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RESUMO

Objetivo: Determinar a frequéncia e o valor progndstico dos antigenos aberrantes
em pacientes com Mieloma Multiplo (MM), através da imunofenotipagem por ci-
tometria de fluxo multiparamétrica. Métodos Foram estudados plasmécitos em
material de medula 6ssea de 30 pacientes com MM, ao diagndstico e sem ne-
nhum tratamento prévio. Como controle normal, foram estudados plasmécitos de
doadores de medula, para transplante. Avaliou-se a expressao dos antigenos de
superficie e citoplasmaticos por citometria de fluxo (Citbmetro FACs calibur, BD, e
programa Cell Quest e Paint-a-Gate, BD). Para o estudo antigenos aberrantes
nos plasmaocitos mielomatosos foi utilizado o painel de anticorpos monoclonais:
CD45, CD38, CD138, CD19, CD56, CD117, CD33, CD13, CD14, CD28, CD10,
CD20, CD22, HLA-DR. A selegao de plasmécitos foi baseada na expresséo do
CD138, CD38, CD45. Resultados: com excegao de um caso, todos os demais
pacientes (96,6%) apresentavam pelo menos um antigeno aberrante e os mais
freqlientes foram o CD56", CD117*, CD33", CD13", observados em 88% dos pa-
cientes. A expressao de antigenos linféides foi encontrada nos casos que apre-
sentavam maior numero de antigenos aberrantes. Quando avaliada a relagcédo da
expressao dos antigenos aberrantes com os parametros clinico-laboratoriais, ob-
servou-se que os pacientes portadores de MM CD56" possuiam maiores niveis de
B2M e de célcio ionizavel em comparagéo aos com MM CD56". Além disso, paci-
entes com MM CD28+ também mostraram uma tendéncia a altos valores de 2M.
Conclusdes: Os antigenos aberrantes sdo altamente frequentes nos plasmécitos
do mieloma multiplo, destacando a importéncia do CD56, CD117 e do CD28 no
progndstico e na utilidade dos antigenos de alta freqiéncia (CD56°, CD1177,
CD33", CD13") para a deteccdo da doenca residual minima nesta doenca, atra-

vés da citometria de fluxo multiparamética.
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O Mieloma multiplo (MM) é uma doenca neoplasica clonal de

plasmaocitos caracterizada por expansao dessas células na medula éssea.

Caracteriza-se, clinicamente, por dor 6ssea resultante da destruigao
O0ssea por disfuncdo dos osteoclastos, hipercalcemia, faléncia renal, anemia e
infecgbes recorrentes, neuropatia, hiperviscosidade, sangramento e trombose
(Bataille et al, 1997, Kyle et al, 2004).

O MM é responsavel por 1% de todos os tipos de doenga maligna e pouco
mais que 10% das malignidades hematoldgicas. Tipicamente, a doencga incide
mais em pacientes com idade entre 40 a 70 anos, sendo a idade média ao diag-
néstico de aproximadamente 65 anos e apenas 3% dos pacientes encontram-se
abaixo de 40 anos de idade.

O MM é uma doencga progressiva e quando néo tratado, tem uma sobrevida
média de 6 meses e cerca de 2,5 a 3 anos, quando tratados com quimioterapia.

Varios fatores tém sido relacionados com a origem da doenga, como a ex-
posicdo ao benzeno, inseticidas ou herbicidas, quimioterapicos, virus (Herpes-
Virus tipo 8), sendo o contato com radiagdes ionizantes o principal fator de risco
para desenvolvimento da entidade. Fatores genéticos tém sido relatados com
descricdo em irmaos gémeos.(Medeiros CR et al, 2001, Williams JW et al, 1996).

Enquanto a origem natural das células do mieloma néo é estabelecida, evi-
déncias sugerem que a provavel sobrevida longa das células plasmaticas pode
ser atribuida a exposi¢ao antigénica, transformacao das células B maduras duran-
te o processo de recombinagao da regiao VDJ da imunoglobulina e a uma hiper-

mutag¢do somatica (Ho et al, 2002).

Quadro Clinico do MM

As manifestagdes clinicas mais frequentes nos pacientes portadores de
MM sao, dor “nas costas” provocada pelas lesées osteoliticas, anemia leve, doen-
¢a renal por depdsito de imunoglobulina e desordens no sistema nervoso central.
(Grogan TM et al, 2001)

Esses pacientes apresentam intensa atividade dos osteoclastos, gerando
elevada reabsor¢ao dssea e diminuicdo da formacao 6ssea. Os osteoclastos pro-

duzem interleucina 6 (IL-6), importante fator de crescimento das células mieloma-



3
tosas in vitro e in vivo, que afeta a sobrevida dessas células do mieloma e gera
resisténcia a apoptose e um ambiente ideal para a proliferagdo e sobrevida alon-
gada dos plasmacitos, inclusive aumentando a resisténcia aos tratamentos quimi-
oterapicos (Karagad A et al, 2000). A radiografia do esqueleto revela lesbes os-
teoliticas em 60% dos pacientes. As lesdes classicas do MM sdo as "lesbes em
saca bocado" e as rarefagbes Osseas generalizadas. A extensa reabsorgao 6ssea
€ presumivelmente causada pela producao 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 elevagédo do calcio sérico em aproximadamente 50% dos
pacientes. (Medeiros CR et al, 2001)

O desenvolvimento de lesbes 6sseas no MM esta relacionado com o au-
mento da expressao do receptor do fator nuclear de ativagcao de osteoblastos Kb,
ligante (RANKL) e uma redugédo dos niveis do receptor de osteoprotegerina. O
aumento do RANKL resulta na ativagao de osteoclastos e reabsorcéo o0ssea. A
super-expressdo do RANKL é provavelmente mediada pela liberagdo da proteina
inflamatoria 1o de macréfagos. O melhor entendimento desse mecanismo possibi-
litou o desenvolvimento de uma terapia paliativa com bifosfonatos (Abe M et al,
2002).

A faléncia renal seguida por dano tubular é provocada pela deposicédo de
um aglomerado de proteina monoclonal, sendo uma das causas de morte desses
pacientes. (Grogan TM et al, 2001)

A presenca de cadeia leve na urina, kappa ou lambda (proteinas de Bence
Jones), esta quase sempre relacionada com os casos de acentuada perda da
funcao renal e necessidade de hemodialise. Aproximadamente 10% dos pacien-
tes sdo obrigados a permanecer em programas de dialise cronica e apresentam a
creatinina sérica acima de 4 mg/dl ao diagndstico, sendo um fator de progndstico
adverso (Medeiros CR et al, 2001).

A anemia do MM tem duas causas principais: a insuficiéncia renal com de-
ficiéncia de producado de eritropoetina e de eritrocitos pela medula éssea e a se-
cundaria a infiltragcdo medular pelos plasmaécitos neoplasicos, gerando uma hema-
topoese ineficiente. Na medida em que a doenga progride, sintomas como a fra-
queza, palidez e taquicardia tornam-se proeminentes.

O quadro neurolégico mais frequente é a radiculopatia provocada pela

compressao secundaria ao colapso de uma vértebra. A neuropatia periférica é
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pouco frequente, geralmente associada a amiloidose ou ao mieloma com lesbes

esclerdticas (Foerster J et al, 1998).

Exames laboratoriais no MM

O hemograma mostra anemia normocitica normocrémica, com formacao de
hemacias em “rouleaux”, devido ao excesso de imunoglobulinas e a velocidade de
sedimentacao dos eritrécitos (VHS) se encontra acelerada (Foerster J, 1998).

O exame de medula éssea (MO) mostra presenga de plasmodcitos em
quantidade variavel. Alguns plasmocitos podem exibir morfologia bizarra com for-
mas binucleares ou multinucleares, figuras de mitoses e alta basofilia citoplasma-
tica associada a alta produgado de imunoglobulina clonal. Pode ocorrer formagao
de agrupamento de plasmoblastos malignos com alta relagdo nucleo-
citoplasmatica, nucleo grande, cromatina fina e presenca de nucléolos evidentes.
Para classificagdo morfolégica do MM é necessario realizar uma contagem de 500
células, sendo caracterizada uma morfologia plasmablastica 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 bidpsia em varios sitios para confirmagao do diagndstico.

O achado laboratorial mais importante € a demonstracdo de proteina mo-
noclonal no soro ou na urina, através da eletroforese de proteina, que mostra um
pico na regido de gamaglobulina ou formac&o de dois picos, um na regido de be-
taglobulina e o outro na por¢gédo 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 sdo de-
monstrados pelo método de imunofixagao, considerado o exame padréao ouro pa-
ra diagnosticar gamopatias monoclonais. Os pacientes com mieloma IgA possu-
em risco elevado de desenvolvimento de uma sindrome de hiperviscosidade, re-
sultante da forte tendéncia da proteina M de sofrer polimerizagdo, o que pode
causar comprometimento da circulagdo, tromboses e edema pulomonar. (Medei-
ros CR et al, 2001)
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Alteragdes da fungao renal sdo comuns, 48 a 77 % dos pacientes tém cre-
atinina acima do normal e 25 % acima de 2 mg/ml ao diagndstico.

O nivel de B2 microglobulina (R2M) é util para predizer sobrevida no MM,
pois reflete a quantidade de carga tumoral. A concentragcado de ;M sérica esta
aumentada no MM e é associada com curta sobrevida. O valor de referéncia co-
mumente utilizado é de 2.7 a 4mg/dL.

A hipercalcemia no MM é causada pela reabsorcédo dssea e envolve varias
citocinas como a IL-1 e IL-6, que sao produzidas pelos osteoblastos, as quais es-
timulam a reabsorcao 6ssea pelos osteoclastos. O nivel de calcio sérico pode en-
contrar-se normal ou aumentado, mas como o calcio sérico esta ligado a albumina
€ 0s niveis dessa proteina, com frequéncia, diminuem em pacientes com insufici-
éncia renal, € mais indicado avaliar o nivel de calcio através da determinacao do
calcio ionizavel (Foerster J et al, 1998).

Juntamente com altos niveis de 2M, niveis elevados de lactato desidroge-
nase (DHL) e de proteina C reativa (PCR) correlacionam-se com mau progndsti-
co. Além disso, presenca de morfologia plasmablastica (> 2%), presenca de
plasmdcitos no sangue periférico e o aumento de IL-6 tém sido também associa-

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

Diagnostico e estadiamento do MM

O diagndstico € baseado em critérios, maiores e menores, estabelecidos
por Durie & Salmon em 1975, conforme mostrado na tabela abaixo. A presenca
de um critério maior e um menor ou trés menores fecham o diagnéstico de MM.
Classicamente, a presenca de 30% ou mais plasmaocitos na medula dssea asso-

ciada a lesées liticas, confirmam o diagnéstico (Durie BG et al, 1975).



Tabela 1. — Critérios diagnésticos para Mieloma Multiplo, de acordo com Durie&Salmon.

Critérios Maiores

- Plamocitoma no tecido Biopsiado

- Plamocitose Medular > 30%

- Componente Monoclonal M:

Proteina Monoclonal M IgG > 3.5 g/dl  IgA > 2.0 g/dI

Proteina 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.
- Lesbes Osseas liticas

- Imunoglobulina normal reduzida (< 50% normal)

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

O diagnéstico é confirmado na presenca de um critério maior e um critério menor ou quando trés critérios menores sao
documentados em pacientes sintomaticos com doenga progressiva.

Novos critérios diagndsticos requerem a presencga de pelo menos 10 % de
plasmdcitos no exame de MO (ou no tecido biopsiado com células clonais) protei-
na monoclonal no soro e na urina e evidéncias de danos organicos, como lesao
Ossea, insuficiéncia renal, anemia, hipercalcemia. Ocasionalmente, alguns pacien-
tes com MM podem nao apresentar componente monoclonal, levando ao diagnds-
tico de mieloma nao secretor (Kyle at el, 2003).

O estadiamento é baseado em uma combinacao de fatores que se relacio-
nam com a massa tumoral, doenga éssea e renal e quantidade de imunoglobulina
clonal. De acordo com o estadiamento de Durie & Salmon, os pacientes podem
ser classificados em estagios [, Il e lll. Este sistema considera o grau de anemia,
lesbes Osseas, nivel de calcio sérico e de imunoglobulina sérica e urinaria (Durie
BG & Salmon SE, 1975) (tabela 2).



Tabela 2. Estadiamento do Mieloma Multiplo de acordo com os critérios de Durie & Salmon

Estagio | (pequena massa tumoral, < 0,6 x 10™° células/m?)
Todos os achados abaixo:

Hemoglobina > 10 g/dl
IgG < 5¢/dl; IgA < 3g/dl; Proteinuria de BJ na urina < 4 g/24h
Calcio normal

Lesdes liticas generalizadas

Estégio Il (massa tumoral intermediéria)

Achados entre estagios | e llI

Estagio Ill (massa tumoral, > 1,2 x 10™ células/m?)

Qualquer achado abaixo:

Hemoglobina <8,5 g/dI

IgG > 7 g/dl; IgA > 5 g/dl; Proteinudria de BJ na urina > 12 g/24h
Calcio > 12 mg/dI

Lesdes liticas generalizadas

Critério acrescido
A - Creatinina < 2 mg/dI
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
0s pacientes em trés estagios levando em consideragao os niveis plasmaticos de
B2-microglobulina (R2M) e albumina, ndo inclusos nos critérios de Durie & Salmon.
(Greipp et al, 2005).

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

Estagios Critérios Sobrevida Média (meses)

I B2 microglobulina < 3,5 mg/L 62
Albumina sérica > 3,5 g/dl

44
I B2 microglobulina 3,5-5,5 mg/L ou
B2 microglobulina < 3,5 mg/L
Albumina sérica < 3,5 g/dl

11l B2 microglobulina >5,5 mg/L 29




Gamopatia monoclonal de significado indeterminado (GMSI) e MM smoldering
(SMM).

GMSI e SMM sao desordens assintomaticas e consideradas pré-malignas,
caracterizadas pela proliferacdo monoclonal de plasmécitos na medula éssea, e
com auséncia de lesdao em 6rgaos finais. Os critérios diagndésticos destas condi-
¢des foram recentemente revistos.

A GMSI ¢, assim, definida pela presenga de proteina monoclonal (proteina
M) <3g/dl, plasmdcitos medulares <10% e auséncia de anemia, hipercalcemia,
lesdes 6sseas liticas ou faléncia renal atribuiveis a doenca proliferativa plasmoci-
taria. O seu risco de malignizagao tem sido observado em cerca de 1% dos casos
por ano (The Intenational Myeloma Working Group, 2003).

O diagnostico de SMM requer, por outro lado, uma proteina M sérica
=3g/dL ou plasmécitos medulares 210%, na auséncia de anemia, hipercalcemia,
lesbes Osseas liticas ou insuficiéncia renal atribuiveis a desordem proliferativa
plasmocitaria. O risco dessa condigao de progressao para malignidade é de 10 a
20% por ano (The International Myeloma Working Group, 2003; Raykunar SV et
al, 2001).

Progresséo para MM

O primeiro passo para desenvolvimento do MM € um aumento no numero
limite de plasmacitos clonais, clinicamente conhecido como gamopatia monoclo-
nal de significado indeterminado (GMSI). Pacientes com GMSI n&o apresenta sin-
toma nem evidéncias de danos organicos, e apresentam risco de progressao para
MM de aproximadamente 1% ao ano (Kyle et al, 2002).

Com a progressao da GMSI para mieloma multiplo ocorre uma gama de
eventos complexos nos plasmécitos neoplasicos e no microambiente medular,
incluindo indugdo de angiogénese, supressao da imunidade celular, desenca-
deamento de sinalizagdo paracrina que resulta no aumento da producgao da IL-6 e
do fator de crescimento do endotélio vascular.

A interacéo entre as células do MM e o estroma medular contribui para a
persisténcia tumoral e para a resisténcia as 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 angiogénse tumoral e diminuem a resis-
téncia quimioterapica (Kuehl WM et al, 2002, Seidl el al, 2003).

Leucemia de células plasmaticas e plasmocitomas

O MM ¢é uma patologia que acomete a medula 6ssea. No entanto, sabe-se
que estes pacientes podem apresentar plasmacitos circulantes em pequeno nu-
mero sem chegar a caracterizar a leucemia de células plasmaticas (LCP), uma
forma mais agressiva da doenga. 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 sdo observados mais de 20% de plasmdcitos
circulantes ou 2x10%/L no sangue periférico (Costelo R, 2001).

A LCP primaria é definida como uma proliferacao maligna de plasmacitos
(> 20% de PCs) sendo considerada uma leucemia aguda ao diagnostico. Ja a
LCP secundaria corresponde a uma transformag¢ao do mieloma multiplo.

Aproximadamente 60% dos pacientes com LCP s&o jovens e tém alta inci-
déncia de linfonodomegalia, baixa contagem plaquetaria, raros achados de lesdes
liticas, baixo nivel sérico de proteina M. O progndstico é reservado em ambas as

LCP, primarias ou secundarias (Costelo R, 2001).
Plasmocitoma extramedular

E um tumor de células plasmaticas que surge fora da medula 6ssea. O tra-
to respiratério é a localizagao mais frequente da lesdo. Os plamocitomas extra-
medulares podem ocorrer em outros 6rgaos incluindo, trato digestivo, sistema
nervoso central, bexiga, pele, glandula parétida e linfonodos. A predominancia é
de monoclonalidade por IgA e o diagnostico € baseado no achado de tumor de
células plasmaticas em sitio extramedular com auséncia de doenga na medula
0ssea, hipercalcemia, insuficiéncia renal e anemia, através de estudos radiol6gi-

cos, hematoldgicos e bioquimicos completos (Grogan TM et al, 2001).
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Imunofenotipagem das células plasmaticas

Antigenos de diferenciacéo leucocitaria no MM

O processo de diferenciacdo e maturacao das células do sistema hemato-
poético € acompanhado de ganhos e perdas antigénicas na superficie celular ou
no seu citoplasma. Os plasmoctios normais originam-se de células B maduras e
sdo caracterizadas pela expressao de antigenos de superficie CD19, CD45, CD38
e CD138, enquanto os plasmadcitos neoplasicos 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 colageno) e o CD38 (ribosil
ciclase envolvida na mobilizagdo intracelular do calcio) sdo marcadores uteis para
identificar as células plasmaticas, juntamente com os antigenos anteriormente
referidos (Lin P et al, 2004).

Outros antigenos com expressdo anormal no MM tém sido demonstrados,
como a presenga de marcadores linféides B (CD10, CD19, CD20, CD21, CD22) e
mais recentemente antigenos mieldides (CD13, CD14, CD15, CD33, CD117) e
moléculas associadas a células NK (CD56) tém sido observados (Lima et al,
2000).

A expressao de marcadores de células B nos plasmadcitos mielomatosos
tem sido relacionada com a sobrevida dos pacientes e com a evolugéo clinica da
doenga. Assim, um estudo recente mostrou a influéncia do CD10 no curso mais
agressivo de doenga (Ocqueteau et al, 1998). O antigeno CD10 & expresso em
células linféides imaturas e pode ser visto também em outras células e algumas
doencas linfoproliferativas crénicas como no linfoma folicular e mesmo em leuce-
mias linféides agudas. No MM tem sido relacionado com curso clinico agressivo e
prognoéstico adverso, porém esse achado e sua associagdo com a doenga 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 estagios avangados da doenca. A ex-
pressao do CD20 pode ter também valor prognodstico 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 € expresso simultaneamente com o CD10 (Arglelles RG et al, 1994).
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O CD19 pode ser utilizado para diferenciar as células plasmaticas normais
das mielomatosas devido a sua distinta expressao nestas duas condi¢cdes 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 tém sido raramente descritos
e estes pacientes mostraram curso clinico mais agressivo, principalmente naque-
les com morfologia indiferenciada (plamoblastica) (Arguelles RG et al, 1994).

A co-expressao de marcadores mieldides (CD13, CD14, CD15, CD33) tem
sido também relatada, contudo com menor frequéncia do que os marcadores de
células B (Lima M et al, 2000). A coexpressao de CD13 e CD33 parece ter rela-
¢ao com mau progndstico e pior resposta aos regimes terapéuticos. Ja o CD117,
receptor da tirosina quinase, molécula envolvida com a proliferagéo celular, € ex-
pressa em 1/3 dos casos de MM. A expresséao desigual entre o0 CD117 e o CD40
parece implicar em aumento proliferativo das células mielomatosas (Arguelles RG
et al, 1994).

Em um estudo com 65 casos de MM, Ocqueteau et al mostraram que os
pacientes que expressavam trés ou mais marcadores mielomonociticos tinham

uma sobrevida baixa (Ocqueteau et al, 1998).

Moléculas de adeséo e sinalizacéo celular no MM

Os plasmacitos malignos do MM estdo predominantemente confinados na
MO, onde estimulam a produgéo de citocinas (IL-1, TNF-3, M-CSF e a IL-6) pelas
células estromais e células 6sseas levando a ativacao de osteoclastos e lesdes
liticas no esqueleto. A IL-6 € um potente fator de crescimento das células do mie-
loma e sua secregao pelas células tumorais e células do estroma geram a adesao
dos plasmaécitos malignos a fibronectina através da ligagdo com receptor VLA-4
(Helfrich et al, 1997; Chauhan et al, 1996).

As células malignas estdo localizadas na medula 6éssea onde o microam-
biente oferece suporte para o seu crescimento e sobrevida. Yaccoby & Epstein
demonstraram que a adesé&o das células do MM no estroma mediada por integri-
nas e moléculas de adeséo celular do vaso (VCAM-1) induz sinalizagado 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 adesao neural (N-CAM), esta envolvido no fe-
némeno normal de embriogénese do sistema nervoso central, favorecendo o
crescimento do axénio. A NCAM é uma caderina calcio-independente que regula
a ligacéo de célula a célula. Os fenbmenos de invasao tumoral e metastases séo
complexos e acredita-se que o evento gerador desses processos possa ser a libe-
ragao da célula do seu sitio de crescimento, através da perda da aderéncia (De-
ceunynck C et al, 1998).

E reconhecido que o CD56 opera em duas vias de adesdo: aderéncia
NCAM-NCAM e ligacao heterofilica com o proteoglicano heparan sulfato ou a va-
rios colagenos. Van Camp et al foram os primeiros a demonstrar que os plasmoc-
tios malignos expressavam o CD56 e as células plasmaticas normais ndo o exibi-
am (Van Camp B et al, 1990).

No MM o CD56 esta envolvido na interacdo da célula mielomatosa com a
célula 6ssea. Praticamente 94% dos pacientes com MM expressam CD56, tanto
nas células plasmaticas da medula 6ssea quanto nas circulantes. Foi observado
que em diferentes estagios de progressdo do MM ocorrem mudangas na expres-
sdo dessa molécula de adesao, como superexpressdo em fases iniciais e perda
de expressao na fase acelerada da doenca e esses achados levam a crer que a
auséncia desse antigeno no MM esta associada a expansao tumoral e posterior
disseminagdo extramedular (Sahara et al, 2002).

O CD56 também tem sido estudado na leucemia de células plasmaticas e
observado que ocorre perda de expressao do CD56, o que pode estar relacionado
com a capacidade de disseminacao das células neoplasicas por perda de aderén-
cia ao estroma medular e pode ter correlacdo com agressividade da doenga (De-
ceunynck C et al, 1998).

O CD28 é um antigeno envolvido na ativagao de linfocitos T e tem como li-
gantes receptores de células apresentadoras de antigenos (CD80 e o CD86).
Quando estimulados prolonga e aumenta a producdo da interleucina 2 e outras
citocinas. E uma molécula importante na prevencao da inducéo de tolerancia imu-
nolégica. Porém o papel mais importante dessa proteina € a interagdo com as
células apresentadoras de antigenos (APCs) através de seus ligantes, o que de-
sencadeia producao de inumeras moléculas que participam de processos de dife-

renciagao, proliferacao e crescimento celular. Um desses produtos é a IL-6, pro-
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duzida pelo macréfago e responsavel pela proliferagao dos plasmacitos neoplasi-
cos do MM (Feldman M et al, 1998; Abbas KA et al, 2005).

Normalmente o CD28 nao é expresso em plasmacitos e, curiosamente, po-
de ser detectado em plasmdcitos malignos de pacientes com MM, provavelmente
apenas em estagios mais agressivos da doencga, durante a expansao tumoral
(Sahara et al, 2004).

Estudos de Pellat-Deceunynck et al mostram que de um total de 14 casos
de LCP secundaria, 13 expressavam o CD28, fato ndo encontrado nos casos de
LCP primaria que nado o exibem, demonstrando a utilidade desse marcador na
distingcao entre as duas entidades. (Deceunynck C et al, 1998).

O CD40 é o membro da familia de proteinas de superficie cujo protétipo € o
receptor do fator de necrose tumoral (TNF). A sintese e secre¢cdo de anticorpos
pelos plasmdcitos em resposta aos antigenos protéicos, como a proliferagao e
ativacao de células B, sao 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 antigeno CD40, porém essa molécula normalmente também é

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

Expressao antigénica nas LPC

Pacientes portadores LCP apresentam positividade para o CD38 e expresséo ne-
gativa para os antigenos associados a células B (CD20, CD10, CD24 e CD22).
Porém, antigenos de células B maduras como o CD19 e CD20 podem ser ex-
pressos em um quarto dos casos de LCP. Em contrapartida moléculas de adeséo,
como o CD56, geralmente expressas nos casos de mieloma, sdo perdidas na fase

leucémica (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 plasmaécitos normais e mielomatosos.

2. Identificar os antigenos aberrantes (AA) e a sua frequéncia nos plasmdcitos de

pacientes portadores de MM.

3. Relacionar os AA com o prognostico, através de achados clinicos e laboratori-

ais ao diagndstico e estadio da doenca.



2. MATERIAL E METODOS
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2.1 Casuistica

Foram estudados de maneira prospectiva 30 pacientes portadores de MM,
sem tratamento prévio, admitidos no periodo de margo de 2003 a outubro de 2004
na Disciplina de Hematologia e Hemoterapia da Universidade Federal de Sao
Paulo/ Escola Paulista de Medicina e no Servigo de Hematologia Clinica do Hos-

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

Grupo controle

Para controle, foram estudados imunofendtipos de plasmécitos em amos-
tras de medula 6ssea de quatro individuos sadios, doadores de medula éssea,
apos consentimento informado.

Termo de consentimento

Todos os pacientes, bem como individuos do grupo controle, foram escla-
recidos a respeito do estudo, sendo a coleta de dados clinicos e de material pa-
ra exames laboratoriais realizada mediante o livre consentimento prévio e assi-
natura do Termo de Consentimento, aprovado pelo Comité de Etica da UNI-
FESP-EPM e do HSPE FMO (anexos).

2.2 Métodos

- Dados clinicos laboratoriais ao diagnéstico

Os dados clinicos e laboratoriais foram coletados através do levantamento
de prontuarios. Os resultados da imunofenotipagem dos plamécitos mielomatosos
foram relacionados com a idade dos pacientes e com os exames laboratoriais pa-
ra o diagnostico e estadiamento clinico (hemoglobina, niveis séricos de creatinina,
calcio idnico, 32M, albumina, eletroforese de proteina e imunofixacdo, para estu-
do das imunoglobulinas no soro e na urina, demonstracdo do componente mono-
clonal M na urina - proteinuria de Bence-Jones e avaliagdo radiolégica do esque-
leto). Foi considerada aberrante a presenga de um antigeno habitualmente ausen-
te nos plasmdcitos normais.
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- Coleta das amostras

No grupo controle foi utilizada células medulares de doadores de medula
0ssea, antes da mobilizagdo. O material (cerca de 1,0ml de medula éssea) foi co-
Ihido em heparina, através de pungao aspirativa por um médico hematologista e
enviado para o laboratério e processados no mesmo dia.

Nos pacientes, as amostras de medula 6ssea foram coletadas para o diag-
nostico de MM (mielograma) e para o estudo imunofenotipico Para o mielograma,
foram preparados esfregagos de medula éssea em laminas, sem anticoagulantes,
que foram coradas pela técnica de May Grunwald Giemsa. Foram feitas uma con-
tagem do percentual de plasmdcitos e sua analise morfologica.

O material para a realizagdo da imunofenotipagem foi colhido em tubos
contendo anticoagulante EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) e processado
no mesmo dia.

Os materiais para demais exames laboratoriais (hemograma e exames bio-
quimicos) foram colhidos e processados pelo Laboratério de Patologia Clinica do

Hospital Sdo Paulo e do Hospital do Servidor Publico Estadual.
- Separacao e Congelamento das amostras

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

as ceélulas dos pacientes foram congeladas, para a posterior imunofenotipagem.
a. Congelamento de medula éssea total em EDTA

Uma aliquota da MO em EDTA, de cerca de 30x10° células (10 a 50x10°)
em volume de 900 ul foi transferida para um tubo de criopreservacéo. Acrescen-
tou-se 100 pul de dimetilsulféxido (DMSO, Sigma), para manutengéo da viabilidade
celular. Imediatamente as amostras foram levadas ao freezer a — 20°C, sendo
retiradas apos 24 horas e transportadas para outro freezer a -80°C e posterior-

mente transferidas para o reservatério de nitrogénio liquido (-160°C) (Fiebig et al,
1997).
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b. Congelamento das células mononucleares

Células mononucleares da medula éssea foram obtidas através de gradien-
te de centrifugacao, utilizando a solugao 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 éssea 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, trés vezes, com tampao salino fosfatado (PBS).

Uma aliquota das células mononucleares lavadas foi retirada para conta-
gem celular no aparelho automatizado de hemograma (Coulter T-890). Apds a
contagem, a quantidade foi ajustada para o limite de 10 x 10° a 30 x 10° células
por ml de solugéo criopreservante (10% de DMSO, 20% de soro fetal bovino e
70% de meio de cultura RPMI).

As amostras foram levadas ao freezer a — 20°C, sendo transportadas para
outro freezer a -80°C apds 24 horas e posteriormente transferidas para o reserva-

tério de nitrogénio liquido.

- Descongelamento das amostras

As células transferidas para o reservatorio de N2 liquido foram rapidamente
descongeladas em banho-maria a 37°C com continua homogeneizagao e imediata
adicdo de solugao de RPMI com 10% de soro fetal, a 4 °C. Depois a amostra foi
centrifugada e o sobrenadante desprezado. O passo final apds 2 lavagens foi a
ressuspensao 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 diregao, o uso de amostras frescas ao diag-
nostico. Posteriormente, as amostras passaram a serem congeladas utilizando o
FICOLL-PAQUE para separar células mononucleares do excesso de proteinas
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 superficie celular (utilizacdo de células a fresco)

Em tubos falcon previamente identificados, foram colocados 50 a 100 ul da
amostra de medula contendo cerca de 1 X 10° células, com posterior adigdo de
anticorpos monoclonais conjugados com isotianato de fluoresceina (FITC), Phico-
eritrin ( PE), Peridin chlorophil protein (PercP) e allo phico cyanin (APC) (anexo 1),
na quantidade recomendada pelo fabricante ou acertada pela prévia titulacéo . As
células foram incubadas por 15 minutos protegidos da luz a temperatura ambien-
te. Apds este tempo adicionou-se 2 ml de solugéo de lise (FACSIlysing, BD) com
homogeneizagao e incubagéo 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 ul de solugéo de
formaldeido a 1%. Foi utilizado um painel de tubos contendo anticorpos monoclo-
nais, conforme listados na tabela 4.

Captacao e analise da reatividade celular aos anticorpos foram realizadas
em citbmetro de fluxo FACSCalibur (Becton-Dickinson, San José, CA.). Foram
analisados 10.000 a 50.000 eventos em plasmacitos identificados como células
CD457, CD38" e CD138™" utilizando os programas, CELLQUEST e PAINT-A-
GATE-PLUS (Becton-Dickinson). Os antigenos foram definidos como positivos,

considerando o limite de 20% de células plasmaticas com expressao positiva.
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Tabela 4 - Painel de tubos contendo anticorpos monoclonais, utilizados para a identificagdo de

antigenos de superficie e citoplasmaticos.

PARA ANTIGENOS DE SUPERFICIE

(@) 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 T1 GAMAY) CD138 CD45 -
12 Y1 (GAMA1) Y2GAMA2) CD45 -

Tabela 4 - Painel de tubos contendo anticorpos monoclonais,

antigenos de superficie e citoplasmaticos (continuagéo).

PARA ANTIGENOS CITOPLASMATICOS

utilizados para a identificacao de

Tubos FITC PE
14 Gama ; CD138
15 Kappa (k) CD138
16 Lambda (A) CD138

- Estudo dos marcadores citoplasmaticos

Em trés tubos Falcon, foram colocadas 1-2x10° células mononuclerares

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

ficie (CD138 PE). As células foram incubadas sob protegédo da luz a temperatura

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

kit de permeabilizagéo (Intraprep — Coulter Immunotech) em cada tubo e deixados

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

ul do reagente 2 do kit Intraprep para fixagédo, incubando as células por mais 5

minutos protegidos da luz e em temperatura ambiente.
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Procedeu-se a marcacao das células com 5 ul de antigeno anti-IgG isétipo
controle negativo, anti-kappa e anti-lambda (FITC) em cada tubo e nova incuba-
¢ao de 15 minutos. Apos a lavagem com solugao de PBS, as células foram fixa-
das em 400 pul de solugdo formaldeido a 1%. A captura e analise de reatividade

das amostras foram realizadas conforme anteriormente descrita.

- Estudo da doenca residual minima

A avaliagao imunofenotipica dos pacientes com MM for realizada ao diag-
nostico e apds um ano de realizagdo do transplante de medula 6éssea. O método
utilizado para determinagao dos plasmdcitos residuais teve como base os estudos
de San Miguel et al, 2002. Utilizamos um painel de anticorpos com quatro combi-
nacdes: CD138/CD56/CD19/CD38, CD138/CD117/CD19/CD38, CD138/CD33/CD19/CD38. Os
antigenos aberrantes identificados ao diagnéstico foram utilizados na detecgéo
das células residuais. Para aumentar a sensibilidade técnica utilizamos duas eta-
pas para aquisicdo. Na primeira realizamos 30.000 eventos totais e na segunda
etapa foram adquiridos através de gates sequenciais 300.000 eventos em células
CD138". Nos dois casos foram utilizamos isétipos controles negativos
(FL1/FL2/FL3/FL4).

Para analise dos dados utilizamos os Software Paint-A-Gate Pro que per-
mitiu a purificagcdo da amostra com eliminacédo de debris e células mortas e a dis-
tincdo entre os PCs normais e mielomatosos. Os plasméctios foram considerados
normais quando expressavam o seguinte fenotipo: CD138*, CD38", CD19*, CD56

,CD117°, CD33".
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2.4 Andlise Estatistica

A relagédo entre a expressao dos antigenos aberrantes (AA) e os parame-
tros clinico-laboratoriais (idade, sexo, hemoglobina, albumina, creatinina, p.M,
célcio ibnico, relacionados ao prognéstico de MM) foi realizada utilizando-se o
test-t (comparando os valores médios e os niveis considerados de corte para o
prognéstico). Outros parametros como p,M e calcio idnico foi também avaliados
através do teste Mann-Whitney. Para analise 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 Clinicos e Laboratoriais

A idade média dos 30 pacientes foi de 62,6 anos e mediana de 61,5
anos (variacao 27 a 79 anos). A relacao entre os sexos foi masculino:feminino
=2,5:1 (Tabela 5).

Em relagdo 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 glébulos brancos variaram de 3,2x
10%/L a 16,5x10%/L, com média de 7,0 x10%/L e as plaquetas variaram de 66,0
x10°/L a 465,0 x 10°/L, média de 200,0 x 10°L. O valor médio da porcenta-
gem de células plasmaticas na medula 6ssea foi 40%, com variagdo de 10%
a 89%. Em relagao a morfologia, 9 dos 30 pacientes com MM, apresentavam
morfologia plasmablastica (com porcentagem média de 8,0%, variacdo de
3,5a12,5 %)

Tabela 5 - Dados clinicos, de hemograma e de medula éssea dos pacientes com MM.

Sexo Idade Hb GB Plaquetas MO
M/F (anos) (g/dl) (x10°/L) (x10°/L) (%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
Variagao 27-79 4,2-13,7 3,2-16,5 66,0-465,0 10 - 89

A imunoglobulina IgG foi a mais frequente ocorrendo em 60% dos ca-
sos, seguida de cadeias leves (26%), predominando casos com cadeia «k
(70%) sobre L (30%), apenas 14% dos casos expressaram IgA. Nao foi en-

contrado no estudo nenhum caso de mieloma nao secretor.

Vinte e cinco pacientes tiveram os resultados de B2 microglobulina sé-
rica (B2M) disponiveis e a grande maioria (23/25 - 92%) apresentou valores
aumentados (normal 0,7-2,7 mg/dl). A média dos valores de 2M foi 7,6 mg/dl,
com variacao entre 2,0 mg/dl e 33 mg/dl. Considerando-se os valores de corte
relacionados ao prognéstico (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/dI (tabela 6).



25

Tabela 6 - Resultados dos exames bioquimicos: B2 microglobulina, albumina, creatinina e
calcio ibnico séricos em pacientes com MM

B2 M (mg/dl) Albumina (g/dl) Creatinina (mg/dl) Ca. I6nico (mg/dl)

N 25 28 30 25
Média/ Desvio padrio 7,6 6,33 3,1+0,68 2,2+1,83 1,40 £ 0,81
Variagao 2,0-33,0 2,2-48 0,7-7.1 1,02-2,3
Valor de referéncia: >270 < 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* 35-55=7(28%) =23,5=20(71%) 22,0=10(33%) < 1,30 = 10(40%)

>55 =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.

Analise 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 relagéo 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 niveis séricos de creatinina variaram de 0,7 mg/dl a 7,1 mg/dl com
meédia de 2,2 mg/dl. Vinte e trés pacientes (76%) apresentavam creatinina
sérica aumentada (> 1,2mg/dl), enquanto 07 (24%) apresentavam valores a-
inda dentro da normalidade. Com relagao ao valor 2,0 mg/dl, considerado de
prognéstico para estadiamento Durie&Salmon, 20 casos (66%) apresentaram

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

Para avaliacdo do calcio foi utilizado o calcio inonizavel, pois reflete
melhor a quantidade de calcio, por nao sofrer influéncia do nivel sérico de
albumina. Os valores de calcio ibnico variaram de 1,02 a 2,33 mg/dl, com
meédia de 1,40 mg/dl. Dos 25 pacientes com resultados de calcio ionizavel
disponiveis, 10 (39%) apresentavam valores inferiores a 1,30 mg/dl e 15

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

A distribuicdo dos pacientes de acordo com o estadiamento clinico de

Durie&Salmon (D-S) esta apresentada na tabela 7. Observou-se que a maio-
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ria dos pacientes incluidos no estudo possuia doenca avangada, com 90%
dos casos pertencentes ao estagio Ill, 6,4% ao estagio Il e apenas um caso
(3,6%) foi classificado como estadio |I. Assim, por essa razado, a analise dos

imunofendtipos em relacao ao estadiamento D-S ficou prejudicada.

Em relacdo ao estadiamento internacional do MM (ISS), que leva em
consideracao apenas o nivel sérico de B, microglobulina e de albumina sérica,
houve uma melhor distribuicdo dos pacientes: quatro casos (16%) eram esta-

gio |, oito casos (32%) eram estagio Il e 13 (52%) estagio Il (tabela 7).

Tabela 7 - Classificagdo 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
estéadio | 01 3% estadio | 04 16,0%
estadio Il 02 6% estadio Il 08 32,0%
estadio Il 27 91 % estadio Il 13 52.0%
(lna) (17) (58%)
(11b) (10) (33%)
Total 27 25

3.2 - IMUNOFENOTIPAGEM DOS PLASMOCITOS

3.2.1. Imunofendtipo dos plasmocitos normais

Foram estudados plasmécitos de medula éssea de 4 individuos sadios,
doadores de MO para transplante alogénico e avaliados quanto a expressao
dos antigenos CD38, CD138, CD45, CD19 e CD56 para caracterizagao imu-
nofenotipica (tabela 8). Todos os casos apresentaram reagao 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%). Nao houve reatividade aos
antigenos CD10, CD20, CD22, CD28, CD13, CD33, CD56 € CD117 em ne-

nhum deles.

Tabela 8 - Imunofendtipos dos plasmécitos de doadores sadios de medula dssea (controle normal)

No CD38/138* CD45 CD19 CD56 K A CDh40
(N =4) (N=4) (N=4) (N=4) (N=4) (N=4) (N=3)
1 ++/+++ 50% 54% 10% 50% 16% 98%
2 ++/+++ 44% 35% 10% 62% 39% -
3 +H/+++ 59% 60% 13% 63% 20% 95%
4 ++/+++ 54% 28% 06% NR NR 97%
M 45,8% 44,8% 61 26 97,2%

Obs. a expresséo foi considerada positiva quando 220% das células eram positivas.
selecdo dos plasmécitos em células CD38 e CD138"""
M - média de células positivas.

Na figura 1 encontra-se o grafico em dot plot da expressao de CD45,
CD19, CD138 e CD56 nos plasmécitos normais de um caso controle.

FIGURA 1 - Exemplo de um gréafico em dot plot mostrando a expressao do CD45, CD19
CD138 e CD56 em um doador de MO (controle normal).
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3.2.2. Imunofendtipo dos plasmocitos de pacientes com MM

Os plasmodcitos mielomatosos também expressaram CD38 e CD138 de
forte intensidade em todos os casos e, ao contrario 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 expressao foi alta; houve positividade
variavel para os demais antigenos estudados. Os antigenos citados na tabela
abaixo nao foram considerados aberrantes e foram utilizados para distingao

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

Tabela 9 — Imunofenétipo dos palsmécitos dos 30 pacientes com MM

AcMo N Positivo % (N) Média Variagdo
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 antigenos nao foram considerados aberrantes

A expressao dos antigenos foi considerada positiva quando presente em = 20% das células.
Média - valor médio do numero de células positivas para cada antigeno

AcMo - anticorpo monoclonais; variagao = minima e maximo das células positivas

Selegao para analise em células CD38 e CD138 positivas.
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A figura 2 apresenta graficos em dot plot da expresséo de CD138, CD38,
CD56, CD19 e CD45 em plasmoécitos de um paciente com MM, através da forte
de expressdo dos AcMo CD138""" e CD38""" e da express&o negativa do CD56 e
CD45.

FIGURA 2 - Exemplo de um gréafico em dot plot mostrando a expressao do CD38, CD138 e
CD56 CD45 CD19 em um paciente com MM
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Na tabela 10 encontram-se os resultados da avaliagdo dos outros marcado-
res nos plasmécitos mielomatosos, habitualmente ausentes em plasmécitos nor-
mais e considerados antigenos aberrantes (CD56, CD117, CD33, CD13, CD28,
CD10, CD22, CD20, CD14, CD16, HLA-DR). Plasmécitos de todos os nossos

controles normais também foram negativos para esses antigenos.
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Tabela 10 — Freqliéncia dos antigenos aberrantes nos plasmaécitos medulares dos pacientes com MM de
acordo com a expressao de CD56, CD117, CD33, CD13, CD28, CD10, CD22, CD20, CD14, HLA-DR.

AcMo N Positivo % (N) Média Variagdo
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 expressao dos antigenos foi considerada positiva quando presente em = 20% das células.
Média - valor médio do niumero de células positivas para cada antigeno
AcMo - anticorpo monoclonais; variagdo = minima e maximo das células positivas

Vinte e nove dos 30 (96,6%) pacientes com MM apresentaram expres-
sao de pelo menos um marcador aberrante. O mais frequiente 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 variagao de 28,7 a 99,8%.

Com relagao a outros antigenos mieldides (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 expresséo.

Os antigenos linféides apresentaram baixa frequéncia com trés 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 antigeno leucocitario
humano (HLA-DR) também foi expresso em apenas um caso com positividade

para 69% das células plasmaticas.
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Em relagdo a associagdo entre os antigenos mieldides, seis casos (19,3%)

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

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

trés antigenos mieldides (CD13, CD33, CD117), sendo esse ultimo o unico caso

de co-expressao entre o CD13 e o CD33.

Os antigenos aberrantes foram comumente expressos em associagao (tabela

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

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

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

trés antigenos; além disso, um paciente expressou cinco antigenos aberrantes e

um apresentou seis antigenos. A associacao mais frequente foi entre o CD56 e

CD117 incluidos nos pacientes que apresentavam associagao de dois antigenos.

Tabela 11. Associacao dos antigenos aberrantes expressos concomitantemente em 30 pacientes com MM.

Numero de Tipos de Fendtipos Numero de Total
Antigenos Pacientes Pacientes
aberrante (%)
0 1 13,4)
1 CD56+ 3
CD117+ 2 6 (20)
CD28+ 1
2 CD13+/CD56+ 1
CD117+/CD56+ 4
CD33+/CD56+ 1 10 (33,6)
CD10+/CD33+ 1
CD13+/CD117+ 1
CD28+/CD56+ 2
3 CD13+/CD117+/CD28+ 2
CD33+/CD117+/CD56+ 1 7 (23,3)
CD20+/CD117+/CD56+ 1
CD13+/CD117+/CD56+ 1
CD28+/CD117+/CD56+ 1
CD10+/CD33+/CD56+ 1
4 CD13+/CD22+/CD117+/CD56+ 1
CD13+/CD33+/CD117+/CD56+ 1 4 (13,4)
CD13+/CD33+/CD28+/CD117+ 1
CD13+/CD20+/CD117+/CD56+ 1
5 CD10+/CD22+/CD13+/CD117+/CD56+ 1 13,4)
6 CD13+/CD117+/CD20+/CD22+/CD28+/HLA-DR+ 1 1(3,4)
Total (N) 30 30 (100)
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3.3 - Relacdo entre a expressao dos antigenos aberrantes e os dados

clinico-laboratoriais.

3.3.1 - Analise da expressédo do CD56

Na tabela 12 encontram-se o resumo da analise estatistica para carac-
terizagdo clinica e biolégica dos pacientes com MM em relagdo aos parame-
tros CD56 e CD56".

Tabela 12 - Caracteristicas Clinicas e Bioldgicas dos pacientes com Mieloma Multiplo CD56- e

CD56"

CD56- CD56+ p
(n=7) (n=23)
Idade (em anos)* 59,1+ 3,2 63,7 £ 13,5
Hemoglobina (g/dI)* 82+17 8,6+21 0,636
Creatinina (mg/dl)* 26+21 21+1,8 0,578
Albumina (g/dl)* 29+0,6 3,2+0,7 0,319
Caélcio lonizavel (mg/dl)* 1,6 +0,5 1,3+0,2 0,033
B2-microglobolina (mg/dIl)* 13,4 £ 9,1 5429 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)
Estagio Clinico de Durie&Salmon
I N (%) 0 1(4)
II'N (%) 0 1(4)
A N (%) 3(42) 14 (62)
IIIB N (%) 4 (58) 7 (30)
Estagio Clinico Internacional
I N (%) 5 (25)
II'N (%) 1(14) 7 (30)
N (%) 6 (86) 11(47)

* Os resultados expressam a média + SD:
* Método estatistico teste t.

Em relacdo a distribuicdo etaria dos pacientes, os dois grupos a-
presentaram idades médias proximas, com média de 63,7 anos para 0s paci-
entes CD56" e 59,1 anos para o grupo CD56".

Os pacientes que perderam a expressao do CD56 apresentaram asso-
ciagdo com elevados niveis de B2-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
diferenca foi significante (p= 0,003).
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Outro parametro que mostrou diferenca foi o calcio ibnico. O valor me-
dio do calcio ionizavel (marcador relacionado com atividade éssea) estava mais
elevado (1,60 mg/dl) nos pacientes com perda de expressao dessa molécula de
adesdo em relagéo aos CD56" (1,30 mg/dl) (p = 0.033).

N&o foi encontrada diferenga clinica significante quando comparados
os CD56" e CD56" e os demais exames laboratoriais (creatinina, hemoglobina,

albumina).

Tabela 13 - Expressdo do CD56 em relacao a idade, estadiamento, B2 - microglobulina, al-
bumina, creatinina, calcio séricos e hemoglobina.

Dados clinicos CD56 + CD56 - p
laboratoriais
Idade
mediana 63,7 59
média £ DP 63,7£13,5 60,8 £ 5,7
N=18 N=8
Estadiamento ISS
I 1(4,0%) 1(12,5)
I 10 (57%)
1l 7 (39%) 7 (87,5)
B2M (mg/dl) N =18 N =08
<5,5 11 (61%) 01 (12,5%) 0,03 *
25,5 07 (39%) 07 (87,5% )
Média £ DP 54+29 13,4 £9,2 0,003**
Albumina (g/dl) N =20 N =08
<3,5 13 (65%) 06 (75%) 1,0*
23,5 07 (35%) 02 (25%)
Média £ DP 3,207 2,9 +06 0,18**
creatinina (mg/dl) N =23 N =07
<20 16 (70%) 05 (62,5%) 1,0*
22,0 07 (30%) 03 (37,5%)
Média £+ DP 2,1+1,8 26+20 0,9**
Calcio iénico (mg/dl) N =20 N=0
<1,25 06 (30%) 01 (16,6%) 1,0*
21,25 14 (70%) 05 (83,3%)
Média £ DP 1,3£2,0 1,6+ 0,5 0,03**
Hemoglobina (g/dl) n=23 n=08
<8,5 12 (52%) 04 (50%) 1,0*
28,5 11 (48%) 04 (50%)
Média + DP 8,6+ 2,1 8,4+1,7 0,7**

*Método estatistico de Fisher,
** Método de Mann Whitney
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Em relagdo ao componente monoclonal nos pacientes com CD56",
constatou-se a predominancia de 1gG (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.

Ja 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 relacédo ao estadiamento clinico de Durie&Salmon, todos os pacien-
tes CD56 pertenciam ao estadio Ill. Ja entre os pacientes CD56" um era estadio |
(4,3%), dois estadio Il (4,3%) e diferente dos pacientes CD56", 60,9% pertenciam
ao estagio IlIA (creatinina < 2mg/dl) e 30,5% eram IlIB (com fung¢ao 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 estagio |
e 7 (87,5%) eram estagio Ill enquanto no grupo CD56", apenas 7 pacientes

(39%) eram estagio Ill, sendo um (4%) no estagio I, 10 (57%) no estagio II.

3.3.2 - Analise da expressédo dos antigenos mieldides

A anélise dos antigenos mieléides (CD13, CD14, CD33, CD117) foi
realizada considerando dois grupos: os pacientes com expressao de 0-1 anti-
geno mieldide, denominado de grupo mieldide 1 (19 pacientes) e os pacientes
que expressaram mais que um antigeno mieléide, denominado grupo mieldide
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 mieldide 1 e de 60,7 para os pacientes do grupo 2).

Em relagdo as caracteristicas clinicas e laboratoriais os pacientes
de ambos os grupos nao apresentaram diferenga significante nos diferentes
parametros. Apenas a creatinina sérica mostrou uma tendéncia a valores mé-
dios mais elevados no grupo miledide 1 (p=0,06).

Em relagdo ao componente monoclonal, no grupo mieléide 1, 53%

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

|6ide 2, em 75% dos casos o componente monoclonal foi 1gG, seguido de

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

também predominéancia de kappa (75%), com apenas 25% de cadeia lambda.

Tabela 14 - Caracteristicas Clinicas e Biolégicas dos pacientes com Mieloma Multiplo em relagcao

aos antigenos mieléides.

Mieldides 1 Mieldides 2 p
(n=19) (n=11)
Idade (em anos)* 63,7+ 10,1 60,7 + 15,1
Hemoglobina (g/dl)* 84+1,6 8,7+2,6 0,731
Creatinina (mg/dl)* 2722 1,5+0,6 0,065
Albumina (g/dl)* 3,2+0,6 3,2+0,9 0,713
Célcio lonizavel (mg/dl)* 1,5+£04 1,3+0,1 0,500
B2-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)
Estagio Clinico de Durie&Salmon
I'N (%) 0 1(9,0)
II'N (%) 2 (10) 0
A N (%) 9( 48) 7 (64)
1IB N (%) 8 (42) 3(27)
Estagio Clinico Internacional
I'N (%) 5 (26) 3(25)
II'N (%) 7 (37) 3(25)
Il N (%) 5 (26) 5 (50)

* Os resultados expressam a média = SD:
Mieléide 1 = Marcadores Mieldide 0 e 1
Mieldide 2 = Marcadores Mieldide maior do que 1

A comparagao nos diferentes estadios Durie e Salmon foi prejudia-

da pelas caracteristicas da amostra, havendo predominio de estagio lll e pra-

ticamente auséncia de estagios precoces.

Em relagdo ao estadiamento internacional do MM, observamos que

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

estagios com predominancia do estagio Ill (40% dos casos no grupo mieldide 1 e

50% no mieldide I1).
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3.3.2.1 Analise da expressédo do CD117

Quando analisamos os parametros clinicos e laboratoriais nao en-
contramos diferencas significantes entre os grupos CD117" e CD117". Os re-

sultados da analise de todos os parametros estao apresentados na tabela 15.

Tabela 15 - Caracteristicas Clinicas e Biolégicas 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 79176 0,605
Creatinina (mg/dl)* 24 +17 2,1+19 0,636
Albumina (g/dI)* 3,2+0,6 3,2+0,7 0,921
Calcio lonizavel (mg/dl)* 1,6 £0,4 1,3+£0,1 0,028
B2-microglobolina (mg/dl)* 8,3+1,3 8,7+24 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)
Estagio Clinico de Durie&Salmon
I N (%) 1(8,0) 1(5,0)
II'N (%) 1(8,0) 1(5,0)
A N (%) 7 (59) 10 (56)
[lIB N (%) 3 (25) 6 (34)
Estagio Clinico Internacional
I N (%) 1(8,0) 1(5,0)
II'N (%) 3 (25) 2 (26)
N (%) 8 (67) 12 (68)

* Os resultados expressam a média + SD:

Analise destes dados utilizando-se os valores de corte relacionados ao
progndéstico 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 p2M, 8,7 mg/dl e 8,3 mg/dl, respectivamente. Com
relacdo aos valores de albumina, maior numero de pacientes (13 de 19 =
67%) CD117" apresentaram niveis inferiores a 3,5 g/dl, enquanto que no gru-
po CD117°, ao contrario, houve predominio de valores > 3,5 g/dl (6 de 9 =

67%) (tabela 16). Essa diferenca, no entanto, n&o foi significante.
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Tabela 16 - Express&o do CD117 em relacdo a idade, estadiamento, 32 microglobulina, al-

bumina, creatinina, célcio séricos e hemoglobina.

Dados clinicos CD117 + CD117 - p
laboratoriais
Idade
Mediana 62 61
Média + DP 62,4+13,5 63,7 4,7
N=19 N=12
Estadiamento ISS
I
Il
"
B2M(mg/dl) n= 16 n=10
<5,5 08 (50%) 04 (40%) 0,70 *
25,5 08 (50%) 06 (60% )
média + DP 7,7+7,4 7,3 14,1 0,80**
Albumina (g/dl) n=19 n=09
<35 13 (67%) 03 (33%) 1,0*
23,5 06 (33%) 06 (67%)
média + DP 3,1+ 07 3,2+ 06 0,90**
Creatinina (mg/dl) n=19 n=12
<2,0 14 (74%) 07 (59%) 0,44
22,0 5 (26%) 05 (41%)
média + DP 20+£1,9 24+17 0,55**
Calcio iénico (mg/dl) n=15 n=10
<1,25 05 (33%) 02 (20%) 0,65*
21,25 10 (67%) 08 (80%)
média + DP 1,3+0,1 1,6+ 0,4 0,02**
Hemoglobina (g/dl) n=19 n=12
<8,5 09 (47%) 07 (59%) 0,7~
28,5 10 (53%) 05 (41%)
média + DP 8,7t 2,4 8,3+1,2 0,55**

Em relacdo aos niveis de creatinina sérica, os pacientes CD117" apre-

sentaram média de 2,4 mg/dl e os pacientes CD117" exibiam niveis médios

de 2,1 mg/dl.

A analise do calcio ionizavel mostrou que dos quinze pacientes

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

(33%) pacientes possuiam niveis 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 calcio ionizavel 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 diferenga

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

3.3.3 - Analise da expressao do CD28

A analise da expressao do CD28 foi realizada em 30 pacientes ao
diagndstico e foi comparada com as variaveis clinicas e laboratoriais. A ex-
pressao do CD28 foi negativa em 24 (80,0%) pacientes e positiva em 6
(20%), variando a positividade da expressdo nas células entre 20,4% e
95,9%, com média de 15,5%.

A tabela 17 ilustra a analise dos grupos CD28 e CD28" em relagéo

aos dados clinicos e bioldgicos dos pacientes com MM.

Tabela 17 — Caracteristicas Clinicas e Biolégicas dos pacientes com Mieloma Multiplo CD28 e
CD28"

CD28- CD28+
(n=24) (n=6)
Idade (em anos)* 63,0 £ 13,1 61,0£6,4
Hemoglobina (g/dl)* 85120 89124 0,683
Creatinina (mg/dl)* 24+20 1,6 £0,6 0,370
Albumina (g/dl)* 3,2+0,7 2,7+0,6 0,151
Célcio lonizavel (mg/dl)* 1,4+0,3 1,6+0,6 0,191
B2-microglobolina (mg/dI)* 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)
Estagio Clinico de Durie&Salmon
I N (%) 1(4) 0,0
II'N (%) 1(4) 1(18)
A N (%) 13 (54) 3 (50)
IIIB N (%) 9 (36) 2 (32)
Estagio Clinico Internacional
I N (%) 0,0 1(10)
II'N (%) 4 (16) 2 (30)
Il N (%) 20 (84) 3 (50)

* Os resultados expressam a média + SD:

Nao houve diferenga na idade dos pacientes entre os dois grupos.
Dos 30 pacientes estudados, seis apresentaram expressdo do CD28, os quais
mostraram uma tendéncia a niveis maiores de P,-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 parametros clinicos (hemoglobina, creatinina, albumina,
calcio ionizavel), ndo apresentaram diferenga nos resultados entre ambos os
grupos.

Em relagdo ao componente monoclonal, houve predominéancia de IgG
em ambos os grupos MM CD28" e MM CD28 e a cadeia leve predominante foi
kappa, estando de acordo com a caracteristica da amostra estudada.

Dos seis pacientes que apresentaram expressao do CD28, 82%
pertenciam ao estadio Il (50% eram llla e 32% llIb) e no grupo CD28 negati-
vo, 90% dos pacientes eram estagio Ill, com distribuicdo semelhante (llla
54% e lllb 36%).

Em relacdo ao estadiamento internacional do MM, encontramos que
os pacientes expressaram o CD28 pertenciam em sua maioria (84%) ao esta-
gio Il (grupo de mau progndéstico), e apenas um paciente (16%) pertenciam
ao estagio Il. Ja no grupo CD28 negativo houve uma distribuicdo bastante
homogénea com 28% pertencentes ao estagio |, 36% ao estagio Il e 36% ao
estagio Ill.

A figura 3 ilustra a analise da expressao do CD28 em citometria,
mostrando um caso CD28", em graficos de dot plot.

+H+

Figura 3 - Identificacdo dos plasmaécitos do MM através da forte de expressao dos AcMo CD38

PE CD45 PercP (Regido R2), co-expressao aberrante entre os antigenos CD138 e CD28.
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3.3.4 - Andlise da expressédo do CD45

O antigeno CDA45 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 diferenga nao
foi significante.

Em relacdao aos parametros clinicos 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 relagdo ao nivel sérico de célcio ionizavel, 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" possuiam valor
sérico de calcio ibnico superior a 1,20 mg/dl.

Em relagdo aos valores de B2-microglobulina foi observado que o gru-
po CD45+ possuia 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" possuiam predominancia de componente
monoclonal IgG com freqiéncia de 83,3%, seguido de 16,7% de cadeia leve. Ne-
nhum paciente CD45" apresentou expresséo de cadeia pesada IgA. Ja nos paci-
entes negativos para o CD45, 56% pertenciam a cadeia pesada IgG, 16% eram
IgA e 28% expressaram cadeia leve.

Em relagdo a freqliéncia das cadeias leves (kappa e lambda),em am-
bos os grupos de MM CD45" e CD45™ houve predominio de cadeias kappa (60% e
76%, respectivamente).

No estadiamento clinico de Durie&Salmon houve novamente predomi-
nio do estagio Ill, com 100 % dos pacientes CD45" pertencentes ao estadio llI
(66,7% llla e 33,3% llIb). No grupo de pacientes CD45°, 88% eram estadio Il
(56% llla e 32% llIb) e 12% pertenciam aos estadios | e Il.
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Ja distribuicdo dos pacientes em relagao ao estadiamento internacional
do MM, o grupo CD45+ ocorreu uma distribuicdo homogénea com predominancia
do estadio Ill (44%), seguido do estadio Il (38%) e do estagio | (24%). Os pacien-
tes negativos para o CD45 apresentavam doenga mais agressiva com 50% dos
casos pertencente ao estagio lll, apresentando p2M > 5,5 mg/dl e 50% dos paci-

entes eram estagio Il.

3.3.5 - Analise da expressédo dos antigenos linfoides

Dentre os 30 pacientes estudados apenas 7 (23%) apresentavam
marcadores linféides (CD10, CD19, CD20, CD22). Trés (10%) expressaram
CD20, CD22 com intensidade de expressao moderada a forte. Ja nos trés
pacientes (10%) positivos para o CD10, a expressao do antigeno foi fraca,
variando de 28,57 a 34,21% dos eventos. Apenas um paciente (3,2%) apre-
sentou reatividade ao antigeno CD19 com expresséo forte (99,87%), sendo
este um raro fendtipo encontrado entre os plasmécitos do MM.

Em relagdo aos aspectos clinico-laboratoriais, quatro pacientes eram
do sexo masculino e trés do sexo feminino. A idade média desse grupo com
marcadores linféides foi de 55 anos de idade. Houve predominancia de cadeia
pesada 1gG (72%) e apenas dois pacientes expressaram cadeias leves no so-
ro. Nenhum paciente expressou a cadeia pesada IgA. Ocorreu também predo-
minancia de cadeia leve kappa (72%) sobre a cadeia lambda (28%).

O valor médio de B2-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 relagao ao nivel sérico de calcio ionizavel o valor médio foi de
1,30 mg/dl com variagao de 1,18 a 1,41 mg/dl.

No estadiamento clinico de Durie&Salmon, todos os pacientes posi-
tivos para antigenos linféides pertenciam ao estadio Illa, 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.

Ja no estadiamento internacional do MM, trés pacientes pertenciam

ao estadio lll, trés ao estadio Il e apenas um ao estadio I.
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3.4 Limitagcdes técnicas do uso de amostras congeladas

Os materiais previamente congelados foram processados apds o recebi-
mento dos anticorpos monoclonais, tendo o descongelamento sido realizados a-
pos tempo variavel de 1 més a cerca de 10 meses. Os ensaios, no entanto, foram
totalmente prejudicados uma vez que nao foi possivel a obtengdo de suspensao
células apos o descongelamento. Observou-se uma “gelatinizagédo” do material e
a viabilidade das células foi extremamente baixa (em torno de 25%). O fato possi-
velmente se deve a caracteristicas proprias da doenga (grande quantidade e po-
limerizagdo de proteinas). Os métodos de congelamento e descongelamento tém
sido utilizados com sucesso em nosso laboratério para outras células neoplasicas
Ou normais.

A partir dessa constatacao, resolveu-se realizar todos os ensaios utilizan-
do-se apenas amostras frescas. Os resultados iniciais das tentativas de estudo

em material congelado nao foram utilizados para a analise final.

3.5 Estudo da doencga residual minima no MM

O estudo das células residuais do MM foi realizado baseado em estudos de
Miguel S et al, 2002, no qual os antigenos utilizados eram os mesmos encontra-
dos nos pacientes ao diagnostico, permitindo assim a detec¢gdo de ganho ou per-
da antigénica e posterior detecgdo da doenca residual.

Para avaliar a possibilidade de deteccédo de doencga residual minima pela
citometria de fluxo, estudamos 2 casos de MM para determinar a quantidade de
células residuais em pacientes apds 1 ano de tratamento, através dos fendtipos
aberrantes evidenciados no diagnéstico (CD56", CD45", CD33*, CD117", CD38",
CD138%).

O primeiro paciente com idade de 27 anos com 0s seguintes exames labo-
ratoriais: B2M 4,70 mg/dl, albumina de 4,20 g/dl, creatinina de 1,80 mg/dl, hemo-
globina de 7,20 g/dl e calcio ibnico 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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Ja no segundo caso detectou-se uma quantidade superior de células re-
siduais, 0,33% das células nucleadas da medula 6ssea, que apresentavam os
marcadores CD56", CD117", CD33", CD45", CD38" e CD138". Apresentava as
seguintes caracteristicas clinico-laboratoriais: f2M 3,80 mg/dl, albumina de
4,80 g/dl, creatinina de 0,70 mg/dl, hemoglobina de 9,90 g/dl e calcio ibnico 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. DISCUSSAO
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Em nosso estudo relatamos a frequéncia dos antigenos aberrantes (AA)
nos PCs de MM e sua associagdo com a progressao da doenca.

Harada e cols (1993) demonstraram que PCs normais expressavam o anti-
geno CD19 e ndao mostravam reatividade ao antigeno CD56. Nossos dados estao
de acordo, pois os PCs normais de todos os doadores normais de MO apresenta-
vam positividade para os antigenos CD19*, CD45", CD38"" e CD138""" e ndo ex-
pressavam os antigenos CD56, CD117, CD33, CD13, CD28, CD10, CD20, CD22.

Uma das melhores estratégias para a identificacdo dos PCs normais e do
MM ¢ a utilizagado do antigeno CD138 que garante mais especifidade devendo ser
associado aos antigenos CD19 e CD56, (kappa e lambda) permitindo assim a
distincdo entre os PCs normais e os neoplasicos.

Lin P et al (2004), relataram a frequéncia de alguns AA em 306 pacientes
com MM. Dentre estes, o antigeno mais frequiente 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 frequéncia de ou-
tros AA em 65 pacientes estudados, como os antigenos associados a linhagem
mieldide CD33 (24%), CD13 (28%), CD28 (41%). Os antigenos relacionados a
linhagem linféides (CD19, CD20, CD22 e CD10) estavam presentes em baixa fre-
quéncia (3%, 23%, 4% e 7%, respectivamente).

A alta frequéncia dos AA observada no presente estudo esta de acordo
com os dados mais recentes da literatura, exceto para o antigeno CD117 presen-
te em frequéncia mais alta, em 60% dos casos e 0 CD28 expresso em baixa fre-
qguéncia, 20%.

O CD56 é uma molécula de adesao expresso aproximadamente em 74%
dos pacientes com MM. Van Camp e cols (1990) demonstraram que oito de 12
pacientes CD56" apresentavam doenga progressiva e refrataria. Ja Deceunynck e
cols (1998) relataram que a expressao do CD56 tinha relagao inversa com a pre-
senca de doenca extra-medular (Sahara et al, 2002; Deceunynck et al,1998, Van
Camp et al, 1990).

Em nosso estudo as células do MM frequentemente expressaram o CD56
(77%), sendo a expressao desse antigeno associada a presenga de doenga extra-

medular (plasmocitoma). Porém detectamos que os pacientes que nao expressa-
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ram o antigeno CD56 pertenciam a grupo de mau progndstico por possuirem altos
niveis de 32M e calcio ibnico, estando essa observagao de acordo com os dados
de literatura. Acreditamos que esse marcador possa ser Util também durante o
acompanhamento clinico dos pacientes com MM, definindo a doenga como esta-
vel ou progressiva com a perda da molécula de ades&do CD56.

Ocqueteau et al (1996) demonstraram que 1/3 dos casos de MM (56 paci-
entes) expressavam antigeno CD117 (c-kit), considerado um antigeno restrito as
células tumorais do MM. Porém nao foi encontrada diferenca clinica significante
entre os casos CD117" e CD117".

Recentemente um estudo de Mateo e cols (2005) mostraram que auséncia
do CD117 nos plasmécitos de MM esta associada com a presencga de t(11;14) e
del (13q), relacionando, assim, esse achado a mau prognéstico.

Em nosso estudo observamos também que o antigeno CD117 estava au-
sente no grupo controle normal, porém presente em 60% dos casos e foi o AA
mais frequente dos antigenos por ndés investigados. Além disso, os pacientes
CD117 exibiam valores elevados de calcio ibnico, sugerindo que a auséncia do
CD117 pode ter relagcdo com o mau prognéstico em MM, concordando com rela-
tos de literatura. Outros estudos seriam interessantes para confirmar a relagao
entre a auséncia do CD117 (c-kit) e a progressao da doenca.

O antigeno CD28 (raramente encontrado nos PCs normais) € uma proteina
de superficie que tem sido descrita estar expressa em 1/3 dos casos de MM. No
entanto a expresséo aberrante desse antigeno vem sendo associada a compro-
metimento extra-medular (90% dos casos com expressdo do CD28) e consequen-
temente com o avango da doencga. (Shapiro et al 2004).

Em um recente relato Mateo et al (2005), estudaram 915 pacientes com
MM e detectaram associacdo entre a expressao do CD28 com anormalidades
cromossOmicas e hipoploidia de DNA.

A frequéncia 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 diferenca na expressao do clone utilizado ou mesmo devido as
caracteristicas da nossa populagao estudada, uma vez que ela difere ja na distri-
buigdo por diferentes estadios clinicos (D&S ou ISS), com predominio total de pa-

cientes em doencga avangada. Caso confirme a associagao da sua expressao com
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a progressao da doencga, esperar-se-ia uma frequéncia maior de CD28 na nossa
populacdo estudada. Estudos adicionais sdo necessarios para o esclarecimento
da frequéncia na populagao brasileira.

Por outro lado, observamos também que os pacientes CD28" apresenta-
vam altos niveis de 2M, sendo mais um dado util para confirmar a associagao da
expressao aberrante desse antigeno com o avango da doenga.

S Kumar et al (2005) analisaram a expressao do CD45 em 75 pacientes
com MM e relacionam a auséncia da expressdao do CD45 com a progressao da
doenga. 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-
pressao do CD45 tiveram baixa sobrevida.

No presente estudo, ndo encontramos relagao entre os parametros clinicos
e negatividade para o CD45 nos seis casos, provavelmente devido ao estagio a-
vangado da maioria dos nossos pacientes com MM e ao numero da amostra ana-
lisada.

Ha raros estudos associando a presenga ou a co-expressado de antigenos
mieldides (CD13, CD14, CD33, CD117) com progndstico adverso, baixa sobrevi-
da e pior resposta ao tratamento (Lima et al, 2000).

Em nosso estudo néao foi possivel confirmar os achados dos poucos relatos
da literatura, pois observamos que os pacientes que expressavam menos de 2
antigenos mieldides possuiam valores elevados de creatinina sérica, fato este
que poderia sugerir que a presenga de mais de 2 antigenos mieloides nos plas-
mocitos de MM pode estar associada com progndéstico favoravel. No entanto, a
avaliacdo pode estar novamente prejudicada devido as caracteristicas da nossa
populacdo estudada, constituida por pacientes predominantemente em estagios
avangados da doencga.

Os plasmécitos do MM podem expressar antigenos associados a linhagem
linféide B em baixa frequéncia. Raros estudos tém relacionado a presenga do
CD10 e do CD20 com pior progndstico e baixa sobrevida (Lima M, 2000; Arglel-
les G, 1994).

Em nosso estudo com 30 pacientes, as células mielomatosas ocasionalmente
expressaram antigenos associados a células B (CD10, CD19, CD20, CD22). Com

isso nao foi possivel demonstrar associagao dos antigenos B com os parametros
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clinicos e laboratoriais para avaliar a sua implicancia no prognostico. Estudos mul-
ticéntricos serdo importantes para avaliar a frequéncia e a relagdo com o prognés-
tico de outros marcadores linféides como o CD10, o CD20 e CD22.

Sahara et al (2000), relataram um caso de MM com expressdo CD19"
CD56°, um raro fenétipo encontrado em MM, pois normalmente os plasmadcitos do
MM expressam o antigeno CD56 e perdem a expressao do marcador pan B CD19
(antigeno presente apenas nos PCs normais). Nesse relato o paciente tinha 70
anos, apresentava Hb 8,4 g/dl, B2M 12 mg/dl e 73% de plasmdcitos ao exame de
medula Ossea.

Em nosso estudo identificamos também um caso que expressava o fené-
tipo CD19" CD56°, porém, este paciente apresentava 7 antigenos aberrantes
(CD19, CD20, CD22, CD13, CD28, CD117, HLA-DR) além de n&o expressar o
CD56. Apresentava anemia (Hb 7,5 g/dl), doenga progressiva (f2M 7,2 mg/dl),
albumina baixa (2 mg/dl), e comprometimento 6sseo (estagio llla de Duri-
e&Salmon, com multiplas lesdes dsseas e calcio ibnico elevado, 140 mg/dl). O
paciente foi a 6bito por pneumonia apds um més de tratamento quimioterapico.
Com isso acreditamos que, além da perda da expressao do CD56, a presencga
de varios antigenos aberrantes pode ter contribuido com a rapida progressao
da doencga.

Nossos ensaios foram iniciados com amostras congeladas, porém nao
conseguimos realizar a fenotipagem desses casos devido a baixa viabilidade e a
formagao de uma camada gelatinosa de células. Portanto, recomendamos que os
ensaios imunofenotipicos dos plasmocitos mielomatosos sejam realizadas em
amostras frescas possibilitando a suspenséo celular e identificagdo dos antigenos
aberrantes no MM.

Com o avango no tratamento das neoplasias hematologicas, obtém-se ca-
da vez mais altos indices de remissao e remissdes prolongadas e, inclusive, de
cura em algumas situagdes, como nas leucemias. Assim, tornou-se cada vez mais
importante, a avaliacdo da DRM no acompanhamento desses pacientes em re-
missao para tentar prever a evolugao e da possibilidade de recaidas.

Para comprovar a utilidade dos AA na identificagdo da DRM em MM, reali-
zamos dois ensaios para determinar a quantidade de células residuais. Nos dois

casos foi possivel identificar com facilidade a quantidade residual de células neo-
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plasicas e sugerimos que sejam utilizados os marcadores detectados em células
mielomatosas ao diagndstico. Assim, para deteccdo de DRM deve-se utilizar o
painel de anticorpos monoclonais para diferenciagao entre plasmaécitos normais e
mielomatosos com adi¢cao de anticorpos para identificagdo dos AA detectados ao
diagnostico (sendo o mais frequente o CD117), além de caracterizagcédo 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 identificacdo dos
plasmaécitos e a distingdo dos PCs normais dos neoplasicos 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 1)

Em resumo concluimos que os AA estao presentes na maioria dos pacien-
tes com MM e podem estar relacionados ao prognéstico. A expressao negativa do
antigeno CD56, CD117 (c-kit) e a positiva do CD28 podem ser associados ao a-
vancgo da doenga. Além disso, a alta frequéncia de AA mostra a sua utilidade na
deteccdo e quantificagdo da DRM ao longo do acompanhamento de pacientes
com MM.

Estudos adicionais devem ser realizados com maior casuistica para melhor

caracterizar o valor prognostico dos diferentes AA em MM.



5. CONCLUSOES
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1. O estudo de plasmécitos em MM requer utilizagdo de material medular fresco

ou células separadas pelo gradiente de Ficoll-Hypaque (F-H)

2. Quando necessario, pode-se congelar plasmocitos incluidos entre as células

mononucleares separadas pelo Ficoll-Hypaque.

3. Os plasmdcitos de MM exibem alta frequéncia de antigenos aberrantes, sendo

os antigenos CD56 e o CD117 os mais frequentes, 76,7% e 60%

4. A auséncia da molécula de adesao CD56 e do CD117 esta relacionada com a
agressividade da doenca e deve ser incorporada como fator de mau progndstico
em MM.

5. A expressao do antigeno CD28 mostra uma tendéncia a associagao com a a-

gressividade da doenca e estudo com maior numero de casos deve ser realizado.

6. A deteccao da doencga residual minima em MM, através da identificacdo de AA

em citometria de fluxo é util e de facil realizacao.



6. ANEXOS




Anexo 1 — principais anticorpos utilizados no estudo
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fluorocromos FITC PE PerCP APC
Anticorpos mo- 1gG 1 IgG 1 CD45 CD38
noclponais (CD) Anti- kappa CD13 CD19

Anti-lambda CD19

CD 10 CD20

CD14 CD22

CD15 CD33

CD16 CD40

CD28 CD56

CD34 CD117

CD138

Obs. FITC = isotianato de fluoresceina; PE= Phicoeritrin; PerCP= Peridin Chlorophil Protein;
APC=Allo Phyco Cyanin
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Anexo 2 — Figura ilustrando a identificagdo dos plasmoécitos do MM (vermelho) através do
CD138™ e CD38"™" utilizando 4 fluorocromos (FTIC, PE, PercP e APC), nitida separagdo dos

linfécitos (amarelo) através do CD138 e super-expresséo aberrante do antigeno CD56.
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Anexo 3 — Representacao grafica de AA em dot plot pela citometria de fluxo.

A — Selecéo dos plasmdcitos mielomatosos através do CD38™" e CD45 negativo.

B — Perda da molécula de adesédo CD56.

C - Expresséo do marcador mieldide CD33 em plasmécitos mielomatosos.

D — Express&o da molécula de sinalizagdo CD28 plasmécitos neoplasicos CD138™"
E — Expressao aberrante do antigeno HLA-DR em plasmécitos CD38™ .

F - Rara co-expressao aberrante entre o CD19 e o CD22 nos plasmécitos do MM.
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Anexo 4 — Demonstracgao citoplasmatica de monoclonalidade dos plasmadcitos mielomatosos.

A e B— Selegao dos plasmdcitos mielomatosos (verde) através do tamanho (FSC) e complexidade
(SSC).

C — Selecéo dos plasmdcitos mielomatosos através do CD38™" e CD45 negativo.

D — Histograma ilustrando a restrigdo de cadeia leve kappa (verde) em plasmécitos mielomatosos.
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Anexo 5 — Imunofendétipo dos plasmaocitos normais (Grupo Controle).
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Anexo 6 — Carta de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa

Universidade Federal de‘.l'i'éo Faulo Comité de Etica em Pesquisa
Escola Paulista de Medicina Hospital S&o Pauio

Sédo Paulo, 3 de dezembro de 2004,
CEP 1407/04

limo(a). Sr(a).

Pesquisador(a) LUIZ ARTHUR CALHEIROS LEITE
Disciplina/Departamento: Hematologia e Hemoterapia/Medicina da
Universidade Federal de S&o Paulo/Hospital Sdo Paulo

Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “Caracterizagdo imunofenotipica das células plasmaticas do mieloma
multiplo”.

Prezado(a) Pesquisador(a),

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sdo Paulo/Hospital S0 Paulo ANALISOU e APROVOU
0 projeto de pesquisa acima referenciado.

Conforme resolugéo 196/96 do Conselho Nacional de Saude sdo deveres do pesquisador;

1. Comunicar toda e qualquer alteracéo do projeto e do termo de consentimento. Nestas circunstancias a incluséo
de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité, apdés analise das mudancas
propostas.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorride durante o desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantndos em local seguro por 5 anos para
possivel auditoria dos érgdos competentes.

4. Apresentar primeiro relatério parcial em 01/junho/2005.

§. Apresentar segundo relatdrio parcial em 28/novembro/2005.

Atenciosamente,-

Prof. Dr. José Osmﬂedina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sdo Paulo/ Hospital S0 Paulo

"Ressaltamos que ¢ de essencial importancia que seja verificado, antes da divulgagéo dos processos efou resultados obtidos nesta pesquisa, se
0s mesmos s@o;potencialmente patenteaveis ou passiveis de outras formas de protegéo intelectualindustrial. A protegdo por meio do depésito de
patente, ou de outras formas de protegdo da propriedade intelectual, evita a agdio indevida de terceiros e confere maior seguranga quando da
publicagdo dos resultados da pesquisa."

Q%Vn A L %b\ | fv’ U ) k il

L AL
Rua Botucatu J 1° andar — conj 14 - CEP 04023-062 - S&o Paulo / Brasil L/
; (Tel.: (011) 5671-1062 - 5539.7162
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Anexo 7 — Termo de consentimento livre e esclarecido
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: CARACTERIZAQAO IMUNOFENOTIPICA DAS CELULAS
PLASMATICAS DO MIELOMA MULTIPLO

Vocé é portador de uma neoplasia de medula dssea, denominada mieloma
multiplo (MM), que compromete as células denominadas plasmacitos.

O diagnéstico do MM é feito através de exames de sangue e da medula
Ossea para o estudo das caracteristicas dos plasmadcitos, pela microscopia co-
mum e também pela técnica chamada imunofenotipagem (método que consiste
em analisar marcadores que podem esta relacionados com melhor caracterizacéo
de sua doenga), utilizando-se um aparelho automatico chamado citémetro.

Estas informacdes estdo sendo fornecidas para a sua participacao volunta-
ria nesta pesquisa que tem como objetivo avaliar as anormalidades nas células
neoplasicas encontradas pela imunofenotipagem, na tentativa de identificar alte-
racoes que pudessem estar relacionadas com a evolugcado da doenca.

A medula 6ssea (fabrica do sangue) é um material gelatinoso que se en-
contra dentro das cavidades Osseas e, para o0 seu estudo, habitualmente é coleta-
da através de puncdo dos ossos chamados esterno ou crista iliaca, utilizando-se
uma agulha propria, sob anestesia local. Este é um exame simples, realizado por
médico hematologista ambulatorialmente, ndo necessitando de internacéo. Inici-
almente vocé recebera anestesia local com uma agulha fina para que nao sinta
dor onde sera coletada a medula 6ssea. Em seguida, com outra agulha colocada
no mesmo lugar, retira-se o material através de aspiragdo com uma seringa, nao
havendo riscos adicionais para vocé.

Vocé recebera toda informacgado necessaria quanto aos procedimentos, an-
damento do estudo ou qualquer duvida que possa aparecer com o Dra. Manuela
de Souza Sampaio Almeida do servigo de Hematologia da Universidade Federal
de Sao Paulo — UNIFESP, Fone: 5579-1550 ou 5576-4240.

Se vocé tiver alguma consideragao ou duvida sobre ética da pesquisa entre
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa na Rua Botucatu, 572, 1° andar,
cj 14, telefones: (11) 5539-7162.
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Além disso, vocé pode retirar-se do estudo, sem qualquer prejuizo a conti-
nuidade de seu tratamento nesta instituicdo, em qualquer etapa do estudo. Sera
mantido sigilo médico rigoroso. As informagdes obtidas serdo analisadas em con-
junto com outros pacientes, ndo sendo divulgada a identificagdo de nenhum paci-
ente.

Nao ha despesas pessoais para participacdo em qualquer fase do estudo,
incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacgao financeira relacio-
nada a sua participacado. Se existir qualquer despesa adicional, sera absorvida
pelo orcamento da pesquisa.

Eu

acredito ter sido suficientemente esclarecido a respeito das informacgdes
contidas na carta informativa, que li ou que leram para mim, referente ao trabalho
“CARACTERIZACAO IMUNOFENOTIPICA DAS CELULAS PLASMATICAS DO
MIELOMA MULTIPLO".

Eu discuti com a Dra. Manuela de Souza Sampaio Almeida sobre a minha
decisao de participar do estudo. Ficaram claros para mim os propositos do traba-
lho, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, e a garan-
tia de acesso ao tratamento necessario nesta instituigdo. Concordo voluntaria-
mente em participar deste estudo, podendo retirar o meu consentimento a qual-
quer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades, prejuizo ou perda
de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste
servigo.

RG Data:

/ /

Assinatura do Paciente ou Responsavel.

Assinatura da Testemunha
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre
e Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacdo nesse

estudo.

Data: / /

Assinatura do Pesquisador Responsavel CRM/SP



Anexo 8

Grafico 1 — Frequéncia de Antigenos 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 R2- 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
R2- 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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