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ANALISIS DIFERENCIAL ENTRE MM Y MGUS POR CITOMETRIA DE FLUJO

INTRODUCCION

Las gammapatias monoclonales son un grupo de enfermedades que se caracterizan por la expansion clonal de
células plasmaticas que producen una inmunoglobulina monoclonal (componente M), detectable en orina y/o
suero. Aunque se considera como prototipo de gammapatia monoclonal al mieloma multiple (MM), la patologia
de célula plasmatica mas frecuente es la gammapatia monoclonal de significado incierto (GMSI) (1). La
importancia de hacer una diferenciacion entre los MM y las GMSI viene determinado porque la inapropiada falta
de tratamiento en los MM diagnosticados erroneamente como GMSI puede llevar al desarrollo de sintomas
clinicos y complicaciones de gravedad como fallos renales y fracturas 6seas, y por otro lado los pacientes con
GMSI diagnosticados erroneamente como MM son sometidos a un tratamiento innecesario con quimioterapia.

Clonalpath es un reactivo indicado para diferenciar entre MM y GMSI en base a la cuantificacion de células
plasmaticas inmunofenotipicamente normales (CPIN) en muestras de médula d6sea. Recientemente se ha
demostrado que este parametro es el criterio individual més determinante en el diagnéstico diferencial entre MM
y GMSI (2).

PROCEDIMIENTO

Los pacientes con GMSI presentan dos subpoblaciones diferentes de células plasmaticas en muestras de
médula osea (2, 3). Una de estas subpoblaciones (CPIN) muestra caracteristicas fenotipicas idénticas a las
células plasmaticas de individuos normales que se caracterizan por una fuerte reactividad para el antigeno CD38
(CD38"™), bajo FSC/SSC, son CDI19" y generalmente CD56". En cambio, la segunda y predominante
subpoblacion de células plasmaticas muestra el patron inverso, tipico de células plasmaticas mielomatosas (4, 5):
son CD56", CD19"y CD38"". La subpoblacion de células plasmaticas inmunofenotipicamente normales (CPIN)
esta presente en todos los pacientes con GMSI, mientras que en los MM practicamente no se manifiesta o lo hace
con una frecuencia significativamente mas baja que en las GMSI (2).
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OBJETIVO

Este reactivo esta enfocado a diferenciar entre GMSI y MM en base al nimero de células plasmaticas
inmunofenotipicamente normales respecto el total de células plasmaticas de muestras de médula 6sea. El punto
de corte estaria situado en torno al 3%: los casos de GMSI presentan un porcentaje de CPIN (CD38" " CD56
CD19") mayor de 3% respecto a las células plasmaticas totales, mientras que los pacientes con MM muestran un
nimero de CPIN menor o igual a 3%.

REACTIVO

Cada vial contiene una mezcla de anticuerpos monoclonales murinos: CD38 conjugado con isotiocianato de
fluoresceina, CD56 conjugado con ficoeritrina, y CD19 conjugado con el tdimdem de fluorocromos ficoeritrina-
cianina5. Afiadir 15 pl por test. Presentacion: vial para 100 test.

PROTOCOLO

1.

W

-Pasar la muestra de médula d6sea 3 6 4 veces a través de una jeringa con aguja de 20 um para deshacer los
agregados celulares. Realizar un recuento de la celularidad de la muestra y seleccionar 10° células en un
volumen de 100 - 150 pl.

. Afiadir 15 pl de Clonalpath y agitar la mezcla resultante.
. Incubar 10 minutos en oscuridad a temperatura ambiente
. Afiadir 2 ml de solucion lisante de hematies. Agitar la mezcla e incubar durante 10 minutos en oscuridad y a

temperatura ambiente.

. Para eliminar de la mezcla los hematies lisados* centrifugar a 540g durante 5 minutos, decantar el

sobrenadante y escurrir cada tubo sobre papel de filtro, eliminando asi los posibles restos de solucion
lisante. A continuacién resuspender el botén celular que queda como precipitado golpeando suavemente
con los dedos el fondo del tubo.

. Anadir 2 ml de PBS y lavar las células centrifugando de nuevo a 540g durante 5 minutos, decantando a

continuacion el sobrenadante y resuspendiendo el botdn celular.

. Adquirir los datos en un citdmetro de flujo. La adquisicion de los datos debera ser realizada preferentemente

durante las tres horas siguientes a la preparacion de la muestra. Mantener hasta entonces los tubos a 4 °C.

*Nota: El uso de la solucion lisante de hematies QUICKLYSYS no necesita centrifugaciones ni lavados

posteriores con PBS (Pasos 5 y 6), permitiendo una adquisicion directa en el citometro de flujo una vez
terminado el periodo de incubacion.

ANALISIS DE LOS DATOS

1.

Seleccionar las células plasmaticas conforme a su mayor intensidad de fluorescencia para el anticuerpo
CD38-FITC y su distribucion de FSC/SSC tal y como se muestra en las figuras siguientes:
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2. Discriminar entre las células plasmaticas inmunofenotipicamente normales y las mielomatosas presentes
en la muestra:

- Las células plasmaticas inmunofenotipicamente normales, pintadas de color verde en las
siguientes figuras, se caracterizan por una marcada positividad para el antigeno CD19,
generalmente son negativas para el CD56 y muestran una muy fuerte reactividad para el
antigeno CD38 con bajo FSC/SSC.

- Las células plasmaticas mielomatosas, pintadas de color rojo en las figuras que se muestran a
continuacion, desarrollan el patrén opuesto: son marcadamente positivas para el antigeno CD56, son
siempre CD19 negativas y muestran una expresion de CD38 positiva pero de menor intensidad con
valores de FSC/SSC mas altos a los de las CPIN.
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3. Cuando el porcentaje de células plasmaticas inmunofenotipicamente normales - calculadas respecto al
numero de células plasmaticas totales - es mayor de 3%, es compatible con una GMSI, mientras que los
pacientes con MM generalmente presentan un niimero de células plasmaticas inmunofenotipicamente
normales menor o igual al 3 % respecto al niimero total de células plasmaticas de la muestra de médula
Osea.



UTILIDAD CLINICA

Con la prolongacion de la esperanza de vida la probabilidad de desarrollar componentes
monoclonales aumenta, llegando a ser un problema importante para las instituciones
sanitarias en cuanto a nimero de pacientes y costes de atencion a los mismos. La mayoria
de estos pacientes padeceran una GMSI de caracter benigno, si bien al menos un cuarto de
los casos de GMSI se transforma en MM generalmente después de un largo periodo de
estabilidad (1, 6).

Clonalpath es un reactivo que permite la cuantificacion de forma directa de las
proporciones de células plasmaticas normales y clonales presentes en muestras de médula
Osea, lo que recientemente se ha revelado como el criterio individual mas selectivo a la
hora de realizar una diferenciacion entre GMSI y MM (2). La capacidad de discriminacion
entre ambas patologias en base a los resultados obtenidos con Clonalpath concede a este
reactivo un importante valor clinico, especialmente en los casos en los que resulta dificil
establecer una clara diferencia entre uno y otro.
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