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DETECCAO PRECOCE DE RECIDIVAS EM PACIENTES COM MIEL OMA
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Autor: Marta Helena Carlesso Aita
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O mieloma multiplo (MM) € uma neoplasia hematolagiprogressiva, com evolucao
heterogénea e ainda incuravel. E uma doenca carad pela proliferacdo clonal anormal
de plasmécitos na medula 6ssea produzindo imunoighals monoclonais e ocasionando
uma série de disfuncbes organicas. A maioria degep@s recidivam apds o tratamento.
Portanto, a utilizacdo de métodos de analise destaasoséricas e urinarias, que permitam
detectar o0 mais precocemente possivel a presengaudeglobulinas monoclonais, antes da
ocorréncia das recidivas, pode auxiliar no tratdmele pacientes com MM, melhorando a
gualidade e ampliando o tempo de sobrevida dos pmesiMo presente estudo foram
comparadas as técnicas de imunofixacédo (IF) eoédetrse (EF) quanto a sua eficacia na
deteccdo das recidivas do MM. Para isso, foram tm@uos 52 pacientes em tratamento
junto ao Hospital Universitario de Santa Maria (HW)S sendo detectada a recidiva da
doenca em nove destes pacientes. A analise rettogpele proteinas séricas dos nove
pacientes, no periodo entre janeiro de 2012 e jd¢ha014, mostrou que a IF foi mais eficaz
do que a EF em detectar precocemente as recidivdspendentemente da classe de
imunoglobulinas presente. Nos nove pacientes rdis, a precocidade da IF, em relacdo a
EF, na deteccédo das recidivas do MM variou de 2.8,8 meses, com um tempo médio de
6,6 meses.

Palavras-chave:Imunofixacéo, Eletroforese, Recidivas, Mieloma ripldt



ABSTRACT
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EARLY DETECTION OF RELAPSES IN PATIENTS WITH MULTIP LE MYELOMA
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Multiple myeloma (MM) is an incurable progressiveeniatologic malignancy with
heterogeneous evolution. It is a disease charaettriby abnormal clonal proliferation of
plasma cells in the bone marrow producing monod¢lamaunoglobulins and causing a
number of organ dysfunctions. Most patients relagiser treatment. Therefore, the use of
methods of analysis of serum and urinary samplesder to detect as early as possible the
presence of monoclonal immunoglobulins, beforeabeurrence of relapses, may aid in the
treatment of patients with MM, improving its qugliand prolonging survival. In this study
we compared the effectiveness of the techniqueswmiunofixation (IF) and electrophoresis
(EP) in the detection of MM relapses. For this,ga®ients under treatment in the University
Hospital of Santa Maria (HUSM) were monitored, lgetletected the relapse of the disease in
nine of these patients. A retrospective analysseofim proteins of the nine patients, between
January 2012 and July 2014, showed that IF was efteetive than EP in early detection of
relapse, regardless of the present class of imniobolins. The precocity of IF in relation to
EP in detecting MM relapses in the nine patientslistl, ranged from 2.0 to 18.8 months,
with a mean of 6.6 months. Thus, we suggest thdemmgntation of IF in the Clinical
Analysis Laboratory (CAL) of HUSM to help onco-hamlagy physicians in the diagnosis
and supportive care for patients with MM.

Keywords: Immunofixation, Electrophoresis, Relapses, Mud#tiplyeloma.
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1 INTRODUCAO GERAL

O mieloma multiplo (MM) é um tumor maligno e pregsivo, caracterizado pela
proliferacédo desregulada de um clone de célulasmdticas dentro da medula 6ssea, que
segregam um excesso de imunoglobulinas monocldngegras e/ou fragmentos destas,
chamadas de proteina-M, proteina do mieloma owppzteina. O MM € responsavel por 1%
de todas as mortes provocadas por cancer nos paigkstais, sendo a segunda doenca
onco-hematologica mais comum no mundo, com cerd®%edos casos (RAJKUMAR, 2011;
HUNGRIA et al., 2013), perdendo apenas para osrtiak.

Embora na América Latina o MM atinja quase 10pedsoas a cada ano, no Brasil a
sua incidéncia ainda ndo é conhecida com preg&ape ela ndo faz parte das estimativas
anuais do Instituto Nacional de Cancer (INSTITUTBQNONAL DE CANCER, 2014). A
prevaléncia da doenca € maior a partir da quintad#ede vida, principalmente entre 50 e 60
anos, embora, alguns casos (cerca de 2%) sdo diagums em individuos com idade
inferior a 40 anos, inclusive em criangcas (HUNGRIAal., 2006). Também é mais comum
em negros e relativamente mais frequente em ingtigidio sexo masculino (RAJKUMAR,
2009). O aumento da incidéncia do MM nos ultimo®samesta relacionado ao maior
conhecimento da histdria natural da doenca e dgatmyénese, aliado ao incremento dos
recursos laboratoriais para a sua deteccdo, aonsmirda expectativa de vida mundial e a
exposicao cronica a agentes poluentes (HIDESHIV&.e2004).

O desenvolvimento do MM ocorre, geralmente, a pdeiuma condicdo pré-maligna
assintomatica chamada de “gamopatia monoclonalgiéfisado indeterminado” (GMSI) e
as manifestagbes clinicas da doenca surgem emréeciar da infiltracio nos oOrgéaos,
principalmente nos o0ssos, de plasmocitos neoplasymeatcom grande producdo de
imunoglobulinas monoclonais e da supressdao da dadei humoral normal. Como
consequéncia, observa-se anemia grave, lesdo dspes;alcemia, insuficiéncia renal e
infecgéo recorrente (RAJKUMAR, 2005; VON SUCR(al., 2009).

Existem cinco classes diferentes de imunoglobuljltgs, IgM, IgA, IgD e IgE), cada
uma formada por quatro cadeias de proteinas, sgua® idénticas pesadas longas e duas
idénticas leves curtas [(kappd € lambdaX))]. As cadeias leves, quando n&o estao ligadas
as cadeias pesadas, sdo chamadas de cadeiasvmge§dLL) ou proteinas de Bence-Jones
que, por serem muito pequenas, sdo excretadasima podendo provocar lesdo renal.
(BOTTINI et al., 1999; SMITHet al., 2005; NAU e LEWIS, 2008).
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A gquimioterapia é o tratamento de primeira linheagaMM seguida, quando possivel,
pelo transplante autdlogo de células-tronco (TA@TIyue tem possibilitado o aumento da
sobrevida livre de progressao, principalmente ewieptes com idade inferior a 65 anos
(HUNGRIA, 2007). Apesar desses progressos, a naattws pacientes recidivara (LUDWIG
e SONNEVELD, 2012), sendo que o padrdo das reddévanuito heterogéneo, podendo
evoluir com comportamento indolente ou agressivdNBRIA, 2007). Enquanto alguns
pacientes apresentam recidivas precoces, com q@gnstico e, provavelmente, responderao
mal ao tratamento, outros apresentam recidivas aposongo periodo, com uma melhor
resposta terapéutica. Por isso, € fundamental ecgid rapida e precisa da presenca de
imunoglobulinas monoclonais, integras ou livres,anostras de soro e urina, anteriormente
as recidivas clinicas do MM, possibilitando ao niédantecipar a terapia de manutencéo,
guando o paciente ainda se encontra em bom edtatioc

Na maioria dos laboratérios brasileiros, as duasidas atualmente empregadas para a
deteccdo de imunoglobulinas monoclonais em paceren diagndstico confirmado e/ou
com suspeita de MM séo a eletroforese (EF) e aafimatao (IF). A EF em gel de agarose é
considerada como um método laboratorial relativaensimples, em que as imunoglobulinas
monoclonais aparecem como um pico no grafico dettico (pico monoclonal) na maioria
dos pacientes com MM. Além de ser realizada em @awséricas a EF também é realizada
na urina, ja que, por possuirem tamanho reduzelcadeias leves livres passam livremente
no glomérulo renal e sdo excretadas somente pasriiaria. Todavia, a técnica de analise
considerada como "padrao ouro” € a IF (THE INTERNONAL MYELOMA WORKING
GROUP, 2003). Isso porque, além de confirmar aepigss de imunoblobulinas monoclonais
ela também permite diferenciar as classes de intoibgighas monoclonais (IgG, IgA, IgM) e
as cadeias leves livres e ou associadasi), as quais formam o pico monoclonal (PM) e
servem para avaliar e acompanhar a massa tumarafieacia do tratamento, principalmente
nas recidivas (KRAJ et al., 2012).

A comparacéo entre as técnicas de EF e IF temfaidoem alguns estudos, com a IF
mostrando maior eficacia na deteccdo de imunoglumilmonoclonais na maioria das
situacOes, especialmente naguelas em que as asfarninoglobulinas encontram-se em
baixas concentracdes { g L) (VRETEHEMet al., 1993).

Apesar dessas vantagens oferecidas pela IF, egéoeb EF, inUmeros laboratorios
como, por exemplo, o Laboratorio de Analises Céisi(LAC) do Hospital Universitario de
Santa Maria (HUSM), utilizam apenas a EF de prategericas e urinarias para o diagnostico

e 0 monitoramento do MM. Em algumas situacdes é$pes; 0 material para a realizacdo da
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IF é enviado a laboratérios externos ao HUSM, o msilta na demora no envio dos
resultados, dificultando ao clinico (hematologistamonitoramento da doenca.
Considerando o aumento na incidéncia do MM nosdkianos e, por consequéncia,

0 numero de pacientes com MM em tratamento no HU&vedita-se que a adoc¢éo da IF
para a andlise sérica e urinaria de imunoglobulmagsoclonais, em lugar apenas da EF,
facilite tanto o diagnéstico do MM como a detecgiiecoce das recidivas, ampliando as
possibilidades de tratamento da doenca. Nessextontei realizado o presente trabalho, no

qual foram comparadas as técnicas de IF e EF diseangtrospectiva de amostras séricas de

nove pacientes com MM que recidivaram.
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1.1 Objetivo geral

Avaliar a importancia da identificacdo dos anticapmonoclonais (IgG, IgA, IgM) e das
cadeias leves livresc(e A) no soro e/ou urina para a deteccdo precoce ddivies em
pacientes com mieloma multiplo (MM).

1.1.1 Objetivos especificos

e Comparar as técnicas de imunofixacdo (IF) e eletesk (EF) quanto a sensibilidade na
deteccado precoce das imunoglobulinas monoclonaseptes nas recidivas de pacientes com
MM.

e Distinguir as diferentes classes de imunoglobulamasadeias leves livres monoclonais no
soro e relaciona-las com outros marcadores lab@etale diagndstico ou progndstico de

recidivas em pacientes com MM.
e Verificar o perfil das imunoglobulinas monoclonas MM recidivante.

e Comparar o estadiamento dos pacientes com MM qcidivaram, conforme o ISS

(International Staging System).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Mieloma Multiplo

O mieloma multiplo (MM) é uma neoplasia hematatégorogressiva de linfocitos B,
caracterizada pela proliferacdo desregulada e lottenplasmécitos na medula éssea, os quais
produzem e secretam imunoglobulinas andmalas mamaisl ou fragmentos destas (cadeias
leves ou proteina de Bence-Jones), chamadas deinarod, proteina do mieloma ou
paraproteina, que sao excretadas para o sanguerglaMANGAN, 2005; SARASQUETE
et al., 2005; BARBER, 2006; PASZEKOVA al., 2014). O MM faz parte de um espectro de
gamopatias monoclonais que abrange a gamopatiachooab de significado indeterminado
(GMSI), o mieloma multiplo latente (MML), a amilmde (AL), o linfoma ndo-Hodgkin de
células B (LNH), a macroglobulinemia de Waldensteéam leucemia plasmocitaria rara, além
de doencas de cadeia pesada. Aproximadamente 25%adtentes portadores de GMSI
desenvolvem MM ou outras gamopatias monoclonais) RMAR, 2005).

A doenca afeta predominantemente os 0ssos, mas tpothém atingir os noédulos
linfaticos e a pele (STEVENSOIMt al., 2014). Ocasionalmente, as células plasmaticas
infiltram-se em multiplos 6rgéos, produzindo umaiedade de sintomas. Além disso, a
producdo de proteina M pelas células plasmaticasochanais pode levar a insuficiéncia
renal provocada por cadeias leves ou a hipervidadsi pela quantidade excessiva de
proteina M no sangue (KYLE e RAJKUMAR, 2009).

Cabe ressaltar que o MM € uma doenca incurdvddpercom tratamento adequado
0S sintomas possam ser gerenciados controladosabravida dos pacientes prolongada
(STEVENSONet al., 2014). O diagnostico da doenca depende da faeigho de células
plasmaticas monoclonais anormais na medula ésaearoteina M no soro ou na urina, da
evidéncia de lesdes nos oOrgdos e de um quadracloumpativel com MM (KYLE e
RAJKUMAR, 2009). Segundbaria e Silva (2007 confirmacgéo da presenca da proteina M
€ essencial para diferenciar as gamopatias moraisldas gamopatias policlonais, uma vez
que as primeiras sédo entidades neoplasicas ougmiteante neoplasicas enquanto as ultimas

resultam de processos inflamatorios ou infecciosos.
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2.1.1 Epidemiologia

O MM corresponde a 10% de todas as neoplasiastbiégiaas (RAJKUMAR, 2011;
HUNGRIA et al., 2013), sendo o segundo tipo de céncer hematologiais comum,
representando 1% de todos os diagndésticos de car2®rde todos os Obitos ocasionados por
esta doenca no mundo (BARBER, 2006; PASZEKO&tAal., 2014). Entre as neoplasias
hematopoiéticas, 0 MM é a doengca com 0 pior prag® com as menores taxas de
sobrevida, que é de 5 anos em 15 a 20% dos ca88K(N et al., 2005; ALTIERIet al.,
2006).

A idade média ao diagnéstico do MM é de 70 anesds raramente diagnosticada
antes dos 40 anos (STEVENSGH al., 2014). Segundo Barber (2006), apenas 2% dos
pacientes sdo diagnosticados antes dos 45 anos.r€lagdo a etnia e ao género dos
pacientes, o MM é duas vezes mais comum em negesglg comparado com caucasianos e
ligeiramente mais comum nos homens do que nas mneglfRAJKUMAR, 2009). A taxa de
incidéncia da doenca, ajustada por idade, é dpa@@®cada 100.000 homens e 4,5 para cada
100.000 mulheres (NAU e LEWIS, 2008).

Internacionalmente, a incidéncia do MM é mais a&diev entre os afro-americanos,
seguido pelos maoris, havaianos, judeus israele@sepeus, norte americanos e canadenses.
As menores taxas de incidéncia da doenca ocorre@riemte Médio, Japdo e China. Sao
diagnosticados, a cada ano, aproximadamente 16@@3 casos de MM nos Estados Unidos
da América e 1.800 no Canada (REECE, 2007). Napaym MM corresponde anualmente
por cerca de 15.000 novos casos e 19.000 morte¥(B@ FERLAY, 2005). Os centros
internacionais de registro de cancer tém reponadolltimas décadas um aumento nas taxas
de incidéncia e mortalidade provocadas pelo MM, amada ndo esta claro se este aumento é
atribuido as novas préticas de diagnostico ou aumento real de novos casos da doenca
(ALTIERI et al., 2006).

No Brasil,ndo ha um conhecimento exato e oficial sobre @a&mgia do MM, pois a
doenca ndo se encontra registrada nas estimativessado Instituto Nacional de Cancer
(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2014). Contudo, oot estudos identificaram que,
no pais, a idade média ao diagnéstico é de 60,5, amm a maior parte dos casos

diagnosticados com a doenca ja em estagio avalfcidiNdGRIA et al., 2008).
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2.1.2 Etiologia

Apesar dos avancos nas pesquisas para determsimausas do MM, a etiologia da
doenca permanece desconhecida (BARBER, 2006; PASXRKet al., 2014; STEVENSON
et al., 2014). Nau e Lewis (2008) destacam a probabiédie fatores ambientais interagirem
com fatores genéticos subjacentes elevando o dsc®M. Segundo Barber (2006), as
opinides dos pesquisadores da area divergem sqiwssiilidade da genética, da exposicao
ambiental e ocupacional e de infec¢des virais stud¢des imunologicas de desencadear a
doenca.

De acordo com Klaugt al. (2009) e Morganet al. (2002), fatores genéticos,
exposicdo a radiacdes ionizantes e ao benzenocaeanflamatorias cronicas, terapia
imunossupressora e doenga autoimune parecem ddsaneadoenca. Também foi observada
uma relacdo entre a ocorréncia de MM em agricudtgreodutores de papel, marceneiros e
trabalhadores expostos ocupacionalmente a petrampsma materiais utilizados na fabricacéo
do plastico e da borracha (MORGAdal., 2002). Fatores relacionados com o estilo de, vida
como a situagcéo socioecondmica (JOHNST@M., 1985), dieta (CHATENOUL¢ al.,
1998), tabagismo (ADAMEt al., 1998), alcoolismo (BROWN al., 1992) e uso de tinturas
para cabelo (CORRE# al., 2000) também podem estar ligados a um elevado de MM.

Embora seja incomum o MM se desenvolver em maisidemembro da familia
(BARBER, 2006), o risco é aumentado ligeiramentgeens filhos e irmaos de pessoas
portadoras da doenca (HEMMINIet al., 2004). Altieriet al. (2006) afirmam que o risco de
ocorréncia de MM em parentes de primeiro grau dtagores da doenca € aumentado de 2 a
4 vezes. Ainda de acordo com os autores, o risédMe duas vezes mais alto entre pessoas
que tem histérico familiar de qualquer neoplasiofroliferativa. Estudos sugerem que a
maior incidéncia de MM em afro-americanos é devalauma predisposicdo genética
(POTTERNEet al., 1992; BROWNet al., 1999). Dentro deste contexto, a GMSI, que € uma
doenca pré-maligna em que um clone de células pltasam produz um pico monoclonal, mas
gue ndo ocasiona danos aos 0rgaos, esta prese® efas pessoas com mais de 50 anos,
para as quais o risco de progressao para MM é de d®da ano (KYLEt al., 2002).

Sendo assim, mesmo com o desenvolvimento de di/grabalhos relacionados a

etiologia do MM, as evidéncias sédo contraditériasags pesquisas sdo necessarias.
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2.1.3 Fisiopatologia

Normalmente, células plasmaticas (plasmaocitos) maadaonstituem menos do que
5% das células da medula 6ssea. Seus precursaress dfocitos B, que migram para a
medula 6ssea a partir dos nédulos linfaticos apdsTs estimulados por antigenos e citocinas
produzidas por linfécitos T. Ao serem ativados grarem para a medula éssea, os linfocitos
B param de se proliferar e comecam a diferenciaerse plasmocitos maduros. Estes
plasmdcitos normais produzem anticorpos ou imurmgiioas que séo liberados em resposta
a exposicdo a antigenos estranhos (BARBER, 20G6)mAinoglobulinas s&o formadas por
duas cadeias polipeptidicas pesadas idénticas,(®l, ® e E) e duas cadeias polipeptidicas

leves idénticas (kappac-e lambdak), como esta representado na figura 1.

Sitios de ligacdo ao antigeno

Sitios de ligacdo ao antigeno

Cadeia
leve

Cadeia pesada

Figura 1 — Molécula de imunoglobulina normal codtenadeias pesadas pareadas com uma
cadeia leve menor conectada em cada. Fonte: AdageaiNau e Lewis (2008).

As imunoglobulinas estdo divididas nos tipos Id@A, IgM, IgD, e IgE e suas

caracteristicas estao apresentadas na tabela 1.
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Tabela 1 — Caracteristicas das imunoglobulinasg (Igs

Tipo de Ig Caracteristicas

Representa 73% das Igs normais e

l9G age contra antigenos bacterianos
laA Representa 19% das Igs normais e
9 protege as mucosas e fluidos corporais
Representa 5% das Igs normais e
IgM : .
age na fase aguda de doencas infecciosas
gD Funcao desconhecida
IgE Reacao de hipersensibilidade

Fonte: Adaptado de Sihat al. (2008).

Em individuos normais, as imunoglobulinas sao praths pelos plasmécitos a fim de
combater infec¢cdes. No entanto, em pacientes com, Mislsmoécitos monoclonais se
proliferam e produzem quantidades excessivas deipeoM, nome dado as imunoglobulinas
IgG, IgA, IgM, IgD, e IgE anormais. As células dovMtambém produzem proteinas de
cadeia leve anormaisx (ou A), citocinas e outros fatores angiogénicos que pvem a
formacéo de novos vasos sanguineos (NAU e LEWI@3)2@ tipo de proteina monoclonal
produzida varia em cada individuo portador do MBhd® que os tipos mais comuns Sao o
IgG em 60% dos casos e o IgA em 25% (ANGTUA€@l., 2004). A secrecao de IgM, IgD
ou IgE em pacientes com MM é rara, e em 3 a 5% pdasentes a proteina M ndo é
detectavel, caso considerado como MM nédo secr&BDALLA e TABARRA, 2002).
Ainda cabe ressaltar que a producao de proteineadiddas leves anormai®ui € detectada
em aproximadamente 20% dos pacientes com MM (RAJKBM KYLE, 2005).

As células do mieloma também podem crescer sofara de tumores localizados,
os plasmocitomas, que podem permanecer confinadosdala 6ssea e 0sso (intramedular)
ou desenvolver-se fora do osso em tecidos moldsategdular). Os pacientes com MM

podem ainda apresentar plasmocitomas unicos oipingl{DURIE, 2012).
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Quanto a origem das células mielomatosas em pasiecom MM, as células
plasmaticas malignas desenvolvem-se quando um adsl eséimulos exdgenos induzem
alteracOes citogenéticas nos linfécitos B (BARBERO6). As duas principais vias pelas
quais se inicia a transformacéo de uma célula @asaanormal em uma célula mielomatosa
sdo as translocacdes no lécus de IGHMunoglobulin heavy locus) e a hiperdiploidia
(BERGSAGEL et al., 2005). Na maioria dos pacientes essas duas leliestas séo
mutuamente exclusivas e ndo estdo ligadas a nefdnudtipo especifico (BRIOLEt al.,
2014). No entanto, estas alteracfes genéticashemzn@io sédo suficientes para causar o MM e
eventos adicionais sdo necesséarios para a doewnggegir (FONSECAet al., 2002).
Mutacdes na forma de variantes do nucleotideo {imicormalidades no numero de cépias
cromossOmicas e alteracdes epigenéticas sdo résemispela progressao da doenca
(MORGAN €t al., 2012). Aproximadamente 50% dos pacientes com tell um cariétipo
anormal, sendo que as anormalidades mais comunsa d@perdiploidia (individual ou
combinada) dos cromossomos 3, 5, 7, 9, 11, 15eedlBipodiploidia dos cromossomos 8, 13,
14 e do cromossomo sexual X (HIGGINS e FONSECA5200

2.1.3.1 Heterogeneidade clonal na evolugédo do MM

Em trabalhos recentes, realizados por A&hal. (2014) e Brioliet al. (2014), foi
evidenciado que a heterogeneidade clonal, obsemnada/olucdo do MM, ocorre devido a
mutacdes genéticas de um clone provindo de umsacgiogenitora maligna (plasmaocito
mielomatoso). Os autores observaram que a progréssdoenca nao ocorre de forma linear,
mas através de uma forma ndo-linear originando rghage ramificacdes geneticamente
distintas (sub-clones), de forma similar ao ocorgdm a evolucdo das espécies descrita por
Darwin.

No trabalho de Magrangeas al. (2013) os diversos tratamentos quimioterapicos
usados em cada recidiva ndo conseguiram combateélua-inicial maligna (“clone
fundador”), mas apenas algumas das suas mutaciiesi@es).

O principal objetivo da terapia inicial no MM (&@a de inducdo) consiste em
maximizar a morte celular, visando erradicar aifa@cado de clones que dardo origem a
recidiva precoce e agressiva, além de reduzir erdggneidade intra-clonal das células de

tumores residuais. Como o0s estudos envolvendo exdgeineidade clonal sdo recentes, é
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plausivel imaginar que a combinacdo de medicamel@osanutencao, alternando drogas que
tenham diferentes mecanismos de acdo, possamilssados para evitar o surgimento de

clones resistentes, o que transformaria o0 MM denglbéncuravel em uma doenca crénica
(MANIER e LELEU, 2011; BRIOLIet al., 2014).

2.1.4 Aspectos clinicos

As manifestacdes clinicas do MM resultam da nafflio das células plasmaticas
malignas na medula 6ssea e da secrecdo de prMenoasangue e/ou na urina (BARBER,
2006). Os sintomas mais comuns sao fadiga e deagssendo que as lesdes osteoliticas e as
fraturas por compressdo sdo as caracteristicas meisantes da doenca (RAJKUMAR,
2009). Entretanto, alguns pacientes podem sertassticos e a doenca é descoberta apenas
através de exames laboratoriais (VON SUC&Q@I., 2009). Pode-se destacar ainda que o
MM é uma neoplasia que apresenta periodos de @esecidiva (KLAUS al., 2009).

De acordo com o The International Myeloma Work@igpup (2003) e Smitlet al.
(2005), os danos e deficiéncias ocasionados pelo ndM érgdos e tecidos sdo variados e
podem incluir, entre outros:

e hipercalcemia (nivel de calcio sérico superior antldL);

e insuficiéncia renal com elevacdo aguda do niverdatinina sérica;

¢ anemia (nivel de hemoglobina inferior a 10 g/dL);

e Lesdes osteoliticas ou osteoporose; e

e outros problemas como a hiperviscosidade sintomatcamiloidose e 0 aumento no
namero de infeccdes bacterianas (mais de duagddsdacterianas em periodo inferior a
12 meses).

As lesdes osteoliticas sdo ocasionadas pela f@onde tumores nos 0ssos pelos
plasmadcitos neoplasicos, resultando em destruisdeade fraturas. A perda de massa 0ssea
no MM é resultado da combinacdo entre o0 aumenteeddsorcdo 0ssea osteoclastica e a
diminuigdo na formacao 6ssea osteoblastica (EDWARIS, 2008).

A hipercalcemia ocorre em 30 a 40% de pacientes &&M, podendo causar
hipercalcidria e diurese osmotica, que por sua padem progredir para um quadro de

insuficiéncia renal (BARBER, 2006). A hipercalcendeasionada pelo MM ainda leva a
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sintomas como a anorexia, nauseas, constipacaolésora e polidipsia (NAU e LEWIS,
2008).

As infeccbes sdo consideradas causas importaatesocbidade e sdo as principais
causas de mortalidade em pacientes com MM (OLIVEIRANUCCI, 2007). A
susceptibilidade dos pacientes com MM a infec¢c@etebianas recorrentes pode resultar de
uma deficiéncia na resposta dos anticorpos devi@oldcdo de imunoglobulinas normais e a
neutropenia, ou ainda a uma combinacdo destesesatfHE INTERNATIONAL
MYELOMA WORKING GROUP, 2003). Além disso, a susdbpidade a infeccbes pode ser
atribuida & imunossupressao cumulativa dos diveératasnentos recebidos ao longo do curso
da doenca (OLIVEIRA e NUCCI, 2007).

A insuficiéncia renal é uma complicacdo comum m, muitos casos, uma das
primeiras manifestacdes clinicas do MM (METlgal., 2014). Até 30% dos pacientes com
MM apresentam insuficiéncia renal ao diagnosti&@% desenvolvem o problema em algum
estagio da doenca. Aproximadamente 12% dos pasieui® MM desenvolvem faléncia
renal cronica (SMITHet al., 2005). Além disso, os pacientes com insufic&menal podem
ter niveis reduzidos de eritropoietina, o que ptar a anemia (BARBER, 2006). A
insuficiéncia renal no MM esta associada princigaita a excrecdo de proteinas de cadeia
leve, sendo menos frequentes 0s casos envolventiinas de cadeia pesada (SMIdHil.,
2005). A patogénese da insuficiéncia renal no MMepeer explicada da seguinte forma:
normalmente, as cadeias leves sao filtradas e oeadiss nos tdbulos renais. Devido ao
aumento significante na producdo das cadeias leeedMM, os tubulos renais ficam
sobrecarregados, levando a formacédo de obstrucbeaseonando assim danos aos tubulos
(METHA et al., 2014). Os danos tubulares resultam tanto dawefexicos das préprias
cadeias leves, quanto da formacéo de sedimentasuinilares e da liberacao intracelular de
enzimas lisossomais (LEUNG e BEHRENS, 2012). Comané&equéncia, as cadeias leves
também podem gerar dano renal através de depdsitagomérulo renal (MAIOLINO E
MAGALHAES, 2007). O risco de dano renal ¢é diretatageroporcional ao nivel de excrecéo
urinaria de cadeias leves livres e ndo pode sdbuato ao tipo de cadeia leve ou a presenca
ou auséncia de proteinas M (LEUNG e BEHRENS, 2(0M@)iagnostico do MM, a deteccao
de insuficiéncia renal estéa relacionada a grandgadamoral, sendo que na maioria dos casos
indica estadio avancado da doenca (MAIOLINO E MAGINES, 2007).

Mais de 60% dos pacientes com MM tem anemia ndtroamormocrémica (ANN)
devido a diminuicdo na producdo de globulos veroslpela medula 6ssea por causa da

infiltrac@o de células plasmaticas. Problemas @guacdo sdo raros, mas podem ocorrer em
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parte devido a disfuncdo plaquetéria ou coagulapadguirida (BARBER, 2006). Também
podem ocorrer, com pouca frequéncia, problemas rsucopenia e/ou trombocitopenia
(SMITH et al., 2005). Outra possivel manifestacao clinica édreme do tunel do carpo,
considerada a neuropatia periférica mais comum acreptes com MM (NAU e LEWIS,
2008).

2.2 Diagnostico do MM

O diagnéstico do MM é geralmente confirmado pelasgnca de uma proteina
monoclonal no soro ou na urina e/ou lesdes litiwaraio-X, em conjunto com o aumento do
namero de células plasmaticas na medula 6sseaddugndicdes em que a proteina M pode
estar presente incluem a amiloidose (AL), a gan@patonoclonal de significado
indeterminado (GMSI), o MM assintomatico, a leuaermmféide cronica(LLC), o linfoma
nao-Hodgkin de células B (LNH) e o plasmocitomat&nb 6sseo ou extramedular (SMITH
et al., 2005). Os critérios adotados no diagndstico difesentes tipos de MM e da GMSI,
segundo o The International Myeloma Working Gra2@0@), Smithet al. (2005) e Rajkumar

(2009) estao apresentados na tabela 2.
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Tabela 2 — Critérios no diagndstico da gamopatiaagulonal de significado indeterminado,
do MM assintoméatico e do MM sintomatico

Gamopatia monoclonal de

significado indeterminado* MM assintomatico* MM sintomatico*

Proteina M sérica <30 g/L Proteina M sérica >30 g/L Proteina M no soro
e/ou células plasmaticas na/ou urina**
Células plasmaticas na medula medula 6ssea >10%
0ssea <10% e baixo nivel de Células plasmaticas
infiltrac&o das células plasmaticasSem dano organico clonais na medula
(incluindo lesBes Gsseas) edssea ou plasmocitoma
Sem dano organico (incluindo  sintomas relacionados ao comprovado por
lesGes Osseas) e sintomas MM biopsia
relacionados ao MM
Qualquer dano
Sem evidéncias de outra desordem organico relacionado
proliferativa de células B ou ao MM ***
amiloidose associada a cadeias
leves ou outro dano tecidual
associado a cadeias leves, pesadas
ou imunoglobulinas

*Todos os critérios devem ser evidenciados

** Nenhum nivel especifico € necessario para ordiatico. Uma pequena porcentagem dos pacientes nao
possui proteina M detectavel no soro ou na urinaig¢ates com MM ndo secretor), mas apresentam dano
aos Orgaos relacionado com o MM e aumento nasasghlhsmaticas da medula 6ssea

***Njveis de célcio elevado (superior a 11 mg/digsuficiéncia renal(atribuida ao MM); anemia
(hemoglobina inferior a 10 g/dL); lesdes dsseaspsuyhiperviscosidade sintomatica, a amiloidose e
aumento no nimero de infec¢des bacterianas)

Fonte: Adaptado de The International Myeloma WakBroup (2003), Smitkt al. (2005) e Rajkumar (2009).

Como pode ser observado na tabela 2, para o ditgmd@o MM é requerida a
presenca de 10% ou mais de plasmacitos clonaigarmoeeda medula 6ssea (ou comprovacao
da presenca de plasmocitoma por bidpsia), prot®nao soro e/ou urina (exceto em
pacientes com MM né&o secretor) e evidéncia de degénico ligado ao MM (RAJKUMAR,
2009). No caso dos critérios de diagndstico do Miosnatico ndo é estabelecido nenhum
nivel de proteina M no soro ou na urina. Aproxinmeate 40% dos pacientes com MM
sintomatico possui uma concentracdo de proteinaféfior a 30 g/L, mas 97% deles possui
alguma quantidade de proteina M no soro ou na.u@in@vel minimo de células plasméticas
na medula 6ssea também néao foi estabelecido, poidds pacientes com MM sintoméatico
possuem menos de 10% de células plasmaticas naan&bndo assim, o critério mais



26

importante e critico para o diagnéstico do MM simético € o da presenca de qualquer dano
organico relacionado ao MM (THE INTERNATIONAL MYEU®@A WORKING GROUP,
2003).

Nos pacientes com suspeita clinica de neoplasidiafdcitos B, como o MM, tanto o
soro quanto a urina devem ser analisados paraegdetdas proteinas M. A eletroforese (EF)
em gel de agarose € a técnica mais utilizada recgha de proteinas M. No entanto, a
imunofixacdo (IF) é considerada a técnica “padréimona confirmacdo da presenca de
proteina M e também para distinguir as cadeiasleveesadas no MM. Na EF, o chamado
pico monoclonal ou pico M é observado em 80% dageptes no momento do diagndéstico,
enquanto que a IF revela a presenca de proteinanNais de 90% dos casos. A urina
também pode conter proteina M em aproximadament® os pacientes (THE
INTERNATIONAL MYELOMA WORKING GROUP, 2003). A comlmacdo entre as
técnicas EF e IF aumenta a sensibilidade na detetz@roteinas M nos pacientes com MM
em até 97% (RAJKUMAR, 2009; KYLE e RAJKUMAR, 2009).

De acordo com San Miguet al. (2006), o diagnéstico do MM deve ser realizado po
meio de uma série de exames laboratoriais, obpettva) contribuir para o diagndstico
diferencial de gamopatias monoclonais; b) auxii@amobtencdo de informacgdes sobre fatores
prognésticos, a fim de facilitar no processo deisdecterapéutica; c) fornecer indicadores
adequados para monitorar a eficacia do tratamento.

Para uma investigacao inicial em pacientes compesiasde MM, pode-se utilizar os
seguintes testes e exames laboratoriais (DIMOPOU#@IS, 2011):

e exames fisicos e anamnese do paciente;

e hemograma completo e diferencial, assim como aisen@lo esfregaco de sangue
periférico;

e exames quimicos laboratoriais, incluindo calcioeatnina;

¢ eletroforese e imunofixacdo séricas;

e quantificacdo nefelométrica das imunoglobulinagcaér

e eletroforese e imunofixacdo urinéria (coleta deaaigm 24 horas);

e analise do aspirado da medula 0ssea ou bidpsiadalan

e analise citogenética (por exempidyorescent In Stu Hybridization — FISH);

¢ radiologia do esqueleto, incluindo coluna vertelpalvis, cranio, amero e fémur;

e imagem por ressonancia magnética do esqueletoifigag@es especificas);

e andlise dg,-microglobulina e da desidrogenase lactica; e



27

e dosagem das cadeias leves livies(.).

Atualmente, a eletroforese de proteinas séricasrimarias e 0 exame 0Sseo
permanecem como técnicas padrdo para o diagnésti@amento de pacientes com MM,
mas novos exames celulares e sorolégicos, assind gwwas técnicas de imagem e
radiologia tém sido utilizadas (SAN MIGUE al., 2013). A demora no diagnostico do MM
€ uma das principais causas de sua elevada moebéddd reducéo na qualidade de vida dos
pacientes (BIANCHI e GHOBRIAL, 2012). Portanto, undlamental que o diagndstico do
MM ocorra ainda no inicio do curso da doenca.

A seguir, serdo abordadas as principais técnieasames empregados atualmente no

diagnéstico do MM.

2.2.1 Eletroforese de proteinas séricas (EFS)wloarias (EFU)

A eletroforese no soro (EFS) e/ou na urina (EFUmmétodo fundamental para a
deteccdo das proteinas monoclonais, contribuind@a @a diagndstico, estadiamento e
acompanhamento clinico dos pacientes com MM (RAJABRMe KYLE, 2005; SAN
MIGUEL et al., 2006; DIMOPOULOS al., 2011). Existem dois tipos principais de técnicas
eletroforéticas empregadas no diagnostico do MEF-&m gel de agarose e a EF capilar.

A EF em gel de agarose pode ser considerada undmé&tboratorial relativamente
simples que permite a separacdo das proteinaspes® plasma ou na urina de acordo com
suas cargas elétricas e peso molecular, por mdurghes eletroforéticas e eletroendosmaoticas
do meio. As variagbes nas cargas elétricas dagipast resultam das diferentes ligacoes
covalentes entre os aminoacidos que a compdemm assno da quantidade de aminoacidos
presentes em cada molécula de proteina. A técricBFdem gel de agarose consiste na
aplicacdo da amostra de soro ou urina em um mdidos(gel de agarose) para entdo
submeté-la a um potencial elétrico gerado por ufe positivo (catodo) e por um polo
negativo (anodo). Em funcdo das diferencas nasasaelgtricas e peso molecular, as
proteinas percorrem distancias distintas em diregid@nodo, o que leva a formacao de
bandas denominadas: albuminal-globulina, a-2-globulina, f-globulina ey-globulina. A
visualizacdo das fracdes proteicas nas difererdaadds € realizada com o uso de corantes
sensiveis as proteinas, obtendo-se entdo um sdimilar ao apresentado na figura 2. A

quantificacdo das fracdes proteicas é feita utiibase densitometria ou eluicdo, o que
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permite a elaboracdo de um gréafico para a compadgsi fracbes em cada banda e facilita a
deteccdo de anormalidades, como no caso do MM (BIT2Z007; PAULA e SILVAet al.,

2008). A EF capilar, por sua vez, é uma técnicagparacao eletroforética e cromatografica
realizada em meio liquido e é baseada nas difesetigaelacdo carga/massa das diversas
proteinas, através da dissociacdo em pH constastgrdpos &cidos em um soluto. Pode ser
considerada uma técnica mais sensivel que a elesaf em gel de agarose, pois permite o

fracionamento do pico monoclonal, quantificand@®®TTINI, 2007).

s s il
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Figura 2 — Representagcéo de uma EF em gel de ag&aste: Paula e Silehal. (2008).

O diagnéstico do MM pela EF é caracterizado pedteatdo do chamado pico
monoclonal no gréafico de quantificagdo das fragleteicas por densitometria (Figura 3) ou
pela presenca de uma banda proteica destacadd de ggarose (THE INTERNATIONAL
MYELOMA WORKING GROUP, 2003; KRAJ, 2014).

(A) (B) (©)

- !
'
1

Pico M

Figura 3 — Eletroforese em gel de agarose. (A)IRérico normal; (B) Pico monoclonal
sérico; (C) Pico monoclonal urinario. Fonte: Bat{2007).
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No entanto, cabe ressaltar que os resultadososhpiela EFS na deteccdo da proteina
M podem ser imprecisos, dependendo da velocidade que as proteinas migram pelas
bandas eletroforéticas (Figura 4). As proteinasodlepn migrar para qualquer ponto entre as
bandasa e y, podendo ser obscurecidas por proteinas de tamauoperior como a
haptoglobina na bande ou pela transferrina na regifdKRAJ, 2014). Além disso, a EFS
ndo determina a presenca de cadeias leves livregalomais, caracteristicas do MM por
cadeias leves livres (CLL). Nestes casos € indiedé&la da analise em urina concentrada de
24 hs (EFU) a utilizac&o de técnicas mais serssigemo a IFS e/ou IFU ou a eletroforese de

alta resolugao (SAN MIGUEEt al., 2006).

Albumina
Alfa 2 Globulina
Haptoglobina
Macmglobullma Imunoglobulina
Ceruplasmina ‘
v
o, o, B
L/*N g
laD IgM
o lgA
Antitripsina Transferrina
TBG Beta-lipoproteina
Alfafetoproteina C3

Alfa 1 Glicoproteina Acida

Figura 4 — Principais proteinas encontradas em lcadda eletroforética. Fonte: Paula e Silva
et al. (2008).



30

2.2.2 Imunofixagdo sérica(IFS) e urinéria(lFU)

Conforme foi mencionado anteriormente, a IF € a®srada como o método "padrdo
ouro" para a confirmacado da presenca de proteinasctonais e para a determinagdo do seu
tipo de cadeia leve e pesada (THE INTERNATIONAL MYEMA WORKING GROUP,
2003; DIMOPOULOQOSet al., 2011; BENDERet al., 2013). Além disso, a IF é uma técnica
mais sensivel do que a EF, permitindo a deteccadpedeenas quantidades de proteinas
monoclonais e, portanto, € um método particularemadiequado para o acompanhamento e
avaliacdo de componentes monoclonais residuaisdedrgtamento de pacientes com MM
(SAN MIGUEL et al., 2006). O limite inferior de concentracao de @iwvd M no soro, para a
sua deteccao pela EFS, varia entre 0,2 a 0,6 gfyamto na IFS este limite varia de 0,12 a
0,25 g/L (SAN MIGUELet al., 2013). Em amostras de urina, a concentracaonailaie
proteinas M para a sua deteccdo via IFU € de 0/04 (BHE INTERNATIONAL
MYELOMA WORKING GROUP, 2003). Apesar da sua altasbilidade, a IF ndo € uma
técnica quantitativa (KRAJ, 2014).

A IF deve ser realizada, principalmente, quando detectada no paciente a
hipogamaglobulinemia (frequente em casos de MM atteias leves) ou ainda quando os
resultados obtidos na EF forem aparentemente nermas a suspeita de MM ou outro
distarbio relacionado néo puder ser descartada.olstrre na maior parte dos casos onde 0s
niveis de proteinas monoclonais sao baixos e andiEai resultados normais (RAJKUMAR,
2009; DIMOPOULOSet al., 2011). Também cabe ressaltar que o resultadativegra IF
para presenca de proteinas M é um dos principéésias para a definicdo de uma resposta
completa ao tratamento do MM. A obtencdo de umposda completa ao tratamento é
considerada atualmente como um dos melhores fatoogadsticos do MM (SAN MIGUEL
etal., 2013).

A IF é um método imunoldgico, utilizado para idfécdr o tipo de proteina M (IgG,
IgA, IgM e kappa ou lambda) sendo adotada por wemdg nimero de laboratérios. E uma
técnica que identifica exatamente os tipos de eadpesada ou leve) das proteinas
monoclonais (LAPALUS e CHEVAILLER, 2000). O métode IF € uma combinacao entre
as técnicas de EF e imunoprecipitacdo. A primdapaeconsiste na migracao eletroforética
do soro e/ou urina em um gel de agarose. Na segiasea(imunoldgica), os anti-soros
especificos para cada imunoglobulina séo depositagauperficie do gel, para reagir com os

antigenos, formando precipitados. As proteinas péecipitadas sdo lavadas e o
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imunoprecipitado é entdo corado. A presenca desijm@tmonoclonal é caracterizada na IF
pela presenca de uma banda bem definida asso@madarma classe de cadeia pesada (IgG,
IgA ou IgM) e banda de mesma mobilidade que reage cadeiac ou L. Este método tem
grande aplicacdo na identificacdo de proteinasédgmtes em pequenas quantidades, que sao
dificeis de detectar por outros métodos (BOTTINDQZ LAPALUS e CHEVAILLER,
2000). A figura 4 ilustra o resultado da técnicdrlem pacientes com MM.
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A: IgA | kappa C: 1gG / kappa
B: IgA / lambda D: IgG / lambda

Figura 5 — Resultado de IFS em pacientes com MMte=d@ottini (2007).

Algumas dificuldades podem ser encontradas napretacdo da IF. Casos como 0s
relatados por Ghraigt al. (2009) indicam que o uso de beta-mercaptoetaridE)Bevita 0s
efeitos de polimerizacdo da proteina, dissociasdwooates de dissulfeto das imunoglobulinas
polimerizadas e obtendo uma molécula de monémeassen homogeneizar a mobilidade
eletroforética. Também o BME é usado para dimiraiirviscosidade das amostras e
consequentemente reduzir os polimeros das proteif@stro fator de interferéncia € a
presenca de aditivos no gel (polielilenoglicol) guesado para maximizar a rea¢cdo antigeno-
anticorpo. Este aditivo pode interferir causandecipitacdo das proteinas no ponto de
aplicacao da placa de IF evitando a livre migrat@®imunoglobulinas no gel. Isso destaca a
importancia de se utilizar anti-soros de boa gadkdque ndo contenham aditivos que sejam
prejudiciais a técnica. O autor salienta também ngog casos em que as dosagens de
imunoglobulina monoclonal sdo muito elevadas, he@essidade de diluicbes prévias das
amostras antes da realizacdo da IF, evitando anfend de excesso de antigeno e assim

obtendo uma visualiza¢cdo mais nitida dos composentsoclonais.
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2.2.3 Outras técnicas para o diagndstico do MM

Atualmente, com o0s avancos nas areas medica eatabial, novas técnicas estao
sendo empregadas no diagnéstico do MM, como a dosagas cadeias leves livrese A
(Free Light Chain — FLC), o teste da razao cadeia leve / cadeiadpefieavy Chain / Light
Chain Assay - HLC), a citometria de fluxo e 0 método de hibgéoin situ por fluorescéncia
(FISH). Na tabela 3 é apresentada uma visdo gaslt@écnicas utilizadas atualmente no

diagndstico e avaliagdo do MM.

Tabela 3 — Procedimentos e técnicas mais relevatitesdos atualmente para a avaliacédo e
diagnéstico de pacientes com MM

Andlise de proteinas Aplicacéo

EF Deteccao e quantificacao das Igs séricas eriagna

IE Caracterizacéo das cadeias pesadas e leves. Cag#inrde resposta

completa
Avaliacdo dos pacientes com MM néo secretor owségretor.

FLC ) ~
Confirmacgéo de Resposta completa.

HLC Quantificacdo simultdnea das cadeias levesadas

Morfologia
Aspirado da medula 6ssea Quantificacdo e caraap@dzmorfolégica das células plasméticas
Bidpsia por trefina Indicada para pacientes comeits de MM e plasmocitoma

Determina o grau de clonalidade (que é associashouom maior risco de
Imunofenotipagem transformacgdo de uma GMSI ou MLL para MM sinton@tigor meio de
uma relacdo entre as células plasmaticas clormraismaais.

A citogenética é geralmente avaliada pela FISHdélmas plasmaticas
purificadas) e tem se tornado um dos fatores pigms mais
importantes, sendo considerado essencial paranpesiecém
diagnosticados com MM.

Genética e citogenética

Técnicas de imagem

Raio-X Técnica padrdo ouro para avaliagdo da doésgea
MRI Essencial em alguns casos especificos, conmasmocitoma solitario
CT Utilizada quando a MRI ndo esta disponivel pargiacdo da medula

N&o deve ser utilizado rotineiramente. Pode sendtavaliacao da doenga

PET/CT residual minima fora da medula éssea

Abreviacdes: EF, Eletroforese; IF, Imunofixacdo - Eree Light Chains; HLC, Heavy Light Chains, GMSI,
Gamopatia Monoclonal de Significado Indeterminddd]L, Mieloma Mdltiplo Latente; FISH, Hibridacam
situ por Fluorescéncia; IRM, Imagem por Ressonanciandiacga; TC, Tomografia Computadorizada; PET/TC,
Tomografia por Emissdo de Pésitrons/Tomografia Gdagorizada. Fonte: Adaptado de San Migetedl.
(2013).



33

A dosagem das cadeias leves livres pelo testepede ser utilizada no prognéstico
do MM, GMSI, MML e plasmocitoma solitario 6sseo€Al disso, o teste pode ser utilizado
em conjunto com a EF e a IF na deteccéo de praeteinaoclonais, substituindo, em parte, a
necessidade de analise das proteinas na urina ker&el (se for diagnosticado um disturbio
proliferativo de células plasmaticas a EF de pnaiurinarias de 24 horas e a IF séo
necessérios) (KYLE e RAJKUMAR, 2009). O teste FLGtiétanto no acompanhamento de
pacientes que ndo possuem componente monoclonauraesl pela EF ou IF sérica e/ou
urinaria, quanto no diagnéstico de MM nao secretoainda MM por CLL (DIMOPOULOS
et al., 2011). Considera-se como MM mensuravel, aquadepssui proteina M sérieal
g/100 mL ou proteina M urinaria200 mg por 24 horas. Destaca-se que o teste Fh@ende
ser utilizado na avaliacdo da resposta ao tratarentpacientes que possuam evidéncia de
MM mensuravel no soro ou na urina (KYLE e RAJKUMAR9). Niveis anormais de FLC
sdo associados a um maior risco de progressdo del @MMML para um caso de MM
sintomatico (KHORIATYet al., 2010; DIMOPOULOSt al., 2011).

O teste FLC permite a quantificacdo das cadevasslk e A (cadeias leves que nao
estdo ligadas com as imunoglobulinas) e baseia$écnica de imunonefelometria e no uso
de um conjunto de reagentes de anticorpos polidpreendo executado em diversos
instrumentos quimicos laboratoriais automatizad®s.procedimento utilizado no teste
consiste em duas técnicas separadas, uma parafigaa@s cadeias livreg e outra para
quantificar as cadeias livrés (DISPENZIERI et al., 2009; RAJKUMAR, 2009). O teste
avalia a clonalidade baseado na razéo entre ossrdae cadeias / A (valores normais de
referéncia: 0,26 - 1,65). Os pacientes com umeor&t& inferior a 0,26 sédo definidos por
possuir uma FLG. monoclonal, enquanto aqueles que possuem uma sap&oior a 1,65
possuem uma FL& monoclonal (KYLE e RAJKUMAR, 2009).

Apesar de ser considerado um avanco na area gonddizco do MM e possuir uma
alta sensibilidade, o teste FLC apresenta algunmaga¢bes, como: inconsisténcia nos
resultados obtidos devido a variabilidade nos ne@gepoliclonais; algumas cadeias leves
monoclonais néo se diluem linearmente, podendsut®stimadas; excesso de antigeno pode
ocasionar, erroneamente, niveis baixos de FLCteeagbes na sequéncia dos aminoacidos
das cadeias leves podem tornar certos determinantigé&nicos (epitopos) da cadeia leve nao
detectaveis pelos reagentes da técnica FLC, mastéetis na EF e IF (KATZMANN, 2009;
DISPENZIERI et al., 2009). De acordo com Kumat al. (2008) a normalizacdo da razao
FLC esta associada com uma maior sobrevida destpacentes com MM que apresentam

um resultado negativo da IF. Segundo San Miguall. (2013), durante a ultima década o uso
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do teste FLC para a quantificacdo das cadeias Iewves tornou-se parte dos testes clinicos
de rotina para diagndstico do MM.

Outro teste que vem sendo empregado nos Uultimos &oo diagnostico das
gamopatias monoclonais consiste na razado entre adleias leves e pesadas das
imunoglobulinas, denominaddeavy Chain / Light Chain Assay (HLC). Este teste pode ser
considerado como um complemento quantitativo adéasrapenas qualitativas, como a IF. A
disponibilidade de anticorpos que se ligam a ep8a@specificos das regides de juncao entre
as cadeias livreg ou L e suas respectivas cadeias pesadas nas imunagéshydermitiu a
quantificacdo especifica das concentracdes satesyGe, IgGL, 1gAK, IgAA, IgMk e IgMa.
Sendo assim, por meio do teste HLC € possivel nsegiaradamente em pares os tipos de
cadeias leves de cada classe de imunoglobulinaedendo uma razdo de imunoglobulina
monoclonal e policlonal (por exemplo, IgRGA e IgAk/IgA)L), facilitando a avaliacdo da
presenca de proteinas monoclonais. De modo sienilazdoc / A, a avaliagdo da razdo entre
os pares de cadeia leve e pesada também indiaanalidhde das proteinas (KRAtlal.,
2011; KRAJet al., 2012). De acordo com San Migeehl. (2013) e Katzmanat al. (2013) o
teste HLC pode fornecer informacdes prognosticascamhis sobre o MM sintomatico e a
GMSI. Conforme os autores, a maior contribuicdotelkte ao prognostico do MM é a
capacidade de quantificar as imunoglobulinas, o gprenite a identificagdo dos pacientes
com GMSI que possuem um risco maior de progressé@o €aso do MM sintomatico, o
aumento na sobrevida dos pacientes. Porém, oseautssaltam a necessidade de realizar
mais estudos com o teste HLC, a fim de melhor ektaér a sua real utilidade clinica.

Atualmente, existem outras técnicas para diagrslié gamopatias monoclonais que
envolvem biologia molecular e citogenética, conmtametria de fluxo e a reacdo de FISH.
Quanto a imunofenotipagem por citometria de flueta tornou-se, na ultima década,
totalmente integrada as praticas clinicas que gamob MM, sendo considerada uma técnica
confiavel para a diferenciacdo das células plasamitinalignas e benignas, principalmente
para a avaliacdo da doenca residual minima. Al&sodia quantificagdo do conteudo de
DNA celular pela citometria de fluxo fornece infagbes rapidas e objetivas sobre
anormalidades quantitativas no DNA de cada céhgdsim como sobre a distribuicdo do ciclo
celular (SAN MIGUELet al., 2006). Os marcadores mais frequentemente uldzgpara a
identificacdo dos plasmdécitos malignos por citoiaette fluxo sdo as imunoglobulinas
citoplasmaticas de cadeias leves, CD19, CD56 e Cbh#s existem outros marcadores
importantes. A citometria de fluxo € consideradaawas Unicas técnicas disponiveis para

quantificacio das células plasmaéticas tumorais BEREet al., 2011), o que aumenta a
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possibilidade do monitoramento das terapias utiizano tratamento do MM, podendo
prolongar o tempo de sobrevida dos pacientes (SAGWEL et al., 2013). A citometria de
fluxo foi empregada por Frébetal. (2011) para a deteccao de células plasmaticagraisn
em 229 pacientes que apresentavam algum tipo deogabulina monoclonal. Os autores
constataram que a técnica foi capaz de identiisarélulas tumorais em 96,8% dos casos e
apresentou uma sensibilidade de 81% e especifieid@d84% no diagndéstico diferencial
entre GMSI e MM.

Pesquisadores como Lapalus e Chevaliller (200Q)arret al. (2005), Leiteet al.
(2010) e Brioliet al (2014) relatam que a imunofenotipagem, atravésitdenetria de fluxo,
permite avaliar fenétipos aberrantes na maioreacdsos de MM, sendo uma boa ferramenta
para distinguir células plasmaticas normais dosnpéecitos mielomatosos, assegurando, desta
forma, uma maior eficacia no tratamento desseeptsd. Esta técnica ainda possui um custo
elevado, mas é de grande importancia e, num fyttéoimo, podera ser aplicada de forma
rotineira, em conjunto com tratamentos especifeeatirigidos diretamente as células com
lesGes genéticas.

As aberracfes cromossomicas nas ceélulas tumarawivhséo geralmente complexas
e representam uma caracteristica marcante da daamgalvendo muitos cromossomos que
possuem alterac6es numeéricas e estruturais, seedd @normalidade genética mais comum é
a delecdo do cromossomo 13 (del 13) (GREiRal., 2005). No entanto, nas técnicas
citogenéticas e cromossomicas utilizadas no diagoodo MM, apenas as células que estao
em divisdo podem ser analisadas. Isto pode seridemada como uma das principais
limitacdes destas técnicas, uma vez que a atividheidtica dos plasmécitos malignos é baixa
na fase inicial da doenca. Esta limitacéo foi sagh@rem parte, pelo uso da técnica molecular
citogenética de hibridacédao situ por fluorescéncia (FISH), que analisa o nuclealaelna
interfase, sendo independente do processo de aig&élar (SAWYER, 2011). Pelo método
FISH, os diferentes cromossomos podem ser enunseeaél@ossivel detectar a incidéncia de
anormalidades cromossd6micas numéricas (CHAUFFAIELERI., 2007). Segundo Greig
al. (2005), as técnicas convencionais de citogenséfioacapazes de identificar anormalidades
nos clones do MM em 20% a 30% dos pacientes. Nmtmtainda de acordo com 0s mesmos
autores, a técnica FISH pode apresentar uma maiosibilidade na deteccdo destas
anormalidades.

Na literatura foram encontrados alguns estudosgogararam as principais técnicas
de diagnostico do MM. No trabalho de Kirtjal. (2012), os testes de dosagem de cadeias

leves livres (FLC) e de cadeia leve/pesada (HL@nfocomparados a IF na avaliagdo da
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remissao do MM. Os testes IF, HLC e FLC foram realos no soro de 44 pacientes com
MM que haviam passado por transplante autélogo élelas tronco (TACT). Ap6s o
transplante, dos 44 pacientes, 26 (59%) apresemtasultado normal para FLC. Destes, 22
(84,6%) também apresentaram resultado normal plata ias em 5 pacientes (19%) apenas
0 resultado da IF permaneceu positivo. Somente encaso a IF revelou um resultado
negativo, enquanto que o teste FLC indicava peséiv e recidiva do MM. Uma
concordancia entre os trés testes foi encontrada%pacientes. Pelo fato da IF indicar um
resultado positivo, enquanto os demais testesamdin a normalidade, os autores concluiram
que a IF é mais sensivel que os testes HLC e FL@etexrcdo do componente monoclonal
residual em pacientes com MM.

A resposta de 344 pacientes com MM ao tratamestto quimioterapia e transplante
autologo de células tronco foi avaliada por Latauerial. (2000), através do uso simultaneo
da IF e da EF (sérica e/ou urinaria). Os paciegesmostraram uma remissao completa da
doenca foram entdo classificados em 2 subgrupageleagm que a proteina M néo foi
detectada tanto pela EF quanto pela IF e aqueluena proteina M foi detectada pela IF mas
nao pela EF. O grupo de pacientes em que a IF ei@cetdu proteina M apresentaram uma
melhor sobrevida livre de eventos (35% em 5 anash& melhor sobrevida global (72% em
5 anos) quando comparado com 0 outro subgrupomisss autores concluiram que a
obtencéo de um resultado negativo na IF para asmias em tratamento do MM corresponde
ao melhor progndstico e também que as estratégiagéuticas devem ser elaboradas a fim
de atingir este resultado negativo na IF.

Ao compararem a IF e HLC na andlise de amostrasaséle 15 pacientes com MM,
Decauxet al. (2011) constataram que, em 5 pacientes que amgirestado de VGPRéry
Good Partial Response; reducao superior a 90% nas proteinas M) apossgsmie tratamento,
os resultados da HLC indicaram a normalidade, emqua IF ainda indicava resultado
positivo.

A sensibilidade das técnicas de IF, HLC, FLC emadtria de fluxo (CF) na deteccéo
da doenca residual minima no MM foi avaliada pavédb et al. (2011). As amostras dos 27
pacientes estudados foram analisadas em 3 mondkstiosos: antes do transplante autélogo
de células tronco (n=11, estagio MRD1), apo6s osptamte (n=25, estagio MRD2) e apds a
consolidagdo (n=23, MRD3). Em 50 amostras de imiabodgna, as técnicas de CF e IF
apresentaram sensibilidade similar de 60 e 58%peotisamente. Nas amostras
correspondentes ao estagio MRD1, a analise pomp@sentou melhor sensibilidade do que
as técnicas de IF (100% vs 80%) e HLC (100 vs 7083.demais estagios (MRD2 e MRD3)
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ndo foi observada diferenca significativa entretésicas. Os resultados da técnica FLC
evidenciaram uma baixa sensibilidade em todostégies (30%).

2.3 Prognastico e sistema de estadiamento

Nos pacientes com MM, a evolucdo clinica da doéngisamente variavel. Apesar do
tempo de sobrevida médio dos pacientes ser de @has} este periodo pode variar de menos
de 6 meses a até mais de 10 anos. Esta variakilidedva da heterogeneidade tanto da
biologia das células mielomatosas, quanto de fatoektivos aos proprios pacientes. Por
estas razodes, € fundamental a ampliacdo do condritinsobre o prognostico do MM,
permitindo assim a identificacdo de grupos de risap aperfeicoamento no tratamento dos
pacientes (GREIRt al., 2005). Para San Miguel e Garcia-Sanz (20053toses prognosticos
associados a carga tumoral e aos sintomas do MMnpar divididos em 3 grupos: (1)
fatores relacionados a expansdo das células clonaignas/carga tumoral; (2) fatores
relacionados as manifestacfes clinicas da doenean(a, insuficiéncia renal, lesdes dsseas,
etc); (3) marcadores bioquimicos que refletem a atividdadedoenca. A identificacdo de
parametros clinicos e laboratoriais, nos ultimassaque podem auxiliar a prever a sobrevida
dos pacientes, possibilitou a proposicdo de sistgraea a classificacdo do estadiamento do
MM (GREIPet al., 2005).

O primeiro sistema de estadiamento para avalidadmarga tumoral no MM foi o de
Durie-Salmon, em 1975, obtido por meio de modelagematicos que relacionavam a massa
tumoral com a quantidade de proteinas monoclor@#N(MIGUEL e GARCIA-SANZ,
2005). O sistema de estadiamento Durie-Salmon ({@al)eé baseado em critérios clinicos
para avaliacdo da gravidade e expansao da doectando parametros como hemoglobina,
calcio sérico, creatinina sérica, niveis de pretenonoclonal e o nimero de lesdes 6sseas. Os
estagios de | a lll e A ou B séo utilizados paraliav a resposta do paciente ao tratamento. O
estagio | representa doenca moderada, enquantstagios Il e Ill sG&o mais graves e estao
associados a lesdes 6sseas (STEVENSOAM., 2014). Apesar de ser muito utilizado, o
sistema de estadiamento Durie-Salmon apresentanatgfalhas, como a complexidade na
obtencdo dos parametros clinicos e o fato da fomEgfio das lesdes dsseas depender da
interpretacdo do examinador, sendo, portanto, unvaliagdo subjetiva e com
reprodutibilidade reduzida (RAJKUMAR, 2009; KYLERAJKUMAR, 2009). De acordo
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com Paszekovet al. (2014), o sistema de estadiamento Durie-Salmonutdidade limitada
no cenario atual de progndstico do MM.

Tabela 4 — Estadiamento de Durie e Salmon

Estadio Critérios Sobrevida média (meses)

Baixa massa tumoral (< 0,6 células x

10'9m?)

Todos os seguintes:

e Hb>10 g/dL; IA - 62
' e calcio normal; IB — 22

e 1gG < 5g/dL, IgA < 3g/dL;

e proteina urinaria monoclonal < 4 g/24h;

e auséncia ou lesédo 6ssea Unica.

[IA - 58

[l Intermediario (entre os estadios Il e Ill) IIB - 31

Alta massa tumoral (1,2 células x"4f?)
Qualquer um dos seguintes:
e Hb<8,5¢g/dL,;

I e calcio > 12 mg/dL; A - 45
e 1gG> 7 g/dL, IgA> 5 g/dL; B - 24
e proteina urinaria monoclonal >12 g/24h;
e Mudltiplas lesdes osteoliticas, fraturas.

A - se creatinina < 2 mg/dL

Subclasse 5 _ <o creatinina > 2 mg/dL

Abreviagcdes: Hb, Hemoglobina; Ig, Imunoglobulina.

Fonte: Adaptado de Martinez (2007) e Gredppl. (2005).

Em 2005, a fim de garantir uma classificacdo maligetiva, simplificada e
reprodutivel dos pacientes com MM, Greigp al. (2005), apoiados pela Fundacgéo
Internacional do Mieloma (International Myeloma Rdation — IMF) e pelo Grupo
Internacional de Trabalho sobre Mielonhatérnational Myeloma Working Group - IMWG),
elaboraram o Sistema Internacional de EstadiansmtdM (International Staging System -

ISS), com base nos parametros clinicos R2-micrafiab e albumina. Estes parametros
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foram escolhidos devido a sua ampla disponibilidademplicidade na identificacdo por
exames de sangue, como no caso da 32-microglolsdiiita, que € um teste laboratorial com
alta reprodutibilidade e que mede a carga tumorlfincéao renal (KYLE e RAJKUMAR,
2009). O sistema de estadiamento ISS classifigmogntes com MM em trés estadios com

diferentes médias de sobrevida (Tabela 5).

Tabela 5 — Sistema Internacional de EstadiamendMMd | nternational Staging System)

Sobrevida

Estadio Critérios e
media (meses)

2-microglobulina sérica < 3,5 mg/dL

Albumina sérica > 3,5 g/dL 62
I Nem estadio | ou IlI* 44
1] B2-microglobulina sérica > 5,5 mg/dL 29

Existem 2 categorias para o estadio Il
e [(2-microglobulina sérica < 3,5 mg/L, mas albuminacsé< 3,5 g/dL, ou
e [2-microglobulina 3,5 - 5,5 mg/L independente deehdle albumina sérica.

Fonte: Adaptado de Greimgbal. (2005).

Este sistema de estadiamento ja foi validado eershis situacbes, como em pacientes
jovens e em idosos, em pacientes tratados por gigrapia convencional ou por transplante
autologo de células tronco, e ainda nos paciemé¢adbs com novos farmacos, tanto no
momento do diagnoéstico, como na recidiva (KASTRI&l&l., 2009). O sistema ISS, mesmo
existindo hd quase uma década, representa atualnoesistema de estadiamento mais
utilizado para pacientes com MM, fornecendo infaydes Uteis sobre as caracteristicas
biologicas da doenca e permitindo a comparacaesidtado de diferentes estudos clinicos
(PASZEKOVAEet al., 2014). Apesar disso, o sistema ISS apresentanalg limitacées, como
a impossibilidade de ser utilizado para diferencesos de GMSI e MLL dos casos de MM
sintomatico e o fato de classificar os pacientesapenas trés grandes grupos prognosticos,
enquanto na realidade os pacientes com MM saoitdsscomo um grupo muito heterogéneo
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que ndo poderia ser incluido em somente trés a@sgdlém disso, a identificacdo dos
pacientes de alto risco ocorre apenas em um peguepo de pacientes (entre 5 e 9%), sendo
necessaria uma investigacdo mais detalhada pordeeianalises citogenéticas e de genética
molecular. O sistema ainda apresenta uma baixégelale na deteccédo de casos de MM de
alto risco genético, com excec¢do dos casos em &l é altamente proliferativo. O estadio
[Il do ISS é composto tanto por um grupo de paegrim que o nivel de R2-microglobulina é
elevado devido a carga tumoral, quanto por um garpajue essa elevacao ocorre devido a
insuficiéncia renal. Logo, nestes casos, o0 ISS foéllece uma boa estimativa da carga
tumoral dos pacientes e ndo pode ser utilizado pagatratificacdo de riscos terapéuticos
(TUCHMAN e LONIAL, 2011; PASZEKOVAet al., 2014; KYLE e RAJKUMAR, 2009).

2.4 Tratamento do MM

Atualmente, tem havido um crescente progressoataniento do MM, o que levou a
um aumento tanto na extensdo como na frequénciasgesta dos pacientes as terapias,
assim como no aumento da sua sobrevida e da qimldavida (HUNGRIAet al., 2013;
MUNSHI e ANDERSON, 2013). Na tabela 6 sédo apres&staas alternativas atualmente
disponiveis para o tratamento do MM, conforme ad@géo Internacional do MM (IMF).

Durante décadas, as terapias de tratamento do kévh daseadas no uso de
alquiladores e corticosterdides, como o melfalamopeednisona. Posteriormente, na década
de 90, foi constatado que 0 uso de tratamentos amaimioterapia em alta dose e 0
transplante autélogo de células tronco eram capdegsolongar a sobrevida dos pacientes,
quando comparadas a quimioterapia convencionaldaincom o0 uso destes novos
tratamentos, pela primeira vez pode-se atingir uesposta completa dos pacientes ao
tratamento (RAJKUMAR, 2009; MUNSHI e ANDERSON, 2013

O panorama geral do tratamento do MM modifiseuna Ultima década com o
surgimento de novas terapias e medicamentos. Drogaeomoduladoras (talidomida,
lenalidomida, pomalidomida, etc...) e inibidoras mteteassomabfrtezomib, carfilzomib,
etc...), quando utilizadas como terapia inicialganientes recém diagnosticados, podem levar
a uma resposta completa em uma porcao significaibgapacientes (ANDERSON, 2011).
Além disso, o uso de terapias de manutencéo e loens@o com estes novos medicamentos

pode aumentar ainda mais a ocorréncia e a duragsioedpostas completas (MUNSHI e
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ANDERSON, 2013). Com os avangos na area da biottgislM ha uma busca continua por
outros agentes capazes de melhorar o tratamewkoetiga (RAJKUMAR, 2009).

Tabela 6 — Opc¢des de tratamento do MM conformefa(2012)

1. Quimioterapia

2. Quimioterapia em alta dose e transplante déassltonco hematopoiéticas

3. Radiacao

4. Terapia de manutencéo (interferon alfa, pred@igic...)

5. Terapia de suporte:

Eritropoetina
Analgésicos
Bisfosfonatos (Zometa®)
Fatores de crescimento
Antibidticos
Ortose/colete

Exercicios fisicos leves

Tratamentos de emergéncia (dialise, plasmafergsegia, etc...)

6. Controle de doenca refrataria ou resistente edicamento

7. Tratamentos novos e emergentes:

Talidomida, Lenalidomida (Revlimid®), e a proximeerg¢cdo de drogas
imunomoduladoras (IMiDs), como a pomalidomida*

Bortezomib (Velcade®) e a proxima geracdo de inibidores déepssoma, como
acarfilzomib e marizomib* (NPI-0052)

Doxil® (doxorubicina lipossomal peguilada) em siuthgtdo a adriamicina
injetavel.

Mini-alo transplante (n&o mieloablativo)

Inibidores das histonas desacetilases (HDACs), comovorinostat* e
panobinostat*

Anticorpos monoclonais, comoetotuzuma*

* Ainda em fase de ensaios clinicos

Fonte: Adaptado de Durie (2012).
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2.5 Mieloma multiplo recidivado e refratario

O MM é caracterizado pelo acumulo e proliferacé@scdntrolada de células
plasmaticas monoclonais, que produzem imunoglohsilimonoclonais, as quais levam a
imunossupressdo e a varias disfungdes orgéanicaborana inclusdo de novas drogas e
terapias tenha elevado a taxa de resposta da daesdgaatamentos e ocorra a remissao da
doenca por um longo prazo, a maioria dos pacietestualmente ira sofrer uma recidiva,
incluindo aqueles que apresentaram uma respostaletanao tratamento inicial. Por meio de
tratamentos adicionais, existe a possibilidade pmsentes recidivados atingirem multiplas
remissdes da doenca, porém, em cada recidivapusds mielomatosos se repetem de forma
mais agressiva devido a selecdo de clones regstaattratamento, levando a um “padréo” de
remissdo e recidiva que resulta no desenvolvimael@oMM refratario ao tratamento
(ROLLIG e ILLME, 2009; LUDWIG e SONNEVELD, 2012).dé¢te contexto, Kumaat al.
(2004) concluiram que a duracdo da resposta aorteatto do MM diminui a cada recidiva,
provavelmente por causa do aumento na taxa puwtiifar das células do mieloma e pela
resisténcia adquirida por estas células aos meditias

Apesar de variavel, a duracdo da resposta do®mntasi ao tratamento do MM
geralmente ndo excede trés anos, sendo a recididaahca a principal causa de morte. Isto
ocorre devido a persisténcia das células tumoes&uais, na chamada doenca residual
minima, responsavel pela recidiva tumoral (SARASQBIEt al., 2005; GORGUN, 2012).
Em seu estudo, Leung-Hagesteagimal. (2013) examinaram as células tumorais do MM em
diversos estagios do tratamento, concluindo queireipal causa da recidiva da doenca
ocorre pelo fato do medicamento ndo agir diretaenesdis células progenitoras malignas,
mesmo nos casos em que € constatada uma remisspletzoda doenca.

Segundo Hungria (2007), o padrdo das recidivadikbé muito heterogéneo, com
comportamento indolente ou agressivo. O tratamewie adequado para pacientes com MM
recidivado deve ser individualizado e depende dersios fatores, como idade, terapia inicial,
resposta as terapias, funcdo da medula 0sseaacksubda citogenética do paciente, funcao
renal e tempo para a recidiva (HUNGRIA, 2007; VANE DONK et al., 2011). Para a
deteccdo do MM recidivado, Dimopoulag al. (2011) afirmam que a propedéutica
recomendada no diagnadstico inicial da doenca tanmébpertinente na recidiva.

O uso de novos tipos de medicamentos como a malidy lenalidomida e

bortezomibe tem sido eficaz e bem tolerado norratao de pacientes com MM recidivado
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e/ou refratario, prolongando a duracdo da res@msteatamento. Além disso, a introducéo de
medicamentos imunomoduladores e dos inibidores detegssoma (utilizados
individualmente ou em combinagdo com as terapiéssidas contra o MM) tem apresentado
melhores resultados nos pacientes com MM recidivdd®N DE DONK et al., 2011).
Porém, ainda existe a necessidade em se aperfei¢qgar de tratamento dos pacientes que
recidivam ap0s uma terapia inicial. Ainda nédo fefinida a duracdo 6tima das terapias nos
pacientes com MM recidivado e/ou refratario, seige, muitas vezes, o tratamento €
administrado por um numero de ciclos limitado, t&igue seja obtida a melhor resposta ao
tratamento. No entanto, o uso de terapia contipda a primeira recidiva pode fornecer bons
resultados devido a supresséo da doenca residoimhayiprolongando o tempo até a proxima
recidiva (LUDWIG e SONNEVELD, 2012).
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RESUMO

COMPARACAO ENTRE IMUNOFIXACAO E ELETROFORESE NA DET ECCAO
PRECOCE DE RECIDIVAS DO MIELOMA MULTIPLO

O mieloma multiplo (MM) é uma neoplasia hematoléagisrogressiva ainda incuravel,
caracterizada pela sua evolucdo heterogénea eopaigencia de recidivas na maioria dos
pacientes apos o tratamento. A utilizacdo de métadaliticos que permitam detectar o mais
precocemente possivel a presenca de imunoglobuliasclonais em amostras séricas,
antes da ocorréncia das recidivas, é fundamental paefinicdo da terapéutica a adotar. O
objetivo deste trabalho consistiu em comparar @sdas de imunofixacao (IF) e eletroforese
(EF) séricas quanto a sua eficacia em detectare@divas do MM. Para isso, foram
monitorados 52 pacientes em tratamento junto agitbsUniversitario de Santa Maria
(HUSM), sendo detectada a recidiva da doenca ene rimstes paciente®d analise
retrospectiva de proteinas séricas dos pacientebvados, no periodo entre janeiro de 2012
e julho de 2014, indicou que a IF foi mais eficazqilie a EF em detectar precocemente as
recidivas, independentemente da classe de imundgiab presente. Nos nove pacientes
recidivados, a precocidade da IF, em relacdo an&Reteccdo das recidivas do MM variou
de 2,0 a 18,8 meses, com um tempo médio de 6,6mese

Palavras-chave: mieloma multiplo, imunoglobulinas monoclonais, mofixacao,
eletroforese, recidivas.

ABSTRACT

COMPARISON BETWEEN ELECTROPHORESIS AND IMMUNOFIXATI ON IN
EARLY DETECTION OF RELAPSED MULTIPLE MYELOMA

Multiple myeloma (MM) is an incurable progressiventatologic malignancgharacterized
by its heterogeneous evolution and by the occuerericrelapses in most patients after
treatment. The use of analytical methods to detect as earlypassible the presence of
monoclonal immunoglobulins in serum samples poahe occurrence of relapses is essential
to define the therapeutic to adopthe objective of this study was to compare the
effectiveness of the techniques of serum immunabra(lF) and electrophoresis (EP) in the
detection of MM relapses. For this, 52 patientsaurtdeatment in the University Hospital of
Santa Maria (HUSM) were monitored, being detectexl relapse of the disease in nine of
these patients. The retrospective analysis of sgnateins of the relapsed patients, conducted
in the period between January 2012 and July 2@iticated that IF was more effective than
EP in the early detection of relapses, regardlétheopresent class of immunoglobulins. In
the nine relapsed patients, the precocity of IFelation to EP in detecting MM relapses
ranged from 2.0 to 18.8 months, with a mean ohgoéths.

Keywords: multiple myeloma, monoclonal immunoglobulins, immiixation

electrophoresis, relapses.
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1 INTRODUCAO

O mieloma multiplo (MM) é uma neoplasia hematolégprogressiva de células B,
caracterizada pela proliferacdo desregulada e loltenplasmaocitos na medula 6ssea, 0s quais
produzem e secretam imunoglobulinas andmalas mamaisl ou fragmentos destas (cadeias
leves livres ou proteina de Bence-Jones), chan@dalggoteina M, proteina do mieloma ou
paraproteina, que sdo excretadas para o sanguerglaMANGAN, 2005; SARASQUETE
et al., 2005; BARBER, 2006; PASZEKOVA al., 2014). Trata-se do segundo tipo de cancer
hematolégico mais comum em nivel mundial, corredpodo a 10% de todas as neoplasias
hematoldgicas (RAJKUMAR, 2011; HUNGRIAt al., 2013), além de representar 1% de
todos os diagnodsticos de cancer e 2% de todos ibgs Gbcasionados por esta doenca
(BARBER, 2006; PASZEKOVAet al., 2014). Entre as neoplasias hematolégicas o MM é
doenga com o pior prognostico e com as menores tixaobrevida, que € de 5 anos em 15 a
20% dos casos (PARKIH al., 2005; ALTIERIet al., 2006).

Os centros internacionais de registro de canceré@ortado um aumento nas taxas de
incidéncia e na mortalidade provocada pelo MM n@asas décadas, embora ainda néo esteja
claro se isso se deve as novas praticas de diz@nosta um aumento real de novos casos da
doenca (ALTIERIet al., 2006). Embora no Brasil, ainda ndo exista unheoimento exato e
oficial sobre a incidéncia do MM, ja que a doenga Be encontra registrada nas estimativas
anuais do Instituto Nacional de Cancer (INSTITUTAQIONAL DE CANCER, 2014),
alguns estudos como o de Hunggial. (2008) indicam que a idade média ao diagndstico é
de 60,5 anos, com a maior parte dos casos sengonodiecados quando a doenca ja se
encontra em estagio avangado.

Embora o MM seja uma doenca incuravel, o seartranto adequado pode aliviar os
sintomas e prolongar a sobrevida dos pacientes\(ENSONet al., 2014). O diagndstico da
doenca depende da identificagdo de células plasamsathonoclonais anormais na medula
0ssea, proteina M no soro ou na urina, evidénciegiies nos 6rgaos e um quadro clinico
compativel com MM (KYLE e RAJKUMAR, 2009). Segundearia e Silva (2007), a
confirmacdo da presenca da proteina M é essenad diferenciar as gamopatias
monoclonais das gamopatias policlonais, uma vezagu&imeiras sdo entidades neoplasicas
ou potencialmente neoplasicas enquanto as Ultiemdtam de processos inflamatérios ou
infecciosos. Assim, a utilizacéo de técnicas diitgs e precisas no diagnostico do MM é um
aspecto fundamental no sentido de contribuir agndistico diferencial de gamopatias

monoclonais, de auxiliar na obtencao de informagdbse fatores prognosticos, o que facilita
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0 processo de decisdo terapéutica, e também dectrrindicadores adequados para
monitorar a eficacia do tratamento (SAN MIGUELal., 2006). O diagnéstico do MM e a
deteccdo precoce das suas recidivas sao essqmmiaig reducdo da sua morbidade e para
melhorar a qualidade de vida dos pacientes (BIANEBHOBRIAL, 2012).

Atualmente, a eletroforese (EF) de proteinas @&®¢ou urinarias permanece como a
técnica padrao para o diagndéstico e o tratamenpadentes com MMSAN MIGUEL et al.,
2013). Embora a EF em gel de agarose possa sade@ua como um método laboratorial
relativamente simples para a deteccdo de protdinas técnica considerada como "padréo
ouro" para a confirmacdo da presenca destas pasteitambém para distinguir as cadeias
leves e pesadas no MM é a imunofixacdo (IF) (THHHRNATIONAL MYELOMA
WORKING GROUP, 2003). A combinacao entre as téendm®EF e IF aumenta em até 97%
a sensibilidade na deteccdo de proteinas M nogmasi com MM (RAJKUMAR, 2009;
KYLE e RAJKUMAR, 2009).

A comparacgdo entre as técnicas de EF e IF tennfaih em alguns estudos, com a IF
mostrando maior eficacia na deteccdo de imunoglumilmonoclonais na maioria das
situacdes, especialmente naquelas em que as inobodighs monoclonais encontram-se em
baixas concentracées ( g L) (VRETEHEM et al., 1993). No trabalho de Keren (1990) a
imunoglobulina monoclonal IgM n&o foi detectadaapEF mas apenas pela IF, o que foi
atribuido ao fato de que as moléculas de IgM possyrande volume e, por isso, difundem
lentamente no gel de agarose utilizado na EF. AaifRbém apresentou resultados mais
consistentes do que a EF na deteccdo de imunoglabubG, IgA e IgM, em amostras de
soro tanto com alta como baixa concentracdo dasidas imunoglobulinas (MARSHALL,
1980).

Considerando que apos o tratamento dos pacieatks haver remissdo completa do
MM, mas nao a sua cura (LUDWIG e SONNEVELD, 201ZESENSONet al., 2014), é
importante o acompanhamento destes pacientes riadosese poder detectar o mais
precocemente possivel as recidivas da doenca. QurReidhertet al. (1982) utilizaram a EF
em um paciente que realizou quimioterapia, os ta$o$ indicaram, erroneamente, que o
mesmo estava livre do MM, uma vez que quando asstaaso foram analisados
retrospectivamente, através da IF, o resultad@dsitivo para a gamopatia I@AApesar
desses indicativos da superioridade da técnicaFdaobre a EF ainda ha caréncia de
resultados comparando as duas técnicas na detpm@me de recividas em pacientes com
MM que foram submetidos a diferentes processogpéatecos. O principal objetivo do

presente trabalho foi a comparacdo entre as té&cudiedF e EF quanto a sua eficacia em
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detectar precocementas recidivas do MM através da analise retrospectiva

imunoglobulinas monoclon:.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Pacientes

O presente trabalho possui uma abordagem espegé#fieaavaliar a deteccéo precoce
de imunoglobulinas monoclonaisou cadeias leves livres monoclonais em pacientas
recidiva do mieloma multiplo (MM). Assim, os padies estudzos foram retrospectivamer
avaliados com a finalidade de detectar as imunogjlftds monoclonais presentes |
recidivas da doenca.

A populacdo estudada consistiu de 124 pacientesdeagnostico de MM que fazia
acompanhamento no ambulatério de Henogia do Hospital Universitario de Santa Me
(HUSM), RS, Brasil, entre janeiro de 2012 e julleo2®14. Apds a adocgao dos critérios-
estabelecidos para inclusdo no trabi foram selecionados 52 pacientes, nos quait
retrosgctivamente monitorada sua evolucdo clinicaA evolucdo dos 52 pacient
acompanhados no periodo do estudo € mostrada una fig Todos o0s pacientes havic
realizado exames laboratoriais de rotina antesadi&a consulta e recebiam o tratame

padronizado pelo HUSM.

B Recidivados
mObitos
@ Doenca ative

26 (50%)

Figura 1 —Evolucédo dos pacientes com MM acompanhados emtegrgade 2012 a julho
2014.

Para a inclusdo dos pacientes no estudo foram dadot@s seguintes critérios:

pacientes com diagnostico confirmado de MM. Foraociuédos do estudo os pacientes ¢
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a) perderam o acompanhamento clinico e/ou os dimpsontuario estavam incompletos; b)
compareceram com a doencga em recidiva e em estadgaalo ¢) compareceram no local em
que foi realizada a pesquisa (HUSM) para o tratémnguaimioterapico e apos realizaram
acompanhamento clinico laboratorial na cidade dgior.

Todas as informacdes retrospectivas referentepamentes estavam disponiveis em
seus prontuarios e os dados foram obtidos e ietagws ao longo de sua evolugéo clinica.
Foram, assim, analisados os seguintes paramejragade, sexo, raca e fator de risco; b)
periodo da realizac&o do tratamento quimioterapico transplante medular.

Como o estudo dos pacientes foi feito de formaospectiva, os resultados das
analises séricas (EF sérica e dosagens laborajoftsam interpretados em cada consulta
clinica, sendo elaboradas planilhas para cada rmaciem estudo para um melhor
monitoramento, principalmente naqueles que apragam-se em remissdo completa da
doenca e que poderiam recidivar. Assim o materabl8gico de cada paciente foi
armazenado em aliquota a uma temperatura - 701&,pusterior realizacdo da técnica de
IFS.

Todos os pacientes assinaram o termo de consembirgganto a sua participacado no
estudo. O comité de ética da Universidade Federé&ahta Maria aprovou o projeto sob o
namero CAAE 21135313.8.0000.5346.

2.2 Analises laboratoriais
2.2.1 Amostras (pré-analise)

As amostras de sangue foram coletadas no Labarat®Hemato-Oncologia e/ou no
Laboratério de Analises Clinicas (LAC) do HUSM. &ar coleta de sangue foi utilizada a
técnica padrdo de puncdo venosa, com o materidbseansferido para tubos Vacutaifier
BD Diagnostics, USA. Tubos sem anticoagulante foratilizados para as analises
sorologicas, enquanto tubos com 7,2 mg de dipoi@assinticoagulante EDTA serviram a
analise de hemograma. Para obtencdo do soro ldada a centrifugacdo das amostras a
4000 r.p.m. durante 10 min. O soro dos pacientesdnservado, sendo armazenado em
aliquotas (tubos eppendorf) em freezer a uma teanhpar de - 70°C, até 0 momento da

realizacdo das analises.
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2.2.2 Eletroforese Sérica (EFS)

A técnica de EFS foi realizada em cuba eletroica8ELM, contendo 80 mL de
tampao CELM - pH 9,5. O soro foi aplicado no filde agarose (CELM Gel), conforme
técnica recomendada pelo fabricante. A leitura fdagdes proteicas foi feita através do
Programa SDS (Software para Densitometria por Szann

2.2.3 Imunofixacao sérica (IFS)

As analises de IFS foram realizadas no aparelhba®e HYDRASYS® com
Hydragel IF 2/4 Sebia, de acordo com as instrugiedabricante. Tais analises foram
realizadas no Laboratorio de Bioquimica do Hospgl&alClinicas de Porto Alegre-RS-Brasil,
seguindo-se as normas recomendadas para consergagaosporte das amostras até o
laboratério.

As proteinas do soro foram separadas em um taatgélno (pH 9,1) durante 9 min a
20 W (42 VH). Os tipos de anti-soros contra asselagle Ig especificas (IgG, IgA e IgM) e
cadeias levesk(e ) foram aplicados e a identificacdo foi feita apdscoloragdo dos
complexos antigenos/anticorpos, 0s quais formawamoprecipitados. Todos 0s reagentes
estdo incluidos no kit de IF/Sebia.

A leitura dos géis foi realizada de acordo conresgnca ou auséncia de banda(s)
monoclonal e/ou biclonal de cadeias pesadas (Ig&.el IgM) associadas as suas cadeias
leves x e A (imunoglobulinas completas) ou somente de cadewes livres € e/ou ).
Consideraram-se dois padrdes, sendo um normaln@easéde componente monoclonal e

outro anormal (presenca de componente monocloicinkl ou oligoclonal).

2.2.4 Dosagens soroldgicas

As dosagens soroldgicas foram realizadas no setdioquimica do LAC/ HUSM,
utilizando-se os analisadores da Siemens DimerBamd Plu®. Foi utilizado o método
imuno-turbidimético para andlise das imunoglobdirflyG, IgA, IgM). Para dosagens da
creatinina e albumina utilizou-se o método colotilné e para a analise de desidrogenase

lactica (DHL) foi empregado o método ultra-violéta/).
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O hemograma foi realizado no setor de Hematoladpa HUSM, através do
equipamento Sysmex XE 21®0enquanto que para a dosagem séricg2demicroglobulina
as amostras foram analisadas pelo método de quimiaéscéncia.

Todas as técnicas utilizadas foram devidamenteopedas, através do controle de

gualidade interno e externo (PNCQ-Programa Nacida&ontrole de Qualidade).

2.3 Analise estatistica

A analise dos dados foi feita através de estzistescritiva (média e desvio padréo)

para algumas das variaveis em estudo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise dos prontuarios dos 52 pacientes cogndgtico confirmado de mieloma
multiplo (MM) indicou que a idade dos mesmos vameu28 a 83 anos, com uma meédia de
59 anos (x13,5) (Tabela 1). Essa idade média ddfaggiela encontrada por volta de 1973,
onde a maioria dos casos ocorriam em pacientegixe dtaria de 70 a 80 anos (FASSAS e
TRICOT, 2001). A maior precocidade no aparecimes@io doenca atualmente pode ser
atribuida ao avanco nas técnicas de analise, peueite diagnostica-la mais precocemente.
Além disso, 0 aumento da estimativa de vida e arbgéneidade da populacdo no que se
refere, principalmente, a exposicdo aos fatoresish® e ao seu perfil sécio-econdmico
também podem explicar tais diferencas. Nos tralkalealizados no Brasil por Casaretto
(2005), Faria e Silva (2007), Klaesal. (2009), Paula e Silvet al. (2009) e Keren (2010) a
idade média para deteccdo do MM nos pacienteswaéddaixa de 62 a 66 anos.

Quanto ao fator raca, se observa na tabela 1 ouseehpredominancia de pacientes
brancos (56%), seguido de pardos (23%) e negrd$)(2lque contrasta com os resultados
encontrados por Kylet al. (2002) e Klaust al. (2009), onde houve maior incidéncia da
doenca em negro&m um estudo multicéntrico realizado no Brasil piyNGRIA et al.
(2006) também houve prevaléncia da doenca (80,5%)rancos ou mulatos. Essa relagdo do
MM com a raca da populacéo € dificil de ser estaldh com precisdo, uma vez que a etnia
da populacéo varia entre as diferentes regidesrdsilBNo presente trabalho, por exemplo,
predominam pessoas de origem alema e italianae ggde justificar a maior ocorréncia da

doencga em brancos.
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Com relacdo ao sexo dos pacientes, houve um preiodo masculino (55,8%), o
gue esta de acordo com os resultados de Kdaals (2009) e Casaretto (2005), porém difere
daqueles publicados por Paula e Séval. (2009) e Hungriat al. (2006), onde a maioria
dos pacientes (52,5 e 52,0%, respectivamente) doagexo feminino. Essa divergéncia nos
resultados pode estar relacionada ao tamanho dstran®dou as caracteristicas proprias da
populacao de cada estudo.

O tipo de imunoglobulina monoclonal e as cadeta®d livres (CLL) (proteina de
Bence Jones) séo utilizados para caracterizaioadgpMM. Os resultados obtidos com os 52
pacientes que fizeram parte do presente estudocanash uma predominancia da
imunoglobulina IgG (48%). Nao foi detectada a pnesede IgD, IgE e MM nao secretor. No
trabalho de Paula e Silva al. (2009) também houve maior ocorréncia do compenent
monoclonal 1gG (57,8%), seguido por CLL (22,9%)0& 1(16,9%), com IgD/IgE e né&o
secretor ocorrendo nas mesmas proporgoes (1,2%gs Essultados confirmam a informacao
da literatura de que o mieloma mais comum € o Ig@eesao raros 0s casos de mieloma IgD
e IgE e néo secretores (FARIA e SILVA, 2007; BOUATAt al., 2013).

Diversos estudos tém relatado a existéncia deefatte risco, 0s quais propiciam o
surgimento do MM. A exposicdo a altas doses deac@es ionizantes, a exposicao
ocupacional nas industrias agricolas e petroquimagaresenca de benzeno e outros solventes
organicos, além da exposicéo a inseticidas e heasgdo exemplos de fatores que podem
induzir desordens celulares plasmocitarias e, cpmsgemente, o MM (KLAUSt al., 2009;
FARIA e SILVA, 2007). Também fatores ligados aaledsde vida, como a condi¢do socio-
econdmica, o tabagismo e o alcool, além da estgéalantigénica repetida ou crbénica do
sistema imunitario podem predispor o aparecimeotdM®! (MORGAN et al., 2002). Na
populacdo que constituiu o0 presente estudo os efatonais prevalentes em ordem
decrescentes foram a exposicdo a agentes toxEadiesacdes genéticas, o tabagismo e o

etilismo (Tabela 1).
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Tabela 1 - Caracteristicas e informacdes geraisS@opacientes portadores de mieloma
multiplo (MM) avaliados no presente trabalho

Caracteristicas Informacdes gerais
Sexo 29 (55,8%) masculino e 23 (44,2%) feminino
Raca 29 (56%) brancos, 11 (21%) negros e 12)pa%los

Idade média de 59 anos +13,5 anos, com 15 (28,8%)ixa de 28
Idade a 48 anos, 23 (44,2%) de 49 a 69 anos e 14 (2&6ivbp de 70
anos
Componente

24 (48%) IgG, 15 (29%) IgA, 12 (23%) CLL e 1 (29%M
monoclonal

Fatores de risco 17 (33%) exposicdo a agentes toxicd® (19%) genétic8s9
(17%) tabagista/etilista 16 (31%) sem fator de risco

a) RadiacOes e agentes toxicos de atividades esnaidvagrotoxicos, pintura, olaria e solda;
b) Parentes de 1° grau com doengas hematolégmaseioimunes;

c¢) Uso de élcool e/ou tabaco durante longo periodo.

Dos 52 pacientes que foram monitorados neste b@pabve recidivaram durante o
periodo de estudo, sendo possivel observar a émhg doenca antes e apds a sua recaida,
conforme os critérios de inclusdo previamente e$galilos. Estes pacientes foram
acompanhados minuciosamente, através de resultdmos junto aos seus prontudrios,
dando-se atencéo especial para as informacdewaslab estado fisico, a sintomatologia, a
terapéutica utilizada e as analises laboratoriais nelevantes nas recidivas do MM.

Lahuertaet al. (2000) e Hungriat al. (2013) constataram que, apos a remissao do
MM, conseguida através de tratamentos quimiotep&piatensivos e/ ou do transplante
autdlogo de células-tronco, as imunoglobulinas mlumais e ou cadeias leves livres podem
regredir até atingir niveis normais. Como ainda hdccura para a doenca, ela recidivara,
sendo que o0 espaco de tempo para que isso ocarderender dos tipos e subtipos de

mieloma, da imunidade do paciente e da terapéutiiaada anteriormente a recidiva. Na
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maioria dos casos, as recidivas em pacientes comsklvhanifestam de forma agressiva
(LUDWIG e SONNEVELD, 2012), sendo de suma imporidra sua detecgcédo precoce, por
meio de métodos eficazes. O método da imunofixd€da considerado como "padrao ouro”
(BENDER €t al., 2013; HUNGRIAEet al., 2013), com grande sensibilidade e especificidade
para detectar o reaparecimento de uma proteinaaloorab e distinguir as cadeias pesadas e
o tipo de cadeias leves presentes no soro e usspatientes com MM.

No presente trabalho, a comparacdo entre as &bicrda imunofixacdo e da
eletroforese quanto a sua eficacia na detecca®adivas em pacientes que estavam em
remissdo da doenca € ilustrada através das figuaas em que os pacientes foram separados
de acordo com as classes de imunoglobulinas.

Na figura 2, em que séo apresentados os resultedoimco pacientes recidivados (1,
2, 3,4 e 7) e com o mesmo tipo monoclonal/biclaleatadeia pesada (IgA), se observa que
na primeira analise sérica feita em todos os ptsema EF ndo foi sensivel na deteccdo do
componente monoclonal, embora os pacientes apassent sintomas clinicos sugestivos de
recidiva como, por exemplo, 0 aumento na intensididdor 6ssea, astenia e mal estar geral.
Quando, nas mesmas amostras destes pacientesgers tpsultados da EF eram negativos,
aplicou-se a IF, estdetectou a presenca do componente monoclonal re@rfdo a suspeita
da recidiva do MM.
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Figura 2 — Deteccdo precoce de MM do tipo IgA emigrdes monitorados através da
imunofixacao sérica e eletroforese sérica. IFSnofinacao sérica; EFS: eletroforese sérica,
CM+ e CM-: presenca e auséncia de componente naralckespectivamente; ELP: corrida

eletroforética sérica pela técnica de IFS; G, AkMg L(A): tipos de anti-soros.
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A maior sensibilidade da IFS, em relacdo a EFSjetaccdo das recidivas do MM,
observada nos quatro pacientes com padrbes IgAgérmanocorreu com adois pacientes (5 e
9), com o tipo de proteina IgG (Figura 3) e condais pacientes (6 e 8), que apresentaram o
tipo CLL (Figura 4),indicando que, independentemente do tipo de pmtgimonoclonal, o

uso da IFS pode antecipar a deteccao das reciéiwmaspmparagcao ao uso da EFS.

Paciente 5 — IgG associado a cadeia(monoclonal)
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Paciente 9 — IgG associado a cadesa(monoclonal)
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Figura 3 — Deteccdo precoce de MM do tipo IgG ermigmées monitorados através da
imunofixacdo sérica e eletroforese sérica. IFSnmfinacdo sérica; EFS: eletroforese sérica;
CM+ e CM-: presenca e auséncia de componente nwralckespectivamente; ELP: corrida
eletroforética sérica pela técnica de IFS; G, AkMeL()): tipos de anti-soros.



57

Paciente 6 — CLLA (monoclonal)
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Paciente 8 — CLLkeXx (monoclonal)
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Figura 4 — Deteccdo precoce de MM do tipo CLL erigrdes monitorados através da
imunofixacdo sérica e eletroforese sérica. IFSnofinacao sérica; EFS: eletroforese sérica,
CM+ e CM-: presenca e auséncia de componente naralckespectivamente; ELP: corrida

eletroforética sérica pela técnica de IFS; G, AkMg L(A): tipos de anti-soros.

A comparagao dos resultados obtidos com a IFS &% mOs nove pacientes do
presente estudo indica que, independente da al@sseunoglobulina presente, as recidivas
do MM foram detectadas mais precocemente com adF§ue com a EFS. A deteccao tardia
das recidivas, através da EFS, ocorreu quando drau@inico dos pacientes ja havia se
agravado, reduzindo assim as possibilidades dedadde estratégias terapéuticas que
permitissem aumentar o seu tempo de sobrevida.

A partir dos resultados apresentados nas figuiag 2foi elaborada a tabela 2, onde
consta a data de deteccdo das recidivas atravésdlise sérica pela IF e pela EF, o que
permite comparar quantitativamente as duas técagigasto a sua sensibilidade na deteccéo
precoce das recidivas. Nos nove pacientes recioéyaa precocidade média na deteccdo do
padrdo monoclonal pela IFS superou a eletroforéseasEFS em 6,6 £ 4,8 meses, variando
de apenas 2,0 meses no pior dos casos (pacieaté@BPp meses na situacdo mais favoravel

(paciente 9).



Tabela 2 — Variacao temporal na deteccédo da recitivMM de acordo com as técnicas de

imunofixacdo sérica (IFS) e eletroforese sériceS)EF
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Deteccéo da

Deteccgéo da

Antecipacéo na

Pacientes recidiva recidiva deteccao da
(n=9) pela IFS pela EFS recidiva pela IFS

(data) (data) (meses)

1 10/03/2013 22/10/2013 7,4

2 08/01/2014 09/07/2014 6,0

3 13/03/2014 02/07/2014 3,6

4 12/07/2012 02/01/2013 57

5 03/09/2012 10/01//2013 4,2

6 23/12/2013 30/06/2014 6,2

7 13/12/2012 14/06/2013 6,0

8 01/06/2014 31/07/2014 2,0

9 10/04/2012 27/10/2013 18,6

Essa maior sensibilidade da IFS, em relacdo a E&Seteccdo de imunoglobulinas
monoclonais, observada no presente trabalho, cmmfins resultados de diversos estudos
realizados, principalmente, nas décadas de 80 (MB&RSHALL, 1980; REICHERTet al.,
1982; POTDEVINet al., 1983; KAHN e BINA, 1988; KEREN, 1990; VRETHEM al.,
1993). Estudando um grupo de 101 pacientes podadde gamopatias monoclonais,
Potdevinet al. (1983) constataram que as mesmas foram corretanteEmtificadas pela IF
em 97 dos pacientes, contra apenas 50 dos casvgjaga EF foi empregada. Para Vrethem
et al. (1993) a baixa sensibilidade da EF se deve @pauwdade dessa técnica em detectar
imunoglobulinas monoclonais em baixas concentragdésy- L) quando estas se encontram
ocultas ou préximas a outras bandas proteicas. alfrafido especificamente com a
imunoglobulina monoclonal IgM, Keren (1990) idertiu a sua presenca pela IF em uma
concentracdo t&o alta quanto 20 Y kem que a referida IgM tenha sido detectadafela
Para o autor, a negativacao ocorrida através dmeeve ao fato de que as moléculas de IgM
possuem grande volume e, por isso, se difunderantrite no gel de agarose utilizado na
EF. Um aspecto a destacar nestes trabalhos € gmessos ndo foram conduzidos com o
objetivo especifico de comparar as duas técnicasmtqua sua capacidade em detectar

precocemente as recidivas em pacientes com MMpuooeffoi feito no presente estudo.
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Ao compararem as técnicas de IF e EF em um cabtiMlem que o paciente realizou
quimioterapia, Reichertet al. (1982) constataram que 0 mesmo foi considerado,
erroneamente, livre da gamopatia pela técnica deuBB vez que, ao analisarem as mesmas
amostras retrospectivamente, através da IF, coefaogalizado para os nove pacientes do
presente estudo (Figuras 2 a 4), os autores rel@iaencontrado resultados positivos para
gamopatia monoclonal IgA Também Marshall (1980) comparou as técnicas de BEFna
identificacdo de imunoglobulinas monoclonais IgGAle IgM em trés amostras de soro com
altas concentracbes e em trés amostras com baigaserdtracbes das referidas
imunoglobulinas e constatou que a IF foi capazidatificar as imunoglobulinas em todas as
amostras, enquanto que a EF forneceu resultadofyamsbnas trés amostras com baixa
concentracdo e também em uma das amostras corooaltantracdo. Isso foi atribuido a
maior capacidade da IF em determinar a reacdo dbsogpos com a imunoglobulina
monoclonal

Esse conjunto de resultados da literatura, somaa®slo presente estudo, comprovam
que a EFS, quando utilizada isoladamente, ndo € teoraca adequada para a deteccao
precoce de recidivas do MM, devendo ser executi@ie em conjunto com outras técnicas
mais sensiveis como a IFS e a dosagem de CLL, eutires. Dessa forma, pode-se monitorar
0S pacientes com maior seguranca, tanto na doemga @mo na fase de remisséo,
detectando precocemente suas recidivas e iniciamidamente o tratamento.

Além da determinacdo das imunoglobulinas monodor@m suas respectivas CL
associadas, e das CLL (Figuras 2, 3 e 4), tambéamf@nalisadas as proteinas seérigas
microglobulina e albumina, que séo importantes rmmitaramento das recidivas do MM.
Segundo Casaretto (2005) a dosagerp2deicroglobulina € um dos mais importantes fatores
progndsticos, pois reflete a massa tumoral e adfumenal de cada paciente acometido pela
doenca. Com base na dosagemp@8amicroglobulina e da albumina, Greigpal. (2005)
propuseram uma classificacéo internacional de iestexhto do MM, em que 0s pacientes s&o
separados nos estadios |, 1l e lll, cuja sobremiddia correspondente é de 62, 44 e 29 meses,
respectivamente.

Através da andlise destas duas proteinas séocagssivel comparar o estadiamento
dos 9 pacientes estudados, no momento em quediveedo MM foi detectada pela IFS e
pela EFS (Tabela 3). Observa-se que 2/9 dos pasi¢pacientes 2 e 7) estariam em estadios
iniciais de recidivas quando a proteina monocldmadletecctada pela técnica de IFS (estadio
[) e ja estariam no estadio Il quando a deteccaoree atraves da EFS. Comportamento

semelhante foi observado nos pacientes 4 e 6, emaqurecidivas poderiam ter sido
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detectadas mais precocemente (estadio IlI) peladi-Que pela EFS (estadio lll). Essa
deteccdo das recidivas em estadios menos avangaddsdM, através da IFS, ilustra a
vantagem dessa técnica, em relacdo a EFS, no asbarpanto de pacientes portadores da
doenca, ja que ela possibilita antecipar a indcagiesquemas terapéuticos e/ou transplantes
autdlogos de células tronco. Assim, essa antempagatratamento poderia resultar num
progndéstico mais favoravel, ja que os pacienteariagt em melhor forma fisica e clinica
(menor intensidade de dores ésseas, imunidade Bumormal e auséncia de anemia),
aumentando as chances de remissao da doenca guaEmsenente um aumento da sobrevida

e da qualidade de vida dos pacientes.

Tabela 3 — Niveis dg2 microglobulina sérica, albumina sérica e variagie estadiamento

do MM em pacientes apresentando recidiva detegialdaFS e EFS

Deteccgao da recidiva pela Deteccgéao da recidiva pela
Pacientes imunofixacéo (IFS) eletroforese (EFS)

(n=9) p2m Alb Est. p2m Alb Est.
(mg/L) (g/dL) ISS (mg/L) (g/dL) ISS

1 2,4 3,6 I 2,3 4,5 I

2 3,2 3,7 I 4,2 3,7 Il

3 15 4.8 I 15 4,0 |
4 4,1 3,2 I 6,9 3,3 "

5 1,9 3,7 I 2,1 3,6 I
6 4,3 3,6 Il 8,3 3,6 1
7 2,0 4,1 I 3,3 3,2 Il

8 2,0 4,0 I 1,7 4,0 |

9 2,2 3,6 I 2,2 4,1 I

B2m: B2 microglobulina sérica; Alb: Albumina sérica;

Valores de Referéncigg2m (0,6-2,1 mg/L)/Alb (3,4-5,0 g/dL}

Est. ISS: Estadiamento de acordo com o Interndti®taging System.
Estadio I: B2m < 3,5 mg/L; Alb> 3,5 g/dL

Estadio 1l: Nem estadio | nem Ill. Existem 2 categorias paestadio Il
B2m < 3,5 mg/L, mas Alb < 3,5 g/dL ou

B2m de 3,5 a < 5,5 mg/L independente do nivel de Al

Estadio Ill: f2m > 5,5 mg/L
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Uma das limitacdes analiticas do presente eswidodb ser possivel comparar a IF
com a EF na deteccdo de imunoglobulinas monocldnadeias pesadas e/ou cadeias leves
livres) em amostras de urina dos nove pacientesestodo. ISso ocorreu em razao da
dificuldade em coletar urina de 24 horas nos péeserecidivados ja que eles se encontravam
debilitados e habitando em outras localidades. 8\gpar essa deficiéncia seria importante a
realizacdo da dosagem sérica de cadeias levesdgses fim de obter a relacdo entre ambas.
Através dessas andlises seria possivel aumentansibiidade na deteccdo do estado de
remissao desses pacientes, bem como das suasascidi

Alguns parametros laboratoriais que auxiliam naiteoamento dos nove pacientes
em estudo foram avaliados (Tabela 4). A realizagdohemograma, além de analises
sorologicas, como a quantificacdo das imunoglobsliintegras (IgG, IgA e IgM), a
desidrogenase lactica e a creatinina, sao impeddrtramentas, pois caracterizam o estado
clinico do paciente, assim como a sua funcéo renal.

A anemia normocitica normocrémica (ANN) e a pnesede heméaceas, com grande
diversidade de tamanhos (indice de Anisocitosedgitéria - RDW - em niveis elevados),
sdo comuns em pacientes com MM. Quanto a morfoldgisangue periférico, ela pode
evidenciar achados especificos como a formacadette eouleaux e plasmacitos circulantes
(KYLE e RAJKUMAR 2009; HUNGRIAet al.,, 2013). Todos estes parametros vao se
agravando a medida que a doenca evolui, principdaéneas recidivas, onde além dos fatores
inerentes a doenca, os medicamentos quimioterafaodsem contribuem para agravar ainda
mais 0 quadro hematolégico dos pacientes, sendesséta, na maioria das vezes, a
transfusdo de concentrados de hemaceas e o usitrajgoetina para controle da anemia e da
insuficiéncia renal (VON SUCRé& al., 2009).

O agravamento da anemia dos pacientes estudadesspo confirmada através dos
resultados mostrados na tabela 4, onde se obseeyam 66,6 % deles (pacientes 1, 2, 4,6, 7
e 8), isso ja havia ocorrido mesmo quando a reziftiv detectada precocemente pela IFS.
Esse resultado pode ser explicado pelo fato detajaepacientes apresentavam o MM ha
varios anos (média 6 anos) e, portanto, ja estadanilitados, tanto pela propria doenca,
quanto pelo uso frequente de terapias e/ou quirajgitss em recidivas anteriores. Dos nove
pacientes que recidivaram no periodo do estudmaapdois deles (3 e 5) mantiveram o
guadro hematoldgico normal (Tabela 4), independesiée do fato da IFS ter detectado a
recidiva do MM antes do que a EFS (em média, ¥8es). E provavel que isso tenha
ocorrido em funcado de ser a primeira recidiva €,$8D, 0S pacientes ainda ndo apresentavam

sinais de anemia. J4 o paciente 9 evoluiu parauadrg anémico grave devido a recidiva ter
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sido detectada apenas tardiamente pela EFS (18sg@smapos a IFS). Isso reforca a
importancia do uso de técnicas mais sensiveis d@dtFS para o acompanhamento de rotina
na evolucdo dos pacientes do MM, permitindo quecdiva ndo seja detectada apenas
quando eles ja se encontrem em estado hematolggive, o que dificulta o seu tratamento
guimioterapico e/ou transplante medular pds-reaidiv

Embora a quantificagcdo das imunoglobulinas momaato completas (IgG, IgA e
IgM) auxiliem no monitoramento dos pacientes com Mil& deve ser utilizada em conjunto
com meétodos de alta sensibilidade (HUNGRtAal. 2013). Como se observa na tabela 4, os
pacientes 1, 2, 3, 4 e 7 apresentaram valores iomelios de IgA de 345,8 mg/dL (128,9 a
775,0 mg/dL) quando a recidiva foi detectada precwmmnte pela IFS e valores médios
aumentados em 3,6 vezes (787,3 a 2.240,0 mg/dLhdqua recidiva foi detectada
tardiamente pela EFS. Nos dois pacientes recidsjamon componente monoclonal IgG (5 e
9), embora os valores dessa imunoglobulina estefamiveis normais, nota-se que houve um
aumento médio de 989,6 mg/dL na IFS para 1497,3 @) na EFS, mostrando novamente
a vantagem do uso da IFS, em relacdo a EFS, nacéeterecoce desse componente
monoclonal na recidiva do MM.

A creatinina sérica reflete a funcdo renal e, [B®0, 0S pacientes 2 e 6 ja
apresentavam um valor aumentado (2,0 e 1,4 mgkHpectivamente) mesmo quando a
recidiva foi detectada pela IFS. Isso ocorreu pato dos referidos pacientes apresentarem
MM do tipo CLL, o que provoca lesdes nos tubulazare Como a recidiva foi detectada
mais tardiamente pela EFS, o valor da creatinimaeatou de 2,0 para 2,6 mg/dL no paciente

2 e de 1,4 para 2,1 no paciente 6, indicando uavamento da funcéo renal.
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Tabela 4 — Parametros laboratoriais dos paciemt@sicio da deteccéo da recidiva pela imunofixaggica (IFS) e eletroforese sérica (EFS)

IFS EFS
) Parametros laboratoriais na deteccéo da recidiva Parametros laboratoriais na deteccéo da recidiva
Pacientes
(n=9)
H IgG IgA IgM DHL CRE H IgG IgA IgM DHL CRE
9 (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (UI/) (mg/dL) 9 (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)  (UI/) (mg/dL)

1 ANN 612,5 128,9 140,5 218 0,6 ANN 691,4 1538,9 58,5 218 0,9
2 ANN 785,8 158,2 17 122 2,0 ANN 637,3 787,3 15,8 151 2,6
3 N 1242 508,6 62 - 1,0 N 1183,3 804,2 49,8 - 11
4 ANN 1591 775,0 70,4 89 1,0 ANN 1982,4 867,7 54,0 102 1,6
5 N 1030,6 156,8 55,6 231 0,8 N 1440,2 103,9 63,3 176 0,9
6 ANN 1549 119,5 35,8 230 1,4 ANN 1964,0 160,0 27,2 254 2.1
7 ANN 717,7 158,5 18,1 167 0,7 ANN 582,7 2240,0 11,1 98 0,7
8 ANN 1530 153,3 41,8 160 0,7 ANN 1605,4 190,5 44,8 155 0,9
9 N 948,6 33,8 16,6 254 0,6 ANN 15549 76,8 29,7 200 0,7

Hg: Hemograma; N: Normal; ANN: Anemia Normociticamhocrémica; IgG, IgA, IgM: Imunoglobulina cadeiagada G, Ae M
respectivamente, DHL: Desidrogenase lactica; CREathina.

Valores de ReferéncidgG(mg/dL): 681 a 1648gA (mg/dL): 87 a 474igM (mg/dL): 48 a 312;DHL (81-234Ul/1); CRE (Masc.0,8-1,3
Fem. 0,6-1,0 mg/dL).
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Além de detectar mais precocemente as recidivabdo em relacdo a EF, a IF
também permite avaliar, de modo geral, a evolugédahalidade tanto das imunoglobulinas
integras como das CLL. Na tabela 5 se observacpue excecdo dos pacientes 5, 7 e 9, nos
demais houve mudanca no tipo de componente moradaioimante a evolucio da doenca. E
provavel que essa heterogeneidade clonal, tambéstatada por Magrangeetsal. (2013),
Ahn et al. (2014) e Brioliet al. (2014), se deva ao uso prolongado de drogas gigirapicas
e de manutencéo apoés as recidivas ocorridas. Hsdanga de clonalidade do MM implica na

resisténcia celular intrinseca as terapias postsriexigindo novas abordagens terapéuticas.

Tabela 5 — Classificacdo das imunoglobulinas mamaaes no diagndéstico inicial do MM e
apos deteccdo das recidivas pela IFS

Tempo de .
Pacientes progressdo N° de Tipo de CM na-gllfi?ngerecéli\(/ljiva
(n=9) do MM recidivas no diagnéstico inicial
(anos)

1 12 3 IgA/x (monoclonal) IgA/x (biclonal)
IgA/x (monoclonal) e

2 10 2 CLL k e (monoclonal) CLL « ( monoclonal)
IgA/x (monoclonal) e

3 5 1 IgA/k (monoclonal) CLL « ( monoclonal)
IgA/) (monoclonal) e

4 4 1 IgA/)L (monoclonal) CLL 2 ( monoclonal)

5 2 2 IgG/x (monoclonal) lgG/x (monoclonal)

6 2 1 IgG/h (monoclonal)  CLL A (monoclonal)

7 8 2 IgA/x (monoclonal) IgA/x (monoclonal)

8 4 1 IgG/x (monoclonal) CLL x el

(monoclonal)
9 3 1 IgG/x (monoclonal) IgG¢ (monoclonal)

Abreviacdes:

CM: componente monoclonal; CLL: cadeias leves §iyre
IgA/x: imunoglobulina IgA associada a cadeia leye
IgA/X: imunoglobulina IgA associada a cadeia leye
IgG/x: imunoglobulina IgG associada a cadeia keve
IgG/L: imunoglobulina IgG associada a cadeia leve
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Apesar dos resultados obtidos com 0s nove pasienticarem a superioridade da

IFS, em relacéo a EFS, quanto a detec¢do precsaeddivas de MM, é importante destacar
que essa técnica exige alguns cuidados na suagéxe®ltambém na interpretacdo dos
resultados, conforme sugerem Ghrairial. (2009). Em determinadas situacdes clinicas o
diagnostico seguro de imunoglobulina monoclonalessita da combinagdo cuidadosa de
diversas técnicas como eletroforese e imunofixagiém da dosagem ponderal das
imunoglobulinas, para estimar a hipogamaglobuliaemiesidual (LAPALUS e
CHEVAILLER, 2000).

CONCLUSOES

A comparacdao realizada no presente estudo entécraicas de imunofixacdo (IF) e
eletroforese (EF) séricas, através da analisespntiva de pacientes com mieloma multiplo
(MM) recidivados, mostrou que a IF foi mais eficBizque a EF em detectar precocemente as
recidivas, independentemente da classe de imundgiab monoclonais presente. Na média
dos nove pacientes recidivados, a IF detectou tApadonoclonal 6,6 meses antes do que a
EF, variando de apenas 2,0 meses no pior dos adk®$ meses na situagcdo mais favoravel.
Esses resultados sdo extremamente relevantes,imppectam diretamente na conduta

terapéutica do MM, visando uma maior e melhor sobeedo paciente.
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ocasido da investigagiio para o diagndstico @ acompanhamento da doenga. As amostras coletadas por
ionais capacitados fazem parte da rotina para o diagndstico, monitoramento e tratamento do
ieloma Muitiplo no Servigo de Hematologia @ Oncologia do HUSM, havendo o risco inerente a0
procedimento de coleta do material, como desconforto pela picada da agulha, podendo o local ficar
dolorido ou aroxeado, porém com retorno @o normal em poucos dias, sem prejuizo para a sadde. O tempo
de duragio previsto para a sua participagio na pesquisa sers durante esta andlise.
Beneficios: os resultados do estude ndo trarfo beneficios diretos, porém sua contribuicio &
importante e consiste apenas para ajudar novos estudos sobre a evoluglo e tratamenio da doenca. O
mmmmmmmws.mhMMWﬂwuhmmuimmﬂ
penalidade caso vocé no aceite participar da pesquisa,
Confidencialidade: sua identidade e dados pessoais néo serfio revelados, nem divulgados sem
a sua autorizaglo. Apenas os pesquisadores terio acesso as informagdes pessoais e aos resultados dos
exames, 0% quais serfo utiizados em conjunto com os dados de culros pacientes para a avaliagio do
astudo @ em publicaces cientificas.

_ Eu (paciente ou responsavel), apds lerfouvir
as informacfes sobre a pesquisa & esclarecer minhas dividas, concordo voluntariaments em participar
desse estudo. Discuti com o pesquisador sobre a minha decisdo am

pariicipar dessa pesquisa, ficando claro para mim os propésitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que
minha participacdo é isenta de despesas e que poderel retirar o meu consentimento a qualguer momento,
antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades, prejuizos ou perda de qualquer beneficio que au possa ler
adquiride no meu tratamento neste SENVigo.

Santa Maria, __de de20

Paclente ou responsavel legal: RG:

(Em casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de
deficiéncia auditiva ou visual),

Declaro que obtive de forma apropriada & voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste sujeito da pesquisa ou representante legal para a participacio neste estudo.

Pesquisador responsivel:
Se voce fiver alguma consideragio ou dUvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato: Comits de Elica
em Pesquisa - UFSM - Cidade Universitdria - Bairro Camobi . Av. Roraima, n®1000 - CEP: 97.105.900
Santa Maria - RS.Telefone: (55) 3220-9362 - Fax (55)3220-8009 Email:
comiteeticapesquisa@smail. ufsm.brWeb: www ufsm bricep
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