AC&T- ACADEMIA DE CIENCIAS E TECNOLOGIA

Pds-Graduagdo em Hematologia e Banco de sangue

Fernanda de Paula Menezes Batista

Mieloma Multiplo: caracteristicas e
metodologias laboratoriais de
diagnaostico.

Sao José do Rio Preto — SP
2020



Mieloma Multiplo: caracteristicas e metodologias laboratoriais de
diagnostico.

Resumo

O mieloma multiplo é uma neoplasia hematoldgica ocasionada por uma proliferacdo
desregulada dos plasmdcitos na medula 6ssea, que atinge geralmente pacientes com
idades superior aos 65 e é responsavel por 1% dos tipos de cancer no mundo. Para o
Estadiamento do mieloma os médicos responsaveis devem seguir 0s critérios instaurados
pelo Sistema Internacional de Estadiamento. E para o diagnostico devem seguir 0s
padrdes orientados e ser levados em conta a infiltracdo de plasmocitos (>10%) na medula
6ssea ou plasmocitoma dsseo ou extramedular comprovado por biopsia, além de outros
fatores. Exames complementares como hemograma, analise bioquimica, dosagem de
calcio, exames de imagem devem ser usados para definicdo de progndstico a
acompanhamento de tratamento do mieloma.

Palavras chave: Plasmadcitos, mieloma multiplo, diagnostico, exames

Multiple myeloma: characteristics and laboratory methods of
diagnosis.

Abstract

Multiple myeloma is a hematological neoplasm caused by an unregulated proliferation of
plasma cells in the bone marrow, which usually affects patients over the age of 65 and is
responsible for 1% of the types of cancer in the world. In order to stage myeloma, the
responsible physicians must follow the criteria established by the International Staging
System. And for diagnosis, follow the guided standards and take into account the
infiltration of plasmocytes (> 10%) in the bone marrow or bone or extramedullary
plasmacytoma proven by biopsy, in addition to other factors. Complementary tests such
as blood count, biochemical analysis, calcium dosage, imaging tests should be used to
define the prognosis for the treatment of myeloma.
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1. Introducdo

O Mieloma Multiplo (MM) é uma neoplasia hematolégica que compromete a medula
Gssea. Caracterizado por uma proliferacdo clonal ndo regulada de células produtoras de
imunoglobulinas, os plasmocitos. A principal caracteristica desses plasmocitos anormais
é produzir e secretar imunoglobulinas apenas um tipo (monoclonais) anémalas ou
fragmentos dessas, chamadas de proteina M. O MM tem uma representatividade de 1%
de todos os tipos de cancer, e sendo a segunda neoplasia hematolégica mais comum com
a representatividade de 15% (BLADE et al, 2010). A incidéncia do MM é de quatro em
mil habitantes aproximadamente, com discreto predominio do sexo masculino. A idade
mediana ao diagndstico é de aproximadamente 70 anos, assim distribuidos: 37% dos
pacientes sdo diagnosticados com mais de 75 anos, 26%, entre 65 e 74 anos, e 37%,
abaixo dos 65 anos. Raramente 0 MM ¢é diagnosticado abaixo dos 35 anos (0,6% de todos
0s casos). E responsavel por 20% dos 6bitos neste grupo de neoplasias. Os pacientes
possuem sintomaticos, apresentando fadiga, dor ¢ssea ou outros relacionados aos achados
laboratoriais e o diagnostico requer (ZAGO et al, 2013).Para o estadiamento do MM foi
implantado em 2005, o sitema internacional de estadiamento que se baseia na dosagem
de beta-2-microglobulina e albumina sérica (SUCRO et al, 2009). Segundo a Sociedade
Americana de Cancer , o diagnéstico do MM, requer as seguintes opgdes:
Diagnostico de tumor de células plasmaticas (comprovado por biopsia) ou que pelo
menos 10% das células da medula dssea sejam células plasmaticas, deteccdo de proteina
monoclonal na urina ou no sangue (salvo nos casos de MM ndo secretor, onde paciente
deve apresentar 30% de plasmocitos na MO)
E apresentar um dos seguintes critérios chamados de CRAB: C: Nivel de célcio elevado
no sangue, R: Insuficiéncia renal, A: anemia, B: lesGes nos 0ssos devido ao crescimento
do tumor, diagnosticados nos exames de imagem (HUNGRIA, 2013).. Diante de uma
suspeita de MM, o diagndstico deve também se basear nos exames laboratoriais
complementares como: Hemograma, Bioquimica sanguinea, exames de urina, dosagem
de imunoglobulinas, eletroforese de proteinas, dosagem de cadeias leves livres,
citogenética, aspirado e/ou biopsia de MO, exames de imagem e dosagem de beta-2-

microglobulina.



2. Metodologia

O presente trabalho foi conduzido por meio de uma revisdo bibliografia de forma
narrativa, para o trabalho de conclusdo de curso de Pds-graduagdao em Hematologia e
Banco de sangue pela Academia de Ciéncias e Tecnologia de S3do José do Rio Preto. O
levantamento de artigos para o tema foi consultado nas bases bibliograficas da
Biblioteca Virtual em Saude (BVS) e Google académico, utilizando as palavras chave,
“mieloma multiplo”, “diagndstico” “estadiamento”, “exames laboratoriais” e
“plasmécitos”. Buscando trabalhos importantes sobre o tema publicado nos ultimos 10
anos, mas ndo excluindo trabalhos publicados anteriormente a esse periodo, nos

idiomas portugués e inglés.

3. Critérios de diagnostico para o Mieloma Multiplo

De acordo com recomendagdes do International Myeloma Working Group (IMWG) e
da Organizacdo Mundial da Saude, os critérios de diagnostico para o0 Mieloma multiplo
sintomatico (MMS) séo definidos por:

Deve ser constatada infiltracdo de plasmocitos (>10%) na medula Ossea ou
plasmocitoma 0sseo ou extramedular comprovado por bidpsia. Segundo, paciente deve
apresentar deteccdo de proteina monoclonal M no soro ou urina. E por fim, apresentar um
ou mais desses aspectos clinicos denominados como CRAB: C: calcio total > 11,5mg/dL
(hipercalcemia), R: Insuficiéncia renal - creatinina > 2mg/dL, A: Anemia - hemoglobina
>10g/dL ou 2g/dL abaixo do limite inferior normal, B: Les&o de 6rgdo especifico/doenca
Ossea, (Fraturas, lesbes liticas, osteopenia grave, comprovadas por radiografia
esquelética, tomografia computadorizada ou PET) (INTERNATIONAL MYELOMA
WORKING GROUP, 2020). Segundo o Ministério da Saude ndo existe um ponto de
corte especifico para proteina M sérica ou urinaria. Em quase todos 0s casos a proteina
M esté além de 3g/dL de IgG, e de 2,5g/dL de IgA. Nas biopsias realizadas, geralmente
0s numeros de plasmacitos ultrapassam os 10%, mas nenhum nivel minimo é considerado
ja que 5% dos pacientes com MM se encontram com esses valores abaixo de 10%.
(BRASIL, 2015)



4. Estadiamento do Mieloma Multiplo

Em 1975 foi proposto por Durie & Salmon um sistema de estadiamento para 0 MM

(tabela 1), onde foi quantificada a massa tumural dos pacientes, de forma individual,

baseados nos critérios de: concentracdo de hemoglobina (Hb), dosagem de proteina

monoclonal sérica e urinaria, calcio sérico e presenca ou ndo de lesdes (DURIE et

al,1975). Porém, atualmente foi proposto pela International Myeloma Foudation, um

novo e mais eficaz estadiamento em trés etapas. O International Staging System (I1SS) ou

Sistema Internacional de Estadiamento que se baseia nos valores de beta2-microglobulina

e dosagem de albumina sérica como apresentado na tabela 2 (GREIPP et al, 2005).

Tabela 1 - Estadiamento proposto por Durie e Salmon

Estadio Critérios
Hb > 10g/dL
Estadio | Dosagem de célcio sérico normal
Pequena massa tumoral IgG< 5g/dL e IgA <3g/dL
< 0,6 x 102 células/m? Proteinuria na urina <4g/24h

Lesdo Unica ou auséncia

Estadio I Entre os estadios I e 111
Estadio 111 Hb <8,5¢/dL
Elevada Massa tumoral Dosagem de calcio >12mg/dL
>1,2x10%2 células/m? 1gG >7g/dL e IgA >5g/dL

Proteinuria na urina >12g/24h
Diversas lesGes 0sseas

Subclasses
A — Creatinina < 2mg/dL
B- Creatinina > 2mg/dL

Fonte: Adaptado de: DURIE et al, 1975



Tabela 2 — Estadiamento do Mieloma Mdltiplo segundo
Sistema Internacional de Estadiamento

Estadio Critério

Estadio | R2-microglobulina sérica <3,5mg/dL e
albumina sérica >3,5g/dL

Estadio |1 Nem | e nem Il1

Estadio Il 2-microglobulina sérica >5,5mg/dL

Ainda existem duas categorias no estadio Il
B2-microglobulina sérica <3,5mg/dL + albumina sérica <3,5g/dL
B2-microglobulina sérica >3,5mg/dL + albumina sérica >3,5g/dL

Fonte: Adaptado de: GREIPP et al, 2005

5. Exames laboratoriais para 0 Mieloma Multiplo

5.1. Mielograma

Os clones monoclonais secretores de imunoglobulinas (plasmocitos), geralmente
apresentam-se como células ovaloides, com evidente basofilia, citoplasma
acinzentado. Nesses plasmacitos observa-se um halo mais claro entre o ndcleo e o
restante do citoplasma (Complexo de Golgi). Bastante evidentes nas células por conta de
sua vital participacdo na secrecdo de proteinas (HISTOLOGIA,2020).
Quando realizado em pacientes, 0 mielograma apresenta um numero de plasmacitos
clonais > 10%. A clonalidade sera notada pela identificacdo da proteina M no citoplasma
dos plasmaocitos através de coloracdo de imunoperoxidase ou por imunofluoréscencia
(ZAGO,2013). Segundo o Ministério da Saude, o mielograma deve ser colhido e pelo
menos duas laminas precisam ser coradas e realizada uma contagem de pelo menos 500
células nucleadas (BRASIL, 2015).

5.2.Hemograma

De acordo com Zago a maioria dos pacientes com MM apresentam anemia
normocitica e normocrémica. E em 60% dos casos, isso deve-se por uma proliferacéo
de células neoplasicas na medula 6ssea, por uma inibicdo pontual de eritropoiese e a
insuficiéncia renal. (ZAGO et al, 2015) Outro achado comum na lamina dos pacientes
com MM ¢é a presenca de plasmdcitos circulantes e a presenca do empilhamento das
hemécias, mais conhecido como rouleaux. O distanciamento entre as hemacias
ocorre, pois, as mesmas estdo envolvidas por um “aglomerado” de cations. Essa
aglomeracdo de ions provoca uma diferenca de potencial em relacdo ao meio,
denominado potencial Zeta. Esse potencial faz com que as heméacias permanecam
separadas uma das outros (FERNANDES, 2009). No MM, ocorre a anulacdo desse
potencial, devido ao significativo aumento de imunoglobulina, gerando o
empilhamento das hemécias. (NAOUM, 2008). Além disso, a infiltragdo de



plasmécitos na MO pode levar a um nivel baixo de plaquetas no sangue
(trombocitopenia), causando um aumento de sangramentos e hematomas. E gerar a
baixa producdo de células de defesa (leucopenia), podendo ocasionar poblemas no
combate a infec¢cbes (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2020).

Figura 1: Heméacia em Rouleax

Fonte: LACES UFG, 2017

Figura 2: Presenca de Plasmécitos em sangue periférico
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5.4.Bioquimica Sanguinea

A dosagem de creatinina, € um dos exames de sangue que auxiliam na avalia¢do do
MM, pois nesta doenca, a insuficiéncia renal (IR) pode acometer 20% a 35% dos
pacientes e pode aumentar até em 50%, levando em conta a evolugdo do MM. Considera-
se que as diferencas estruturais de cadeias leves podem levar a taxas de toxicidade
especificas para o rim, causando danos. Sera considerado como IR 2mg/dL ou clearence



de creatinina estimado em < 40ml/min. O grau de estadiamento da IR pode variar muito,
mas grande parte dos pacientes apresentam grau moderado. Niveis de creatinina menores
que 4 mg/dl, leva a crer a uma possibilidade da reverséo do quadro (MAIOLINO et al,
2007).

Dosagem de calcio — Ha dois tipos de células Osseas, responsaveis pela “manutengdo”
dos 0ssos. Os osteoblastos sdo células que ajudam na formacdo de novos 0ssos, e 0S
osteoclastos, sdo os que os deterioram. Os plasmocitos em toda sua malignidade ou
células do estroma da MO, produzem os chamados fatores ativadores do osteoclasto
(OAFs). Como por exemplo a IL-1p, TNF-B, IL-6, I1L-11, fator de crescimento de
transformagcéo (TGF)-B (HUNGRIA, 2007). Esses OAFs, estdo envolvidos na patogénese
do MM e levam os osteoclastos a aumentar a velocidade da reabsor¢do Gssea, que nao é
acompanhada do modo pelos osteoblastos. Formando um desequilibrio e fazendo com
que haja o desgaste Gsseo. (American Cancer Society,2020). Quando 0s 0Ss0S ou
vertebras sdo atingidos dessa forma, podem ocorrer fraturas esporadicas ou causadas por
pequenos traumas. A destruicdo desses 0ssos acaba levando a um aumento consideravel
de liberacdo de calcio na corrente sanguinea (hipercalcemia). E niveis de calcio sanguineo
dosados acima de 15 mg/dl podem colocar os pacientes acometidos pelo MM em perigo
e causar sintomas como, vomitos, alteracdes neurologicas, letargia e até mesmo coma
(DELAMAIN, 2018).

A R2-microglobulina(B2M) é uma proteina encontrada em todas as células nucleadas e
esta associada ao complexo de histocompatibilidade classe 1, presente nas membranas da
superficie celular (principalmente de linfécitos e monacitos). A R2-microglobulina sérica
elevada indica alta producdo ou liberacdo (FILIPPIN FB et al, 2005). A B2M esta
associada a massa tumoral e serve como um marcador pois pode determinar o
estadiamento e prognostico do MM (LAB TEST, 2019).

5.5.Eletroforese de Proteinas e imunofixacao sérica

A eletroforese de proteinas (EPS) é um método laboratorial realizada em gel de agarose
ou capilar, capaz de segregar proteinas simples encontradas na urina ou no plasma
humano em fragdes, de acordo com suas respectivas cargas elétricas. A EPS é considerada
um dos testes de triagem fundamental para investigacdo e diagndstico da principal
gamopatia monoclonal, o mieloma maltiplo. No MM uma das principais caracteristicas
dos pacientes é o0 aumento uniforme na regido gama (pico monoclonal) devido a produc¢éo
de um dnico clone plasmoticitario secretor de uma unica imunoglobulina (Figura 2).
Muitas vezes a proteina monoclonal envolvida, mostra um pico na fracdo gama, mas o
mesmo pode aparecer na fracao beta, quando a imunoglobulina envolvida é a IgA (SILVA
et al, 2008).



Figura 2 — Pico monoclonal
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Geralmente a eletroforese € feita na urina e sangue, porque as cadeias leves (Proteina
de Bence-Jones) acabam sendo excretadas na urina. Para essa deteccéo, sera realizada a
imunofixacgdo, por se tratar de uma metodologia de larga aplicacdo na identificacdo de
proteinas M, que aparecem em pequenas quantidades e que séo de dificil deteccao por
outros métodos. A imunofixacdo serd capaz de definir qual proteina anormal estara
presente e identificara as cadeias leves (kappa ou lambda) e pesadas (IgM, I1gG, ou IgA)
como mostra a figura 4 (BOTTINI, 2007).

Figura 4: Imunofixacdo sérica no Mieloma Multiplo
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5.6. Dosagem de cadeias leves livres

Para a dosagem das cadeias leves livres lambda ou Kappa no soro ou na urina dos
pacientes com MM, ¢ utilizado o reagente especifico Freelite® (Que demonstra uma
sensibilidade variavel entre 0,3 e 0,4 mg/l,). A dosagem dessas cadeias sera realizada
apenas em casos especificos, quando ndo foi possivel identificar por técnicas comuns o
componente monoclonal envolvido (BOTTINI, 2007).

5.7. Imunofenotipagem por citometria de fluxo

A imunofenotipagem por citometria de fluxo (CMF) é método indispensavel para

diagndsticos. E realizada por meio da incubacdo das células com anticorpos conjugados
a fluorocromos, que permite identificar e caracterizar: diferentes populacdes celulares,
fenotipos significativamente anormais, estagios de maturacdes e marcadores associados
ao progndstico e eficiéncia de tratamentos (Rego EM et al, 2009).
Em células normais, a expressdao de marcadores que mais aparecem na superficie de
linfocitos B sdo: CD19, CD20, CD22 e CD45 e falta do marcador CD56. Porém as células
do MM nédo apresentam o CD19 na superficie. Geralmente uma ausente ou fraquissima
expressdo de CD45 e quase a maioria dos pacientes expressam fortemente o antigeno
CD56. Foram relatados em alguns estudos que os plasmocitos do MM tambéem
apresentam alguns marcadores de antigenos mieldides como o CD117, CD33, CD14,
CD13. E marcadores de antigenos linfoides como o CD10, CD20, CD22 e CD28. Sé&o
antigenos que em muito dos casos se encontram ausentes em plasmacitos normais (LEITE
etal,)

5.8.Citogenética

Apesar de apresentar um baixo rendimento, a citogenética deve ser incluida como um
dos métodos de avaliacdo de diagndstico para 0 MM, pois sera de auxilio no de
esclarecimento diagnostico e progndstico (HIDESHIMA et al, 2004) No MM existem
algumas alteracbes cromossdmicas mais recorrentes e bem definidas. Presenca da
t(11,14), del(13914) e del(17p13). t(11;14) geralmente associado ao MM de cadeias
leves. Ha uma hipotese apoiado pelo fato de que pacientes com translocacdes envolvendo
t(4p16) ou t(4;14) tém um prognostico extremamente ruim (HUNGRIA et al, 2013).

5.9.Exames de imagem

Para o diagndstico complementar do MM, os exames imagens podem analisados através
de radiografias, ressonancia magnética (RM) ou tomografia computadorizada (TC). Na
maioria dos casos, as radiografias sdo utilizadas como exame de partida para a
investigacdo do MM, onde ha 75 % de positividades nos pacientes. Geralmente é descrito
o0 plasmocitoma (Uma lesdo Unica que acomete principalmente coluna, costelas, cranio e
pelve), mielomatose (Definido como o comprometimento do esqueleto, com lesdes de



tamanhos geralmente iguais, que podem se apresentar em conjuntos e formar grandes
areas de destruicdo 6ssea). A RM permite ao médico a visualizagdo do tumor na MO. O
que auxilia na precisdo da extensdo da doenga e permite acompanhar a evolugdo do
tratamento. Na TC é possivel enxergar lesdes nos 0ssos, nos tecidos moles e até mesmo
fraturas (Suro et al 2009)

6. Tratamento

Para tratamento do MM, deve sempre se olhar primeiro para a populacdo com idade
com idade mais avancada e pacientes que apresentam varias comorbidades. As indicacdes
de tratamento sdo: Quimioterapia de primeira linha e seguindo recomendacdes do
Regulamento Técnico vigente do Sistema Nacional de Transplantes deve-se avaliar as
indicacdes de transplante de células-tronco hematopoéticas (TCTH), aut6logo ou
alogénico (BRASIL, 2015)

7. Conclusao

O mieloma multiplo é caracterizado por uma producdo desregulada de plasmdcitos
secretores de imunoglobulinas advindos de um Unico clone (monoclonal). Essa
proliferacdo, acaba gerando danos aos pacientes como dores dsseas, anemias, disturbios
bioguimicos, entre outros. Sendo responsavel por 15% dos casos de neoplasias
hematoldgicas. E apesar de ultimamente ter sido bastante estudado, 0 MM ainda envolve
mecanismos que ndo foram compreendidos, como sua causa base. Por mais que se trate
de uma doenca agressiva, alguns pacientes tem uma taxa de sobrevida considerada alta e
convivem com a mesma. E importante para o paciente que todos os esforgos sejam
destinados a eles e que principalmente os passos de diagndstico estadiamento, exames
tanto de imagem, sangue e urina sejam conduzidos de forma correta, pois quanto mais
cedo for detectado, maior pode ser a taxa de sobrevida.
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