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Caracteristicas citogenéticas y deteccion
de anormalidades de alto riesgo
en mieloma multiple
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High risk cytogenetic abnormalities
in patients with multiple myeloma

Background: Cytogenetic abnormalities observed in the bone marrow of
patients with multiple myeloma (MM) are an important prognostic factor for
risk stratification. Aim: To investigate karyotype characteristics and frequency
of the high-risk cytogenetic abnormalities t(4;14), t(14;16) and del(17p) in Chi-
lean patients with MM. Material and Methods: We studied 30 patients with
MM by conventional cytogenetics (CC) and fluorescent in situ hybridization of
plasma cells selected using cytoplasmic immunoglobulin staining (cIg-FISH).
Results: Overall, the two techniques in combination allowed us to identify clonal
genetic abnormalities in 47% of patients. The t(4;14) abnormality was observed
in 19% of patients, del(17p) was observed in 10% of patients, and t(14;16) was
not detected. Conclusions: Our results showed frequencies of high-risk abnorma-
lities similar to those reported abroad. Cytogenetic studies should be performed
routinely for all MM patients at the moment of diagnosis.
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células plasmaticas (CP) caracterizada por

infiltracién de la médula ésea (MO) y secre-
cién de inmunoglobulinas monoclonales en suero
u orina, tiene un curso progresivo e incurable, con
un promedio de sobrevida de alrededor de 6 afios
con las nuevas drogas existentes'. La citogenética
convencional (CC), factor pronéstico importante,
fue incorporada junto a la hibridacién fluorescen-
te in situ (FISH), al score pronéstico (R-ISS) del
International Myeloma Working Group (IMWG)?,
recomenddndose estudiar la t(4;14), t(14;16) y
delecién de 17p. La técnica de FISH en CP se-
leccionadas no estd disponible en los hospitales
publicos chilenos y no existen reportes nacionales

El mieloma multiple (MM), neoplasia de

de la frecuencia de alteraciones genéticas en MM,
por esta razén, decidimos investigar las carac-
teristicas citogenéticas de pacientes con MM de
nuestra institucion.

Material y Métodos

Desde agosto de 2013 a julio de 2017 estudia-
mos 30 pacientes con MM. Veintiséis al diagnds-
tico y 4 en tratamiento.

La proporcion de CP en MO se determiné por
analisis morfoldgico.

Para la CC, se realizaron cultivos de MO de
24 a 96 h, sin estimulacion mitética, analizando
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un minimo de 20 metafases con bandeo G por
paciente y describiendo las aberraciones segin el
Sistema Internacional para Nomenclatura Cito-
genémica (ISCN)°.

El método de clIg-FISH se realiz6 en MO
heparinizada segun el protocolo publicado por
el grupo de la Dra. Michaux, de Lovaina’. En
breve, fijacién con dcido acético: metanol, tra-
tamiento con pepsina a 0,005% y formaldehido
a 1%, deshidrataciéon con etanol a 70%, 90% y
100%, aplicacion de sondas y denaturacién a 80°.
Hibridacién por 16 h a 37 °C, lavados con SSC e
incubacién con anticuerpos anticadenas livianas
Ky A conjugados con FITC (DAKO). Coloracién
con DAPI/antifade y observacién al microscopio
de fluorescencia contando 100 CP como minimo.

Sondas usadas: Vysis (Abbott Downers Grove
IL, USA), de doble fusién: IGH/FGFR3, IGH/
MATF, y P53. Los resultados se consideraron posi-
tivos cuando el porcentaje de CP alteradas excedid
el valor de corte recomendado por el European
Myeloma Network: 20% para pérdidas (deleciones)
y 10% para aberraciones estructurales’.

Resultados

Como se observa en la Tabla 1, la mediana de
edad de los 30 pacientes fue 54 afios (rango 32-76
afios). E140% present6 estadio 11y el 60% estadio
II1, segtin el ISS del IMWG. La mediana de CP en
MO fue 48,5% (rango 5-98%).

En la Tabla 2 se presenta la CC y FISH de los
casos que revelaron anormalidades de alto riesgo:
6/30 (20%).

La CC, realizada a 26 pacientes, resulté evalua-
ble en 22 (84,6%). Se observd cariotipo normal en
16/22 (72,7%) y anormal en 6 (27,3%). Las altera-
ciones encontradas fueron: hiperdiploidia cercana
a tetraploide en un caso (16,7%) e hipodiploidia
de 37 a 45 cromosomas en 5 casos (83,3%), uno
de ellos con una copia extra de 1q, como derivado
(1;15) y un segundo clon con duplicacién del ni-
mero cromosémico y del derivado (1;15) (Tabla 2
caso 10, Figura 1 J). Los 4 restantes mostraron solo
anormalidades numéricas, siendo recurrentes las
pérdidas de los cromosomas Y, 14, 15, 16, 17 y 22.

El cIg-FISH para t(4;14) fue evaluable en 27
pacientes y fallé en 3. Result6 positivo en 18,5%
de los casos (5/27), mostrandose en un caso 1/5
(20%) en su forma no balanceada, con pérdida
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de una fusién (Tabla 2 caso 10). Para t(14;16), se
realiz6 en 24 pacientes y no reveld casos positivos,
observandose varios patrones de sefales, todos
negativos (Figura 1 D, E, F, G). Cuatro casos
mostraron tres sefiales de IGH (Figura 1 F), tres
de ellos eran t(4;14) positivos, comprobdndose
asi la translocacién con participacion de la regién
IGH. El cuarto mostré también tres sefiales de
IGH con la sonda para t(4;14), revelando que,

Tabla 1. Caracteristicas generales de los
pacientes con MM analizados

n
Género Masculino 17 (56%)
Femenino 13 (44%)
Mediana de edad (anos) 54 (32-76)
Inmunoglobulinas IgA 8 (27%)
IgG 14 (46%)
Cadenas livianas 7 (23%)
Biclonal 1( 4%)
ISS | 0
ISS I 12 (40%)
ISS 1l 18 (60%)

ISS: International Staging System.

Tabla 2. Citogenética y clg-FISH en 6 casos de MM
con alteraciones de alto riesgo

n ISS Citogenética clg-FISH
t(4;14)  del(17p)
3 N (+) 47% ¢
6 Il NR NR (+) 33%
10 Il Hipodiploide 17%, (+) 82%° (+) 84%
hiperdiploide 20%,
N 63%?
12 Il N (+) 94% Q)
14 Il Hipodiploide 15%¢, (+) 45% ¢
N 85%
26 il N (+)51% (+)55%

clg-FISH: hibridacion in situ con fluorescencia, con marcacion
de inmunoglobulinas citoplasméaticas; MM: mieloma mul-
tiple; ISS: International Staging System; N: normal; NR: no
realizado; (+): resultado positivo; (-): resultado negativo.
a) 38~41,XX,+1,der(1;15)(q10;q10),inv(7)(p15p21),-14,-
16,-17.422[cp3]/81~82,<4n>,XXXX,+1,der(1;15)
(910;910)x2,-14,-17,-21[cp31/46,XX[4]. b) 1R1V2F 23%,
1R1V1F 59% 2R2V 18%. c) 45,X,-Y[4]/46,XY[22]

Rev Med Chile 2019; 147: 61-64



COMUNICACION BREVE

Alteraciones genéticas de alto riesgo en mieloma multiple - M. E. Legues et al

Figura 1. Imagenes de clg-FISH y citogenética en células plasmaticas. En A, By C, la sefial roja representa al gen
FGFR3, la sefal verde representa a IGH, y la amarilla es la fusion de las dos sondas debido a la t(4;14). A, patrén normal, dos
senales rojas y dos verdes (2R2V). B, patron anormal tipico, una sefal roja, una verde y dos fusiones (1R1V2F) demuestran la
t(4;14)(IGH/FGFR3). C, patron anormal atipico, una senal roja, una verde y una fusién (1R1V1F), revela la pérdida del derivado
14.En D, E, Fy G, la sefial roja corresponde al gen MAFy la sefial verde a IGH. D, dos sefiales rojas y dos verdes (2R2V), patron
normal. E, una roja y dos verdes (1R2V) indica ausencia de una copia del gen MAF debido a monosomia 16 o delecién de
16923. F, dos sefiales rojas y tres verdes (2R3V), indica una translocacién entre IGH y otro gen participante. G, una sefal roja
y tres verdes (1R3V), indica ausencia de una copia del gen MAF (monosomia 16 o delecién de 16g23) y ademas, translocacion
entre /GH y otro gen participante. En H e |, la sefal roja corresponde al gen TP53. H, patron normal, dos sefales rojas (2R). 1,
patrén anormal, 1R, demostrando delecion de una copia de TP53. J, cariotipo parcial que muestra un brazo q de cromosoma

1 extra, translocado a un cromosoma 15: +1,der(1;15)(q10;q10).

probablemente, porta una translocacién entre
IGH y un cromosoma no identificado con estas
sondas. Dos casos revelaron pérdida de una senal
del gen MAF, coincidiendo con monosomia 16
por CC, un tercero no tuvo CC por ausencia de
mitosis en el cultivo. La delecién de 17p se realiz6
en 30 pacientes y resulté positivo en 3 (10%). Los
patrones de senales obtenidos con esta sonda se
observan en la Figura 1 H, I.

Discusion

La mediana de edad de los pacientes fue 54
afios, algo inferior a lo descrito en la literatura,
por ejemplo, Hungria y cols.® encontraron una
mediana de edad de 60,9 afios en 850 pacientes
latinoamericanos. Esta diferencia puede explicarse
porque la mayoria de nuestros pacientes eran
candidatos a trasplante autélogo de MO, que en
nuestro sistema publico se realiza solo hasta los
60 anos.

Como se esperaba, la mayoria de los casos
revel6 un cariotipo normal (72,7%), acorde a la
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baja actividad mitética de las CP, es decir, el ca-
riotipo normal deriva de la divisién de las células
normales. La CC revel6 en un caso (Tabla 2, caso
10), la ganancia de 1q, factor de mal prondéstico
que es controversial, sin embargo, su presencia
adicionalmente alat(4;14) y del(17p) es predicto-
ra de un curso clinico adverso’. La proporcién de
casos hiperdiploides fue mds baja que lo reporta-
do en laliteratura (16,7% vs ~40%), lo que puede
explicarse por la edad de nuestros pacientes, ya
que los hiperdiploides son tipicamente los de més
edad. Las pérdidas cromosdmicas recurrentes que
se encontraron en los casos hipodiploides son las
frecuentemente reportadas®.

En cuanto al FISH, la incidencia de 18,5% de
casos con t(4;14) estd dentro del rango de lo pu-
blicado por otros autores (15-20%)°. La Figura 1,
A By C, muestra CP normales y anormales con
esta sonda.

La ausencia de t(14;16) puede explicarse por
su baja incidencia’.

La frecuencia de del(17p), 10%, es similar a la
reportada por otros autores’.
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Algunas publicaciones indican que la propor-
cién de CP con del(17p) es relevante para el pro-
noéstico. Gang et al reportaron que el hallazgo de
50% de CP con del(17p) es un punto de corte que
afecta el pronéstico'. Dos de nuestros pacientes
mostraron un porcentaje superior a ese valor, solo
uno de ellos estd vivo a 2 afios del diagndstico.

Una falencia de nuestro estudio es el bajo
numero de pacientes, lo que impide el andlisis
del impacto de las anormalidades de alto riesgo
en la sobrevida.

Sin perjuicio de lo anterior, demostramos que
la técnica es factible, dando resultados similares a
lo descrito en la literatura.

Debido a lo anterior, y a que, como ha sido
demostrado por otros autores, estas técnicas
permiten definir grupos de riesgo en MM vy, por
tanto, entregar tratamientos mas individualizados,
creemos que estas debieran ser realizadas de rutina
como caracterizacion inicial de cada paciente en
el sistema publico.
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