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RESUMO

O Mieloma Multiplo (MM) € a segunda neoplasia hematolégica mais incidente no mundo.
Entre as principais manifestacdes clinicas estdo o comprometimento 6sseo, alteragdo renal,
hipercalcemia e anemia. O diagndstico é realizado através da bidpsia de medula 6ssea,
mielograma, hemograma completo, radiografias e avaliacdo de paraproteina, uma proteina
anormal presente nos pacientes com MM. Para o seguimento do paciente utilizam-se dois
sistemas de estadiamento, o Sistema de Estadiamento Durie/Salmon e o Sistema Internacional
de Estadiamento. Apesar de amplamente utilizados, tanto os marcadores de diagndstico
quanto o de progndéstico tém limitacGes relativas aos seus parametros de acurécia. Dessa
forma novos marcadores devem ser avaliados como complemento aos poucos existentes no
MM. Autoanticorpos estdo sendo estudados como possiveis marcadores no diagndstico e
progndstico de pacientes com cancer por meio da pesquisa de anticorpos antinucleares (ANA)
utilizando a técnica de FAN HEp-2 através da imunofluorescéncia indireta (IFI).
Considerando o déficit na acuracia dos marcadores existentes no MM bem como a relevancia
diagndstica e progndstica dos ANAs, o objetivo desse estudo foi avaliar a possivel
prevaléncia de ANA em amostras de pacientes com MM. Para tanto, foram avaliados 44
pacientes com MM e 17 controles saudédveis, quanto a titulacdo baixa (< 1:40) e alta (> 1:80)
e ao padrdo morfologico de fluorescéncia. Os resultados revelaram uma significancia quando
comparado os pacientes com MM com os controles. Com relacdo as titulagdes a maior
porcentagem de pacientes com MM apresentaram titulagdes mais altas (54,26%) o mesmo que
os controles (71,42%). O padrdo nuclear pontilhado fino (NPF) foi o mais prevalente tanto
nas amostras de MM quanto nos controles. N&o foi observada significancia estatistica entre os
titulos e padrGes com as manifestacdes clinicas, exceto a alteracdao renal com os titulos, com
p=0,0461*. Na avaliacdo pré e pds-quimioterapia, cinco amostras de MM apresentaram
diminuicao de titulacdo. Assim, os pacientes com MM e os controles apresentaram relevante
frequéncia de positividade para o FAN, principalmente nos titulos > 1:80 com padrao

morfol6gico NPF mais prevalente, contudo, novos estudos devem ser realizados.

Palavras-chave: Fator antintcleo. Gamopatia Monoclonal. Oncohematologia.



ABSTRACT

Multiple Myeloma (MM) is the second most common haematological malignancy in the
world. Among the main clinical manifestations are bone involvement, renal alteration,
hypercalcemia and anemia. The diagnosis is made through bone marrow biopsy, myelogram,
complete blood count, radiographs and evaluation of paraprotein, an abnormal protein present
in patients with MM. For patient follow-up, two staging systems are used, the Durie / Salmon
Staging System and the International Staging System. Although widely used, both diagnostic
and prognostic markers have limitations regarding their accuracy parameters. Thus new
markers should be evaluated as a complement to the few existing ones in MM.
Autoantibodies are being studied as possible markers in the diagnosis and prognosis of cancer
patients by antinuclear antibody (ANA) screening using the HEp-2 FAN technique through
indirect immunofluorescence (IFI). Considering the deficit in the accuracy of markers existing
in MM as well as the diagnostic and prognostic relevance of ANAs, the aim of this study was
to evaluate the possible prevalence of ANA in samples of patients with MM. Forty-four
patients with MM and 17 healthy controls were evaluated for low (< 1:40) and high (> 1:80)
titration and fluorescence morphological pattern. Results revealed significance when
comparing MM patients with controls. Regarding titrations, the highest percentage of patients
with MM had higher titers (54.26%) the same as controls (71.42%). The thin dotted nuclear
pattern (NPF) was the most prevalent in both MM and controls samples. No statistical
significance was observed between titles and patterns with clinical manifestations, except
renal change with titles, with p = 0.0461 *. In the pre- and post-chemotherapy evaluation, five
MM samples showed decreased titration. Thus, patients with MM and controls presented
relevant frequency of positivity for ANA, especially in titers > 1:80 with more prevalent NPF

morphological pattern, however, further studies should be performed.

Key words: Antinuclear factor. Monoclonal gamopathy. Oncohematology.
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1 INTRODUCAO

As Gamopatias Monoclonais (GMs) constituem um conjunto de distarbios
hematoldgicos, caracterizado pela proliferacdo de plasmdcitos monoclonais produtores ou nao
da proteina monoclonal (proteina M). Dentre as principais GMs, encontram-se a Gamopatia
Monoclonal de Significado Indeterminado (GMSI), Mieloma Multiplo Assintomatico (MMA)
e 0 Mieloma Multiplo (MM). O MM ¢ uma neoplasia hematoldgica que ocupa a segunda
posicao dentre as hematologias mais comuns no mundo, configura cerca de 1% dentre os tipos
de cancer, com uma prevaléncia mundial em cinco anos de 230.000 individuos (KYLE et al.,
2014; PARREIRA et al., 2014; KAZANDJIAN, 2016).

No MM, o diagndstico € realizado através da observacdo das manifestacdes clinicas e
dos exames complementares. Dentre as ocorréncias clinicas mais comuns, destacam-se a
hipercalcemia, anemia, lesBes liticas e insuficiéncia renal. Para o estabelecimento final do
diagndstico, além da identificacdo dos plasmdcitos malignos (acima de 10% em bidpsia de
medula 6ssea), é feita a avaliacdo do dano relacionado por meio das analises do hemograma,
radiografias, dosagem de ureia, creatinina, beta-2-microglobulina, eletroforese de proteinas
séricas e imunofixacdo sérica (RAJKUMAR et al., 2014; GHAFOURI-FRAD et al., 2015;
SHIMANOVSKY et al., 2016; MICHELS; PETERSEN, 2017).

De acordo com as caracteristicas clinicas e exames realizados, 0s pacientes sao
enquadrados em estadiamentos, para definir critérios de progndstico e tratamento. Os sistemas
mais utilizados sdo o Sistema de Estadiamento Durie/Salmon (SDS) e o Sistema Internacional
de Estadiamento (ISS). O SDS considera fatores como o0s niveis de proteinas M, célcio sérico,
quantidade de hemoglobina e numero de lesGes liticas, contudo, é considerado pouco
eficiente. O ISS baseia-se na utilizacdo dos niveis de beta-2-microglobulina e albuminas
séricas e atualmente € o mais indicado na avaliacdo da resposta de sobrevida dos pacientes
com MM (IMF, 2018).

As neoplasias apresentam especificidades e interagcbes complexas com o
microambiente tumoral, caracterizadas pelo desvio da imunovigilancia, inducéo da resisténcia
a imunidade e baixa imunogenicidade. Durante a carcinogénese as células neoplasicas sofrem
varias mutacGes que promovem alteracbes no perfil antigénico celular, podendo gerar
neoantigenos capazes de induzir respostas imunologicas. A manifestacdo de antigenos pelas
células neoplésicas pode induzir a formacdo de autoanticorpos, e esses podem ser utilizados

como biomarcadores clinicos de resposta a terapia em diferentes tipos de neoplasias
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(DANIELS et al.,, 2005; PEDERSEN; WANDALL, 2011; HEO; BAHK; CHO, 2012;
COROA, 2014).

Os anticorpos antinucleares (ANA) sdo autoanticorpos presentes em pacientes com
doencas autoimunes sistémicas. Esses autoanticorpos reagem com componentes celulares no
nacleo ou citoplasma, observados por meio da técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI) e
sua pesquisa é realizada através do ensaio de fator antindcleo (FAN). (DELLAVANCE et al.,
2009; BRITO et al., 2013; FERNANDEZ MADRID, F. et al, 2015). Varios estudos apontam
a presenca de ANAs no cancer possivelmente decorrente do aumento de inflamacao geral, de
um estado de pré-autoimunidade, da estimulacdo antigénica ocasionada pelas neoplasias
malignas ou até mesmo como resposta do sistema imunoldgico que tenta impossibilitar a
disseminacédo tumoral (AKMATOV et al., 2017; DINSE et al., 2017; NISIHARA et al., 2018;
VLAGEA et al., 2018).

Dentre as neoplasias malignas relacionadas com a presenca de ANAs, estdo
principalmente o cancer de mama, ovario, linfoma, pulmao e prostata. No geral, a deteccéo de
ANAs pode estar relacionada com o prognostico e diagndstico, sendo de mau prognostico no
cancer de ovario, auxiliar diagnéstico e progndstico em pacientes com linfoma, e auxiliar em
um diagndstico precoce em amostras de soro dos pacientes com cancer de mama (BLAES et
al., 2000, GUYOMARD et al., 2003; DANIELS et al., 2005; HEEGAARD et al., 2012,
FERNANDEZ MADRID, F. et al, 2015; ZOU et al., 2015; NISIHARA, 2018).

Autoanticorpos também foram identificados em malignidades hematoldgicas, como o
linfoma, onde os ANAs sdo indicados como potenciais auxiliares diagnostico e progndstico.
Contudo, poucos estudos existentes relacionam a presenca de ANAs em pacientes com
neoplasias hematopoiéticas, destacando-se a auséncia de estudos com o mieloma multiplo
(MM). Dessa forma, a investigacdo de ANAS constitui importante passo na busca por novas
estratégias de diagnostico e progndstico em pacientes com MM. Neste contexto, o presente
projeto se propOs a avaliar a possivel prevaléncia de ANA’s e a sua relagdo com as

manifestagdes clinicas em amostras de soro de pacientes com MM.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral
Avaliar a prevaléncia de anticorpos antinucleares em pacientes com MM como

possivel marcador de diagnostico e prognostico.
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1.1.2 Objetivos especificos

e Avaliar o perfil de titulacdo de autoanticorpos nucleares em pacientes com MM e
controles;

e Determinar os padrdes morfologicos de autoanticorpos nucleares em pacientes com
MM e controles;

e Investigar a possivel associacdo entre o perfil de ANA e as manifestac@es clinicas em
pacientes com MM e controles.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 GAMOPATIAS MONOCLONAIS

As Gamopatias Monoclonais (GMs) sdo um grupo de disturbios hematoldgicos,
caracterizado pela proliferacdo de plasmocitos monoclonais, produtores ou ndo da proteina
monoclonal conhecida como paraproteina M. Os plasmacitos (figura 1), células ovéides ou
esféricas com citoplasma abundante e nucleo excéntrico e esférico, sdo responsaveis pela
producdo de anticorpos (Imunoglobulinas — lg) importantes para a resposta imune, cuja
principal funcéo é combater corpos estranhos no organismo. A g é formada por duas cadeias
polipeptidicas leves do mesmo tipo (lambda ou kappa) e duas cadeias polipeptidicas pesadas
que podem ser do tipo IgG, IgA, IgD, IgE e IgM. (CALADO, 2001; BOTTINI, 2007;
PARREIRA et al., 2014).

Figura 1. Caracteristicas morfoldgicas dos plasmdcitos

Fonte: Calado, 2001.

Dentre as principais gamopatias monoclonais encontram-se a gamopatia monoclonal
de significado indeterminado (GMSI), o mieloma multiplo assintoméatico (MMA) e o
mieloma maultiplo sintoméatico (MM). Alteracbes genéticas e do microambiente medular
podem levar a progressao do GMSI para 0 MM e até mesmo para a leucemia de plasmdcitos
(PCL), como mostrado na figura 2. Esta progressdo faz analogia a teoria da selecéo
Darwiniana com a progressao clonal de um clone saudavel, considerando-se que as alteragdes
genéticas ocorrem de maneira aleatoria através de vias de ramificagdes, os subclones dos
plasmaocitos adquirem vantagens mutacionais de atribuices genéticas e/ou epigenéticas para
favorecimento de sua sobrevivéncia e dessa forma progredindo para neoplasias (FARIA;
SILVA, 2007; LOPEZ-CORRAL et al., 2014).
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Figura 2. Progressdo clonal de um clone saudavel até a leucemia de células plasmaticas. MGUS —
Gamopatia Monoclonal de Significado Indeterminado; MMI — Mieloma Muiltiplo Indolente; MM — Mieloma

Multiplo; PCL — Leucemia de Células Plasmaticas

Plasmdcitos clonais < 10%

Fonte. Santos, 2016

A GMSI é a forma mais comum entre as gamopatias, identificada clinicamente através
de pico monoclonal na eletroforese de proteinas séricas (menor que 3g/dl) e infiltracdo
medular de plasmdcitos inferior a 10%. Esta é responsavel por atingir cerca de 3% dos
individuos maiores que 50 anos e apresentar uma evolucdo de 1% ao ano para 0 mieloma
maultiplo com capacidade de progredir para outras doencas linfo proliferativas. A GMSI Esse
distdrbio ndo apresenta sintomas clinicos, e € considerada uma patologia benigna ou pré-
maligna (SANTQOS, 2009; ALEXANDRE et al., 2012; PARREIRA et al., 2014).

O MM, assim como a GMSI, néo apresenta sintomas, nem danos organicos ao corpo,
demonstra uma taxa de progressividade para 0 MM de 10-20% ao ano. Nesses casos a
identificacdo clinica presente é de um pico monoclonal maior ou igual a 3g/dl com infiltracéo
medular de plasmocitos maior ou igual a 10% (LANDGREN, 2010; LOPES, 2017).

2.2 MIELOMA MULTIPLO — MM

2.2.1 Epidemiologia

O MM é uma doenca que acomete principalmente os idosos acima de 50 anos de
idade, com média de 70 anos, representa cerca de 1% dentre 0s casos de cancer é a segunda
neoplasia hematologica mais comum no mundo. Segundo Kazandjian (2016), a prevaléncia
mundial em cerca de cinco anos é de 230.000 individuos. Os dados epidemioldgicos mais

solidos sdo provenientes dos Estados Unidos, onde foi estimado para o biénio de 2015-2016
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cerca de 59.180 novos casos, com um total de 23.650 mortes. No ano de 2017 estimou-se
30.280 novos casos com 12.590 mortes (DIAS et al.,, 2015; DURIE, 2017; MICHELS;
PETERSEN, 2017; SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2017). Ja no ano de 2018, segundo o
National Cancer Institute (NCI) atraves do programa de Vigilancia, Epidemiologia e
Resultados Finais (SEER) estimou-se 30.770 novos casos e cerca de 12.770 mortes.

Para a América do Sul estima-se uma incidéncia de 1.7/100.000 de novos casos e
cerca de 1.3/100.000 de dbitos (CURADO et al., 2018). No Brasil, um estudo realizado por
Callera et al. (2011), especificamente no estado de S&o Paulo, revelou uma incidéncia de
0.7/100.000 habitantes e uma prevaléncia de 5.7/100.000 habitantes. Em 2015 foram
registradas 2.889 mortes no Brasil, 0 estado de S&o Paulo apresentou cerca de 832 mortes e 0
estado de Pernambuco registrou 99 ébitos em decorréncia do MM (figura 3) (MELO, 2018).

Anterior aos anos 2000 a mediana de sobrevida dos pacientes com MM era de 12
meses, passando para 24 meses apds os anos 2000. Contudo, a introducdo de novas estratégias
terapéuticas como as drogas imunomoduladores e inibidores de proteassoma promoveram um
aumento na taxa de sobrevida em cerca de 5 a 10 anos (KAZANDJIAN, 2016; MICHELS;
PETERSEN, 2017).

Figura 3. Numeros de 6bitos por MM no Brasil em 2015.
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Fonte: adaptado de Melo, 2018.
2.2.2 Etiopatogenia
O MM ¢ uma neoplasia hematoldgica, caracterizada pela proliferacdo clonal de

plasmocitos no microambiente medular, producdo de imunoglobulinas monoclonais

(proteinas M) e diferentemente das outras gamopatias descritas, apresenta sintomas clinicos e
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comprometimentos organicos (SILVA et al., 2009; ANDERSON; CARRASCO, 2011,
SHIMANOVSKY et al., 2016).

O microambiente da medula Ossea possui além dos osteoclastos, numerosos
osteoblastos, células hematopoiéticas, células supressoras do estroma, células imunes, células
endoteliais e matriz extracelular e todos esses componentes estdo envolvidos na génese e
manutencdo do MM. Uma das principais causas envolvidas na patogénese do MM ¢ a
interacdo entre as células neoplasicas e 0 microambiente hematopoiético, essas células séo
capazes de estimular a osteoclastogénese. Os plasmocitos neoplasicos estdo comumente
fixados na medula déssea, onde secretam moléculas capazes de estimular os osteoclastos a
reabsorcao dssea e bloquear os osteoblastos, para impedir o reparo 6sseo (SILVA, 2012).

A proteina inflamatéria de macréfago-1a (MIP-1a) secretada pelo plasmocito atua no
estroma resultando no aumento de receptor ativador do fator nuclear kappa- B ligante
(RANKL), interleucina-6 (IL-6), fator ativador de células B (BAFF) (este responsavel por
impedir a apoptose) e Activina A para formacdo de osteoclastos, além de diminuir a produgéo
de osteoprotegerina (OPG), fato que causa a reabsorcdo 6ssea. Interceucina-3 (IL-3), fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator de necrose tumoral-o. (TNFa), também sdo
responsaveis pela ativacdo de osteoclastos. As moléculas sFRP-2 e 3, DKK1, esclerostina e
HGF estdo intimamente ligadas ao bloqueio de osteoblastos e consequentemente a formacéo
Ossea (figura 4) (SOARES, 2013).

Figura 4. AcBes das células de MM sobre a formagao 6ssea.
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Fonte. Soares, 2013.

As interagOes autocrinas e pardcrinas das células do mieloma sdo capazes de ativar
vias de sinalizagbes que estdo relacionadas nos processos de proliferacdo, resisténcia a

farmacos, sobrevivéncia e migracdo. Dentre essas vias encontra-se a via MAPK responsavel
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pela proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacdo celular, cuja ativacdo é desencadeada por
citocinas como IL-6 resultando na ativacdo da cascata Ras-Raf-Mek e alteracdo da expresséo
génica. Outra via ativada em 50% dos pacientes com MM é a via JAK-STAT3 cuja
estimulacdo por IL-6 e hiperativacdo de STAT3 resulta na elevacdo de proteinas anti-
apoptdticas como a BCL-XL, ligada a resisténcia a quimioterdpicos em pacientes com MM.
Sinalizagdes moleculares através de IL-6 e IGF-1 podem ativar, além das vias supracitadas, a
via PI3K que fosforila AKT e ativa mTOR resultando na resisténcia a apoptose e proliferacdo
celular. Além destas, a via NFkB pode estar ativada esta ativada em 50% dos casos de MM e
alterando eventos de adeséo celular, apoptose e inflamacdo. A via de sinalizacdo Whnt regula
o célcio no equilibrio entre os osteoblastos e osteoclastos e alteracfes nesta causam um
aumento na reabsorcdo dssea resultando em lesdes liticas (figura 5) (SILVA, 2012; SANTOS,
2016; SPAAN, 2018).

Figura 5 — Vias de sinaliza¢des no MM.
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Fonte: adaptado de Silva, 2012.

2.2.3 ManifestacGes clinicas

As manifestacOes clinicas auxiliares no diagnostico do MM podem, caracterizam-se
principalmente por hipercalcemia, insuficiéncia renal, anemia e lesfes 0sseas, agrupadas sob
0 acronimo CRAB (do inglés - Calcium elevation, Renal disfunction, Anemia, Bone disease)
(RAJKUMAR et al., 2014).
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A dor 6ssea € um dos sintomas mais prevalentes no MM, acometendo costelas,
esterno, cranio e 0ssos longos. Essas dores sdo causadas pelo desequilibrio na reabsorcéo
0ssea que promove lesdes Osseas liticas e fraturas patologicas em cerca de 80% dos casos. A
elevacdo do calcio sanguineo ou hipercalcemia ocorre em 15-30% dos casos, as células
plasmadticas anormais “invadem” os 0ssos e ocasionam alteragdes na osteoclastogénese, onde
estimulam uma maior quantidade de osteoclastos responsaveis pela degradacdo nos 0ssos, ao
mesmo tempo em que bloqueiam os osteoblastos para impedir a reparacdo 0ssea.
(HUNGRIA, 2007; SANTOS, 2009; DIAS et al., 2015; IMF, 2018).

A anemia é causada pela diminui¢do da producdo de hemécias pela medula e esta
presente em cerca de 70% dos pacientes com MM. O tipo de anemia no MM ¢ conhecido por
Anemia de Doenca Cronica (ADC), presente em doencas inflamatdrias, neoplasicas e
infeccBes crbnicas. O tratamento consiste na realizacdo de transfusdo de hemacias, com
objetivo de aumentar os niveis de hemoglobina, bem com diminuir os sintomas relacionados a
ADC como taquicardia, fadiga, nausea, insuficiéncia cardiaca, entre outros (CANCADO,
2007).

A insuficiéncia renal € relativamente comum em pacientes com MM estando presente
em 20-35% dos casos e atingindo niveis séricos de creatinina > 4 mg/dl. As diferencas
estruturais das cadeias leves de Ig podem ocasionar danos renais na membrana basal
glomerular e nos tubulos renais. Em casos clinicos de hipercalcemia relacionada a deposicéao
do calcio no rim acarreta outros comprometimentos como a nefrite intersticial. Para
tratamento inicial utilizam-se diuréticos com hidratacdo acompanhada e em ocorréncias mais
graves, cerca de 2-13% dos pacientes, devem fazer hemodialise, 0 que eleva em cerca de 30%
o risco de morte (MAIOLINO; MAGALHAES, 2007).

Além dessas manifestacdes descritas acima, podem ocorrer casos de plasmocitoma
extramedular (figura 6A) e/ou plasmocitoma solitario (figura 6B), ambos causados pela
infiltracdo de células plasméaticas anormais em oOrgdos e tecidos. O plasmocitoma
extramedular ocorre fora da medula dssea e pode acometer qualquer 6rgdo, sendo mais
localizado na cabeca e pescoco, especificamente na regido orofaringe e seios perinasais,
atinge cerca de 3% dentre as neoplasias plasmocitarias. O plasmocitoma solitéario caracteriza-
se por Unica massa de plasmacitos, afeta principalmente o esqueleto axial em especial as
vertebras, onde contém medula vermelha. Para tanto, € prescrito que os pacientes realizem
biopsias nas lesdes e por serem tumores localizados esses casos sdo frequentemente
encaminhados para radioterapia (SOUTAR, 2004; RODRIGUES et al., 2012).
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Figura 6. Plasmocitoma extramedular (A) e plasmocitoma solitario (B)

Fonte: Macaluso, 2008; Sepulveda, 2013.

2.2.4 Diagnostico e estadiamento no MM

Os sintomas clinicos provocados pelo MM podem auxiliar na acuracia do diagndstico
entre os quais a infiltracdo medular acima de 10%, a presenca de proteina monoclonal sérica
ou urindria acima de 3g/dl e os danos organicos em especial os critérios CRAB, sdo foram os
critérios primordiais estabelecidos pelo International Myeloma Working Group em 2010
(SANTOS, 2009; SANDY et al., 2015).

Dentre os exames complementares solicitados no diagndstico encontram-se a biopsia
de medula 6ssea (verificagdo da porcentagem de células plasmaéticas), hemograma, anélise
bioquimica, eletroforese de proteinas séricas (investigacdo de proteina monoclonal), exames
de urina (identificacdo de proteina de Bence-Jones), imunofixacdo (definicdo de proteinas
anormais presentes) e radiografias ou tomografias (visualizacdo de lesdes liticas em diversos
locais como o cranio, esterno e 0ssos longos) (SANTOS, 2009; IMF, 2018). Apés as
investigacOes e definicdo nos diagndsticos, De acordo com as caracteristicas clinicas e exames
realizados, 0s pacientes sdo enquadrados em estadiamentos (DOMINGUES, 2015).

O estadiamento permite definir critérios de progndsticos, o mais utilizado € o Sistema
de Estadiamento Durie/Salmon (SDS) (quadro 1). Nesse estadiamento leva-se em
consideracdo trés estadios e duas subclassificaces (A ou B a depender da funcdo renal) com
fatores como 0s niveis de proteinas M e célcio sérico, quantidade de hemoglobina e nimero
de lesdes liticas. Contudo, esse estadiamento mostrou-se pouco eficiente ao relacionar a
sobrevida global e o tempo livre da doenga. Para tanto, surgiu um novo parametro conhecido
como Sistema Internacional de Estadiamento (ISS) (quadro 2) baseado na utilizacdo de dados
como 0s niveis de beta-2-microglobulina e albumina séricas. Atualmente o ISS é o mais
indicado na avaliacdo de resposta de sobrevida dos pacientes, com dados mais confiaveis e

simples, comparando informagdes clinicas entre diferentes instituicdes. No Brasil utilizam-se
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ambos os critérios, mas o ISS apresenta uma melhor acuracia quando comparado ao SDS
(SILVA et al., 2009; BRASIL, 2014; DOMINGUES, 2015; DIAS et al., 2015; SANCHO,
2016).

Quadro 1. Sistema de Estadiamento Durie/Salmon (SDS).

Medida da Massa
de Células no
Estadio Critérios mieloma
Células de mieloma
em bilhdes/m?**
Estadio | Todos os itens a seguir:
(massa celular | - Valor de hemoglobina >10 g/dI
baixa) - Valor de célcio sérico normal ou < 10,5
mg/di
- Radiografia 0ssea, estrutura 0ssea
normal (escala 0) ou plasmocitoma 6sseo s
solitario apenas. 600 biloes*
- Baixas taxas de producdo do
componente M com valor de 1gG < 5
g/dl; valor de IgA < 3 g/dI
- Componente M da cadeia leve na urina
por eletroforese <4 g /24 h
Estadio Il - Néo atende aos critérios de Estadio | 600 para 1.200
(massa celular | nem de Estéadio IlI bilhGes*
intermediaria) *células de mieloma
no corpo inteiro
Estadio 111 Um ou mais dos seguintes itens:
(massa celular | - Valor de hemoglobina < 8,5 g/dl
elevada) - Valor de calcio sérico > 12 mg/ dI
- LesBes Osseas liticas avancadas (escala | > 1,200 bilhdes*
3)
- Altas taxas de producdo do componente
M com valor de IgG > 7 g/dl; valor de
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IgA > 5g/dI
- Componente M de cadeia leve na urina
> 12 g /24h
Subclassificagéo - A: funcdo renal relativamente normal
(AouB) (valor de creatinina sérica) < 2.0 mg/dl

- B: funcdo renal anormal (valor de
creatinina sérica) > 2.0 mg/dI

Exemplos: Estadio I A (massa celular
baixa com funcdo renal normal);

Estadio 11l B (massa celular elevada com

funcéo renal anormal)

Fonte: IMF, 2018.

Quadro 2. Sistema Internacional de Estadiamento (ISS).

Estadio Valores
Estadio 1 B2M < 3.5
ALB >3.5
Estadio 2 B2M < 3.5
ALB <35
ou
B2M 3,5-55
Estadio 3 2M > 5.5
Nota: B2M = Microglobulina sérica 32 em mg/L
ALB = Albumina sérica em g/dL

Fonte: IMF, 2018.

2.2.5 Tratamento

A principal escolha no tratamento para 0 MM € a realizacéo do transplante de células-
tronco hematopoiéticas autdlogas (TCTH). O TCTH pode melhorar a resposta terapéutica a
quimioterapia inicial e a sobrevida do paciente. Como o0 MM acomete principalmente a
populagéo idosa, que apresentam comumente outras comorbidades, devem-se buscar melhores
adequacdes ao regime terapéutico evitando possiveis descontinuidades ao tratamento e riscos

futuros aos individuos. Contudo, nem todos os casos de MM séo passiveis ao TCTH, dessa
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forma o tratamento pode ser dividido em dois principais grupos, 0s pacientes elegiveis e ndo
elegiveis ao TCTH (SANTOS, 2009; BRASIL, 2014; DIAS et al., 2015).

O tratamento para os pacientes elegiveis sdo destinados a individuos com idades até 65
anos que ndo apresentam muitas comorbidades associadas, além disso, outros critérios como
funcdo renal, funcdo cardiaca preservada e funcdo hepatica sdo observados na escolha dos
pacientes desse grupo. Este tratamento envolve trés principais etapas, inicialmente a de
inducdo utilizando quimioterapicos de 3-4 ciclos, baseando-se em esquemas com trés a quatro
antineoplasicos, a exemplo tem-se talidomida, ciclofosfamida e dexametasona (CTD),
bortezomibe, ciclofosfamida e dexametasona (VCD), bortezomibe, talidomida e
dexametasona (VTD). Em seguida como consolidacdo ocorre o TCTH e por fim a etapa de
manutencdo, onde o paciente é submetido a quimioterapias em altas doses (BRASIL, 2014;
SANDY et al., 2015).

Em casos de ndo elegibilidade ao TCTH, o tratamento é designado para pacientes
acima de 65 anos com condi¢Bes clinicas comprometidas. Nesses casos utilizam-se
quimioterapicos em doses mais ponderadas, pois altas doses podem levar ao
comprometimento do status performace do paciente. O tratamento consiste em Unica etapa a
inducdo considerada mais longa com duracgdo de cerca de 1 ano composta por 9-10 ciclos. As
combinagdes para o0 esquema terapéutico consistem em melfalano + prednisona + talidomida
(MPT), melfalano + prednisona + bortezomibe (VMP) ou melfalano e prednisona (MP) (IMF,
2018).

Além dos tratamentos citados acima, existem o transplante alogénico, a radioterapia e
a utilizacdo do sistema imunoldgico. No transplante alogénico o paciente necessita de um
doador compativel para realizacdo do procedimento, contudo, esse tipo de transplante pode
ocasionar grandes riscos aos pacientes com algumas complicacBes clinicas resultando em
mortalidade em 15-20% nos casos(DURIE, 2017).

A radioterapia é frequentemente utilizada nos tratamentos por ser mais eficiente em
situagdes de plasmocitomas extramedular e/ou solitario, contudo, a utilizagdo desse método
leva a destruicdo de células tronco normais da medula éssea, de maneira permanente (DIAS et
al., 2015; DURIE, 2017).

A imunoterapia pode auxiliar nas respostas terapéuticas para 0 MM potencializando a
atividade do sistema imunoldgico. Alvos relacionados a antigenos especificos a tumores sao
reconhecidos e combatidos, com acdo contra plasmaocitos neoplésicos. Como exemplo desse
mecanismo tem-se o daratumumabe um anticorpo anti-CD38 de superficie e o elotuzumabe

que tem como alvo o antigeno SLAMF7. Para 0 MM existem atualmente antigenos
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especificos, explorados como alvos terapéuticos, o antigeno de maturacdo de células B,
CD138 / Syndecan-1, CD352 e CD200 sdo exemplos (CHOUDHRY; GALLIGAN; WIITA,
2018).

2.3 ANTIGENICIDADE TUMORAL E AUTOANTICORPOS

As neoplasias apresentam especificidades e interagcbes complexas com o
microambiente tumoral, caracterizam-se pelo desvio da imunovigilancia, inducdo da
resisténcia a imunidade e baixa imunogenicidade. No processo de carcinogénese as células
normais sofrem mutacGes que geram moléculas alteradas, capazes de serem reconhecidas pelo
sistema imune. Os diversos tipos de cancer sdo originados pelo acimulo de mutacdes
somaticas que em conjunto formam a assinatura mutacional (figura 7) (PEDERSEN;
WANDALL, 2011; HEO; BAHK; CHO, 2012; ALEXANDROQV, 2013).

Figura 7. Mutacfes somaticas em diferentes tipos de cancer. Assinaturas mutacionais com os nimeros de
mutacBes presentes em trinta tipos de cancer. As linhas horizontais vermelhas demonstram as medianas, no eixo
vertical estdo 0s nimeros de mutacfes por megabase (Mb) e 0s tragos pretos representam os nimeros de

mutacBes somaticas, variando de 0,001 Mb a mais de 400 Mb.
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Fonte: Alexandrov, et al. 2013.

Conforme ocorre 0 aumento nas muta¢fes em um determinado tipo de céncer, 0
mesmo torna-se mais imunogénico, ou seja, as mutacdes apresentam uma maior capacidade

de induzir resposta imune antitumoral. No caso do melanoma, por conter varias alteracdes e
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consequentemente ser reconhecido mais rapidamente pelo sistema imunolégico, as terapias
bioldgicas com imunoterépicos séo consideradas de sucesso. (CHEN; IRVING; HODI, 2012).

Além disso, as células neoplasicas podem expressar antigenos que reagem com
autoanticorpos produzidos pelo proprio organismo. Esses autoanticorpos, que no geral sdo
produzidos pelas células B podem auxiliar na deteccdo de um determinado tipo de cancer. Um
exemplo € o cancer de mama, no qual estes anticorpos estdo em grande concentracdo na
circulacdo sanguinea possibilitando o diagndstico em estagios precoces da carcinogénese e

favorecendo prognosticos mais acurados (figura 8) (QIU, 2018).

Figura 8. Producéo de autoanticorpos pelas células B.
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Os autoanticorpos associados a tumores participam de um grupo de biomarcadores
séricos que atualmente estdo sendo estudados como ferramenta auxiliar no diagnostico
precoce e prognostico de alguns tipos de céncer. Esses marcadores sdo vantajosos por
apresentarem um tempo de meia-vida mais duradoura, diferentemente dos marcadores
proteicos atuais (DANIELS et al., 2005; HEO; BAHK; CHO, 2012; KRISTENSEN, 2017;
NISIHARA et al., 2018).

Os autoanticorpos encarregados da imunovigilancia do tumor, e com efeitos
bioldgicos diferentes sdo conhecidos como autoanticorpos naturais. Por outro lado, os
autoanticorpos ndo naturais podem estar presentes em pacientes com neoplasias devido a
superexpressdo desordenada de autoantigenos oriundos de tumores. Esses autoanticorpos tém
sido encontrados em individuos que apresentam neoplasias sélidas como o cancer de mama e
prostata, bem como em hematoldgicas. Em alguns casos 0s autoanticorpos podem ser

identificados antes do surgimento da sintomatologia da malignidade envolvida e por isso
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estdo sendo avaliados como marcadores de rastreio e diagnostico precoce (CONRAD, 2000;
VLAGEA el al., 2018).

2.4 PESQUISA DE AUTOANTICORPOS ANTINUCLEARES

Os anticorpos antinucleares (ANA) sdo uma espécie de autoanticorpos presentes em
pacientes com doencas autoimunes e atualmente sua pesquisa € realizada atraves do ensaio de
fator antinucleo, conhecido como FAN. Esses autoanticorpos reagem com componentes
celulares no nudcleo ou citoplasma, esta reacdo € visualizada por meio da técnica de
imunofluorescéncia indireta (IFI) (DELLAVANCE et al., 2009; BRITO et al., 2013).

Os primeiros achados de ANA foram descritos em doencas reumatologicas
autoimunes. Inicialmente essa pesquisa realizava-se através do teste das células LE como
marcador soroldgico para diagnosticar o lupus eritrematoso sistémico. Por ser uma técnica de
relativa complexidade e falta de reprodutibilidade, aos poucos se tornou menos utilizada
(DELLAVANCE et al., 2002; DELLAVANCE et al., 2007).

Segundo Dellavance et al. (2007, p. 158), em meados da década de 50, a técnica de IFI
passou a ser utilizada na triagem de ANA em soros de pacientes com suspeitas de doencas
autoimunes. Empregava-se como substrato antigénico das reacdes cortes de tecidos de
roedores ou imprints de figados de camundongos, porém outras fontes antigénicas foram
inicialmente utilizadas para esse fim, como esfregaco de leucdcitos humanos. Contudo, a
dificuldade do manuseio de biotérios e a falta de antigenos especificos humanos néo
encontrados em cortes ou imprists de figado de camundongo favoreceu a substituicdo desses
por outro substrato como as células HEp-2, provenientes do carcinoma de laringe humano
(DELLAVANCE et al., 2007).

O ensaio FAN em substrato de células HEp-2 por IFI possibilita a identificacdo de
autoanticorpos nas amostras de soro de pacientes, através de microscopios de fluorescéncia
(figura 9). Como resultados deste ensaio tém-se os valores de titulo promovido pela dilui¢éo
dos soros e o padrdo morfoldgico devido a fluorescéncia emitida. As células HEp-2 foram
introduzidas no ensaio por apresentar intensa divisdo e variedades nas fases do ciclo celular
observadas por suas caracteristicas morfologicas bem aparentes, o que facilitando a
identificacdo dos diferentes padrdes (DELLAVANCE et al., 2002; BRITO et al.; 2014;
FRANCESCANTONIO et al., 2014).

Figura 9. llustracdo do ensaio FAN HEp-2.
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Para interpretacdo final dos resultados de FAN HEp-2, o Consenso Internacional sobre
PadrGes de Anticorpos Antinucleares (ICAP) foi implementado durante o 12° Workshop
Internacional sobre Autoanticorpos e Autoimunidade (IWAA) em 2014 com o objetivo de
organizar e definir nomenclaturas para os padrées morfol6gicos e possiveis novos achados.
Atualmente existem cerca de 29 padrdes morfoldgicos diferentes. Ademais, foram criados
consensos nacionais brasileiros com o intuito de liberacdo de laudos para as andlises do
ensaio, sendo o primeiro realizado em 1993 (DELLAVANCE et al.,, 2002; CHAN et al.,
2015).

De acordo com o ICAP as analises do FAN HEp-2 sdo definidos a partir de padrdes
principais, representados pelos padrdes nucleares englobando o nucleolar, citoplasmaticos e
mitdtico (figura 10), que no geral auxiliam na identificacdo de uma determinada doenca
autoimune,. A arvore de classificacdo permite a analise de padrdes diferenciados e as suas
respectivas caracteristicas a depender da fluorescéncia adquirida (ICAP, 2019).

O padréo nuclear esta exemplificado pelo nuclear pontilhado grosso (figura 11A) e
caracteriza-se por pontos grossos em todo nucleoplasma (seta vermelha) e um nucléolo nao
marcado (seta azul), em alguns casos pode haver marcacdo. O padrédo nucleolar homogéneo
(figura 11B) apresenta fluorescéncia espalhada por todo nucléolo (setas vermelhas) com placa
metaféasica ndo corada (seta azul). O padrdo citoplasmético caracteriza-se por marcacdo
fluorescente em todo seu citoplasma de forma homogénea (setas vermelhas) através do padréo
citoplasmatico pontilhado fino denso (figura 11C). Em células mitoticas aparecem as fibras do

fuso (figura 11D) caracterizadas pela fluorescéncia nos polos (setas vermelhas) (ICAP, 2019).
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Figura 10. Arvore de classificag#o.
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Figura 11. PadrGes morfologicos FAN HEp-2.

IMAGE BY : ALESSANDRA DELLAVANCE AND LUIS ANDRADE IMAGEBY : ESWARD CHAN ;
BION HEP-2

IMAGE BY : LUIS ANDRADE

IMAGE BY : WERNER KLOTZ & MANFRED HEROLD
WOVAHEP-2

Fonte: ICAP, 2019.

Além dos padrbes descritos a identificacdo de doencas autoimunes, associadas a
alguma neoplasia pode ser avaliada por outros padrfes entre os quais esta o padrdo CENP-F-

LIKE (figura 12A), que de acordo com ICAP, associa-se com o cancer e outras condigdes e 0
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padrdo envelope cromossémico mitético (figura 12B) relacionado a casos de leucemia
linfocitica crénica (ICAP, 2019).

Figura 12. PadrBes de FAN mais associados ao cancer.

IMAGE BY : LUIS ANDRADE & ROSSANA R. ALVARENGA IMAGE BY : WERNER KLOTZ & MANFRED HEROLD
BION HEP-2 INOVA HEP-2

Fonte: ICAP, 2019.

No céancer a presenca de ANAs pode ser decorrente do aumento de inflamagbes que
prejudicam os 6rgdos, um possivel estado de pré-autoimunidade, estimulacdo antigénica
promovida pelas neoplasias malignas ou através de respostas do sistema imunoldgico que
buscam impedir a disseminagdo tumoral (AKMATOQOV et al., 2017; DINSE et al., 2017,
NISIHARA, et al., 2018; VLAGEA et al., 2018).

Os ANAs ja foram identificados em pacientes com diferentes tipos de cancer. De
acordo com o estudo de Nisihara et al., (2018), o aparecimento de ANAs no cancer de mama
foi alto em amostras de soro dos pacientes e favoreceu o diagnostico precoce. Na neoplasia de
ovario, segundo Heegaard et al., (2012), esta associado ao mau prognéstico. Em pacientes
com linfoma a presenca de ANAs ird auxiliar em um possivel diagnostico e prognostico
(ZOU et al., 2015). Contudo, poucos estudos relacionam o surgimento de ANAs em pacientes
com neoplasias hematopoiéticas, incluindo o mieloma multiplo (MM), onde até entdo ndo se
tem conhecimento acerca da possivel presenca de ANAs e se de fato poderéa ser utilizada em
associacdo aos marcadores existentes.

Dessa forma, a investigagdo de ANAs em pacientes com MM constitui importante
passo na busca por novas estratégias de diagnostico e progndstico para este tipo de cancer.
Destarte, este trabalho destina-se a pesquisar a possivel prevaléncia de ANAs e sua relagdo

com as caracteristicas clinicas em amostras de soro de pacientes com MM.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 TIPO E LOCAL DO ESTUDO

Trata-se de um estudo prospectivo, transversal, com componente longitudinal. O
mesmo foi realizado no Laboratério de Imunomodulacdo e Novas Abordagens Terapéuticas
(LINAT) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) em parceria com o Hospital do
Cancer de Pernambuco (HCP) e o Hospital das Clinicas (HC) na UFPE.

3.2 POPULACAO DE ESTUDO

Foram recrutados quarenta e quatro pacientes que apresentaram diagnostico
confirmado de mieloma multiplo e ndo estavam em uso de nenhuma medicacdo
quimioterapica no momento inicial do estudo. Para critérios de diagnosticos foram utilizados
pico monoclonal em eletroforese de proteinas e/ou imunofixacdo sérica ou urinaria e
manifestacdes clinicas como anemia, hipercalcemia, elevacdes de ureia, creatinina séricas,
lesBes liticas ou fraturas patoldgicas. Realizou-se bidpsia prévia sugerindo plasmocitoma
extramedular ou mielograma prévio com plasmaocitos acima de 10%. Dentre os quarenta e
quatro pacientes, nove retornaram ao servico para reavaliacdo pds-quimioterapia de inducéo,
0S quais tiveram suas amostras novamente coletadas. Os dados clinicos descritos acima foram
recuperados dos prontuarios a medida que 0s pacientes tiveram suas amostras iniciais
coletadas. Utilizou-se 17 amostras de controles saudaveis pareados por sexo e idade ao grupo
de estudo.

3.3 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

3.3.1 Critérios de inclusao

Os seguintes pré-requisitos foram considerados para inclusao no estudo:
- Idade maior que 18 anos;
- Pacientes com gamopatia monoclonal com investigacdo de mieloma multiplo;
- Pacientes com bidpsias prévias de areas medulares ou extramedulares sugestivos ou

compativeis com mieloma multiplo ou plasmocitoma extramedular.
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3.3.2 Critérios de exclusado

Foram excluidos do estudo os pacientes que:
- Apresentaram registros de doencas autoimunes (reumatoldgicas ou néo);
- Apresentaram algum outro tipo de neoplasia;

-Tratamento quimioterapico prévio.

3.4 PESQUISA DE ANA — FAN HEP-2

3.4.1 Coleta e obtencéo do soro

A coleta de sangue periférico dos controles e dos pacientes com MM foi realizada em
tubos secos a vacuo, os quais foram centrifugados a uma velocidade de 3000 rpm durante 10
minutos. ApOs esse periodo realizou-se a retirada do soro, onde foram aliquotados e

armazenados em microtubos no freezer -80 até 0 momento da realizacdo do ensaio.

3.4.2 FAN HEp-2

O kit FAN HEp-2 (Hemagen) foi utilizado para realizagdo dos ensaios. Inicialmente os
soros foram diluidos em PBS na propor¢do de 1:40 para triagem. As amostras que
positivaram, ou seja, apresentaram fluorescéncia em 1:40, tiveram o soro titulado de forma
seriada até 1:640. Ja nas amostras negativas em 1:40 foram realizadas analises nas diluicdes
de 1:20 e 1:10 com intuito de observar os padrGes morfolégicos formados. Para a anélise
dicotomizada os titulos acima de 1:80 foram considerados altos e os titulos abaixo de 1:40
foram considerados baixos. A titulacdo de cada amostra foi definida com a ultima diluicdo
positiva.

Apos a diluicdo 20uL das amostras foram aplicados em pocos contidos nas laminas.
Em todos os ensaios foram utilizados dois controles positivos (homogéneo e centromérico), o
controle negativo e o controle diluente (PBS). As laminas foram incubadas durante 30
minutos em camara umida na geladeira (4°C), em seguida, lavadas 2x em PBS com lavagem
inicial de 7 minutos e a subsequente de 8 minutos. Apés as lavagens foi adicionado o
anticorpo secundario antilgG humana conjugada a isotiocianato de fluoresceina (FITC). Em
seguida, as laminas foram novamente incubadas por 30 minutos em cdmara Umida na

geladeira (4°C), lavadas e montadas com glicerol e laminula.
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As imagens foram obtidas em microscopio de fluorescéncia bioldgico invertido
(Eclipse TS2-FL—Nikon). Os padrdes morfoldgicos foram analisados independentemente por
dois especialistas em laudo de FAN HEp-2 considerando as caracteristicas descritas pelo
ICAP.

3.5 CONSIDERACOES ETICAS

Os protocolos estabelecidos bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
do Protocolo de Pesquisa utilizados neste estudo consideraram 0s aspectos éticos e legais
vigentes de acordo com a Resolugdo 466/2012 do Conselho Nacional de Salde e foram
aprovados pelos Comités de Etica em Pesquisa com Seres Humanos dos centros participantes
(CAAE: 87001418.5.0000.5208).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os estudos de comparacao foram realizados usando os testes de X e Fisher para dados
nominais e o teste t ndo pareado para dados numéricos. A significancia estatistica considerou
um valor de p < 0,05. As analises estatisticas foram realizadas através do programa GraphPad

Prism verséo 6.0.
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4 RESULTADOS

4.1 DADOS CLINICOS

No grupo de pacientes com MM, a média de idade foi de 61,5 anos + 10,72, variando
entre 39 a 85 anos. As principais informaces clinicas estdo disponiveis na tabela 1. A maioria
dos pacientes com MM sdo do género masculino, entre as principais manifestacfes clinicas
estdo a anemia, dor 6ssea e o plasmocitoma. De acordo com o estadiamento, os individuos
foram enquadrados no estadio 111, tanto no ISS quanto no SDS. Como controles, incluimos 17
voluntérios saudaveis com media de 59,5 anos + 14,84.

Tabela 1. Caracteristicas clinicas dos pacientes com MM.

N (%)

Género
Masculino 24 (54,54)
Feminino 20 (45,45)
Manifestacdes clinicas
Hipercalcemia 7/31 (22,58)
Anemia 22/33 (66,66)
Alteracdo renal 12/33 (36,36)
Doses dsseas 40/40 (100)
Plasmocitoma 31/36 (86,11)
Estadiamento

SDS
1A 2/31 (6,45)
IB 0/31 (0)
A 3/31 (9,67)
1B 0/31 (0)
A 19/31 (61,29)
1B 7/31 (22,58)

ISS
I 6/26 (23,07)

I 8/26 (30,76)
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i 12/26 (46,15)

4.2 ANALISE DOS TiTULOS NO FAN HEP-2 DE PACIENTES COM MM E
CONTROLES

As amostras processadas apos o ensaio foram divididas em positivas (+) ou negativas

(-) para a presenga de ANA por meio da imunofluorescéncia indireta (tabela 2 e 3).

Tabela 2. Analise dos titulos de FAN de pacientes com MM recém diagnosticados.

Paciente 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640

1 MM 01 + -

2 MM 02 + + + -

3 MM 03 + + -

4 MM 04 + + -

5 MM 05 + + -

6 MM 06 + + + -*
7 MM 07 + +* -

8 MM 08 + + + -*
9 MM 09 + + - -*
10 MM 10 - - - -

11 MM 11 + + - -*
12 MM 12 + + -

13 MM 13 + -

14 MM 14 + + + *
15 MM 15 + + + +
16 MM 17 - -

17 MM 19 + -

18 MM 20 - -* -

19 MM 21 + - -

20 MM 22 + + + + -
21 MM 23 + + + + -
22 MM 24 - - -
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23 MM 25 + -

24 MM 26 + -

25 MM 27 + - -

26 MM 29 + - - -

27 MM 30 - - -

28 MM 31 + + - -

29 MM 32 + - -

30 MM 33 + - -

31 MM 34 + + -

32 MM 36 + + + -*

33 MM 37 + + + + -

34 MM 39 -* - -

35 MM 40 +* -

36 MM 41 + +*

37 MM 43 + + -

38 MM 44 + *

39 MM 45 + + + + +

40 MM 46 - -*

41 MM 47 - -*

42 MM 48 - -*

43 MM 49 - - -

44 MM 50 + + + -
*amostras com presenca de fluorescéncia intensa ao redor da placa metafésica.
A titulacéo considerada esta destacada com o sinal de mais (+).

Tabela 3. Andlise dos titulos de FAN em controles saudaveis.
1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640

1 CLO01 - - - -

2 CL 02 - - - -

3 CL 08 - - -
4 CL 09 - - -
5 CL14 + + -
6 CL 27 - - - - -
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7
8
9

10

11

12

13

14

15

16

17

CL 32
CL41
CL 45
CL 48
CL 49
CL 56
CL 58
CL62
CL 70
CL 78
CL 80

A titulacéo considerada esta destacada com o sinal de mais (+).

Pode-se observar através das tabelas que, nas amostras dos pacientes com MM, trinta e

cinco foram positivas e nove negativas para 0 FAN HEp-2, independente dos titulos altos

(>1:80) ou baixos (<1:40). Ja nos controles, sete foram consideradas positivas e dez negativas,

essa associacdo foi considerada significante (figura 13). O nimero de amostras em cada

titulacdo e sua respectiva porcentagem esta demonstrado na tabela 4.

Figura 13. Amostras positivas e negativas dos pacientes com MM e os controles.
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Tabela 4. Nimero absoluto e percentual de amostras positivas em relagao a titulagdo obtida no ensaio de FAN

HEp-2.
1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640
MM n (%) 4(11,42) 3(857) 9(2571) 9(25,71) 5(14,28) 4(11,42) 1(2,85)
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Controles n - - 2 (28,57) 4 1 (14,28) - -
(%) (57,14)

4.3 ANALISE DOS PADROES MORFOLOGICOS

Ap0s analises dos titulos seguiu-se com a andlise dos padrdes morfoldgicos. Nas
amostras dos pacientes com MM, pode-se observar seis padrdes diferentes, o Nuclear
Pontilhado Fino (NPF) (figura 14A), nuclear homogéneo (figura 14B), nucleolar (figura 14C),
fuso mitdtico (figura 14D), citoplasmético pontilhado fino (figura 14E) e NPF e nucleolar
(figura 14F).

Figura 14. Padrdes morfolégicos do FAN, visualizados através de imunofluorescéncia, nos ensaios com soros

dos pacientes com MM.
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Para os pacientes com MM, o padrdo mais prevalente foi o NPF, seguidos dos demais
padrdes, todos representados na tabela 5. Interessantemente, observou-se em quinze pacientes
uma fluorescéncia intensa ao redor da placa metafésica, independe dos padrdes morfologicos

observados e se as amostras ndo apresentaram padréo (figura 15).

Tabela 5. NUmero e porcentagem dos padrdes morfologicos.

NPF CPF  Homogén Nucleola Fibras NPF + NPG

eo r do fuso  nucleola
r
MM n 27 (77,14) 3 2(571) 1(2,85) 1(2,85) 1(2,85) -
(%) (8,57)
Controles 5(71,42) - - - - - 2 (28,57)
n (%)

Figura 15. Fluorescéncia intensa ao redor da placa metafasica

4.4 COMPARACAO DAS CARACTERISTICAS CLINICAS DOS PACIENTES COM MM
E OS TITULOS

As caracteristicas dos pacientes, envolvendo género, manifestagbes clinicas e
estadiamento, foram comparadas com as titulacGes altas e baixas referentes a presenca de
ANA. Inicialmente os titulos foram comparados com o0s géneros masculino e feminino,

contudo n&o apresentaram diferencas significativas (figura 16).
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Figura 16. Comparagdo dos géneros com os titulos altos e baixos.
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A figura 17 demonstra as comparacOes realizadas com as titulagOes altas e baixas das
amostras e os dados clinicos descritas na tabela 1. Observou-se significancia nas informac6es

a cerca das alteracGes renais, quanto as titulacdes altas.

Figura 17. Comparacéo das caracteristicas clinicas dos pacientes com MM e os titulos altos e baixos.
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Com relacdo aos dados do estadiamento SDS e ISS em comparagdo com os titulos

altos e baixos (figura 18) nenhuma das amostras apresentou significancia.



42

Figura 18. Dados do estadiamento comparados com os titulos altos e baixos.
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No SDS apenas os estadios que apresentaram numeros de pacientes foram considerados para

analise.

4.5 COMPARACAO DAS CARACTERISTICAS CLINICAS DOS PACIENTES COM MM
E OS PADROES MORFOLOGICOS

As caracteristicas clinicas dos pacientes com MM foram comparadas com os padrdes
morfolégicos obtidos através da IFI. Aqueles padrdes que ndo apresentaram casos, ndo foram
contabilizados. Assim como nas titulagdes, os padrdes inicialmente foram comparados com 0s

géneros masculino e feminino, ndo sendo significante estatisticamente (figura 19).

Figura 19. Comparacdo dos géneros com os padrdes morfolégicos.
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A figura 20 representa a comparacao dos padrdes morfoldgicos com as caracteristicas

clinicas. Nenhuma das analises apresentaram significancia estatistica.

Figura 20. Comparacdo das caracteristicas clinicas dos pacientes com MM e os padroes morfologicos.
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Com relacdo aos dados do estadiamento SDS e ISS em comparacdo com os padrbes

morfolodgicos (figura 21), nenhuma das analises apresentaram significancia estatistica.

Figura 21. Dados do estadiamento comparados com os padrdes morfolégicos.

ISS
SDS
101
e Hl NPF Bl NPF
CPF 8 CPF
104 Bl HOMOGENEO Il HoMOGENEO
FIBRAS DO FUS 6 FIBRAS DO FUS
Bl NPF+NUCLEO Il NPF+NUCLEO
44
54 p=>005 p=>0,05
2
0- | &
1A 1A 1A 18 0- T T

4.6 AVALIACAO DO FAN HEP-2 EM PACIENTES COM MM POS QUIMIOTERAPIA

Do total de pacientes incluidos na coorte nove retornaram para a avaliagdo
ambulatorial pos-quimioterapia (tabela 6). Esses foram avaliados quanto a sua titulagdo e

padrdo morfolégico no momento do diagnéstico e pds-quimioterapia, assim, foi possivel
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observar que cinco pacientes tiveram reducdo de titulo, trés apresentaram aumento de
titulagdo e um paciente manteve-se estavel, independentes do esquema terapéutico utilizado
(MM 15) (figura 22).

Tabela 6. Pacientes com MM pds-quimioterapia.

Pacientes Esquema terapéutico Ultima titulacdo

1 MM 03 2 ciclos de MP +9 1:10
ciclos de CD

2 MM 06 12 CTD + Talidomida 1:10
(manutencéo)

3 MM 09 6 ciclos de VCD + 1:10
radioterapia

4 MM 10 6 ciclos de CTD + 1:10

transplante de medula

Ossea
5 MM 13 CD 1:10
6 MM 15 CTD + radioterapia — 1:320

fez transplante de

medula 6ssea,

7 MM 20 - 1:40

8 MM 22 CTD (12 linha) 1:40

9 MM 27 11 mesesde CTD + 1 1:80
més de VCD

MP — metilprednisolona; CD — Ciclofosfamida e Dexametasona; CTD — Ciclofosfamida,

Talidomida e Dexametasona; VCD — Bortezomibe, Ciclofosfamida e Dexametasona;

Figura 22. Avaliacdo das amostras dos pacientes com MM pré e pos-quimioterapia.
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Com relacdo ao padrdo morfoldgico, foi possivel observar uma alteracdo do paciente
MM 27 que antes da terapia apresentava padrdo NPF (figura 23A) e p6s-quimioterapia passou

a apresentar padréo nucleolar (figura 23B).

Figura 23. Padrdo morfol6gico de FAN HEp-2, através da imunofluorescéncia indireta, paciente MM 27 pré e

pos-quimioterapia.
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5 DISCUSSAO

Em relacéo as titulacdes as amostras de pacientes com MM recém diagnosticados, foi
possivel observar uma predominancia de titulagdes > 1:80 positivas para a pesquisa de ANA.
O mesmo pode-se observar em um estudo realizado por Al-shukaili et al. (2006) em amostras
de pacientes com céancer géastrico (CG), onde ocorreu positividade para ANA em 59,1% dos
casos de CG e 14% nos controles saudaveis, variando as titulagdes de 1:40 a >1:640.

Segundo um estudo publicado por Guyomard e colaboradores (2003), as amostras de
pacientes com linfoma nao hodking’s também apresentaram positividade na pesquisa de
ANA, as titulagdes foram consideradas altas acima de 1:160 (61,70%). Semelhante ao nosso
trabalho e o descrito anteriormente, Fernandez Madrid e colaboradores (2015), através da
pesquisa de ANA em amostras de pacientes com cancer de mama, pode-se observar titulos
altos (1:320 e 1:640).

O estabelecimento do céncer surgi devido ao acimulo de mutacdes somaticas, que
juntas formam assinaturas mutacionais. Essa acdo leva a uma capacidade celular de causar
respostas antitumorais, atraves, por exemplo, do aparecimento de autoanticorpos (CHEN;
IRVING; HODI, 2012). A presenca de ANA em neoplasias pode estar relacionada a
processos patoldgicos desencadeados pelo cancer, esses autoanticorpos possivelmente surgem
antes do diagnostico, no momento inicial da tumorigénese. Assim, podem ser utilizados como
marcadores de diagndstico, auxiliando na descoberta de malignidades (VLAGEA, 2018).

Com relacdo aos padr6es morfoldgicos visualizados por meio da IFI, nesse estudo
observou-se a prevaléncia do NPF, esse ja descrito em doencas autoimunes, exemplo do LES,
contudo, até 0 momento ndo se tem registros referentes ao MM. O padrdo NPF, ja foi descrito
no estudo de Nisihara et al. (2018), em amostras de pacientes com cancer de mama. Além do
NPF outros trabalhos relataram os padrdes homogéneo e nucleolar em amostras de linfoma e
padrdo pontilhado em amostras de cancer gastrico (GUYOMARD, 2003; AL-SHUKAILI, et
al., 2006).

De acordo com o ICAP, o principal padrdo encontrado em tipos de cancer é o CENP-
F-LIKE, caracterizado por apresentar o padrdo NPF com uma grande intensidade de
fluorescéncia em torno na placa metafasica, o que diferencia da maior parte dos resultados
nesse estudo, com excecédo de trés amostras que apresentavam possivelmente o padrdo CENP-
F-LIKE. Na maioria das analises o achado de fluorescéncia intensa ao redor da placa

metafésica, estava presente independente dos padrées morfoldgicos ja estabelecidos, assim
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podendo indicar alguma caracteristica dessa neoplasia, contudo novas pesquisas aprofundadas
devem ser realizadas.

Com relacdo aos controles saudaveis, menos da metade apresentaram positividade
para a pesquisa de ANA, esses tiveram titulacdo prevalente em 1:80. Segundo registros na
literatura, individuos higidos, podem apresentar titulagdes elevadas mesmo sem existir
doengas autoimunes ou alguma neoplasia. De acordo com Brito et al. (2013), 12,9% dos
individuos saudaveis podem apresentar positividade para o FAN na titulacdo de 1:80.

Estudo realizado por Mariz et al. (2011) referente a individuos saudaveis e com
doencas reumaéticas autoimunes, observou-se maior positividade de ANA em individuos
higidos com faixa etaria entre 51 e 66 anos, considerando baixos titulos < 1:160. No geral, 0
estudo de ANA é comumente realizado para triagem de doencas autoimunes, contudo no
cancer as analises de titulos estdo em processos de estudos, por esse motivo as avaliaces
referentes a titulacGes baixas e altas sdo necessarias para conseguir parametros futuros.

Os padrdes morfolégicos em individuos higidos podem ser diferenciados com relagéo
a pacientes com doencas autoimunes ou outras comorbidades. Segundo Mariz e colaboradores
(2011), os individuos higidos apresentaram padrdes NPF e NPFD mais prevalentes. O NPFD,
de acordo com Dellavance et al. (2007), € o padrdo mais comum em pessoas saudaveis. Brito
et al. (2013) relatou em seu estudo com 120 amostras de individuos saudaveis achado de
padrdes nuclear pontilhado fino e o nuclear pontilhado fino denso.

Individuos sem nenhuma comorbidade pode apresentar tanto titulos altos quanto
padrdes especificos. Contudo, a presenca de ANA pode estar futuramente relacionada a
alguma doenca, como o cancer, por exemplo. De acordo com Nisihara et al. (2018),
individuos inicialmente saudaveis que apresentaram positividade para ANA com titulacdes
elevadas, mais tarde apresentardo algum tipo de neoplasia, podendo o FAN ser Gtil na triagem
desses pacientes.

As analises de comparac@es clinicas com as titulacdes e padrées morfoldgicos nas
amostras de MM foram realizadas para se adquirir um panorama da doenga, ja que ndo se tem
muitos trabalhos que caracterizem a mesma na pesquisa de ANA. Contudo, provavelmente
devido ao numero de pacientes presentes no estudo ndo foi possivel obter analises estatisticas
significantes, exceto na manifestacdo clinica de alteracdo renal em comparagcdo com a
titulacéo.

A avaliacdo de amostras pré e pds-quimioterapia foram realizadas com intuito de
caracterizar a resposta dos autoanticorpos ap6s o tratamento executado. Como 0s

autoanticorpos podem estar presentes em grande quantidade antes mesmo da neoplasia
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diagnosticada (VLAGEA el al., 2018), apds o tratamento teoricamente 0s mesmos poderiam
diminuir, ou deveria, obtendo um processo reduzido do tamanho ou atividade do tumor, o que
pode ser observado em cinco pacientes com MM. Como 0s pacientes em sua maioria ainda
estdo em seguimento clinico, muitos dados ndo foram obtidos, dificultando uma possivel

observacao da resposta as terapias, conforme cada paciente e seus respectivos tratamentos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que os pacientes com MM apresentaram elevada frequéncia de positividade
para o FAN, quando comparado aos controles, principalmente nos titulos altos sendo o padréo
morfolégico NPF o mais prevalente, em ambos os grupos. Também foi possivel observar que
0s pacientes com MM, pos-quimioterapia, tiveram alteracdo no padrdo e principalmente nos
titulos dos laudos analisados. Contudo, novos estudos devem ser realizados, principalmente
para averiguar se 0 FAN HEp-2 podera ser utilizado como possivel marcador de diagnéstico e

prognostico.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolucédo 466/12)
Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntério (a) da pesquisa “Avaliagao
da pesquisa de autoanticorpos em células HEp-2 (FAN) como biomarcador clinico em
pacientes com mieloma multiplo”, que esta sob a responsabilidade da pesquisadora Valécia de
Cassia Mendonga da Costa, email: valeciadecassia@hotmail.com, fone: 08199609-9850,
CPF: 103.320.124-33, Endereco: Rua Epitacio Pessoa, 125, Penedo, Sdo Lourenco da Mata,
CEP: 54715-180. Também participam desta pesquisa os pesquisadores: Dra. Angela Luzia
Branco Pinto Duarte (Email: angelabduarte@hotmail.com, Tel: (81) 999288550) e Dr.
Henrique de Ataide Mariz (E-mail: henriquemariz@yahoo.com.br, Tel: (81)991272300). e
estd sob a orientacdo do Prof. Dr. Moacyr Jesus Barreto de Melo Régo, (E-mail
moacyr.rego@gmail.com, Tel: (81) 997943799).
Caso este Termo de Consentimento contenha informagdes que ndo lhe sejam

compreensiveis, as duvidas podem ser tiradas com a pessoa que estd Ihe entrevistando e
apenas ao final, quando todos os esclarecimentos forem dados, caso concorde com a
realizacdo do estudo pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que
esta em duas vias, uma via lhe sera entregue e a outra ficara com o pesquisador responsavel.
Caso ndo concorde, ndo havera penalizacdo, bem como seré possivel retirar o consentimento a
qualquer momento, também sem nenhuma penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

A busca por novas estratégias terapéuticas no cancer é de grande importancia, visto
que se tem muitas mortes relacionadas a essa doenca. Sendo o mieloma mdaltiplo (MM) um
dos tipos de cancer que acometem principalmente os idosos, levando ao acometimento 6sseo,
hipercalcemia, anemia e insuficiéncia renal, sendo esta uma das principais causas de
morbidade, dessa forma a pesquisa apresenta como objetivo, avaliar a utilizacdo da pesquisa
de autoanticorpos em celulas HEp-2 atraves da técnica de FAN como biomarcador clinico em

pacientes com mieloma mdltiplo, utilizando o soro como principal material de estudo.

Portanto, nds solicitamos a sua colaboracéo e participacdo para esta pesquisa.
Para este estudo, sera necessario a coleta de sangue que é feita no braco, e a quantidade
coletada s&o dois tubos secos (18 ml). Antes de iniciar a coleta, nds limparemos o seu braco
com alcool, e todo material usado na coleta € descartavel. A coleta sera feita por profissionais

treinados, competentes e orientados para reduzir os riscos. Os riscos envolvidos nesse projeto



56

se referem & coleta de sangue, o constrangimento durante a coleta dos dados e o tempo de
espera para atendimento. A coleta de sangue pode ser um pouco desconfortvel e o brago
apresentar um pequeno hematoma, que € uma area arroxeada no local da coleta. Todos os
riscos serdo minimizados, pois 0s procedimentos serdo realizados por profissional habilitado e
orientado para reduzir os riscos. Os participantes da pesquisa, se caso aceitar, ndo tera
beneficio direto com os resultados, sendo estes voltados para a pesquisa e monitoramentos da
doenca mieloma multiplo, auxiliando para que ocorra um melhor diagnostico, de forma mais
rapida, facilitando assim o inicio dos tratamentos futuramente.

Todas as informacGes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicacdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre
0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacdo. Os dados
coletados nesta pesquisa provenientes dos resultados das amostras coletadas, ficardo
devidamente armazenados em arquivos digitais em computadores ou impressos em pastas de
arquivos, sob a responsabilidade da pesquisadora Valécia de Cassia Mendonca da Costa, no

Nucleo de Pesquisa em Inovacdo Terapéutica Suely Galdino NUPIT-SG localizado no 1°

andar do Prédio da Diretoria de Inovacdo e Empreendedorismo - DINE (ao lado do Dept. de
Educacdo Fisica) cujo endereco € Universidade Federal de Pernambuco, Av. Prof. Moraes
Rego S/N - Cidade Universitaria, CEP: 50.670-901 Recife — PE, por um periodo minimo 5

anos.

Nada Ihe sera pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitacao
é voluntaria, mas fica também garantida a indenizacdo em casos de danos, comprovadamente
decorrentes da participagdo na pesquisa, conforme deciséo judicial ou extra-judicial. Se
houver necessidade, as despesas para a sua participacdo serdo assumidas pelos pesquisadores
(ressarcimento de transporte e alimentacao).
Em caso de davidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé poderad consultar o
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da
Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.:
(81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

(assinatura do pesquisador)


http://www.ufpe.br/dine/index.php?option=com_content&amp;view=article&amp;id=438%3Adiretoria-de-inovacao-e-empreendedorismo-promove-seminario-nos-dias-13-e-14-de-novembro&amp;catid=4%3Aprograma&amp;Itemid=122
http://www.ufpe.br/dine/index.php?option=com_content&amp;view=article&amp;id=438%3Adiretoria-de-inovacao-e-empreendedorismo-promove-seminario-nos-dias-13-e-14-de-novembro&amp;catid=4%3Aprograma&amp;Itemid=122
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, ., CPF , abaixo

assinado, apos a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade

de conversar e ter esclarecido as minhas ddvidas com o pesquisador responséavel, concordo
em participar do estudo “Avaliacdo da pesquisa de autoanticorpos em células HEp-2 (fan)
como biomarcador clinico em pacientes com mieloma multiplo”, como voluntario (a). Fui
devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0S
procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de
minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar 0 meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrup¢do de meu acompanhamento/

assisténcia/tratamento).

Local e data

Assinatura do participante: Impressao

digital

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa
e 0 aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas ndo ligadas a equipe de

pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura;




