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RESUMO

O Mieloma Multiplo (MM) ¢é uma neoplasia hematologica incuravel, de
etiologia desconhecida. Atinge as células plasmocitarias (plasmocitos) da medula
6ssea (MO), que apresentam uma produg@o anormal e monoclonal de uma das cinco
classes ou de um subtipo de cadeia leve de imunoglobulina. Representa 1% das
neoplasias malignas humanas e 10% das hematologicas, perdendo apenas para os
linfomas ndo-Hodgkin’s. As anormalidades cromossomicas descritas no MM sdo
complexas e multiplas, o que dificulta a correlagio entre gendtipo e as
manifestagdes clinicas. As anormalidades no cromossomo 13, particularmente as
delegdes em 13ql4, estdo entre as mais prevalentes e também sdo observadas em
outras doencas de células plasmocitarias. A del(13)(ql4) ¢ um fator progndstico
desfavoravel independente, estd associada a uma sobrevida menor e a uma resposta
terapéutica pobre, que independe do tipo de tratamento. Este trabalho tem como
objetivo avaliar a freqiiéncia da del(13)(q14) e de outras alteragdes cromossdmicas e

moleculares no MM.



1. INTRODUCAO
Aspectos Gerais do Mieloma Multiplo

O Mieloma Multiplo (MM) ¢ uma neoplasia hematoldgica de etiologia ainda ndo
esclarecida, multissistémica e incurdvel, que atinge as células plasmocitarias, também
denominadas plasmocitos, da medula 6ssea (MO). Os plasmocitos representam o
maximo da diferenciacdo dos Linfécitos B e sdo responsaveis pela produgdo das cinco
classes de imunoglobulinas (Ig): IgA, IgD, IgE, IgG e IgM. No MM, os plasmocitos
apresentam uma producdo anormal e monoclonal de uma das cinco classes ou de um
subtipo de cadeia leve de imunoglobulina (kappa ou lambda).!-?

O MM ¢ classificado quanto ao tipo de Ig ou cadeia leve produzida pelos
plasmécitos, sendo o tipo mais comum o MM IgG, responsavel por 50 a 60% dos casos,
seguido pelo MM IgA, com 21% dos casos. Os tipos IgD, IgE e IgM sdo menos comuns

A primeira descricao desta doenca foi em 1844, quando Solly relatou o caso de uma
mulher chamada Sarah Newbury, que apresentava fadiga e dor 6ssea. Na época, o autor
referiu a possibilidade de tratar-se de algum tipo de processo inflamatorio que se
iniciava de uma “agdo morbida” nos vasos sanguineos. )

O MM representa 1% de todas as neoplasias malignas, ¢ a segunda neoplasia
hematologica mais comum, correspondendo a 10% dos casos, perdendo apenas para os
linfomas ndo-Hodgkin’s.!'" A incidéncia anual de MM nos Estados Unidos é de quatro
casos por 100.000 habitantes.” No ano de 2004, 15.270 novos casos de MM foram
diagnosticados nos Estados Unidos, sendo que no mesmo ano 11.070 portadores da
doenga foram a 6bito naquele pais. O MM se caracteriza por acometer pacientes idosos,
apresentando média de idade ao diagnostico de 65 anos. Raramente acomete pessoas
abaixo de 40 anos.® Pouco se conhece sobre a incidéncia e aspectos clinicos do MM
em grupos étnicos da América Latina onde, por véarios séculos, ocorreu uma
miscigenagdo relativamente livre entre ancestrais americanos nativos, mediterraneos e
africanos. No Brasil, a incidéncia de MM ¢ desconhecida e a doenca ndo aparece nas
estimativas anuais fornecidas pelo Instituto Nacional de Cancer (INSTITUTO
NACIONAL DO CANCER - INCA, BRASIL, 2008). Na cidade de Sdo Paulo a
a incidéncia ajustada por idade, entre 1997 e 1999, era de 3,2/100.000 mulheres e
4,1/100.000 homens.



O MM ocorre em todas as etnias e localizagdes geograficas, mas tem prevaléncia
maior em homens e em negros, mas a razio disso nio estd esclarecida.® Ja foi
demonstrada também, uma maior incidéncia de MM em pacientes com baixo nivel
socio econdmico.?) O aumento da incidéncia de MM nos ultimos anos relaciona-se a
uma série de fatores, entre eles, um conhecimento maior da historia natural da doenga ¢
sua patogénese, a melhora dos recursos laboratoriais, o aumento da expectativa de vida
mundial e a exposicdo cronica a agentes poluentes.”) Nao ha um exame de triagem
especifico para esta neoplasia em individuos assintomaticos. Nestes casos. a elaboragao
da hipodtese diagnodstica depende do conhecimento do profissional sobre a clinica da
doenca. ®

Entre os principais achados laboratoriais no MM, o hemograma ao diagnostico
mostra anemia normocitica € normocrémica em 60% dos casos e trombocitopenia em
20%. Cerca de 95% dos casos apresentam intensa aglutinacdo das hemdcias, por
alteracdo na carga elétrica da membrana eritrocitaria, formando verdadeiras pilhas de
hemaécias conhecidas como rouleaux, que sao facilmente observadas em esfregaco de
sangue periférico.” Na eletroforese de proteinas séricas é observado um pico
monoclonal (pico M) caracteristico do MM, denominado proteina M. Este pico
Monoclonal pode ser detectado por eletroforese em 82% dos casos e por imunofixagdo
em 93%. Além da eletroforese, outros exames auxiliam a busca da proteina monoclonal:
imunoeletroforese, nefelometria, imunoturbidimetria e pesquisa de Proteina de Bence
Jones. 17,

Na investigacdo do MM pelo exame de urina, aproximadamente 20% dos pacientes
produzem apenas cadeias kappa ou lambda de Ig (proteina de Bence Jones)
determinando o subtipo cadeia leve. Contudo, a presenga de cadeia leve ndo ¢ detectada
no exame de rotina, sendo necessario o exame especifico. @ A eletroforese de proteinas
séricas e/ou urindrias ¢ fundamental no diagndstico, estadiamento e seguimento clinico.
O aumento da proteina M ¢ observado na eletroforese como um pico estreito na fragao
das gamaglobulinas ou, menos freqlientemente, das betaglobulinas, através do tracado
eletroforético (Grafico 1). A confirmagdo da proteina monoclonal ¢ essencial para
diferenciar gamopatias monoclonais das gamopatias policlonais, uma vez que as

primeiras sdo entidades neoplasicas ou potencialmente neopléasicas, enquanto as tltimas



Grafico 1. A: Perfil eletroforético normal. B: Perfil caracteristico de Componente

Monoclonal (Proteina M) em pacientes com mieloma Multiplo.

resultam de processos reacionais, frequentemente inflamatérios ou infecciosos.!?)

Dor o6ssea ¢ a principal manifestagdo clinica observada em pacientes com MM,
encontrada em 60% dos casos. Anemia estd presente em 73% ao diagnostico,
hipercalcemia em 13% e creatinina maior que 2mg/dL em 19%. (V' Lesdes liticas estdo
presentes em 67% dos individuos e 20% apresentam osteoporose, fraturas ou
compressao medular. O estudo radiografico do corpo inteiro possibilita uma correlagdo
entre a extensdo da doenca e a carga tumoral. Esse método permite o estudo de grandes
areas do esqueleto e detecta fraturas. Aproximadamente 80% dos pacientes possuem
alteragdes Osseas ao diagnostico: osteopenia, lesdes liticas e fraturas espontaneas.!!

No aspirado da medula dssea sdo observados plasmocitos atipicos, porém, a
frequéncia varia dependendo da origem e qualidade do local da aspiragdo. Em 6% dos
casos, apenas a biopsia da medula 6ssea é capaz de demonstrar a infiltragdo medular. )

Em uma forma rara de apresentagdo clinica, denominada MM ndo secretor, ndo ha
producdo de proteina M. Esta corresponde a apenas 1% dos pacientes. ¥ Também, de
3 a 5% das pessoas acima de 50 anos da populagdo geral apresentam proteina M, o que

as caracteriza como portadoras de Gamopatia Monoclonal de Significado Indeterminado



(MGUS). Nao apresentam sinais clinicos da doenga e 25% evoluem para MM, motivo
pelo qual devem ser clinicamente monitoradas, para deteccdo precoce da neoplasia, o
que ir4 influenciar na sobrevida.!?)

Os critérios para diagnosticos do MM sao mostrados no Quadro 1.

- Paraproteina monoclonal M presente, sérica e/ou urindria
- Plasmécitos Monoclonais presentes na M.O > ou igual a 10% e/ou Plasmocitoma
- Dano orgéanico relacionado ao MM (presenca de um ou mais):
(C) — Célcio sérico > de 11 mg/dL: hipercalcemia.
(R) — Insuficiéncia Renal: creatinina > 2 mg/dL.
(A) — Anemia: hemoglobina < 10 g/dL.
(B) — Lesdes Osseas: osteolise ou osteoporose com fraturas compressivas.
Outros: hiperviscovidade sintomatica, amiloidose, infec¢des bacterianas

recorrentes (>2 episddios por ano).

Quadro 1. Critérios diagnosticos para MM.

As manifestacdes clinicas presentes no MM sdo conseqiiéncia direta da infiltragao
neoplasica medular e da presenga da proteina monoclonal no sangue e/ou urina.

Os plasmdcitos afetados no MM podem ser diferenciados dos demais por
imunofenotipagem. Os marcadores CD19- e CD56+ sdo observados em 80% dos
pacientes, enquanto 20% mostram CD19- e CD56-.!!3

A sobrevida varia de poucos meses a mais de dez anos, com média de trés a quatro
anos e alguns fatores estdo relacionados ao prognoéstico. Recentemente, foi estabelecido
um sistema de estadiamento para o MM, elaborado pela International Staging System
(ISS) ,que tem como base a dosagem de 32 microglogulina (B2M) e de albumina sérica,
que permite a classificacdo em trés estadios: I (B2M < 3,5 mg/L e albumina > 3,5
g/dL), com mediana de sobrevida de 62 meses; II (B2M < 3,5 mg/L e albumina < 3,5
g/dL ou B2M de 3,5 a 5,5 mg/L), com mediana de sobrevida 49 meses e III (B2M 5,5
mg/L) e mediana de sobrevida de 29 meses.O estudo do prognoéstico ¢ fundamental para
avaliar a expectativa de vida e adequagdo da terapia, de acordo com o grupo de

risco.(



1.2 ANORMALIDADES CROMOSSOMICAS E MOLECULARES NO MM

As anormalidades cromossomicas descritas no MM sdo complexas e multiplas, o
que dificulta a correlagdo entre mutagdes genéticas e manifestagdes clinicas. Alteracdes
no microambiente medular promovem o crescimento tumoral pela interacdo entre o
estroma, célula neopldsica e citoquinas locais.®) Os plasmocitos apresentam uma
variedade ampla de alteragdes cromossdmicas e moleculares, algumas correlacionadas
com o progndstico, o que influencia a tomada de decisdes terapéuticas.®

Varias translocacdes estdao envolvidas na patogénese do MM. A translocagdo entre o
cromossomo 11 e o 14 [t(11;14)(q13;q32)] resulta em uma expressdo aumentada de
ciclina D1. Esta alteracao ¢ detectada em 90% dos MM de IgM e esta associada a um
aumento de sobrevida dos pacientes tratados com altas doses de quimioterapia. A
translocacgdo t(4;14)(p16.3;q32) leva a um aumento na expressao dos oncogenes FGFR3
e MMSET, estd associada ao MM de IgA ou de cadeia leve e é considerada um fator
prognéstico desfavordvel, que independe de quimioterapia de altas doses. A
translocacdo t(14;16)(q32;q23) ¢ detectada em 2—5% dos pacientes com MM, ¢ muito
dificil de ser identificada por citogenética convencional e estd associada a um
progndstico altamente desfavoravel. (!>

Estudos de expressdo génica revelam que genes hiper-expressos no MM sdo aqueles
associados com a inibi¢do da diferenciacdo celular e apoptose, enquanto genes
associados com resposta imune, controle do ciclo celular e indugdo da apoptose estdo
sub-expressos. Transformagdes moleculares aditivas ocorrem nos plasmoécitos normais,
transformando-os em malignos. Neste contexto, as translocagdes envolvendo o gene da
imunoglobulina de cadeia pesada (IgH), localizado no cromossomo 14, parecem ser
fundamentais. Tais translocacdes envolvem a agdo de enhancers (acentuadores),
localizados proximos ao gene e que em condigdes normais resultam na expressiao
aumentada de Ig, mas que em condi¢cdes malignas promovem este efeito nos genes que
se justapdem a eles. (1©)

O gene da ciclina D1 esta localizado no cromossomo 11, hd aproximadamente

120kb do ponto de quebra da t(11;14). Os efeitos da expressao aumentada da ciclina D1



no MM ndo estdo esclarecidos. Ha sugestdes de que proporciona as células maior
susceptibilidade ao estimulo proliferativo. (1617

Na t(4;14), o receptor do fator de crescimento de fibroblastos 3 (FGFR3), localizado
na regido 4pl6.3, também tem a sua expressdo desregulada. Tal translocacdo, até o
presente, foi observada apenas em MM. O FGFR3 em condigdes normais se expressa
nos rins, pulmao e condrocitos. Mutacdes germinativas neste gene estdo associadas a
formas diferentes de nanismo. Aparentemente, nas células do MM, quando mutado e
com expressdo aumentada, o FGFR3 promove uma sinalizacdo transmembranica
constante a partir dos estimulos do estroma. (17

Além das translocacdes, anormalidades no cromossomo 13 estdo entre as alteracdes
mais frequéntes. A delegdo da regido 13ql4, por exemplo, apresenta uma alta
prevaléncia ndo s6 no MM, como em outras doengas de células plasmocitarias. E
observada em 40-50% dos casos de MM com a utilizacio da técnica de FISH
(Fluorescence in situ Hybridization), enquanto as técnicas citogenéticas convencionais a
detectam em apenas 10-20%.1®

Shaughnessy e cols.!!”) utilizaram 11 sondas diferentes para o cromossomo 13 e
detectaram a delecdo em 86% dos pacientes; no entanto, esses resultados ndo foram
confirmados por outros estudos.

Delec¢des no cromossomo 13 ja foram observadas em 70% de pacientes japoneses.
Destas, 20% ocorreram em 13q14.2Y Um outro estudo realizado em 131 pacientes
japoneses com MM, por Kurahashi e colaboradores, entre abril de 1997 e janeiro de
2007, detectou anormalidades citogenéticas em 21,2% dos casos. Dele¢des em 13q,
del(17p), del(11q), t(11;14) e t(4;14) foram detectadas por FISH respectivamente em
36% (31/86), 24,7% (19/77), 7,6% (5/64), 18,2% (12/66) e 10,4% (7/67) dos pacientes.
2D Também sdo relatadas del(1p), dup(lq), del(5q), del(6q), del(8p), del(9p) e
del(17p).21-2?

A delec¢ao dol13, também pode ser observada com a utilizacdo da técnica de FISH
em condicdes que antecedem o MM, como a GMSI e 0 MM assintomético. E sempre
um fator prognostico desfavoravel, com sobrevida curta e resposta terapéutica pobre,
independe do tipo de tratamento. %2324
Particularmente a etiologia do MM relacionada com a del(13)(q14) envolve

altera¢des no gene RB I, um supressor de tumor mapeado em 13q14.2. A proteina pRB ¢



uma fosfoproteina que atua como fator regulador do ciclo celular. Impede a transi¢ao da
fase G1 — S por inibir a transativacdo mediada por E2F (fator de transcri¢cdo) de varios
genes envolvidos na sintese de DNA. A fun¢do de pRB ¢ regulada pela fosforilagdo:
hipofosforilada ou desfosforilada, ¢ ativada, se liga a E2F e promove o fim do ciclo
celular; fosforilada ¢ inativada, ndo pode se ligar a E2F e a célula entra na fase S

(Figura 2). 17
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Figura 2. Participa¢do da proteina pRB na supressdo do ciclo celular e o efeito da

fosforilacao (dehttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/bv.fcgi?rid=cmed6.figgrp.1575 ).

Mutagdes no RBI também sdo observadas em outros tipos de neoplasias, como
no retinoblastoma (RB), cancer de bexiga e sarcoma osteogénico. Contudo, ndo apenas
delegdo bialélica do RB ¢ observada nestas doengas. Como muitas células malignas
apresentam dele¢cdo monoalélica ou monossomia do 13, provavelmente outros
mecanismos bioldgicos envolvendo o RB e/ou outros genes atuam na etiopatogenia.
(16,24)

A hiperdiploidia também ¢ referida como um achado comum em MM, seguida da
hipodiploidia e do cariotipo pseudodipléide, que t€m prognostico desfavoravel. As

anormalidades mais comuns envolvem ganhos dos cromossomos 15, 9, 3, 19, 11, 7, 21,



e 5, respectivamente. Perdas mais comuns envolvem os cromossomos X,Y, 8, 13, 14 e
22 (25, 26)

A hipdtese cientifica a ser testada neste projeto ¢ que alteragdes citogenéticas sao
freqlientes em MM, particularmente envolvendo a regido 13ql4, com consequéncias

diretas no diagndstico, prognostico e tratamento dos pacientes.



2. OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo geral demonstrar e descrever as principais

alteracdes cromossdmicas e moleculares descritas no mieloma multiplo.
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