incluidos, en ninguno de ellos
se obtuvo resultado de ploidia por citogenética conven-
cional.

Disponer de esta técnica en nuestro pais es de especial
utilidad, ya que los pacientes con MM hipoploides po-
drian beneficiarse del tratamiento con bortezomib, ac-
tualmente bajo la cobertura del Fondo Nacional de Re-
cursos (FNR) (incluido en la normativa de cobertura
FNR: http://www.fnr.gub.uy/sites/default/files/normati-
vas/medicamentos/n_trat mmultiple bortezomib. pdf)
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Figura 1. Ejemplo de estudio de ploidia en paciente con MM hipoploide
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Figura 2.Ejemplo de estudio de ploidia en paciente con MM diploide

En conclusion: disponemos de una técnica de deter-
minacion de ploidia de células plasmaticas que es senci-
lla, rapida de realizar y con importante valor prondstico
para pacientes portadores de MM.

Abstract

Introduction: the natural history of multiple myeloma
(MM) is heterogenecous, survival rates ranging from a
few weeks to over 20 years. Analysis of prognostic fac-
tors is essential to decide on a therapy that is adapted to
specific risks. Plasma cells ploidy analysis has proved
to be a high prognostic value factor.

Objective: to standardize a technique, unavailable
in Uruguay, consisting in flow cytometry for plasma
cells ploidy analysis in order to determine ploidy values
in plasma cells.

Method: ploidy analysis was performed in the bone
marrow, and monoclonal anti-CD38 and CD-138 anti-
bodies were used to mark plasma cells. Propidium iodi-
de was used to study the content of deoxyribonucleic
acid (DNA). The DNA was calculated in the analysis
(the ratio of the peak mode corresponding to the DNA
present in the plasma cells during the Go/G1 phase and
the Go/G1 peak mode of residual normal cells).

229



Estudio de ploidia de células plasmaticas por citometria de flujo en pacientes con mieloma maltiple | Grille S et al

Células normales

a0 wa mee  ma we e

Células
plasmaticas

o

S8C

H wh
CD38 + CD138 FITC

Pico
G0/G1

indice de ADN=1,24

HIPERPLOIDE

Pico
G2/M

loduro de Propidio

Figura 3.Ejemplo de estudio de ploidia en paciente con MM hiperploide

Results: the study presented the standardization of
flow cytometry ploidy analysis and the first cases analy-
sed in our country. Nine patients with a diagnosis of MM
were studied, having found two hypoploid cases
(non-hyperploid), one diploid case (non-hyperploid),
and six hyperploid cases.

Conclusions: there is a technique for ploidy determi-
nation of plasma cells that is simple, fast to perform and has
an important prognostic value for patients with MM.

Resumo

Introducio: a historia natural do mieloma multiplo
(MM) ¢ heterogénea com sobrevidas que variam de
poucas semanas a mais de 20 anos. A analise dos fatores
prognosticos € fundamental para estabelecer uma terap-
éutica adaptada ao risco. O estudo da ploidia das células
plasmaticas € um fator que mostrou ter valor prognosti-
co importante.

Objetivo: padronizar uma técnica, ndo disponivel
no Uruguai, para determinar a ploidia das células plas-
maticas por citometria de fluxo.

Material e método: o estudo da ploidia foi realizado
na medula 6ssea utilizando para a marcagao das células
plasmaticas os anticorpos monoclonais anti CD38 e
CD138. Para o estudo do contetido do 4cido desoxirri-
bonucleico (ADN) foi utilizado iodeto de propidio. Na
analise o indice de ADN (quociente entre a moda do pi-
co correspondente a quantidade de ADN das células
plasmaticas na fase Go/G1 e a moda do pico Go/G1 das
células normais residuais) foi calculado.

Resultados: neste trabalho descrevemos a padroni-
zagdo da determinacao da ploidia por citometria de flu-
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X0 € 0s primeiros casos analisados no nosso pais. Nove
pacientes com diagnostico de MM foram estudados,
sendo encontrados dois casos hipoploides (ndo hiper-
ploide), um caso diploide (ndo hiperploide) e seis casos
hiperploides.

Conclusdes: dispomos de uma técnica de determi-
nagdo de ploidia de células plasmaticas que ¢ simples,
rapida de realizar e com valor progndstico importante
para pacientes portadores de MM.
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