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Mieloma mielomonocitico O mieloma mdiltiplo consiste na proliferacdo de células plasmaticas. Raramente apresenta, ao <
. Zogr . . . . e . @w
Andlise morfldgica diagnéstico, morfologia de células imaturas com citoplasma amplo basofilico, sugerindo ®
quadro leucémico inicial. O objetivo deste artigo é mostrar a importancia da -
Citometria de fluxo imunofenotipagem na elucidacdo destes achados morfolégicos pela expresséo simultanea de i
. o . oe . e . . s oy
Citogenétic antigenos plasmociticos, mielomonociticos e de linhagem linféide T, confirmando a hipétese &
diagnéstica de mieloma mielomonocitico. Apresentamos dois casos de mieloma IS
mielomonocitico através de anélise morfolégica (coloracdo pancromética de Romanovsky), S}
citoquimica (PAS, peroxidase, sudan black, alfanaftil acetato esterase e oil red), citogenética e
imunofenotipagem por citometria de fluxo em sangue periférico e medula 6ssea, de acordo
com as técnicas recomendadas. Foram utilizados os anticorpos monoclonais: CD2, CD3, CD4, 5
CD5, CD7, CD10, CD13, CD15, CD19, CD20, CD25, CD33, CD34, CD38, CD45, CD56,
CD71, HLA-DR, TCR alfa/beta, TCR gama/delta, kappa, lambda, IgM e IgD de superficie e
intracitoplasmatica, assim como MPO, CD79a e CD3 intracitoplasmaético. Utilizamos as técnicas -
de banda G e FISH nas anélises citogenéticas. Foram observadas alteracdes clonais em ambos :
0s casos, sendo uma com trissomia do cromossomo 8 e outro caso com delecdo do braco g
longo do cromossomo 7 e do braco curto do cromossomo 6. Os percentuais de positividade o
. . o
encontrados nos anticorpos monoclonais CD4, CD7, CD10, CD13, CD14, CD15, CD33, CD38 o
e CD56 de forte expressao, HLA-DR, TCR gama/delta, MPO e IgM intracitoplasmatico no g
histograma de volume x complexidade e no histograma de CD45 x complexidade permitiram 8
o
concluir este diagnéstico em ambos os casos, demonstrando a importancia do método. 2
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Very few cases present as blast cells in the bone marrow with intense basophylic cytoplasm and . . e hematologita do HIAE,
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monocytoid morphology, suggesting acute leukemia. This paper presents immonophenotypying in 2 5. Farmacéutica do Laboratério Clinico
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CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD10, CD19, CD20, CD25, CD33, CD34, CD38, CD41, CD45, CD56,
CD71, HLA-DR, TCR alpha/beta, DCR gama/delta, kappa, lambda, surface IGM and IGG,
intracitoplasmic kappa, lambda, IGM and IGD, MPO, CD79a and intracitoplasmic CD3. Morphology
was evaluated with pan-chromatic Romanovsky stain and cytochemical stains — PAS, peroxidase, Sudan
Black B, alpha-naphtil acetate esterase and Oil Red O. Cytogenetic analysis was done with banding
techniques and FISH. Clonal cytogenetic alterations were present in both cases, one with chromosomo 8
trysomy and the other with long arm delection of chromosome 7 and short arm delection of chromosome
6. The percentage positivity of specific markers were clean cut making the diagnosis clear.
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Introducéo

Varios artigos na literatura médica tém relatado o apare-
cimento de leucemias agudas apds a utilizacdo de
quimioterapias prévias, principalmente com agentes
alquilantes (1, 5). Discute-se o efeito leucemogénico destas
drogas, ou se estas leucemias séo secunddrias ao longo perio-
do de imunossupressdo, o que leva ao desenvolvimento de
um clone maligno. Raros casos com o aparecimento simul-
taneo de duas doencas malignas, sem quimioterapia prévia,
tém sido relatados, inclusive a associacdo do mieloma multi-
plo com a leucemia mielomonocitica aguda (3, 14, 15).

Na ontogénese da linhagem B, as células maduras mais
diferenciadas sdo os plasmdcitos, que imunofenotipi-
camente caracterizam-se na medula 6ssea pela forte ex-
pressdo antigénica do CD56, com fraca expressdo do
CD19, e pela constante perda de antigenos especificos B
(CD20, CD22, CD23 e CD10) e da expressao de
imunoglobulinas na superficie celular.

Nos plasmécitos do mieloma mltiplo podemos ob-
servar a forte expressao na superficie celular do CD56
concomitante ao CD38. Estas células encontram-se na re-
gido de grande volume e alta complexidade, sendo
freqliientemente CD19 negativas (13).

Ndo esta totalmente confirmada a associacdo de um
pior prognéstico nas células mielomatosas que
frequentemente expressam o marcador de linhagem B
precoce, CD10 positivo (17, 10).

A co-expressdo de células plasméticas e antigenos
mielomonociticos (CD4, CD13, CD14, CD15, CD33 e
MPOc) com alfanaftil acetato esterase positiva € rara, ca-
racterizando esta linhagem celular. O mecanismo poten-
cialmente responsavel por esta co-expressdo aberrante é
controverso, como discutiremos abaixo (6).

Apresentar o raro diagnéstico da associagdo do
mieloma mdltiplo com a leucemia mielomonocitica agu-
da e demonstrar a importancia da imunofenotipagem por
citometria de fluxo na confirmacao deste diagndstico.

Casuistica

Caso 1

Paciente de 52 anos, sexo masculino, internou-se no
Hospital Albert Einstein (HIAE) com hematoma subdural
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espontaneo. Os exames laboratoriais alterados no diag-
néstico foram: Hb —10,3g/dl; plaquetas—128.000/mm3;
glébulos brancos - 13.500/mm?3 com discreto desvio a
esquerda. A Unica alteracdo bioquimica encontrada no
diagnéstico foi DHL aumentado. O coagulograma mos-
trava leve diminuicdo do fibrinogénio (190mg/dl), com
produtos de degradacdo de fibrina (PDF) e fracdo D e E
aumentados (40mcg/ml) e o teste do dimero D 1,0mcg/ml.
Foi submetido a cirurgia de drenagem do hematoma,
sendo que apds a cirurgia iniciou-se uma coagulopatia
de consumo, com plaquetopenia progressiva. O mielo-
grama mostrou substituicdo do tecido hematopoiético nor-
mal por 90% de células blasticas. A citoquimica, a
imunofenotipagem e o cariétipo firmaram o diagndstico
de mieloma mielomonocitico. O paciente foi tratado com
trés ciclos de idarrubicina, aracytin e etoposida (ICE), mais
altas doses de dexametasona, apresentando-se em remis-
sdo completa ap6s o primeiro ciclo de ICE e corticdide.
Foi proposta a realizacdo do transplante de medula dssea
autélogo, mas na época da mobilizacdo das células
progenitoras do sangue periférico (CPSP) ocorreu recidi-
va da doenca. Foi submetido ao transplante de medula
6ssea alogénico, tendo falecido por doenca venoclusiva
hepatica seis meses apds o diagnéstico inicial.

Caso 2

Paciente de 66 anos, sexo feminino, com diagnéstico
inicial clinico laboratorial de mieloma mdltiplo, estadio
lIA (7), 1gG kappa, Bence Jones positivo. Realizou trés ci-
clos de vincristina, adriamicina e dexametasona (VAD). Foi
submetida a condicionamento com Alkeran em altas do-
ses e a transplante de medula 6ssea autélogo. Apés qua-
tro meses do transplante, apresentou quadro de
pancitopenia com: Hb - 9,6g/dl; plaquetas — 18.000/mm3;
glébulos brancos — 4.200/mm3 com 34% de blastos. Fa-
leceu, por sepse, dois meses apds o transplante.

Material e método

Nos dois casos, o material de andlise foi aspirado de
medula éssea obtido conforme técnicas recomendadas.
Foram realizadas analises morfoldgicas em laminas cora-
das pelo método pancromatico de Romanovsky.

As citoquimicas realizadas foram peroxidase (método
de Washburn), sudan black (método de Sheehan e Storey),
PAS (método de Tomasi), oil red (método de Lillie) e alfa-
naftil acetato esterase (método de Yam et al.).
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A citometria de fluxo foi realizada utilizando-se o equi-
pamento da Coulter-Epics XL-MCL. As amostras foram
preparadas através de separacdo das células em Ficoll-
hypaque e marcacdo com os anticorpos monoclonais pelo
método de imunofluorescéncia direta. Os anticorpos
monoclonais utilizados na diferenciacdo das linhagens
hematopoiéticas foram: CD2, CD3, CD4, CD5, CD7,
CD8, CD10, CD13, CD14 (My4), CD15, CD19, CD20,
CD22, CD23, CD25, CD33, CD34, CD38, CD41, CD45,
CD56, CD71, HLA-DR, glicoforina A, TCR alfa/beta e TCR
gama/delta, kappa, lambda, IgM e IgD de superficie e
intracitoplasmética, CD3, MPO e CD79a intracitoplas-
matico. Foram consideradas positivas as expressdes
antigénicas acima de 20% e valorizadas as regides das
células no histograma volume x complexidade e no
histograma CD45 x complexidade.

As analises cromossomicas foram realizadas em cultu-
ras de 24 horas com bandeamento G. A descricdo das
anomalias cromossomicas seguiu as recomendacdes do
Internacional System of Human Cytogenetic Nomencla-
ture. A técnica de FISH foi empregada em células
interfasicas da medula dssea, com o objetivo de confirma-
¢édo da trissomia do cromossomo 8, encontrada pela téc-
nica de citogenética tradicional.

Resultado

O caso 1 de mieloma mielomonocitico foi diagnosti-
cado pela analise morfolégica do aspirado de medula 6s-
sea, onde foram encontrados 90% de células volumosas,
pleomérficas, com citoplasma basofilico intenso, sem gra-
nulos, nlcleo com cromatina pouco densa e um ou mais
nucléolos evidentes. Ndo foram encontrados bastonetes
de Auer (Figuras 1a e 1b).

A peroxidase, o sudan black, o PAS e o oil red (Figura 2)
foram negativos nas células blasticas, sendo que a alfanaftil ace-
tato esterase apresentou-se positiva nestas células (Figura 3).

Os resultados obtidos na imunofenotipagem encon-
tram-se na Tabela e na demonstracdo do histograma
(Figura 8).

O cariétipo com banda G detectou clone com trissomia
do cromossomo 8 em 30% das células, sendo este achado
confirmado pela técnica de FISH (Figuras 4 e 7).

O caso 2 de mieloma miltiplo concomitante a
leucemia mielomonocitica foi diagnosticado quatro me-
ses apds a realizacdo do transplante de medula 6ssea
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autélogo, pela analise morfol6gica do mielograma, a qual
mostrou 27,1% de células blasticas volumosas,
pleomérficas, com citoplasma basofilico intenso, sem
granulos, nlcleo com cromatina pouco densa e um ou
mais nucléolos evidentes, auséncia de bastonetes de Auer
(Figura 5) e a presenca de ninhos de plasmécitos madu-
ros (Figura 6).

Os resultados obtidos na imunofenotipagem encon-
tram-se na Tabela.

O cariétipo com banda G detectou um clone com defi-
ciéncia do braco longo do cromossomo 7 e delecéo do bra-
co curto do cromossomo 6 em 100% das células analisadas.

Nos dois casos ocorreu uma curta sobrevida, como des-
crito em literatura, de seis e dois meses, respectivamente.

Figura 1a - Morfologia: caso 1

Figura 1b - Morfologia: caso 1
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Figura 2 - Oil red: caso 1
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Figura 3 - Alfanaftil acetato esterase: caso 1
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Figura 4 - Caritipo com banda G: casos 1 e 2
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Figura 5 - Morfologia: caso 2

Figura 6 - Morfologia: caso 2

Figura 7 - fISH: caso 1
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Figura 8 - Histogramas: caso 1




Bacal et al.

Tabela
Ac. monoc.

CD2

CD3

CD4

CD5

CD7

CD8

CD10

CD13

CD14 (My4)
CD15

CD19

CD20

CD25

(D33

CD34

(D38

CD41

CD45

CD56

CD71

HLA-DR
Kappa superf.
Lambda superf.
IgM superf.
IgD superf.
Glicoforina A
CD3 intrac.
MPO intrac.
CD79a intrac.
Kappa intrac.
Lambda intrac.
IgM intrac.
IgD intrac.
TCR alfa/beta
TCR gama/delta

%

22
24
94,8
32,8
50,3
7,5
89,7
19,6

83,5
27,9

68,5
80,4
0,2
94,2
12
93,7
95,2
19,1
82,2
67,1
69,9
10,6
1,2
11
2,1
65,2
0,2
14,2
62,6
51,8
0,7
1,5
32,6

Caso 1

MnX

1,62
1,57
6,77
4,24
1,82
1,75
2,82
17,1
3,63
10,6
2,03

3,88
2,63
4,21
3,53
3,34
13,1

4,02
6,47
1,73
1,69
1,7
1,33
23,2
2,36
4,83
4,03
2,44
2,13
2,64
1,79
3,43
1,26
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%

15,1
10,1
31,4
9,1
6,8
9,2
37,2
89,7
24,3

0,9
11,7

49,7
3,6
83,1
1,2
93,4
27,1
13
88,8
9,8
5,9
7,5
1,7
1,6
0,2
40
12,7

Caso 2

Percentual e média da intensidade da expressao antigénica (nimero de canal em escala
logaritmica: MnX) dos diferentes anticorpos monoclonais nos casos 1 e 2

MnX

7,83
6,51
3,43
4,03
5,34
13,7
5,49
7,78
7,85
4,34
6,8
5,84

9,91
9,59
9,86
1,75
5,26
2,5
1,72
34,2
2,89
2,95
4,88
2,18
14,9
150,3
4,65
2,96
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A associacdo do mieloma mdltiplo com a leucemia
mielomonocitica aguda, ao diagndstico inicial, é entidade
rara, como foi levantado na literatura. A associacdo destas
patologias logo apds o transplante de medula ssea aut6-
logo, como ocorrido no caso 2, é ainda menos freqlien-
temente descrita.

Raz et al. (16) apresentam vérias hip6teses para expli-
car essa associacao:

1) coexisténcia de duas doencas sem qualquer relacao
entre elas;

2) desenvolvimento de uma segunda neoplasia, que pode
ocorrer na vigéncia de uma doenga, como o mieloma
mdltiplo, por estimulacdo crénica da medula 6ssea,
ou, contrariamente, levar a uma depressao dos meca-
nismos de defesa imunoldgicos do hospedeiro;

3) uma estimulacdo antigénica cronica por células leu-
cémicas, que pode levar a uma proliferacao linfoplas-
mocitaria, com conseqliente gamopatia monoclonal;

4) a possibilidade de uma célula precursora Unica entre
as linhagens granulocitica e plasmocitaria.

Experimentos com injecdo de 6leo mineral intraperi-
toneal em babuinos e camundongos resultou no desen-
volvimento simultaneo de plasmocitoma e leucemia mielo-
monocitica (19), indicando a quarta hipétese como a mais
provével.

O estudo com culturas de col6nias celulares prove-
nientes da medula dssea em casos da ocorréncia simulta-
nea de leucemia mielomonocitica e mieloma mdltiplo
(IgG-kappa) sugere um progenitor leucémico comum para
ambas as células mielomonociticas e mielomatosas e um
mecanismo de infidelidade de linhagem que esté provavel-
mente envolvido no desenvolvimento da diferenciacéo
bilinear (2).

Aidentificacdo imunofenotipica de mdltiplas linhagens
nas células mielomatosas nos faz concluir que a origem
mais provavel desta patologia seja uma célula progenitora
pluripotente (8, 18). A marcacédo fenotipica das células
mielomatosas na medula 4ssea revela a expressdo de
antigenos mieléides/monociticos (CD11b, CD13, CD14,
CD15, CD33), antigenos linfoides de linhagens T e B (CD2,
CD4, CD5, CD7, CD10, PCA-1), antigenos associados aos
linfocitos natural killer (CD56), antigenos associados a cé-
lulas precursoras (HLA-DR) e antigenos associados a proli-
feracdo (CD25, CD38) (11, 12).
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Um dos primeiros trabalhos da imunofenotipagem das
células mielomatosas foi o estudo de 27 pacientes com
mieloma mudltiplo anapldsico. A anélise fenotipica das cé-
lulas na medula éssea evidenciou a expressdo do antigeno
Calla (CD10), o que levantou a possibilidade do envol-
vimento de células B precoces (9).

Posteriormente, outro estudo sugeriu a existéncia de
um clone de células pré-mielomatosas (CD19 e CD11b
positivas) circulantes no sangue periférico e discutiu que
as células mielomatosas originadas na medula dssea mi-
grariam para locais extramedulares, como linfonodos, e,
através de moléculas de adeséo, ocorreria o estimulo para
a expansdo e maturacdo deste clone celular. Neste estu-
do também discutiram-se as fun¢des do fator de cresci-
mento, de diferenciacdo das células pré-mielomatosas e
do progenitor hematopoiético mais precoce pela cito-
quina IL-6 (8).

A sintomatologia do mieloma mdltiplo esté relaciona-
da a infiltracdo tumoral da medula éssea e a acdo das
citoquinas (IL-3, IL-6 e IL-12), sendo resultante de uma
complexa rede de interacdo entre as células plasméticas,
células do estroma medular e outras células hemato-
poiéticas.

Nos dois casos apresentados, ficou evidente o envol-
vimento concomitante das linhagens plasmocitica e mielo-
monocitica andmalas.

No caso 1, a deteccdo de uma populacdo homogé-
nea de células com as marcagdes antigénicas de multi-
plas linhagens - ou seja, linhagem T: CD2, CD3, CD4,
CDS5, CD7, TCR gama/delta; linhagem B: CD10, CD19,
IgM intracelular; linhagem mielomonocitica: CD15,
CD33, MPO intracitoplasmatica; linhagem plasmocitaria:
CD56, CD38 e outros antigenos associados a prolifera-
céo, como HLA-DR e CD25 - evidencia a possivel ori-
gem, neste caso, do mieloma mielomonocitico a partir
de uma célula precursora Gnica, como na quarta hipdte-
se levantada por Raz et al.

No caso 2 encontramos dois tipos de populacéo, sen-
do uma semelhante a populacdo descrita no caso 1, e a
outra representada por ninhos de plasmécitos maduros,
possivelmente remanescentes da patologia de base. Este
achado nos fez levantar a hipétese de que, ap6s o trans-
plante de medula éssea aut6logo, com todas as suas im-
plicagdes imunolégicas, tenha ocorrido uma estimulacdo
da linhagem de células plasmocitarias-mielomonociticas.
Esta explicagdo nos parece mais préxima a segunda hip6-
tese abordada por Raz et al.
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Conclusao

O exame de imunofenotipagem por citometria de flu-
x0 é uma técnica complementar a andlise morfoldgica e
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citoquimica que possibilita a realizacdo do raro diagnéstico
de mieloma mielomonocitico. A investigacdo de doenca
residual minima pela presenca das aberracdes fenotipicas e
citogenéticas é possivel por estas metodologias.
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