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RESUMO 
 

 
Objetivo: Determinar a freqüência e o valor prognóstico dos antígenos aberrantes 

em pacientes com Mieloma Múltiplo (MM), através da imunofenotipagem por ci-

tometria de fluxo multiparamétrica. Métodos Foram estudados plasmócitos em 

material de medula óssea de 30 pacientes com MM, ao diagnóstico e sem ne-

nhum tratamento prévio. Como controle normal, foram estudados plasmócitos de 

doadores de medula, para transplante. Avaliou-se a expressão dos antígenos de 

superfície e citoplasmáticos por citometria de fluxo (Citômetro FACs calibur, BD, e 

programa Cell Quest e Paint-a-Gate, BD). Para o estudo antígenos aberrantes 

nos plasmócitos mielomatosos foi utilizado o painel de anticorpos monoclonais: 

CD45, CD38, CD138, CD19, CD56, CD117, CD33, CD13, CD14, CD28, CD10, 

CD20, CD22, HLA-DR. A seleção de plasmócitos foi baseada na expressão do 

CD138, CD38, CD45. Resultados: com exceção de um caso, todos os demais 

pacientes (96,6%) apresentavam pelo menos um antígeno aberrante e os mais 

freqüentes foram o CD56+, CD117+, CD33+, CD13+, observados em 88% dos pa-

cientes. A expressão de antígenos linfóides foi encontrada nos casos que apre-

sentavam maior número de antígenos aberrantes. Quando avaliada a relação da 

expressão dos antígenos aberrantes com os parâmetros clínico-laboratoriais, ob-

servou-se que os pacientes portadores de MM CD56- possuíam maiores níveis de 

β2M e de cálcio ionizável em comparação aos com MM CD56+. Além disso, paci-

entes com MM CD28+ também mostraram uma tendência a altos valores de β2M.  

Conclusões: Os antígenos aberrantes são altamente freqüentes nos plasmócitos 

do mieloma múltiplo, destacando a importância do CD56, CD117 e do CD28 no 

prognóstico e na utilidade dos antígenos de alta freqüência (CD56+, CD117+, 

CD33+, CD13+) para a detecção da doença residual mínima nesta doença, atra-

vés da citometria de fluxo multiparamética.  
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O Mieloma múltiplo (MM) é uma doença neoplásica clonal de 

plasmócitos caracterizada por expansão dessas células na medula óssea. 

Caracteriza-se, clinicamente, por dor óssea resultante da destruição 

óssea por disfunção dos osteoclastos, hipercalcemia, falência renal, anemia e 

infecções recorrentes, neuropatia, hiperviscosidade, sangramento e trombose 

(Bataille et al, 1997, Kyle et al, 2004). 

O MM é responsável por 1% de todos os tipos de doença maligna e pouco 

mais que 10% das malignidades hematológicas. Tipicamente, a doença incide 

mais em pacientes com idade entre 40 a 70 anos, sendo a idade média ao diag-

nóstico de aproximadamente 65 anos e apenas 3% dos pacientes encontram-se 

abaixo de 40 anos de idade.   

O MM é uma doença progressiva e quando não tratado, tem uma sobrevida 

média de 6 meses e cerca de 2,5 a 3 anos, quando tratados com  quimioterapia.  

Vários fatores têm sido relacionados com a origem da doença, como a ex-

posição ao benzeno, inseticidas ou herbicidas, quimioterápicos, vírus (Herpes-

Vírus tipo 8), sendo o contato com radiações ionizantes o principal fator de risco 

para desenvolvimento da entidade. Fatores genéticos têm sido relatados com 

descrição em irmãos gêmeos.(Medeiros CR et al, 2001, Williams JW et al, 1996). 

Enquanto a origem natural das células do mieloma não é estabelecida, evi-

dências sugerem que a provável sobrevida longa das células plasmáticas pode 

ser atribuída à exposição antigênica, transformação das células B maduras duran-

te o processo de recombinação da região VDJ da imunoglobulina e a uma hiper-

mutação somática (Ho et al, 2002). 

 

Quadro Clínico do MM 

 

As manifestações clínicas mais freqüentes nos pacientes portadores de 

MM são, dor “nas costas” provocada pelas lesões osteolíticas, anemia leve, doen-

ça renal por depósito de imunoglobulina e desordens no sistema nervoso central. 

(Grogan TM et al, 2001) 

Esses pacientes apresentam intensa atividade dos osteoclastos, gerando 

elevada reabsorção óssea e diminuição da formação óssea. Os osteoclastos pro-

duzem interleucina 6 (IL-6), importante fator de crescimento das células mieloma-
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tosas in vitro e in vivo, que afeta a sobrevida dessas células do mieloma e gera 

resistência à apoptose e um ambiente ideal para a proliferação e sobrevida alon-

gada dos plasmócitos, inclusive aumentando a resistência aos tratamentos quimi-

oterápicos (Karagad A et al, 2000). A radiografia do esqueleto revela lesões os-

teolíticas em 60% dos pacientes. As lesões clássicas do MM são as "lesões em 

saca bocado" e as rarefações ósseas generalizadas. A extensa reabsorção óssea 

é presumivelmente causada pela produção excessiva de fator ativador de osteo-

clatos e IL-6, combinados com o fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina 1 

(IL-1), resultando na elevação do cálcio sérico em aproximadamente 50% dos 

pacientes. (Medeiros CR et al, 2001)  

O desenvolvimento de lesões ósseas no MM está relacionado com o au-

mento da expressão do receptor do fator nuclear de ativação de osteoblastos Kb, 

ligante (RANKL) e uma redução dos níveis do receptor de osteoprotegerina. O 

aumento do RANKL resulta na ativação de osteoclastos e reabsorção óssea. A 

super-expressão do RANKL é provavelmente mediada pela liberação da proteína 

inflamatória 1α de macrófagos. O melhor entendimento desse mecanismo possibi-

litou o desenvolvimento de uma terapia paliativa com bifosfonatos (Abe M et al, 

2002).             

A falência renal seguida por dano tubular é provocada pela deposição de 

um aglomerado de proteína monoclonal, sendo uma das causas de morte desses 

pacientes. (Grogan TM et al, 2001) 
 A presença de cadeia leve na urina, kappa ou lambda (proteínas de Bence 

Jones), está quase sempre relacionada com os casos de acentuada perda da 

função renal e necessidade de hemodiálise. Aproximadamente 10% dos pacien-

tes são obrigados a permanecer em programas de diálise crônica e apresentam a 

creatinina sérica acima de 4 mg/dl ao diagnóstico, sendo um fator de prognóstico 

adverso (Medeiros CR et al, 2001).  

A anemia do MM tem duas causas principais: a insuficiência renal com de-

ficiência de produção de eritropoetina e de eritrócitos pela medula óssea e a se-

cundária à infiltração medular pelos plasmócitos neoplásicos, gerando uma hema-

topoese ineficiente. Na medida em que a doença progride, sintomas como a fra-

queza, palidez e taquicardia tornam-se proeminentes. 

O quadro neurológico mais freqüente é a radiculopatia provocada pela 

compressão secundária ao colapso de uma vértebra. A neuropatia periférica é 
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pouco freqüente, geralmente associada a amiloidose ou ao mieloma com lesões 

escleróticas (Foerster J et al, 1998). 

 

 

Exames laboratoriais no MM  

 

O hemograma mostra anemia normocítica normocrômica, com formação de 

hemácias em “rouleaux”, devido ao excesso de imunoglobulinas e a velocidade de 

sedimentação dos eritrócitos (VHS) se encontra acelerada (Foerster J, 1998). 

 O exame de medula óssea (MO) mostra presença de plasmócitos em 

quantidade variável. Alguns plasmócitos podem exibir morfologia bizarra com for-

mas binucleares ou multinucleares, figuras de mitoses e alta basofilia citoplasmá-

tica associada à alta produção de imunoglobulina clonal. Pode ocorrer formação 

de agrupamento de plasmoblastos malignos com alta relação núcleo-

citoplasmática, núcleo grande, cromatina fina e presença de nucléolos evidentes. 

Para classificação morfológica do MM é necessário realizar uma contagem de 500 

células, sendo caracterizada uma morfologia plasmablástica quando possuir 2% 

ou mais de plasmoblastos (Bataille, 1997).   

O envolvimento medular pode ser focal ou difuso e alguns pacientes ne-

cessitam de aspirado e biópsia em vários sítios para confirmação do diagnóstico.  

O achado laboratorial mais importante é a demonstração de proteína mo-

noclonal no soro ou na urina, através da eletroforese de proteína, que mostra um 

pico na região de gamaglobulina ou formação de dois picos, um na região de be-

taglobulina e o outro na porção da gamaglobulina. Em 70% dos casos os pacien-

tes apresentam imunoglobulina G (IgG), 20% IgA e raramente (0,5% dos casos) 

IgM. A monoclonalidade pode ser demonstrada também pelo estudo das cadeias 

leves da imunoglobulina, kappa ou lambda. Os subtipos das globulinas são de-

monstrados pelo método de imunofixação, considerado o exame padrão ouro pa-

ra diagnosticar gamopatias monoclonais. Os pacientes com mieloma IgA possu-

em risco elevado de desenvolvimento de uma síndrome de hiperviscosidade, re-

sultante da forte tendência da proteína M de sofrer polimerização, o que pode 

causar comprometimento da circulação, tromboses e edema pulomonar. (Medei-

ros CR et al, 2001) 
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 Alterações da função renal são comuns, 48 a 77 % dos pacientes têm cre-

atinina acima do normal e 25 % acima de 2 mg/ml ao diagnóstico. 

O nível de β2 microglobulina (ß2M) é útil para predizer sobrevida no MM, 

pois reflete a quantidade de carga tumoral. A concentração de β2M sérica está 

aumentada no MM e é associada com curta sobrevida. O valor de referência co-

mumente utilizado é de 2.7 a 4mg/dL.  

A hipercalcemia no MM é causada pela reabsorção óssea e envolve várias 

citocinas como a IL-1 e IL-6, que são produzidas pelos osteoblastos, as quais es-

timulam a reabsorção óssea pelos osteoclastos. O nível de cálcio sérico pode en-

contrar-se normal ou aumentado, mas como o cálcio sérico está ligado à albumina 

e os níveis dessa proteína, com freqüência, diminuem em pacientes com insufici-

ência renal, é mais indicado avaliar o nível de cálcio através da determinação do 

cálcio ionizável (Foerster J et al, 1998). 

 Juntamente com altos níveis de β2M, níveis elevados de lactato desidroge-

nase (DHL) e de proteína C reativa (PCR) correlacionam-se com mau prognósti-

co. Além disso, presença de morfologia plasmablástica (≥ 2%), presença de 

plasmócitos no sangue periférico e o aumento de IL-6 têm sido também associa-

dos a mau prognóstico (Kerbauy J et al, 2003).

 

 

Diagnóstico e estadiamento do MM 

 

O diagnóstico é baseado em critérios, maiores e menores, estabelecidos 

por Durie & Salmon em 1975, conforme mostrado na tabela abaixo. A presença 

de um critério maior e um menor ou três menores fecham o diagnóstico de MM. 

Classicamente, a presença de 30% ou mais plasmócitos na medula óssea asso-

ciada a lesões líticas, confirmam o diagnóstico (Durie BG et al, 1975).
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Tabela 1. – Critérios diagnósticos para Mieloma Múltiplo, de acordo com Durie&Salmon. 
  
Critérios Maiores 
- Plamocitoma no tecido Biopsiado 

- Plamocitose Medular > 30% 

- Componente Monoclonal M: 

Proteína Monoclonal M IgG > 3.5 g/dl    IgA > 2.0 g/dl 

Proteína de Bence Jones > 1g/24h na urina 

Critérios Menores 

- Plamocitose Medular 10 a 30% 

- Componente Monoclonal M presente, porém mais baixo do que o valor acima referido. 

- Lesões ósseas líticas 

- Imunoglobulina normal reduzida (< 50% normal) 

IgM < 50 mg/dl IgA < 100 mg/dl  IgG < 600 mg/dl 

O diagnóstico é confirmado na presença de um critério maior e um critério menor ou quando três critérios menores são 
documentados em pacientes sintomáticos com doença progressiva.  

 

 

Novos critérios diagnósticos requerem a presença de pelo menos 10 % de 

plasmócitos no exame de MO (ou no tecido biopsiado com células clonais) proteí-

na monoclonal no soro e na urina e evidências de danos orgânicos, como lesão 

óssea, insuficiência renal, anemia, hipercalcemia. Ocasionalmente, alguns pacien-

tes com MM podem não apresentar componente monoclonal, levando ao diagnós-

tico de mieloma não secretor (Kyle at el, 2003). 

O estadiamento é baseado em uma combinação de fatores que se relacio-

nam com a massa tumoral, doença óssea e renal e quantidade de imunoglobulina 

clonal. De acordo com o estadiamento de Durie & Salmon, os pacientes podem 

ser classificados em estágios I, II e III. Este sistema considera o grau de anemia, 

lesões ósseas, nível de cálcio sérico e de imunoglobulina sérica e urinária (Durie 

BG & Salmon SE, 1975) (tabela 2).
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Tabela 2. Estadiamento do Mieloma Múltiplo de acordo com os critérios de Durie & Salmon 
 

Estágio I (pequena massa tumoral, < 0,6 x 1012 células/m2) 
Todos os achados abaixo:  

Hemoglobina > 10 g/dl 

IgG < 5g/dl; IgA < 3g/dl; Proteinúria de BJ na urina < 4 g/24h 

Cálcio normal 

Lesões líticas generalizadas 

Estágio II (massa tumoral intermediária) 

Achados entre estágios I e III 

Estágio III (massa tumoral, > 1,2 x 1012 células/m2) 

Qualquer achado abaixo: 

Hemoglobina <8,5 g/dl 

IgG > 7 g/dl; IgA > 5 g/dl; Proteinúria de BJ na urina > 12 g/24h 

Cálcio > 12 mg/dl 

Lesões líticas generalizadas 

Critério acrescido 

A - Creatinina ≤ 2 mg/dl 

B - Creatinina ≥ 2 mg/dl 

 

Um novo sistema de estadiamento foi desenvolvimento para classificar e 

estratificar de forma mais simples os pacientes com MM. Esse sistema estratifica 

os pacientes em três estágios levando em consideração os níveis plasmáticos de 

β2-microglobulina (ß2M) e albumina, não inclusos nos critérios de Durie & Salmon. 

(Greipp et al, 2005). 

 
Tabela 3. Novo Sistema de Estadiamento Internacional do Mieloma Múltiplo (ISS). 

 
 
Estágios 
 

 
                       Critérios 

 
Sobrevida Média (meses) 

I β2 microglobulina < 3,5 mg/L 
Albumina sérica > 3,5 g/dl 

62 

 
II 

 
β2 microglobulina  3,5-5,5 mg/L ou 

β2 microglobulina < 3,5 mg/L 
Albumina sérica < 3,5 g/dl 

 

44 

III β2 microglobulina >5,5 mg/L 29 
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Gamopatia monoclonal de significado indeterminado (GMSI) e MM smoldering 

(SMM). 
 
 GMSI e SMM são desordens assintomáticas e consideradas pré-malignas, 

caracterizadas pela proliferação monoclonal de plasmócitos na medula óssea, e 

com ausência de lesão em órgãos finais. Os critérios diagnósticos destas condi-

ções foram recentemente revistos. 

 A GMSI é, assim, definida pela presença de proteína monoclonal (proteína 

M) <3g/dl, plasmócitos medulares <10% e ausência de anemia, hipercalcemia, 

lesões ósseas líticas ou falência renal atribuíveis à doença proliferativa plasmoci-

tária. O seu risco de malignização tem sido observado em cerca de 1% dos casos 

por ano (The Intenational Myeloma Working Group, 2003). 

 O diagnóstico de SMM requer, por outro lado, uma proteína M sérica 

≥3g/dL ou plasmócitos medulares ≥10%, na ausência de anemia, hipercalcemia, 

lesões ósseas líticas ou insuficiência renal atribuíveis à desordem proliferativa 

plasmocitária. O risco dessa condição de progressão para malignidade é de 10 a 

20% por ano (The International Myeloma Working Group, 2003; Raykunar SV et 

al, 2001).  

 

Progressão para MM 
 
 O primeiro passo para desenvolvimento do MM é um aumento no número 

limite de plasmócitos clonais, clinicamente conhecido como gamopatia monoclo-

nal de significado indeterminado (GMSI). Pacientes com GMSI não apresenta sin-

toma nem evidências de danos orgânicos, e apresentam risco de progressão para 

MM de aproximadamente 1% ao ano (Kyle et al, 2002). 

 Com a progressão da GMSI para mieloma múltiplo ocorre uma gama de 

eventos complexos nos plasmócitos neoplásicos e no microambiente medular, 

incluindo indução de angiogênese, supressão da imunidade celular, desenca-

deamento de sinalização parácrina que resulta no aumento da produção da IL-6 e 

do fator de crescimento do endotélio vascular.  

 A interação entre as células do MM e o estroma medular contribui para a 

persistência tumoral e para a resistência às drogas. O conhecimento desse me-

canismo vem possibilitando o uso de novas drogas no tratamento de MM, como a 
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talidomina e o bortezomib, que inibem a angiogênse tumoral e diminuem a resis-

tência quimioterápica (Kuehl WM et al, 2002, Seidl el al, 2003). 
            

 

Leucemia de células plasmáticas e plasmocitomas 

 

O MM é uma patologia que acomete a medula óssea. No entanto, sabe-se 

que estes pacientes podem apresentar plasmócitos circulantes em pequeno nú-

mero sem chegar a caracterizar a leucemia de células plasmáticas (LCP), uma 

forma mais agressiva da doença. Apenas cerca de 2% dos casos de MM evoluem 

para LCP (Kyle AR, 2003). 

A LCP é uma rara leucemia aguda considerada como uma variante do MM 

e pode ser caracterizada quando são observados mais de 20% de plasmócitos 

circulantes ou 2x109/L no sangue periférico (Costelo R, 2001).  

A LCP primária é definida como uma proliferação maligna de plasmócitos 

(> 20% de PCs) sendo considerada uma leucemia aguda ao diagnóstico. Já a 

LCP secundária corresponde a uma transformação do mieloma múltiplo.     

Aproximadamente 60% dos pacientes com LCP são jovens e têm alta inci-

dência de linfonodomegalia, baixa contagem plaquetária, raros achados de lesões 

líticas, baixo nível sérico de proteína M. O prognóstico é reservado em ambas as 

LCP, primárias ou secundárias (Costelo R, 2001).  

 

Plasmocitoma extramedular 

 

É um tumor de células plasmáticas que surge fora da medula óssea. O tra-

to respiratório é a localização mais freqüente da lesão. Os plamocitomas extra-

medulares podem ocorrer em outros órgãos incluindo, trato digestivo, sistema 

nervoso central, bexiga, pele, glândula parótida e linfonodos. A predominância é 

de monoclonalidade por IgA e o diagnóstico é baseado no achado de tumor de 

células plasmáticas em sítio extramedular com ausência de doença na medula 

óssea, hipercalcemia, insuficiência renal e anemia, através de estudos radiológi-

cos, hematológicos e bioquímicos completos (Grogan TM et al, 2001).
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Imunofenotipagem das células plasmáticas 
 

Antígenos de diferenciação leucocitária  no MM 

O processo de diferenciação e maturação das células do sistema hemato-

poético é acompanhado de ganhos e perdas antigênicas na superfície celular ou 

no seu citoplasma. Os plasmóctios normais originam-se de células B maduras e 

são caracterizadas pela expressão de antígenos de superfície CD19, CD45, CD38 

e CD138, enquanto os plasmócitos neoplásicos costumam perder o CD19 e 

CD45, porém expressam fortemente o CD56 ao lado de CD38 e CD138 (Harada 

et al,1990).

O CD138 (syndecan-1, proteoglicano ligada ao colágeno) e o CD38 (ribosil 

ciclase envolvida na mobilização intracelular do cálcio) são marcadores úteis para 

identificar as células plasmáticas, juntamente com os antígenos anteriormente 

referidos (Lin P et al, 2004). 

Outros antígenos com expressão anormal no MM têm sido demonstrados, 

como a presença de marcadores linfóides B (CD10, CD19, CD20, CD21, CD22) e 

mais recentemente antígenos mielóides (CD13, CD14, CD15, CD33, CD117) e 

moléculas associadas a células NK (CD56) têm sido observados (Lima et al, 

2000).   

A expressão de marcadores de células B nos plasmócitos mielomatosos 

tem sido relacionada com a sobrevida dos pacientes e com a evolução clínica da 

doença. Assim, um estudo recente mostrou a influência do CD10 no curso mais 

agressivo de doença (Ocqueteau et al, 1998). O antígeno CD10 é expresso em 

células linfóides imaturas e pode ser visto também em outras células e algumas 

doenças linfoproliferativas crônicas como no linfoma folicular e mesmo em leuce-

mias linfóides agudas. No MM tem sido relacionado com curso clínico agressivo e 

prognóstico adverso, porém esse achado e sua associação com a doença agres-

siva ainda continua controverso (Sahara et al, 2004). 

 Outro marcador de células B, o CD20, tem sido descrito em 20% dos casos 

de MM e esse achado é mais comum em estágios avançados da doença. A ex-

pressão do CD20 pode ter também valor prognóstico e os casos que mostraram 

positividade para esse marcador apresentaram um curso mais agressivo e sobrevi-

da menor que os CD20 negativos. Esse fato parece ser mais relevante quando o 

marcador é expresso simultaneamente com o CD10 (Argüelles RG et al, 1994).  
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O CD19 pode ser utilizado para diferenciar as células plasmáticas normais 

das mielomatosas devido a sua distinta expressão nestas duas condições e Oc-

queteau et al encontraram negatividade do CD19 em 97% dos casos de MM es-

tudados (Ocqueteau et al, 1998). 

Contudo casos de MM positivos para o CD19 têm sido raramente descritos 

e estes pacientes mostraram curso clínico mais agressivo, principalmente naque-

les com morfologia indiferenciada (plamoblástica) (Argüelles RG et al, 1994).  

A co-expressão de marcadores mielóides (CD13, CD14, CD15, CD33) tem 

sido também relatada, contudo com menor freqüência do que os marcadores de 

células B (Lima M et al, 2000). A coexpressão de CD13 e CD33 parece ter rela-

ção com mau prognóstico e pior resposta aos regimes terapêuticos. Já o CD117, 

receptor da tirosina quinase, molécula envolvida com a proliferação celular, é ex-

pressa em 1/3 dos casos de MM. A expressão desigual entre o CD117 e o CD40 

parece implicar em aumento proliferativo das células mielomatosas (Argüelles RG 

et al, 1994).  

 Em um estudo com 65 casos de MM, Ocqueteau et al mostraram que os 

pacientes que expressavam três ou mais marcadores mielomonocíticos tinham 

uma sobrevida baixa (Ocqueteau et al, 1998). 

 

 

Moléculas de adesão e sinalização celular no MM 

 

Os plasmócitos malignos do MM estão predominantemente confinados na 

MO, onde estimulam a produção de citocinas (IL-1, TNF-β, M-CSF e a IL-6) pelas 

células estromais e células ósseas levando a ativação de osteoclastos e lesões 

líticas no esqueleto. A IL-6 é um potente fator de crescimento das células do mie-

loma e sua secreção pelas células tumorais e células do estroma geram a adesão 

dos plasmócitos malignos à fibronectina através da ligação com receptor VLA-4 

(Helfrich et al, 1997; Chauhan et al, 1996).

As células malignas estão localizadas na medula óssea onde o microam-

biente oferece suporte para o seu crescimento e sobrevida. Yaccoby & Epstein 

demonstraram que a adesão das células do MM no estroma mediada por integri-

nas e moléculas de adesão celular do vaso (VCAM-1) induz sinalização que pro-

tege as células do MM de entrarem em apoptose.(Yaccoby  S. et al, 2002).  
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O CD56 é uma molécula de adesão neural (N-CAM), está envolvido no fe-

nômeno normal de embriogênese do sistema nervoso central, favorecendo o 

crescimento do axônio. A NCAM é uma caderina cálcio-independente que regula 

a ligação de célula a célula. Os fenômenos de invasão tumoral e metástases são 

complexos e acredita-se que o evento gerador desses processos possa ser a libe-

ração da célula do seu sítio de crescimento, através da perda da aderência (De-

ceunynck C et al, 1998). 

É reconhecido que o CD56 opera em duas vias de adesão: aderência 

NCAM-NCAM e ligação heterofílica com o proteoglicano heparan sulfato ou a vá-

rios colágenos. Van Camp et al foram os primeiros a demonstrar que os plasmóc-

tios malignos expressavam o CD56 e as células plasmáticas normais não o exibi-

am (Van Camp B et al, 1990). 

No MM o CD56 está envolvido na interação da célula mielomatosa com a 

célula óssea. Praticamente 94% dos pacientes com MM expressam CD56, tanto 

nas células plasmáticas da medula óssea quanto nas circulantes. Foi observado 

que em diferentes estágios de progressão do MM ocorrem mudanças na expres-

são dessa molécula de adesão, como superexpressão em fases iniciais e perda 

de expressão na fase acelerada da doença e esses achados levam a crer que a 

ausência desse antígeno no MM está associada à expansão tumoral e posterior 

disseminação extramedular (Sahara et al, 2002). 

O CD56 também tem sido estudado na leucemia de células plasmáticas e 

observado que ocorre perda de expressão do CD56, o que pode estar relacionado 

com a capacidade de disseminação das células neoplásicas por perda de aderên-

cia ao estroma medular e pode ter correlação com agressividade da doença (De-

ceunynck C et al, 1998). 

O CD28 é um antígeno envolvido na ativação de linfócitos T e tem como li-

gantes receptores de células apresentadoras de antígenos (CD80 e o CD86). 

Quando estimulados prolonga e aumenta a produção da interleucina 2 e outras 

citocinas. É uma molécula importante na prevenção da indução de tolerância imu-

nológica. Porém o papel mais importante dessa proteína é a interação com as 

células apresentadoras de antígenos (APCs) através de seus ligantes, o que de-

sencadeia produção de inúmeras moléculas que participam de processos de dife-

renciação, proliferação e crescimento celular. Um desses produtos é a IL-6, pro-
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duzida pelo macrófago e responsável pela proliferação dos plasmócitos neoplási-

cos do MM (Feldman M et al, 1998; Abbas KA et al, 2005).

Normalmente o CD28 não é expresso em plasmócitos e, curiosamente, po-

de ser detectado em plasmócitos malignos de pacientes com MM, provavelmente 

apenas em estágios mais agressivos da doença, durante a expansão tumoral 

(Sahara et al, 2004). 

Estudos de Pellat-Deceunynck et al mostram que de um total de 14 casos 

de LCP secundária, 13 expressavam o CD28, fato não encontrado nos casos de 

LCP primária que não o exibem, demonstrando a utilidade desse marcador na 

distinção entre as duas entidades. (Deceunynck C et al, 1998). 

O CD40 é o membro da família de proteínas de superfície cujo protótipo é o 

receptor do fator de necrose tumoral (TNF). A síntese e secreção de anticorpos 

pelos plasmócitos em resposta aos antígenos protéicos, como a proliferação e 

ativação de células B, são estimuladas por sinais mediados por CD40 e citocinas 

IL-2, IL-4, IL6 (Feldman M et al, 1998). 

Estudos de Pellat-Deceunynck et al mostraram que geralmente células do 

MM expressam o antígeno CD40, porém essa molécula normalmente também é 

expressa em plasmócitos normais (Deceunynck C et al, 1994). 
. 

Expressão antigênica nas LPC 

 

Pacientes portadores LCP apresentam positividade para o CD38 e expressão ne-

gativa para os antígenos associados a células B (CD20, CD10, CD24 e CD22). 

Porém, antígenos de células B maduras como o CD19 e CD20 podem ser ex-

pressos em um quarto dos casos de LCP. Em contrapartida moléculas de adesão, 

como o CD56, geralmente expressas nos casos de mieloma, são perdidas na fase 

leucêmica (Costelo R et al, 2001). 
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1.1 Objetivos 

 

Os objetivos do presente estudo foram: 

 

1. Padronizar a técnica de imunofenotipagem por citometria de fluxo multipara-

métrica para plasmócitos normais e mielomatosos. 

 

2. Identificar os antígenos aberrantes (AA) e a sua freqüência nos plasmócitos de 

pacientes portadores de MM. 

 

3. Relacionar os AA com o prognóstico, através de achados clínicos e laboratori-

ais ao diagnóstico e estádio da doença.  

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 
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2.1 Casuística  
 

Foram estudados de maneira prospectiva 30 pacientes portadores de MM, 

sem tratamento prévio, admitidos no período de março de 2003 a outubro de 2004 

na Disciplina de Hematologia e Hemoterapia da Universidade Federal de São 

Paulo/ Escola Paulista de Medicina e no Serviço de Hematologia Clínica do Hos-

pital do Servidor Público Estadual “Francisco Morato de Oliveira”.  

 

Grupo controle 

Para controle, foram estudados imunofenótipos de plasmócitos em amos-

tras de medula óssea de quatro indivíduos sadios, doadores de medula óssea, 

após consentimento informado.  

 

Termo de consentimento 

Todos os pacientes, bem como indivíduos do grupo controle, foram escla-

recidos a respeito do estudo, sendo a coleta de dados clínicos e de material pa-

ra exames laboratoriais realizada mediante o livre consentimento prévio e assi-

natura do Termo de Consentimento, aprovado pelo Comitê de Ética da UNI-

FESP-EPM e do HSPE FMO (anexos). 

 

2.2 Métodos  

 

- Dados clínicos laboratoriais ao diagnóstico 
 Os dados clínicos e laboratoriais foram coletados através do levantamento 

de prontuários. Os resultados da imunofenotipagem dos plamócitos mielomatosos 

foram relacionados com a idade dos pacientes e com os exames laboratoriais pa-

ra o diagnóstico e estadiamento clínico (hemoglobina, níveis séricos de creatinina, 

cálcio iônico, ß2M, albumina, eletroforese de proteína e imunofixação, para estu-

do das imunoglobulinas no soro e na urina, demonstração do componente mono-

clonal M na urina - proteinúria de Bence-Jones e avaliação radiológica do esque-

leto). Foi considerada aberrante a presença de um antígeno habitualmente ausen-

te nos plasmócitos normais. 
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- Coleta das amostras  

 

No grupo controle foi utilizada células medulares de doadores de medula 

óssea, antes da mobilização. O material (cerca de 1,0ml de medula óssea) foi co-

lhido em heparina, através de punção aspirativa por um médico hematologista e 

enviado para o laboratório e processados no mesmo dia.  

Nos pacientes, as amostras de medula óssea foram coletadas para o diag-

nóstico de MM (mielograma) e para o estudo imunofenotípico Para o mielograma, 

foram preparados esfregaços de medula óssea em lâminas, sem anticoagulantes, 

que foram coradas pela técnica de May Grünwald Giemsa. Foram feitas uma con-

tagem do percentual de plasmócitos e sua análise morfológica. 

O material para a realização da imunofenotipagem foi colhido em tubos 

contendo anticoagulante EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético) e processado 

no mesmo dia.  

Os materiais para demais exames laboratoriais (hemograma e exames bio-

químicos) foram colhidos e processados pelo Laboratório de Patologia Clínica do 

Hospital São Paulo e do Hospital do Servidor Público Estadual. 

 

- Separação e Congelamento das amostras 

 

Inicialmente, enquanto se aguardava a chegada dos reagentes para o estudo, 

as células dos pacientes foram congeladas, para a posterior imunofenotipagem. 

   

a. Congelamento de medula óssea total em EDTA 

 

 Uma alíquota da MO em EDTA, de cerca de 30x106 células (10 a 50x106) 

em volume de 900 µl foi transferida para um tubo de criopreservação. Acrescen-

tou-se 100 µl de dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma), para manutenção da viabilidade 

celular. Imediatamente as amostras foram levadas ao freezer a – 20ºC, sendo 

retiradas após 24 horas e transportadas para outro freezer a -80ºC e posterior-

mente transferidas para o reservatório de nitrogênio líquido (-160ºC) (Fiebig et al, 

1997).  
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b. Congelamento das células mononucleares 

 

Células mononucleares da medula óssea foram obtidas através de gradien-

te de centrifugação, utilizando a solução FICOLL-PAQUE (Pharmacia, densidade 

1077), em tubo de ensaio de 12 ml. Sobre 3,0 ml de FICOLL foram colocados va-

garosamente 7,0 ml de medula óssea e o tubo foi centrifugado durante 25 minutos 

a 1,8g. As células mononucleares (camada de interface entre Ficoll e plasma) fo-

ram retiradas e lavadas, três vezes, com tampão salino fosfatado (PBS).  

Uma alíquota das células mononucleares lavadas foi retirada para conta-

gem celular no aparelho automatizado de hemograma (Coulter T-890). Após a 

contagem, a quantidade foi ajustada para o limite de 10 x 106 a 30 x 106 células 

por ml de solução criopreservante (10% de DMSO, 20% de soro fetal bovino e 

70% de meio de cultura RPMI). 

As amostras foram levadas ao freezer a – 20ºC, sendo transportadas para 

outro freezer a -80ºC após 24 horas e posteriormente transferidas para o reserva-

tório de nitrogênio líquido. 

 

- Descongelamento das amostras 

 

As células transferidas para o reservatório de N2 líquido foram rapidamente 

descongeladas em banho-maria a 37ºC com continua homogeneização e imediata 

adição de solução de RPMI com 10% de soro fetal, a 4 ºC. Depois a amostra foi 

centrifugada e o sobrenadante desprezado. O passo final após 2 lavagens foi a 

ressuspensão da amostra em RPMI com 10% de soro fetal e avaliada a viabilida-

de celular utilizando-se o corante azul de trypan. 

Foram descongeladas oito amostras de MO com EDTA para ensaios de 

imunofenotipagem, porém a viabilidade das amostras foi baixa (inferior a 25%) 

fato que conduziu o estudo em outra direção, o uso de amostras frescas ao diag-

nóstico. Posteriormente, as amostras passaram a serem congeladas utilizando o 

FICOLL-PAQUE para separar células mononucleares do excesso de proteínas 

que hipoteticamente polimerizam o plasma gerando esse efeito nas células con-

geladas. 
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As amostras (controle, pacientes MM) foram processadas a fresco e no ato 

da coleta. Para amostras controles utilizamos doadores de MO com amostras 

mobilizadas.  

  

- Estudo dos marcadores de superfície celular (utilização de células a fresco) 

 

 Em tubos falcon previamente identificados, foram colocados 50 a 100 µl da 

amostra de medula contendo cerca de 1 X 106 células, com posterior adição de 

anticorpos monoclonais conjugados com isotianato de fluoresceína (FITC), Phico-

eritrin ( PE), Peridin chlorophil protein (PercP) e allo phico cyanin (APC) (anexo 1), 

na quantidade recomendada pelo fabricante ou acertada pela prévia titulação . As 

células foram incubadas por 15 minutos protegidos da luz à temperatura ambien-

te. Após este tempo adicionou-se 2 ml de solução de lise (FACSlysing, BD) com 

homogeneização e incubação por 10 minutos em temperatura ambiente e prote-

gidos da luz. Depois do procedimento de lise, as amostras foram lavadas com 4 

ml PBS azida e numa fase final as células foram fixadas em 400 µl de solução de 

formaldeído a 1%. Foi utilizado um painel de tubos contendo anticorpos monoclo-

nais, conforme listados na tabela 4. 

Captação e análise da reatividade celular aos anticorpos foram realizadas 

em citômetro de fluxo FACSCalibur (Becton-Dickinson, San José, CA.). Foram 

analisados 10.000 a 50.000 eventos em plasmócitos identificados como células 

CD45-, CD38++ e CD138+++ utilizando os programas, CELLQUEST e PAINT-A-

GATE-PLUS (Becton-Dickinson). Os antígenos foram definidos como positivos, 

considerando o limite de 20% de células plasmáticas com expressão positiva. 
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Tabela 4 - Painel de tubos contendo anticorpos monoclonais, utilizados para a identificação de 

antígenos de superfície e citoplasmáticos. 

 
PARA ANTÍGENOS DE SUPERFÍCIE 
 

(a) Tubos (b) FITC PE PercP APC 

01 CD4 CD8 CD3 - 

02 CD19 CD56 CD45 CD38 

03 CD138 CD33 - - 

04 CD138 CD13 - - 

05 CD28 CD138 - - 

06 CD10 CD138 CD45 - 

07 CD138 CD20 - - 

08 CD138 CD117 - - 

9 HLA-DR CD38 CD45 - 

10 CD138 CD22 CD45 - 

11 γ1 (GAMA1) CD138 CD45 - 

12 γ1 (GAMA1) γ2(GAMA2) CD45 - 

 

 
Tabela 4 - Painel de tubos contendo anticorpos monoclonais, utilizados para a identificação de 

antígenos de superfície e citoplasmáticos (continuação). 

PARA ANTÍGENOS CITOPLASMÁTICOS 

 
Tubos FITC PE 

14 Gama 1  CD138  

15 Kappa (κ)   CD138  

16 Lambda (λ)  CD138  

  

- Estudo dos marcadores citoplasmáticos  

Em três tubos Falcon, foram colocadas 1-2x106 células mononuclerares 

(em volume de 100 µl da amostra, no máximo) e adicionado o anticorpo de super-

fície (CD138 PE). As células foram incubadas sob proteção da luz a temperatura 

ambiente, por 15 minutos. A seguir foram acrescentados 100 µl do reagente 1 de 

kit de permeabilização (Intraprep – Coulter Immunotech) em cada tubo e deixados 

por  15 minutos. As amostras foram lavadas em 4ml de PBS, e acrescidas de 100 

µl do reagente 2 do kit Intraprep para fixação, incubando as células por mais 5 

minutos protegidos da luz e em temperatura ambiente. 
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 Procedeu-se a marcação das células com 5 µl de antígeno anti-IgG isótipo 

controle negativo, anti-kappa e anti-lambda (FITC) em cada tubo e nova incuba-

ção de 15 minutos. Após a lavagem com solução de PBS, as células foram fixa-

das em 400 µl de solução formaldeído a 1%. A captura e análise de reatividade 

das amostras foram realizadas conforme anteriormente descrita. 

  
- Estudo da doença residual mínima 

 A avaliação imunofenotípica dos pacientes com MM for realizada ao diag-

nóstico e após um ano de realização do transplante de medula óssea. O método 

utilizado para determinação dos plasmócitos residuais teve como base os estudos 

de San Miguel et al, 2002. Utilizamos um painel de anticorpos com quatro combi-

nações: CD138/CD56/CD19/CD38, CD138/CD117/CD19/CD38, CD138/CD33/CD19/CD38. Os 

antígenos aberrantes identificados ao diagnóstico foram utilizados na detecção 

das células residuais. Para aumentar a sensibilidade técnica utilizamos duas eta-

pas para aquisição.  Na primeira realizamos 30.000 eventos totais e na segunda 

etapa foram adquiridos através de gates seqüenciais 300.000 eventos em células 

CD138+.  Nos dois casos foram utilizamos isótipos controles negativos 

(FL1/FL2/FL3/FL4).  

 Para análise dos dados utilizamos os Software Paint-A-Gate Pro que per-

mitiu a purificação da amostra com eliminação de debris e células mortas e a dis-

tinção entre os PCs normais e mielomatosos.  Os plasmóctios foram considerados 

normais quando expressavam o seguinte fenótipo: CD138+, CD38+, CD19+, CD56-

,CD117-, CD33-.    
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2.4 Análise Estatística 

 

 A relação entre a expressão dos antígenos aberrantes (AA) e os parâme-

tros clínico-laboratoriais (idade, sexo, hemoglobina, albumina, creatinina, β2M, 

cálcio iônico, relacionados ao prognóstico de MM) foi realizada utilizando-se o 

test-t (comparando os valores médios e os níveis considerados de corte para o 

prognóstico). Outros parâmetros como β2M e cálcio iônico foi também avaliados 

através do teste Mann-Whitney. Para análise do CD56 e do CD117 foi também 

utilizado o método de Fisher. O valor foi considerado estatisticamente significante 

quando o p era igual ou inferior a 0,05 (p < 0,05).   
 

 
 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. RESULTADOS 
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3.1 - Dados Clínicos e Laboratoriais 

 A idade média dos 30 pacientes foi de 62,6 anos e mediana de 61,5 

anos (variação 27 a 79 anos). A relação entre os sexos foi masculino:feminino 

= 2,5 : 1 (Tabela 5). 

 Em relação ao hemograma inicial, o valor da hemoglobina variou de 4,2 

g/dl a 13,7 g/dl com média de 8,4 g/dl. Os glóbulos brancos variaram de 3,2x 

109/L a 16,5x109/L, com média de 7,0 x109/L e as plaquetas variaram de 66,0 

x109/L a 465,0 x 109/L, média de 200,0 x 109/L. O valor médio da porcenta-

gem de células plasmáticas na medula óssea foi 40%, com variação de 10% 

a 89%. Em relação à morfologia, 9 dos 30 pacientes com MM, apresentavam 

morfologia plasmablástica (com porcentagem média de 8,0%, variação de  

3,5 a 12,5 %)  

Tabela 5 - Dados clínicos, de hemograma e de medula óssea dos pacientes com MM. 

 Sexo 

 M/F 

Idade 

(anos) 

Hb 

(g/dl) 

GB 

(x109/L) 

Plaquetas 

(x109/L) 

MO 

(%plasm) 

N 18/12 30 30 30 30 30 

média ±DP  62,6 ±12,02 8,4 ± 2,03 7,0± 2,94 199,0± 96,9 40± 23,2 

Mediana  61,5     

Variação  27-79 4,2-13,7 3,2-16,5 66,0-465,0 10 - 89 

 

 A imunoglobulina IgG foi a mais freqüente ocorrendo em 60% dos ca-

sos, seguida de cadeias leves (26%), predominando casos com cadeia κ 

(70%) sobre λ (30%), apenas 14% dos casos expressaram IgA. Não foi en-

contrado no estudo nenhum caso de mieloma não secretor.  

Vinte e cinco pacientes tiveram os resultados de β2 microglobulina sé-

rica (β2M) disponíveis e a grande maioria (23/25 - 92%) apresentou valores 

aumentados (normal 0,7-2,7 mg/dl). A média dos valores de β2M foi 7,6 mg/dl, 

com variação entre 2,0 mg/dl e 33 mg/dl. Considerando-se os valores de corte 

relacionados ao prognóstico (ISS), observamos que quatro dos 25 pacientes 

(16%) apresentavam valores inferiores a 3,5 mg/dl, sete (28%) entre 3,5 a 5,5 

e quartoze (56%) acima de 5,5 mg/dl (tabela 6). 
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Tabela 6 - Resultados dos exames bioquímicos: β2 microglobulina, albumina, creatinina e 
cálcio iônico séricos em pacientes com MM 

 

 β2 M (mg/dl) Albumina (g/dl) Creatinina (mg/dl) Ca.  Iônico (mg/dl) 

N 25 28 30 25 
Média/ Desvio padrão 7,6 ± 6,33 3,1 ± 0,68 2,2 ± 1,83 1,40 ± 0,81 

Variação 2,0 - 33,0 2,2 - 4,8 0,7 - 7,1 1,02 - 2,3 
Valor de referência:  > 2,70 < 3,90 > 1,20 > 1,30 

 
Valores Inferiores* < 3,5 =  04 (16%) < 3,5 = 08 (29%) ≤ 2,0 = 20 (67%) > 1,30 = 15 (60%) 

Valores Superiores* 3,5 - 5,5 = 7 (28%) ≥ 3,5 = 20 (71%) ≥ 2,0 = 10 (33%) < 1,30 = 10(40%) 
 ≥ 5,5 = 14 (56%)    
     

* valores superiores e inferiores foram divididos levando em conta os valores de corte esta-

belecidos pelos sistemas de estadiamento de Durie&Salmon e ISS. 

 

Análise dos valores da albumina sérica de 28 pacientes mostrou que a 

grande maioria apresentava hipoalbuminemia (< 3,9g/dl) e a média dos valores foi 

3,1 g/dl, variando entre 2,2 g/dl e 4,8 g/dl.  Em relação ao valor utilizado pelo ISS, 

notou-se que a maioria (20 pacientes ou 72%) apresentou resultados inferiores a 

3,5g/dl e apenas 8 pacientes (28%) resultados acima deste valor (> 3,5 g/dl) (ta-

bela 6).   

Os níveis séricos de creatinina variaram de 0,7 mg/dl a 7,1 mg/dl com 

média de 2,2 mg/dl. Vinte e três pacientes (76%) apresentavam creatinina 

sérica aumentada (> 1,2mg/dl), enquanto 07 (24%) apresentavam valores a-

inda dentro da normalidade. Com relação ao valor 2,0 mg/dl, considerado de 

prognóstico para estadiamento Durie&Salmon, 20 casos (66%) apresentaram 

resultados inferiores e 10 (32%) resultados superiores a esse valor (tabela 6).  

Para avaliação do cálcio foi utilizado o cálcio inonizável, pois reflete 

melhor a quantidade de cálcio, por não sofrer influência do nível sérico de 

albumina. Os valores de cálcio iônico variaram de 1,02 a 2,33 mg/dl, com 

média de 1,40 mg/dl. Dos 25 pacientes com resultados de cálcio ionizável 

disponíveis, 10 (39%) apresentavam valores inferiores a 1,30 mg/dl e 15 

(60%) exibiram valores superiores a 1,30 mg/dl.   

A distribuição dos pacientes de acordo com o estadiamento clínico de 

Durie&Salmon (D-S) está apresentada na tabela 7. Observou-se que a maio-
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ria dos pacientes incluídos no estudo possuía doença avançada, com 90% 

dos casos pertencentes ao estágio III, 6,4% ao estágio II e apenas um caso 

(3,6%) foi classificado como estádio I. Assim, por essa razão, a análise dos 

imunofenótipos em relação ao estadiamento D-S ficou prejudicada. 

Em relação ao estadiamento internacional do MM (ISS), que leva em 

consideração apenas o nível sérico de β2 microglobulina e de albumina sérica, 

houve uma melhor distribuição dos pacientes: quatro casos (16%) eram está-

gio I, oito casos (32%) eram estágio II e 13 (52%) estágio III (tabela 7).  

 

Tabela 7 - Classificação dos pacientes com MM de acordo com o sistema de estadiamento 
Durie&Salmon (D-S) e ISS (sistema de escore internacional). 

 

Sistema. DS N  sistema ISS N  

estádio I 01 3% estádio I 04 16,0% 

estádio II 02 6% estádio II 08 32,0% 

estádio III 

(IIIa) 

(IIIb) 

27 

(17) 

(10) 

91 % 

(58%) 

(33%) 

estádio III 13 52.0% 

Total 27   25  

 

 

3.2 - IMUNOFENOTIPAGEM DOS PLASMÓCITOS 

3.2.1. Imunofenótipo dos plasmócitos normais 

  
Foram estudados plasmócitos de medula óssea de 4 indivíduos sadios, 

doadores de MO para transplante alogênico e avaliados quanto à expressão 

dos antígenos CD38, CD138, CD45, CD19 e CD56 para caracterização imu-

nofenotípica (tabela 8). Todos os casos apresentaram reação positiva para 

CD19, CD45, CD38 e CD138 e cadeias leves kappa e lambda. A reatividade 

do CD38 e CD138 foi alta e com elevada intensidade. No entanto, a reativi-

dade do CD45 e CD19 foi mais baixa, sendo que a média do CD45 foi 50% 
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(43% a 60%) e a média do CD19 foi 44,8% (28% a 60%). A intensidade do 

CD45 e do CD19 foi moderada em quatro casos e um caso apresentou CD19 

de alta intensidade. O CD56 foi negativo (<20%). Não houve reatividade aos 

antígenos CD10, CD20, CD22, CD28, CD13, CD33, CD56 e CD117 em ne-

nhum deles.  
 
 
Tabela 8 - Imunofenótipos dos plasmócitos de doadores sadios de medula óssea (controle normal) 
 

 
No 

 

 
CD38/138* 

  (N = 4) 

 
CD45 
(N = 4) 

 
CD19 
(N = 4) 

 
CD56 
(N = 4) 

 
κ 

(N = 4) 

 
λ 

(N = 4) 

 
CD40 
(N = 3) 

1 ++/+++ 50% 54% 10% 50% 16% 98% 
2 ++/+++ 44% 35% 10% 62% 39% - 
3 ++/+++ 59% 60% 13% 63% 20% 95% 
4 ++/+++ 54% 28% 06% NR NR 97% 
 

M 
  

45,8% 
 

44,8% 
 
 

 
61 

 
26 

 
97,2% 

Obs. a expressão foi considerada positiva quando ≥20% das células eram positivas. 
 seleção dos plasmócitos em células CD38 e CD138+++ 

M - média de células positivas. 
 

Na figura 1 encontra-se o gráfico em dot plot da expressão de CD45, 

CD19, CD138 e CD56 nos plasmócitos normais de um caso controle. 

 
 
FIGURA 1 - Exemplo de um gráfico em dot plot mostrando a expressão do CD45, CD19 
CD138 e CD56 em um doador de MO (controle normal).  
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3.2.2. Imunofenótipo dos plasmócitos de pacientes com MM 

  

Os plasmócitos mielomatosos também expressaram CD38 e CD138 de 

forte intensidade em todos os casos e, ao contrário dos normais, a maioria foi 

negativa para CD19, CD45. Houve um caso que expressou CD19 em alta in-

tensidade. Além disso, a maioria dos casos de MM (74,2 %) apresentou reati-

vidade para CD56 e a intensidade de expressão foi alta; houve positividade 

variável para os demais antígenos estudados. Os antígenos citados na tabela 

abaixo não foram considerados aberrantes e foram utilizados para distinção 

entre os plasmócitos normais e os dos pacientes portadores de MM.  
 

 
Tabela 9 – Imunofenétipo dos palsmócitos dos 30 pacientes com MM 

 

 
AcMo 

 
N Positivo %  (N) Média Variação 

CD138 30 100 (30) 95 88,0 - 100,0 

CD38 30 100 (30) 90 85 - 100 

CD45 30 19 (6) 13 30 - 98,0 

CD19 30 3,2 (1) - 86 

CD40 28 100 (28) 91 65 - 100 

Kappa 30 70 (21) 81,6 40,0 – 97,0 

Lambda 30 30 (9) 83,8 65,0 - 100 

 
Esses antígenos não foram considerados aberrantes 
A expressão dos antígenos foi considerada positiva quando presente em   ≥ 20% das células. 
Média - valor médio do número de células positivas para cada antígeno 
AcMo - anticorpo monoclonais; variação = mínima e máximo das células positivas 
Seleção para análise em células CD38 e CD138 positivas. 
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A figura 2 apresenta gráficos em dot plot da expressão de CD138, CD38, 

CD56, CD19 e CD45 em plasmócitos de um paciente com MM, através da forte 

de expressão dos AcMo CD138+++ e CD38+++ e da expressão negativa do CD56 e 

CD45. 

 
 
FIGURA 2 - Exemplo de um gráfico em dot plot mostrando a expressão do CD38, CD138 e 
CD56 CD45 CD19 em um paciente com MM  
 

 

 

 

Na tabela 10 encontram-se os resultados da avaliação dos outros marcado-

res nos plasmócitos mielomatosos, habitualmente ausentes em plasmócitos nor-

mais e considerados antígenos aberrantes (CD56, CD117, CD33, CD13, CD28, 

CD10, CD22, CD20, CD14, CD16, HLA-DR). Plasmócitos de todos os nossos 

controles normais também foram negativos para esses antígenos. 
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Tabela 10 – Freqüência dos antígenos aberrantes nos plasmócitos medulares dos pacientes com MM de 

acordo com a expressão de CD56, CD117, CD33, CD13, CD28, CD10, CD22, CD20, CD14, HLA-DR. 
 

 
AcMo 

 
N Positivo %  (N) Média Variação 

CD56 30 76,7 (23) 96,0 55,0 - 100,0 

CD117 30 60 (18) 69,9 28,7 - 99,5 

CD33 30 30,0 (9) 59,7 21,1 - 99,5 

CD13 30 26,7 (8) 44,3 20,7 - 96,9 

CD28 30 20,0 (6) 57,2 20,4 - 95,9 

CD10 30 10,0 (3) 30,6 28,6 - 34,2 

CD22 30 10,0 (3) 48,0 33,5 - 67,8 

CD20 30 10,0 (3) 65,5 29,8 - 97,9 

HLA-DR 25 4,0 (1) 65,5 65,5 

A expressão dos antígenos foi considerada positiva quando presente em   ≥ 20% das células. 
Média - valor médio do número de células positivas para cada antígeno 
AcMo - anticorpo monoclonais; variação = mínima e máximo das células positivas 

 

Vinte e nove dos 30 (96,6%) pacientes com MM apresentaram expres-

são de pelo menos um marcador aberrante.  O mais freqüente de todos foi o 

CD56 (76,7% dos casos), seguido de CD117 que ocorreu em dezenove dos 

30 pacientes estudados (60%). A média de células positivas para CD117 foi 

69,9%, com variação de 28,7 a 99,8%.  

Com relação a outros antígenos mielóides (CD13 e CD33), nove paci-

entes (30%) expressaram CD33, com média de positividade de 59,7% das 

células e oito pacientes (26,7%) foram positivos para o CD13, com valor mé-

dio de positividade de 44,7% das células.   

O CD28 estava presente em 6 pacientes (20%), com média de 57,2%, 

porem quatro casos positivos apresentaram alta intensidade de expressão.  

Os antígenos linfóides apresentaram baixa freqüência com três casos 

(10%) expressando o CD10, CD20 e/ou CD22, sendo que todos os casos 

CD10 positivos foram de baixa intensidade. O CD20 foi expresso em alta in-

tensidade em dois casos (65,5% e 98% das células). O antígeno leucocitário 

humano (HLA-DR) também foi expresso em apenas um caso com positividade 

para 69% das células plasmáticas. 
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Em relação à associação entre os antígenos mielóides, seis casos (19,3%) 

expressaram simultaneamente o antígeno CD13 e CD117, quatro casos co-

expressaram CD33 e CD117 (13%) e apenas um caso apresentou expressão dos 

três antígenos mielóides (CD13, CD33, CD117), sendo esse último o único caso 

de co-expressão entre o CD13 e o CD33.  

Os antígenos aberrantes foram comumente expressos em associação (tabela 

11). Dentre 30 pacientes apenas um (3,4%) não expressou nenhum antígeno a-

berrante e seis pacientes (20%) expressaram apenas um antígeno. Dez pacientes 

(33,6%) expressavam dois antígenos concomitantemente e 7 pacientes (23,7%). 

três antígenos; além disso, um paciente expressou cinco antígenos aberrantes e 

um apresentou seis antígenos. A associação mais freqüente foi entre o CD56 e 

CD117 incluídos nos pacientes que apresentavam associação de dois antígenos.  
 

  Tabela 11. Associação dos antígenos aberrantes expressos concomitantemente em 30 pacientes com MM. 
 

Número de  
Antígenos 
aberrante 

Tipos de Fenótipos Número de 
Pacientes  

Total   
Pacientes 

(%) 
0  1 1 (3,4) 

1 CD56+ 
 CD117+ 
CD28+ 

3 
2 
1 
 
 
 

 
6 (20) 

2 CD13+/CD56+ 
 CD117+/CD56+ 
CD33+/CD56+ 
CD10+/CD33+ 

CD13+/CD117+ 
CD28+/CD56+ 

 
 

1 
4 
1 
1 
1 
2 

 
 

10 (33,6) 

3 CD13+/CD117+/CD28+ 
CD33+/CD117+/CD56+ 
CD20+/CD117+/CD56+ 
CD13+/CD117+/CD56+ 
CD28+/CD117+/CD56+ 
CD10+/CD33+/CD56+ 

 
 

2 
1 
1 
1 
1 
1 

 
7 (23,3) 

4 CD13+/CD22+/CD117+/CD56+ 
CD13+/CD33+/CD117+/CD56+ 
CD13+/CD33+/CD28+/CD117+ 
CD13+/CD20+/CD117+/CD56+ 

 

1 
1 
1 
1 
 

 
4 (13,4) 

5 CD10+/CD22+/CD13+/CD117+/CD56+ 1 1 (3,4)    
 

6 CD13+/CD117+/CD20+/CD22+/CD28+/HLA-DR+ 1 1 (3,4) 
Total (N)  30 30 (100) 
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3.3 - Relação entre a expressão dos antígenos aberrantes e os dados 
clínico-laboratoriais.  
 

3.3.1 - Análise da expressão do CD56 

Na tabela 12 encontram-se o resumo da análise estatística para carac-

terização clínica e biológica dos pacientes com MM em relação aos parâme-

tros CD56- e CD56+. 

 
Tabela 12 - Características Clínicas e Biológicas dos pacientes com Mieloma Múltiplo CD56- e 
CD56+

 
  CD56- CD56+ p 
 (n = 7) (n = 23)  
Idade (em anos)* 59,1 ± 3,2 63,7 ± 13,5    
Hemoglobina (g/dl)* 8,2 ± 1,7 8,6 ± 2,1 0,636 
Creatinina (mg/dl)* 2,6 ± 2,1 2,1 ± 1,8 0,578 
Albumina (g/dl)* 2,9 ± 0,6 3,2 ± 0,7 0,319 
Cálcio Ionizável (mg/dl)* 1,6 ± 0,5 1,3 ± 0,2 0,033 
β2-microglobolina (mg/dl)* 13,4 ± 9,1 5,4 ± 2,9 0,003 
Componente monoclonal     
IgG N (%) 2  (29) 16 (70)  
IgA N (%) 1 (14) 3 (13)  
Cadeia leve kappa N (%) 6 (86) 15 (65)  
Cadeia leve lambda N (%) 1 (14) 8  (35)  
Estágio Clínico de Durie&Salmon    
I N (%) 0 1 (4)  
II N (%) 0 1 (4)  
IIIA N (%) 3 (42) 14 (62)  
IIIB N (%) 4 (58) 7 (30)  
Estágio Clínico Internacional    
I N (%)  5 (25)  

II N (%) 1 (14) 7 (30) 
 

III N (%) 6 (86) 11(47)  
     

* Os resultados expressam a média ± SD:  
* Método estatístico teste t. 

 

Em relação à distribuição etária dos pacientes, os dois grupos a-

presentaram idades médias próximas, com média de 63,7 anos para os paci-

entes CD56+ e 59,1 anos para o grupo CD56-. 

Os pacientes que perderam a expressão do CD56 apresentaram asso-

ciação com elevados níveis de β2-microglobulina, sendo o valor médio do grupo 

CD56 negativos de 13,4 mg/dl e no grupo CD56 positivos de 5,4 mg/dl . Essa 

diferença foi significante (p= 0,003).  
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Outro parâmetro que mostrou diferença foi o cálcio iônico. O valor me-

dio do cálcio ionizável (marcador relacionado com atividade óssea) estava mais 

elevado (1,60 mg/dl) nos pacientes com perda de expressão dessa molécula de 

adesão em relação aos CD56+ (1,30 mg/dl)  (p = 0.033).  

Não foi encontrada diferença clínica significante quando comparados 

os CD56- e CD56+ e os demais exames laboratoriais (creatinina, hemoglobina, 

albumina).  
 
Tabela 13 - Expressão do CD56 em relação a idade, estadiamento, β2 - microglobulina, al-
bumina, creatinina, cálcio séricos e hemoglobina. 
 

Dados clínicos  
laboratoriais 

CD56 + CD56 - p 

Idade 
mediana 

média ± DP 

 
63,7 

63,7±13,5 

 
59 

60,8 ± 5,7 

 

 
Estadiamento ISS 

I 
II 
III 

N = 18 
 

1 (4,0%) 
10 (57%) 
7 (39%) 

N = 8 
 

1 (12,5) 
 

7 (87,5) 

 

β2M (mg/dl) 
<5,5 
≥5,5 

 
Média ± DP 

N =18 
11 (61%) 
07 (39%) 

 
5,4 ± 2,9 

N = 08 
01 (12,5%) 
07 (87,5% ) 

 
13,4 ± 9,2 

 
0,03 * 

 
 

0,003** 
Albumina (g/dl) 

< 3,5 
≥ 3,5 

 
Média ± DP 

N = 20 
13 (65%) 
07 (35%) 

 
3,2 ± 07 

N = 08 
06 (75%) 
02 (25%) 

 
2,9 ±06 

 
1,0* 

 
 

0,18** 
creatinina (mg/dl) 

< 2,0 
≥2,0 

 
Média ± DP 

N = 23 
16 (70%) 
07 (30%) 

 
2,1 ± 1,8 

N = 07 
05 (62,5%) 
03 (37,5%) 

 
2,6 ± 2,0 

 
1,0* 

 
 

0,9** 
Calcio iônico (mg/dl) 

<1,25 
≥1,25 

 
Média ± DP 

N = 20 
06 (30%) 
14 (70%) 

 
1,3 ± 2,0 

N = 06 
01 (16,6%) 
05 (83,3%) 

 
1,6± 0,5 

 
1,0* 

 
 

0,03** 
Hemoglobina (g/dl) 

< 8,5 
≥ 8,5 

 
Média ± DP 

n=23 
12 (52%) 
11 (48%) 

 
8,6± 2,1 

n=08 
04 (50%) 
04 (50%) 

 
8,4 ± 1,7 

 
1,0 * 

 
 

0,7** 
*Método estatístico de Fisher,  
** Método de Mann Whitney  
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Em relação ao componente monoclonal nos pacientes com CD56+, 

constatou-se a predominância de IgG (69,6%), seguido de IgA (14,2%). Apenas 

quatro pacientes (17,4%) expressaram cadeias leves kappa ou lambda. A cadeia 

leve predominante foi a kappa com 65,2% e 34,8% eram lambda. 

Já no grupo CD56-, apenas 28,7% eram IgG e 14,2% IgA. A cadeia le-

ve kappa predominou sobre a lambda, 85,8% e 14,2%, respectivamente.  

Em relação ao estadiamento clínico de Durie&Salmon, todos os pacien-

tes CD56- pertenciam ao estádio III. Já entre os pacientes CD56+ um era estádio I 

(4,3%), dois estádio II (4,3%) e diferente dos pacientes CD56-, 60,9% pertenciam 

ao estágio IIIA (creatinina < 2mg/dl) e 30,5% eram IIIB (com função renal alterada 

com creatinina acima de 2mg/dl).   

Quando separamos os grupos levando em conta o estadiamento interna-

cional do MM (ISS), dos 8 pacientes com CD56- apenas um (12,5%) era estágio I 

e 7 (87,5%) eram estágio III enquanto no grupo CD56+, apenas 7 pacientes 

(39%) eram estágio III, sendo um (4%) no estágio I, 10 (57%) no estágio II.  

 

 

3.3.2 - Análise da expressão dos antígenos mielóides 

 

A análise dos antígenos mielóides (CD13, CD14, CD33, CD117) foi 

realizada considerando dois grupos: os pacientes com expressão de 0-1 antí-

geno mielóide, denominado de grupo mielóide 1 (19 pacientes) e os pacientes 

que expressaram mais que um antígeno mielóide, denominado grupo mielóide 

2 (11 pacientes) (tabela 14). 

Quando comparamos esses grupos encontramos que a média da 

idade foi semelhante nos dois grupos: média de 63,7 para os pacientes do 

grupo mielóide 1 e de 60,7 para os pacientes do grupo 2). 

Em relação às características clínicas e laboratoriais os pacientes 

de ambos os grupos não apresentaram diferença significante nos diferentes 

parâmetros. Apenas a creatinina sérica mostrou uma tendência a valores mé-

dios mais elevados no grupo mileóide 1 (p=0,06). 

Em relação ao componente monoclonal, no grupo mielóide 1, 53% 

dos pacientes apresentavam IgG, 30% cadeias leves e apenas 17% IgA. A fre-
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qüência de cadeia kappa foi maior (70%) que lambda (30%). Já no grupo mie-

lóide 2, em 75% dos casos o componente monoclonal foi IgG, seguido de 

16,7% de cadeia leve e 8,3% de IgA. Na análise das cadeias leves obsevou-se 

também predominância de kappa (75%), com apenas 25% de cadeia lambda. 
 
Tabela 14 - Características Clínicas e Biológicas dos pacientes com Mieloma Múltiplo em relação 
aos antígenos mielóides. 

 
  
  Mielóides 1 Mielóides 2 p 
 (n = 19) (n = 11)  
Idade (em anos)* 63,7 ± 10,1 60,7 ± 15,1   
Hemoglobina (g/dl)* 8,4 ± 1,6 8,7 ± 2,6 0,731 
Creatinina (mg/dl)* 2,7 ± 2,2 1,5 ± 0,6 0,065 
Albumina (g/dl)* 3,2 ± 0,6 3,2 ± 0,9 0,713 
Cálcio Ionizável (mg/dl)* 1,5 ± 0,4 1,3 ± 0,1 0,500 
β2-microglobolina (mg/dl)* 6,9 ± 3,8 8,8 ± 9,1 0,467 
Componente monoclonal     
IgG N (%) 10 (53) 8 (73)  
IgA N (%) 3 (17) 1 (9)  
Cadeia leve kappa N (%) 13 (70) 9 (75)  
Cadeia leve lambda N (%) 6 (30) 2 (25)  
Estágio Clínico de Durie&Salmon    
I N (%) 0 1 (9,0)  
II N (%) 2 (10) 0  
IIIA N (%) 9( 48) 7 (64)  
IIIB N (%) 8 (42) 3 (27)  
Estágio Clínico Internacional    
I N (%) 5 (26) 3 (25)  
II N (%) 7 (37) 3 (25)  
III N (%) 5 (26) 5 (50)  
* Os resultados expressam a média ± SD:        
Mielóide 1 = Marcadores Mielóide 0 e 1    
Mielóide 2 = Marcadores Mielóide maior do que 1    

  

A comparação nos diferentes estádios Durie e Salmon foi prejudia-

da pelas características da amostra, havendo predomínio de estágio III e pra-

ticamente ausência de estágios precoces. 

Em relação ao estadiamento internacional do MM, observamos que 

tanto no grupo mielóide 1 quanto no mielóide 2 houve homogenidade entre os 

estágios com predominância do estágio III (40% dos casos no grupo mielóide 1 e 

50% no mielóide II).  
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3.3.2.1 Análise da expressão do CD117 

 

Quando analisamos os parâmetros clínicos e laboratoriais não en-

contramos diferenças significantes entre os grupos CD117+ e CD117-. Os re-

sultados da análise de todos os parâmetros estão apresentados na tabela 15.  

 
Tabela 15 - Características Clínicas e Biológicas dos pacientes CD117+ e CD117- com MM. 

  CD117- CD117+ p 
  (n = 12) (n = 18)   
Idade (em anos)* 63,8 ± 9,6 61,8 ± 13,6  
Hemoglobina (g/dl)* 7,3 ± 4,1 7,9 ± 7,6 0,605 
Creatinina (mg/dl)* 2,4 ± 1,7 2,1 ± 1,9 0,636 
Albumina (g/dl)* 3,2 ± 0,6 3,2 ± 0,7 0,921 
Cálcio Ionizável (mg/dl)* 1,6 ± 0,4 1,3 ± 0,1 0,028 
β2-microglobolina (mg/dl)* 8,3 ± 1,3 8,7 ± 2,4 0,605 
Componente monoclonal     
IgG N (%) 6 (50) 12 (66)  
IgA N (%) 1 (16) 2 (10)  
Cadeia leve kappa N (%) 8 (65) 14) (78)  
Cadeia leve lambda N (%) 4 (25) 4 (22)  
Estágio Clínico de Durie&Salmon    
I N (%) 1 (8,0) 1 (5,0)  
II N (%) 1 (8,0) 1 (5,0)  
IIIA N (%) 7 (59) 10 (56)  
IIIB N (%) 3 (25) 6 (34)  
Estágio Clínico Internacional    
I N (%) 1 (8,0)  1 (5,0)  
II N (%) 3 (25) 2 (26)  
III N (%) 8 (67) 12 (68)   
* Os resultados expressam a média ± SD:     

 
 

Análise destes dados utilizando-se os valores de corte relacionados ao 

prognóstico encontram-se na tabela 15. 

Pacientes de ambos os grupos apresentavam idade mediana seme-

lhante : 62 anos no grupo CD117+ e 64 anos no grupo CD117-. 

 Da mesma forma, os pacientes CD117+ e CD117- apresentaram valores 

médios semelhantes de β2M, 8,7 mg/dl e 8,3 mg/dl, respectivamente. Com 

relação aos valores de albumina, maior número de pacientes (13 de 19 = 

67%) CD117+ apresentaram níveis inferiores a 3,5 g/dl, enquanto que no gru-

po CD117-, ao contrário, houve predomínio de valores > 3,5 g/dl (6 de 9 = 

67%) (tabela 16). Essa diferença, no entanto, não foi significante. 
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Tabela 16 - Expressão do CD117 em relação a idade, estadiamento, β2 microglobulina, al-
bumina, creatinina, cálcio séricos e hemoglobina. 
 

 
Dados clínicos 
 laboratóriais 

 

 
CD117 + 

 
CD117 - 

 
p 

Idade 
Mediana 

Média ± DP 

 
62 

62,4±13,5 

 
61 

63,7 ± 4,7 

 

 
Estadiamento ISS 

I 
II 
III 

N = 19 
 
 

N = 12 
 

 

β2M(mg/dl) 
<5,5 
≥5,5 

 
média ± DP 

n= 16 
08 (50%) 
08 (50%) 

 
7,7 ± 7,4 

n=10 
04 (40%) 
06 (60% ) 

 
7,3 ± 4,1 

 
0,70 * 

 
 

0,80** 
Albumina (g/dl) 

< 3,5 
≥ 3,5 

 
média ± DP 

n=19 
13 (67%) 
06 (33%) 

 
3,1 ± 07 

n=09 
03 (33%) 
06 (67%) 

 
3,2 ± 06 

 
1,0* 

 
 

0,90** 
Creatinina (mg/dl) 

≤ 2,0 
≥2,0 

 
média ± DP 

n= 19 
14 (74%) 
5 (26%) 

 
2,0 ± 1,9 

n=12 
07 (59%) 
05 (41%) 

 
2,4 ± 1,7 

 
0,44* 

 
 

0,55** 
Calcio iônico (mg/dl) 

< 1,25 
≥1,25 

 
média ± DP 

n=15 
05 (33%) 
10 (67%) 

 
1,3 ± 0,1 

n= 10 
02 (20%) 
08 (80%) 

 
1,6± 0,4 

 
0,65* 

 
 

0,02** 
Hemoglobina (g/dl) 

< 8,5 
≥ 8,5 

 
média ± DP 

n=19 
09 (47%) 
10 (53%) 

 
8,7± 2,4 

n=12 
07 (59%) 
05 (41%) 

 
8,3 ± 1,2 

 
0,7 * 

 
 

0,55** 
 

          

Em relação aos níveis de creatinina sérica, os pacientes CD117- apre-

sentaram média de 2,4 mg/dl e os pacientes CD117+ exibiam níveis médios 

de 2,1 mg/dl.    

 A análise do cálcio ionizável mostrou que dos quinze pacientes 

CD117+, dez (67%) apresentavam valores superiores a 1,25 mg/dl e cinco 

(33%) pacientes possuíam níveis inferiores a 1,25 mg/dl. No grupo CD117-, 

também a maioria apresentou valores >1,25 (8/10=80%). No entanto, o valor 

médio de cálcio ionizável dos pacientes CD117+ foi menor que a média nos 
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pacientes CD117- (1,30 mg/dl  e 1,60 mg/dl, respectivamente), com diferença 

significante entre os grupos (p = 0,02).       

 

3.3.3 - Análise da expressão do CD28 

 

A análise da expressão do CD28 foi realizada em 30 pacientes ao 

diagnóstico e foi comparada com as variáveis clínicas e laboratoriais. A ex-

pressão do CD28 foi negativa em 24 (80,0%) pacientes e positiva em 6 

(20%), variando a positividade da expressão nas células entre 20,4% e 

95,9%, com média de 15,5%.  

A tabela 17 ilustra a análise dos grupos CD28- e CD28+ em relação 

aos dados clínicos e biológicos dos pacientes com MM.  
Tabela 17 – Características Clínicas e Biológicas dos pacientes com Mieloma Múltiplo CD28- e 
CD28+ 

 
  CD28- CD28+ p 
  (n = 24) (n = 6)   
Idade (em anos)* 63,0 ± 13,1 61,0 ± 6,4  
Hemoglobina (g/dl)* 8,5 ± 2,0 8,9 ± 2,4 0,683 
Creatinina (mg/dl)* 2,4 ± 2,0 1,6 ± 0,6 0,370 
Albumina (g/dl)* 3,2 ± 0,7 2,7 ± 0,6 0,151 
Cálcio Ionizável (mg/dl)* 1,4 ± 0,3 1,6 ± 0,6 0,191 
β2-microglobolina (mg/dl)* 6,5 ± 3,9 12,5 ± 11,5 0,057 
Componente monoclonal     
IgG N (%) 13 (54) 4 (66)  
IgA N (%) 3 (16) 1 (17)  
Cadeia leve kappa N (%) 18 (75) 4 (66)  
Cadeia leve lambda N (%) 6 (25) 2 (34)  
Estágio Clínico de Durie&Salmon    
I N (%) 1 (4) 0,0  
II N (%) 1 (4) 1 (18)  
IIIA N (%) 13 (54) 3 (50)  
IIIB N (%) 9 (36) 2 (32)  
Estágio Clínico Internacional    
I N (%) 0,0 1 (10)  
II N (%) 4 (16) 2 (30)  
III N (%) 20 (84) 3 (50)   
 * Os resultados expressam a média ± SD:     

 

Não houve diferença na idade dos pacientes entre os dois grupos. 

Dos 30 pacientes estudados, seis apresentaram expressão do CD28, os quais 

mostraram uma tendência a níveis maiores de β2-microglobulina (média 12,5 

mg/dl) que os pacientes com MM CD28- (média 6,5 mg/dl) (p = 0.05). 
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Os demais parâmetros clínicos (hemoglobina, creatinina, albumina, 

cálcio ionizável), não apresentaram diferença nos resultados entre ambos os 

grupos.  

Em relação ao componente monoclonal, houve predominância de IgG 

em ambos os grupos MM CD28+ e MM CD28- e a cadeia leve predominante foi 

kappa, estando de acordo com a característica da amostra estudada. 

Dos seis pacientes que apresentaram expressão do CD28, 82% 

pertenciam ao estádio III (50% eram IIIa e 32% IIIb)  e no grupo CD28 negati-

vo, 90% dos pacientes eram estágio III, com distribuição semelhante (IIIa 

54% e IIIb 36%).     

Em relação ao estadiamento internacional do MM, encontramos que 

os pacientes expressaram o CD28 pertenciam em sua maioria (84%) ao está-

gio III (grupo de mau prognóstico), e apenas um paciente (16%) pertenciam 

ao estágio II. Já no grupo CD28 negativo houve uma distribuição bastante 

homogênea com 28% pertencentes ao estágio I, 36% ao estágio II e 36% ao 

estágio III.  

A figura 3 ilustra a análise da expressão do CD28 em citometria, 

mostrando um caso CD28+, em gráficos de dot plot. 
   

Figura 3 - Identificação dos plasmócitos do MM através da forte de expressão dos AcMo CD38+++ 

PE CD45- PercP (Região R2), co-expressão aberrante entre os antígenos CD138 e CD28. 
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3.3.4 - Análise da expressão do CD45 

O antígeno CD45 foi estudado nos 30 pacientes com MM e apenas 

seis (19%) expressaram esse marcador; 81% eram negativos para o CD45. 

Os pacientes CD45+ apresentaram idade média de 69 anos, superi-

or aos pacientes CD45- com idade média de 62 anos, porém a diferença não 

foi significante.      

Em relação aos parâmetros clínicos e laboratoriais, os pacientes 

CD45+ apresentaram valor médio de hemoglobina de 9,2 g/dl e nos CD45-, 

esse valor foi 8,4 g/dl (p = 0,391).   

O valor médio da creatinina sérica dos pacientes CD45+ foi 2,7 

mg/dl, enquanto no grupo CD45-, a  mpedia foi de 2,0 mg/dl.  

Os valores de albumina foram praticamente iguais para o CD45+ e 

CD45-, com médias de 3,1 g/dl e 3,0 g/dl, respectivamente.  

Em relação ao nível sérico de cálcio ionizável, os pacientes CD45+ 

apresentaram valor médio de 1,47 mg/dl e os pacientes CD45- apresentaram 

média de 1,38 mg/dl (p = 0,554). Todos os pacientes CD45+ possuíam valor 

sérico de cálcio iônico superior a 1,20 mg/dl. 

Em relação aos valores de β2-microglobulina foi observado que o gru-

po CD45+ possuía média de 5,9 ± 1,6 mg/dl, enquanto o valor médio dos pacien-

tes CD45- foi de 7,8 ± 6,7 md/dl (p = 0,594). 

O grupo de pacientes CD45+ possuíam predominância de componente 

monoclonal IgG com freqüência de 83,3%, seguido de 16,7% de cadeia leve. Ne-

nhum paciente CD45+ apresentou expressão de cadeia pesada IgA. Já nos paci-

entes negativos para o CD45, 56% pertenciam a cadeia pesada IgG, 16% eram 

IgA e 28% expressaram cadeia leve.  

Em relação a freqüência das cadeias leves (kappa e lambda),em am-

bos os grupos de MM CD45+ e CD45- houve predomínio de cadeias kappa (60% e 

76%, respectivamente). 

No estadiamento clínico de Durie&Salmon houve novamente predomí-

nio do estágio III, com 100 % dos pacientes CD45+ pertencentes ao estádio III 

(66,7% IIIa e 33,3% IIIb). No grupo de pacientes CD45-, 88% eram estádio III 

(56% IIIa e 32% IIIb) e 12% pertenciam aos estádios I e II. 
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Já distribuição dos pacientes em relação ao estadiamento internacional 

do MM, o grupo CD45+ ocorreu uma distribuição homogênea com predominância 

do estádio III (44%), seguido do estádio II (38%) e do estágio I (24%). Os pacien-

tes negativos para o CD45 apresentavam doença mais agressiva com 50% dos 

casos pertencente ao estágio III, apresentando β2M > 5,5 mg/dl e 50% dos paci-

entes eram estágio II. 

 

 

3.3.5 - Análise da expressão dos antígenos linfóides 

 

Dentre os 30 pacientes estudados apenas 7 (23%) apresentavam 

marcadores linfóides (CD10, CD19, CD20, CD22). Três (10%) expressaram 

CD20, CD22 com intensidade de expressão moderada a forte. Já nos três 

pacientes (10%) positivos para o CD10, a expressão do antígeno foi  fraca, 

variando de 28,57 a 34,21% dos eventos.  Apenas um paciente (3,2%) apre-

sentou reatividade ao antígeno CD19 com expressão forte (99,87%), sendo 

este um raro fenótipo encontrado entre os plasmócitos do MM. 

Em relação aos aspectos clínico-laboratoriais, quatro pacientes eram 

do sexo masculino e três do sexo feminino. A idade média desse grupo com 

marcadores linfóides foi de 55 anos de idade. Houve predominância de cadeia 

pesada IgG (72%) e apenas dois pacientes expressaram cadeias leves no so-

ro. Nenhum paciente expressou a cadeia pesada IgA. Ocorreu também predo-

minância de cadeia leve kappa (72%) sobre a cadeia lambda (28%). 

O valor médio de β2-microglobulina foi de 5,8 mg/dl variando de 2,6 

a 9,9 mg/dl. O valor médio de albumina sérica foi de 3,1 g/dl, variando de 2,0 

a 4,1 g/dl. Em relação ao nível sérico de cálcio ionizável o valor médio foi de 

1,30 mg/dl com variação de 1,18 a 1,41 mg/dl.  

No estadiamento clínico de Durie&Salmon, todos os pacientes posi-

tivos para antigenos linfóides pertenciam ao estádio IIIa, com valor médio de 

creatinina de 1,4 mg/dl e valor médio de hemoglobina de 7,7 g/dl, variando de 

4,2 g/dl a 9,1 g/dl.  

Já no estadiamento internacional do MM, três pacientes pertenciam 

ao estádio III, três ao estádio II e apenas um ao estádio I. 
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3.4 Limitações técnicas do uso de amostras congeladas 
 

Os materiais previamente congelados foram processados após o recebi-

mento dos anticorpos monoclonais, tendo o descongelamento sido realizados a-

pós tempo variável de 1 mês a cerca de 10 meses. Os ensaios, no entanto, foram 

totalmente prejudicados uma vez que não foi possível a obtenção de suspensão 

células após o descongelamento. Observou-se uma “gelatinização” do material e 

a viabilidade das células foi extremamente baixa (em torno de 25%). O fato possi-

velmente se deve a características próprias da doença (grande quantidade e po-

limerização de proteínas). Os métodos de congelamento e descongelamento têm 

sido utilizados com sucesso em nosso laboratório para outras células neoplásicas 

ou normais.  

A partir dessa constatação, resolveu-se realizar todos os ensaios utilizan-

do-se apenas amostras frescas. Os resultados iniciais das tentativas de estudo 

em material congelado não foram utilizados para a análise final. 

 

 

 3.5 Estudo da doença residual mínima no MM 
  

O estudo das células residuais do MM foi realizado baseado em estudos de 

Miguel S et al, 2002, no qual os antígenos utilizados eram os mesmos encontra-

dos nos pacientes ao diagnóstico, permitindo assim a detecção de ganho ou per-

da antigênica e posterior detecção da doença residual.  

Para avaliar a possibilidade de detecção de doença residual mínima pela 

citometria de fluxo, estudamos 2 casos de MM para determinar a quantidade de 

células residuais em pacientes após 1 ano de tratamento, através dos fenótipos 

aberrantes evidenciados no diagnóstico (CD56+, CD45+, CD33+, CD117+, CD38+, 

CD138+). 

 O primeiro paciente com idade de 27 anos com os seguintes exames labo-

ratoriais: β2M 4,70 mg/dl, albumina de 4,20 g/dl, creatinina de 1,80 mg/dl, hemo-

globina de 7,20 g/dl e cálcio iônico de 1,18 mg/dl. Exibia 0,02 % de células resi-

duais identificadas através dos marcadores aberrantes CD56+, CD117+, CD38+ e 

CD138+. 
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Já no segundo caso detectou-se uma quantidade superior de células re-

siduais, 0,33% das células nucleadas da medula óssea, que apresentavam os 

marcadores CD56+, CD117+, CD33+, CD45+, CD38+ e CD138+. Apresentava as 

seguintes características clínico-laboratoriais: β2M 3,80 mg/dl, albumina de 

4,80 g/dl, creatinina de 0,70 mg/dl, hemoglobina de 9,90 g/dl e cálcio iônico de 

1,26 mg/dl. 

Em ambos os casos foram demonstrados a clonalidade, utilizando-se tam-

bém os anticorpos anti-kappa e anti-lambda nessas células residuais. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. DISCUSSÃO 
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Em nosso estudo relatamos a freqüência dos antígenos aberrantes (AA) 

nos PCs de MM e sua associação com a progressão da doença.  

Harada e cols (1993) demonstraram que PCs normais expressavam o antí-

geno CD19 e não mostravam reatividade ao antígeno CD56. Nossos dados estão 

de acordo, pois os PCs normais de todos os doadores normais de MO apresenta-

vam positividade para os antígenos CD19+, CD45+, CD38++ e CD138+++ e não ex-

pressavam os antígenos CD56, CD117, CD33, CD13, CD28, CD10, CD20, CD22. 

  Uma das melhores estratégias para a identificação dos PCs normais e do 

MM é a utilização do antígeno CD138 que garante mais especifidade devendo ser 

associado aos antígenos CD19 e CD56, (kappa e lambda) permitindo assim a 

distinção entre os PCs normais e os neoplásicos. 

Lin P et al (2004), relataram a freqüência de alguns AA em 306 pacientes 

com MM. Dentre estes, o antígeno mais freqüente foi o CD56, observaddo em 

75% dos casos de MM, seguido do CD117 presente em 35,2%. O CD45 e o CD20 

foram encontrados em apenas 23% e 17%, respectivamente.   

Adicionalmente, Ocqueteau e cols (1996) descreveram a freqüência de ou-

tros AA em 65 pacientes estudados, como os antígenos associados a linhagem 

mielóide CD33 (24%), CD13 (28%), CD28 (41%). Os antígenos relacionados a 

linhagem linfóides (CD19, CD20, CD22 e CD10) estavam presentes em baixa fre-

qüência (3%, 23%, 4% e 7%, respectivamente).  

A alta freqüência dos AA observada no presente estudo está de acordo 

com os dados mais recentes da literatura, exceto para o antígeno CD117 presen-

te em freqüência mais alta, em 60% dos casos e o CD28 expresso em baixa fre-

qüência, 20%.  

O CD56 é uma molécula de adesão expresso aproximadamente em 74% 

dos pacientes com MM. Van Camp e cols (1990) demonstraram que oito de 12 

pacientes CD56- apresentavam doença progressiva e refratária. Já Deceunynck e 

cols (1998) relataram que a expressão do CD56 tinha relação inversa com a pre-

sença de doença extra-medular (Sahara et al, 2002; Deceunynck et al,1998, Van 

Camp et al, 1990). 

Em nosso estudo as células do MM freqüentemente expressaram o CD56 

(77%), sendo a expressão desse antígeno associada a presença de doença extra- 

medular (plasmocitoma). Porém detectamos que os pacientes que não expressa-
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ram o antígeno CD56 pertenciam a grupo de mau prognóstico por possuírem altos 

níveis de ß2M e cálcio iônico, estando essa observação de acordo com os dados 

de literatura. Acreditamos que esse marcador possa ser útil também durante o 

acompanhamento clínico dos pacientes com MM, definindo a doença como está-

vel ou progressiva com a perda da molécula de adesão CD56.   

Ocqueteau et al (1996) demonstraram que 1/3 dos casos de MM (56 paci-

entes) expressavam antígeno CD117 (c-kit), considerado um antígeno restrito às 

células tumorais do MM. Porém não foi encontrada diferença clínica significante 

entre os casos CD117+ e CD117-.  

Recentemente um estudo de Mateo e cols (2005) mostraram que ausência 

do CD117 nos plasmócitos de MM está associada com a presença de t(11;14) e 

del (13q), relacionando, assim, esse achado a mau prognóstico.   

Em nosso estudo observamos também que o antígeno CD117 estava au-

sente no grupo controle normal, porém presente em 60% dos casos e foi o AA 

mais freqüente dos antígenos por nós investigados. Além disso, os pacientes 

CD117- exibiam valores elevados de cálcio iônico, sugerindo que a ausência do 

CD117 pode ter relação com o mau prognóstico em MM, concordando com rela-

tos de literatura. Outros estudos seriam interessantes para confirmar a relação 

entre a ausência do CD117 (c-kit) e a progressão da doença. 

O antígeno CD28 (raramente encontrado nos PCs normais) é uma proteína 

de superfície que tem sido descrita estar expressa em 1/3  dos casos de MM. No 

entanto a expressão aberrante desse antígeno vem sendo associada a compro-

metimento extra-medular (90% dos casos com expressão do CD28) e conseqüen-

temente com o avanço da doença. (Shapiro et al 2004).  

Em um recente relato Mateo et al (2005), estudaram 915 pacientes com 

MM e detectaram associação entre a expressão do CD28 com anormalidades 

cromossômicas e hipoploidia de DNA.   

A freqüência de positividade do CD28 em nosso estudo foi menor do que o 

relatado na literatura, tendo sido detectado em apenas 20% dos casos. Esse fato 

pode ser devido a diferença na expressão do clone utilizado ou mesmo devido às 

características da nossa população estudada, uma vez que ela difere já na distri-

buição por diferentes estádios clínicos (D&S ou ISS), com predomínio total de pa-

cientes em doença avançada. Caso confirme a associação da sua expressão com 
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a progressão da doença, esperar-se-ia uma freqüência maior de CD28 na nossa 

população estudada. Estudos adicionais são necessários para o esclarecimento 

da freqüência na população brasileira. 

Por outro lado, observamos também que os pacientes CD28+ apresenta-

vam altos níveis de β2M, sendo mais um dado útil para confirmar a associação da 

expressão aberrante desse antígeno com o avanço da doença.  

S Kumar et al (2005) analisaram a expressão do CD45 em 75 pacientes 

com MM e relacionam a ausência da expressão do CD45 com a progressão da 

doença.  Moureau et al (2004) em um estudo com 95 pacientes submetidos a al-

tas doses de quimioterapia demonstraram que os pacientes que perderam a ex-

pressão do CD45 tiveram baixa sobrevida. 

No presente estudo, não encontramos relação entre os parâmetros clínicos 

e negatividade para o CD45 nos seis casos, provavelmente devido ao estágio a-

vançado da maioria dos nossos pacientes com MM e ao número da amostra ana-

lisada. 

Há raros estudos associando a presença ou a co-expressão de antígenos 

mielóides (CD13, CD14, CD33, CD117) com prognóstico adverso, baixa sobrevi-

da e pior resposta ao tratamento (Lima et al, 2000).      

Em nosso estudo não foi possível confirmar os achados dos poucos relatos 

da literatura, pois observamos que os pacientes que expressavam menos de 2 

antígenos mielóides possuíam valores elevados de creatinina sérica, fato este  

que poderia sugerir que a presença de mais de 2 antígenos mielóides nos plas-

mócitos de MM pode estar associada com prognóstico favorável. No entanto, a 

avaliação pode estar novamente prejudicada devido às características da nossa 

população estudada, constituída por pacientes predominantemente em estágios 

avançados da doença. 

Os plasmócitos do MM podem expressar antígenos associados à linhagem 

linfóide B em baixa freqüência. Raros estudos têm relacionado a presença do 

CD10 e do CD20 com pior prognóstico e baixa sobrevida (Lima M, 2000; Argüel-

les G, 1994).   

Em nosso estudo com 30 pacientes, as células mielomatosas ocasionalmente 

expressaram antígenos associados a células B (CD10, CD19, CD20, CD22). Com 

isso não foi possível demonstrar associação dos antígenos B com os parâmetros 
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clínicos e laboratoriais para avaliar a sua implicância no prognóstico. Estudos mul-

ticêntricos serão importantes para avaliar a freqüência e a relação com o prognós-

tico de outros marcadores linfóides como o CD10, o CD20 e CD22.  

Sahara et al (2000), relataram um caso de MM com expressão CD19+ 

CD56-, um raro fenótipo encontrado em MM, pois normalmente os plasmócitos do 

MM expressam o antígeno CD56 e perdem a expressão do marcador pan B CD19 

(antígeno presente apenas nos PCs normais). Nesse relato o paciente tinha 70 

anos, apresentava Hb 8,4 g/dl, β2M 12 mg/dl e 73% de plasmócitos ao exame de 

medula óssea.  

Em nosso estudo identificamos também um caso que expressava o fenó-

tipo CD19+ CD56-, porém, este paciente apresentava 7 antígenos aberrantes 

(CD19, CD20, CD22, CD13, CD28, CD117, HLA-DR) além de não expressar o 

CD56.  Apresentava anemia (Hb 7,5 g/dl), doença progressiva (β2M 7,2 mg/dl), 

albumina baixa (2 mg/dl), e comprometimento ósseo (estágio IIIa de Duri-

e&Salmon, com múltiplas lesões ósseas e cálcio iônico elevado, 140 mg/dl). O 

paciente foi a óbito por pneumonia após um mês de tratamento quimioterápico. 

Com isso acreditamos que, além da perda da expressão do CD56, a presença 

de vários antígenos aberrantes pode ter contribuído com a rápida progressão 

da doença. 

Nossos ensaios foram iniciados com amostras congeladas, porém não 

conseguimos realizar a fenotipagem desses casos devido à baixa viabilidade e a 

formação de uma camada gelatinosa de células. Portanto, recomendamos que os 

ensaios imunofenotípicos dos plasmócitos mielomatosos sejam realizadas em 

amostras frescas possibilitando a suspensão celular e identificação dos antígenos 

aberrantes no MM. 

Com o avanço no tratamento das neoplasias hematológicas, obtêm-se ca-

da vez mais altos índices de remissão e remissões prolongadas e, inclusive, de 

cura em algumas situações, como nas leucemias. Assim, tornou-se cada vez mais 

importante, a avaliação da DRM no acompanhamento desses pacientes em re-

missão para tentar prever a evolução e da possibilidade de recaídas. 

Para comprovar a utilidade dos AA na identificação da DRM em MM, reali-

zamos dois ensaios para determinar a quantidade de células residuais. Nos dois 

casos foi possível identificar com facilidade a quantidade residual de células neo-
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plásicas e sugerimos que sejam utilizados os marcadores detectados em células 

mielomatosas ao diagnóstico. Assim, para detecção de DRM deve-se utilizar o 

painel de anticorpos monoclonais para diferenciação entre plasmócitos normais e 

mielomatosos com adição de anticorpos para identificação dos AA detectados ao 

diagnóstico (sendo o mais freqüente o CD117), além de caracterização de clona-

lidade. Assim, sugerimos para este fim o uso racional de anti-CD138, associado 

ao anti-CD38, anti-CD19, anti-CD56 e por exemplo o anti-CD117, anti-kappa, anti-

lambda. Os anticorpos CD138 e CD38 permitem excelente identificação dos 

plasmócitos e a distinção dos PCs normais dos neoplásicos seria realizada atra-

vés do CD19 e os marcardores CD56, CD117, presentes somente  nas células do 

MM e a clonalidade determinada através das cadeias leves (k e λ)  

Em resumo concluimos que os AA estão presentes na maioria dos pacien-

tes com MM e podem estar relacionados ao prognóstico. A expressão negativa do 

antígeno CD56, CD117 (c-kit) e a positiva do CD28 podem ser associados ao a-

vanço da doença.  Além disso, a alta freqüência de AA mostra a sua utilidade na 

detecção e quantificação da DRM ao longo do acompanhamento de pacientes 

com MM.  

Estudos adicionais devem ser realizados com maior casuística para melhor 

caracterizar o valor prognóstico dos diferentes AA em MM. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. CONCLUSÕES 
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1. O estudo de plasmócitos em MM requer utilização de material medular fresco 

ou células separadas pelo gradiente de Ficoll-Hypaque (F-H) 

 

2. Quando necessário, pode-se congelar plasmócitos incluídos entre as células 

mononucleares separadas pelo Ficoll-Hypaque.  

 

3. Os plasmócitos de MM exibem alta freqüência de antígenos aberrantes, sendo 

os antígenos CD56 e o CD117 os mais freqüentes, 76,7% e 60% 

  

4. A ausência da molécula de adesão CD56 e do CD117 está relacionada com a 

agressividade da doença e deve ser incorporada como fator de mau prognóstico 

em MM. 

 

5. A expressão do antígeno CD28 mostra uma tendência à associação com a a-

gressividade da doença e estudo com maior número de casos deve ser realizado. 

 

6. A detecção da doença residual mínima em MM, através da identificação de AA 

em citometria de fluxo é útil e de fácil realização. 
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Anexo 1 – principais anticorpos utilizados no estudo  

 

fluorocromos FITC PE PerCP APC 

Anticorpos mo-

noclponais (CD) 

IgG 1 

Anti- kappa 

Anti-lambda 

CD 10 

CD14 

CD15 

CD16 

CD28 

CD34 

IgG 1 

CD13 

CD19 

CD20 

CD22 

CD33 

CD40 

CD56 

CD117 

CD138 

CD45 CD38 

CD19 

Obs. FITC = isotianato de fluoresceina; PE= Phicoeritrin; PerCP= Peridin Chlorophil Protein; 

APC=Allo Phyco Cyanin 
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Anexo 2 – Figura ilustrando a identificação dos plasmócitos do MM (vermelho) através do 

CD138+++ e CD38+++ utilizando 4 fluorocromos (FTIC, PE, PercP e APC), nítida separação dos 

linfócitos (amarelo) através do CD138 e super-expressão aberrante do antígeno CD56. 
 

 

 

 

 

 

 

               

 

 

 

Anexo 3 – Representação gráfica de AA em dot plot pela citometria de fluxo. 
 
A – Seleção dos plasmócitos mielomatosos através do CD38++ e CD45 negativo.  
B – Perda da molécula de adesão CD56.  
C - Expressão do marcador mielóide CD33 em plasmócitos mielomatosos. 
D – Expressão da molécula de sinalização CD28 plasmócitos neoplásicos CD138++ 

E – Expressão aberrante do antígeno HLA-DR em plasmócitos CD38++ . 
F - Rara co-expressão aberrante entre o CD19 e o CD22 nos plasmócitos do MM. 
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Anexo 4 – Demonstração citoplasmática de monoclonalidade dos plasmócitos mielomatosos.  
 
 
A e B– Seleção dos plasmócitos mielomatosos (verde) através do tamanho (FSC) e complexidade 
(SSC).  
C – Seleção dos plasmócitos mielomatosos através do CD38++ e CD45 negativo. 
D – Histograma ilustrando a restrição de cadeia leve kappa (verde) em plasmócitos mielomatosos. 
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Anexo 5 – Imunofenótipo dos plasmócitos normais (Grupo Controle). 
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Anexo 6 – Carta de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa 
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Anexo 7 – Termo de consentimento livre e esclarecido 
 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
 

Título da Pesquisa: CARACTERIZAÇÃO IMUNOFENOTÍPICA DAS CÉLULAS 
PLASMÁTICAS DO MIELOMA MÚLTIPLO 
 
 Você é portador de uma neoplasia de medula óssea, denominada mieloma 

múltiplo (MM), que compromete as células denominadas plasmócitos.  

O diagnóstico do MM é feito através de exames de sangue e da medula 

óssea para o estudo das características dos plasmócitos, pela microscopia co-

mum e também pela técnica chamada imunofenotipagem (método que consiste 

em analisar marcadores que podem está relacionados com melhor caracterização 

de sua doença), utilizando-se um aparelho automático chamado citômetro. 

Estas informações estão sendo fornecidas para a sua participação voluntá-

ria nesta pesquisa que tem como objetivo avaliar as anormalidades nas células 

neoplásicas encontradas pela imunofenotipagem, na tentativa de identificar alte-

rações que pudessem estar relacionadas com a evolução da doença.  

A medula óssea (fábrica do sangue) é um material gelatinoso que se en-

contra dentro das cavidades ósseas e, para o seu estudo, habitualmente é coleta-

da através de punção dos ossos chamados esterno ou crista ilíaca, utilizando-se 

uma agulha própria, sob anestesia local.  Este é um exame simples, realizado por 

médico hematologista ambulatorialmente, não necessitando de internação. Inici-

almente você receberá anestesia local com uma agulha fina para que não sinta 

dor onde será coletada a medula óssea. Em seguida, com outra agulha colocada 

no mesmo lugar, retira-se o material através de aspiração com uma seringa, não 

havendo riscos adicionais para você. 

 Você receberá toda informação necessária quanto aos procedimentos, an-

damento do estudo ou qualquer dúvida que possa aparecer com o Dra. Manuela 

de Souza Sampaio Almeida do serviço de Hematologia da Universidade Federal 

de São Paulo – UNIFESP, Fone: 5579-1550 ou 5576-4240. 

 Se você tiver alguma consideração ou dúvida sobre ética da pesquisa entre 

em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa na Rua Botucatu, 572, 10 andar, 

cj 14, telefones: (11) 5539-7162. 
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 Além disso, você pode retirar-se do estudo, sem qualquer prejuízo à conti-

nuidade de seu tratamento nesta instituição, em qualquer etapa do estudo. Será 

mantido sigilo médico rigoroso. As informações obtidas serão analisadas em con-

junto com outros pacientes, não sendo divulgada a identificação de nenhum paci-

ente. 

 Não há despesas pessoais para participação em qualquer fase do estudo, 

incluindo exames e consultas. Também não há compensação financeira relacio-

nada à sua participação. Se existir qualquer despesa adicional, será absorvida 

pelo orçamento da pesquisa. 

Eu_______________________________________________________________

_______ acredito ter sido suficientemente esclarecido a respeito das informações 

contidas na carta informativa, que li ou que leram para mim, referente ao trabalho 

“CARACTERIZAÇÃO IMUNOFENOTÍPICA DAS CÉLULAS PLASMÁTICAS DO 

MIELOMA MÚLTIPLO”. 

Eu discuti com a Dra. Manuela de Souza Sampaio Almeida sobre a minha 
decisão de participar do estudo. Ficaram claros para mim os propósitos do traba-
lho, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, e a garan-
tia de acesso ao tratamento necessário nesta instituição. Concordo voluntaria-
mente em participar deste estudo, podendo retirar o meu consentimento a qual-
quer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades, prejuízo ou perda 
de qualquer benefício que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste 
serviço.      
  

_____________________________________RG ___________  Data: 

_____/_____/_____ 

Assinatura do Paciente ou Responsável.                             

____________________________              

         Assinatura da Testemunha 

 

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre 

e Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participação nesse 

estudo. 

 

___________________________________________ Data: _____/_____/_____ 

Assinatura do Pesquisador Responsável CRM/SP ________.                        
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Anexo 8 

 
 

Gráfico 1 – Freqüência de Antígenos Aberrantes em 30 pacientes com MM. 
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Abstract 
 

The aims of this study were to determine aberrant antigens (AA) in MM cells and 

to evaluate their prognostic value and frequency. Methods : bone marrow plasma 

cells of an homogeneous cohort of 30 newly diagnosed patients with MM were 

studied. As normal control, bone marrow plasma cells from 4 healthy marrow do-

nors were also evaluated. Surface and cytoplasmic antigens were analysed  using 

multiparametric flow cytometry (FACS calibur cytometer and Cell Quest and Paint-

a-Gate softwares – BD). Plasma cells were identified by gating CD45-

/CD38++/CD138+++ expressing cells and AA were identifyed using a panel of 

fluorochrome conjugated monoclonal antibodies : CD45, CD38, CD138, CD19, 

CD56, CD117, CD13, CD33, CD28, CD14, CD10 CD20, CD22 and HLA-DR.  Re-
sults - All the patients but one (96,6%) showed at least one AA and the most fre-

quent ones were CD56+, CD117+, CD33+, CD13+. The expression of lymphoid an-

tigens was more frequently found in those cases that expressed a great number of 

AA. The absence of the adhesion molecule CD56 was associated with high levels 

of ß2- microglobulin (p =0,009) and ionic calcium (p = 0,03), showing its prognostic 

value in MM. The CD28+ also showed a tendency of association with high levels of 

ß2- microglobulin. We also found one case of CD19+ MM (rare phenotype in neo-

plastic plasma cells).  

Conclusions : The myeloma cells show a high frequency of AA and it should be  

highlighted the importance of CD56, CD117 and CD28 as prognostic markers, as 

well as  the utility of FC for the study of minimal residual disease in MM patients by 

detection of the AA, through multiparametric flow cytometry. 
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