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O valor da imunofenotipagem para o diagnéstico do Mieloma Multiplo e na
avaliacdo da doenca residual minima
The value of immunofenotyping for the diagnosis of Multiple Myeloma and for the evaluation of

minimal residual disease

Roberto P. Falcéo?
Leandro Felipe F. Dalmazzo?

Os plasmdcitos normais podem ser diferenciados dos presentes no mieloma multiplo
por imunofenotipagem. Os normais sdo CD45*, CD19*, CD20*, CD38**, CD567rac,
CD138*, mig-, clg policlonal. Por outro lado, os plasmécitos do mieloma multiplo sdo
monoclonais (clg) e aproximadamente 80% sdo CD19CD56* e 20% CD19CD56. O
perfil na leucemia plasmocitaria primaria é semelhante ao do mieloma, embora a
positividade para o CD56 ocorra em 45% dos casos. Na gamopatia monoclonal de
causa indeterminada existe uma mistura de plasmaécitos normais e neoplasicos, que
tém perfil semelhante ao do mieloma maltiplo. A doenca residual na medula é importan-
te para estimar a resposta terapéutica e pode ser avaliada por citometria de fluxo e pela
reacdo da polimerase em cadeia para o rearranjo da cadeia pesada da 1g. A citometria
apresenta sensibilidade de 10*a 10, é realizada em aproximadamente duas horas e a
sua aplicabilidade chega a 90%. O PCR qualitativo tem sensibilidade de 10 enquanto
0 quantitativo, 10-°. Em ambos, o tempo para a realizagdo é maior (2-3 dias), com
aplicabilidade de 75%. Rev. bras. hematol. hemoter. 2007;29(1):3-9.
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Introducéo

Os plasmdcitos foram descritos pela primeiravez em
1875, mas asuafungdo como célulaprodutorade anticorpos
s6 comegou a ser definida a partir de 1937. Naquela época,
Bing e Plum demonstraram que o mieloma mdiltiplo estava
associado a producdo excessiva de gamaglobulina. Nas dé-
cadas de 1940 e 1950, outros procedimentos experimentais
revelaram que a imunizagdo endovenosa de animais com
multiplos antigenos era acompanhada do aumento de
plasmablastos no baco.*? Esses plasmacitos jovens dividi-
am-se rapidamente e o citoplasmatornava-se rico em RNA,
sugerindo a capacidade de producdo de proteinas (anti-
corpos). Posteriormente, Coons e col aboradores demonstra-
ram que os plasmacitos continham anticorpos. A validagéo

deste modelo para 0 homem foi feita gracas as observagtes
em pacientes com doenca de Bruton, que n&o tinham
plasmécitos, nem produziam anticorpos. Entretanto, adefini-
¢do daorigem dos plasmacitos apartir de linfocitos B so foi
estabel ecidaem meados dadécadade 1960. Osplasmacitos
normais possuem mutacdes somaticas na regido variavel
daimunoglobulina, indicando que séo células derivadas do
compartimento do centro germinativo ou pos-centro
germinativo. Os plasmacitos, umavez integralmente cons-
tituidos, irdo migrar para a medula 0ssea ou para outros
ganglios, para o baco e para o tecido linféide associado a
mucosa (Figura 1).3*4 A exemplo do que ocorre com 0s
plasmacitos normais, os plasmacitos neoplésicosdo mieloma
multiplo representam células que ja passaram pelo centro
germinativo e, portanto, sofreram os fendmenos de edi¢éo
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do receptor, hipermutacéo somética e trocade classe (Figu-
ra2). A patogénese molecular do mieloma mdltiplo corres-
ponde a um processo composto por varias etapas, cuja pri-
meira é a aquisicao da translocagao envolvendo o |écus de
umadas cadeias daimunogl obulina, com conseqiiente insta-
bilidade citogenética. Essaprimeiraanormalidade ocorre num
plasmacito queinicia mente originaraum pequeno clone, cuja
repercussao clinica sera agamopatiamonoclonal de signifi-
cado indeterminado. AlteragBes cromossdmicas adicionals,
geralmente no decorrer de vérios anos, associadas a ativa-
¢do de oncogenes e ao aumento acentuado do niimero de
plasmacitos neopl asi cos, fardo com que ocorraa progressao
clinicaparamielomamditiplo (Figura2).

Caracteristicas imunofenotipicas dos plasmacitos
normais e neoplasicos

Os plasmdcitos deindividuos normais caracterizam-se
pelapresengados antigenos CD45*, CD19*, CD20*, CD38*,
CD567°, CD138", ausénciadeimunoglobulinas nasuperfi-
cie de membrana (mlg) e presenca de imunoglobulina cito-
plasméticapoliclonal (clg) (Tabelal).®

Os plasmacitos do mieloma mdltiplo expressam clg
monoclonal e ndo possuem mig. A imunoglobulinamais co-
mum é algG. Ocasionalmente ha expressdo delgA, erara-
mente IgD, IgE ou IgM. A molécula de imunoglobulina é
completa em 85% dos casos, apresentando cadeias pesa-
das e leves, e em 15% dos casos apenas as cadeias leves
kappa ou lambda estao presentes, 0 que corresponde a
proteina Bence-Jones. A maioria dos casos € CD45 ou
CD45*° ngo possui os marcadores pan-B CD19 e CD20,
mas expressa o CD38*, CD79*, CD56/.5¢ A moléculade
adesdo CD138 (sindecan 1) é encontrada na maioria dos
casos, sendo importante para a ancoragem dos plasmaocitos

Tabela 1. Caracteristicas imunofenotipicas dos plasmdcitos normais, do mieloma mdiltiplo, leucemia
plasmocitaria primaria e da gamopatia monoclonal de significado indeterminado (GMSI)

namedula 6ssea. Ocasional mente, pode haver expressdo do
CD10. Apesar de aproximadamente 80% dos plasmacitos do
mielomamultiplo serem CD19 e CD56*, cercade 20% dos
casos sdo CD19 CD56 e possuem clg monoclonal. Os
plasmacitos neoplasicos podem expressar antigenos das li-
nhagens miel6ide ou monaocitica, como 0 CD13 (31% dos
casos), CD15 (7%) e CD117 (43%).5 A expressdo damolécula
VLA-5, envolvida na adesdo entre os plasmacitos neo-
plasicos e as células do estroma da medula 6ssea, € hetero-
génea, sendo que os plamdécitosVLA-5 sdo célulasimaturas
proliferativas e os plasmécitos VLA-5" sdo células neo-
plésicas maduras.” O conhecimento das caracteristicas
imunofenotipicas dos plasmacitos do mielomamdiltiplo e dos
plasmadcitos normais permite a deteccdo de célulastumorais
residuais e a comparacéo da eficiéncia de diferentes trata-
mentos.891°

O fendtipo das células na leucemia plasmacitéria pri-
méria(L PP) ésemelhanteao do midlomamuiltiplo (clg*, CD38,
CD138%), masdifere naexpressao dos antigenos CD56, CD9,
HLA-DR e CD117, que sdo menos freqlientes na leucemia
plasmocitéria priméria.® Entretanto, as caracteristicas feno-
tipicas ndo permitem a completa distingdo entreaLPP e 0
MM. A faltade CD56, que tem um importante papel naanco-
ragem de plasmacitos no estroma da medula 6ssea, poderia
explicar aleucemizagdo dos plasmdcitos da L PP. Por outro
lado, apresencado CD20 em metade dos casos de L PP suge-
re um fendtipo maisimaturo naleucemiado que no MM, no
qual esse antigeno geralmente ndo esta presente. Ademais,
estas diferencas imunofenotipicas poderiam explicar a me-
Ihor sobrevida global do MM em comparagéo a L PP, pois a
expressdo do CD56 esté associada a um bom prognostico,
enquanto ado CD20 esté associadaaumasobrevidamenor.®
(Tabela?2).

A gamopatiamonoclonal designificado indeterminado
(GMSI) apresenta duas sub-
populacdes distintas de plas-
macitos.>! Umadel as apresen-
ta as caracteristicas dos plas-

CD45 CCDDlz%/ CD38 CD138 CD56 ﬁgﬁfﬂﬁs Outros mocitos normais: CD19*,
op CD38"r, CD56". O estudo das
Normal CD45 + +++ + policlonal cadeias leves intracitoplasma-
Vel D45 onal o117y ticas revela que essas células
leloma " ou - + + ++ monociona AN ~ . - .
miitiplo CDasreo (70%) CD13" s&o pol |£:Iona|s. A outra sub
CD15", populagdo apresenta as carac-
CD9*, CD10" teristicas dos plasmécitos do
Leucemia CD45 ou +/- + + + monoclonal CD117, miglomamdlti p|0, Caiﬁ:gﬁa
plasmocitaria ~ CD45"c (45%) CD13", por CD19,, CD38 ,
primaria CD15%, CD56 e cadeia leve intra-
CD9", CD10"  (citoplasméaticamonoclonal. To-
B dos os individuos com GM S|,
GMSH CD45 ou - + + ++ monoclonal Populagdo de h il i
CDA45fraco plasmdcitos masner1 um com miefomamul-
normais sempre 1l plO, apre%nta\/arn > 20% de
presente plasmadcitos fenotipicamente

*GMSI: Gamopatia monoclonal significado indeterminado

normais em relacdo ao total de
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Tabela 2. Imunofenotipagem em MM e
leucemia plasmocitéria primaria

Imunofenétipo MM PCL P
CD138* 99% 100% .90482
cD10* 6% 6% 72808
CD13* 31% 23% 40456
CD15* 7% 8% .60321
CD20* 17% 50% .00139
CD38* 100% 100%
CD56* 70% 45% .02217
CD9* 78% 46% .01984
CD117+ 43% 0% .03646
DR* 56% 21% .01549

Garcia-Sanz R et al. Blood 1999; 93:1.032-1.037¢

Tabela 3. Células em fase S e DNA ploidia por citometria de fluxo
no MM e na leucemia plasmocitaria primaria

Parametro MM (n = 404) PCL (n=22) P
Fase S- CD38**
0, 0,
(PCs) 2.9% 4.5% .0038
Fase S- CD38"
(células normais 7.4% 2.7% <.0001
residuais)
DNA index
<1 1.5% 4.8%
=1 42.5% 95.2% <.0001
>1 56.0% 0%

Garcia-Sanz R et al, Blood 1999; 93:1.032-1.037°

plasmacitos da medula 6ssea ™! Esse valor €, portanto, alta-
mente discriminatdrio no diagnostico diferencia entreMM e
GMS.

Caracteristicas do ciclo celular por
citometria de fluxo

Cinquienta e sete por cento dos casos de MM apresen-
tam um indice de DNA dos plasmacitos hiperdipl6ide (>1).
Osoutros 43% sao dipl6ides (=1) (Tabela 3). Por outro lado,
os achados na L PP sGo compl etamente diferentes, pois qua-
se a totalidade dos casos sdo diploides® A distribuicdo de
células no ciclo celular também é diferente nas duas doen-
¢as, sendo que a L PP apresenta uma maior percentagem de
células plasmocitérias neoplasicasnafase S, correspondendo,
portanto, a umamaior capacidade proliferativa. Ademais, a
porcentagem de células plasmocitariasnormaisresiduaisem
fase Sémenor naL PP do queno MM, o que poderiaexplicar
porgue os achados de anemia e plaquetopenia sGo maiores
na L PP do que no MM.

Sezer et al** compararam o ciclo celular do MM com a
GMSl. Os pacientescom MM foram divididos em dois gru-

pos. No grupo A, foram incluidos pacientes com infiltragcdo
de 10%-30% de plasmacitos na medula 6ssea, proteinas
séricasmenor que 3,5 g/dL (1gG) ou menor que2 g/dL (IgA)
e sem lesBes osteoliticas no raio X convencional. No grupo
B, foram incluidos os pacientes que preenchiam os critérios
de Durie e Salmon, incluindo pelo menos um critério maior.
No grupo A, a porcentagem de plasmdcitos em fase S na
medula6sseae o indice de DNA néo diferiramnaGM S| em
relacdo ao MM. Por outro lado, aatividade proliferativame-
didapelaporcentagem de plasmadcitos em fase Sfoi maior no
grupo B do MM emrelagdo aGM S| e ao grupo A do MM

Avaliacdo de doenca residual minima em
mieloma maultiplo

O mielomamltiplo (MM) éumaproliferacéo clonal de
plasmacitos na medula 6ssea (MO), que, apesar de respon-
der ao tratamento com agentes quimiotergpicos, permanece
hoje como doenga incurével. O tratamento usual do MM
deveincluir altas doses de quimioterdpicos, seguidadainfu-
sdo autdloga de células-tronco periféricas (TM O autlogo).
Com esse esgquema, muitos pacientes conseguem atingir re-
missdo completa da doenca quando avaliados pela morfo-
I6gia da MO, eletroforese e/ou imunofixagéo de proteinas
séricas e urinarias, citogenética classica? No entanto, todos
osdoentesirdo invariavelmente sofrer umarecaida, com uma
taxa mediana de sobrevida global de cerca de trés anos.

A recaidadadoencase deve apresencade plasmaécitos
neoplasicos residuais na MO, chamada de doenga residual
minima(DRM). Nos tltimos anos, o estudo daDRM provou
ser de grande valia para a avaliagéo de resposta clinica em
diversas neoplasias hematoldgicas.** Porém, no mieloma
multiplo, tanto asuautilidade clinicaquanto o melhor méto-
do para deteccdo da DRM permanecem controversos.

Métodos para deteccdo de DRM em mieloma
multiplo

Reacéo em cadeia da polimerase (PCR)

No mieloma miltiplo, existem alguns possiveis alvos
paradeteccdo de clonalidade por PCR, sendo que o principal
€ 0 mais estudado € o rearranjo génico da cadeia pesada da
imunoglobulina(IgH).*4> Os genesdalgH encontram-se no
cromossomo 14 e, durante a ontogenia das células B, cerca
de 150 regides chamadasvariaveis (V), 30 chamadas diversi-
dade (D) e 6 chamadas juncéo (J) sofrem rearranjos. Essa
regidovariavel, VDJdalgH, formadaapbs o rearranjo, € tni-
ca para cada célula B madura e pode ser considerada como
um marcador clonal dos plasmacitos neoplésicosno mieloma
multiplo. Assim, técnicas de PCR foram desenvolvidas para
deteccdo e quantificacdo do rearranjo VDJdalgH.

A pesquisapor PCR qualitativo atinge amaior sensibi-
lidade entre todos os métodos de deteccdo de DRM, quando
seutilizaatécnicado RT-PCR aninhado (nested) com primers
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montados através do seqiienciamento do rearranjo VDJ de
cada paciente.’® Esses primers séo os chamados oligo-
nucl eotideos al el o-especificos (A SO) e sdo especificos para
cada paciente. A técnica que utiliza oligonucleotideos
pode ser chamada de A SO-RT-PCR e atinge niveis de sensi-
bilidade de cercade 10°.

A pesquisa molecular do rearranjo da IgH pode tam-
bém ser realizadade formaquantitativa. 15 A técnicamais
utilizadae aplicavel clinicamente, o PCR emtemporeal, tam-
bém utilizacomo primer um oligonucleotideo al el o-especifi-
co (ASO), sequiienciado de cada paciente (ASO-RQ-PCR).
Esse método atinge niveis de sensibilidade de cercade 105,

Todas as técnicas descritas para detecgdo molecular
de DRM em mielomamdiltiplo envolvem experimentostraba-
[hosos, minuciosos e que consomem muito tempo paraasua
realizacdo, aproximadamente dois atrés dias. Além disso, a
técnicado PCR so é aplicavel em cercade 75% dos pacientes
(Tabela 4).8 Essa falha de aplicabilidade do teste se deve a
faltade marcadores clonaisparaamplificacao genética, o que,
por suavez, é causada pela presenca de mutaces sométicas
nos genes dalgH ja presentes em alguns clones de mieloma
mltiplo.

Imunofenotipagem por citometria de fluxo

Recentemente, a citometria de fluxo (CF) passou a ser
utilizada como aternativaparamonitorizacgo de doengaresi-
dual minimano mielomamdltiplo. Os plasmécitos expressam
marcadores que sdo linhagem-especificosde células B etam-
bém alguns marcadores préprios. Além disso, as células
plasmoaciti cas neopl asicas também podem ser diferenciadas
das ndo-neoplésicas por marcadores de superficies detec-
taveispelacitometriadefluxo.

Comojafoi descrito os plasmaocitos normais expressam
CD19, CD38, CD138, CD45 (fraco) e geralmente sdo negati-
vos paraCD56. Os plasmacitos neopl asicos, em suamaioria,
expressam CD56 e podem ou n&o apresentar positividade
paraCD19 e CD45. Utilizando-se métodos multiparamétricos
com quatro cores, aaplicabilidade do teste chegaa 90%, pois
aindaexistem alguns casos em que a citometriade fluxo ndo
pode diferenciar plasmécitos normais de neoplésicos, devi-
do a auséncia de marcadores diferenciais.®®

Além dessa capacidade de diferenciar as células, a
citometriadefluxo aindaé capaz de quantificar osplasmacitos
neopl asicos e comparar de formaquantitativa sua proporcéo
com os plasmdcitos normais, com um nivel de sensibilidade
emtorno de 104 a10°.

Umadas vantagens da citometriaem relacao aos méto-
dos moleculares para pesquisade DRM é que consome tem-
po menor de execucdo, aproximadamente duas horas, poden-
do ser utilizada na prética clinica de forma mais rotineira.
Ademais, possui aplicabilidade maior quando comparadaao
PCR (90 vs 75%).2 Além disso, na maioria dos casos, 0
marcador de clonalidade € o mesmo para todos os pacientes
e 0 estudo ndo necessariamente requer avaliacOes feitas ao

Tabela 4. Diferengas entre a citometria de fluxo e o PCR na
pesquisa de doenca residual minima

Aplicabilidade  Sensibilidade ~ 1©TP° d€
realizacéo
Citometria de 90% 104a10°  2-3horas
fluxo
PCR 75% 10% 2-3 dias
qualitativo
PCR 75% 10° 2-3 dias
qua ntitativo

diagndstico para cada paciente. Este método pode aindafor-
necer informagdes sobre arecuperacao imunol dgicade cada
paciente apds o tratamento. A principal desvantagem quan-
do comparada ao PCR é seu menor nivel de sensibilidade
(Tabelad).

Aplicag6es clinicas da pesquisa de DRM em
mieloma maultiplo

Monitorar resposta ao tratamento

Atualmente, o grau de resposta ao tratamento quimio-
terépico, um dos principais indicadores de prognéstico em
doencas neoplésicas, € avaliado na prética clinica apenas
por métodos convencionais que incluem a avaliagdo morfo-
|6gica da medula 6ssea, pesquisa de lesdes em orgdos-alvo
da doenca (principalmente alteracGes renais e 0sseas),
eletroforese e imunofixagéo de proteinas séricas e urinarias.
Assim, o grau de resposta terapéutica de cada paciente ba-
Sei a-Se NesSes exames, e 0s critérios mais utilizados parare-
missdo completa(RC) ou parcial (RP) so atualmente aqueles
preconizados pelo European Group for Blood and Bone
Marrow Transplantation (EBMT).%°

O tratamento do mieloma mdltiplo com esquemas
quimioterdpi cos multiplos é capaz de induzir remissdo com-
pletaem cercade 25% dos pacientes. Quando utilizado trate-
mento em altas doses com transplante autélogo de medula
0ssea, astaxas de RC e RP chegam, respectivamente, a31%-
51% e41%-65%.

A citometria é capaz de identificar plasmaécitos neo-
plasicos em cerca de 21% a 27% dos pacientes que tém
imunofixacdo negativa.®® O PCR, por suavez, identificado-
enca em 34% dos pacientes com imunofixagdo negativa.l®
Classicamente, o nivel derespostaao tratamento éimportan-
te marcador progndstico de sobrevida. Nesse contexto, tan-
to a citometria de fluxo quanto a pesquisa molecular de
rearranjos |gH por PCR tornam-se, na atualidade, novasfer-
ramentas de avaliacdo progndstica pds-tratamento em
miglomamditiplo.

Os estudos que demonstram associagdo entre DRM e
sobrevida ainda sdo escassos e com pequeno nimero de
pacientes. Rawstron et al® demonstraram que, em pacientes
avaliados trés meses apds o transplante, todos com imuno-
fixagcdo negativa, a sobrevida livre de progresséo foi maior
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naqueles e ndo se identificou a presenca de plasmacitos
neopl asicos residuais naMO por citometria (35 mesesvs 20
meses,; p=0,04).

Fenk et al,? ao avaliarem 11 pacientes com MM pos-
TMO autologo através da técnicaASO-RQ-PCR paralgH,
demonstraram que um indice IgH/32actina >0,03% foi ca-
paz de predizer uma menor sobrevida livre de progresséo,
independente dos parametros clinicos de resposta. Bakkus
et al! revelaram que um nivel de 0,015% no PCR quantitati-
vo foi um excelente limite parasubdividir grupos de bom e
mau prognastico em relagéo a sobrevidalivre de progresséo
apos TMO autélogo. Da mesma forma, Sarasquete et al*®
demonstraram que tanto a citometria quanto o PCR podem
ser utilizados para subdividir grupos com prognéstico dife-
rente apds o tratamento com autotransplantes.

Assim, a deteccdo de doenca residual minima no
mielomaéimportante parapredizer orisco e podeidentificar
quais pacientes se beneficiariam de tratamentos adicionais
em um estagio precoce pos-TM O autélogo. Apesar de ainda
haver poucos estudos em pacientes submetidos a transplan-
tes alogénicos, os resultados citados anteriormente podem
ser extrapolados para esse contexto, balizando decisdes te-
rapéuticas como aretirada precoce deimunossupressao, infu-
sdo delinfécitos do doador, etc. O papel do chamado efeito
"enxerto versus mieloma" no contexto de doenca residual
minimatambém ndo foi adequadamente estudado até o mo-
mento.

Avaliar material colhido para TMO aut6logo

Utilizando atécnicade PCR qualitativo, jafoi demons-
trado que praticamente todos os produtos de aférese, colhi-
dos para autotransplantes, contém células provenientes do
clone neoplasico. Por isso, esfor¢cos vém sendo realizados
no intuito de reduzir o grau de contaminagdo nas bolsas de
aférese, eo PCR quantitativo é capaz de medir com eficiéncia
reducéo. O procedimento mais utilizado para des-
contaminagdo (purging) invitro éaselecdo positivadecéulas
CD34 positivas, utilizando-se técni casimunomagnéticas que
conseguem induzir uma reducéo de 3-log na contaminagdo
das bolsas.**

O valor de se quantificar a presenca de plasmdcitos
neopl &si cos nas bol sas de cél ul as-tronco col hidas por aférese
aindapermanece questionavel, umavez que estudos demons-
traram ausénciade beneficio parasobrevidaglobal elivrede
eventos nos pacientes em que foram utilizados produtos
"descontaminados’.

Assim, ainda néo se sabe qual o grau de contribuicéo
das células neoplésicas contaminantes reinfundidas para as
recaidas pés-TMO. Por enquanto, ndo ha evidéncias nalite-
raturameédi caque permitam autilizacgo da descontaminagdo
in vitro fora de estudos clinicos. Parece que a cargatumoral
do paciente no momento do transplante é um fator muito
mais importante do que o grau de contaminacdo das bolsas
de aférese para predizer progndstico.

Abstract

Normal plasma cells can be differentiated from multiple myeloma
by their immunophenotype. Normal cells are CD45*, CD19*,
CD20+, CD38**, CD564m CD138*, mlg- and polyclonal clg. On
the other hand, with multiple myeloma, plasma cells are
monoclonal (clg) and approximately 80% are CD19- CD56* and
20% CD19  CD56". The profile in plasma cell leukemia is similar
to myeloma, but the CD56 is positive in 45% of cases. In the
monoclonal gammopathy of undetermined significance there is a
mixture of normal and neoplastic plasma cells. Residual disease in
bone marrow is important to determine the efficacy of treatment and
can be evaluated by flow cytometry or polymerase chain reaction of
rearranged heavy chains of Ig. Flow cytometry has a sensitivity of
10 to 10, is performed in 2-3 hours and is applicable in 90% of
cases. Qualitative PCR has a sensitivity of 10-6 and quantitative
PCR of 10®. Both tests are performed in 2-3 days and their
applicability is around 75%. Rev. bras. hematol. hemoter. 2007;
29(1):3-9.

Key words: Plasma cells; multiple myeloma; immunophenotype;
flow cytometry, minimal residual disease.
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