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RESUMO

O mieloma mualtiplo (MM) é uma neoplasia hematolégica caracterizada pela
proliferagcdo anormal e desregulada de células plasmaticas, que infiltram a medula
0ssea, e pela producao excessiva de uma paraproteina monoclonal, denominada de
proteina M. Em 2020 o MM foi responsavel por 117.077 6bitos, o que corresponde a
uma taxa de mortalidade mundial igual a 1,1 Obitos/100 mil habitantes e foram
registrados 176.404 novos casos da doenca, sendo a taxa de incidénciamundial igual
a 1,8 casos/100 mil habitantes. E uma doenca progressiva e incuravel, porém, na
atualidade, existem tratamentos clinicos e terapéuticos que, se iniciados
precocemente, podem melhorar a qualidade de vida e sobrevida do paciente. O plano
terapéutico para o MM é baseado na genética do tumor e nas condi¢des clinicas do
paciente. Nesse sentido, a analise citogenética € uma importante ferramenta
diagnostica e progndéstica de extrema relevancia para a estratificacdo de risco em
pacientes com mieloma multiplo, auxiliando no processo de tomada de decisdo em
relacdo ao tratamento adequado e adaptado ao risco. Apesar da sua importancia
clinica e biologica, o poder diagnostico da analise citogenética é limitado pelo baixo
indice mitético das células plasméaticasdo MM em cultivo celular. Este trabalho prop&e
um novo método de enriquecimento de plasmacitos, utilizando Interleucina 6 (IL-6) e
Fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) para enriquecer meio de cultivo,
visando aumentar a porcentagem de plasmaocitos na amostra. A amostragem incluiu
dois casos, um paciente com suspeita de MM e um paciente com MM para analise de
doenca residual minima (DRM) pés-tratamento. Os dados foram analisados por
citometria de fluxo utilizando marcadores diferenciais para plasmacitos. Testes de
viabilidade celular também foram conduzidos nas amostras cultivadas. As
comparagdes foram realizadas dentro de cada caso, sempre considerando o meio de
cultivo convencional como controle experimental. N&o foi observado diferenca na
porcentagem de plasmécitos anormais no caso do paciente com suspeitade MM entre
os cultivos controle, enriquecido com VEGF, enriquecido comIL-6 e enriquecido com
VEGF e IL-6. Na amostra de DRM houve um aumento de plasmaocitos anormais nos
meios enriquecidos isoladamente com IL-6 e VEGF, conforme dados de citometria de
fluxo. Foi realizado teste de viabilidade celular na amostra utilizada para o cultivo
celular por citometria de fluxo e observada uma rapida perda da viabilidade celular
das células plasmaticas no intervalo de tempo entre a coleta e o cultivo celular. Nossos
dados abrem novas perspectivas para a construc¢do de meios de cultivo enriquecidos
com fatores de crescimento medular como uma estratégia para aumentar a eficiéncia
do cultivo celular de plasmécitos, visando analises citogenéticas.

Palavras-chave: MIELOMA MULTIPLO, CITOGENETICA, CULTIVO CELULAR,
IMUNOFENOTIPAGEM, IL-6 e VEGF.
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1 INTRODUCAO

1.1. CONTEXTO:

O Mieloma multiplo (MM) é neoplasia hematolégica maligna caraterizada pela
proliferacdo desregulada e clonal de células plasmaticas na medula 6ssea (MO)
(GUEDES; BECKER; TEIXEIRA, 2023). O MM é responsavel por 1% de todos os
canceres e aproximadamente 10%  das neoplasias  hematoldgicas
(RAJKUMAR,2024).

Conforme a Agéncia Internacional de Pesquisa em Céancer da Organizacao
Mundial da Saude (OMS), o MM foi responsavel por 117.077 6bitos em 2020, o que
corresponde a uma taxa de mortalidade mundial igual a 1,1 6bitos/100 mil habitantes
e foram registrados 176.404 novos casos, sendo a taxa de incidéncia mundial igual a
1,8 casos/100 mil habitantes (CONITEC, 2022). No Brasil, os dados do Painel de
oncologia Brasil revelaram cerca de 3.480 casos de MM diagnosticados em 2020
(DATASUS, 2024).

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento do MM sao idade, sexo
raca e historico familiar (CONITEC, 2022). A incidéncia do MM aumenta com a idade,
sendo mais prevalentes em adultos com mais de 65 anos (CONITEC, 2022). Em
relacdo ao sexo e raca, € mais frequente em homens do que mulheres e em
afrodescendentes, quando comparados a caucasianos e asiaticos (GUEDES;
BECKER; TEIXEIRA, 2023 e CONITEC, 2022).

O MM inicia-se com um quadro ndo maligno definido como gamopatia
monoclonal de significado indeterminado (GMSI), que pode progredir para um quadro
de mieloma assintomatico ou latente, e menos frequentemente, progride para o
mieloma multiplo, estado correspondente a doenca sintomatica (RAUBER E
AMANCIO, 2023). Fisiologicamente, as células plasmaticas produzem e secretam
imunoglobulinas com a funcgao biologica de auxiliarno combate a infeccfes e outras
doencas. Porém, no MM ocorre a producdo excessiva de paraproteina monoclonal,
uma globulina também denominada de proteina M, com niveis elevados no soro e
urina (RAUBER E AMANCIO, 2023). Os sintomas do MM s&o inespecificos, em sua
maioria, decorrentes da deposicao da proteina M nos tecidos e 6rgdos. Os sinaise
sintomas mais recorrentes sdo dores e lesdes Osseas, hipercalcemia, anemia,
infeccbes por disfuncdo leucocitaria e insuficiéncia renal (GUEDES; BECKER;
TEIXEIRA, 2023).



1.2. PROBLEMA:

O MM é uma doenca progressiva e incuravel. Entretanto, na atualidade,
existem tratamentos clinicos e terapéuticos que podem melhorara qualidade de vida
e sobrevida do paciente. Nesse contexto, 0 estabelecimento do planoterapéutico mais
indicado para cada paciente baseia-se na genética do tumor e na condicao clinica do
paciente, levando em consideragéo a idade e as comorbidades (CALDEIRA, 2019).
Para que haja melhor prognéstico e decurso clinico, € necessario o diagndéstico
precoce e, consequentemente, um tratamento precoce (SALEMA E CARVALHO,
2019). Nesse sentido, a analise citogenéticaé uma importante ferramenta diagndstica
e prognostica que pode contribuir para o diagndéstico precoce de pacientes com MM,
contribuindo consequentemente para a melhora na qualidade de vida e sobrevida.
Entretanto, o maior limitante dessa modalidade de analise & o baixo indice mitotico
das células plasmaticas neoplasicas de MM em cultivo celular,considerando os meios

de cultivo comercialmente disponiveis (AYDIN et al., 2020).

1.3. OBJETIVOS:

1.3.1. OBJETIVO GERAL:

Analisar o efeito de dois diferentes fatores de crescimento presentes no
microambiente tumoral do MM sobre o crescimento in vitro de células plasmaticas,
assim como testar suafuncionalidade como agentes mitéticos. Nesse sentido, visa-se
aumentar o indice mitético das células plasméaticas de MM para aumentar a
sensibilidade de testes citogenéticos (caribtipo e FISH) para o diagnostico citogenético
de MM

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

I.  Avaliaro efeito do enriguecimento do meio de cultivo para medula6ssea
com interleucina-6 e fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF)
sobre o crescimento de plasmacitos in vitro, visando reproduzir in vitro,
0 microambiente tumoral do MM.



ll.  Aumentaro crescimento de plasmécitos em cultivo e a sensibilidade dos
testes citogenéticos em decorréncia do enriguecimento do meio de
cultivo.

lll.  Avaliaro potencial da Interleucina-6 e do VEGF como agentes mitoticos

em cultivo celular de curta duragéo.

1.4. JUSTIFICATIVA:

A avaliacdo citogenética é de extrema importancia para a estratificacdo de
risco em pacientes com MM (CORDEIRO et al., 2022), e auxiliana decisdo médica
sobre o esquema terapéutico a ser utilizado (CONITEC, 2022). A maior limitacdo da
analise citogenética € a pequena porcentagem de plasmadcitos presente na amostra
de MO de pacientes com suspeitade MM (PALUMBO et al., 2015) Para superar esse
problema, atualmente se utiliza a técnica de iFISH apds o enriqguecimento por Micro
Beads Magnéticas com anti-CD138 (PALUMBO et al., 2015). Porém o enriquecimento
de células plasmaticas encare o custo do exame e requer rapido processamento da
amostra (HARTMANN et al., 2011), além de adicionar elevado custo ao exame por se
tratar de reagentes caros e que requerem importacdo. Esse trabalho prope um novo
método de enriquecimento, que busca aumentar o indice mitético de células
plasmaticas em cultivo celular e, consequentemente, aumentar a sensibilidade da

citogenética convencional e do FISH por um custo menor.



2 REVISAO DE LITERATURA:

2.1 DESENVOLVIMENTO DA CELULA B:

As células B s@o produzidas a partir de uma célula-tronco hematopoiética
pluripotente (HSCs- hematopoietic stem cells) que reside na MO com célula rara
(RAMIREZ, LUKIN E HAGMAN, 2010; ABDELHAY et. al. 2009,). A HSCs que
perderam a sua extensa capacidade de autorrenovacao se tornam progenitores
multipotentes (MMPs- multipotent progenitors), que produzem progenitores
preparados por linfoides, que se diferenciam, posteriormente, em progenitores
linfoides comuns (NUTT E KEE, 2007; KWON et al., 2008). O progenitor linfoide
comum d& origem as células B, T e natural Killer (KWON et al., 2008). A
especializacao linfoide e a perda do potencial mieloide € processo gradual que esta
envolvido com 0 aumento na expressao do receptor de tirosinaquinase FIt3 (NUTT e
KEE, 2007).

A diferenciacéo do progenitor linfoide comum em células B envolve varios
estagios. Inicialmente, a atividade dos fatores de transcricdo EBF, E2A e Pax5
contribui para o comprometimento com a linhagem B e na diferenciacdo em célula
pro-B (NUTT e KEE, 2007; RAMIREZ et al, 2010; CARVALHO, 2021). Esses fatores
de transcricdo induzem a sintese de proteinas transferases e recombinases,
necessarias para iniciar arecombinacéo V(D)J (CARVALHO, 2021). E no estagio pro-
B que ocorre a recombinacdo dos genes de Ig no locus da cadeia pesada.
(CARVALHO, 2021). Quando o rearranjo da cadeia pesada é bem-sucedido, a célula
passa a expressar em sua superficie celularo pré-BCR, tornando-se uma célula pré-
B. (CARVALHO, 2021). No estégio pré-B, inicia-se o rearranjo do loci da cadeialeve.
Quando o rearranjo da cadeia € bem-sucedido, a célula passa a ser chamada de
célula B imatura, passando a expressar um BCR completo (CARVALHO, 2021). A
montagem completa do BCR ativa moléculas sinalizadoras que fornecem sinais de
sobrevivéncia e sdo responsaveis pela selecao positiva de células B (MESQUITA
JUNIOR et al., 2010). Caso alguma célula B imatura reconheca com alta avidez
autoantigenos presentes na medula 0ssea, essa célula podera sofrer edicdo do
receptor ou morte celular,emum processo denominado sele¢aonegativa(MESQUITA
JUNIOR et al., 2010. As células imaturas que expressam o BCR completo e n&o

apresentam forte autorreatividade deixam a medula 6ssea e migram para o bago ou



outros 6rgaos linfoides secundarios para completarem sua maturacdo (BARWICK et
al., 2019).

2.2 ATIVACAO DE CELULA B E DIFERENCIACAO EM PLASMOCITOS:

As células B maduras ingénuas, isto €, células que n&do produzem anticorpos
e que nunca entraram em contato com o antigeno, permanecem mitoticamente e
transcricionalmente quiescentes, vigiando o ambiente a procura de antigenos que
possam ser reconhecidos pelos receptores do tipo Toll-like (TLR), presente nas
célulasT, e pelo seu préprio BCR (BARWICK et al., 2019). Para ser capaz de produzir
e secretar anticorpos, as células B precisam ser ativadas, o que culminard em um
intenso processo de proliferagdo celular e diferenciagdo em plasmadcitos (MESQUITA
JUNIOR et al, 2010). As células B podem ser ativadas de duas formas: através da
ativacdo T independente e através da ativacdo T dependente. Na ativacdo T
independente, antigenos nao proteicos e poliméricos estimulam a producao de
imunoglobulinas de baixa afinidade, pertencentes a classe IgM MESQUITA JUNIOR
et al, 2010). Essa forma de ativacédo resulta em uma resposta aguda e de baixa
duracao, caracterizada por menor tempo de vida das células B e plasmablastos
(BARWICK et al., 2019). Em contrapartida, a resposta T dependente necessita do
reconhecimento do antigeno pelas células T auxiliares, que cooperam com 0S
linfocitos B, estimulando a expressédo clonal, o switch de classe, a maturacdo da
afinidade e a diferenciacao dos linfocitos B em células de memodria (MESQUITA
JUNIOR et al, 2010). A resposta decorrente da ativacdo T dependente é mais
duradoura e seletiva, porém esse processo estd sujeito a erros gendmicos que
contribuem para a oncogénese, devido aos préprios mecanismos geneéticos,

intrinsecos do seu processo de maturagdo (BARWICK etal., 2019) .

Inicialmente naativacdo T dependente, antigenos proteicos sao reconhecidos
pelos BCRs, sendo endocitados, processados e apresentados as células T, através
das moléculas de MHC de classe Il presentes nas células B (BARWICK et al., 2019).
Quandoa célulaT reconhece o antigeno apresentado, através do seu receptor TCR,
ocorre uma inducao sinapticaimunoldgica, que resulta na estimulacao da célulaT e
na expressao do ligante CD40 (CD40L) (BARWICK et al., 2019). A expressao de
CD40L pelas célulasT, induzaliberacdodas interleucinasiL4,1L21 e IL6 pelascélulas
T, e estimula a sinalizagdo de CD40 nas células B (BARWICK et al., 2019). Esses



eventos resultam em uma potente ativacdo das células B, sendo responsaveis pela
rapida proliferacdo de células B e formacdo de centros germinativos, que Sao
estruturas linfoides, localizadas nos tecidos linfoides secundarios, onde ocorre a
expansao clonal de células B, hipermutacdo somatica e selecdo baseadaem afinidade
para a producéo de anticorpos com alta afinidade (BARWICK et al., 2019; VICTORA
E NUSSENZWEIG, 2012; MACLENNAN, 1994). ApGs passarem por hipermutacao
somatica produtiva, a selecdo de antigeno e a troca de classe de IgH, também
conhecida como switch de classe, as células B ativadas se tornam plasmoblastos que
migram para o ambiente da medula dssea para se diferenciamem células plasmaticas
de longa duracéo (CHNG et al.,2007).

Estudos sugerem que o0s eventos primarios que dao origem ao mieloma
multiplo podem ser resultados de alteracdes genéticas que ocorrem durante a
exposicdo a mecanismos de hipermutagdo somatica no centro germinativo
(CANTADORI, 2024; SAHOTA et al., 1997). As analises dos genes V, em especial do
gene VH, mostraram que a célula maligna passou por um extenso processo de
hipermutacdo somatica, e que ndo hé heterogeneidadesintraclonal entre a populacdo
de células tumorais, 0 que sugere que a célulamaligna do MM pode ser uma célulaB
de memodria ou plasmablato que ja passou pelo estagio de hipermutacdo somatica e
selecdo de antigeno (SAHOTA et al., 1997; BAKKUS et al., 1992). Isso explica o
porqué os principais isotipos das paraproteinas no MM sé&o IgG ou IgA, ao invés de
IgM (BAKKUS etal., 1992).

2.3. FUNDAMENTOS GENETICOS PRIMARIOS DAS GAMOPATIAS

As células neoplasicas de MM apresentam uma combinacdo complexa de
alteracOes genéticas e citogenéticas (BRAGGIO E RENAULT, 2007). Na maioria dos
casos, as alteragbes genéticas sdo responsaveis pelos eventos que iniciam a
proliferagcdo anormal de plasmdcitos, constituindo assim o evento genético fundador
das gamopatias (BARWICK et al., 2019). Todos os casos de MM séo precedidos por
um estado precursor e assintomatico denominado de gamopatia monoclonal de
significado indeterminado (GMSI) (RASMUSSEN et al., 2010; LANDGREN et al.,
2009). Muitos estudos de analise citogenética e de perfil de expressdo génica

comprovaram que a maioria das alteragOes citogenéticas detectadas nas células



neoplasicas de MM também podem ser detectadas em células GMSI| (MIKULASOVA
et al.,2016; FONSECA, et al.,2002; RASMUSSEN et al., 2010; DHODAPKAR, 2016)

As principais alteracdes genéticasque constituemo evento genético fundador
das gamopatias monoclonais sdo as transloca¢fes IGH, isto €, translocacfes
envolvendo o cromossomo 14, e as trissomias de varios cromossomos impares
(AKSENOVAetal., 2021). Outras alteragdes estruturais, como ganho do cromossomo
1qg, delecdo do cromossomo 13q e delecdo do cromossomo 17p, sdo menos
frequentemente encontradas no estagio de GMSI (AKSENOVA et al., 2021).

As translocacdes envolvendo os loci das imunoglobulinas séo translocacdes
reciprocas, isto significa que sdo alteracOes estruturais onde ocorre a troca de
segmentos cromossOmicos entre dois cromossomos (BERGSAGEL E KUEHL,2001;
MALUF et al., 2011). As principaistransloca¢cfes IGH encontradas séao t(4;14), 1(6;14),
t(11;14), t(14;16) e t(14;20) (AKSENOVA et al., 2021). Essas translocacdes resultam
na expressdo de oncogenes devido a justaposicdo de intensificadores de
imunoglobulinas com oncogenes, incluindo Ciclina D, WHSC1, MAF ou MAFB
(BARWICK etal., 2019).

As trissomias de cromossomos impares sao alteracbes numeéricas,
classificadascomo aneuploidiadotipo hiperdiploide. As principaistrissomias descritas
envolvem os cromossomos 3,5,7,9,11,15,19 e 21 (AKSENOVA et al., 2021).

2.4- MIELOMA MULTIPLO

O mieloma multiplo (MM), também conhecido como doenca de Kahler,
mielomatose ou mieloma plasmocitico, € uma neoplasia hematologica maligna de
células plasméticas, caracterizado pela proliferacdo desregulada e clonal de células
plasmaticas na medula 6ssea (GUEDES; BECKER E TEIXEIRA, 2023). Existe um
conjunto de alteracdes, genéticas, citogenéticas e epigenéticas responsaveis pela
transformacdo maligna das células plasmaticas, que resultam no crescimento
descontrolado dessas células na medula 6ssea e em grande secrecdo de anticorpos
monoclonais nao funcionais, conhecidos como paraproteina ou proteina M (TORRES
et al, 2022).



Quase todos os pacientes com MM evoluem a partir de um estagio pré-
maligno e assintomatico, denominado de gamopatia monoclonal de significado
indeterminado (GMSI) (RAJKUMAR,2024). O GMSI é a gamopatia monoclonal mais
comum, sendo a taxa de progressdo para o MM de 1% ao ano (THERNEAU et al.,
2012; FARIA E SILVA, 2007; RAJKUMAR,2024). O estagio de GMSI é caracterizado
por nivel sérico de imunoglobulina monoclonal maior que 3g/dL, infiltrado de
plasmadcitos nameduladsseainferioral0% e ausénciade danosaos 6rgaos terminais
(ou érgaos-alvo), isto € auséncia dos sintomas CRAB (THERNEAU et al., 2012;
(RAJKUMAR,2024). Em alguns pacientes € encontrado um estagio pré-maligno
intermediario mais avancado, denominado mieloma multiplo latente (SMM)
(RAJKUMAR,2024). Esse estagio apresenta maior risco de progressdao para MM
guando comparado ao GMSI, sendo a taxa de progressdo para o MM de
aproximadamente 10% ao ano durante os primeiros 5 anos apos o diagnostico. Essa
taxa de progressdo é influenciada pela carga da doenca e pelo tipo citogenético
subjacente da doenca, como a presenca de translocacao t(4:14), del(17p) e gain(1q)
(RAJKUMAR,2024).

O diagnéstico atual de MM € baseado nos critérios revisados do International
Myeloma Working Group (IMWG) de 2014. O diagndstico de MM requer a presenca
de um ou mais eventos definidores de mieloma (MDE), que consiste nos sintomas
CRAB e na presenca de trés biomarcadores especificos (RAJKUMAR,2024). Os
sintomas CRAB incluem hipercalcemia, insuficiéncia renal, anemia e lesdes liticas
Osseas, e 0s trés biomarcadores especificos sdo presenca de células plasmaticas
clonais na medula 6ssea = 60%, razdo de cadeia leve livre (FLC) sérica = 100 e mais

de uma lesao focal vista em ressonancia magnética (RAJKUMAR,2024).

Com base nas Diretrizes Diagnosticas Terapéuticas do MM de 2022 do
Ministério da Saude, a investigacao inicial dos pacientes com suspeita de MM deve
levar em consideracdo o hemograma completo, os niveis séricos de ureia e creatinina,
calcio, eletroforese e imunofixacdo de proteinas séricas e urinarias, dosagem sérica
de imunoglobulinas, dosagem de cadeias leves (kappa e lambda) livres, albuminae
desidrogenase lactica (CONITEC,2022). Uma vez que a suspeita diagnéstica de MM
seja apoiada pela investigacaoinicial, exames complementares devem ser realizados,

isto inclui, mielograma, biopsia de medula 6ssea, imunofenotipagem, citogenética



convencional ou, preferencialmente testes citogenéticos por Hibridizac&o in Situ por
Fluorescéncia- FISH (CONITEC, 2022).

2.5 DIAGNOSTICO DE MM POR IMUNOFENOTIPAGEM

A imunofenotipagem por citometria de fluxo é utilizada para detectar
plasmadcitos anormais e determinar a clonalidade (BRASIL,2015) O achadode células
plasméaticas fenotipicamente aberrantes é Gtil para o diagndstico diferencial entre
GMSI, mieloma multiplo e condi¢Bes reativas (RAWSTRON et al, 2008).

Para o diagnostico de MM, a quantificacdo precisa da carga de células
plasmaticas é essencial (RAWSTRON et al, 2008). Comumente, a andlise da
extensdo da infiltracdo de células plasmaticas nas amostras de medula 6ssea €
realizada por mielograma, sendo a analise por citometria mais limitada (RAWSTRON
et al, 2008). Nesse sentido, a limitacdo do uso da imunofenotipagem para o
diagnaostico de MM provavelmente se deve a discrepancia na porcentagem de células
plasmaticas observadas na citometria de fluxo em comparacdo a microscopia
convencional (RAWSTRON et al, 2008). Essas discrepancias afetam todas as
investigacOes laboratoriais, isto inclui a citogenética convencional e por FISH e as
analises moleculares. Provavelmente a principal causa dessas discrepancias é o uso
do aspirado primario para a avaliacdo morfoloégica e o uso do aspirado secundario
para as demais andlises laboratoriais (RAWSTRON et al, 2008).

As células plasmaticas, de maneira geral, sdo identificadas pela marcacéo de
CD138 (RAWSTRON et al, 2008). Um plasmdcito normal é fenotipicamente CD138+,
CD 19+, CD45+, CD38+, CD79a+, CD27+++, CD81+, CD56-,CD117-, CD20-, CD28-
/dim e CD200dim. Ja o plasmdcito fenotipicamente mais encontrado no MM é
CD138+, CD-19-, CD45-/dim, CD38+, CD79a+, CD27dim/-, CD81dim/-, CD56+,
CD117+, CD20+, CD28+++ e CD200+++ (BRASIL,2015).
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2.6- DIAGNOSTICO DE MM POR CITOGENETICA

No Brasil, desde 2022, a avalicdo por Hibridizacdo Fluorescente de nucleos
interfasicos (iFISH) é obrigatoria para o diagndéstico de MM (CONITEC, 2022).

Os estudos citogenéticos apresentam um papel fundamental na estratificacdo
de risco em pacientes com MM (CORDEIRO et al., 2022), sendo a presenc¢adel(17p),
t(4;14), t(14;16), t(14;20), gain 1q, del 1p ou mutagdo p53 considerado MM de alto
risco (RAJKUMAR,2024).E, a presencade duasalteracdes citogenéticasde alto risco
é considerado MM de duplo impacto e a presenca de trés alteracBes de alto risco €
considerado MM de triplo impacto (RAJKUMAR,2024). Aproximadamente 40% dos
casos de MM apresentam trissomias de cromossomos impares nas células
plasmaticas, sendo classificado como MM hiperdiploide (AKSENOVA et al., 2021,
RAJKUMAR,2024), enquanto, a maioria restante apresenta uma translocagao
envolvendo o locus da cadeia pesada de imunoglobulina (IgH), no cromossomo
14932, classificadocomo MM translocado por IgH (RAJKUMAR,2024). Além disso, as
informacdes citogenéticas podem ser utilizadas na tomada de decisdo sobre o
esquema terapéutico a ser utilizado (CONITEC, 2022).

O maior desafio, considerado como fator limitante da citogenética
convencional é baixo indice mitdtico das células plasmaticas neoplasicas de MM,
resultando em reports falso negativos (AYDIN et al.,2020; KADAM AMARE et al,;
2023). Para superar esse problema, a recomendacdo atual do Sistema de
Estadiamento Internacional Revisado para Mieloma Multiplo de 2015, sugere a
utilizacdo de Hibridizacdo Fluorescente in Situ interfasica - iFISH apos a purificacdo
de células plasmaticas CD138 por meio do enriquecimento por MicroBeads
magnéticas revestidas com anti-CD138, visto que a sensibilidade do FISH também &
limitada pela porcentagem de células plasmaticas na amostra de medula éssea
(PALUMBO et al., 2015). Porém, o enriquecimento com MicroBeads magnéticas
encarece 0 custo do ensaio e necessita que a amostra seja processada,
preferencialmente em até 24 horas ap6s a coleta para manter a sua sensibilidade,
visto que estudos mostraram que a porcentagem de células plasmaticas apds o
enriguecimento diminuiconforme o tempo ap6s a coleta aumenta (HARTMANN et al.,
2011).
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2.7- MICROAMBIENTE MEDULAR QUE FAVORECE O MM:

O céancer pode ser entendido com um disturbio hiperproliferativo que envolve
a transformacdo morfologica celular, a desregulacdo da apoptose, a proliferacao
descontrolada, a angiogénese, a invasao de outros tecidos com o surgimento das
metastases (LIN E KARIN,2007). A percepcédo do cancer na atualidade é definida
como um microambiente tumoral, onde componentes celulares, incluindo células
geneticamente alteradas, células normais e vasos sanguineos, interagem com
componentes moleculares, contribuindo como determinantes da progressao tumoral
(ONUCHIC E CHAMMAS, 2010). Nesse sentido, o microambiente da medula 6ssea é
determinante para a sobrevida e proliferacdo de células plasmaticas malignas
(COTOVIO, 2020). A interacdo entre as células plasmaticas malignas com o
microambiente tumoral facilita a diferenciacéo, migracao, proliferacao e resisténcia a
farmaco por essas células (COTOVIO 2020). O microambiente tumoral pode ser
funcionalmente dividido em dois compartimentos, um compartimento celular,
composto por células hematopoiéticas e ndo hematopoiéticas, e um compartimento
nao celular, composto pela matriz extracelular, citocinas, quimiocinas, fatores de
crescimento e exossomos (BRIGLE, 2017). Os componentes celulares desse
microambiente incluem células hematopoiéticas, osteoclastos, osteoblastos, células
do estroma da medula 6ssea e células endoteliais (BRIGLE, 2017; COTOVIO, 2020).
Essas células podem contribuir para a migracao e proliferacdo de células plasméticas
malignas pela secrecéo de diversos fatores, que correspondem ao componente nao
celular do microambiente tumoral (COTOVIO, 2020).

Diversos estudos relatam o papel fundamental dainterleucina-6 como fator de
crescimento e sobrevida das células plasmaticas malignasdo MM (ANDERSON et al.,
1989; KLEIN et al., 1989; JR Et al, 2010). Em situacgdes fisioldgicas, a interleucina- 6
induz a diferenciacdo de células plasmaticas e, na patogénese do MM, induz a
proliferacdocelular e ainibicdo da apoptose (JR etal, 2010). Existem diversos eventos
dentro do microambiente tumoral que levam a secrecdo de interleucina-6 (JR et al,
2010). Apesar das células plasmaticas secretarem IL-6 como fator de crescimento,
sdo as células do estroma da medula 6ssea as principais responsaveis por sua
secrecdo (JR et al, 2010). Essas células aumentam a secrecdo de interleucina-6,
mediante a interacdo com as células plasmaticas neoplasicas do MM (JR et al, 2010).

As células plasmaticas de MM secretam VEGF, que estimula o aumento da secrecdo



12

de interleucina-6 pelas células do estroma da medula éssea (JR et al, 2010). O fator
de crescimento do endotélio vascular (VEGF) é o primeiro e a principal citosina
angiogénica associada ao MM, envolvida ndo apenas na angiogénese, mas também,
na regulacdo da adesao das células do MM, aumentando a adeséao celular (JR et al,
2010; SANTOS, 2015). Existem outras citosinas angiogénicas secundarias, isto €,
citosinas ativadas a medida que a massa tumoral se multiplica (JR et al, 2010). Essas
citocinas séo o fator de crescimento fibroblasticos beta (BFGF) e o fator transformador
de crescimento beta (TGFB) (JR et al, 2010).

A interleucina-6,0 VEGF e outros fatores de crescimento podem ativar vias
de sinalizacdo relacionadas a inflamacéo e envolvidas no desenvolvimento tumoral,
como a via JAK/STAT (Janus Kinase / Signal Transducer and Activator of
Transcription) (SANTOS, 2015; ONUCHIC e CHAMMAS, 2010). Estudos
demonstraram que a via JAK/STAT esta constitutivamente ativa nas células
plasmaticas de pacientes com MM (BHARTI, 2003; FALCONE,1999), sendo a
principal forma de ativacdo da dessa via a secre¢ao autécrinae paracrinade IL-6, que
induzahiperatividade de STAT3, que é um fator de transcri¢cao da familia de proteinas
transdutores de sinal e ativadores de transcricdo (STAT), através de mecanismos
compartilhados com muitas citocinas (FALCONE,1999). A ativacéo de receptores de
citocinas presentes na superficie celular das células de MM ativa a familia Janus
Kinase (JAK) de proteinas tirosinaquinases, responsaveis pelafosforilacao e ativagédo
de proteinas STAT citoplasméaticas (FALCONE,1999). Uma vez que o STAT3 é
ativado ele é dimerizado e translocado para o nucleo, onde vai induzir a expressao de
genes regulados por STAT (FALCONE,1999). A sinalizacdo mediada por STAT3
resulta no aumento da expressao do gene Bcl-XL (FALCONE,1999), que resulta no
aumento da proteina antiapotética BLC-XL, que confere resisténcia a apoptose e
contribui para a progressdo tumoral no MM (FALCONE,1999; SANTOS, 2015;
ONUCHIC e CHAMMAS, 2010). A atividade do STAT3 também estimula a sintese de
citocinas e fatores de crescimento, que impedem a maturagao de células dendriticas,
impedindo a atividade antitumoral das células T citotéxicas e das células NK.
(ONUCHIC e CHAMMAS, 2010).
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3. MATERIAL E METODOS:

3.1. AMOSTRAGEM:

Utilizamos uma amostra de aspirado de MO de um paciente com suspeita de
MM e uma amostra de aspirado de MO de um paciente com diagndstico prévio de
MM. Ambas as amostras foram encaminhadas do Hospital Erasto Gaertner. As
amostras foram coletadas em tubo de heparina e armazenadas em temperatura
ambiente até 0 momento da semeadura da amostra em meios de cultivo. Os pacientes
analisados preencheram o TCLE respectivo ao projeto, de acordo com o Protocolo
73835923.0.0000.0102 (Comité de ética Setor de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Parand - SCS/UFPR, aprovacdo em 06/12/2023) e Protocolo
73835923.0.3001.0098 (Comité de ética Hospital Erasto Gaertner - Liga Paranaense
de Combate ao Cancer, aprovacdo em 09/04/2024)

3.2. ENRIQUECIMENTO DOS MEIOS COM INTERLEUCINA-6 E COM O FATOR DE
CRESCIMENTO DO ENDOTELIO VASCULAR (VEGF):

Para cada paciente foram preparados quatro meios de cultivo: um meio
controle, um meio enriquecido comIL-6, um meio enriquecido com VEGF e um meio
enriguecidocomIL-6 e VEGF. Para o enriguecimento dos meios foi utilizado aproteina
Recombinant Human Vascular Endothelial Cell Growth Factor (VEGF) da Thermo
Fisher Scientific e Human Interleukin-6 (rhiL-6) da Thermo Fisher Scientific. A
concentragdo de cada fator de crescimento foi definida com base no trabalho de
Bohatch Jr et al., de 2003, no qual foi realizado uma quantificacdo de varios fatores
de crescimento, incluindo o VEGF e a IL-6, no sobrenadante de cultura de MM,
conforme TABELAL.

TABELA 1 — Quantificacdo das citocinas presentes no sobrenadante de cultura de mieloma mdiltiplo:

Fator de Crescimento Média (pg/mL) Desvio Padréo
VEGF 247,30 * 3,296
IL-6 8033,30 * 8,963

FONTE: Adaptado de Bohatch Jr et al, 2003.
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O meio utilizado para o controle e para o enriquecimento € o meio RPMI 1640,
suplementado com soro fetal bovino, Sulfato de Gentamicina 50 mg/L e Anfotericina
2mg/L da Vitrocell. Este meio € préprio para a realizacdo do cariétipo em amostras de
medula 6éssea pois, de maneira geral, as células presentes na medula 6ssea

apresentam capacidade de multiplicacdo em meio de culturasem o usode mitbgenos.

3.3. CONTAGEM DE LEUCOCITOS E FATOR DE CALCULO PARA O CULTIVO
CELULAR:

Para manter a celularidade recomendada correspondente a 5 x 10 ¢ células
no meio, foi realizada a contagem de leucécitos na camara de Neubauer. Para isso,
foi utilizado a solucdo de Tuck da RenylLab, para lisar as hemacias e diluir os
leucécitos na propor¢cdo 1:20, conforme recomendado pelo fabricante. Para
determinar o volume de amostra a ser semeado no meio de cultivo, foi utilizado a
seguinte férmula:

5.000.000
WBC (mm3)

Volume de amostra (ul) =

Foi utilizado o mesmo volume de amostra no meio controle e nos meios

enriquecidos. Além do resultado da férmula, foi levado em consideragéo o volume de

amostra disponivel para a semeadura. O tempo de cultivo realizado foi de 72 horas, a
37°C.

3.4. COLHEITA E PROCESSAMENTO CITOGENETICO:

Um pouco antes de finalizado o tempo de 72 horas de cultivo celular, foi
adicionado Colcemid para bloquear a divisédo celular. Para a hipotonia foi utilizado a
solucdo hipoténica de KCI na concentracdo de 0,075M. A interrupcao da hipotonia e
a fixacao celularfoi obtida pelo uso da solugcao de Carnoy. Antes do processamento
citogenético, foi separado uma aliquota de 1 mL de cada meio para a realizacdo da

imunofenotipagem por citometria de fluxo.
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3.5. IMUNOFENOTIPAGEM POR CITOMETRIA DE FLUXO:

Para quantificara % de plasmécitos normais e andmalos presente em cada
meio foi utilizado imunofenotipagem por citometria de fluxo. O citbmetro utilizado foi o
BD FACSLyricde 10 cores e 12 parametros da Becton Dickinson (BD) Biosciences.
Os marcadores de superficie utilizados formam CD45, CD138, CD38, CD56, CD19e
C28. Para avaliar a viabilidade celular foi utilizado o corante 7-AAD (7-Amino-
Actinomicina D), que € um corante de acido nucleico que se liga seletivamente as
regides GC do DNA. Este corante € utilizado para distinguir células viaveis de células
mortas, visto que a permeabilidade da membrana e a intensidade da marcacgao por 7-
AAD aumenta na apoptose mais tardia. (ZEMBRUSKI et al.,2012). Também foi
realizada imunofenotipagem, com 0os mesmos marcadores, na amostra de heparina

em até 24 horas apo0s a coleta.
3.6. PREPARO DE LAMINAS, BANDEAMENTO G E COLORACAO:
As laminas foram preparadas em banho-maria, a 60°C. Foi realizado o

bandeamento G com a utilizacdo de Tripsina 0,2% e coloracdo de Giemsa-Wright,
conforme ROONEY e CZEPULKOWSKI 1992 com  modificagdes.
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4. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS:

Nossa amostragem incluiu dois pacientes, um paciente com suspeita de MM
e um paciente com diagndstico confirmado de MM para analise de doenca residual
minima (DRM). O paciente com suspeitade MM € do sexo masculino, de 48 anos. A
analise por imunofenotipagem realizada pelo laboratorio de citometria de fluxo do
Hospital Erasto Gaertner resultou em sugestivo de gamopatia monoclonal de
significado indeterminado. Foi observado 1,6% células anormais, sendo o fenotipo
dessa célula: CD28-/+, CD38++, CD138+, CD56-, CD19-e CD45-. O paciente com
diagnéstico prévio de MM é do sexo masculino, de 66 anos,foi diagnosticadocom MM
em janeiro de 2021, apresenta lesfes 6sseas e anemia. A imunofenotipagem
realizado no hospital Erasto Gaertner resultou em DRM positiva, com 2,9% de células
anormais, sendo o fenotipodessacélulaCbD28++, CD38++, CD138++, CD56++ CD19-
e CD45-.

Para obter éxito na cultura de células e, consequentemente na andalise
citogenética, é necessario que a ceélula com possivel a alteracdo genética e
citogenética esteja viva e em boa proporcdo na amostra que esta sendo cultivada e
analisada. Nesse sentido, foi realizada a quantificagdo de CD138+ por
imunofenotipagem na amostra de aspirado de MO em heparina para avaliar a
propor¢cdo de células CD138 vidveis para o cultivo celular, isto é, para avaliar a
porcentagem de células CD138 vivas na amostra.

No caso da suspeita de MM, a porcentagem total de células plasmaticas
anormais presentes na amostra igual a 0,37% e a viabilidade iguala 1,9%, sendo a
porcentagem de células viaveis para o cultivo celularigual a 0,007% (QUADRO 1 e
GRAFICO 1). No caso da DRM de MM, a porcentagem de células anormais igual a
0,20%, a viabilidade igual a 14% e a porcentagem de células plasmaticas anormais
viaveis para o cultivo celularigual a 0,028% (QUADRO 2 E GRAFICO 2). Houve uma
diferenca consideravel entre a porcentagem de células anormais encontrada na
amostra de EDTA, utlizada na imunofenotipagem, em relagdo a porcentagem
encontrada na amostra de heparina. Essa diferenca pode ser explica pela perda na
viabilidade celular na amostra de heparina, visto que nesta amostra a
imunofenotipagem foi realizada 24 horas ap0s a coleta. Entretanto, a porcentagem de

plasmacitos encontrado nos dois casos e nos dois tipos de anticoagulante € menor do
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que a porcentagem esperada de plasmadcitos na MO de um paciente com MM. Essa
discrepancia € explicada pelo uso do aspirado primario de MO para determinar a
infiltracdo de plasmdcitos por mielograma e o uso do aspirado secundario para as
demais analises laboratoriais (RAWSTRON et al, 2008).

QUADRO 1 — QUANTIFICAGAO DE PLASMOCITOS E VIABILIDADE DAS CELULAS CD138+ NOS
MEIOS E NA AMOSTRA DO PACIENTE COM SUSPEITA DE MM:

Aspirado de Meio Meio Meio Meio
MO em Controle enriquecido | enriquecido enriquecido
heparina com VEGF com IL-6 com VEGF e
IL-6
N° de eventos 808.631 522,292 447.125 442.618 450.046
adquiridos:
N2 eventos 715.467 381.517 265.978 178.502 268.380
analisados:
% CD138 normal 0,07% 0,10% 0,02% 0,02% 0,05%
% CD138 anormal 0,37% 0,33% 0,39% 0,39% 0,40%
Viabilidade da célula | 3,0% 100,0% 61,7% 100% 93,7%
CD138 normal
Viabilidade da célula | 1,9% 92,9% 85,4% 98,8% 94,5%
CD138 anormal

QUADRO 2 — QUANTIFICACAO DE PLASMOCITOS E VIABILIDADE DAS CELULAS CD138+ NOS
MEIOS E NA AMOSTRA DO PACIENTE COM DIAGNOSTICO PREVIO DE MM PARA ANALISE DE

DRM:
Aspirado de Meio Meio Meio Meio
MO em Controle enriquecido | enriquecido enriquecido
heparina com VEGF com IL-6 com VEGF e
IL-6
N° de eventos 1.000.000 181.184 180.126 242.113 223.897
adquiridos
N2 eventos 895.169 99.682 86.001 126.374 97.183
analisados
% CD138 normal 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,01%
% CD138 anormal 0,20% 0,05%; 0,12% 0,11% 0,03%
Viabilidade da célula | 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 100,00%
CD138 normal
Viabilidade da célula | 14,00% 93,30% 83,7% 70,20% 100,00%
CD138 anormal
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GRAFICO 1 — Viabilidade celular das células CD138+ no aspirado de MO em
heparinano caso de suspeita de MM: Em azul escuro estdo marcadas as célulasvivas

e em vermelho estdo marcadas as células mortas.

N

GRAFICO 2 — Viabilidade celular das células CD138+ no aspirado de MO em
heparinano caso de DRM MM: Em azul escuro estdo marcadas as células vivas e em
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Em relacéo a porcentagem de plasmadcitos nos meios de cultivo, no caso da
suspeita de MM néo houve diferenca aparente entre 0 meio controle e 0s meios
enriquecidos. Porém, neste caso, a porcentagem de células viaveis para o cultivo na
amostra era muito baixa e o resultado da imunofenotipagem sugere um quadro de

GMSI ao invés de MM. No caso da DRM de MM, houve uma porcentagem maior de
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plasmaocitos anormais nos meios enriquecidos com VEGF ou com IL-6, isoladamente
(QUADRO 2). A caracterizacao fenotipica dos plasmécitos nos meios de cultivo foi
semelhante a caracterizacéo fenotipica realizada no aspirado de MO em heparina e
na amostra em EDTA realizada pelo laboratério de citometria do Hospital Erasto
Gaertner. Para diferenciar o plasmécito anormal do plasmécito normal foi utilizado os
marcadores CD19, CD28, CD45 e CD56. O plasmécito normal expressa CD138,
CD38,CD19 e CD45, mas nédo expressa CD28 e CD56. O plasmécito anormal
geralmente expressa CD138, CD38, CD56 e CD28 e nao expressa CD45 e CD19
(QUADRO 3 e 4).

QUADRO 2 — CARACTERIZACAO FENOTIPICA DOS MEIOS E DA AMOSTRA DO PACIENTE COM
SUSPEITA DE MM:

Plasmoécito Normal: Plasmocito Anormal:

Marcador | CD CD CD CD CD CD | CD CD CD CD CD CD

138 38 56 45 19 28 | 138 38 56 45 19 28
Aspirado -1+ +HH++ | - ++ + - +HA+ | H++ | - - - -
de MO em
heparina
Meio -[+ ++ - ++ + - ++ ++ - - - +
Controle
Meio com +/++ | H/++ | - ++ -+ - +/++ | H/++ | - - - +
VEGF
Meio com +++ | A+ | - ++ -/+ - +/++ | H/++ | - - - +
IL-6
Meio com -1+ +H++ | - ++ -1+ -1+ +H++ | A+ | - - - +
VEGF e IL-
6

LEGENDA: (-) negativo, (-/+) fraco, + positivo, ++ positivo forte.

QUADRO 3 — CARACTERIZACAO FENOTIPICA DOS MEIOS E DA AMOSTRA DO PACIENTE COM
DIAGNOSTICO PREVIO DE MM PARA ANALISE DE DRM:

Plasmocito Normal: Plasmoécito Anormal:
Marcador CD CD CD CD CD CD | CD CD CD CD CD CD
138 38 56 45 19 28 138 38 56 45 19 28

Aspirado NE NE NE NE NE NE -1+ ++ +HH++ | - -1+ ++
de MO em

heparina

Meio NE NE NE NE NE NE ++ ++ ++ - + +
Controle

Meio com NE NE NE NE NE NE +/++ | ++ ++ - + +/++
VEGF

Meio com NE NE NE NE NE NE +H++ | A+ | ++ - + ++
IL-6

Meio com +/++ | ++ - + + - +/++ | ++ -+ -+ + -+
VEGF e IL-

6

LEGENDA: (NE) Nao encontrado, (-) negativo, (-/+) fraco, + positivo, ++ positivo
forte.
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Emrelacao a andlise citogenética, foramobtidas diversas metafases (FIGURA
1 e 2), porém devido ao curto prazo para realizagdo do presente trabalho, néo foi
possivel analisar uma quantidade suficiente de metafases para gerar o laudo

citogenético.

FIGURA 1: METAFASE DO CASO DE SUSPEITA DE MM. 2n= 46 cromossomos.
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5. CONSIDERACOES FINAIS:

O projeto tinha por objetivo inicial encontrar fatores de crescimento que
pudesse estimular a atividade proliferativa de plasmdcitos em cultivos celulares de
curta duragao para obtencdo de cromossomos metafasicos, pensando na proposi¢ao
de um novo método de enriquecimento visando o aumento da sensibilidade das
técnicas de citogenética convencional e da técnica de FISH.

Ao comparar a porcentagem de plasmdcitos anormais no meio controle em
relagéo aos meios enriquecidos, ndo houve diferenga significativa no caso do paciente
com suspeita de MM entre o meio de cultivo controle e os meios enriquecidos. No
caso do paciente para analise de DRM de MM, no qual espera-se uma quantidade
ainda mais baixa de plasmodcitos na amostra obtida do paciente, a porcentagem
plasmécitos anormais foi maior nos meios enriquecidos isoladamente com VEGF ou
IL-6 quando comparada ao meio de cultivo controle. Apesar de interessantes para
confirmar o efeito do enriquecimento com fatores que compdéem o microambiente
medular sobre a porcentagem de plasmocitos € necessario aumentar o numero
amostral. Nosso projeto piloto teve como objetivo projetar meios de cultivo potenciais

para avancar em investigagdes mais aprofundadas no futuro.

Uma descoberta importante deste trabalho é a rapida perda da viabilidade
celular das células plasmaticas que ocorre no periodo entre a coleta e o cultivo celular,
0 que torna a porcentagem de plasmdcitos viaveis para o cultivo celular muito baixa.
Essa perda de viabilidade celular no periodo entre a coleta e o cultivo celular, sugere
que o baixo indice mitético das células neoplasicas de MM seja resultado da baixa
porcentagem de células viaveis para crescer em meio de cultivo, e talvez nao esteja
relacionada com a capacidade da célula crescer em meio de cultivo. A partir disso,
sugere-se para trabalhos futuros, buscar estratégias que preservem a viabilidade

celular dos plasmdcitos no intervalo de tempo entre a coleta e o cultivo celular.



22

REFERENCIAS

ABDELHAY, E. S. W. et al. Células-tronco de origem hematopoéticas: expansao e
perspectivas de uso terapéutico. Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia,
v. 31, p. 2-8, maio 2009. DOI: https://doi.org/10.1590/S1516-84842009005000019.

AKSENOVA, A. Y. et al. Genome Instability in Multiple Myeloma: Facts and Factors.
Cancers (Basel), v.13, n.23, p. 5949, novembro 2021.
DOI:10.3390/cancers13235949.

BERGSAGEL, P.L; KUEHL, W.M. Chromosome translocations in multiple myeloma.
Oncogene, v.20, n.40, p.5611-5622, setembro 2001. DOI: 10.1038/sj.onc.1204641.

BAKKUS, M. H.C.et al. Evidence That Multiple Myeloma Ig Heavy Chain VDJ Genes
Contain Somatic Mutations But Show No Intraclonal Variation. Blood: American
society of hematology, v. 80, n.9, p. 2326-2335, novembro 1992. DOI:
https://doi.org/10.1182/blood.V80.9.2326.2326.

BARWICK, B.G. et al. Cell of Origin and Genetic Alterations in the Pathogenesis of
Multiple Myeloma. Frontiers in Immunology, v. 10, n.1121, maio 2019. DOI:
10.3389/fimmu.2019.01121

BHARTI, A.C. et al. Nuclear factor—-kB and STAT3 are constitutively active in
CD138+ cells derived from multiple myeloma patients, and suppression of these
transcription factors leads to apoptosis. Blood: American society of hematology, v.
103, n.8, p. 31753184, abril 2004. DOI: https://doi.org/10.1182/blood-2003-06-2151

BRAGGIO, E; RENAULT, I.Z. Alterac6es moleculares no Mieloma Multiplo. Revista
Brasileira de Hematologia e Hemoterapia, v. 29, n. 1, p. 10-16, jan. 2007.DOI:
https://doi.org/10.1590/S1516-84842007000100004.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Atencdo a Saude, portaria n°708, de
agosto de 2015.



23

BRIGLE, K.; ROGERS, B. Pathobiology and Diagnosis of Multiple Myeloma. Seminars
in  Oncology Nursing, v. 33, n.3, p. 225-236, agosto2017. DOL:
https://doi.org/10.1016/j.soncn.2017.05.012.

CANTADORI, L.O. Efeito do bortezomibe no tratamento do mieloma
multiplo: uma revisao sistematica e metanalise. 2024. 86f. Tese (Doutorado)-

Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Medicina, Sdo Paulo, 2024.

CARVALHO, P.S. Caracterizacdo do Perfil de Expresséo de Genes Associados a
Resposta Imune em Pacientes HIV+ com Linfoma Difuso de Grandes Células
B.217f. Tese (Mestrado)- Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva,
Programa de P6s-Graduacdo em Oncologia, Rio de Janeiro, 2021.

CATLETT-FALCONE, R. et al. Constitutive Activation of Stat3 Signaling Confers
Resistance to Apoptosisin Human U266 Myeloma Cells. Immunity, v. 10, n.1, p. 105-
115, janeiro 1999. DOI: 10.1016/S1074-7613(00)80011-4.

CORDEIRO, M.G. et al. CITOGENETICA CONVENCIONAL E MOLECULAR EM
MIELOMA MULTIPLO: ANALISE DE 1462 CASOS EM UM LABORATORIO DE
CITOGENETICA DE ROTINA. Hematology, Transfusion and Cell Therapy, v.44, n.2,
p. S242, outubro 2022. DOI: https://doi.org/10.1016/j.htct.2022.09.409.

DATASUS. tabnet.datasus.gov.br/tabnet/tabnet.ntm. Painel de Oncologia Brasil.
Data de atualizacéo dos dados: 15 de novembro de 2024.

DHODAPKAR, M.V. MGUS to myeloma: a mysterious gammopathy of underexplored
significance. Blood: American society of hematology, v.128, n.23, p.2599-2606,
outubro 2016. DOI: 10.1182/blood-2016-09-692954

FARIA, R.M.D.; SILVA, R.O.P. Gamopatias monoclonais: critérios diagnésticos e
diagnésticos diferenciais. Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia [online],
v.29, n.1, p. 17-22, marco 2007.DOI: https://doi.org/10.1590/S1516-
84842007000100005.



24

FONSECA, R. et al. Genomic abnormalities in monoclonal gammopathy of
undetermined significance. Blood: American society of hematology, v.100, n.4, p.
1417-1424, agosto 2002. DOI:
https://doi.org/10.1182/blood.vV100.4.1417.h81602001417_1417_1424.

GUEDES, A.; BECKER, R.G.; TEIXEIRA, L.E.M. Multiple Myeloma (Part 1) - Update
on Epidemiology, Diagnostic Criteria, Systemic Treatment and Prognosis. Revista
Brasileira de Ortopedia, v. 58, n. 3, p. 361-367, maio 2023. DOI: 10.1055/s-0043-
1770149.

HARTMANN, L. et al. Detection of Genomic Abnormalities in Multiple Myeloma: The
Application of FISH Analysis in Combination With Various Plasma Cell Enrichment
Techniques. American Journal of Clinical Pathology, v.136, n.5, p.712-720, novembro
2011. DOI: https://doi.org/10.1309/AJCPF7NFLWBUAJEP.

KADAM AMARE, P. et al. Cytogenetic Abnormalities in Multiple Myeloma: Incidence,
Prognostic Significance, and Geographic Heterogeneity in Indian and Western
Populations. Cytogenetic and genome research, v. 162, n.10, p. 529-540, fevereiro
2023. DOI: 10.1159/000529191.

KWON, K. et al. Instructive Role of the Transcription Factor E2A in Early B
Lymphopoiesis and Germinal Center B Cell Development. Immunity, v. 28, n.6,
p.751-762, junho 2008. DOI: https://doi.org/10.1016/j.immuni.2008.04.014.

LANDGREN, O. et al. Monoclonal gammopathy of undetermined significance
(MGUS) consistently precedes multiple myeloma: a prospective study. Blood:

American society of hematology, v.113, n. 22, p. 5412-5417, maio 2009. DOI:
https://doi.org/10.1182/blood-2008-12-194241.

MACLENNAN, I.C.M. Germinal Centers. Annual Review of Immunology, v.12, p. 117-
139, abril 1994. DOI: https://doi.org/10.1146/annurev.iy.12.040194.001001.

MALUF, S. W. et al. Citogenética humana. Porto Alegre: Artmed, 2011.



25

MESQUITA JUNIOR, D. et al. Sistema imunitéario - parte Il: fundamentos da resposta
imunoldgica mediada por linfocitos T e B. Revista Brasileira de Reumatologia [onling],
v. 50, n.5, p. 552-580, novembro 2010. DOI: https://doi.org/10.1590/S0482-
50042010000500008.

MIKULASOVA, A. et al. Genomewide profiling of copy-number alteration in
monoclonal gammopathy of undetermined significance. European journal of
haematology, v. 97, n.6, p.568-575, maio 2016. DOI:
https://doi.org/10.1111/ejh.12774.

PALUMBO, A. et al. Revised International Staging System for Multiple Myeloma: A
Report From International Myeloma Working Group. Journal of clinical oncology :
official journal of the American Society of Clinical Oncology vol. 33, n. 26, p.2863—
2869, agosto 2015. DOI: 10.1200/JC0.2015.61.2267.

RAJKUMAR, S.V. Multiple myeloma: 2024 update on diagnosis, risk-stratification, and
management. American Journal of Hematology, v. 99, n. 9, p. 1802-1824, junho 2024.
DOI: https://doi.org/10.1002/ajh.27422.

RAMIREZ, J.; LUKIN, K.; HAGMAN, J. From hematopoietic progenitors to B cells:
mechanisms of lineage restriction and commitment. Curr Opin Immunol., v. 22, n.2,
p.177-184, margo 2010. DOI: 10.1016/).c0i.2010.02.003.

RASMUSSEN, T. et al. Identification of translocation products but not K-RAS
mutations in memory B cells from patients with multiple myeloma. Haematologica,v.
95, n.10, p. 1730-1737, maio 2010. DOI:10.3324/haematol.2010.024778.

RAWSTRON, A.C. et al. Report of the European Myeloma Network on multiparametric
flow cytometry in multiple myeloma and related disorders. Haematologica, V. 93, n. 3,
p. 431- 438, marco 2008. DOI:  doi.org/10.3324/haematol.11080,
hdl.handle.net/1765/29683.

ROONEY, D.E; CZEPULKOWSKI, B.H. Human Cytogenetics. Oxford University
Press, agosto 1992. DOI: https://doi.org/10.1093/0s0/9780199632909.001.0001.



26

RAUBER, S.G; AMANCIO, N. de F.G. Mieloma multiplo: individuos mais acometidos,
seus sintomas, diagndstico e tratamento: uma analise literaria. Revista Brasileira de
Reviséo de Saude, v.6,n.1, p. 1307-1317, janeiro, 2023. DOI: 10.34119/bjhrvén1-
100.

SAHQOTA, S.S. et al. Myeloma VL and VH Gene Sequences Reveal a
Complementary Imprint of Antigen Selection in Tumor Cells. Blood: American society
of hematology, v.89, n.1, p. 219-226, janeiro 1997. DOI:
https://doi.org/10.1182/blood.V89.1.219.

THERNEAU, T.M. et al. Incidence of Monoclonal Gammopathy of Undetermined
Significance and Estimation of Duration Before First Clinical Recognition. Mayo Clinic
proceedings, v. 87, n.ll1, p. 1071-1079, novembro 2012. DOL
https://doi.org/10.1016/j.mayocp.2012.06.014.

TORRES, L.L. et al. Uma anélise acerca das caracteristicas do Mieloma Multiplo:
revisdo de literatura. Revista Eletrénica Acervo Médico, v. 15, agosto 2022.
DOLl:https://acervomais.com.br/index.php/medico/article/download/10723/6405/.

VAN DONGEN, J.J.M. et al. EuroFlow antibody panelsfor standardized n-dimensional
flow cytometric immunophenotyping of normal, reactive and malignant leukocytes.
Leukemia, v. 26, n.9, p. 1908-1975, setembro 2012. DOI:10.1038/leu.2012.120

VICTORA, G.D; NUSSENZWEIG, M.C. Germinal Centers. Annual Review of
Immunology, v.30, p.429-457, abril 2012. DOI: https:/doi.org/10.1146/annurev-
immunol-020711-075032.

WJ CHNG, M.D. et al. Genetic events in the pathogenesis of multiple myeloma.
Blood: American society of hematology, v.20, n.1, p.571-596, dezembro 2007. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.beha.2007.08.004.

ZEMBRUSKI, N. C.L et al. 7-Aminoactinomycin D for apoptosis staining in flow
cytometry. Analytical Biochemistry, v. 429, n.l, p.79-81, outubro 2012. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.ab.2012.07.005.



