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1.1. Mieloma Multiplo

Inglaterra, maio de 1840. Ao inclinar-se para pegar um
objeto no chao, Sarah Newbury, londrina, 39 anos, sente fortes dores nas
costas. Oito meses depois, ela refere dores 6sseas cada vez mais intensas
em bracos e pernas, e comeca a caminhar com dificuldade. Em abril de
1842, suas dores ja sdo excruciantes, principalmente na coxa direita, e
Sarah ndo consegue mais andar. Ao ser admitida no Saint Thomas
Hospital, em Londres, Sarah descreve seu proprio sofrimento “como se
seus membros estivessem se quebrando em centenas de pedacos’

(figura 1).

Figura 1 - Sarah Newbury. Solly, 1844.
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O Dr. Samuel Solly, médico responsavel por Sarah,
verifica multiplas fraturas em claviculas, fémures, umero direito e radio
direito, que o levam a pedir sua autdpsia alguns dias depois, quando ela
falece por asfixia.

Seus o0ssos apresentam-se completamente substituidos
por uma substancia vermelha e gelatinosa (figura 2), que inspiram Solly a
batizar a doenca com o termo “mollities and fragilitas ossium” (ossos
moles e frageis) em sua publicagdo em 1844 (1), sem ter idéia de que
Sarah o faria entrar para a histéria da Medicina como o primeiro relato da

doenca que hoje conhecemos como mieloma multiplo (MM) (2-3).

Figura 2- A) Esterno de Sarah Newbury. B) Fémur de Sarah Newbury.
Solly, 1844.
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O mieloma multiplo € hoje compreendido como uma
neoplasia hematolégica maligna, manifestada no estagio terminal de
diferenciagcdo da linhagem linfocitaria B, caracterizada pela proliferagao
neoplasica de um unico clone plasmocitario, produtor de imunoglobulinas
(monoclonais) (Igs) (4), o qual compromete a medula 6ssea e tecidos
extra-6sseos de forma multifocal. Sua definigdo clara e completa, que
envolve os aspectos clinicos, citoldgicos e moleculares da doenga, € o
resultado dos arduos caminhos trilhados desde 1844 até os tempos atuais
por médicos e cientistas em busca da compreensédo desta neoplasia. A
primeira descricdo completa da doenca foi publicada em 1850, em Saint
Marylebone, Londres, pelo Dr. William Macyntire, que associou a doencga
O0ssea de um de seus pacientes — Sr. Thomas Alexander McBean — a
alteragdes urinarias pouco comuns, na época atribuidas, pelo Dr. Henry
Bence Jones, a presenca de uma proteina especifica em quantidade
anormalmente alta (2-3; 5). Apos o falecimento do Sr. McBean, duas de
suas veértebras lombares foram examinadas pelo Dr. John Dalrymple,
cirurgido do Royal Ophthalmic Hospital, em Londres, que descreveu a
presenca de células ovaladas, uni ou binucleadas, na substancia

gelatinosa que preenchia as vértebras (figura 3) (6).
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Figura 3 - Desenhos de plasmdcitos observados em vértebras lombares
de paciente com mieloma multiplo. John Darlymple, 1846.

O termo "mieloma multiplo", no entanto, sé foi introduzido
por J. von Rustizky, em 1873, na Alemanha, para designar a presenga de
multiplos tumores Osseos a autépsia de um de seus pacientes (7).
Rutzinsky descreveu apenas vagamente as células tumorais como sendo
arredondadas e com nucleos localizados na periferia, préoximos a
membrana citoplasmatica. A primeira descricdo acurada dos plasmacitos
foi feita por Marschalkd, também na Alemanha, em 1895, que
caracterizou a posigao excéntrica do nucleo, a cromatina em grumos, a
area mais palida perinuclear (“hof”’) e o citoplasma esférico ou irregular
(8). Em 1900, no Johns Hopkins Hospital, Baltimore, Estados Unidos,

Wright descobriu que as células constituintes dos tumores medulares no
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MM eram os plasmodcitos de Marschalké (9). Os primeiros registros
radiograficos das lesdes 6sseas foram publicados em 1903, por Weber,
que descreveu alteragbes em varios arcos costais em um paciente
portador de MM, apenas trés anos apds a descoberta dos raios X (10)
(figura 4). O diagnéstico rotineiro do MM, no entanto, permaneceu dificil
até os anos 30s, quando os aspirados de medula 6ssea comegaram a ser

utilizados em grande escala (11).

Figura 4 - Lesdes osteoliticas em calota craniana (A) e radio (B),
observadas em radiografias de paciente com mieloma
multiplo. Atlas of Diagnostic Oncology 3% edigéo, editado por
Skarin Elsevier Science Ltd.
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A descoberta das proteinas monoclonais envolvidas na
fisiopatologia do MM e sua caracterizagao foram também decisivas para
a definicdo dos critérios diagndsticos desta neoplasia. A descricdo, em
1847, pelo Dr. Henry Bence Jones, de uma proteina andmala na urina de
um paciente com “mollities ossium”, que precipitava ao resfriamento e
retornava ao normal apdés o reaquecimento, foi o primeiro passo para a
caracterizagdo das proteinas monoclonais do MM (12). No entanto,
somente em 1922 foram identificados subtipos da proteina de Bence
Jones, descritos inicialmente como | e Il (13). Em 1956, Korngold e Lipari
caracterizaram os dois diferentes tipos de proteinas de Bence Jones.
Eles demonstraram que anticorpos seéricos contra proteinas de Bence
Jones reagiam também com as proteinas séricas do MM (14). Em tributo
a Korngold e Lipari, as duas classes de proteinas de Bence Jones foram
designadas kappa e lambda. Quase simultaneamente, Putnam e Hardy
descobriram que a sintese de proteinas séricas monoclonais e de
proteinas de Bence Jones eram processos independentes (15). Além
disso, as proteinas séricas também foram divididas em diferentes
subgrupos, identificados por Tiselius em sua dissertagdo de doutorado,
em 1930, onde descreveu o método para eletroforese de proteinas
séricas. Ele proprio batizou os subgrupos como alfa, beta e gama, em

1937 (16) (figura 5).
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Figura 5 - Eletroforese de proteinas séricas no mieloma multiplo. Atlas of
Diagnostic Oncology 3? edicdo, editado por Skarin Elsevier
Science Ltd.

Concomitantemente as descobertas envolvendo a
fisiopatologia da doenga, as buscas por medidas terapéuticas eficazes
comecgaram a gerar frutos. O primeiro tratamento efetivo para a doenca foi
a sarcolisina, descoberta em 1958, da qual é derivado o Melphalan dos
tempos atuais (17). Em 1969, foram publicados resultados mais
satisfatorios com a associagdo de Melphalan e Prednisona (MP). Desde
entdo, varios esquemas quimioterapicos foram utilizados — M2
(vincristina, bleomicina, melphalan, ciclofosfamida e prednisona), VAD
(vincristina, adriblastina e dexametasona), entre outros — sem que
houvesse, no entanto, melhora significativa da sobrevida com relagéo ao

esquema tradicional MP (18).




Dntroducao 37

O primeiro transplante de medula éssea (TMO) em MM foi
realizado em 1982, entre dois irm&os gémeos, e dois anos depois
surgiram as primeiras publicacées de TMOs alogénicos (19). Iniciaram-se,
entdo, estudos avaliando os resultados do uso de quimioterapia em altas
doses com suporte de células-tronco autélogas, obtendo-se resultados
promissores, porém ainda longe do que se possa considerar ideal. O uso
da talidomida e a descoberta de novas drogas, como o bortozomib e CC-
5013, tém contribuido para melhores resultados, mas a cura da doenca
ainda nao foi possivel (20). Os esforgos para reduzir a morbidade e
melhorar a sobrevida através de novos tratamentos tém sido direcionados
para a descoberta de novos alvos biologicos e abordagens terapéuticas
cada vez mais especificas, induzindo os estudos mais recentes a
concentrarem-se cada vez mais nas bases fisiopatoldgicas da doenca e
suas implicagdes clinicas.

Atualmente, o MM é a neoplasia linfoide mais comum
entre negros e a segunda mais freqliente em caucasianos, representando
10 a 15% de todas as neoplasias hematolégicas malignas (21-22). Devido
as novas técnicas diagnoésticas e maior facilidade de acesso da populagao
aos servicos meédicos nas ultimas décadas, a incidéncia do MM nos
Estados Unidos aumentou de 0,8 por 100000 em1949 para 1,7 por
100000 em 1963, e para cerca de 3,2 por 100000 em 1988 (23). Sua
incidéncia aumenta com a idade, observando-se indices muito baixos

entre pacientes com menos de 40 anos (menos de 2% de todos os
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portadores de MM) e atingindo um pico de incidéncia na oitava década de
vida (21).

Dor 6ssea, anemia e insuficiéncia renal constituem uma
triade fortemente sugestiva da doenca, uma vez que anemia ocorre na
absoluta maioria dos pacientes, dor 6ssea em 75%, e comprometimento
renal em mais de 50% dos casos (24-25). No entanto, os critérios
minimos para o diagnostico da doenga sao, classicamente, a presenca de
10% ou mais de plasmdcitos na medula 6ssea (ou demonstragao
histolégica de plasmocitoma), associada a pelo menos um dos seguintes:
proteina monoclonal sérica (geralmente em nivel maior que 3 g/dl),
proteina monoclonal urinaria ou lesbes Osseas liticas (facilmente
detectaveis as radiografias convencionais). Para definir-se o diagndstico,
€ necessaria a exclusdao de doengas do tecido conectivo, carcinomas,
linfomas ou infecgdes cronicas que justifiquem os achados descritos
acima (4;26-30). A avaliagdo da carga tumoral na medula éssea (M.O.)
pode ser realizada através de analise citolégica (esfregagos obtidos a
partir de aspirados de M.O.) e histolégica (fragmentos 6sseos obtidos por
trepanacgao). Além disso, aspectos morfolégicos dos plasmdcitos, como
assincronismo  nucleo-citoplasmatico, anormalidades nucleares e
variagbes no tamanho das células, auxiliam no diagndstico definitivo do

MM (29) (figura 6).
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Figura 6 - Plasmacitos tumorais infiltrando a medula 6ssea em pacientes
com mieloma multiplo. Atlas of Diagnostic Oncology 3? edigao,
editado por Skarin Elsevier Science Ltd.
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A presengca de anormalidades citoplasmaticas, como
inclusdes de imunoglobulina com aspecto de cachos de uva (células de
Mott) (figura 7A), corpusculos de Russell, coloragdo avermelhada na
periferia citoplasmatica (“flame-cells”) (figura 7B) ou aspecto semelhante
as células de Gaucher, apesar de notaveis, ndo sao patognomonicas das
neoplasias plasmocitarias, uma vez que podem ser observadas em
plasmocitoses reativas, particularmente em doengas inflamatdrias

cronicas (21).
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Figura 7- Células de Mott (A) e “flame cells” (B). www.med-ed.virginia.edu
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1.1. Fatores Prognésticos e Alvos Terapéuticos

A primeira tentativa bem sucedida de estabelecimento de
um sistema de estadiamento capaz de definir grupos de pacientes
portadores de MM com prognésticos diferentes foi publicada por Durie e
Salmon, em 1975 (31). O sistema procurava correlacionar os valores
iniciais de hemoglobina, calcemia, extensao de lesdes 6sseas, quantidade
de proteina M sérica, dosagem de imunoglobulinas séricas e dosagem de
cadeias leves urinarias com a evolugao clinica dos pacientes, dividindo-os
em trés subgrupos. Diferencas estatisticamente significativas na sobrevida
nos trés estadios foram observadas em alguns estudos, porém em outros

nao houve diferenga entre os estadios Il e Il (32).

A diversidade de comportamento biolégico e evolugao
clinica entre pacientes com o mesmo estadio clinico, bem como as
controvérsias em torno do real valor do sistema como preditor de
prognoéstico, levaram a busca de outros sinalizadores para avaliagédo
prognoéstica dos portadores de MM. Outros fatores comegaram a ser
entdo utilizados, em associagdo ou ndao com os sistemas anteriores,
especialmente a dosagem sérica de pBomicroglobulina. A B2 microglobulina
€ uma proteina de baixo peso molecular que representa a cadeia leve das
moléculas dos antigenos leucocitarios humanos (HLA) classe |. E

detectada na membrana citoplasmatica de todas as células nucleadas, e




Dntroducao 43

seus niveis na circulagao possivelmente elevam-se devido a morte celular
ou "turnover" aumentado, refletindo a carga tumoral (33-34). Analises
multivariadas revelam a [, microglobulina como o fator progndstico
independente de maior significado entre os parametros relacionados a
carga tumoral no MM, associando altas dosagens séricas (> 6 mg/l) a
sobrevida mais curta (35-36). Sua associagdo com 0s niveis séricos de
albumina tem sido recentemente utilizada para definicdo do progndstico.
A importancia deste novo sistema de avaliagdo progndstica tem sido
ressaltada, especialmente pela facilidade com que pode ser aplicada

rotineiramente (37-38).

Anormalidades citogenéticas, especialmente relacionadas
ao cromossomo 13, conferem um prognéstico desfavoravel aos
portadores de MM, proporcionando menor tempo de sobrevida livre de
doenca e menor tempo de sobrevida global. Podem ser detectadas em
cerca de 14% dos casos e correlacionam-se de forma significativa com a
carga tumoral, atividade proliferativa e desidrogenase latica (DHL) (39-

40).

A morfologia dos plasmécitos tumorais parece ter papel
no diagndstico e na evolugao clinica da doenga, determinando um curso
mais brando (MM plasmacitico) ou mais agressivo (MM plasmablastico)
(42-43). No entanto, ainda ha controvérsias sobre seu significado como
fator progndstico (34;44-45). O grau de infiltracdo medular por plasmdcitos

tumorais, por sua vez, pode ser utilizado para avaliagao progndstica dos
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portadores de MM, com piora progressiva do tempo de sobrevida, de
acordo com o aumento da percentagem de células tumorais infiltrando a
M.O. (estagio |, <20%; estagio Il, 20-50%; estagio Ill, > 50%) (46). A
associacao de tal classificagdo com as caracteristicas morfologicas das
células tumorais (percentagem de células plasmablasticas) modifica as
medianas de sobrevida distintas entre os grupos (47). No entanto, a
subjetividade deste tipo de avaliagcéo e a qualidade variavel das amostras

analisadas podem prejudicar seu valor no uso rotineiro da técnica.

O subtipo de imunoglobulina monoclonal produzido pode
também influenciar a evolugao clinica dos pacientes (34), assim como a
proteina C reativa (PCR) (4;24), os niveis séricos de receptores soluveis
da IL-6 e DHL (4) e a percentagem de plasmacitos circulantes (29), mas
as controvérsias em torno destes marcadores ainda limitam sua utilizagao

na pratica clinica.

A dificuldade para prever a evolugdo clinica dos
portadores de MM permanece presente na pratica clinica de
hematologistas e oncologistas. Sua busca constante por novos fatores
progndsticos resultou no interesse crescente sobre as caracteristicas
biolégicas das células mielomatosas, as quais tém frequentemente se

revelado como potenciais alvos terapéuticos.

A tendéncia atual das pesquisas em torno do MM tem

sido a compreensdao cada vez mais profunda dos mecanismos




Dntroducao 45

fisiopatolégicos envolvidos na iniciagdo e progressao da neoplasia. A
deteccdo de marcadores bioldgicos mais especificos, a definicdo do seu
papel no comportamento biolégico do MM e a identificacdo de grupos de
risco caracterizados pela combinacdo de alguns destes marcadores
parecem apontar para um caminho promissor, permitindo a definicao de
protocolos terapéuticos personalizados de acordo com as caracteristicas
biolégicas de cada paciente. Os primeiros passos na direcdo desta
potencial revolugao no tratamento do MM foram as descobertas em torno
da origem das células tumorais, especialmente as interagbes entre as
células tumorais e seu microambiente e o papel das moléculas de adeséao

— entre elas a CD56 — neste processo.
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1.2. A Origem das Células do MM

Os plasmdcitos constituem a ultima fase da diferenciagcéo
dos linfécitos B, representando o resultado final de um longo processo
evolutivo, no qual a célula adquire e perde caracteristicas sob a influéncia
de fatores intrinsecos ou externos, determinando modificacbes

morfolégicas e comportamentais adequadas a sua funcgao (figura 8).
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Figura 8 - Esquema simplificado do processo de diferenciagdo dos
linfocitos B, dos pontos de vista morfologico e funcional, e
antigenos expressos nas diversas etapas.
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Os linfocitos sao células hematopoiéticas que expressam
receptores especificos para antigenos (Ags). Existem dois tipos principais
de receptores: a imunoglobulina de membrana (Igm) dos linfocitos B e o
receptor de células T (TCR) dos linfocitos T. O estado de
imunocompeténcia dos linfécitos T ou B é determinado pela expressao de
seus receptores na membrana da célula (48). Os estudos mais recentes
sobre a diferenciacao linfocitaria tém sido baseados no uso de anticorpos
monoclonais (Acy) € em técnicas de biologia molecular. Estas técnicas
permitiram aos pesquisadores ultrapassar os limites da caracterizagao
morfoldgica e citoquimica das diferentes linhagens linfocitarias, auxiliando
a compreensao das varias etapas da diferenciagcao e da heterogeneidade
funcional dos linfécitos. Assim, ha Ags exclusivos das linhagens T,
enquanto outros sado caracteristicos dos linfocitos B, e séo utilizados como
marcadores das linhagens linfocitarias. Em ambas as linhagens, alguns
Ags sao expressos apenas nas etapas mais precoces da diferenciagao, e
desaparecem durante a maturagao celular. Tais Ags sdo considerados
marcadores de maturacdo. Atualmente, as técnicas de biologia molecular
sdo capazes de identificar os genes codificadores dos receptores TCR e
Igm, que ocorrem nas etapas mais precoces da diferenciacdo. Assim, os
rearranjos genéticos envolvendo TCR e Igm, sdo considerados marcadores
de diferenciacao linfocitaria. Eles representam também marcadores de
clonalidade, uma vez que, para cada clone, um uUnico rearranjo dos genes

V, D e J resulta num unico receptor especifico de Ags (48).
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Anticorpos monoclonais sdo capazes de reconhecer
epitopos de moléculas presentes no citoplasma ou na membrana celular.
Uma determinada molécula pode expressar varios epitopos, reconhecidos
pelo seu respectivo Ac,,. Da mesma forma, varios Ac,s podem identificar
uma unica molécula através do conjunto (“cluster”) de epitopos que ela
contém. Este processo forma a base para a nomenclatura dos Ags de
diferenciagcao (“clusters of diferentiation” ou simplesmente “CDs”),
utiizados no reconhecimento da fase maturativa em que uma

determinada célula se encontra (48) (figura 9).
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Figura 9 - Esquema simplificado das modificagdes antigénicas durante o
processo de diferenciacgao linfocitaria B.
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O estudo das moléculas expressas pelas células
linfocitarias B permitiu a determinagao de um perfil de Ags caracteristicos
em sua fase terminal de diferenciagao, ou seja, o plasmécito. Plasmaécitos
normais caracteristicamente expressam CD38, CD54, CD44, CD31,
CD24, CD40 e PCA-1 em sua superficie. Expressam Ig citoplasmatica,
mas ao contrario dos linfécitos B circulantes, perdem sua Ig de membrana
durante ao processo de diferenciagao, e sao tipicamente CD20 e CD21

negativos (49).

As células do MM expressam os mesmos antigenos de
superficie dos plasmaocitos normais (especialmente CD38, CD24 e PCA-1)
e, funcionalmente, comportam-se como eles: tém baixa atividade
proliferativa e s&o capazes de sintetizar proteinas. No entanto, a
fenotipagem completa das células mielomatosas demonstra grande
heterogeneidade na expressdo dos marcadores associados a linhagem B

e a diferenciagao celular (50).

Apesar de as células do MM comportarem-se morfologica
e funcionalmente como plasmaécitos maduros, estudos recentes postulam
que a etiopatogenia da doenga tem seu inicio numa fase mais precoce da

diferenciagao celular, provavelmente nas células pré-B (50).

A evolucgao dos linfocitos B pode ser compreendida como
um processo biolégico com duas fases principais: uma Ag-independente e

outra Ag-dependente. A fase Ag-independente envolve a geragao de
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células B a partir das células-tronco e sua subsequente diferenciagao em
linfécitos B maduros virgens. Em adultos, estas etapas ocorrem na M.O.,
a qual oferece uma estrutura bem organizada de células, coletivamente
chamadas células estromais, responsaveis pela producao de proteinas da

matriz extracelular (PMEC) e de grande variedade de citocinas (51).

A diferenciacdo do precursor B em célula B madura é
marcada por dois eventos: o rearranjo dos segmentos V, D e J no "loci"
génico das imunoglobulinas, formando os exons codificadores das
cadeias leves (V e J) e pesadas (V, D e J) das moléculas de anticorpos, e
a aquisicdo e/ou perda de marcadores de superficie. O rearranjo do
segmento VDJ é seguido pela sintese de cadeias pesadas de IgM (n), e
apos sua cessacao, pelo inicio dos rearranjos dos genes das cadeias
leves kappa (k) e lambda (1). O pareamento Vk-Jk resulta na sintese de
cadeias leves k. Caso o pareamento Vk-Jk ndo ocorra por duas vezes
consecutivas, inicia-se a sintese de cadeias leves A, caracterizando a
determinacdo da cadeia leve como resultante de um processo de
exclusao alélica (52). Estas células B virgens migram para os 6rgéos
linféides periféricos, principalmente para o bagco. Se ndo entrarem em
contato com Ags especificos, sua meia-vida é bastante curta, e a maioria

morre "in situ" por apoptose dentro de poucos dias (51).

O contato com o Ag especifico inicia a fase Ag-

dependente, nos centros germinativos dos érgéos linféides periféricos,
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sob regulagdo de citocinas, estruturas de adesdo e moléculas de
superficie. Esta fase é caracterizada por dois processos genéticos,
altamente especializados: a mudanca de classes, conhecida como
"switching" de isotipos de imunoglobulinas, e a hipermutacdo somatica
(50-51;53). O "switching" de isotipos ocorre nas células que expressam
receptores IgD e IgM em sua superficie, proporcionando a troca
irreversivel de tais receptores por IgG, IgA ou IgE. As moléculas de Acs
resultantes do “switching” expressam um novo isotipo e novas fungdes
bioldgicas, mas sua especificidade antigénica permanece intacta, pois sua
cadeia leve e a regidao variavel das cadeias pesadas nao se altera. O
“switching” & controlado por uma combinacdo de fatores, incluindo
agentes ativadores das células B (como Ags), contato com células T
helper e algumas citocinas (interleucina 4, interferon y e fator de
crescimento tumoral B). A hipermutacdo somatica na regido variavel dos
genes para cadeias leves e pesadas aumenta o repertério antigénico e as
possibilidades de afinidade a diversos Ags (52). Esses processos
permitem que a célula B seja capaz de produzir anticorpos com a maior
especificidade possivel, sendo assim selecionada para expansao e
sobrevida. Dessa forma, os centros germinativos atuam como um
propulsor da maquina imunolégica, onde a modulagao celular tem que
ser, paradoxalmente, diversa o suficiente para abranger qualquer estimulo
antigénico e especifica o suficiente para reconhecer cada agente

agressor.
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As células nao selecionadas nos centros germinativos
morrem "in situ" por apoptose e sao fagocitadas por macréfagos (51). O
resultado final de todo o processo é o desenvolvimento de células B de
memoria ou de plasmablastos / plasmaécitos. A analise fenotipica dos
plasmdécitos tumorais sugere que eles mantenham o mesmo padrao de
diferenciagao dos plasmaécitos maduros, e que o evento de transformagao

tumoral ocorra numa fase pos-"switching" (51;53-55).

A migragao das ceélulas precursoras do MM a M.O., no
entanto, € um dos pontos mais complexos da fisiopatologia da neoplasia.
Ha indicios de que ocorra através da expressdo de moléculas de adesao
especificas, que permitiriam a fixagdo e permanéncia destas células no
favoravel ambiente medular, seguidas pelo desenvolvimento tumoral e
sua disseminagdo. Varios estudos tém identificado moléculas de adesao
envolvidas na interagdo tumoral com o estroma, com interesse especial
na influéncia que tal interacdo é capaz de exercer sobre o crescimento e

progressao tumorais (56).
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1.3. Desenvolvimento das Células Neoplasicas e
Microambiente Tumoral

Apoés sua migracédo para a M.O., as células precursoras
do MM iniciam uma nova fase, na qual os principais objetivos s&o sua
prépria sobrevivéncia e o desenvolvimento tumoral. A sobrevivéncia de
células tumorais depende essencialmente de vias de sinalizagdo que
estimulem o crescimento, a quimiotaxia, a angiogénese e/ou a produgao
de fatores anti-apoptoticos, sem os quais torna-se inviavel o
desenvolvimento e a disseminagao do tumor. O local onde tais interagoes
celulares ocorrem tem sido apropriadamente chamado de microambiente
tumoral (57) que, no caso do MM, seria a M.O..

As células tumorais, em geral, exibem anormalidades
fenotipicas especificas que as auxiiam em seu processo de
desenvolvimento. Tais anormalidades podem incluir perda da capacidade
de diferenciacdo, aumento da motilidade e invasividade e até mesmo
diminuicdo da sensibilidade a drogas. No entanto, uma anormalidade
virtualmente patognoménica de todos os tipos de células tumorais € a
desregulacao do controle do ciclo celular, seja favorecendo a capacidade
proliferativa, seja proporcionando a imortalizagdo do clone celular tumoral
(68). Assim, esta interagdo plasmdécito-microambiente medular € um
processo dindmico e altamente versatil, onde as sinalizagdes intra e
extracelulares proporcionam a aquisicdo ou perda de determinadas

caracteristicas, favoraveis ao tumor, capazes de alterar seu
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comportamento, reforcando a ndo-obediéncia ao ciclo celular normal (59-
61).

A estreita correlagdo entre citocinas e moléculas de
adesao na M.O. busca regular a adesao celular, a qual pode, por sua vez,
regular a resposta celular as diversas citocinas presentes no
microambiente (48). A IL-6 € o principal fator de crescimento para o MM
(62) dentro da M.O.. E uma proteina pleiotropica, composta de 185
aminoacidos, pertencente a classe das citocinas, capaz de promover a
comunicacéo intercelular. A adesao da célula tumoral as células estromais
da M.O. desencadeia a producdo e secrecdo de IL-6 pelas células do
estroma medular (secrecdo paracrina) e, embora em muito menor
quantidade, pelas proprias células tumorais (secrecédo autécrina) (63-68).
O papel principal da IL-6 parece estar relacionado a diferenciagcao da
célula precursora em célula mielomatosa, mais do que a proliferacdo das
mesmas (33;63). A IL-6 é também responsavel pela prevengdo da
apoptose dos plasmacitos tumorais, através da inibicdo do antigeno Fas
(59) e, segundo Teoh, promoveria a perda gradativa das moléculas de
adesao, propiciando a migragao das células tumorais para a circulagao
quando a carga tumoral se tornasse "excessiva" (leucemia plasmocitaria)
(63). As células tumorais circulantes, quando distantes do microambiente
medular e, portanto, da acdo da IL-6, adquiriiam novamente suas
moléculas de adesao, o que permitiria sua ligagdo a sitios metastaticos
extramedulares (63). Assim, o contato das células neoplasicas com a IL-6

pode ser considerado primordial para o pleno desenvolvimento tumoral,
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revelando a importdncia das moléculas de adesdo na génese e
perpetuacdo do MM.

De maneira geral, o microambiente da M.O. no MM é
altamente organizado, em termos de propriedades adesivas, para
capturar os precursores circulantes das células tumorais, assim
favorecendo a producdo das citocinas que oferecerdo, a estas células,
condigdes 6timas para o crescimento local e diferenciacao final. Forma-se
assim uma parceria fortuita na qual, a medida que o clone tumoral
aumenta, ha maior secre¢ao de citocinas capazes de recrutar e ativar
células acessorias desse microambiente (incluindo osteoclastos). Tais
células poderiam, entdo, produzir maiores quantidades de IL-6 e contribuir
assim para a expansao tumoral, levando ao crescimento progressivo e a
disseminagao da doenga (51;67).

A interagao plasmacito-estroma-células endoteliais resulta
ainda na secrecado do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF),
capaz de estimular a angiogénese no microambiente tumoral, a qual é
reconhecidamente um fator obrigatério para o crescimento, invasao e
disseminagao do clone tumoral (21;69). Outras citocinas envolvidas na
estimulacédo do desenvolvimento e expansao do clone tumoral sao IL-1p,
IL-3, IL-5, IL-10, interferon-a, fatores de necrose tumoral a e B(TNF a e B),
fator estimulador de col6nias de granuldcitos (G-CSF), fator estimulador
de colbnias de granulécitos/macrofagos (GM-CSF), fator de crescimento

de hepatdcitos (HGF), entre outras (65; 70).
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1.4. A Molécula de Adesao CD56

A adesdo celular tem sido um dos processos mais
estudados na tentativa de compreender melhor a biologia das neoplasias,
especialmente no MM. Da mesma forma como as células estromais
medulares expressam moléculas de adesdo capazes de "capturar" as
células precursoras, as células tumorais exibem, em sua superficie,
algumas destas moléculas, entre as quais a CD56. Dependendo da fase
de desenvolvimento tumoral em que se encontram, as células neoplasicas
podem precisar suprimir ou expressar estas moléculas de adesdo em sua
superficie, assim como o0s receptores para moléculas de adesao
provenientes do microambiente (59; 71). Esta capacidade de alterar as
respostas aos estimulos provenientes do microambiente em favor de suas
proprias necessidades biolégicas torna as células tumorais mais
independentes, mais agressivas e menos responsivas a terapéutica.

A molécula CD56 € uma isoforma da molécula de adesao
da célula neural (NCAM), a qual foi a primeira molécula de adesao
completamente caracterizada no cérebro (72). Durante o desenvolvimento
embrionario, as NCAMs sao expressas pelas trés linhagens germinativas,
enquanto na fase adulta apresentam-se predominantemente no tecido
neural. Processos como o crescimento axonal, a histogénese da retina e o
desenvolvimento do sistema olfatério estdo relacionados a regulagao da

expressdo de NCAMs (73). O estudo da sequéncia protéica destas
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moléculas e sua analise estrutural permitiram inclui-las na superfamilia
das imunoglobulinas, a maior familia de moléculas relacionadas ja
descrita (74). As NCAMs sao proteinas transmembrana, formadas por
dois dominios principais: Ig e fibronectina tipo Il (FNIII). O dominio Ig é
composto por 70 a 110 aminoacidos e usualmente tem dois residuos de
cisteina caracteristicos, distantes 55 a 75 residuos um do outro. Além
disso, ha um residuo de triptofano aproximadamente 10 a 15 residuos
abaixo da primeira cisteina (75). O dominio FNIIlI € formado por cerca de
90 aminoacidos, cuja estrutura é bastante semelhante a observada na
fibronectina. O conjunto de 5 dominios Ig e 2 dominios FNIII caracteriza a

maioria das moléculas NCAM (75) (figura 10).
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Figura 10 - Estrutura molecular esquematica das moléculas NCAM,
compostas por um dominio Ig e um dominio fibronectina
tipo .
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Caracteristicamente, as NCAMs promovem a ligacéo de
uma célula a outra (adesdo homotipica), desempenhando papel
importante no crescimento axonal (75). Tém sido descritas principalmente
em neoplasias solidas (76), como tumor de Wilms (77), carcinoma
pulmonar de pequenas células (78-79), neuroblastoma (80), sarcoma de
Ewing (81) e outras neoplasias neuroenddcrinas (82). Ha ainda
descrigdes recentes sobre a expressdo de NCAMs em pacientes com
leucemia mieldide aguda (83-84). Nos tecidos hematopoiéticos normais,
as NCAMs sao expressas por células "natural-killer" e linfocitos T

citotoxicos (85).

As primeiras descricdes de expressao de NCAMs por
células tumorais do MM datam do inicio dos anos 90s, quando foi
identificada a NCAM-1 (CD56) na superficie plasmocitaria da maioria dos
pacientes portadores da doenga (62 - 78% dos casos) (86-89). Entre
plasmdcitos normais, o fendtipo comumente encontrado € CD19+CD56-.
Entre os neoplasicos, o fenétipo mais freqiente € CD19-CD56+, podendo
ser observados CD19-CD56- e CD19+CD56+. A inexisténcia da
expressdo de CD56 em plasmoécitos normais sugere que a molécula

exerca algum papel na biologia da doenga (89-90).

A heterogeneidade imunofenotipica observada nos
plasmdcitos mielomatosos tem sido associada a heterogeneidade no
comportamento clinico dos pacientes. Dois subgrupos principais foram

descritos: a) plasmdcitos "precoces”, que coexpressam marcadores de
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linfécitos B e de plasmacitos; e b) plasmdcitos "tardios", que expressam

apenas marcadores plasmocitarios, entre eles CD56 (91).

O papel da CD56 na fisiopatologia do MM permanece
ainda pouco claro. O fato das NCAMs, caracteristicamente, promoverem a
adesao celular homotipica, sugere que a presenca da NCAM-1 na
superficie plasmocitaria levaria a formagao de ndédulos ou agrupamentos
("clusters") de células tumorais na M.O. A perda de CD56 tem sido,
inclusive, associada a um curso mais agressivo da doenga, onde seria
responsavel pela disseminagao (leucemizacgéo) de células tumorais para o
sangue periférico (563;92-94). A expressao fraca ou ausente da CD56 tem
sido ainda associada a menor potencial osteolitico e maior tendéncia ao

comprometimento extramedular (94-95).

A utilidade clinica da identificacdo e caracterizacdo da
expressdo da molécula no MM ndo estd, no entanto, totalmente
esclarecida. E util na diferenciacdo de plasmdcitos normais e tumorais,
bem como entre plasmécitos do MM e das gamopatias monoclonais de
significancia indeterminada (MGUS) e dos plasmocitomas extramedulares
(86; 96-97). E possivel, também, utiliza-las durante o acompanhamento
clinico de pacientes portadores de MM, discriminando doenca estavel e
em progressao, através de um painel de Ags: ha evidéncias de que ocorra
aumento progressivo de plasmécitos com fenétipo CD38+ CD19- CD56+

syndecan1+ em pacientes que apresentam recaida da doenca (98).
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Todos estes dados sugerem que as moléculas de adesao, especialmente

a CD56, desempenhem papel significativo na evolugéo biolégica do MM.

O estudo dos processos de adesao celular tumoral tem
contribuido também para a compreensao dos mecanismos de resisténcia
das células tumorais as drogas quimioterapicas, responsaveis por grande
parte das falhas terapéuticas no MM. Os estudos mais recentes tém
demonstrado que plasmaécitos neoplasicos aderidos uns aos outros ou ao
microambiente sdo mais resistentes a determinadas drogas do que

quando estéo isolados (57; 99-100).

Apesar do desenvolvimento tecnoldégico intenso das
ultimas décadas, associado a descoberta de novos agentes
quimioterapicos e procedimentos terapéuticos, o tempo de sobrevida e a
historia natural dos portadores de MM ainda estdo distantes de uma
situacao ideal, com muitas frentes de pesquisa em busca de cura para a
doenca. A maior compreensao a respeito do microambiente tumoral e dos
mecanismos responsaveis pela permanéncia da célula neoplasica neste
microambiente tem proporcionado implicagdes clinicas importantes. Os
estudos mais recentes sugerem que o alvo das terapias contra o cancer
nao precisaria ser exclusivamente a célula tumoral, mas também o
microambiente que a sustenta e as moléculas necessarias para seu

desenvolvimento (57;60).
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Assim, a busca de dados que esclaregcam a fisiopatologia
da doenca, seus processos biologicos e eventos determinantes de seu
comportamento clinico poderdao ser de grande importancia para a futura

abordagem dos pacientes com MM.







A expressao da molécula CD56 por plasmdcitos tumorais
no MM esta associada ao comportamento bioldgico e poderia influenciar o

tempo de sobrevida dos pacientes.







Analisar a associacdo entre expressdao de CD56 pelas

células tumorais do MM e o comportamento biolégico da doenga,

especificamente:

a)

b)

verificar a possivel associagdo entre expressao da
molécula de adesdao CD56 por plasmécitos tumorais

do MM e caracteristicas demograficas e clinicas;

analisar os fatores progndsticos em pacientes
portadores de MM, com énfase na expressdo de

CD56.
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4.1. Selecao de pacientes e levantamento de dados

Foram estudados todos os casos de MM diagnosticados
pela Disciplina de Hematologia da Faculdade de Medicina de Botucatu
(FMB) - UNESP, no periodo de 1979 a 2002, e todos os casos de MM
diagnosticados no Hospital Amaral Carvalho, em Jau, no periodo de 1999
a 2002. O periodo de tempo mais restrito determinado para a segunda
Instituicdo foi devido a inexisténcia de dados do Registro Hospitalar de

Cancer (RHC) no periodo anterior a 1999.

Foram identificados todos os casos cadastrados nos
arquivos de medula 6ssea da Disciplina de Hematologia da Faculdade de
Medicina de Botucatu (FMB) - Unesp cujo diagndstico citoldgico foi
compativel com MM entre 1979 e 2002. No Hospital Amaral Carvalho
(HAC), os pacientes com diagnostico de MM foram identificados a partir

dos dados do RHC, referentes ao periodo de 1999 a 2002.

Os critérios adotados para exclusdao de pacientes do

estudo foram:

a) material histolégico — fragmento ésseo ou coagulo de

M.O. inadequado para analise ou extraviado;

b) prontuario médico do paciente — informacgdes clinicas
disponiveis no prontuario médico insuficientes para diagnostico de MM ou

extravio do prontuario.
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A partir dos arquivos de medula 6ssea da Disciplina de
Hematologia da FMB - Unesp, foram identificados 104 pacientes com
diagnostico citologico de MM, no periodo de janeiro de 1979 a dezembro
de 2002. Nao foi possivel localizar os prontuarios médicos de 41
pacientes. Em 22 casos foram detectados critérios de exclusao (os
prontuarios nao forneciam informacdes suficientes para diagnostico de
MM, o material histolégico mostrou-se inadequado para estudo
imunohistoquimico, ou nao foi possivel localizar o material histolégico
referente ao diagndstico). Foram incluidos no estudo 41 pacientes

provenientes do HC da FMB — Unesp.

A partir do RHC do Hospital Amaral Carvalho — Jau, foram
identificados 132 pacientes com diagndstico de MM, no periodo de janeiro
de 1999 a dezembro de 2002. Nao foi possivel localizar os prontuarios
meédicos de 10 pacientes. Em 66 casos foi detectado pelo menos um dos
demais critérios de exclusao ja descritos, principalmente a impossibilidade
de localizar o material histologico referente ao diagndstico (29 casos).

Foram incluidos no estudo 56 pacientes provenientes do HAC — Jau.

Foram revistas as laminas dos coagulos e bidpsias de
M.O. referentes a época do diagndstico, selecionando-se os casos que
ofereceram material histolégico suficiente para a realizagdo de estudo
imunohistoquimico. Nos casos em que nao houve bidpsia por trepanagao
disponivel, ou quando o fragmento 6sseo apresentou-se inadequado para

a histologia ou para imunohistoquimica, foram analisados os coagulos de
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medula éssea incluidos em parafina, obtidos por puncdo de M.O. ao

diagnastico.

A histéria clinica, os exames realizados ao diagndstico
(calcemia, hemograma, nivel de proteina M sérica e/ou urinaria, creatinina
sérica, dosagens séricas de [, microglobulina e DHL) e evolugao clinica
foram coletados nos prontuarios médicos, utilizando-se um instrumento
especifico (anexo1). O tratamento inicial (primeiros seis meses apos o
diagndstico) foi registrado de acordo com as drogas utilizadas e suas

doses, bem como a utilizagdo ou n&o de radioterapia.

Os pacientes selecionados para o estudo foram

estadiados conforme os critérios estabelecidos por Durie e Salmon (31).

O presente estudo foi aprovado pelos Comités de Etica
em Pesquisa do HC da FMB — Unesp (anexo 2) e do HAC — Jau (anexo
3), antes da inclusdo de pacientes. Foi aplicado o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (anexo 4) aos pacientes
envolvidos no estudo que ainda permaneciam vivos na época do
levantamento de dados, incluindo-se no estudo apenas materiais
bioldgicos e dados de pacientes que assinaram o TCLE ou de pacientes
que tinham evoluido a ébito. Ambas as instituicdes dispdem ainda de um
termo de consentimento préprio, assinado no momento do cadastro do
paciente, onde o0 mesmo autoriza a utilizacdo de dados disponiveis em

seu prontuario médico.
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4.2. Estudo piloto

Nao havia, até a realizagdo do presente estudo, uma
rotina de aplicagdo de critérios para avaliagdo do grau e padrao de
infiltracdo medular por MM, assim como ndo havia uma rotina técnica
especifica para o estudo imunohistoquimico da molécula CD56 nas
Instituicbes envolvidas. Assim, optou-se por realizar um estudo piloto
anteriormente ao inicio do projeto, com o objetivo de padronizar tais
critérios e estabelecer a rotina de avaliagcdo histolégica e

imunohistoquimica de pacientes com diagnostico de MM.

Para o estudo piloto, foram utilizados os materiais
histolégicos, corados com hematoxilina-eosina (HE), de 14 pacientes,
escolhidos ao acaso. As 14 amostras histolégicas foram classificadas, de
acordo com os critérios estabelecidos, pelas duas pesquisadoras
responsaveis pelo estudo, sem que tivessem acesso a dados de
identificacdo dos pacientes. Os resultados obtidos por ambas foram
confrontados e, nos casos de discrepancias, os critérios classificatérios
foram revistos em conjunto, chegando-se a um consenso. Tal
procedimento foi repetido diversas vezes, objetivando-se o treinamento

das pesquisadoras e a consolidacio dos critérios adotados.

Na segunda fase do estudo piloto, foi realizado o estudo
imunohistoquimico para identificagao da molécula CD56 e das cadeias de

imunoglobulina kappa e lambda para os 14 casos. Conforme a técnica
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padronizada pelo Departamento de Patologia da FMB (101), foram
desparafinizados cortes de 4 a 5 um imediatamente antes do
procedimento, os quais foram hidratados e lavados com solugao salina
tamponada. Apds a desparafinizagcao, os cortes foram incubados em forno
de microondas convencional por 15 minutos, em solugdo tampao de
citrato, pH 6,0. Foram, a seguir, incubados "overnight" em refrigerador
convencional, a temperatura de 4°C. Apds lavagem em solugdo salina
tamponada, as laminas foram incubadas por 60 minutos com o anticorpo
secundario biotinilado anti-CD56, clone 1B6 (Vector Corp., Burlingame,
CA, EUA), nas diluicdes de 1:25, 1:50, 1:100 e 1:150, por 45 minutos.
Para visualizagdo, as ladminas foram tratadas com solucédo de
diaminobenzidina (DAB) (Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA), sendo
contra-coradas com hematoxilina. A interpretagdo foi realizada a

microscopia optica.

Para identificacdo de kappa e lambda, foi aplicada a
mesma técnica padronizada descrita, utilizando-se os anticorpos

monoclonais anti-kappa e anti-lambda (Dako A/S, DK, Denmark).

O estabelecimento de critérios para interpretacdo do
estudo imunohistoquimico foi a etapa seguinte. Os isotipos de cadeias
leves de imunoglobulinas kappa e lambda foram classificados apenas

quanto a sua presencga ou auséncia no material em estudo.




Pacientes e Metodologia 72

A expressao da molécula de superficie CD56 pelas
células tumorais foi avaliada utilizando-se as diluigées 1:25, 1:50, 1:100 e
1:150, com o objetivo de definir a diluicdo que permitisse a visualizagao
das células tumorais positivas de forma mais precisa e com o minimo de
artefatos. Foi definida a diluicado 1:50 como padrao para a realizacado da
técnica neste estudo. Foi utilizada uma bidpsia de amigdala normal para

controle de positividade da expresséao de CD56.

Para definir os critérios de interpretacdo da expressao de
CD56, foram utilizadas duas variaveis: quantificacido das células positivas
através do método de contagem por campos, com calculo de
percentagem, e padrao da coloragcéo apresentada. Os campos escolhidos
para observacdo foram aqueles nos quais a coloragdo das células
mostrou-se mais intensa. Foi calculada a percentagem de células
tumorais positivas para CD56 através da contagem de 200 plasmdécitos
nos campos observados. Para auxiliar na identificagdo das células
tumorais, recorremos as laminas coradas para kappa ou lambda,
observando o padrdo de infiltracdo e locais de maior concentracdo de

plasmdcitos tumorais, e comparando tais areas ao material em estudo.

Para treinamento das pesquisadoras, as laminas foram
repetidamente observadas, a cegas, até que um padrdo uniforme de

classificagao fosse definido.
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Apos a consolidacao dos critérios, tanto para classificagao
histolégica, como para estudo imunohistoquimico, os mesmos foram
aplicados aos pacientes restantes. Os resultados obtidos foram

registrados no protocolo Il (anexo 1).

4.3. Variaveis de estudo

4.3.1. Caracteristicas demograficas
a) sexo: feminino e masculino;
b) cor: branca, negra, amarela ou parda;
¢) idade ao diagndstico: < 55 anos, 55 a 75 anos ou > 75

anos.

4.3.2. Caracteristicas clinicas
a) estadiamento (Durie e Salmon): I, Il ou lll;
b) lises 6sseas extensas: presentes ou ausentes;
¢) nivel de hemoglobina (g/dl): > 10, entre 8,5 e 10 ou < 8,5;
d) creatinina sérica: normal ou elevada;
e) calcemia: normal ou elevada;
f) proteina monoclonal sérica: presente ou ausente;
g) quantificagcdo de proteina M sérica (g/dl): negativa, <2,
2.1-4, 4.1-6 ou > 6;

h) proteina monoclonal urinaria: presente ou ausente;
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i) B2 microglobulina: normal ou elevada ;
j) DHL: normal ou elevada;
k) grau de resposta a quimioterapia:

e resposta completa (RC): redugdo em 75% no nivel
sérico da proteina M (e em 90% da urinaria) ou
completa eliminagdo do componente M sérico e
urinario, associada a auséncia de evidéncias da
doenca na medula éssea;

e resposta parcial (RP): reducédo entre 50 e 75% nos
niveis de proteinas;

e resposta objetiva (RO): reducdo entre 25 e 50% nos
niveis de proteinas;

e sem resposta (SR): redugdo menor que 25% nos niveis

de proteinas;

I) status final: 6bito ou data do ultimo contato até julho de

2004.

4.3.3. Caracteristicas histopatolégicas e imunohistoquimicas

a) padréo de infiltragdo medular tumoral:
e padrao intersticial: plasmoécitos isolados ou em

pequenos clusters entre os adipdcitos ou células hematopoéticas (figura

11A);
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Figura 11A - Padrdo intersticial de infiltragdo medular por plasmacitos
tumorais.

¢ padrao difuso: grandes regides medulares preenchidas

por lengodis confluentes de plasmdcitos (figura 11B);

Figura 11B - Padrdo difuso de infiltragdo medular por plasmdcitos
tumorais
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e padrao misto (intersticial e difuso): plasmdcitos
principalmente com distribui¢cdo intersticial, mas com areas ocasionais de

preenchimento difuso focal (figura 11C);

Figura 11C - Padrdo difuso de infiltragdo medular por plasmdcitos
tumorais.

e padrao de substituicdo: a maior parte do tecido
hematopoético encontra-se substituido por plasmaécitos tumorais (figura

11D).
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Figura 11D - Padrao de substituigdo medular por plasmaécitos tumorais.

b) expressédo de kappa e lambda ao estudo

imunohistoquimico: presente ou ausente (figura 12);

Figura 12- Estudo imunohistoquimico positivo para expressao da cadeia
leve kappa por plasmécitos tumorais.
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c) padrao da expressao de CD56 na membrana

plasmocitaria:

e - : auséncia de qualquer coloracéo;

e +: coloracao ténue/escassa da membrana plasmocitaria,
observando-se apenas parcialmente o contorno celular;

e ++: coloragdo completa de toda a membrana
plasmocitaria, com padrao delicado ou finamente
granular;

e +++: coloracdo completa de toda a membrana

plasmocitaria, com padrao forte e bem definido;

d) classificacdo da expressdo de CD56 por plasmécitos

tumorais:

e negativo: nenhuma coloragao foi observada (figura 13A);
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Figura 13A - Auséncia de expressdo de CD56 por plasmadcitos tumorais
ao estudo imunohistoquimico.

e discreto: menos de 10% dos plasmacitos foram corados,

detectando-se coloragéo ténue/escassa das membranas (+ ) (figura 13B);

Figura 13B - Expressao discreta de CD56 por plasmdcitos tumorais ao
estudo imunohistoquimico.
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e moderado: mais de 10% dos plasmacitos foram corados,
com coloragdo completa das membranas, de fraca a moderada
intensidade (++)(figura 13C);

Figura 13C - Expressdo moderada de CD56 por plasmdcitos tumorais.

e importante: mais de 50% dos plasmocitos foram
corados, detectando-se coloragdo forte e completa das membranas
(+++)(figura 13D).

Figura 13D- Expressé&o importante de CD56 por plasmdcitos tumorais.
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4.4. Analise estatistica

Primeiramente foi realizada a caracterizacdo dos
pacientes, utilizando-se as frequéncias absoluta (n) e relativa (%) e a
mediana. A seguir, foi analisada a associagao entre a expressao de CD56
(positiva ou negativa) e as caracteristicas demograficas, clinicas,
histopatoldgicas e imunohistoquimicas, utilizando-se o teste do qui-
quadrado e modelos de regressao logistica univariado e multiplo. A
medida de risco foi o odds ratio (OR) e o ajuste do modelo final foi
avaliado pelo teste de Hosmer-Lemeshow (quanto mais préximo de 1,

melhor o ajuste).

Foi entdo realizada a analise dos fatores progndsticos
através do estimador produto-limite de Kaplan-Meier e modelos de riscos
proporcionais de Cox (univariado e multiplo). Para comparar as curvas de
probabilidade de sobrevida acumulada, foi utilizado o teste de log rank.

Nesta analise, a medida de risco foi a hazard ratio (HR).

Em todas as analises foi considerado o nivel de

significancia de 5%.
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4.5. Caracterizacao da populacao de estudo

Entre os 97 pacientes incluidos no presente estudo, a
maioria (60,8%) era do sexo masculino, e a idade mediana foi de 65 anos
(31 a 85 anos). A maioria dos pacientes apresentava lises 6sseas ao
diagndstico (89,7%), sendo este o achado clinico mais frequente. A
anemia também foi frequentemente observada, com niveis de
hemoglobina inferiores a 8,5 g/dl em 44,3% dos casos. Cerca de 38% dos
pacientes apresentavam elevagao dos niveis séricos de creatinina, e em
36,1% observou-se hipercalcemia, embora apenas a minoria
apresentasse alteragbes clinicamente significativas. A presenca de
proteina monoclonal a eletroforese de proteinas séricas foi detectada em
74,2% dos pacientes. Em 5,6% dos casos, a quantidade de proteinas
monoclonais era inferior a 2 g/dl. Em 37,8% a quantidade apresentava-se
entre 2,1 e 4 g/dl, em 17,8% entre 4,1 e 6 g/dl e em 18,9% era superior a
6 g/dl. A quantidade total de globulinas séricas também foi avaliada,
detectando-se quantidades inferiores a 4 g/dl em 30,4% dos pacientes
com resultados disponiveis, 4,1 a 6 g/dl em 34,8 %, 6,1 a 8 g/dl em 19,6
% e superiores a 8 g/dl em 15,2 %. Proteinuria estava presente em 38,1%

dos casos (tabela 1).

A dosagem sérica de [, microglobulina mostrou-se

elevada em 38,1% dos casos, e os niveis séricos de DHL estavam acima
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dos parédmetros normais em 18,6%. Nao foi possivel obter os valores
referentes a estas duas varidveis em cerca de metade dos casos

estudados (tabela 1).

A maioria absoluta dos pacientes (84,5%) foi classificada
como estadio Ill ao diagnéstico, de acordo com a classificagdo de Durie e
Salmon, encontrando-se apenas um paciente em estadio | (tabela 1).
Observou-se a utilizacdo de trés alternativas principais de tratamento
como primeira linha, nos seis meses seguintes ao diagnodstico. O
tradicional MP foi utilizado em 78,4% dos casos. Os esquemas de
combinagdo de drogas, como VBMCP e VAD, e os esquemas de
quimioterapia em altas doses com suporte de células-tronco autélogas,
somaram 16,5%. Houve ainda uma pequena percentagem de pacientes
(5,2%) cujo quadro clinico inicial impediu a instituicdo de qualquer
tratamento especifico para a neoplasia, administrando-se apenas
cuidados de suporte clinico, como hidratagdo, antibioticoterapia, suporte
transfusional e didlise. A resposta ao tratamento foi completa em 26,8%,
objetiva em 11,3%, parcial em 17,5% e ausente em 12,4%. Nao foi
possivel avaliar a resposta ao tratamento quimioterapico em 32% dos

pacientes devido a insuficiéncia de dados ou perda de seguimento.
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Tabela 1 - Numero e percentagem de pacientes segundo caracteristicas

demograficas, clinicas e laboratoriais.

Dados

. o
clinicos/laboratoriais Yariaveis " %

sexo masc_:u.lino 59 60,8

feminino 38 39,2

< 55 anos 17 17,5

idade 55 -75 anos 66 68,0

> 75 anos 14 14,5

presentes 87 89,7

lises 6sseas ausentes 09 9,3
desconhecido 01 1,0

<8,5 43 443

hemoglobina 8,5-10,0 18 18,6
(g/dl) >10,0 35 36,1
desconhecido 01 1,0

normal 58 59,8

creatinina elevada 37 38,1
desconhecido 02 2,1

normal 55 56,7

calcio elevado 35 36,1
desconhecido 07 7,2

orot. M presente 72 74,2
séri.ca ausente_ 18 18,6
desconhecido 07 7,2

orot. M presente 37 38,1
urinéria ausente. 48 49,5
desconhecido 12 12,4

normal 07 7,2

B2microglobulina elevada 37 38,1
desconhecido 53 54,6

normal 35 36,1

DHL elevada 18 18,6
desconhecido 44 45,3

1 1 1,0

estadio 2 14 14 .4

3 82 84,5

completa 26 26,8

objetiva 11 11,3

resposta a QT parcial 17 17,5
sem resposta 12 12,4

desconhecido 31 32,0

Total 97 100,0

n = numero de pacientes

prot. M sérica = proteina monoclonal sérica; prot. M urinaria = proteina monoclonal urinaria
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A classificagdo histolégica para padréao de infiltragcao
medular por plasmécitos neoplasicos foi realizada para todos os pacientes
incluidos, assim como o estudo imunohistoquimico para expressao de
kappa, lambda e CD56. Observou-se padrao intersticial de infiltragao
medular em 17,5% dos casos, misto em 21,6%, difuso em 32% e
substituicdo em 28,9% (grafico 1). Houve discreto predominio de

expressao de kappa em relagdo a lambda (tabela 2).

Numero de pacientes

40

30

20 -

10

intersticial misto difuso substituicao

Padrao histolégico de distribuigdao dos plasmoécitos tumorais

Grafico 1 - Percentagem de pacientes segundo padrao histolégico de
distribuicao de plasmécitos tumorais na medula dssea.
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Tabela 2 - Numero e percentagem de pacientes segundo analise
histoldgica e estudo imunohistoquimico para kappa, lambda
e CD56 em amostras de medula 6ssea de portadores de

MM.

Variaveis Classes n %
intersticial 17 17,5
padrao histolégico 18 2l 28
difuso 31 32,0
substituicdo 28 28,9
positiva 49 50,5
expressao de kappa negativa 47 48,5
desconhecido 01 1,0
positiva 41 42,3
expressao de lambda negativa 55 56,7
desconhecido 01 1,0
negativa 51 52,6
expressao de CD56 discreta 12 12,4
(4 padroes) moderada 17 17,5
importante 17 17,5
expressao de CD56 negativa 51 52,6
(2 padroées) positiva 46 47,4
Total 97 100

n = numero de pacientes
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A expressado da molécula de adesdo CD56 foi negativa
em pouco mais da metade dos casos. Entre os pacientes com expressao
positiva da molécula, ndo houve predominio absoluto de nenhum dos
padroes de expressao determinados (tabela 2 e grafico 2).

Nao foi encontrada associacdo entre a expressao de
CD56 e resposta inicial ao tratamento, embora a maioria dos pacientes

gue obtiveram resposta completa (61%) fosse CD56 negativa (tabela 3).

numero de pacientes

60

50 ~

40 -

30+

20 ~
10

N

negativo discreto moderado importante

padrao de expressao de CD56

Grafico 2 - Numero de pacientes segundo padrao de expressao de CD56
por plasmdcitos tumorais na medula éssea.
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Tabela 3 - Numero e percentagem de pacientes segundo variaveis
clinicas estudadas e expressdo de CD56 por plasmdcitos
tumorais.

Expressao de CD56

Total "
p

Variavel Categoria negativo positivo v,

n(%) n(%)
masculino 25(42,4) 34 (57,6) 100 0,012
feminino 26 (68,4) 12 (31,6) 100
< 55 anos 09 (52,9) 08 (47,1) 100 0,994
idade 55-75anos 27(52,9) 24 (47,1) 100

> 75 anos 15 (51,7) 14 (48,3) 100
presentes 43 (49,4) 44 (50,6) 100

Sexo

les Geset ausentes 07 (77.8) 02(222) 100 105
> 10 26(60,5) 17(39,5) 100

hemoglobina (g/dl)  85-10 08 (44,4) 10(556) 100 0,333
<85 16 (45,7)  19(54,3) 100
o normal 34 (58,6) 24 (41,4) 100

ST clevada  15(40.5) 22(595) 100 086
. normal 28 (50,9) 27 (49,1) 100

calcio elevado 18(514) 17(486) 100 0962
A presente  35(47,3) 39(52,7) 100

Sl ) e ausente  13(72.2) 05(27.8) 100 098
D e presente 20 (42,6) 17 (44,7) 100

prot. M urinaria ausente 27 (57.4) 21(553) 100 0840

2 micro- normal 05 (71,4) 02 (28,6) 100 0395

globulina® elevada 20 (54,0) 17 (45,9) 100 ’

e normal 19 (54,3) 16 (45,7) 100

DHL elevada 13(722) 05(27.8) 100 0206
. lell 10 (66,7) 05(33,3) 100

HiEele m 41(500) 41(50.0) 100 183
completa 16 (61,5) 10 (38,5) 100

resposta a objetiva 04 (36,4) 07 (63,6) 100 0.469

quimioterapia parcial 09 (52,9) 08 (47,1) 100 ’

sem resposta 05 (41,7) 07 (58,3) 100

n = numero de pacientes

prot. M sérica = proteina monoclonal sérica; prot. M urinaria = proteina monoclonal urinaria
* teste de associagao pelo qui-quadrado; p < 0,05 = significativo

¢ excluidos os pacientes com dados nao disponiveis
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5.2. Associacao entre expressao de CD56 e variaveis
clinicas e laboratoriais

Houve predominio de expressao positiva de CD56 entre
pacientes do sexo masculino (57,6% X 31,6%; p=0,012) (tabela 3). Nao
foi encontrada associacdo estatistica entre expressdao de CD56 e
qualquer outra variavel clinica ou laboratorial avaliada (tabela 3). Foi
observada associagcédo proxima a significancia estatistica com a presenca
de proteina monoclonal sérica (52,7% X 27,8%; p=0,058) e elevacao de

creatinina sérica (59,5% X 41,4%; p=0,086).

Analisando com maiores detalhes os niveis séricos de
proteinas monoclonais (tabela 4), verifica-se associagdo proxima a
significancia estatistica para diferentes niveis séricos de proteinas
monoclonais (p=0,066) e para quantidade total de globulinas séricas
(p=0.054), observando-se menor expressao da molécula quando proteina

monoclonal sérica negativa (ou globulinas totais < 4).

Nao houve associacao significativa entre a expressao de
CD56 e o padrao histoldégico de infiltragdo medular por plasmaécitos
tumorais. Houve associacdo significativa entre expressdo de CD56 e
expressdo de kappa, assim como entre a negatividade para CD56 e
positividade para lambda (p= 0,050 e 0,042, respectivamente) (tabela 5).

As tabelas 6 e 7 apresentam os resultados da regressdo logistica
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univariada. Observa-se que os homens (OR=2,94; p=0,013), pacientes
com expressao positiva de kappa (OR=2,55; p=0,025) e pacientes com
expressao negativa de lambda (OR=2,68; p=0,021) apresentaram maior

probabilidade de expressar CD56 em plasmdécitos tumorais.

Tabela 4 - Numero e percentagem de pacientes segundo variagdes dos
niveis séricos de proteinas monoclonais e de globulinas totais
e expressao de CD56 por plasmdécitos tumorais.

Expressao de CD56

Variavel Categoria Negativo Positivo T?/:al p*
n ( % ) n ( % )
negativa 13 (72,2) 05 (27,8) 100
<2 02 (40,0) 03 (60,0) 100
proteina M
sérica 21-4 18 (52,9) 16 (47,1) 100 0,066
(g/dI)®
41-6 07 (43,8) 09 (56,3) 100
> 6 07 (41,2) 10 (58,8) 100
18 (64,3) 10 (35,7) 100
globulinas 19 (59,4) 13 (40,6) 100
totais 0,054
(g/dI)® 06 (33,3) 12 (66,7) 100
06 (42,9) 08 (57,1) 100

n = numero de pacientes
* teste de associagao pelo qui-quadrado; p < 0,05 = significativo
® excluidos os pacientes com dados nao disponiveis
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Tabela 5 - Numero e percentagem de pacientes segundo variaveis
histopatolégicas estudadas e expressdo de CD56 por
plasmacitos tumorais.

Expressao de CD56

Total
Variavel Categoria Negativo Positivo p*
n(%) n(%) %

'”tﬁ:iztt'g'a' 12 (70,6) 05 (29,4) 100
. . . 10 (47,6) 11 (52,4) 100

Dletziauts Sug;{::ji"géo 14(452) 17 (54.8) 100 9374
15 (53,6) 13 (46,4) 100
positivo 20 (40,8) 29 (59,2) 100

kappa negativo 30 (63,8) 17 (36,2) 100 0,050
positivo 27 (65,9) 14 (34,1) 100

lambda negativo 23 (41,8) 32 (58,2) 100 0,042

n = numero de pacientes

* teste de associagao pelo qui-quadrado; p < 0,05 = significativo
¢ excluidos os pacientes com dados néo disponiveis
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Tabela 6 - Resultados da regressao logistica univariada dos fatores
clinicos e laboratoriais associados a expressao de CD56.

Variaveis Categorias Odds ratio p*
masculino 2,94
SEX0 feminino 1,00 0,013
< 55 anos 1,00 0,994
idade 55 -75 anos 1,00 1,000
> 75 anos 1,05 0,936
lises 6sseas Slisgh B 3,58 0,124
ausentes 1,00 ’
hemoglobina 10,0 1,00 0,336
(g/dl) 8,5-10,0 1,91 0,254
9 <85 1,81 0,195
- normal 1,00
creatinina clevada 207 0,088
L normal 1,02
calcio elevado 1,00 0,962
. presente 2,89
prot. M sérica ausente 1,00 0,065
o presente 1,00
prot. M urinaria ausente 0.91 0,840
. . normal 1,00
2 microglobulina elevada 212 0,402
normal 2,18
DHL elevado 1,00 0,211
. lell 1,00
estadio I 2,00 0,241
completa 0,44
L 0,257
resposta a QT objetiva 1,25 0,795
parcial 0,63 0’551
sem resposta 1,00 ’

prot. M sérica = proteina monoclonal sérica; prot. M urinaria = proteina monoclonal urinaria

* p < 0,05 = significativo
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Tabela 7 - Resultados da regressao logistica univariada dos fatores
histopatolégicos associados a expressao de CD56.

Variaveis Categorias Odds ratio p*

intersticial 1,00

o misto 2,63 0,159

histologia . 0,096

difuso 2,91 0263

substituicdo 2,07 ’

histologia (2 < carga (intersticial) 1,00

grupos) > carga (outros) 2,52 0,109
positivo 2,55

e negativo 1,00 e
positivo 1,00

lambda negativo 2,68 0,021

* p < 0,05 = significativo
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Analisando-se a associagdo de cada uma das variaveis
clinicas e histopatologicas, ajustadas pela variavel sexo (tabela 8),
verifica-se que, independentemente do sexo do paciente, houve
probabilidade significativamente maior de expressdo de CD56 entre
pacientes kappa positivos (ORaj=2,56; p=0,031), lambda negativos
(ORaj= 2,40; p=0,047) elou presenga de proteina monoclonal sérica
(ORaj=3,24; p=0,048).

Tomando por base as associacdes verificadas até este
momento, foram estimados dois modelos estatisticos, considerando as
interagcdes das variaveis proteina monoclonal sérica, kappa e lambda
(tabela 9). No modelo 1, verifica-se que, independentemente do sexo, o
paciente com auséncia de proteina monoclonal sérica e kappa positivo
tem maior probabilidade de expressar CD56 (ORaj=22,56; p=0,025). A
presenca da proteina monoclonal sérica também aumenta esta chance,
independentemente de kappa positivo (ORaj=15,13; p=0,015) ou kappa
negativo (ORaj=10,36; p=0,037). No modelo 2, verifica-se que a auséncia
de expressao de lambda aumenta a possibilidade de expressao de CD56,
independentemente da auséncia de proteina monoclonal sérica
(ORaj=11,86; p=0,062) ou sua presenga (ORaj=12,54; p=0,023). Quando
€ detectada a presenca de proteina monoclonal sérica e a expressao de
lambda ¢é positiva, a probabilidade de expressdao de CD56 também
aumenta (ORaj=8,69; p=0,057). Os dois modelos iniciais foram corrigidos
de acordo com o estadiamento inicial, verificando-se auséncia de
influéncia do estadio inicial sobre a expressdo da molécula CD56 (tabela

9).
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Tabela 8 - Resultados da regressado logistica multipla dos fatores
associados a expressao de CD56.

.. . Odds ratio Intervalo de -
Variaveis Categorias . n . p
ajustada confianga
positivo 2,56 .
kappa negativo 1,00 [1,09;6,02] 0,031
positivo 1,00 .
lambda negativo 240 [1,01;5,71] 0,047
lises 6sseas DIEBONES e [0,60:16,71] 0,174
ausentes 1,00
- normal 1,00 .
creatinina clevada 1.85 [0,78;4,40] 0,163
. presente 3,24 .
prot. M sérica ausente 1.00 [1,01;10,37] 0,048
L presente 1,00 .
prot. M urinaria ausente 085 [0,34;2,08] 0,728
. . normal 1,00 .
Bomicroglobulina clevada 211 [0,36;12,32] 0,406
normal 1,87 .
DHL clevada 1,00 [0,51;6,84] 0,343

prot. M sérica = proteina monoclonal sérica; prot. M urinaria = proteina monoclonal urinaria
* ajustada pelo sexo
** p < 0,05 = significativo
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Tabela 9 - Modelos estatisticos baseados em interagcbes de variaveis e
sua associacdo com a expressao de CD56 por plasmécitos
tumorais em MM.

Modelos Variaveis Categorias Ost Ul f IO
ajustada Lemeshow
masculino 3,14 0,016
feminino 1,00
Sexo
y PMS=aus/k=neg 1,00 0,997
PMS=aus/k=pos 22,57 0,025
AbthEeE PMS=pres/k=neg 10,36 0,037
PMS=pres/k=pos 15,13 0,015
masculino 2,89 0,026
feminino 1,00
sSexo
5 PMS=aus/\A=pos 1,00 0,991
PMS=aus/A=neg 11,86 0,062
PMS/lambda PMS=pres/A=pos 8,69 0,057
PMS=pres/A=neg 12,54 0,023
masculino 3,04 0,023
sexo fomini 1,00
eminino
1,00
PMS=aus/k=neg '
PMS/kappa  pyis=aus/k=pos %g; 0029 o0
3 PMS=pres/k=neg 14,58 0,038 ’
PMS=pres/k=pos ’ 0,017
estadio el 13(1)
Il ’ 0,775
masculino 2,78
Sexo feminino 1,00 0,035
PMSllambda LMo-auS/AZpos 129 4,
PMS=aus/A=neg 1,00
4 _ _ 0,805
PMS=pres/A=pos 1,40 0497
PMS=pres/A=neg 0,11 0.060
: lell 1,27
estadio i 1,00 0,715

*p < 0,05 = significativo.
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5.3. Analise dos fatores progndsticos

Foram verificados 57 obitos entre os pacientes incluidos
no estudo (58,8%), com mediana de sobrevida global de 33,13 meses. A
unica variavel clinica que apresentou significancia estatistica na avaliagao
de sobrevida de Kaplan-Meier foi a idade ao diagnostico, observando-se
maior tempo de sobrevida para pacientes com menos de 55 anos de
idade (p=0,011) (tabelas 10 e 11). Nao foram fatores progndsticos
significativos aqueles bem estabelecidos, como dosagem sérica de
Bomicroglobulina  (p=0,227). Observou-se curvas de sobrevida
discretamente favoraveis para pacientes com padrao misto de infiltragao
medular plasmocitaria e para pacientes com MM CD56 positivos, embora
sem significancia estatistica (graficos 3 e 4).

A analise univariada pelo modelo de Cox mostrou que
houve aumento no risco de 6bito para os pacientes entre 55 e 75 anos de
idade (HR=4,60; p=0,004) ou acima de 75 anos (HR=3,95; p=0,014), com
hemoglobina inferior a 8,5 g/dl (HR=1,91; p=0,037) ou sem resposta a
quimioterapia (HR=2,52; p=0,057). O tipo histolégico misto foi um fator
protetor quando comparado com o de substituicado (HR=0,31; p=0,010). A
expressdo de CD56 nao foi fator progndstico em nenhuma das analises
(tabela 12).

A idade superior a 75 anos (HRaj=5,09; p=0,030) foi fator
prognéstico significativo, bem como o tipo histolégico misto (HRaj=0,19;
p=0,018), independentemente do nivel de hemoglobina, resposta a

quimioterapia, estadio inicial e expressdo de CD56 (tabela 13).
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Tabela 10 - Probabilidade de sobrevida em 12, 36 e 60 meses e mediana
de sobrevida de pacientes com MM e variaveis clinicas e

laboratoriais.

Probabilidade de sobrevida Mediana
Variaveis Categorias (%) de . p*
12 36 60 sobrevida
meses meses meses (meses)
Sex0 masculino 70 46 26 28,52 0828
feminino 70 46 30 33,13 ’
< 55 anos 100 90 45 52,11
idade 55 a 75 anos 62 33 25 18,85 0,011
> 75 anos 67 40 20 29,41
. loull 80 71 29 33,13
e I 68 54 28 3388 0646
. , presentes 70 45 22 29,41
lises 0sseas . sentes 64 64 00 3977 902
hemoalobina >10,0 77 50 31 45,16
( /dl)g 8,5-10,0 77 56 22 36,25 0,148
9 <85 57 35 23 24,05
creatinina normal 73 44 23 24 .47 0982
elevada 64 49 31 33,88 ’
calcio normal 77 51 32 36,25 0.129
elevado 56 34 20 21,32 ’
- presente 71 45 24 33,13
prot. Msérica 3 sente 71 49 49 208 0462
prot. M presente 75 59 47 39,11 0.095
urinaria ausente 74 40 17 24,05 ’
B2 normal 85 57 57 0227
microglobulina elevada 70 39 19 24 47 ’
normal 70 49 22 33,13
DELL elevada 76 57 57 0,276
gggﬁ\'/e;a 87 63 47 44,28
resposta a QT parcial gg gg gg ig% 0,172
sem 75 37 12 24,05
resposta

prot. M sérica = proteina monoclonal sérica; prot. M urinaria = proteina monoclonal urinaria

* log rank test; p < 0,05 = significativo

... = tempo de sobrevida mediano superior a 50 meses
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Tabela 11 - Probabilidade de sobrevida em 12, 36 e 60 meses e mediana
de sobrevida em portadores de MM e caracteristicas
histolégicas e imunohistoquimicas.

Probabilidade de sobrevida

(0/0) Mediana de
Variaveis Categorias sobrevida .
12 36 60 (meses)
meses meses meses
intersticial 69 34 26 24 47
. . misto 90 75 46 52,11
histologia  if1s 73 48 16 3313 0063
substituicao 53 29 29 13,39
histologia . . carda 69 34 26 24,47
(intersticial)
(2 > carga 0,784
categorias) 9 70 48 28 33,88
(outros)
presente 69 48 31 33,88
kappa  jisente 73 45 25 29,41 Utk
presente 74 44 25 29,41
fambda  jusente 69 47 30 3388 0937
negativo 73 46 21 33,13
CD56 discreto 66 41 31 13,68 0.889
(4 padrées) moderado 64 43 21 33,88 ’
importante 70 49 32 24,05
CD56 negativo 73 46 21 33,13 0600
(2 padroes)  positivo 67 45 29 24,47 ’

* log rank test; p < 0,05 = significativo
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Grafico 3- Representacao grafica das curvas de sobrevida de pacientes
com diagnodstico de MM segundo padrédo de infiltragcao

medular tumoral (Kaplan-Meier).
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Grafico 4- Representacao grafica das curvas de sobrevida de pacientes
com diagnostico de MM segundo expressdo da molécula
CD56 por plasmécitos tumorais na medula 6ssea (Kaplan-

Meier).
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Tabela 12- Analise univariada dos fatores progndsticos para pacientes
portadores de mieloma multiplo.

Variaveis Categorias Hazard ratio p
masculino 1,06
sexo feminino 1,00 0,829
< 55 anos 1,00
idade 55 -75 anos 4,60 0,004
> 75 anos 3,95 0,014
lises 6sseas Blesehics 1,00
ausentes 1,06 0,902
estadio loull 1,00
[ 1,19 0,647
> 10 g/dI 1,00
hemoglobina 8,5-10 g/di 1,29 0,515
< 8,5 g/di 1,91 0,037
calcio normal 1,00
elevado 1,53 0,132
. normal 0,99
creatinina clevado 1,00 0,982
L. presente 1,32
prot. M sérica ausente 1,00 0,464
o presente 1,00
2I0Et, W) Ui ausente 170 0,099
. . normal 1,00
beta 2 microglobulina clevado 240 0,242
normal 1,72
bIFk elevado 1,00 Lz
completa 1,00 0,194
resposta a objetiva 1,81 0,257
quimioterapia parcial 1,04 0,926
sem resposta 2,52 0,057
intersticial 0,73 0,428
histologia misto 0,31 0,010
9 difuso 0,75 0,396
substituicao 1,00
kaopa positivo 1,00
PP negativo 1,05 0,845
positivo 1,02
e negativo 1,00 0,937
negativo 0,98 0,968
~ discreto 1,16 0,744
CD56 (4 padrdes) moderado 1,28 0,567
importante 1,00
~ negativo 0,86
CD56 (2 padrdes) positivo 1,00 0,601

prot. M sérica = proteina monoclonal sérica; prot. M urinaria = proteina monoclonal urinaria

* analise de riscos proporcionais de Cox; p < 0,05 = significativo.




Resultados 7103

Tabela 13 - Analise multipla dos fatores progndsticos para pacientes
portadores de mieloma multiplo.

Hazard ratio

Variaveis Categorias ajustada p
< 55 anos 1,00
idade 55 -75 anos 3,25 0,089
> 75 anos 5,09 0,030
estadio loull 1,00
1] 0,90 0,857
>10 g/dl 1,00
hemoglobina 8,5-10 g/dl 1,75 0,331
< 8,5 g/dl 1,27 0,637
completa 1,00
resposta a objetiva 1,36 0,599
quimioterapia parcial 0,95 0,924
sem resposta 2,14 0,130
intersticial 0,29 0,106
histoloqia misto 0,19 0,018
9 difuso 0,60 0,347
substituicao 1,00
~ negativo 1,00
CD56 (2 padrées) positivo 1,00 0,999

p < 0,05 = significativo
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Estudos fisiopatolégicos a respeito das gamopatias
monoclonais — especialmente MM — foram alvo de crescente interesse
de onco-hematologistas durante os ultimos anos. O ténue progresso no
progndéstico dos pacientes com os diversos esquemas quimioterapicos,
associado ao desenvolvimento expressivo das técnicas diagnosticas
(citoquimica, imunohistoquimica, citometria em fluxo, citogenética e
biologia molecular), redirecionaram as linhas de pesquisa na area das
gamopatias clonais. O esclarecimento dos eventos fisiopatolégicos
envolvidos, bem como sua relacdo com os comportamentos clinico e
biolégico das neoplasias da linhagem linfocitaria B, tém adquirido
importancia devido a possibilidade de terapéuticas mais especificas e,

consequentemente, melhores resultados para os pacientes.

Apesar das evidéncias do envolvimento das moléculas de
adesao nas varias etapas do desenvolvimento das neoplasias, sua funcao
especifica e seu valor como preditor prognoéstico permanecem pouco
claros. Além disso, a caracterizacdo da populacdo portadora de MM no
Brasil, do ponto de vista molecular, tem sido pouco relatada.
Considerando a crescente influéncia que o perfil molecular das neoplasias
— e até mesmo o perfil molecular especifico de cada paciente — tem
exercido sobre as decisdes terapéuticas, a nao caracterizacido desta
doenca, em bases populacionais, pode trazer consequéncias sobre o
resultado final da terapéutica instituida. Assim, a caracterizagdao dos

pacientes portadores de MM assistidos pelas duas instituicdes envolvidas
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no estudo adquiriu um papel epidemioldgico significativo com relagéo a
populacao brasileira, visto que abrange uma regido do Estado de Sao
Paulo cujas instituigdes sao responsaveis pelo atendimento oncologico de
cerca de cinco milhdes de pessoas. Ambas dedicam-se quase que
exclusivamente & assisténcia a pacientes do Sistema Unico de Saude
(SUS), destacando-se como servicos de referéncia em tratamento
oncolégico no interior do Estado de Sao Paulo. A casuistica alcancada
neste trabalho (97 pacientes) pode ser considerada representativa da
populagao da regido, sendo viabilizada devido a cooperacgao cientifica que

vem se desenvolvendo entre as duas instituigdes nos ultimos anos.

A idade mediana ao diagnostico dos pacientes envolvidos
no estudo foi de 65 anos. Na literatura, a mediana de idade para MM é
bastante semelhante, variando em torno de 59 a 68 anos (102-104).
Anemia foi referida em cerca de 80% dos casos, indice superior ao
descrito pela literatura: cerca de dois tercos dos portadores de MM
apresentam anemia (4). No grupo analisado de pacientes, observou-se a
presenca de lesdes esqueléticas radiologicamente identificaveis em
quase 90% deles, disfuncao renal em 38,1%, e hipercalcemia em 36,1%,
indices superiores aos encontrados na literatura (em torno de 50 a 75%
para lesbes Osseas, 20 a 25% para lesbes renais e 30% para
hipercalcemia) (24;26; 105). Tais achados, associados a predominancia
absoluta de pacientes em estadio clinico avangado ja ao diagnostico,

sugerem que estes pacientes com MM chegam ao servico meédico
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especializado em condi¢gdes clinicas bem mais desfavoraveis que os
descritos pela literatura. Acredita-se que tal fato esteja relacionado com o
baixo nivel sdcio-econdmico-cultural dos pacientes assistidos pelas duas
instituicdes envolvidas, levando a demora em procurar assisténcia médica
e a dificuldade para descrever os sintomas, bem como ao atraso na
obtencao do diagndstico. Este fato sera corroborado mais adiante pelos
dados obtidos para carga tumoral. O diagndstico da neoplasia, muitas
vezes, € feito em fases mais avancadas da doenga e, consequentemente,
as complicagdes renais, 0sseas e de insuficiéncia de medula éssea, além

da hipercalcemia, sdo encontradas com maior frequéncia.

Os niveis séricos de pzmicroglobulina mostraram-se
elevados em 84% dos casos em que o exame estava disponivel, valor
semelhante aos descritos por outros autores (79%) (36). O fato deste
dado nao estar disponivel em cerca de metade dos pacientes deveu-se a
inclusdo de pacientes cujo diagnéstico foi feito antes dos anos 90s,
quando a dosagem de Bmicroglobulina ndo era realizada rotineiramente
na ocasidao do diagndstico. Por este motivo, ndo utilizamos, no presente
estudo, o recentemente descrito estadiamento baseado nas dosagens de
albumina e Bomicroglobulina (38). Assim, observou-se que a populagao
incluida no estudo caracteriza-se por pacientes com doenga em estagio
avancado e com altos indices de complicagdes renais e Osseas ja no
momento do diagnédstico, o que certamente agrava o progndéstico destes

pacientes e o comportamento biolégico da doenga neste grupo.
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Através do estudo imunohistoquimico, foi possivel avaliar
minuciosamente a expressao de CD56 pelos plasmoécitos, caracterizando
sua intensidade e distribuicdo na superficie celular, e permitindo a
identificacdo de padrdes distintos de expressao da molécula. No entanto,
ndo se encontrou resultados significativos que justificassem a
classificagdo dos pacientes de acordo com o padrao de expressao da
molécula. Nado houve associagao de tais padrdes a qualquer variavel
clinica, laboratorial ou histolégica. Assim, com o intuito de aumentar o
poder estatistico do estudo, optou-se por manter a definicdo de apenas
dois grupos para CD56: negativo e positivo, sendo que este ultimo incluiu

expresséo discreta, moderada e importante.

A positividade para CD56 em 47,4% dos casos,
observada neste estudo, é inferior aos dados obtidos na literatura, os
quais variam de 55 a 92% (87-88; 106-109). A maioria dos estudos
envolvendo a expressado de CD56 por plasmdécitos utilizou o citbmetro em
fluxo para identificagdo da molécula, sendo bastante infrequente a
descricdo do estudo imunohistoquimico da medula Ossea para este
objetivo. A técnica de imunohistoquimica € amplamente difundida nos
laboratorios de Patologia no Brasil, o0 que ndo ocorre com a citometria em
fluxo. O estudo imunohistoquimico tem sido preconizado em publica¢des
recentes, exaltando-se seu papel no diagndstico de neoplasias
plasmocitarias (especialmente para expressdao de kappa e lambda),

avaliagdo de doenga residual minima em pacientes com MM apoés
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transplante autdlogo de medula 6ssea (através do padrao de expressao
de CD38/CD138/CD56 p6s-TMO) e identificacdo de novos alvos
bioldgicos terapéuticos (106; 109-111). Martin e colaboradores publicaram
recentemente um estudo no qual foi avaliada a expressao de CD56 por
plasmdécitos tumorais em amostras de medula 6ssea de pacientes com
MM, MGUS e plasmocitose reacional, utilizando a técnica de
imunohistoquimica para tal (109). Foi detectada positividade para
expressdo da molécula em 78% dos aspirados de medula 6ssea dos
portadores de MM, e em 92% das bidpsias por trepanagdo destes
pacientes, mas o numero de pacientes estudados foi pequeno (n=14). O
indice inferior de expressao de CD56 observado no presente estudo nao
parece estar relacionado a problemas técnicos, uma vez que foi utilizado
o anticorpo anti-CD56 clone 1B6, especifico para materiais biolégicos
embebidos em parafina, o mesmo descrito no estudo de Martin (109), e
com técnica idéntica. Além disso, os casos que mostraram expressao
negativa ou discreta foram submetidos a repeticao da técnica, obtendo-se

sempre 0s mesmos resultados.

Uma das justificativas para esta discrepancia poderia ser
atribuida as fases avancadas da doenga em que o diagnostico dos
pacientes €& realizado. A expressdo de CD56 tem sido utilizada como
parametro para avaliagado do estagio de progressao da doenga. Em 1995,
Zandecki e colaboradores publicaram estudo onde evidenciaram

positividade para expressédo de CD56 em 55% dos pacientes com MM
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(112). Esta percentagem elevava-se para 62% quando apenas pacientes
em estadio | eram considerados, sugerindo a perda da expressao da
molécula no decorrer da doenca. Rasmussen e colaboradores (113)
publicaram recentemente um estudo no qual associaram a expressao da
molécula a alteragbes genéticas, especialmente envolvendo o /locus
14932, onde se encontram as regides de mudanga de classe da cadeia
pesada de Ig. O estudo caracterizou o perfil genético de pacientes
portadores de MGUS, MM CD56 positivos, MM CD56 negativos e MM
com doenga extramedular, considerando, entre outros, a expressdo de
ciclina D1, C-MYC, C-MAF e ciclina D3 (todos relacionados ao locus
14q32). O padrao de expressao genética encontrado nestes subgrupos de
pacientes sugeriu a existéncia de um processo de transformagdo bem
definido entre os plasmocitos, no qual o estagio inicial seria a MGUS,
seguida de MMs CD56 positivos, MMs CD56 negativos e, finalmente,
MMs com comprometimento extramedular/leucemia plasmocitaria. Tais
alteragdes genéticas proporcionariam maior ganho proliferativo aos
plasmdcitos tumorais e, consequentemente, maior agressividade da
doencga. O perfil genético dos pacientes com MM CD56 positivo foi mais
proximo do perfil observado nas MGUS, enquanto os MMs CD56
negativos foram mais semelhantes aos MMs com comprometimento
extramedular e leucemias plasmocitarias. Os dados do presente trabalho
reforcariam esta hipotese, considerando que os pacientes procuram o0s

servicos de saude ja com carga tumoral avangada. No entanto, foi
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verificada auséncia de influéncia do estadiamento inicial sobre a
expressdo da molécula CD56 através dos modelos estatisticos de

interac&do de variaveis, descritos na tabela 9.

Nao se observou qualquer associagao entre expressao de
CD56 e potencial osteolitico. Os pacientes incluidos neste estudo
apresentaram doenca inicial avangada, com lises O0sseas extensas as
radiografias, o que diferencia esta populagdo-alvo dos estudos descritos
na literatura, onde ja foram observadas evidéncias de uma possivel
associagao entre negatividade para CD56 e menor potencial osteolitico
(94-95). Estes fatos sugerem que, em estadios avangados da doenga,
onde houve maior capacidade de progressdo e destruicdo do espago
intramedular, outros fatores poderiam ser decisivos na definigdo do
quadro clinico, além da mera associagao entre CD56 e ostedlise. Esta
associacdo poderia ter sido decisiva no inicio da doenca, onde o
panorama apresentado seria de menor carga tumoral e menor indice

proliferativo.

O padrao de distribuicdo das células tumorais na M.O. foi
cuidadosamente avaliado. A extensédo da infiltragdo medular no MM foi
anteriormente descrita como importante fator prognéstico da doencga (43;
114). No entanto, pouco ainda se sabe sobre os fatores que determinam
as variagdes na celularidade medular no MM. Ao classificar a infiltragao
medular em quatro categorias, observou-se que os padrdes cuja carga

tumoral era menos expressiva (intersticial e misto) foram menos
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frequentes do que mostra a literatura, representando 39,1% dos casos.
Rawstron e colaboradores (92) encontraram estes dois padrboes de
infiltracdo em 55,8% de seus pacientes, caracterizando uma populagéo
cuja carga tumoral plasmocitaria medular era pouco expressiva na maioria
dos casos. Tal discrepancia poderia ser atribuida, mais uma vez, a fase
avancada da doenga em que é feito o diagndstico destes pacientes, em
sua maioria de baixa renda e nivel socio-cultural menos favorecido. Este
fato é de consideravel importancia para o estudo, uma vez que nao foram
encontradas na literatura, até o momento, descrigbes a respeito do
padrao de infiltragcdo medular tumoral no MM para a populagao brasileira,
0 que pode influenciar a definicdo terapéutica destes pacientes. Além
disso, Rawstron incluiu entre as amostras estudadas pacientes em
recaida da doenca, ja previamente tratados e que estavam em
seguimento clinico rigoroso, permitindo o diagnéstico precoce da recidiva

e influenciando seus resultados.

Uma vez postulado que as variagbes no padrdao de
infiltracdo medular plasmocitaria poderiam influenciar a compreensao do
comportamento bioldgico da doencga, os fatores celulares envolvidos na
determinacdo destas variagbes tornaram-se alvo de boa parte dos
estudos recentes sobre MM. A teoria de que a presenca de moléculas de
adesao expressas na membrana celular tumoral poderia determinar a
formacdo de nodulos de plasmocitos tumorais na M.O. e,

consequentemente, definir o padrao de infiltragdo medular baseou, neste
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estudo, a busca pela associacdo entre a expressdo da CD56 e os

diferentes padrdes de infiltracdo tumoral por MM.

Ndo foram encontradas diferengcas estatisticamente
significativas na expressdo da molécula com relacdo ao padrao
histologico de infiltragdo medular tumoral. Os resultados aqui verificados
discordam do estudo de Rawstron e colaboradores (92), publicado em
1999, onde foi observada correlagao inversa entre expressdo de CD56 e
padrdo de infiltragdo medular. Rawstron comparou pacientes com
infiltrac&o tipo substituicdo (n=09) com pacientes com padrdo intersticial
(n=10), encontrando niveis de expressdo de CD56 significativamente
inferiores no grupo de pacientes com substituicAo medular por
plasmaécitos tumorais. Como a amostra do presente estudo comportou 97
pacientes, esta diferenca entre as duas séries poderia ser atribuida a
amostragem. Ndo se encontrou, na literatura, outros estudos comparando
o padrao de infiltracdo medular por MM e a expressao da molécula CD56,
mas os dados aqui obtidos permitem a afirmacdo de que nao existe
associacao entre estes dois parametros. No entanto, observou-se que a
imunohistologia permite avaliagdo mais confiavel da infiltragcdo tumoral
medular do que a utilizagdo isolada da histologia, reduzindo a
possibilidade de subestimativa da carga tumoral, especialmente em
amostras subdtimas de medula déssea. O estudo imunohistoquimico

destaca plasmocitos tumorais dispersos ou pequenos agrupamentos
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plasmocitarios, que poderiam nao ser detectados a avaliagao histoldgica

isolada.

O estudo imunohistoquimico para cadeias leves de
imunoglobulinas mostrou-se util em dois aspectos do estudo. Sua
identificacdo auxiliou de forma significativa a avaliagdo da infiltracdo
medular tumoral, especialmente nos casos em que a carga plasmocitaria
medular era pequena, facilitando a visualizagdo do volume tumoral e seu
padrdo de infiltracdo. Tal procedimento foi anteriormente descrito por
Pileri et al (115), onde o estudo imunohistoquimico para kappa e lambda
mostrou-se capaz de evitar a subestimativa da contagem de plasmocitos
tumorais na medula 6ssea, que poderia resultar em erros diagndsticos em

até 30% dos casos.

O estudo imunohistoquimico das cadeias leves
demonstrou ainda a associagao entre a expressao de kappa e lambda e a
expressao de CD56. As neoplasias kappa positivas mostraram-se CD56
também positivas e, entre os casos lambda positivos, a expressdo da
molécula CD56 foi pequena. Os genes para a producéo das cadeias leves
localizam-se nos cromossomos 2 (kappa) e 22 (lambda) (116), enquanto
0s genes responsaveis pela expressdao de CD56 encontram-se no
cromossomo 11 (117), descartando a possibilidade de mutagcéo genética
como causa da associacdo. Apesar disso, este dado pode ser util para a
compreensao da fisiopatologia da doenca. A forte associagdo entre

expressao de CD56 e kappa poderia sugerir que a expressao da molécula
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(ou sua auséncia) seria imutavel, uma vez que o isotipo de cadeia leve
nao varia durante o curso da doenca. Rawstron e colaboradores (92), em
1999, verificaram um padrao constante de expressao da molécula através
de sua analise em amostras sequienciais de M.O. em 37 pacientes em
tratamento, com intervalos de tempo de 6 a 25 meses entre as amostras
(mediana 11 meses), o que reforga esta possibilidade. Entretanto, varios
autores acreditam que ha perda da expressao de CD56 com o avancgar da
doenca (94-95; 98). E possivel que os pacientes kappa positivos exercam
uma influéncia negativa sobre o mecanismo de perda da expressao de
CD56 durante a evolugdao da doenga, funcionando como um freio para
sua progresséo e evitando a migragao de células tumorais para outros
orgaos. Tal influéncia negativa seria capaz de bloquear a perda da
molécula apenas por um determinado periodo de tempo, apds o qual ndo
seria mais suficiente para conter a expansao tumoral. Os dados obtidos
nao permitem fazer tal afirmagao, uma vez que nao foram feitas analises
sequenciais, mas sugerem que 0s processos envolvidos nesta associagao

kappa-CD56 devam ser mais profundamente estudados.

A condicdo de expressdo de CD56 ao momento do
diagndstico, como se nos apresentou o grupo de 46 pacientes, parece
estar associada a maior quantidade de Ig monoclonal sérica (tabela 4). Do
mesmo modo, a nao-expressao da molécula ao diagndstico, seja ela a
condigao original do plasmdécito tumoral no MM “de novo”, ou seja ela uma

modificagdo ocorrida no curso evolutivo da doenga, esteve associada a
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menor sintese protéica monoclonal. Este fato poderia se somar a idéia
conceitual de que a célula plasmocitaria tumoral € tanto mais capaz de
sintetizar uma proteina tdo especifica quanto a Ig, quanto mais
diferenciada é esta célula, ou seja, maior expressao de CD56 nesta
populacdo. Assim também, o corolario seria de que uma célula
plasmocitaria tumoral menos diferenciada seria menos capaz de sintetizar

Igs e menor expresséo de CD56.

A idade ao diagnoéstico mostrou-se capaz de influenciar o
prognoéstico dos pacientes com MM (p< 0,05), e ja foi anteriormente
descrita como importante fator prognéstico nesta doenga. A dosagem
sérica elevada de Bomicroglobulina mostrou uma tendéncia a sobrevida
mais curta (embora nao tenha atingido significancia estatistica), o que
também é descrito pela literatura (32; 34). A auséncia de significancia
pode estar associada ao numero de casos estudados para esta variavel

(n=44).

A analise da relacdo entre o padrdo histologico de
infiltracdo medular plasmocitaria e a probabilidade de sobrevida em 60
meses mostrou uma curva de sobrevida para esta variavel com tendéncia
a melhor progndstico no grupo em que a carga tumoral foi menor
(intersticial/misto). O mesmo ocorreu ao observar-se a curva de sobrevida
para a expressdao da CD56, havendo uma tendéncia a maior tempo de
sobrevida para os pacientes em que a expressao da molécula foi mais

importante. Na literatura, os dados a respeito da expressao de moléculas
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de adesao como fator progndstico sao controversos. Omede et al (91), em
1993, sugeriram que a imunofenotipagem dos plasmadcitos tumorais, no
MM, poderia estar relacionada com a sobrevida, identificando um
subgrupo de pacientes no qual a molécula CD56 nao foi expressa ou
apresentou expressao discreta a citometria em fluxo. Este subgrupo
apresentou outros fatores de mau progndéstico com maior frequéncia,
sugerindo uma evolugéao clinica menos favoravel. Mathew et al (107), em
1995, estudaram a expressao da molécula CD56 a citometria em fluxo em
68 pacientes portadores de MM, nao sendo verificado valor prognéstico
ou diferengas no comportamento bioldgico relacionados a molécula. Em
1997, Rawstron et al relataram a influéncia da expressdao de CD56 a
citometria em fluxo sobre o comportamento clinico do MM (98). Neste
estudo, o subgrupo CD56 positivo era favorecido. No entanto, em 1999,
0s mesmos autores nao encontraram correlacido entre expressdo de
CD56 e tempo de sobrevida. Apesar disso, a forte correlacdo entre baixa
expressao da molécula e infiltragdo tumoral medular expressiva,
sugerindo impacto da CD56 sobre o comportamento biolégico da
neoplasia, levou os autores a atribuirem o fato ao numero limitado de
pacientes envolvidos no estudo (92). Apesar das evidéncias de que a
perda da molécula esteja associada a maior numero de plasmdcitos
tumorais circulantes em sangue periférico e maior carga tumoral na M.O.,
nenhum dos estudos descritos conseguiu correlacionar a expressao de

CD56 ao prognostico dos pacientes, tendo atribuido este fato ao numero
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limitado de pacientes estudados. Recentemente, Sahara e colaboradores
descreveram um estudo interessante, no qual foi avaliada a expressao de
CD56 por plasmacitos tumorais em 70 pacientes com diagndéstico de MM
através de citometria em fluxo, utilizando-se amostras frescas de M.O.
(118). Os autores encontraram diferenca significativa no tempo de
sobrevida para os dois grupos, com beneficio para os MMs CD56
positivos. No entanto, a analise multivariada, ndo puderam determinar
valor progndstico da expressao da molécula, provavelmente devido a forte
correlagao entre auséncia de expressao de CD56 e presenga de doenga
extramedular. O presente estudo permite definir a auséncia de valor
prognostico independente para a expressao da molécula de adesdo CD56

na populagao de pacientes com MM analisada.

Os dados sugerem que a expressao da molécula CD56
representa uma das caracteristicas de um subgrupo distinto de MM, no
qual ha predominio da expressdo da cadeia leve kappa, os niveis de
hemoglobina ao diagnostico sdo mais baixos (inferiores a 10 g/dl em 63%
dos casos, contra 48% no subgrupo com baixa expressdo de CD56), e no
qual ha uma tendéncia a maior tempo de sobrevida. Acredita-se que a
perda de CD56 esta relacionada a leucemizacao plasmocitaria e menor
comprometimento  0sseo, caracterizando um  subgrupo com
comportamento mais agressivo, com maior probabilidade de
desenvolvimento de doenga extramedular, e que poderia influenciar

negativamente a sobrevida dos pacientes (91; 93-94). Os dados aqui
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obtidos vém corroborar estes resultados, caracterizando o subgrupo de
pacientes complementar ao anteriormente descrito. Até o momento, ndo
foi observada diferenga significativa no progndstico de pacientes de

subgrupos distintos.

A avaliagdo critica dos padrbes de expressdo genética dos
diferentes subgrupos poderia auxiliar de forma significativa a
compreensao da progressado tumoral e eventos relacionados. Hedvat e
colaboradores estudaram o padréo de expressao de genes envolvidos no
crescimento e expansdo tumorais de plasmocitos de MM, leucemia
plasmocitaria e plasmocitomas extramedulares, observando diferengas
significativas entre os grupos estudados (119). Os plasmocitos
provenientes de plasmocitomas extramedulares apresentaram expressao
significativamente reduzida de varios genes envolvidos na angiogénese e
adesdo celular. Seus achados reforcam a hipétese de que o
comportamento bioldgico tumoral esta intimamente associado a relagédo
da célula tumoral com seu microambiente. Progressos recentes na
avaliagdo do perfil genético envolvido no MM poderiam contribuir para a
compreensao destes mecanismos. Uma analise de grandes séries de
pacientes, realizada por Magrangeas e colaboradores, permitiu o
esclarecimento do papel individual de algumas anormalidades
cromossOmicas, definindo dois tipos de MM (120). O primeiro grupo é
caracterizado pela aquisicdo de multiplos cromossomos especificos, baixa

incidéncia de anormalidades no cromossomo 13 e baixa incidéncia de
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translocagdes 14q32 recorrentes (121). Este grupo apresentaria sobrevida
mais prolongada. O segundo tipo de MM é caracterizado pelo acumulo de
multiplas quebras cromossdmicas, pseudo ou hipodiploidia, alta incidéncia
de perda do cromossomo 13 e alta incidéncia de translocagdes 1432
recorrentes, especialmente t(11,14) e t(4,14). Tais diferengcas genéticas
poderiam estar de algum modo envolvidas com a expressdo ou nao da
molécula CD56, uma vez que o cromossomo 11 contém os genes
responsaveis por sua expressdao. No entanto, este tipo de associagao
necessitaria ser mais profundamente estudada para que fosse

definitivamente estabelecida.

As controvérsias em torno do valor progndstico conferido
a moléculas de adesdao e seu nivel de expressao pelas células
neoplasicas talvez indiquem que o principal aspecto relacionado a estas
moléculas ndo seja seu impacto no prognostico dos pacientes, e sim seu
papel biologico em fases especificas da evolugdo da doencga. A utilizagédo
clinica da identificacdo da molécula CD56 poderia estar mais relacionada
a escolha da terapéutica mais adequada em determinado momento que a
definigdo pontual do prognodstico do paciente. Assim, num segundo
momento, as abordagens terapéuticas mais adequadas, baseadas na
avaliacdo conjunta da apresentagao clinica, caracteristicas histologicas,
perfil de expressdo molecular e perfil genético, poderiam resultar em

ganho de sobrevida e qualidade de vida.
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Enfim, a combinagdo unica de informagbes anatémicas,
antigénicas, funcionais e moleculares fornecidas pela imunohistologia é
potencialmente uma das principais colaboradoras na investigagdo e
abordagem clinica dos portadores de MM. A abordagem terapéutica
individualizada, determinada pelas caracteristicas biolégicas especificas
de cada paciente, tem sido a meta de pesquisadores em praticamente
todas as areas relacionadas a Hematologia e Oncologia Clinica (122),
com resultados promissores em varias neoplasias. No caso especifico dos
portadores de MM, ha fortes indicios de que existem estados diversos
dentro da mesma doencga, proporcionando a esperanga de melhores

resultados num futuro bastante proximo.
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O presente estudo foi capaz de caracterizar, em termos
clinicos, laboratoriais e moleculares, a populagao brasileira proveniente da
regiao  Centro-Oeste paulista, identificando-se  caracteristicas
interessantes, como a grande incidéncia de anemia importante e extenso
comprometimento 6sseo ja ao diagndstico, configurando estadio inicial
avancado. A difusdo de informagdes a respeito do MM na comunidade
meédica, especialmente no nivel basico de saude, e na populagao, poderia

contribuir para o diagnéstico mais precoce da doenga.

O padrao de infiltragdo medular por plasmaécitos tumorais
foi predominantemente de padrbes de carga tumoral mais expressiva,

configurando a extenséo da doenga nesta populagéo.

Ha correlagdo estatisticamente significativa entre a
expressédo de CD56 e as variaveis sexo, expressao de cadeias leves de
imunoglobulina tipo kappa e presenga de proteina monoclonal sérica,
assim como a negatividade para CD56 associa-se a expressao de
lambda. Tais achados nao demonstraram exercer influéncia sobre o

prognéstico dos pacientes.

O principal fator prognéstico nesta populagao revelou-se
associado a idade ao diagndstico. A expressdao de CD56 nédo se mostrou
como variavel de valor progndstico nesta populagédo de pacientes, embora
esteja provavelmente envolvida no processo fisiopatolégico da doencga. A

identificacdo de sua presenga mostrou-se mais utii com finalidade
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diagnodstica e para avaliagdo global do comportamento clinico da
neoplasia, especialmente se interpretada em associagcdo com
caracteristicas clinicas, laboratoriais, histopatoldgicas e

imunohistoquimicas.
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Reswumo 148

O Mieloma Multiplo (MM), a despeito dos avangos tecnoldgicos e
terapéuticos dos ultimos anos, mantém-se como uma neoplasia incuravel
e de prognéstico desfavoravel na maioria dos casos. No entanto, estudos
a respeito de sua fisiopatologia e dos eventos celulares e moleculares
envolvidos tém trazido importantes contribui¢des para o desenvolvimento
da terapéutica da doenca. A expressdao de moléculas de adesao, em
especial CD56, por plasmoécitos tumorais, tem sido freqlientemente
associada ao prognostico dos pacientes, embora seu papel na
fisiopatologia da doencga ainda seja controverso.

O presente estudo incluiu 97 pacientes com diagnéstico de MM,
provenientes da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP e do
Hospital Amaral Carvalho — Jau. Os materiais histologicos referentes ao
diagnostico foram classificados de acordo com a distribuicado de
plasmdcitos tumorais na medula o6ssea. Foi realizado estudo
imunohistoquimico para detectar a expressao das cadeias leves de
imunoglobulina kappa e lambda e da molécula de adesdo CD56. Os
dados obtidos foram analisados levando-se em consideragcao fatores
prognosticos previamente estabelecidos, como [amicroglobulina e
desidrogenase latica, e tempo de sobrevida dos pacientes.

Foi observada expressdo mais frequente de CD56 entre pacientes do
sexo masculino (p=0,013) e associagdo entre expressdo de kappa e
CD56 (p=0,050), assim como entre expressdo de lambda e auséncia de
expressdo de CD56 (p=0,042). Ndo foi observada associagdo entre
expressao da molécula e outros fatores progndsticos, bem como tempo

de sobrevida dos pacientes.
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Multiple Myeloma (MM) is still an incurable neoplasia with poor prognosis
despite recent technological and therapeutic advances. Recent reports on
MM physiopathology and its cellular and molecular events are making
important contributions in therapeutic development. Neoplastic plasma cell
adhesion molecule expression, especially CD56 has frequently been
linked to patient prognosis, but its role in MM physiopathology is still
controversial.

Histological samples from 97 Myeloma patients at Botucatu School of
Medicine University Hospital and the Amaral Carvalho Hospital - Jau were
classified for plasma cell distribution in  bone  marrow.
Immunohistochemistry was used for light chain (kappa and lambda) and
CD56 adhesion molecule expression. Data were analysed considering
previously established prognosis factors such as 3, microglobulin, lactic
dehydrogenase, and patient survival time.

CD56 expression was more frequent in males (p=0.012). There was an
association between kappa and CD56 expression, and between lambda
expression and lack of CD56 (p=0.042). There was no association

between CD56 expression and other prognostic factors or survival time.
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Anexo 1 — Protocolos para coleta de dados a partir dos prontuarios
meédicos de pacientes com MM e resultados de histologia e
imunohistoquimica

Protocolo |
Nome: RG:
Sexo: Cor: Data nasc.:
Profissao: Estado civil:
Naturalidade: Caodigo de mielograma:

Idade aos primeiros sintomas:

Especialidade de entrada no HC

Tempo decorrido até encaminhamento a Hematologia:
Primeira avaliagao da Hematologia:

Sinais e sintomas iniciais:

Exame fisico inicial:

Internagcdes em outros servicos:




&{ww&

153

Outras patologias:

Hemograma inicial:

GB=

Ht= % Hb= g/dl
VCM= HCM=
Bioquimicos iniciais:

U= Cr= TGO=
FA= yGT= Cac=
Na= K= P=
Proteinuria:

Clearance de creatinina:

PLQ=
CHCM=

TGP=
Alb=
DHL=

Eletroforese de proteinas séricas inicial:

Eletroforese de proteinas urinarias inicial:

Dosagem de [,microglobulina inicial:

Mielograma/bidpsia de MO inicial:

Exames radiologicos ao diagndstico:

Outros exames:

Cirurgias realizadas:

Tratamento inicial:

/mm

BD=
Glob=
Gli=

Bl=

AU
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Suporte transfusional:

Intercorréncias durante o tratamento:

Regularidade do seguimento:

Controle da doenga:

- clinico:

- laboratorial:

- citoldgico:

Se 6bito:  data:
hipdtese clinica para o obito:
laudo de necropsia:

Observacgoes:
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Protocolo Il

1.Grau de infiltragdo da M.O. por MM:

| padréao intersticial
] padrao difuso
] padrao intersticial e difuso

] padrao de substituicao

3. Expressao do CD56 pelos plasmacitos tumorais:

1 ausente
] presente | forte
1 moderada

[ fraca

4. |sotipo de imunoglobulina envolvida:

"I kappa
I lambda

I nenhum isotipo
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Anexo 2 — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa — Faculdade de
Medicina de Botucatu - UNESP

M3y  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u n eSp CAMPUS DE BOTUCATU

FACULDADE DE MEDICINA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

BOTUCATU, S - Rubifo Junior - Cep 18.618-970 - PABX # (014) 821-2121 - RAMAL 2238 - FAX (014) 821-4691 - TELEX 0142107

Botucatu, 07 de fevereiro de 2.000 Of.n° 034/2000-CEP
MVCR/asc

Prezada Senhora,

De ordem da Senhora Presidente deste CEP, informo que o Projeto de
Pesquisa intitulado “Estudo de casos de Mieloma multiplo diagnésticados pela
disciplina de hematologia da FMB-Unesp no periodo de 1.980 a 1.999”, de
autoria de Ana Lucia Coradazzi, orientada por Vossa Senhoria, recebeu do relator
parecer favoravel, aprovado em reunido deste CEP aos 07/02/2000.

Sendo s6 para o momento, aproveito o ensejo para renovar 0s
protestos de elevada estima e distinta consideragéo.

e
2

Alberto Santos Capelluppi

Secretario do CEP

llustrissima Senhora

Prof®. Dr?. Ligia Niero de Mello
Divisdao de Hemocentro da
Faculdade de Medicina de Botucatu
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Anexo 3 — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa — Hospital Amaral
Carvalho

ek

fouplal Amsral Carvalie

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Informamos que do e o Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Amaral Carvalho analisou o protocolo de estudo
entitulado “Estudo dos Casos de Mieloma Multiplo
Diagnosticados pela Disciplina de Hematologia da Faculdade
de Medicina de Botucatu — UNESP no periodo de 1979 a
1999”, na data de 05 de setembro de 2001 e o considerou
APROVADO, bem como o Consentimento Livre Esclarecido,
de acordo com as Resolugdes numero 196/96 e 251/97 do
Conselho Nacional de Saude, podendo ser iniciado.

Jau, 06 deé\setembro de 2001.

Carlos Hermann Schaal
Presidente do Comité
de Etica em Pesquisa
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Anexo 4 - Termo de consentimento livre e esclarecido

Estudo: Expressdo da Molécula de Adesdo CD56 Expressao da Molécula de Adesédo

CD56 por Plasmécitos Tumorais em Medula Ossea de Pacientes com Mieloma Muiltiplo:

Associagao com Fatores Progndsticos e Impacto na Sobrevida Global

Nome das Instituigdes: Faculdade de Medicina de Botucatu — Unesp ]
Hospital Amaral Carvalho — Jau ]

Nome do paciente:

N° de identificagdo na Instituigdo:

Médica responsavel pelo estudo: Dra. Ana Lucia Coradazzi

Fui informado de que esta sendo desenvolvido um estudo na Faculdade de
Medicina de Botucatu e no Hospital Amaral Carvalho de Jau sobre as caracteristicas
moleculares das células tumorais de pacientes com o meu diagnéstico (Mieloma
Multiplo). Este estudo utilizara o material da primeira medula éssea coletada (no dia do
diagnéstico) para avaliar a presenga ou ndo de algumas moléculas que podem ser
importantes para a compreensao da minha doenca. Entendi que ndo sera necessaria a
coleta de um novo material de medula 6ssea exclusivamente para o estudo (serdo
utilizadas apenas as medulas 6sseas ja disponiveis no Laboratério de Patologia).

Autorizo a utilizagdo do meu material de medula 6ssea da época do meu
diagnéstico para este estudo, assim como a utilizagdo de dados obtidos do meu
prontuario médico, desde que minha identidade seja mantida em sigilo.

Fui ainda informado de que esta autorizagao nao é obrigatdria e que, caso eu me
recuse a assina-la, ndo havera nenhum prejuizo para meu tratamento ou

acompanhamento médico nesta Instituigao.

1 /2004
nome do paciente assinatura do paciente data
/ /2004

nome do investigador assinatura do investigador data




