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Resumo

As discrasias plasmocitarias (DP) sao um conjunto de patologias, caraterizadas pela presenca de
plasmdcitos monoclonais que secretam uma imunoglobulina monoclonal.

Este estudo teve como objetivo caraterizar o perfilimunofenotipico de DP por citometria de fluxo
(CF), relacionando o fendtipo encontrado com o estadiamento do International Myeloma Working
Group.

Foirealizado um estudo observacional analitico transversal através da consulta dos registos com
indicacdo clinica para estudo imunofenotipico de DP durante o periodo de 01/04/2022 a
01/04/2024.

Dos 148 registos analisados, 73 apresentavam diagndstico de Gamapatia Monoclonal de
Significado Indeterminado, 73 casos de Mieloma Mudiltiplo e 2 casos de Leucemia de Plasmacitos.
A analise incluiu anomalias genéticas por FISH e a expressao de marcadores imunofenotipicos
(CD19, CD45, CD56, CD28, CD27, CD117, CD81) por CF. Os marcadores CD19, CD45, CD56 e CD81,
foram os mais uteis na identificacao de plasmacitos andmalos.

Foi observada uma associacao estatisticamente significativa entre a expressao de CD117 e o
estadiamento ISS (p=0,038) e entre o fenétipo CD56+/CD117+ com o estadiamento ISS e R-ISS
(p=0,001e p=0,035), indicando uma relacao com estadios mais precoces.

A CF é util para o diagndstico e caracterizacdao destas patologias, permitindo a identificacao e
quantificacao de plasmdcitos monoclonais, facilitando a detecao de marcadores celulares

importantes na distincao entre células normais e aberrantes.

Palavras-chave: Paraproteina, Imunofenotipagem, Citometria de Fluxo, Mieloma Muiltiplo



Abstract

Plasma cell dyscrasias (PCD) are a group of disorders characterized by the presence of
monoclonal plasma cells that secrete a monoclonalimmunoglobulin.

This study aimed to characterize the immunophenotypic profile of PCL through flow cytometry
(FC), correlating the identified phenotype with the staging of the International Myeloma Working
Group.

A cross-sectional analytical observational study was carried out by consulting analytical records
with clinical indication for immunophenotypic study of PLC during the period from 04,/01/2022
to 04/01/2024.

Of the 148 records analyzed, 73 presented a diagnosis of Monoclonal Gammopathy of
Undetermined Significance, 73 cases of Multiple Myeloma and 2 cases of Plasma Cell Leukemia.
The analysis included genetic abnormalities by FISH and the expression of immunophenotypic
markers (CD19, CD45, CD56, CD28, CD27, CD117, CD81) by FC. The markers CD19, CD45, CD56,
and CD81 were the most useful in identifying abnormal plasma cells.

A statistically significant association was observed between CD117 expression and ISS staging
(p=0.038), and between the CD56+/CD117+ phenotype with ISS and R-ISS staging (p=0.001and
p=0.035), indicating a relationship with earlier stages.

FC is essential for the diagnosis and characterization of these disorders, allowing the
identification and quantification of monoclonal plasma cells, facilitating the detection of

important cell surface markers that help distinguish between normal and aberrant cells.

Keywords: Paraproteinemia, Immunophenotyping, Flow Cytometry, Multiple Myeloma



indice

1. Introducao 1
1.1. Hematopoiese e linhagem linfoide B 1
111, Respostaimunitdria dos linfdcitos B 4
1.2.  Sintese dasimunoglobulinas 5
1.3.  Discrasias Plasmocitarias 7
1.3.1. Gamapatia Monoclonal de Significado Indeterminado 9
13.2. Mieloma Mudiltiplo Indolente 10
13.3. Mieloma Mdiltiplo 10
1.3.4. Leucemia de Plasmdcitos 12
1.3.5. Fisiopatologia 13
1351  Eventos epigenéticos 13
1.3.5.2  Evolucao clonal e mutagdes secundarias 14
1.3.5.3  Microambiente tumoral 14
1.3.6. Diagndstico Laboratorial 15
1.3.6.1 AvaliagaodaMO 16
1.3.6.2  Citometria de Fluxo 17
1.3.6.3  Outras analises laboratoriais 21
1.3.7. Estadiamento 22
2. Objetivos 24
3. Material e Métodos 24
3.1.  Populacao e amostra em estudo 24
3.2.  Procedimentos 25
3.3  Estatistica 27
4  Resultados 28
41 Caraterizacao da amostra em estudo 28
42  Alteracoes genéticas mais frequentes por discrasia plasmocitdria 30
43  Anadlise da expressao antigénica 31
44  Associacao entre os marcadores celulares e o estadiamento ISS e R-ISS ... 33
45  Associacao entre o padrao da expressao antigénica e as alteracdes citogenéticas

presentes nos casos em estudo 34




46  Associacao entre o padrao de expressao antigénica de conjunto de marcadores

celulares com o estadio 35
5 Discussao 36
6 Conclusao 41
7 Referencias Bibliograficas 42
8 Anexos 51
Anexol 51

Vi



indice de Tabelas

Tabela 1 Classificacao de discrasias plasmocitarias seqgundo a Organizacao Mundial da Saude..8

Tabela 2. Critérios CRAB 9
Tabela 3 Critérios de Diagndstico sequndo o IMWG 16
Tabela 4 Alterac6es citogenéticas associadas ao progndstico de MM 17
Tabela 5 Sistema Internacional de Estadiamento para MM. 22
Tabela 6 Sistema Internacional de Estadiamento Revisto para MM 23

Tabela 7 Constituicao do painel de anticorpos para discrasias plasmocitarias e respetivos

fluorocromos, como descrito pelo consarcio da Euroflow 25

Tabela 8 Caraterizacao dos casos em estudo relativamente aos parametros analiticos e

sociodemograficos. 29
TabelaS Numero de casos do estadiamento ISS e R-ISS. 30
Tabela10 Alteracoes genéticas por FISH. 30
Tabela 11 Padrao de expressao antigénica nas discrasias plasmocitdrias estudadas................. 31
Tabela12 Associacao entre o padrao antigénico no MM e o estadiamento ISS e R-ISS................ 33

Tabela13 Associacao entre o padrao de expressao fenotipica com alteracoes citogenéticas...34
Tabela 14 Associacao entre o padrao de expressao do CD56 e CD117 e o estadiamento ISS e R-

ISS 35

Vi



indice de Figuras

Figura 1 Diferentes etapas de maturacao dos linfdcitos B e principais eventos de cada etapa...... 3

Figura 2 Subpopulacdes de linfdcitos B 3

Figura 3 Respostas de anticorpos T-dependentes e T-independentes 5

Figura 4 Processo de rearranjo génico na formacao das cadeias leves e pesadas das

imunoglobulinas 6
Figura 5 Constituicao de anticorpo. 7
Figura 6 Age-Standardize Rate N
Figura 7 Esquema de detecao e processamento de sinais 18

Figura 8 Identificacao dos plasmdcitos numa amostra de MO, de um caso de plasmdcitos

andmalos 26

Figura 9 - Avaliacao da expressao dos marcadores celulares estudados, num caso de

plasmdcitos mielomatosos 27

Figura10 Avaliacao da expressao dos marcadores celulares estudados, num caso de plasmdcitos

normais 51

Vi



Lista de siglas e abreviaturas

Ag
AID
BCR
CCND1
cD
CDKN2C
CF

CH
CKS1B
CLL
CNV
CR
cT
D17Z1
Fab
Fc
FGFR3
GMSI
HB
HSCs
Iy

IGH
IMWG
ISS

LDH
LP
LPP
LPS
MAF

Antigénio

Activation-Induced Cytidine Deaminase

B cell antigen receptor

Ciclina D1

Cluster of differentiation

Ciclin D1 Inibidor 2C

Citometria de Fluxo

Regido constante da cadeia pesada

Cyclin Kinase Subunit 1B

Cadeias leves livres

Copy Number Variations

Recetor do complemento

Tomografia computorizada

Regiao centromérica especifica do cromossomo 17
Fragmento de ligacao ao antigénio

Fragmento cristalizavel

Recetor 3 do Fator de Crescimento de Fibroblastos
Gamapatia Monoclonal de Significado Indeterminado
Hemoglobina

Células estaminais hematopoiéticas
Imunoglobulina

Regido Imunoglobulina Pesada (locus IGH)
International Myeloma Working Group

Sistema Internacional de Estadiamento (International Staging System)
Kappa

Lactato Desidrogenase

Leucemia de Plasmdcitos

Leucemia de Plasmdcitos Primdria
Leucemia de Plasmdcitos Secunddria

Fator de Transcricao Musculoaponeurdtico



MM
MMI
MO
R-ISS

TP53
VEGF
VH

Mieloma Mudiltiplo

Mieloma Mudiltiplo Indolente

Medula Ossea

Sistema Internacional de Estadiamento Revisto (do inglés, Revised-
International Staging System)

Desvio-Padrao

Lambda

Gene supressor de tumores TP53

Vascular endothelial growth factor

Regido varidvel da cadeia leve

Média



1. Introducao

As discrasias plasmocitdrias representam um grupo heterogéneo de doencas, classificadas
segundo a organizacao mundial de satide (OMS) como gamapatias monoclonais, neoplasias de
células plasmaticas, doencas com deposicao de imunoglobulina monoclonal e doencas de
cadeias pesadas (Tabela 1) "?. Estas patologias sdo caraterizadas pela presenca de uma
populacdo de células plasmadticas monoclonais, secretoras de uma imunoglobulina (lg)
monoclonal denominada de proteina M 4, As imunoglobulinas sao responsdveis por respostas
imunoldgicas, reconhecendo e ligando-se a antigénios especificos. Cada imunoglobulina é
constituida por: duas cadeias leves kappa (x) ou lambda (), duas cadeias pesadas que podem
ser do tipo v, 8, o, p e g, que se unem as cadeias leves, uma regiao constante que determina a
funcao do antigénio e uma regido variavel responsavel pelo reconhecimento do antigénio ©.

Nas ultimas décadas a citometria de fluxo tem desempenhado um papel extremamente
importante no diagndstico e caraterizacdao destas patologias tendo um papel de destaque na
gamapatia monoclonal de significado indeterminado, no mieloma muiltiplo e a leucemia de

plasmdcitos®, sendo estas as patologias abordadas neste estudo.

1.1. Hematopoiese e linhagem linfoide B

A hematopoiese refere-se ao processo de formacao das células sanguineas. Durante a gestacao,
este processo ocorre inicialmente no saco vitelino, do 02 aos 22 més. A partir do 22 até ao 72 més
de gestacao, ocorre no figado fetal e no bago, e posteriormente, ocorre na medula 6ssea (MO0). As
células estaminais hematopoiéticas tem capacidade de autorrenovacao ou de originarem novas
células diferenciadas. O processo inicia-se quando a célula sofre uma mitose originando duas
células: uma autorrenova-se e a outra diferencia-se. Naidade adulta este processo realiza-se na
MO, onde o ambiente medular retne todas as condicdes favordveis ao processo de
autorrenovacao e diferenciacao devido ao estroma e a uma rede microvascular. O estroma
medular é constituido por fibroblastos, adipdcitos, células tronco mesenquimais, osteoblastos e
macrdfagos, que secretam além de fatores de crescimento, moléculas como colagénio e
glicosaminoglicanos ™. A linhagem celular é definida através de fatores de transcricdo, que
funcionam inibindo ou induzindo a producao de proteinas necessarias para a formacao de novas
células 2. A linhagem celular linfoide da origem aos linfdcitos B (que se podem diferenciar em

plasmdcitos), linfécitos T, linfacitos Natural Killer e células dendriticas plasmocitoides . Enquanto



a linhagem mieloide origina os mondcitos, baséfilos, neutrdfilos, eosindfilos, eritrocitos e
megacaridcitos, células dendriticas mieloides.

Ao longo do desenvolvimento dos linfécitos B na MO (figura 1) as células do estroma medular
exibem duas funcoes. Inicialmente interagem com moléculas de adesao presentes nas células
estaminais hematopoiéticas, retendo as populacées em desenvolvimento em determinados
nichos na MO, onde recebem os sinais apropriados e necessarios para o seu desenvolvimento e
diferenciacao. Em seguida diversas populacoes de células do estroma expressam diferentes
citocinas e quimiocinas, nos varios pontos de desenvolvimento dos linfdcitos B fazendo com que
estas células se movam, para diferentes locais dentro da medula dssea. Estes linfocitos sao
produzidos e sofrem maturacao na MO, passando por uma selecao com base na sua
autorreatividade .

A célula precursora mais imatura da linhagem linfoide B é a célula pr6-B, caraterizada por nao
produzir imunoglobulinas (lg) e expressar moléculas de superficie especificas de linhagem B,
como CD19 e 0 CD10. Nesse periodo, a expressao de genes RAG-1e RAG-2 leva a producao das
proteinas RAG-1e RAG-2, essenciais para a recombinacao V(D)J, um processo crucial que criaa
diversidade dos recetores de antigénios e permite ao sistema imunoldgico reconhecer uma
ampla variedade de agentes patogénicos. As células pré-B sucedem as células pro-B, e iniciam a
expressao da proteina p da imunoglobulina (Ig) (cadeia pesada da imunoglobulina) na superficie
celular. Esta proteina é apresentada em conjunto com outras proteinas, formando um complexo
conhecido como pré-recetor da célula B (pré-BCR). O pré-BCR é constituido por um complexo de
cadeias pesadas p, cadeias leves substitutas e proteinas transdutoras de sinal. Os sinais
provenientes do pré-BCR sao fundamentais para a expansao das células B durante o seu
desenvolvimento e para a regulacao do rearranjo dos genes da cadeia leve da imunoglobulina.
Quando uma célula pré-B produz a cadeia pesada p e forma um pré-BCR funcional, o rearranjo do
gene de cadeia pesada no outro cromossoma é inibido. Isso garante que cada célula B expresse
apenas um tipo de recetor, mantendo sua especificidade ©. Adicionalmente, se o rearranjo inicial
da cadeia pesada nao for bem sucedido, a célula tenta rearranjar o gene no outro cromossoma.
Se ambos os rearranjos falharem, a célula é eliminada por apoptose. O pré-BCR também estimula
o rearranjo do gene da cadeia leve x. Se o rearranjo x nao for produtivo, a célula tenta rearranjar
0 gene da cadeia leve A. Este processo garante que cada célula B expresse apenas uma cadeia

leve, x ou A -3,



A primeira célula a expressar IgM durante o desenvolvimento dos linfécitos B é chamada de
célula B imatura, nessas células, as moléculas de IgM estao na superficie associadas a Igo e Ig,
atuando como recetores para antigénios. Em células B que nao sao fortemente autorreativas, o
BCR envia sinais que ajudam a manter a célula viva e impedem o rearranjo adicional dos genes de
Ig. Se as células B reconhecerem antigénios proprios na medula 6ssea com alta afinidade, podem
sofrer edicao de recetor ou morte celular para evitar autorreatividade. As células que nao sao
autorreativas migram da MO podendo acabar o seu processo de maturacao no bago e migrarem

posteriormente para os drgaos linfoides periféricos © (figura 1).
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Figura1Diferentes etapas de maturagéio dos linfécitos B e principais eventos de cada etapa.?

Os linfécitos B sao constituidos por diferentes subpopulagcoes, nomeadamente os linfécitos B da
zona marginal e os linfdcitos B foliculares, que apresentam na sua membrana o recetor da célula
B (BCR, doinglés B cell receptor) ja completamente formado. A maioria dos linfcitos B maduros
sao linfdcitos foliculares, que expressam IgD e IgM. Esses linfdcitos sao recirculantes, migrando
entre ganglios linfaticos e alojando-se nos foliculos. Eles podem ser diferenciados dos linfécitos
B da zona marginal pela presenca de IgD, enquanto os linfécitos B da zona marginal, que estao
localizados principalmente no baco e também nos ganglios linfaticos, expressam IgM e CD21,

mas nao expressam IgD @ (figura 2).
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Figura 2 Subpopulagées de linfdcitos B. ®



1.1.1. Resposta imunitaria dos linfécitos B

Os antigénios chegam aos linfdcitos B naive (presentes nos 6rgaos linfoides) pelo sistema
linfatico, macrdfagos, células dendriticas ou imunocomplexos. A ligacao do antigénio ao BCR, em
conjunto com proteinas do complemento e células T helper, induzem a sinalizagao para ativacao
dos linfécitos B. Os linfécitos B em proliferacao podem diferenciar-se em plasmoblastos, estas
células sao secretoras de anticorpos, todavia continuam a dividir-se e a expressar vdrias
caracteristicas de linfdcitos B ativados que permitem a sua interacao com as células T. Apos
alguns dias, os plasmoblastos param de se dividir e morrem, ou sofrem diferenciacdao em
plasmdcitos. Alguns plasmdcitos permanecem nos 6rgaos linfoides, onde tém vida curta,
enguanto outros migram para a medula dssea e continuam a producao de anticorpos .

As respostas imunes dos linfdcitos B podem ser T-independentes, mediadas por linfdcitos B da
zona marginal, ou T-dependentes, mediadas por linfécitos B foliculares, de acordo com a
constituicao do antigénio. As respostas T-independentes ocorrem quando o antigénio é
composto por polissacarideos, sao respostas rapidas e simples sendo mediadas por anticorpos
IgM presentes na membrana do linfécito B e plasmdcitos de curta duracao ”, embora fornecam
uma resposta rapida, nao produzem imunidade de longo prazo com a mesma eficdcia que as
respostas T-dependentes.

As respostas T-dependentes acontecem quando o antigénio é de origem proteica e requerem a
intervencao dos linfocitos T helper. A ativacao dos linfécitos B em resposta a ligacao de um
antigénio ao seu recetor (BCR) resulta numa rapida divisao celular e na expansao clonal do
linfocito B ativado, originando um numero elevado de células progenitoras que podem
diferenciar-se em plasmdcitos, que secretam anticorpos, ou em linfécitos B de memodria.
Algumas células B ativadas comecam a produzir anticorpos diferentes do IgM, num processo
chamado troca de isétipo da cadeia pesada (Class Switch Recombination, CSR), resultando na
producao de IgG, IgE ou IgA, de acordo com o anticorpo mais adequado para o antigénio em
questao figura 3%

Este processo, realizado nos centros germinativos dos drgaos linfoides, é mediado pelainteracao
com linfdcitos T helper foliculares. Estas células fornecem sinais essenciais, incluindo CD40L e
citocinas especificas, comoIL-4, que induz troca para IgE ou IgG4, IFN-v, que promove troca para
IgG1, e TGF-B, que favorece IgA. A enzima AID (Activation-Induced Cytidine Deaminase), ativada

por esses sinais, desempenha um papel central ao induzir alterac6es no DNA das regides



constantes dos genes de Ig. Essa troca de isotipos permite que os linfdcitos B se adaptem melhor

as exigéncias do ambiente imunoldgico, conferindo maior funcionalidade a resposta imune -3\
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Figura 3 Respostas de anticorpos T-dependentes e T-independentes-©®/

Os microrganismos sao eliminados com recurso a varios mecanismos: através da ligacao dos
anticorpos a estes, impedindo-os de afetar as células do hospedeiro; recobrindo-os com
anticorpos 1gG, sinalizando-os para serem fagocitados, ou ainda, através da ativacao do

complemento -3,

1.2. Sintese das imunoglobulinas

As imunoglobulinas, também conhecidas como anticorpos, sao desenvolvidas durante a
maturacao dos linfécitos, através de um processo designado de recombinagao VDJ (varidveis,
diversidade, juncao). Este mecanismo resulta de uma recombinacao genética, originando novas
sequéncias de aminoacidos que possibilitam o reconhecimento de um alargado nimero de
antigénios. O primeiro evento do processo ocorre entre um segmento D e um segmento J do locus
da cadeia pesada, onde qualquer DNA entre segmentos € removido. Posteriormente ocorre a
juncao de um segmento V a montante do complexo DJ formado, originando o segmento VDJ,
originando um transcrito primdrio de RNA. De sequida, ocorre a tradu¢cao do mRNA, produzindo a
cadeia pesada daimunoglobulina. Relativamente as cadeias leves, o rearranjo acontece de forma

semelhante. Inicialmente, os segmentos V e J sdo unidos, formando o complexo VI,



posteriormente uma cadeia constante é adicionada durante a transcri¢cao, ocorrendo de sequida

atraducao do mRNA cujo resultado é a producao da cadeia leve x ou A cadeia leve © (Figura 4)
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Figura 4 Processo de rearranjo génico na formagio das cadeias leves e pesadas das imunoglobulinas @,

As imunoglobulinas possuem uma estrutura comum, no entanto apresentam grande
variabilidade na regiao de ligagao ao antigénio. Estas moléculas sao formadas por um dominio Ig
constituido por cerca de 110 aminoacidos, do qual fazem parte duas cadeias leves que podem ser
do tipo kappa (x) ou do tipo lambda (2) e duas cadeias pesadas que podem ser da classe IgA, IgG,
IgM, IgD e IgE.

As cadeias pesadas unem-se as cadeias leves por pontes de dissulfato e sao constituidas por
regioes aminoterminais variaveis, que sao responsaveis pelo reconhecimento do antigénio, e por
regioes carboxiterminais constantes que sao responsaveis pelas funcdes protetoras e efetoras

as do anticorpo e ndo participam no reconhecimento do antigénio @ (Figura 5).
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1.3. Discrasias Plasmocitarias

As discrasias plasmocitdrias sao um grupo de patologias que se caraterizam pela presenca de
uma populacao de plasmdcitos monoclonais. O achado inicial caracteristico de discrasias
plasmocitdrias é a presenca de uma imunoglobulina monoclonal com cadeias pesadas ou leves
predominantemente de um tipo, também conhecida como proteina M ou paraproteina. De acordo
com a OMS estas condicdes incluem as gamapatias monoclonais, neoplasias de células
plasmaticas, as doencas com deposicao de imunoglobulina monoclonal e as doencas de cadeias

pesadas (Tabela 1) ©.



Tabela 1 Classificacéio de discrasias plasmacitdrias segundo a Organizagdo Mundial da Satide ©,

Classificacao da Organizacao Mundial da Saide 52 edicao

Gamapatias Monoclonais

Neoplasias de células

plasmaticas

Doencas com deposicao de

imunoglobulina monoclonal

Aglutininas a Frio
Gamapatia Monoclonal de Significado Indeterminado IgM
Gamapatia Monoclonal de Significado Indeterminado Nao IgM

Gamapatia Monoclonal de Significado Renal

Plasmocitoma
Mieloma muiltiplo
Neoplasias de células plasmdticas associadas a sindromes paraneopldsicas
o  Sindrome de POEMS (Polineuropatia, Organomegalia, Endocrinopatia,
Gamapatia Monoclonal, Sintomas Cutaneos)
o  Sindrome de TEMPI (Trombocitose, Endocrinopatia, Gamapatia Monoclonal,
Polineuropatia, Insuficiéncia cardiaca)
o  Sindrome de AESOP (Anemia, Esplenomegalia, Sindrome linfoproliferativa,

Oligoclonalidade, Polineuropatia)

Amiloidose

Doenca da deposicao de imunoglobulina monoclonal

Doencas de cadeias pesadas

Doenca das cadeias pesadas Mu
Doenca das cadeias pesadas Gama

Doenca das cadeias pesadas Alfa

Neste estudo, abordaremos a citometria de fluxo em trés condicdes hematoldgicas especificas:

a gamapatia monoclonal de significado indeterminado (GMSI), o mieloma muiltiplo (MM) e a

leucemia de plasmdcitos (LP). A citometria de fluxo tem um papel relevante e bem estabelecido

na identificacdo das células neoplasicas e na monitorizacao das discrasias abordadas. Estas

condices apresentam caracteristicas adequadas a analise por citometria de fluxo, como a

presenca de populacdes de plasmdcitos monoclonais que podem ser identificadas e

quantificadas @,

Além disso, existem diretrizes e protocolos que recomendam a citometria de fluxo como

ferramenta para estas condicoes ©-'°. Isso assegura que a técnica ndo apenas contribua para

uma melhor caraterizacao da patologia, mas também para o acompanhamento da evolucao e da

resposta ao tratamento. Assim, o foco nestas trés discrasias € justificado pela relevancia clinica

da citometria de fluxo na sua avaliagao, permitindo um manejo mais eficaz e direcionado.



1.3.1. Gamapatia Monoclonal de Significado Indeterminado

A gamapatia monoclonal de significado indeterminado (GMSI) é uma discrasia
plasmocitdria benigna, que se carateriza pela presenca de uma proteina monoclonal no soro ou
urina produzida por uma populacdo de plasmdcitos andmalos ™2, Aparenta ser uma condicao
dos plasmdcitos do centro pds-germinativo, ndao apresenta sintomas ou sinais clinicos
associados a outras patologias, e tem potencial para progredir para condicoes malignas como
amiloidose, macroglobulinemia de Waldenstrém ou MM @3, E definida pela presenca de
plasmdcitos na MO <10%; proteina monoclonal sérica <3g/dL, e auséncia de critérios CRAB

(Calcium, Renal, Anemia, Bone) (Tabela 2) ™14,

Tabela 2. Critérios CRAB 15,

Critérios CRAB Valores

Calcio sérico > 0,25 mmol /L (>1 mg/dL) superior ao limite
Hipercalcémia (C)
superior normal QU > 2,75 mmol/L (>11mg/dL)

Creatinina sérica >177 umol/L (>2 mg/dL ) OU clearance da
Insuficiéncia Renal (R)
creatinina <40 mL/ min

Hemoglobina(Hb) <10 g/dL OU valor da Hb >2 g/dL abaixo

Anemia (A)
do limite inferior da faixa normal

Uma ou mais lesbes osteoliticas diagnosticadas por
radiografia, CT ou PET-CT

Lesdes Osseas (B)

Varios estudos verificaram que ha aumento do aparecimento da GMSI com a idade, estando
presente em cerca de 3% das pessoas com idade superior a50 anos, e em 5% com idade superior
a 70 anos, afetando mais homens que mulheres™, cerca de 3% sao caucasianos e 8% afro-
americanos 81, Segundo estimativas, 15% dos doentes com GMSI progredirdo para MM ao
longo de 25 anos, sendo esta progressao direta ou precedida por um estado intermédio,
designado mieloma midiltiplo indolente (MMI). Estudos mostram que a taxa de progressao de
GMSI para MM é de aproximadamente 1% ao ano, indicando que a progressao nao € inevitavel e
depende de mudiltiplos fatores genéticos, epigenéticos e microambientais. A progressao de GMSI
para MM envolve a aquisicao de mutagoes genéticas adicionais. Apesar da evolucao bioldgica
parecer continua, a progressao nao é linear nem garantida, destacando a heterogeneidade desta
condicao. Um seguimento clinico inadequado pode levar a atrasos no diagndstico de MM,

especialmente em doentes com MMI que pode ser confundido com GMSI. Assim, amonitorizacao



regular, com exames laboratoriais e imagioldgicos, sao essenciais para identificar sinais precoces

de progressao @),
1.3.2. Mieloma Miuiltiplo Indolente

O MMI desenvolve-se entre a GMSI e o MM. Segundo as guidelines do International Myeloma
Working Group (IMWG) de 2014, o MMI carateriza-se pela existéncia dos seguintes critérios:
proteina monoclonal sérica 23g/dL ou proteina monoclonal urinaria 2500mg por 24h e/ou
presenca de plasmdcitos na MO entre 10% - 60% e auséncia de lesdes em 6rgaos alvo/eventos
definidores de MM 1920 A idade média do diagndstico € entre 0s 50 e os 70 anos. Ao contrario
da GMSI que estd presente em cerca de 3% da populacao, o MMI é uma condicao menos
comum(@29 mas com uma alta taxa de progressao para malignidade ao final de 5 anos apds o
diagnéstico @9,

Os fatores de risco para progressao de MMI para MM incluem o tipo de proteina M, (doentes com
proteinas do tipo IgA tem um risco de progressao mais rapido do que doentes com proteinas do
tipo 1gG), proteintiria de Bence Jones, células plasmaticas circulantes, lesdes Gsseas focais e o

tipo de alteracdes citogenéticas 192",
1.3.3. Mieloma Muiltiplo

0 MM, também designado por doenca de Kahler, € uma neoplasia maligna de origem
hematoldgica que envolve os plasmdcitos. E caracterizada pela proliferacao clonal desregulada
de plasmdcitos na MO que sintetizam e secretam Igs monoclonais anémalas, ou um fragmento
destas, designado de proteina M (1822,

Foi descrito inicialmente em 1850 por William Macintyre, que em conjunto com Henry Bence
Jones, observou que doentes com dores Gsseas apresentavam proteindria. A doenca foi
reconhecida apenas em 1889 por Otto Kahler que publicou um artigo sobre um caso que
apresentava dores dsseas, albumindria, anemia, infecoes recorrentes, perda de peso e a proteina
na urina com as mesmas caracteristicas inicialmente identificadas por Bence Jones®?,

O MM é uma neoplasia originada pela GMSI, no entanto, nem todos os casos de GMSI evoluem
para MM. O MM representa 1% de todos os cancros e é a segunda neoplasia hematoldgica mais
comum @229, Segundo a organizacao Global Cancer Today, em Portugal localiza-se na décima
sétima posicao no aparecimento de novos casos e é a terceira neoplasia hematoldgica mais

comum, com cerca de 994 novos casos diagnosticados, sendo responsavel por 662 6bitos em
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2022 @9, Globalmente, o aparecimento de casos varia por zona geografica sendo mais alto nos
paises desenvolvidos devido aos meios de diagndstico avancados e maior conhecimento sobre
adoenca (figura 6).
As manifestacoes clinicas do MM que resultam da proliferacao dos plasmdcitos neopldsicos, sao
consequéncia da producao excessiva de Igs monoclonais e da supressao da imunidade humoral,
traduzindo-se em hipercalcémia, destruicao dssea, insuficiéncia renal, supressao da
hematopoiese e diminuicao da imunidade com consequente aumento da predisposicao para
desenvolvimento de infec6es. Aproximadamente 1% a 2% dos doentes apresentam
envolvimento extramedular no momento do diagndstico, enquanto 8% desenvolvem esta
condicao no decorrer da doenca ©?.
Os critérios de diagndstico incluem dois dos seguintes critérios:
e Plasmdcitos monoclonais na MO 210%, ou existéncia de plasmocitoma comprovado por
bidpsia;
e Evidéncia de lesao de drgao-alvo atribuivel ao distirbio plasmocitario em causa
nomeadamente, presenca de critérios CRAB (Tabela 2).
Na auséncia de lesoes de drgao-alvo, a presenca de eventos definidores de MM como
plasmocitose medular 260%; relacao CLL 2100; >1lesao focal observada por ressonancia
magnética ©2.

Age-Standardized Rate (World) per 100 000, Incidence, Both sexes, in 2022
Multiple myeloma

c 8 @

ASR (World) per 100 000 )’
[ pENE M not applicable j v P
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0.0-0.6
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Figura 6 Age-Standardize Rate (ASR) - taxa padronizada de incidéncia por idade permite comparar a incidéncia do mieloma
miiltiplo entre populacées com diferentes distribuices etdrias
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1.3.4. Leucemia de Plasmadcitos

A leucemia de plasmdcitos (LP) é uma forma agressiva de leucemia e de discrasia plasmocitaria,
caraterizada por uma baixa sobrevida e mau progndstico. Esta condicao pode ser dividida em
leucemia de plasmdcitos primaria ou secunddria @27, A LP é classificada como priméria (LPP)
quando se apresenta 'de novo' em doentes sem evidéncias de MM anterior e como secunddria
(LPS) guando é observada como uma transformacdo leucémica em doentes com MM
previamente diagnosticados. Estima-se que a maioria dos casos sejam de LP primdria (60-70%)
(e8)

A morfologia e o imunofenétipo dos plasmacitos da LPP, MM e LPS nao sao facilmente
distinguiveis. Todas expressam CD138 e CD38, uma das diferencas mais evidentes relatada é a
ausénciado CD56, que € mais expresso no MM @9, Esta auséncia de CD56 pode estar relacionada
com a funcao desta molécula que promove a ancoragem dos plasmdcitos ao estroma medular.
Assim a falta de expressao de CD56 pode estar relacionada com a progressao para doenca
extramedular como é o caso da leucemia de plasmacitos. Esta patologia difere do MM por ter um
nivel mais elevado de LDH, citopenia severa e envolvimento extramedular, no entanto nao
apresenta uma ostedlise tao evidente 627,

Inicialmente os critérios que definiam a LPP incluiam mais de 20% de plasmdcitos circulantes ou
uma contagem absoluta de plasmdcitos superior a 2 x 10°/L no sangue periférico. No entanto, foi
observado que niveis mais baixos de plasmdcitos circulantes se relacionavam igualmente com
um mau progndstico ©728, Posto isto, sequndo 0 IMWG, todos os casos de MM com mais de 25%
de plasmdcitos circulantes devem ser classificados como LPP, pois a presenca de 25% de
plasmadcitos circulantes em doentes com MM tem um impacto progndstico adverso semelhante
a LPP, aumentando entre 0,7% e 2,5% o nimero de doentes que seriam classificados como LPP,
0 mesmo nao se aplica a LPS ©9),

Relativamente a citogenética, assim como no MM, as translocacées que envolvem o
cromossoma 14, t(11:14), t(14.16) e t(4.14) sao comuns na LP ©9),

Apesar dos avancos recentes no tratamento para doentes com MM, o diagndstico de LP continua

a ser preocupante, devido a terapéutica ineficaz @°.
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1.3.5. Fisiopatologia

A compreensao do desenvolvimento das células B e da biologia dos plasmdcitos é essencial para
a compreensao das discrasias plasmocitdrias. Os linfdcitos B, passam por varios ciclos de
diferenciacdo na medula dssea e nos drgaos linfoides secunddrios até se tornarem
plasmdcitos®®.

Existem dois tipos de patogénese descritas envolvidas na alteracao dos plasmdcitos,
nomeadamente, uma hiperploidia e uma translocacao, que sao considerados os eventos
primadrios na génese da GMSI. Aproximadamente metade dos casos do MM e GMSI sao
hiperdipldides, geralmente com cdpias extra dos cromossomas impares. A maior parte dos casos
de GMSI e MM que nao apresentam hiperdiploidia sao caraterizados por uma translocacao
primadria que envolve o gene das cadeias pesadas das imunoglobulinas. Como apenas um evento
nao é o suficiente para causar uma neoplasia, é necessario um evento subsequente para a
progressao da GMSI para MM. Esse evento inclui translocacdes secundarias, copy number
variations (CNV), alteracdes epigenéticas e alteracdes no ambiente medular. Juntos, os eventos
primarios e secunddrios originam o fendtipo que carateriza o curso da doenca, o progndstico e a

resposta terapéutica 2.
1.3.5.1 Eventos epigenéticos

As alteracoes epigenéticas, que incluem as mudancas na metilacao do DNA e na metilacao e
acetilacdo das histonas, sao mais comumente observadas nos estadios avancados do MM. Essas
modulacoes epigenéticas, juntamente com a expressao génica, contribuem para a progressao da
GMSI para MM.

A metilacao do DNA regula a expressao dos genes, inicialmente os niveis de hipermetilacao sao
semelhantes na GMSI e no MM. No entanto observam-se, em fases mais tardias niveis de
hipometilacao aumentados em casos de MM, sugerindo que isto pode desempenhar um papel no
desenvolvimento da doenca (829, Estas alteraces conduzem a resisténcia a farmacos,
alteracoes na adesao e sinalizacao celular. A desmetilacao das histonas, que resulta no aumento
da transcricao génica, também é mais comum na doenca em estadios mais avancados e

demonstrou aumentar a transcricao e expressao de varios oncogenes @03,
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1.3.5.2 Evolucao clonal e mutagées secundarias

A evolucao clonal refere-se a acumulacao de mutacoes genéticas nos plasmdcitos neoplasicos,
levando a formacao de subclones com caracteristicas diferentes. As alteracoes genéticas
subsequentes mais frequentes sao a mutacao no gene KRAS (23% dos casos), NRAS (20%),
FAM46C (11%), DIS3 (11%) e TP53 (8%) #233). Qutras menos frequentes incluem o gene BRAF,
TRAF3, PRDM1, CYLD, RB1, IRF4, EGR1, MAX, HISTTHIE e ACTG1 ®43, A comparagao das
alteracoes genéticas em casos de MM no momento do diagndstico e apds o tratamento apoia o
conceito de desenvolvimento clonal ramificado. Em casos com desenvolvimento clonal
ramificado, aparecem um ou mais subclones de plasmacitos, enquanto outros desaparecem.
Outros padroes propostos de evolucao clonalincluem: nenhuma mudancga, mudanca subclonal e
evolucao linear. Nos casos sem alteracao, a composicao subclonal encontrada no diagndstico é a
mesma na recidiva, sugerindo que diferentes subclones de plasmdcitos responderam de forma
semelhante ao tratamento. Em casos com mudanca subclonal, os subclones no momento do
diagndstico também estao presentes na recidiva, mas a frequéncia dos subclones mudou e um
clone tornou-se mais dominante que o outro. Em doentes com padrao linear, surge um novo
subclone de plasmdcitos entre o diagndstico e a recidiva, que estava ausente no diagndstico 3,
Este fendmeno é crucial para entender a progressao da doenca, a resisténcia ao tratamento e a

recidiva.
1.3.5.3 Microambiente tumoral

Ainteracao entre as células mielomatosas e 0 ambiente na MO é crucial para o desenvolvimento,
tratamento e progressao do MM™). No microambiente medular existem vdrios tipos de células,
incluindo células do estroma medular (CEM) e osteoblastos. Estas células secretam uma
variedade de fatores como citocinas e fatores de crescimento que contribuem para a migragao e
proliferacaodo MM e para as lesdes dsseas. As CEM sao fundamentais para a criagao de umnicho
favoravel para o crescimento do MM. A interacao da proteina de adesao celular vascular 1
(VCAM1) na superficie celular das CEM e da integrina nas células do mieloma resulta na secrecao
de diversas citocinas, que favorecem a proliferacao das células do mieloma e inibem a apoptose.
O fator de crescimento endotelial (VEGF; que promove a angiogénese), produzido pelas CEM, leva
a ativacao de vias de sinalizacao como a Notch que reduzem a apoptose. Os fatores como o

ligante do recetor ativador do fator nuclear kappa B (RANKL; também conhecido como TNFSF11)
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e o ligante 3 da quimiocina CC (CCL3) tem funcdes na diferenciacao de osteoclastos precursores
em osteoclastos maduros e estao envolvidos na destruicao 6ssea causada pelo MM (36-38). A
importancia do microambiente tumoral é reforcada por estudos que referem a resisténcia a
farmacos induzida pela ligacdo de células do MM a CEM ), O sistema imunoldgico desempenha
um papel significativo no microambiente tumoral. No MM observa-se umadisfuncao imunoldgica
generalizada que contribui para o desenvolvimento e progressao da doenca e alteracoes
funcionais e quantitativas das células do sistema imune. Esta disfuncao imunoldgica € um
mecanismo chave da progressao da doenca de GMSI para MM.

As células T reguladoras estao frequentemente aumentadas no MM, promovendo um estado
imunossupressor que favorece a sobrevivéncia das células mielomatosas. Por outro lado, as
células T citotdxicas e as células NK, que normalmente sao capazes de eliminar células tumorais,
tém as suas funcades inibidas por citocinas imunossupressoras, como IL-10 e TGF-B, libertadas
tanto pelas células do MM quanto por células do estroma medular.

A imunossupressao tambhém estd diretamente relacionada a resisténcia a farmacos. Por
exemplo, as citocinas secretadas no microambiente tumoral podem proteger as células do

mieloma de tratamentos que visam induzir apoptose 249,
1.3.6. Diagndstico Lahoratorial

0 diagndstico das discrasias plasmocitarias é complexo e requer integracao de dados clinicos,
histoldgicos, radioldgicos, imunoldgicos e genéticos “). Em doentes assintomdticos, estas
patologias sao frequentemente identificado através de alteracdes laboratoriais, como
hipercalcémia, anemia ou proteintria 42,

Em 2014 os critérios de diagndstico foram revistos pelo IMWG, incluindo o uso de biomarcadores
especificos para definicao da doenca em conjunto com os critérios CRAB (Tabela 2 e 3).
Aproximadamente 2% dos casos de MM nao sao secretores, o que significa que nao apresentam
evidénciade proteina M. O diagndstico correto é essencial para que doentes com GMSI e MMI nao

recebem uma terapéutica inapropriada e desnecessaria ™.
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Tabela 3 Critérios de Diagndstico sequndo o IMWG ™47,

Discrasia Plasmocitaria

Critérios de Diagndstico

Todos os critérios devem ser cumpridos:

Proteina monoclonal sérica IgM <3 g/dL

Plasmadcitos clonais na MO <10%

GMSI IgM *
e  Auséncia de critério CRAB que possam ser atribuidos como consequéncia dos
plasmdcitos neopldsicos
Todos os critérios devem ser cumpridos:
e  Proteina monoclonal sérica ndo IgM <3 g/dL
e Infiltracdo linfoplasmocitica na MO <10%
GMSI nao IgM
e  Nenhuma evidéncia de anemia, sintomas constitucionais, hiperviscosidade,
linfadenopatia ou hepatoesplenomegalia, que pode ser atribuida ao distdrbio
linfoproliferativo subjacente.
Devem ser cumpridos amhos os critérios:
e Proteina monoclonal sérica (IgG ou IgA) =3 g/dL, ou proteina monoclonal urinaria
MMI 2500 mg por 24 horas e/ou células plasmaticas clonais da medula 6ssea10% —
60%
e  Auséncia de eventos definidores de mieloma ou amiloidose
Devem ser cumpridos ambos os critérios:
e  Plasmdcitos clonais de medula 6ssea 210% ou plasmocitoma 6sseo ou
extramedular comprovado por bidpsia.
Qualquer um ou mais dos seguintes eventos definidores de mieloma:
MM e Evidéncia de danos em drgdos-alvo que podem ser atribuidos ao disturbio

proliferativo de células plasmaticas (Tabela 2).

Percentagem clonal de células plasmaticas da medula dssea = 60%

Razdo de CLL séricas envolvidas/nao envolvidas 2100 (o nivel de CLL envolvido
deve ser=100 mg/L)

>1lesdo focal em estudos de ressonancia magnética (pelo menos 5 mm de tamanho)

1.3.6.1 Avaliacao daMO

A avaliacao da morfologia das células plasmaticas na MO constitui uma técnica muito importante

no diagnastico de discrasias plasmocitdrias. A contagem manual das células do aspirado de MO

é considerado a técnica de “gold-standard” e permite aferir a percentagem de plasmadcitos na MO.

Além disso, o material aspirado também é utilizado para caraterizacao imunofenotipica das

células neoplasicas, detecao da doenca residual mensuravel por citometria de fluxo e para

realizacao da técnica de FISH de forma a detetar alteracoes citogenéticas.
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As alteracoes genéticas tém um papel fundamental na caraterizacao da doenca. A presenca ou
auséncia de alteracGes citogenéticas especificas como t(4;14), t(14;16), t(14;20), ganho (1g) e a
del(17p) influenciam o curso da doenca, resposta a terapéutica e progndstico, tornando a sua

identificacao de extrema importancia (Tabela 4) “.

Tabela 4 Alteracdes citogenéticas associadas ao progndstico de MM 1:43),

Risco Alteracao citogenética Sobrevivida Geral
] e del(17p)
Risco Alto o t(14.16) 3 anos
e t(14.20)
Risco Intermédio o t(474) 4-5anos
e  Ganho (1g)

Todas as outras incluindo:
e  Trissomias
. 7-10 anos
Risco Standard . t1114)

e t(6;14)

1.3.6.2 Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo (CF) é fundamental no diagndstico diferencial de neoplasias hematoldgicas,
contribuindo tambhém para a avaliacdo do risco de progressao e de sobrevida da doenca. E uma
técnica multiparamétrica que utiliza os principios da dispersao da luz e da emissao de
fluorescéncia através de fluorocromos conjugados a moléculas especificas para andlise e
caraterizacao das populacdes celulares 4.

Os citometros de fluxo sao constituidos por trés sistemas: fluidico, dtico e eletrénico. O sistema
fluidico é constituido por uma solucao salina tamponada que provoca o fluxo laminar das células
até a intersecao por um laser. O sistema 6tico é composto por lasers que tem como funcao a
ativacao dos fluorocromos originando sinais visiveis, que sao recebidos por um sistema de
detecao constituido por filtros que absorvem diferentes comprimentos de onda e que direcionam
a luz fluorescente para detetores especificos, o que permite captar informacao proveniente da
dispersao da luz (FSC - Forward Scatter Characteristics e SSC -Side Scatter Characteristics) e
da emissao de fluorescéncia (PMT- Photo Multiplier Tubes). Posteriormente, estes sinais sao
convertidos pelo sistema eletrénico em sinais digitais que permitem obter informacdes sobre o

tamanho (FSC), complexidade (SSC) e intensidade de fluorescéncia (FL) @ (figura 7).
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Figura 7 Esquema de detegiio e processamento de sinais.®¥

O diagndstico de discrasias de células plasmaticas baseia-se numa combinagao de métodos
diagndsticos no qual aimunofenotipagem por CF tem um papel essencial, devido a descoberta de
marcadores especificos que permitem identificar os plasmacitos, bem como detetar fenétipos
aberrantes, possibilitando a caracterizacao e contagem destas células mesmo quando se
encontram em pequenas quantidades na amostra.

Os métodos morfoldgicos tradicionais nao conseguem distinguir células clonais de células
normais, sendo essa caracteristica a grande mais valia da CF ©, no entanto, sdo o “gold standard”
para apurar a percentagem de plasmacitos anomalos na MO.

De acordo com o consorcio da Euroflow, a avaliagao da expressao de varios marcadores como o
CD38, CD138, CD19, CD45 e CD56 por CF € capaz de identificar populagcdes de células
plasmaticas aberrantes 9, Esta organizacao desenvolveu vdrios painéis de anticorpos Uteis na
identificacao de neoplasias hematoldgicas.

Na avaliacao das suspeitas de discrasias plasmocitdrias é importante saber distinguir entre o
fendtipo normal e aberrante dos plasmdcitos.

O fendtipo normal dos plasmdcitos é definido por uma expressao forte de CD38 e umaexpressao
positiva de CD138. Embora o CD38 nao seja especifico para estas células, os plasmacitos

normais caraterizam-se por ter uma expressao de CD38 mais forte. Por ser uma molécula
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expressa em plasmdcitos normais e neoplasicos este marcador é utilizado para a identificacao
de plasmdcitos, podendo a sua expressao estar diminuida em casos de MM“9, Além da
expressao destes dois marcadores, os plasmdcitos normais apresentam maioritariamente CD19
positivo e CD45 positivo, sao maioritariamente negativos para CD56 e expressam cadeias leves
policlonais, com uma maior expressao de cadeias kappa que lambda ©4647,

Além destes marcadores, os plasmdcitos normais expressam CD81 e apresentam uma
expressao forte de CD27, sendo CD117 e CD28 negativos “8-5% (Anexo ).

Estes CDs desempenham um papelimportante e interagem entre si: 0s altos niveis de CD38 nos
plasmdcitos em relacao a outras células identificaram essa proteina como um alvo para o
tratamento. Estudos referem que os niveis mais baixos de CD38 nas células de MM sejam um
dos mecanismos de progressao extramedular da doenca e de resisténcia ao anti-CD38. No
entanto, o CD38 nao é frequentemente usado para fins de prognéstico no MM 152,

0 CD138 é uma glicoproteina expressa nas células pré-B, perdida durante a maturacao dos
linfcitos B e re-expressa nos plasmacitos. Assim como o CD38, a sua funcao a nivel da
caraterizagao porimunofenotipagem é a identificacao de plasmacitos. Esta molécula tem na sua
constituicao sulfato de heparano, que interage com proteinas da matriz extracelular, como a
fibronectina, promovendo a adesao celular. Desempenhaum papelimportante no MM, por ser um
corecetor versatil para quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento, promovendo a sua
sobrevivéncia, e consequentemente o crescimento e proliferacao tumoral 4753,

O CD45 é uma molécula expressa em todas as células hematopoéticas nucleadas, a sua funcao
estd descrita como sendo um regulador de ativagao mediada de linfdcitos B e T, no entanto o seu
papel no MM permanece controverso. Plasmadcitos CD45+ sao descritos como sendo mais
proliferativos e associados a um pior prognéstico “’5%. Assim como alguns autores defendem
que casos CD45- estdo associados a um prognéstico mais desfavoravel &4,

0 CD19 é um antigénio expresso na superficie da maioria dos linfdcitos B, a sua expressao inicia-
se durante o rearranjo do gene da imunoglobulina, e aumenta progressivamente ao longo da
maturacao do linfécito B até 4 sua diferenciacdo em plasmdcitos”. A sua expressao apresenta-
se diminuida ou ausente nos casos aberrantes, e em plasmdcitos normais carateriza-se por ter
uma expressao maioritariamente positiva®.

0 CD56, ou molécula de adesao celular neuronal (NCAM), é uma glicoproteina membranar, e um
membro da superfamilia das imunoglobulinas, sendo expresso em vdria células, incluido as

células NK e nervosas. E expresso numa pequena percentagem em plasmacitos normais, mas
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numa percentagem de cerca de 80% de plasmdcitos aberrantes, especialmente no MM (55). A
superexpressao de CD56 promove a transcricao de genes antiapoptéticos, o que leva a
proliferacao celular descontrolada e um efeito antiapoptético. No entanto, autores referem que a
negatividade do CD56 esta associada a um pior progndstico 9.

O CD28 é expresso em células T e atua como um recetor co-estimulatdrio junto ao recetor de
células T, o que resulta numa proliferacao aumentada e producao de citocinas. A expressao deste
marcador é caracteristica do MM porque este nao é expresso em plasmacitos normais. Além
disso, a expressao de CD28 estd correlacionada com a progressao da doenca, atingindo 93% a
100% de expressao no MM recidivado e leucemia de plasmdcitos (LP), respetivamente”.

0 CD27 é um membro da superfamilia dos recetores do fator de necrose tumoral, € expresso em
linfdcitos T, linfécitos B e células NK. A interacdo entre o CD27 e o CD70 (que € o seu ligando)
promovem a producao de plasmdcitos. Estudos descrevem que o CD27 exerce funcoes
reguladoras no microambiente tumoral e a sua expressao em plasmacitos esta intrinsecamente
ligada a carga tumoral, a resposta ao tratamento e ao progndstico geral em doentes com MM®7.
O CD117 ou ckit é um recetor de tirosina quinase e é normalmente expresso pelos mastdcitos e
percursores hematopoiéticos, incluindo as HSCs entre outras. A expressao aberrante de CD117
ocorre em cerca de 30% de todos os casos de mieloma mudiltiplo (MM). A sua expressao esta
descrita como conferindo um bom progndstico no MM®®),

0 CD81é uma proteina de superficie celular,amplamente expressa em linfécitos B e plasmdcitos
maduros, do tipo tetraspanina que desempenha um papel importante na interacao e
comunicagao entre as células B e T.Regula a expressao de CD19 nos linfdcitos B e esta envolvido
no crescimento celular, na sinalizagao e na migragao para a medula dssea. A expressao de CD81
€ maioritariamente negativa no MM e positiva em plasmdcitos normais, o que faz desta proteina
um marcador conveniente para diferenciar células normais de neopldsicas 475059,
Oimunofendtipo da GMSI é caraterizado pela existéncia de duas populagdes de plasmdcitos: uma
normal (CD19 positiva, CD56 negativa e policlonal) e outra anémala (CD19 negativa, CD56
negativa ou positiva, e monoclonal 1669,

Oimunofendtipo dos casos de MM é caracterizado por uma populacao monoclonal CD138 e CD38
positiva, a maioria dos casos nao expressa o CD45 ou apresenta uma fraca expressao, é CD19
negativa, CD27 negativa em cerca de 40-50% dos casos, CD81 negativa ou fraca, CD56
maioritariamente positiva, CD117 positiva em cerca de 40% dos casos, e CD28 positiva em cerca

de 15-45% dos casos (84660-63),
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A contribuicao da CF para o diagndstico diferencial de discrasias plasmocitdrias passa por
distinguir MM de plasmocitose reativa, linfomas de células B de baixo grau com grande
diferenciacao plasmocitica, linfomas B nao Hodgkin, entre outras patologias. Além do auxilio no
diagndstico diferencial, a CF é utilizada na monitorizacao da doenca residual mensuravel e
monitorizacao da resposta ao tratamento no MM, é um método rapido e facil de executar, o que

lhe confere a capacidade de ser utilizada de forma rotineira.
1.3.6.3 Outras analises laboratoriais

Além das técnicas de avaliacao morfoldgica e citometria de fluxo, outras andlises laboratoriais
desempenham um papel fundamental no diagndstico de discrasias plasmocitarias. Estas incluem
analises bioquimicas para avaliar a funcao renal, niveis de calcio, a presenca de proteinas
monoclonais no sangue e na urina e andlises hematoldgicas:

e Aeletroforese de proteinas no soro e na urina é utilizada para identificar a presenca de
proteina monoclonal. A imunofixacdo é entao usada para confirmar o tipo de
imunoglobulina envolvida (IgG, IgA, etc) e a cadeia leve correspondente (kappa ou
lambda)('>64),

e 0 doseamento de cadeias leves livres é importante para detetar cadeias leves livres
kappa ou lambda. Niveis elevados de cadeias leves livres e uma relagao anormal entre
kappa e lambda sao indicativos de MM e sao Uteis para o diagndstico e monitorizacao da
resposta ao tratamento 564,

e Afuncaorenal é frequentemente comprometida em doentes com MM devido a deposicao
de proteinas monoclonais nos tibulos renais. Andlises como creatinina sérica, ureia, e
taxa de filtracao glomerular (TFG) sao essenciais para avaliar a gravidade do dano renal
(15,42,64)'

e 0Os doentes com MM podem apresentar hipercalcémia devido a ostedlise causada pela
proliferacdo de células plasmaticas malignas, assim sendo o doseamento de calcio sérico
é uma analise relevante 1564,

e A andlise de urina de 24 horas, utilizada para medir a quantidade de proteinas,
especialmente cadeias leves livres, pode ser significativa no diagndstico e monitorizacao
do MM. A presenca de proteinas de Bence Jones é caracteristica do MM e indica

envolvimento renal 1564,
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e Hemograma completo, utilizado para avaliar a extensao da anemia e outras alteracoes
hematoldgicas que sao comuns em doentes com MM (42,64).

Estas analises laboratoriais, em conjunto com a avaliacao clinica, radioldgica e molecular, sao

cruciais para a confirmacao do diagndstico de MM, estratificacao de risco e orientacao

terapéutica “?.
1.3.7. Estadiamento

O estadiamento do MM pode ser definido de acordo com os critérios Durie-Salmon, Sistema
Internacional de Estadiamento (ISS, do inglés Revised-International Staging System) e mais
recentemente do Sistema Internacional de Estadiamento Revisto (R-1SS) “3. A classificacao do
MM evoluiu ao longo do tempo para melhorar a precisao do estadiamento e do progndstico.

0 sistema de estadiamento Durie-Salmon, foi criado ha mais de 40 anos e foi o sistema mais
utilizado. No entanto, possui limitacoes porque correlaciona a massa tumoral estimada com os
sintomas clinicos para obter o estadiamento.

Em 2005, o Sistema Internacional de Estadiamento (ISS) foi introduzido como uma abordagem
atualizada para o estadiamento do MM, este sistema é mais simples, e é capaz de prever a
progressao da doenca de forma mais eficaz e confidvel utilizando os niveis de albumina sérica e
p2-microglobulina como marcadores de progndstico ™ (Tabela 5). Em 2015 foi estabelecido o
Sistema Internacional de Estadiamento Revisto (R-ISS) que tem em consideracao os mesmos
parametros do ISS mas acrescem os fatores da biologia da doen¢a, nomeadamente as alteracoes
citogenéticas e os niveis de LDH (Tabela 6) .

O R-ISS e ISS classificam os doentes em 3 estadios diferentes: estadio |, estadio Il e estadio I11 €
(Tabela5e6).

Tabela 5 Sistema Internacional de Estadiamento para MM 9,

Estadio ISS Critérios
e p2-microglobulina sérica <3,5 mg/I
Estadio |l
e  Albumina sérica=3,5g/dL
Estadio Il e  Nao cumpre os critérios do estadio | ou estadio Il
Estadio Il e p2-microglobulina sérica>5,5 mg/|

22



Tabela 6 Sistema Internacional de Estadiamento Revisto para MM ),

Estadio R-ISS Critérios

. g2-microglobulina sérica <3,5mg/|

e  Albumina sérica=35g/dL

Estadio |
e  LDHnormal
e  Auséncia de alteracdes de alto risco por FISH
Estadio Il e Naocumpre os critérios do estadio | ou estadio 1l
e  p2-microglobulina sérica>55mg/l e
Estadio lll

e Alterac6es por FISH de alto risco {t(14;16), t(4;14) ou del(17p)) OU LDH aumentada

O progndstico é afetado por caracteristicas como o estadio, a idade, a presenca de alteracoes
citogenéticas e a resposta a terapéutica. A coexisténcia de diferentes alteracdes genéticas
alteram o progndstico da doenca .

Na ultima década, as taxas de sobrevivéncia melhoraram significativamente para a populagao
em geral, devido a disponibilidade de tratamentos mais eficazes que levaram a uma maior

sobrevivéncia dos doentes com MM €8),
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2. Objetivos

O presente estudo tem como principal objetivo caraterizar os doentes diagnosticados com
discrasias plasmocitdrias na Unidade Local de Satide de Sao Joao (ULS Sao Jodo), nomeadamente
com GMSI, MM e LP, utilizando a imunofenotipagem celular por citometria de fluxo. De forma a
efetuar esta caraterizagao pretende-se:

- identificar os marcadores celulares mais relevantes no diagndstico das discrasias
plasmocitarias em estudo;

- avaliar os marcadores imunofenotipicos de progndstico no MM, comparando-0s com o
estadiamento de acordo com o ISS e R-ISS.

Este estudo tem como finalidade aumentar o conhecimento da aplicabilidade da
imunofenotipagem por CF no estudo de discrasias plasmocitarias, através de um painel de

anticorpos desenvolvido pelo consaércio EuroFlow.

3. Material e Métodos

Foirealizado um estudo observacional analitico transversal através da consulta dos registos com
indicacao clinica para estudo imunofenotipico de discrasias plasmocitdrias na ULS S. Joao.

Este estudo foi autorizado pela comissao de ética do ULS Sao Jodo. Os dados presentes nos
registos foram obtidos de forma andnima através do programa CliniData, um software que
permite o registo e armazenamento de resultados analiticos de diversas dreas da patologia

clinica.
3.1. Populacao e amostra em estudo

Foi selecionada como amostra os registos com indica¢ao clinica para estudo imunofenotipico de
discrasias plasmocitarias na ULS Sao Jodo de 01/04/2022 a 01/04/2024. Foram incluidos
todos os registos que apresentavam diagndstico inicial de Gamapatia Monoclonal de Significado
Indeterminado, Mieloma Multiplo e Leucemia de Plasmdcitos. As restantes discrasias

plasmocitdrias segundo a classificacao da OMS foram excluidas do presente estudo.
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3.2. Procedimentos

Apds a selecao de registos através do diagndstico foram consultados e registados os seqguintes
parametros:
3.21 Sociodemograficos:
e Sexoeidade.
3.2.2 Parametros analiticos com valores de referéncia:

e Hemoglobina (13 - 18 g/dL), g2-microglobulina (1090 — 2530 ug/L),
célcio total (4,1 — 5,2 mEq/L), ureia (10 — 50 mg/dL), creatinina (0,67 -
1,75mg/dL), imunoglobulinas séricas IgA (90 — 410 mg/dL), IgG (600 -
1560 mg/dL), IgM (30 -360 mg/dL), LDH (135 -225 U/L), cadeias leves
kappa (200 — 400 mg/dL) e lambda (110 — 240 mg/dL), a razdo cadeias
leves kappa/lambda (1,35-2.65 mg/dL), as cadeias leves livres kappa
(0,33-1,94 mg/dL) e lambda (0,57-2,63 mg/dL) e razao cadeias leves
livres kappa/lambda (0,26-1,65 mg/dL).

3.2.3 Resultados de citogenética:

e A pesquisa por foi realizada por FISH e incluiu as alteracoes
cromossomicas t(11;14)(q13;q32) CCND1-IGH, t(4;14)(p16;g32) FGFR3-
IGH, t(14:16)(q32;923) IGH-MAF, t(14,20)(q32;q12) IGH-MAF, delecdo 17p
(Del7p), e ganho de 1q associado a alteracées na TP53.

3.2.4 Imunofenotipagem de plasmdcitos por citometria de fluxo
O estudo imunofenotipico foi realizado em amostras de medula dssea. A preparacao das
amostras seguiu os protocolos instituidos pela ULS Sao Joao, que sao baseados nos protocolos
do consércio do Euroflow®”. O painel utilizado para imunofenotipagem de discrasias

plasmocitarias incluiu os marcadores recomendados pela Euroflow, registados na tabela 7.

Tabela 7 Constituicdo do painel de anticorpos para discrasias plasmocitdrias e respetivos fluorocromos, como descrito pelo
consdrcio da Euroflow 1,

Marcador (Tubol) ~ CD38 CD138 CD19 CD45 CD56 cylgk cylga
Fluorocromo FITC V500-C PECy7 V450 PE APC APC-H7

Marcador (Tubo2) CD28 D27 con7 CD81 CD19 D45 CD138 cD38
Fluorocromo PE PerCPCy5.5 APC APCHT PECy7 V450 V500-C FITC
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As amostras foram adquiridas no citémetro de fluxo BD FACSCanto™ Il da Becton Dickinson®
(Cytognos, Salamanca, Spain), no software BD FACSDiva™ (BD Pharmingen™, Salamanca,
Spain).

Na anadlise da imunofenotipagem foi utilizado o software Infinicyt 2.0™ (Cytognos, Salamanca,
Spain). Os plasmdcitos foram identificados pela expressao positiva de CD38 e CD138, e as
carateristicas FSC (Forward Scatter Characteristics) e SSC (Side Scatter Characteristics) (figura
8). 0 perfil antigénico dos plasmdcitos aberrantes foi avaliado com base na presenca ou auséncia
de expressao de antigénios, no padrao de expressao dos antigénios (homogéneo versus
heterogéneo) e na percentagem de plasmdcitos que mostraram expressao positiva para um
determinado antigénio (figura 9). Assim, a expressao dos marcadores celulares de interesse, no
caso CD19, CD27, CD28, CD45, CD56, CD81, CD117 e foi classificada como: homogénea (positiva
e negativa) e heterogénea (positiva e negativa), conforme a sua dispersao. De forma a analisar o
fendtipo e ser possivel a utilizagao de estatistica inferencial, os casos foram agrupados em duas
categorias: casos positivos, que incluiram aqueles com positividade heterogénea/homogénea e
casos negativos. Os casos com padrao de expressao heterogéneo foram considerados, para fins
estatisticos, como positivos se apresentassem mais de 20% de células positivas, esta

classificagao em dois grupos foi realizada de acordo com o descrito na literatura ©2.
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Figura 8 Identificacdio dos plasmdcitos numa amostra de MO, de um caso de plasmodcitos anomalos. Os plasmodcitos
foram identificados pela intensidade de expressdo de CD38 e CD138 (A) e caracteristicas FSC e SSC (B). Fonte: ULS
S. Jodio.
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Figura 9 - Avdliagiio da expresséio dos marcadores celulares estudados, num caso de plasmdcitos mielomatosos: (A)
Expressdo heterogénea negativa de CD45 (CD45 versus SSC); (B) Expressio homogénea negativa de CD19 (CD19 versus
55C); (C) Expressiio heterogéneda positiva de CD56 (CD56 versus SSC); (D) Expressiio monoclonal de cadeias lambda (kappa
versus lambda); (E) Expresséo heterogénea a negativa de CD27 (CD27 versus SSC); (F) Expresséio homogénea positiva de
CD28 (CD28 versus SSC); (G) Expressdio heterogénea negativa de CD81 (CD81 versus SSC); (H) Expressiio homogénea
positiva de CD117 (CD117 versus SSC). Fonte: ULS S. Jodio.

3.2.5 Estadiamento de doentes com MM
Com base nos critérios do ISS e R-ISS foi definido o estadiamento dos doentes com MM.
Estes critérios englobam trés estadios, a patologia foiinseridano estadio de acordo com os niveis
de albumina, e R2-microglobulina no ISS, e no R-ISS foi considerado além dos critérios ISS os

niveis de LDH e a classificacao das alteragdes citogénicas™.
3.3  Estatistica

A andlise de dados foi realizada com recurso ao software de andlise estatistica IBM SPSS
Statistics 29.0.1.0. Foram realizados testes de estatistica descritiva: frequéncias absolutas e
relativas, medidas de tendéncia central que incluiram a média; medidas de dispersao que
incluiram o desvio padrao.

Para relacionar o fenétipo com o estadio, e com as alteracdes genéticas foram utilizados os
testes nao paramétricos Qui-Quadrado de Pearson ou Teste Exato de Fisher para duas amostras
independentes. As diferencas estatisticamente significativas foram indicadas por um valor de p

<0,05.
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4 Resultados
41  Caraterizacao da amostra em estudo

No presente estudo, foram analisados 148 casos diagnosticados com uma discrasia
plasmocitdria (GMSI, MM e LP), que foram submetidos a imunofenotipagem na ULS Sao Jodo. Os
resultados apresentados na Tabela 8 refletem os valores médios dos parametros analiticos da
amostra em estudo das diferentes discrasias plasmocitdrias, bem como a distribuicao
relativamente a faixa etdria e ao sexo.

Os casos em estudo apresentavam idades entre 0s 40 e 90 anos, com uma média de diagndstico
de 66,09 anos. A média de idade no diagndstico foi de 65,68 anos para o sexo feminino e 66,80
anos para o sexo masculino. No sexo masculino, aidade minima foi de 40 anos e a maxima de S0
anos, enquanto no sexo feminino, aidade variou de 41a 86 anos.

Relativamente ao diagndstico, observou-se um nidmero igual de casos de GMSI (N=73) e MM
(N=73), além de 2 casos de LP. 0 maior nimero de casos de MM, foi observado no sexo feminino
representando 28,4% (N=42) dos casos com esta patologia, enquanto a LP foiregistadaem1,4%
(N=2).

Na avaliacao dos parametros analiticos observaram-se alteracoes significativas em relacao aos
valores de referéncia, destacando-se o aumento da LDH na LP, com uma média elevada. A p2-
microglobulina apresentou valores aumentados em todos os grupos de discrasias, com médias
de 3450 pg/L no GMSI, 6001 ug/L no MM e 19030 ug/L na LP. Relativamente aos parametros
dos critérios CRAB, que tem importancia no diagndstico, no que diz respeito a hemoglobina,
verificou-se uma redugao nos trés grupos, com uma média de 12,78 g/dL no GMSI, 10,02 g/dL
no MM e uma queda acentuada na LP, onde os valores atingiram 6,6 g/dL. A ureia mostrou-se
elevada em todos os grupos, com médias de 54,87 mg/dL no GMSI, 60,49 mg/dLnoMM e 167,5
mg/dL na LP. Ja a creatinina apresentou valores médios aumentados no MM (2,20 mg/dL) e LP
(2,28 mg/dL). Nas imunoglobulinas séricas, observou-se um aumento significativo da IgA no
MM, com uma média de 815 mg/dL, enquanto a IgG esteve elevada em todos os grupos: 1568
mg/dL no GMSI, 2401 mg/dL no MM e 2745 mg/dL na LP com consequente aumento no rdcio
kappa/lambda em todos os grupos. E também importante referir os valores médios elevados da
cadeias leves lambda (272 mg/dL no MM e 589 mg/dL na LP), bem como a kappa (627 mg/dL
no MM).
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Tabela 8 Caraterizagiio dos casos em estudo relativamente aos pardmetros analiticos e sociodemogrdficos.

GMSI MM LP
S Masculino (N/%) 37 (25%) 31(20%) 1(0,7%)
exo
Feminino (N/%) 36 (24,3%) 42 (28,4%) 1(0,7%)
Idade (N/X) 73/68,9 73/63,37 2/71
Parametros analiticos/VR N X(s) N X(s) X(s)
LDH (135 — 225 U/L) 70 175 (£50) 73 192 (+107,75) 353 (+38,89)
B2-microglobulina (1090—2530ug/L) 49 3450 (+2561) 55 6001 (£7651) 19030 (22726}
Albumina (38—51g/dL) 69 5451 (+7,51) 73 4258 (+12,31) 343 (+22,34)
Hemoglobina (13-18g/dL) 73 12,78 (+1.99) 73 10,02 (+5,24) 6,6 (+0,56)
Ureia (10-50mg/dL}) 73 54 87(+32,95) 73 60,49 (+40,93) 167,50 (£79,90)
Creatinina (0,67-1,17mg/dL) 73 1,12(1,67) 73 2,20 (£5,59) 2,28 (+0,41)
Célcio (4,1-5,2mEq/dL) 63 4,60(+0,49) 70 454 (+0,74) 5,55 (+1,62)
IgA (90-419 mg/dL) 71 310 (+383) 70 815 (+1605) 38 (+8,4)
Imunoglobulinas IgG (600-1560
70 1568 (+750) 70 2401 (+2694) 2745 (+2326)
Séricas mg/dL)
IgM (30-360mg/dL) 71 81(x110) 69 27 (£33) 16 (+14)
K (200-400 mg/dL) 71 347 (+214) 71 627 (+763) 66 (+48)
A (110-240 mg/dL) ! 191(+165) I 272 (+401) 589 (+764)
Cadeias Leves
K/x(1,35-2.65
71 5,6 (+8,67) 7 30,05 (+52,92) 1,04 (+1,42)
mg/dL)
K (0,33-1,94 mg/dL) 72 8,06 (£11,75) 69 111,55 (+303,47) 113
Cadeias Leves A (0,57-2,63 mg/dL) 72 6,63 (+16,28) 69 84,71(+253,61) 1419,53
Livres K/x (0,26-1,65
72 6,36 (+14,02) 68 162,12 (£342,75) 0
mg/dL)

Abreviaturas - VR: Valores Referéncia, GMSI: gamapatia monoclonal de significado indeterminado, MM: mieloma miiltiplo,

LP: Leucemia de Plasmdcitos, LDH: Lactato Desidrogenase, N: Frequéncia absoluta.

Relativamente ao estadiamento, os casos de MM foram classificados de acordo com os sistemas

ISS e R-ISS. Dos 73 casos de MM, apenas 55 puderam ser classificados segundo 0 ISS, devido a

auséncia de 18 resultados da p2-microglobulina. Além disso, apenas 39 casos foram

classificados de acordo com o R-ISS, devido a auséncia combinada de resultados da R2-

microglobulina e analises de citogenética (FISH).
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Segundo os critérios do ISS, a maioria dos casos classificados (38,2%) encontrava-se no estadio
I no momento do diagndstico, o que sugere um prognastico relativamente mais favoravel nesses
casos. Ja em relacao ao R-ISS, que incorpora informacoes citogenéticas e de LDH, a maior parte

dos casos (48,7%) foi classificada no estadio Il refletindo um perfil de risco intermédio (Tabela 9).

Tabela 9 Niimero de casos do estadiamento ISS e R-ISS.

Estadiamento | I 1 Total
ISS (N/%) 21(38,2%) 16 (29,1%) 18 (32,7%) 55
R-ISS (N/%) 1(28,2%) 19 (48,7%) 9(23,1%) 39

4.2  Alteracoes genéticas mais frequentes por discrasia plasmocitaria

A andlise das alteracoes genéticas nos casos com MM e LP foi realizada utilizando a técnica de

FISH. A Tabela 10 apresenta a distribuicao das diferentes alteracdes genéticas observadas.

Tabela 10 Alteracoes genéticas por FISH.

Alteracao citogenética por FISH

DP
SA t(11;14) Del(17p) t(4;,14) Ganho(1qg) t(14;16) Trissomia Total
MM (N/%) 23 (45,1%) 7(13,7%) 7(13,7%) 3(5,9%) 8 (15,7%) 2(3,9%) 1(2%) 51(100%)
LP (N/%) 1(50%) 0 1(50%) 0 0 0 0 2(100%)

Abreviaturas - SA: Sem aiteracoes N: nimero de casos de patologia com a mutacdo, %: percentagem de casos por patologia
com a mutagdo.

No MM, amaioria dos casos (45,1%) nao apresentou alteracdes citogenéticas. As alteracdes mais
frequentes foram o Ganho(1g), a t(11;14), observadas em 15,7% e 13,7% dos casos submetidos a
FISH, respetivamente. E importante notar que essas alteracées nao sao classificadas como de
alto risco pelo sistema R-ISS. Em contraste, a delecao do 17p (Del(17p)), encontrada em13,7% dos
casos de MM, é identificada como uma alteracao de alto risco de acordo com o R-ISS. Outras
alteracdes citogenéticas detetadas incluiram a t(4;14) em 3 casos (5,9%) e a t(14;16) em 2 casos
(3,9%), ambas também classificadas como de alto risco pelo sistema R-ISS. A trissomia foi

observada em1caso (2%), mas nao é considerada uma alteracao de alto risco.
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4.3  Andlise da expressao antigénica

A tabela 11 sumariza os resultados dos marcadores CD19, CD45, CD56, CD28, CD27, CD117 e
CD81, discriminando a percentagem de fendtipos homogéneos (positivos e negativos),

heterogéneos (negativos e positivos).

Tabela 11 Padrdo de expressdo antigénica nas discrasias plasmocitdrias estudadas.

Homogéneo % Heterogéneo% Total%
Antigénio DP N

+ - + - + -

GMSI 73 0 68,5 41 274 41 95,9

CD19 MM 73 14 931 27 28 41 95,9
LP 2 100 0 0 0 100 0

GMSI 73 55 e 16,4 6,9 219 781

CD45 MM 73 9,6 76,7 9,6 41 19,2 80,8
LP 2 0 50 50 0 50 50

GMSI 73 54,8 24,7 16,4 41 712 288

CD56 MM 73 65,8 219 10,9 14 76,7 233
LP 2 0 0 100 0 100 0

GMSI 69 34,8 56,5 58 29 40,6 594
(D28 MM 7 M7 50 83 0 50 50
LP 2 100 0 0 0 100 0

GMSI Il 60,6 19,7 98 99 70,4 29,6

CD27 MM 72 25 36,1 16,7 22,2 17 583

LP 2 0 100 0 0 0 100

GMSI 72 639 19,4 13,9 28 778 22,2
D17 MM 73 37 342 26 2,8 63 37
LP 2 0 50 0 50 50 50
GMSI 72 11 611 139 139 25 75

CD81 MM 73 151 65,8 12,3 6,8 27,4 72,6
LP 2 0 50 50 0 50 50

Abreviaturas - N: niimero de casos onde o antigénio foi testado, %: percentagem de casos, % total: Refere-se ao conjunto de casos
com fendtipo positivo/negativo, independentemente da sua heterogeneidade. Casos heterogéneos com >20% de células positivas
foram incluidos nos casos positivos, DP: discrasia plasmocitdria, GMSI: gamapatia monoclonal de significado indeterminado, MM:
mieloma muiltiplo, LP: Leucemia de Plasmdcitos, +: positivo, - : negativo.
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No que diz respeito as expressoes aberrantes na GMSI, o marcador CD19 exibiu uma expressao
homogénea negativa em 68,5% dos casos, enquanto em 27,4% dos casos apresentou-se como
heterogénea negativa. O CD45, por sua vez, revelou uma expressao homogénea negativa em
71,2% dos casos, 5,5% apresentou uma expressao homogénea positiva, 16,4% apresentou uma
expressao heterogénea positiva e 6,9% uma expressao heterogénea negativa. Em relacao ao
CD56, 54,8% dos casos foram identificados com expressao homogénea positiva, e 16,4% com
expressao heterogénea positiva. 0 CD28 apresentou uma expressao homogénea positiva em
34,8% dos casos, enquanto o0 CD27 mostrou uma expressao homogénea negativa em19,7% dos
casos e uma expressao heterogénea negativa em 9,9%. No caso do CD117, observou-se uma
expressao homogénea positiva em 63,9% dos casos, e uma expressao heterogénea positiva em
13,9%. Ja 0 CD81 apresentou uma expressao homogénea negativa em 61,1% dos casos, e 13,9%
exibiu expressao heterogénea negativa.

No MM, o CD19 demonstrou uma expressao homogénea negativa em 93,1% dos casos, e 2,8%
exibiram uma expressao heterogénea negativa. Quanto ao CD45, verificou-se uma expressao
homogénea negativa em 76,7% dos casos, e uma heterogénea negativa em 4,1%. O CD56
apresentou uma expressao homogénea positiva em 65,8% dos casos, e uma expressao
heterogénea positiva em 10,9%. Em relacao ao CD28, observou-se uma expressao homogénea
positiva em 41,7% dos casos e heterogénea positiva em 8,3%. A expressao do CD27 foi
homogénea negativa em 36,1% dos casos e heterogénea negativaem 22,2% dos casos. 0 CD117
manifestou-se com uma expressao homogénea positiva em 37% dos casos, enquanto 26%
exibiram expressao heterogénea positiva. Contrariamente, o CD81 apresentou uma expressao
homogénea negativa em 65,8% dos casos, com 6,8% dos casos apresentando expressao
heterogénea negativa.

Em relacdo a LP, verificou-se 100% de positividade homogénea no marcador CD19. Um dos
casos nao expressou CD45, enquanto outro apresentou um fenétipo heterogéneo positivo. No
que concerne ao CD56, este marcador apresentou expressao heterogénea positivaem100% dos
casos. A expressao do CD28 foi homogénea positiva em todos os casos, enquanto o CD27 foi
uniformemente homogéneo negativo. Quanto aos marcadores CD117 e CD81, ambos
apresentaram expressao homogénea negativa em 50% dos casos, enquanto o CD117 apresentou
expressao heterogénea negativa nos outros 50% dos casos, e 0 CD81 apresentou expressao

heterogénea positiva nos restantes 50% dos casos.
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4.4 Associacao entre os marcadores celulares e o estadiamento ISS e R-ISS

Foi analisada estatisticamente a relacao entre a expressao dos antigénios e o estadio do MM. Os
resultados estao expressos na tabela 12, por frequéncia absoluta e relativa relativamente a

negatividade e positividade em cada estadio.

Tabela 12 Associacéio entre o padréo antigénico no MM e o estadiamento ISS e R-1SS.

Sistema de estadiamento ISS (N=55) Sistema de estadiamento R-ISS (N=39)
[ I n p [ I I p
Antigénio
% N % N % N % N % N %
2 95 0 - 1 56 1 91 1 53 0 -
cD19 0,769 1,000
19 90,5 16 100 17 94,4 10 909 18 947 9 100
+ 7 333 3 18,8 1 5,6 4 36,4 3 15,8 0 -
CDh45 0,091 0,142
- 14 66,7 13 813 17 94,4 7 636 16 842 9 100
+ 13 61,9 15 93,8 12 66,7 6 545 17 895 5 55,6
CD56 0,074 0,052
- 8 381 1 6,3 6 333 5 455 2 105 4 44,4
+ 12 571 5 313 6 35,3 5 455 7 38,9 2 22,2
CD27 0,259 0,623
- 9 429 1 68,8 1 64,7 6 545 1 61,1 7 778
+ 10 476 7 43,8 9 52,9 6 545 8 421 4 50
CD28 0,941 0,91
- ikl 52,4 9 56,3 8 471 5 455 1 579 4 50
+ 8 381 12 75 13 72,2 4 364 15 789 5 55,6
cbony 0,038* 0,075
- 13 61,9 4 25 5 278 7 63,6 4 211 4 44 4
+ 7 333 2 12,5 7 38,9 4 36,4 5 26,3 4 44 4
CDh81 0,193 0,678
- il 66,7 14 875 1 611 7 636 14 737 5 55,6

Abreviaturas-1/11/1ll niveis de estadiamento, +: positivo, - : negativo, N: numero de casos positivos/negativos, %: frequéncia
relativa, *: estatisticamente significativo, p: valor de p.

A tabela apresenta a relacao entre os padrdes antigénicos e o estadiamento do MM de acordo
com os sistemas ISS e R-ISS. A expressao dos marcadores CD19, CD45, CD27, CD28,CD81e a
sua relacao com os diferentes estadios no ISS e R-ISS, nao mostrou nenhuma significancia
estatistica, sendo o valor de p>0,05.

Relativamente ao CD117, o valor de p foi de 0,038 mostrando uma associacao estatisticamente
significativa entre a expressao de CD117 e o estadio ISS. Observando-se uma positividade em
38,1% dos casos no estadio |, 75% dos casos no estadio |l e em 72,2% dos casos no estadio lll.
Em contraste apresentou negatividade em 61,9% dos casos no estadio |, 25% dos casos no
estadio Il e 27,8% dos casos no estadio Ill. No que concerne ao R-ISS nao se observou nenhum

valor estatisticamente significativo na relacao do estadio com a expressao de marcadores
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celulares estudados. No entanto, observou-se um valor de p de 0,052 no R-ISS, e de 0,074 no
ISS associado ao CD56. Embora nao seja estatisticamente significativo é de se notar a
proximidade com o valor de p significativo. 0 CD56 apresentou positividade em 54,5% dos casos
no estadio |, 89,5% dos casos no estadio Il e 55,6% dos casos no estadio lll na classificacao R-

ISS.

45 Associacao entre o padrao da expressao antigénica e as alteracoes citogenéticas

presentes nos casos em estudo

A tabela 13 apresenta os resultados de uma analise estatistica para identificar possiveis
associacoes entre a expressao de diferentes antigénios (CD19, CD56, CD45, CD27, CD28, CD117,
CD81) e a presenca de alteracdes citogenéticas especificas num grupo de 59 amostras. As

alteracdes citogenéticas investigadas incluiram: t(11;14), del(17p), t(4;14), ganho(1g) e t(14;16).

Tabela 13 Associagiio entre o padriio de expressdo fenotipica com alteracdes citogenéticas.

Alteracbes citogenéticas

Antigénio
N=59  t(11:14) p Del{17p) p t(4:14) p Ganho(1g) p t(14:16) p

+ 3 0 0 0 0 0

CD19 0690 03 0360 0748 0360
- 56  7(125%) 8(14,3%) 2 (118%) 10 (17.9%) 2(3,6%)

(D56 * 45 slesH) 0,445 8 8% 0,259 2 a.4%) 0,072 9(20.0%) 0,07 0 0,072
- 14 3(214%) 0 ' 1(71%) ' 1(71%) ' 2(14,3%) '
+ 12 2(167%) 1(8,3%) 0 3(25,0%) 0

(D45 0799 1000 ___ 0838 0732 0848
- 47  5(10,6%) 7 (14,9%) 3(6,4%) 7(14,9%) 2(4,3%)
+ 24  3(125%) 1(4,2%) 1(4,2%) 6 (25,0%) 1(4,2%)

D27 063 . 0203 0558 . 0421 " 0558
- 34 3(88%) 7(20,6%) 2 (5,9%) 4 (1.8%) 1(2,9%)
+ 39  4(133%) 4(133%) 1(3,3%) 6(20%) 2(6,7%)

CD28 0596 0497 0415 0657 045
- 271 3(M1%) 3 (111%) 2(7,4%) 4(14.8%) 0
+ 40  3(75%) 5 (12,5%) 1(2,5%) 8 (20,0%) 2(5,0%)

o7 0303 0800 0609 0455 0609
- 19 4(211%) 3(15,8%) 2 (10,5%) 2 (10,5%) 0
+ 19  3(158%) 2 (10,5%) 1(53%) 2 (10,5%) 2 (10,5%)

CD81 0846 100 QW2 0455 Q0152
- 40 4(10%) 6 (15%) 2 (5%) 8 (20%) 0

Abreviaturas - SA: sem alteragdio, p: valor de p, +: positivo, - :negativo, N: niimero de casos, %: percentagem de casos positivos/negativos
com a mutagdo, p: valor de p.

Todos os valores de p foram superiores a 0,05, indicando que nao ha evidéncias estatisticas
suficientes para afirmar que a expressao dos antigénios analisados esta significativamente

associada a presenca das alteracoes citogenéticas investigadas.
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Associado ao CD56+ foi observada uma maior frequéncia de ganho de 1g, em (20% dos casos) e
dadel(17p) em17,8% dos casos. Destaca-se também a associacao entre 0 CD56- e a t(14;16) com
um valor de p de 0,072, além da t(11;14) que corresponde a 21,4% dos casos. Embora este valor

nao atinja significancia estatistica, encontra-se muito préximo do limite convencional de 0,05.

4.6 Associacao entre o padrao de expressao antigénica de conjunto de marcadores

celulares com o estadio

0 CD117 mostrou um valor estatisticamente significativo na sua relacao com o ISS, enquanto o
CD56 mostrou um valor de p aproximado do valor estatisticamente significativo. Posto isto,
foramrealizadas 4 combinacdes entre 0 CD117 e 0 CD56 (CD56+/CD117-, CD56+/CD117+, CD56-
/CD117+, CD56-/CD117-), com o intuito de verificar a associacao dos dois marcadores celulares

com o estadio no momento do diagndstico. Os resultados estao expressos na tabela 14.

Tabela 14 Associagdo entre o padrdo de expressio do CD56 e CD117 e o estadiamento ISS e R-ISS.

ISS (N=55) R-ISS (N=39)

Antigénios N p N p
| I ] | ] m
CD56+/CD117- 10 5(50%) 0 5(50%) 0,055 6 2(33,3%) 2(333%) 2(333%) 0,019
CD56+/CDN17+ 25 3 (12%) 13(52%) 9(36%) 0,001* 20 2 (10%) 13 (65%) 5 (25%) 0,035*
CD56-/CDNM7- 5 3(60%) 1(20%)  1(20%) 0,61 5 3(60%) 0 2 (40%) 0,031
CD56-/CDN17+ 15  10(66,7%) 2(133%) 3(20%) 0,032 8 4 (50%) 4 (50%) 0 0,150

Abreviaturas - N: Niimero de casos por estadio, I/l1/11I: diferentes estadios, *: valor estatisticamente significativo, p: valor de p.

No que respeita ao estadiamento pelo ISS, observou-se para o fenétipo CD56+/CD117- (N=10),
uma distribuicdo equitativa de casos entre os estadios | e Il (50%). Para o fendtipo
CD56+/CD117+ (N=25), a maioria dos casos (52%) concentrou-se no estadio Il. Ja para os
fendtipos CD56-/CD117- (N=5) e CD56-/CD117+ (N=15), foi no estadio | que se verificou a maior
frequéncia de casos (60% e 66,7%, respetivamente).

Quanto ao estadiamento pelo R-ISS, o fendtipo CD56+/CD117- (N=6) apresentou uma
distribuicao equilibrada de casos entre os trés estadios (33,3%). Para o fenétipo CD56+/CD117+
(N=20), o estadio Il registou a maior frequéncia de casos (65%). Por sua vez, o estadio |
concentrou o maior nimero de casos (60%) com o fendtipo CD56-/CD117- (N=5), enquanto para
o fendtipo CD56-/CD117+ (N=8) revelou uma distribuicao equivalente (50%) entre os estadios |

ell.
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Os valores de p demonstram uma associacao estatisticamente significativa entre os fenétipos
CD56+/CD117+ e o estadiamento pelo ISS e R-ISS (p=0,001 e p=0,035), bem como entre os
fendtipos CD56-/CD117+ no estadiamento ISS (p=0,032). No estadiamento R-ISS verificaram-
se alteragdes estatisticamente significativas no grupo CD56+/CD117- e CD56-/CD117-, com

valores de p de 0,019 e 0,031 respetivamente.

5 Discussao

O presente estudo analisou 148 casos de discrasias plasmocitdrias, abrangendo trés patologias
principais e bem caraterizadas pela imunofenotipagem por citometria de fluxo, nomeadamente a
GMSI, 0 MM e LP. O estudo permitiu tracar um perfil dos casos diagnosticados na ULS de S. Joao,
abrangendo parametros sociodemograficos, laboratoriais, citogenéticos e imunofenotipicos.

A média de idade dos casos diagnosticados com discrasias plasmocitarias foi de cerca de 68
anos para a GMSI, 63 anos no MM e 72 anos para LP, o que estd em conformidade com os dados
epidemioldgicos descritos na literatura, sublinhando o fato de que estas condicoes afetam
predominantemente uma populacao envelhecida 869,

Além disso, verificou-se uma distribuicao ligeiramente maior de casos de MM em mulheres. A
predominancia do sexo feminino nas discrasias plasmocitarias retrata uma informacao contraria
ao que é descrito habitualmente naliteratura. A maioria dos estudos apontam uma frequéncia de
mais casos no sexo masculino © neste contexto podemos considerar como causa destas
diferencas o contexto demografico ou geogréfico ™.

No contexto das discrasias plasmocitdrias, os parametros laboratoriais sao cruciais para o
diagndstico e progndstico. No presente estudo, verificou-se que os valores médios de
hemoglobina, ureia e creatinina eram significativamente alterados nos casos de MM e LP. Os
casos de MM apresentaram, em média, niveis de hemoglohina de 10,02 g/dL, enquanto aqueles
com LP mostraram uma anemia mais pronunciada, com valores médios de 6,6 g/dL. Esta anemia
pode ser explicada pela infiltracao da medula 6ssea por células plasmaticas neoplasicas, um dos
principais mecanismos patogénicos do MM, levando a supressao da eritropoiese. Por outro lado,
os niveis elevados de ureia e creatinina, particularmente no MM, apontam para possiveis
alteracoes nafuncao renal dos casos estudados, uma condi¢ao frequente associada a deposicao
de cadeias leves de imunoglobulinas nos tubulos renais, que se encontram aumentadas no MM e
na LP, o que culmina na sindrome de insuficiéncia renal. E de referir que estes dois parametros

fazem parte dos critérios CRAB utilizados no diagnéstico destas patologias .
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Relativamente as alteracdes citogenéticas, através de FISH, embora na maioria dos casos nao
tenham sido observadas alteracdes, as existentes apresentaram concordancia com a
literatura(21,72). O ganho de 1q foi observado em 15,7% dos doentes com MM. Esta alteracao
citogenética é frequentemente identificada em casos de MM e é associada por varios autores a
uma doencga mais agressiva e pior progndstico, uma vez que as alteracdes induzem instabilidade
genética nas células do mieloma a resisténcia ao tratamento ®'7>74 portanto, a sua identificacao
precoce é essencial para ajustar a estratégia terapéutica ™,

A t(11;14) é descrita como a alteracao cromossémica mais frequente no MM, contudo no presente
estudo foi a segunda alteracao genética mais frequente (13,7% dos casos), estando relacionada
segundo a maioria da literatura, com percurso indolente da doenca e a umaresposta favoravel ao
tratamento, sendo classificada como uma alteracao de risco standard”’®. Contudo, alguns
estudos tem vindo a associar esta alteracao a um risco intermédio, devido a sua associacao a
uma menor sobrevida na era dos novos farmacos 7¥. Neste estudo, quando estudada a sua
associacao com o fendtipo, 21,4% dos casos CD56 negativos apresentaram a t(11;14), embora o
valor de p nao tenha sido estatisticamente significativo, Shi e colaboradoras relacionaram a
t(11:14) com a negatividade do CD56,

A presenca de delecées no 17p foi identificada em 13,7% dos casos de MM. Esta alteracao
citogenética envolve a perda do gene TP53, conhecido por regular o ciclo celular e a apoptose, e
é um dos fatores progndsticos adversos no MM 747, Os doentes com esta alteracao tendem a
ter uma doenca mais agressiva, com menor resposta aos tratamentos convencionais e uma
sobrevida global mais curta ™. Outras alteracdes observadas com alto risco de progressao e
baixa taxa de sobrevida foram as translocacdes t(4;14) e t(14;16). Narita et al. observou no seu
estudo que todos os casos com t(14;16) eram CD56 negativos 7, assim como no nosso estudo.
Ambas as translocacdes estao associadas, na literatura, a um mau progndstico e baixa
sobrevida™.

A expressao de marcadores antigénicos nas discrasias plasmocitarias é outro fator importante
para caraterizacao da doenca. Os marcadores utilizados para identificacao de plasmdcitos sao o
CD38e (D138, que foram 100% positivos em todos os casos no presente estudo.

Os plasmdcitos normais/reativos podem expressar uma quantidade residual de células CD19 ou
CD45 negativas, bem como CD56 positivas “®). No entanto, o fenétipo normal expressa mais de
70% de células CD19 e CD45 positivas e menos de 15% de células CD56 ©4®), Os casos

observados neste estudo apresentaram uma expressao de CD19 e CD45 negativa em mais de
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70% dos casos, assim como uma expressao positiva de CD56, tanto na GMSI como no MM. As
diferencas entre a expressao de CD19 e CD45 no MM e na GMSI foram menos evidentes do que
as descritas na literatura ™®, pois foi observada uma expressao negativa na maioria dos casos
independentemente da discrasia plasmocitaria, enquanto a literatura refere uma maior
percentagem de expressao CD19, e uma expressao equitativa de CD45 na GMSI face ao MM 79,
Por suavez, naLP observou-se 100% de positividade do CD19, a literatura refere uma expressao
heterogénea ©°, contudo este resultado é de dificil discussao pelo facto da nossa amostra nao
serrepresentativa.

A relevancia progndstica do CD45 permanece um tema controverso. Alguns autores
argumentam que a sua positividade esta associada a um pior progndstico, devido, em parte, a
interacao entre a interleucina-6 e as células CD45 positivas, o que promove a sua proliferacao 4.
Por outro lado, outros autores defendem que a negatividade do CD45 pode estar ligada a um
progndstico desfavordvel, exemplificado pela promocao do VEGF (vascular endothelial growth
factor) e o consequente aumento da angiogénese . Neste estudo nao obtivemos um valor com
significancia estatistica que relacionasse o CD45 com o estadio da doenca.

Embora a expressao de CD56 tenha sido positiva nas duas discrasias, a GMSI apresentou um
fendtipo mais heterogéneo, e 0 MM uma percentagem mais elevada de casos CD56+ (65,8%), 0
que é concordante com a literatura 649, Ja a LP apresentou dois casos heterogéneos positivos.
0 CD56 é umamoléculade adesao e normalmente nao é expresso em plasmdcitos normais, a sua
relacao com o progndstico é controversa, embora vdrios estudos relacionem a expressao de
CD56 com bom progndstico ©9. A expressao de CD56 € considerada importante na formacao de
lesdes liticas, pois as interacdes entre as células plasmaticas e as células estromais e
osteoblasticas resultam numa diminuicdo na producao da matriz dssea. Apesar desta
associacao, a sua funcao como molécula de adesao promove a diminuicao de doenca
extramedular ©". No estudo da relacao entre o fendtipo com o estadio, embora o CD56 ndo tenha
atingido o valor de significancia estatistica, mostrou um valor muito aproximado associado ao
estadio R-ISS, ISS e na sua relagcao com as alteracoes citogenéticas, respetivamente. A maior
concentracao de casos associada ao marcador CD56+ distribuiu-se pelos estadios I/Il tanto no
R-ISS como o ISS. Uma maior amostra poderia confirmar se a expressao deste marcador estd
associado ao estadio da doenca.

0 CD27, pertencente a superfamilia de recetores do fator de necrose tumoral, e € um antigénio

altamente expresso nos plasmdcitos normais. Tanto no MM quanto na GMSI, ohservou-se uma
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expressao reduzida, com uma diferenca marcante entre a expressao positiva na GMSI (60,6%) e
no MM (25%). Estudos sugerem que essa variacao de expressao pode atuar como um marcador
diferenciador entre condicdes pré-malignas e malignas 778, além de servir como um indicador
de prognéstico, dado o papel regulador do CD27 no microambiente tumoral *”. No nosso estudo
nao se observou uma relacao deste marcador com o estadio.

A literatura também destaca uma maior expressao de CD117 na GMSI quando comparada ao MM
78) o que esta em concordancia com os dados do nosso estudo, que apresentou positividade em
63,9% dos casos de GMSI contra 37% dos casos de MM. Vale ressaltar que o CD117 é negativo
nos plasmdcitos normais, mas, quando positivo no MM, esta frequentemente associado a um
bom progndstico ©'#2. No nosso estudo a associacao entre este marcador e o estadio pelo 1SS foi
estatisticamente significativo e a relacao com o R-ISS foi quase estatisticamente significativa,
podendo, provavelmente ser elucidativa com uma maior amostragem. A maioria dos casos de
CD117+ concentram-se no estadio I/11 no ISS e R-ISS. 0 CD117 é um recetor de tirosina quinase
normalmente expresso em mastadcitos. No nosso estudo a relagao entre a expressao positiva de
CD117 e um estadio mais baixo é concordante com o descrito na literatura. A hipdtese formulada
é que o0 CD117 atua como molécula de adesao, o que pode levar a ancoragem de plasmdcitos na
MO limitando-o0s a mesma 5883,

Relativamente ao CD28 observou-se uma maior expressao nos casos de MM (41,7%)
comparando com os casos de GMSI (34,8%). Este marcador é encontrado predominantemente
em células T, tem baixa expressao em plasmacitos normais, mas em plasmdcitos mielomatosos
é expresso em niveis similares aos observados nas células T ©48%, Sequndo a literatura este
marcador é expresso apenas em alguns casos de GMSI e quando expresso no MM é associado a
mau progndstico “?, mas no presente estudo ndo se observou nenhuma associacao com o
estadio da doenca.

0 CD81, por sua vez, é uma molécula presente em plasmadcitos normais e desempenha um papel
crucial na regulacao da expressao do CD19, estando envolvido no crescimento celular e na
sinalizacao, quando expresso em casos de MM esta frequentemente associado a um pior
progndstico “8%?). No entanto, neste estudo nao foi encontrada uma associacdo entre a sua
expressao e um estadio mais avancado da doenca. Observou-se uma expressao negativa de
CD81em 65,8% dos casos de MM e em 61,1% dos casos de GMSI. De acordo com a literatura, a
expressao de CD81nos casos de MM é observada em 13-40% dos casos, o que é coerente com

0s nossos resultados, que apontam uma positividade de 15,1% (9,
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Os marcadores mais Uteis na distincao entre o fendtipo aberrante e o fenétipo normal foram o
CD19, CD45, CD56 e CD81. Pois estes antigénios apresentaram uma maior frequéncia de casos
com expressao alterada, a sua expressao em plasmdcitos normais é definida, sequndo a
literatura, por: mais de 70% de plasmdcitos CD19 positivos, menos de 15% de plasmdcitos CD56
positivos e 100% de plasmdcitos CD81 positivos® .

Relativamente a associacao entre o CD56 e o CD117, no nosso estudo verificou-se que os casos
com positividade dos dois marcadores, CD56+/CD117+, se enquadravam no estadio I/l de
acordo com o estadiamento ISS e R-ISS. Alguns autores referem que a positividade destes dois
marcadores estao relacionados com um melhor progndstico e sobrevida, enquanto a
negatividade esta associada a um pior progndstico®”. Apesar dos nossos resultados
relativamente ao fendtipo CD56+/CD117+ serem concordantes com os de outros autores, os
casos com fendtipo CD56-/CD117- apresentaram um resultado contrario ao apontado pela
literatura®'#” visto que a maioria dos casos se encontrava no estadio 1/1l com um valor de p
estatisticamente significativo. Esta discrepancia de resultados do nosso estudo com o de outros
autores pode estar associada a nossa baixa amostragem (N=5).

A andlise realizada revelou que ha areas merecedoras de aprofundamento em futuras
investigacoes sobre discrasias plasmocitarias. Recomenda-se a ampliacao da amostragem para
permitir uma analise mais robusta. A diversificacao geografica dos estudos poderia elucidar
discrepancias, como a predominancia feminina observada em casos de mieloma miiltiplo (MM).
Além disso, uma analise mais aprofundada dos marcadores imunofenotipicos, como CD56 e
CD117, pode ser pertinente para esclarecer as suas correlacoes com os estadios da doenca e

progndstico.
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6 Conclusao

Este estudo analisou 148 casos de discrasias plasmocitdrias, fornecendo uma visao abrangente
sobre o perfil sociodemografico, citogenético e imunofenotipico de patologias como a GMSI, o
MM e a LP. A média de idades dos doentes e a distribuicao por sexo alinharam-se com dados da
literatura, exceto pela predominancia feminina no MM, que pode estar relacionada a fatores
regionais ou comportamentais.

Alteracdes laboratoriais, como anemia e insuficiéncia renal, foram frequentes, especialmente no
MM e LP, reforcando o seu papel central no diagndstico e progndstico.

As alteracoes citogenéticas confirmaram-se como fatores importantes para caraterizacao da
doenca, bem como os parametros laboratoriais.

Os anticorpos do consarcio da Euroflow mostram-se pertinentes naidentificacao das patologias
estudadas. Os antigénios CD19, CD45,CD56 e CD81 foram aqueles cuja a expressao mais se
distinguiu de um fendtipo normal.

A imunofenotipagem destacou a expressao de CD56 e CD117, como marcador associado a
estadios mais precoces segundo a classificacao ISS e R-ISS.

Por fim, a citometria de fluxo provou ser uma ferramenta crucial para o estudo das discrasias
plasmocitarias, permitindo uma avaliacao detalhada do perfil imunofenotipico das células. A sua
capacidade de identificar marcadores especificos e de distinguir subtipos de doenca contribui

para o diagndstico e progndstico.
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Figura14 Avdliagio da expressio dos marcadores celulares estudados, num caso de plasmdcitos normais: (A) Expressdo homogénea positiva de CD38 (CD38
vs SSC): (B) Expressiio homogénea positiva de CD138 (CD138 vs SSC); (C) Expresséio homogénea positiva de CD45 (CD45 vs SSC); (D) Expressdo policlonal de
cadeias kappa/lambda ; (E) Expressio homogénea positiva de CD27 (CD27 versus SSC); (F) Expressio homogénea negativa de CD28 (CD28 versus SSC); (G)
Expressio heterogénea positiva de CD19 (CD19 versus SSC) ; (H) Expresséio homogénea negativa de CD117 (CD117 versus SSC): Expressdo homogénea
negativa de CD56 (CD56 versus SSC); Expresséo homogénea positiva de CD81(CD81versus SSC); Fonte: ULS S. Jodo.
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