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Resumen

La leucemia de células plasmaticas (LCP) es una variante in-
frecuente y agresiva del mieloma mdltiple. Ante la sospecha
de esta leucemia se requiere de la combinacion de diferentes
indicadores clinicos y paraclinicos que permitan confirmar
la presencia de células tumorales monoclonales en sangre
periférica. Para confirmacion del diagndstico de una paciente
de 62 afos con leucemia de células plasmaticas se procedié
a la determinacion del fenotipo de las células tumorales
mediante la técnica de citometria de flujo, empleando como
marcadores antiantigenos CD45+/CD38*. Los datos obtenidos
mediante la citometria de flujo fueron relacionados con los
proporcionados por los estudios radioldgicos, bioquimicos
y morfoldgicos (medulograma y conteo de células tumorales
en la lamina periférica), ademas de otros datos de la historia
clinica. En la citometria de flujo se encontrd 29.25% de célu-
las tumorales, lo que confirmé el diagnéstico de leucemia de
células plasmaticas. Esta paciente presentaba dolores 6seos
frecuentes, sindrome anémico e inmunoglobulina (IgG). No
obstante, considerando la ausencia de signos de insuficiencia
renal u otras afecciones hematolégicas, fue clasificada en el
estadio Ill segun los criterios de Durie-Salmon.
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Abstract

The leukemia of the plasmatic cells (LPC) is an infrequent vari-
ant and aggressive multiple myeloma. When one suspects of
LPC they need a combination of different clinical and paraclinic
indicators that permits confirmation of the presence of mono-
clonal tumor cells in peripheral blood. To confirm diagnosis
of a 62 year old patient suspected to have LPC, they deter-
mined the phenotype of the tumor cells employing the flow
cytometric method and antigens CD45+/CD38™* as markers.
The information obtained by the flow cytometric method was
compared to the obtained from the radiological, biochemical
and morphological studies (medulogram and tumor cells count
on the peripheric slide); as well as other information from the
patients clinical history. With the flow cytometric method
29.25% of tumor cells were observed which confirms LCP
diagnosis. The patient presented frequent bone pain, anemia
syndrome and immunoglobulin (IgG). However considering
the absence of renal insufficiency or other hematological af-
fections, we have come to the conclusion of classifying LPC as
a stage Ill according to the Durie-Salmon criteria.
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Introduccidn

Las discrasias de células plasmaticas repre-
sentan un grupo heterogéneo de neoplasias
hematoldgicas. Se caracterizan por proliferacion
desordenada de células plasmaticas monoclonales,
la mayoria de las cuales producen inmunoglobulina
del tipo monoclonal (paraproteina M).** El feno-
tipo clinico esté determinado por la cantidad y las
propiedades bioldgicas de las células anormales y
el tipo de proteina monoclonal.>*

La leucemia de células plasméticas (LCP) es
una variante singular del mieloma mdltiple que se
presenta como un estadio previo de este mieloma,
es decir, de la manifestacion inicial de la discrasia.”
En los Estados Unidos, la prevalencia de la LCP es
aproximadamente de 0.02 a 0.03 casos por 100,000
habitantes. El mieloma multiple es mas comun en-
tre los afroamericanos que los caucasianos.'®! La
LCP es mas frecuente en el hombre que en lamuijer,
con relacion 3:2. A diferencia de otras formas de
mieloma mudltiple, la LCP suele diagnosticarse en
personas relativamente mas jovenes, entre 55-66
afos de edad.”*213

Existen discrepancias en la literatura acerca del
fenotipo exacto de las células tumorales y de su
significado clinico. La citometria de flujo es una
técnica sencilla que se aplica en la rutina diaria de
algunos laboratorios clinicos y de investigacion,
en el fenotipaje de estirpes celulares diferentes.
Las ventajas de la citometria de flujo respecto
a otros métodos para el diagndstico de células
tumorales son: que permite disponer de los
resultados en breve tiempo, que posee sensibilidad
y especificidad diagnéstica en la discriminacion
de diferentes poblaciones celulares, asi como
informacién simultanea sobre varios parametros
de éstas y de otras. Esta técnica permite el andlisis
de dos parametros de dispersion: dispersion
lateral (SSC) y dispersion frontal (FSC) y tres de
fluorescencia (con un solo laser): FI1, FI2 y FI3, e
incluso, un cuarto tipo de fluorescencia en algunos
equipos. (www.citometriadeflujo.com).

Caso clinico

Se recibe en el Servicio de Hematologia del Hospi-
tal Hermanos Ameijieras (HHA) una paciente de 62
afios remitida por el Servicio de Medicina Interna
del mismo hospital. Esta mujer tenia antecedentes
de hipertensién arterial (HTA), diabetes millitus
tipo 2 (DM2) y sospecha de una hemopatia. Entre
los datos mas significativos destaca que el padre
fallecié a consecuencia de un mieloma multiple.

Alingresar, la paciente presentaba dolor 6seo en
parrilla costal derecha irradiado a espalda (de cinco
meses de duracion), anemia e incremento de la eri-
tosedimentacion. Dado que en la sintomatologia de
una hematopatia es comun encontrar dolor 6seo,
infecciones recurrentes, anemia e insuficiencia re-
nal, se procedi6 a realizar las pruebas paraclinicas
correspondientes.

Se practicaron hemograma completo con conteo
diferencial, quimica sanguinea y electroforesis de
proteinas plasmaticas. También se efectuaron medu-
lograma y biopsia de médula 6sea (BMO), asi como
examen radiolégico de Survey. En un extendido
celular (técnica de la ldmina periférica) se realizo el
conteo celular en el Departamento de Hematologia.

Fenotipaje de células tumorales mediante
citometria de flujo. Con lafinalidad de confirmar
el diagnéstico de la LCP, se realiz6 el analisis me-
diante citometria de flujo, empleando los anticu-
erpos monoclonales (AcMc) CD45 conjugado con
ficoeritrina (RPE) y CD38 conjugado con isotioci-
anato de fluoresceina (FITC) como marcadores de
superficie en la deteccién y fenotipaje de células de
leucemia plasmaética. Las lecturas se realizaron en
equipo FACScan en el Instituto Pedro Kuri (IPK)
y en el Centro de Inmunologia Molecular (CIM)
de Cuba.

Fase preanalitica. Con el objetivo de asegurar
la calidad diagndstica de la técnica de citometria de
flujo, se tomaron ciertas medidas en la fase pre-
analitica: la sangre se colectd en un tubo de ensayo
de 12 x 75 mm con tapa que contenia EDTA y se
mezclé suavemente con el anticoagulante.
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A cada tubo, previamente codificado, se le
afiadieron 100 uL de sangre total, para una concen-
tracion final de 1 x 10° leucocitos. Posteriormente
se adicionaron 10 uL de cada uno de los anticuerpos
monoclonales por tubo (anti-CD45 y anti-CD38)
conjugados con los fluorocromos RPE y FITC, res-
pectivamente. Las mezclas fueron homogenizadas
durante cinco segundos en un vortex. Ambos tubos
fueron incubados a 4 °C durante 15 a 20 minutos,
mantenidos en oscuridad. Posteriormente se pro-
cedio a la lisis de la suspensién celular.

Obtencion del lisado de la muestra. El lisado se
obtuvo adicionando 4 mL de solucion de lisis a
cada tubo. Estos se colocaron a 4 °C durante 15 a
20 minutos. Fueron centrifugados a 1,500 revolu-
ciones por minuto (rpm) durante seis minutos. Se
descarto el sobrenadante y se desprendio suave-
mente el vortex.

El precipitado se lavé con solucion salina, median-
te adicion de 2 mL de CINa al 0.9% para eliminar
los hematies, y se centrifugd a 1,500 rpm durante
seis minutos. Este proceso se repitié dos veces,
posteriormente el lisado se coloco en el equipo de
citometria de flujo (FACScan) para la lectura.

Fase analitica. El fenotipo de las células tumo-
rales y la actividad proliferativa de los plasmocitos
neoplasicos en circulacién periférica se determind
con la técnica de citometria de flujo mediante la ex-
presion de los marcadores: CD45RPE/CD38FITC.

Los datos de la lectura de cada tubo se regis-
traron en la computadora acoplada al citbmetro
de flujo, mediante un software que cuantifica el
porcentaje absoluto de células positivas para CD45
y para CD38, respectivamente.

Las histogramas biparamétricos de dispersion
frontal (FS) y dispersion lateral (SS) se obtuvieron a
partir de las células mononucleadas (CMN) marca-
das, en un rango de fluorescencia de 675 nm. Esto
permitioé diferenciar las que expresaban el antigeno
reconocido por el anticuerpo monoclonal anti-
CD45 RPE de las marcadas con el anti-CD38 FITC.

Analisis estadistico. A los datos obtenidos
por citometria de flujo se les aplico un andlisis es-

tadistico mediante el método no paramétrico del
programa WinMDI. Los porcentajes de anticuerpos
monoclonales anti-CD45 RPE y los anti-CD38 FITC
se representaron a partir de los histogramas obteni-
dos en los registros de lecturas de la citometria de
flujo. El calculo de las células plasmaticas en circu-
lacion periférica de la paciente se obtuvo a partir
del conteo diferencial de leucocitos y el porcentaje
de células plasmaticas por citometria de flujo.

Resultados

Diagnostico morfolégico. En el conteo
celular en lamina periférica se observaron
alteraciones morfolégicas de los eritrocitos que
se correspondian con una anemia normocitica
normocromica. Ademas de una leucocitosis ligera,
la presencia de células plasmaticas, asi como la
formacién de rouleaux (xxx), quiza debido a una
hipergammaglobulinemia. En el conteo diferencial
se encontré 4% de normoblastos, 19% de
segmentados, 25% linfocitos y 52% de células
plasmaticas (figura 1).

Medulograma. Como se puede apreciar en la
figura 2, en el aspirado medular se encontro infil-
tracion masiva de células plasmaticas tumorales en
medula Osea.

Biopsia de la médula 6sea. En el estudio de
anatomia patoldgica de la biopsia de la médula 6sea
se encontré alrededor de 100% de infiltracion
difusa por células plasmaticas inmaduras, asi como
la decremento de las tres series hematopoyéticas.

Electroforesis de proteina. En la figura 3 se
presenta el perfil electroforético de las proteinas
plasmaticas de la paciente. Se puede observar una
banda estrecha monoclonal en la region gamma.

Estudios de imagenes. Como se observaen las
figuras 4y 5, el examen radioldgico (Rx) de Survey
0seo demuestra la presencia de multiples lesiones
osteoliticas en las costillas. Se detectaron fracturas
del cuello del himero derecho con gran toma de la
escapula (figura 4) y lesiones multiples osteoliticas
en créneo (figura 5).

Rev Latinoamer Patol Clin, Vol. 59, Num. 3, pp 134-141 = Julio - Septiembre, 2012



Hussein AA y cols. Fenotipaje con citometria de flujo en leucemia de células plasmaticas

Foav
]
k|

L e
-
.':“ ,.‘14‘
g™ ¥ ]
Y -
e
g
£ vk
"II b l:‘.._ el |
M A
:\.-':"J_':'"_u

v
s

D
o "I.
4
Le-

4
d
s

¢
j'rﬂl -". 1 "
¥

"

# o

- ]",

4 e 4
P )

b

Figura 1. Células plasmaticas tumorales de la circulacion periférica (leucemia de células plasmaticas). A: 10X. B: 100X.
Imagenes en color en: www.medigraphic.com/patologiaclinica

Figura 2. Caracteristicas morfoldgicas de las células plasmaticas tumorales de la leucemia de células plasmaticas (LCP). En la me-
dula 6sea se observé una infiltracion de células plasmaticas inmaduras. Tincion de May-Grunwald-Giemsa, 100X. T2N = Células

plasmaticas tumorales que presentan mas de dos nicleos. TI = Células plasmaticas tumorales inmaduras.
Imagenes en color en: www.medigraphic.com/patologiaclinica

Fenotipaje de células tumorales plasmaticas diferentes tipos de células mononucleadas en
de leucemia de células plasméticas (LCP). La ausencia de anticuerpos monoclonales (AcMc). En
figura 6 muestra los histogramas obtenidos con este grafico se marca una region R1 para mostrar la
citometria de flujo de las células mononucleadas localizacion de las células linfocitarias. Estas fueron
(CMN) procedente de la sangre total de la paciente cuantificadas a partir del marcaje con el anticuerpo
con diagnostico de LCP. En el primer histograma, monoclonal anti-CD45**, especifico para células
R1-SSC-H/FSC-H (figura 6A), se muestran los linfocitarias.
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Figura 3. Electroforesis de las proteinas plasmaticas del caso con diagndstico de leucemia de células plasméticas. En esta paciente,

la paraproteina M se localiza en la zona gamma.

Figura 4. Rayos X de la parte superior del torax derecho. Se observan fracturas del cuello del himero derecho con gran toma de

la escapula.

En el histograma FL2-H/FSC-H (figura 6B) se
observan las células linfocitarias CD45**RPE (FL2-
H/FSC-H). El calculo del porcentaje de estas células
mostré 85.33% de las CD45**RPE.

En el histograma de la figura 6C, region R2 de
color verde, se muestra la presencia de células
plasmaticas positivas para el anti-CD38** (FL1-H/
FSC-H). Al calcular del porcentaje de estas células
se encontro 29.25%.

Finalmente, el conjugado de los dos anticuerpos
monoclonales anti-CD38**/anti-CD45** (FL1-H/
FL2-H) (figura 6D) de la region R3 muestra resulta-
dos similares a los de R2 (29.71%).

Como se demuestra el empleo de los marcadores
anti-CD45 y anti-CD38 permitié comprobar la activi-
dad proliferativa de las células plasmaticas en circulacion
periférica, lo que confirma el diagndstico de leucemia
de células plasméticas (LCP) de la paciente estudiada.
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Figura 5. Placas radioldgicas del craneo de la paciente con diagnostico leucemia de células plasmaticas. Muestra lesiones osteoliticas

multiples.
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Figura 6. A: R1: SSC-H/FSC-H. Células sin marcador de superficie. La regién circulada corresponde a la poblacion linfocitaria. B:
FL2-H/FSC-H. Presenta 85.33% de células linfocitarias con CD45 (RPE). C: R2:FL1-H/FSC-H. Muestra 29.25% de CP en SP con
AoMo-anti-CD38 (FITC). D: R3: FL1-H/FL2-H. Presenta 29.71% de CP en SP marcadas con CD45/38 (RPE, FITC).
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Discusion

Las gammapatias monoclonales se caracterizan
por la proliferacién anormal de un clon de células
plasméticas que producen un solo tipo de para-
proteina (proteina monoclonal o componente
M). Estas pueden estar constituidas por moléculas
completas y/o fracciones de inmunoglobulinas.*

La leucemia de células plasmaticas (LCP) es una
forma infrecuente y agresiva del mieloma multiple
que tiene mal pronéstico y se caracteriza por
proliferacion de células plasméticas que circulan
en sangre periférica. Puede ser de origen primario
(LCP 1re) o surgir como resultado de una trans-
formacion de leucemia secundaria del mieloma
multiple (LCP secundario).”*

Las caracteristicas clinicas de esta paciente se
relacionan con lo planteado por Kyle, 2003. Sin
embargo, la manifestacién clinica inicial de este
paciente fue el dolor 6seo en parrilla costal derecha
irradiado,”*® el cual se correlaciono con la presencia
de lesiones mdltiples osteoliticas (figuras 4 y 5) y las
fracturas patoldgicas presentadas.

En las alteraciones hematolGgicas presentadas
destaca la anemia normocitica normocrémica,
la cual se correspondi6 a valores de hemoglo-
bina (Hb) inferior a 90 g/L, eritrosedimentacion
acelerada y leucocitosis ligera con aumento de
células plasmaticas circulantes. Ademas, presento
las infecciones que suelen ocurrir debido a la
depresion de las tres series hematopoyéticas,
particularmente la granulocitica. La aspiracion de
médula 6sea y la biopsia demostraron infiltracion
por células plasmaticas tumorales y la depresién
de las tres series hematopoyéticas. Este resultado
coincide con lo encontrado por otros investiga-
dores.>21°

Presento hipergammaglobulinemia tipo M, que
en el perfil electroforético de proteinas plasmaticas
se correspondi6 a una banda estrecha monoclonal
en la region gamma, tipica del mieloma multiple.
Esta es de naturaleza monoclonal, se trata de una
IgG producida por el clon tumoral.t’

Teniendo en cuenta la ausencia de signos de insu-
ficiencia renal u otro tipo de afeccién hematoldgica
diferente a las presentadas, la paciente se clasifico
en el estadio I, de acuerdo con los criterios de
Durie-Salmon. '8 Destaca que el padre de esta pa-
ciente fallecié como consecuencia de un mieloma
mdaltiple. Esto pudiera relacionarse con un posible
origen o predisposicion genética al desarrollo de
este tipo de cancer.

Por definicion, el recuento de células plasmati-
cas sobrepasé los 2,000/uL o 20% del conteo
diferencial en sangre periférica.'® Con la citometria
de flujo fueron detectadas las células plasmaticas
positivas para el marcador de superficie CD38**.
Estas llegaron a representar alrededor de 50% de
las células totales analizadas,** como se observa
en el histograma biparamétrico de las células de
la ventana dibujada en la fraccion proliferante:
29.25% de (FL1-H).

Conclusion

La citometria de flujo permitié confirmar el diag-
nostico de la leucemia de células plasmaticas en el
caso clinico estudiado. Estos resultados se relacionan
con los obtenidos por otras pruebas paraclinicas.
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