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RESUMO

Assis RA. Avaliacao do perfil de expressao das moléculas OX40, 4-1BB e CD40/CD40L
no mieloma miultiplo. [Tese]. Sdo Paulo; Programa de Pds-Graduacdo em Oncologia da

Fundacdo Antdnio Prudente, em Parceria com o Hospital de Cancer de Pernambuco; 2020.

Introducio: O micloma multiplo ¢ uma desordem clonal das células plasmocitarias e, responde
por 10-15% das neoplasias hematoldgicas. Apresenta diversas alteragdes no sistema imune,
caracterizadas por déficits na producdo de anticorpos; alteracdes do perfil imunologico das
células T; aumento da expressio do PD-L1; modificagdes no microambiente medular
favorecendo o recrutamento de populagdes imunossupressoras como as Treg e disfuncao nas
células dendriticas. Manter um sistema imune ativo ¢ fundamental para o controle da doenca,
pacientes com manutencdo de células T efetoras apresentam maiores taxas de remissdo e
sobrevida. Receptores coestimuladores como o OX40, CD40/CD40L e 4-1BB, participam na
ativacdo, proliferacdo e amplificagdo da resposta imune. Objetivo: Avaliar os niveis de
linfécitos B e T e das moléculas coestimuladoras OX40, CD40, CD40L e 4-1BB no sangue ¢
medula 6ssea dos pacientes com mieloma multiplo. Métodos: Trata-se de estudo exploratorio,
realizado entre 2016 e 2019 no Hospital de Cancer de Pernambuco (HCP) e Laboratério de
Pesquisa Translacional do Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP).
Foram incluidas 40 pacientes, até 79 anos de idade, com diagnodstico de Mieloma Multiplo.
Coletas de sangue periférico e medula 6ssea foram realizadas ao diagnéstico. As mensuragdes
dos niveis de expressdo de proteinas de membrana CD20, CD3, 0X40, CD40/CD40L foram
detectadas pela técnica de Cytometric Bead Array por citometria de fluxo. A dosagem dos
niveis soluveis de s4-1BB, sOX40 e sCD40L foi realizada por enzyme linked immunonoSorbent
assay (ELISA). Foi realizada andlise de curva Receiver Operating Characteristic (ROC) para
determinar o melhor valor de acuracia de cada marcador estudado assim como, a ocorréncia de
obito. A andlise estatistica foi realizada no programa GraphPadPrism v8.0. O nivel de
significancia estatistica foi de p<0,05. Resultados: Em sangue periférico, comparando-se
pacientes e controles, verificou-se niveis menores de CD20 (p<0,0001) e CD20'°% (p<0,0001),
CD40" em leucocitos totais (p=0,0005), CD40" em linfocitos (0,0006) ¢ CD40/CD3"
(p<0,0001) no grupo de pacientes. Mas, em contrapartida, os pacientes apresentaram niveis

mais elevados de OX40" (p=0,0012), CD40L" em leucdcitos totais (p=0,002) e OX40"/CD3"



(p<0,0001). Os niveis séricos de s4-1BB (p=0,03) e sOX40 (p=0,01) estavam reduzidos no
grupo de MM quando comparado aos controles. Na analise segundo o ISS, somente os niveis
de expressdo de CD40L" em leucocitos (p=0,01) e de CD40" em linfocitos (p=0,0045),
mostraram niveis superiores nos pacientes com ISS1-2 em relagdo ao ISS-3. As medidas de
expressdo de OX40" ¢ CD40L" em leucdcitos totais eram inferiores nos casos com evolugdo
para o6bito (p<0,0006 e p=0,002, respectivamente). Os pacientes que apresentavam niveis de
expressao de OX40 em leucdcitos totais >2,93% tiveram maior sobrevida em relacdo aqueles
com valores <2,93% (p=0,03), bem como aqueles com CD40L em leucdcitos totais com valores
>3,09% (p=0,001). Na analise da medula 6ssea, segundo o ISS, somente os niveis de expressao
de OX40/CD3", mostraram niveis superiores nos pacientes com ISS1-2 em relagdo ao ISS-3
(p<0,0017). Nao foram observadas diferengas significativas entre os valores de expressao dos
diversos marcadores em medula 6ssea, com relacao ao desfecho obito. Na analise de correlacao
de Spearman, os valores de CD20 em sangue e medula éssea, apresentam uma correlagdo
moderada entre si (r=0,64 ¢ p<0,0001). Conclusdao: Os resultados deste estudo permitem
concluir que existem alteracdes de mecanismos celulares envolvidos na regulacdo e ativagao
da resposta imune no MM quando comparados aos controles. A manutencdo de niveis mais
elevados de moléculas coestimuladoras (OX40 >2,93% e CD40L> 3,09%), foi preditiva de

melhor sobrevida no MM.

Descritores: Mieloma Multiplo. Receptores OX40. Antigeno CDA40. Ligante de CDA4O0.
Receptor 4-1BB.



SUMMARY

Assis RA. [Evaluation of the expression profile of the molecules OX40, 4-1BB and
CD40/CD40L in multiple myeloma]. [Tese]. Sdo Paulo; Programa de Pos-Graduagdao em
Oncologia da Fundag¢do Antonio Prudente, em Parceria com o Hospital de Cancer de

Pernambuco; 2020.

Introduction: Multiple myeloma (MM) is a malignant plasma cell (PC) disorder, accounting
for approximately 10-15% of all hematological cancers. Multiple myeloma presents several
immune system alterations, characterized by deficits in antibody production, disruption of the
T-cell immune profile, increased expression of cell death ligand 1 (PD-L1), changes in the bone
marrow microenvironment favoring the recruitment of immunosuppressive populations such as
Tregs and dysfunction in dendritic cells. It is important to preserve the integrity of the active
immune system for the control of disease progression and patients with maintenance of T-cell
cytotoxic activities improve rates of remission and overall survival. Co-stimulating receptors
such as OX40, CD40/CD40L and 4-1BB, cooperate in the activation, proliferation, and
amplification of the immune response. Objective: To evaluate T and B lymphocyte levels as
well as co-stimulating molecules OX40, CD40, CD40L and 4-1BB in the blood and bone
marrow of multiple myeloma patients. Methods: This is a cross-sectional and exploratory
study, conducted between 2016 and 2019 at Pernambuco Cancer Hospital (HCP) and
Translational Research Laboratory of Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira
(IMIP). Forty patients, up to 79 years of age, diagnosed with Multiple Myeloma were included.
Peripheral blood and bone marrow samples were collected at diagnosis. Serum concentrations
of CD20, CD3, 0X40, CD40/CD40L were detected through the Cytometric Bead Array
technique by flow cytometry, and the soluble forms of s4-1BB, sOX40 e sCD40L by enzyme
linked immunosorbent assays. Receiver Operating Characteristic (ROC) curve analysis was
performed to determine not only the best accuracy value of each studied marker but also,
mortality. Statistical analysis was performed in the GraphPadPrism v8.0 program and the level
of statistical significance was p <0.05. Results: In peripheral blood, comparing patients and
controls, there were lower levels of CD20 (p<0.0001) and CD20"% (p<0.0001), CD40" in total
leukocytes (p=0.0005), CD40" in lymphocytes (0.0006) and CD40/CD3" (p<0.0001) in the
patient group. However, on the other hand, patients had higher levels of OX40" (p=0.0012),



CD40L+ in total leukocytes (p=0.002) and OX407/CD3" (p<0.0001). Serum levels of s4-1BB
(p=0.03) and sOX40 (p=0.01) were reduced in the MM group compared to controls. According
to the ISS, CD40L" in leukocytes (p=0.01) and CD40" in lymphocytes (p=0.0045) showed
higher levels in patients with ISS1-2 compared to ISS-3. Regarding the outcome death, levels
of OX40" and CD40L" in total leukocytes were lower (p<0.0006 and p=0.002, respectively).
In survival analyses, patients who had OX40" levels in total leukocytes >2.93% had higher
survival compared to those with levels <2.93% (p=0.03), as well as those with CD40L" in total
leukocytes with values >3.09% (p=0.001). In the bone marrow only the OX40/CD3+ levels
were higher in patients with ISS1-2 compared to ISS-3 (p<0.0017). No significant differences
were observed between values of other bone marrow markers in relation to the outcome death.
In Spearman's correlation analysis, CD20 levels in blood and bone marrow present moderate
correlation between them (r=0.64 and p<0.0001). Conclusion: This study shows differences in
cellular mechanisms involved in the regulation and activation of immune response in MM
patients in comparison to healthy controls. The maintenance of higher levels of co-stimulating
molecules (0X40 >2.93% and CD40L> 3.09%) is associated with better survival in multiple

myeloma.

Keywords: Multiple Myeloma Receptors, 0X40. CD40 Antigen. CD40 Ligant. 4-1BB Receptor
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1 INTRODUCAO

1.1 MIELOMA MULTIPLO

1.1.1 Epidemiologia

O mieloma multiplo (MM) ¢ uma desordem caracterizada por proliferacdo clonal de
plasmocitos na medula 6ssea, cursando com expressao de proteinas monoclonais em sangue
e/ou urina, associado a disfuncdo organica (Palumbo e Anderson 2011). Na idade adulta, ¢
considerada a segunda neoplasia hematoldgica em ordem de frequéncia, atrds apenas dos
linfomas, correspondendo a cerca de 1% dos tumores malignos e 10-15% das neoplasias
hematologicas (Rajkumar 2020). Para 2020, a estimativa de casos novos de MM nos Estados
Unidos foi de 32.270 casos e cerca de 12.830 mortes, representando 1,8% de todos os tipos de
cancer a serem registrados, e vem demonstrando aumento progressivo no nimero de

diagndstico em ambos os sexos, como visto na Figura 1 (Siegel et al. 2020).

Trends in incidence rates, 1975-2016

by sex, for myeloma
Per 100,000, age adjusted to the 2000 US standard population

@®Female  ®Male
9.0
8.0

7.0

8.0
50
4.0

3.0

Rate per 100,000 population

20

1.0

1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2016
Year

Fonte: Siegel et al. (2020)

Figura 1 - Expectativa da Sociedade Americana de Cancer, para casos novos de mieloma
multiplo, de acordo com sexo, por ano, em cada 100.000 habitantes, nos Estados Unidos em

2020.
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O MM acomete mais homens que mulheres, predominando numa faixa etaria de 50-70
anos, com seu pico entre os 60-65 anos, ¢ chega a ser duas vezes mais frequentes em negros
que brancos americanos (Rajkumar e Kumar 2016). No Brasil a mediana de idade de
apresentacdo do MM ¢ de 60 anos (Callera et al. 2011; Todaro et al. 2011).

No Brasil, dados epidemioldgicos sdo escassos e na sua maioria publicados por centros
da regido Sudeste com estudos de servigos especificos e ndo como um grande registro nacional,
e portanto, podem nao refletir as diferencas regionais de um pais com tamanha diversidade
socioeconOdmica, dificuldades de acesso aos servicos de satide e a terapias especificas, como
visto em nosso meio. Hungria et al. (2008), analisaram 1.112 pacientes, no periodo de 1998 a
2004, e relataram que a mediana de idade foi de 60,5 anos, abaixo das descritas em paises
desenvolvidos, e a maioria dos pacientes apresentava doenca avancada em estadio III de Durie
& Salmon (76,5%).

No Vale do Paraiba, em Sao Paulo, a incidéncia e prevaléncia do MM em seis meses
corresponderam, respectivamente, a 0,7 ¢ 5,7/100.000 habitantes. Dados antigos do IBGE, de
1991-1995, demonstraram taxas brutas de incidéncia em homens e mulheres na cidade de
Campinas, respectivamente de 0,8 e 0,9/100.000 habitantes (Callera et al. 2011).

Em 2019, o Observatorio de Oncologia publicou em seu site um estudo retrospectivo,
sobre a epidemiologia do Mieloma Multiplo no Brasil no periodo de 10 anos, baseados em
dados abertos e disponibilizados pelo SUS tendo como fonte de pesquisa a base de dados da
APAC, demonstrando que a mediana de idade dos pacientes foi de 63 anos, houve predominio
de sexo masculino e assim como nos paises da Europa e dos EUA, nota-se um aumento
progressivo das taxas de diagndstico, quase dobrando entre os anos de 2008 -2017, como

exemplificado na Figura 2 (Corréa Neto 2019).
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Caracteristicas dos pacientes diagnosticados com Mieloma Multiplo e distlrbios relacionados, tratados @
no SUS no periodo de 2008 a 2017

Numero de pacientes de acordo com a
ragalcor

Selecione a Neoplasia Plasmocitaria

Tudo Mimero de pacientes de acordo com a

neoplasia plasmocitaria

13.024
Mieloma Miltiplo 27.100 Branca .

. Sem Informacao 7.546
Plasmocitoma Extramedular 1.030 Pard 6.773

. arda .
GEITIDDd-t]a Munu(lf)r.la.l 541 Preta 1.350
Leucemia Plasmocitaria 497 Amarela 465
Total geral 29.168 Indigena 10
Total geral 29.168

Proporcao de pacientes, de acordo com o sexo

5% 48%

. Masculino . Feminino

Nimero de pacientes de acordo com a faixa etaria

Numero de
Pacientes

150 330

Nimero de Pacientes 50

<o 7.+

20 kD) 40 0 &0 0 BO 50 100

Idade (anos)
Mimero de pacientes de acordo com o ano de atendimento

6.745 739

Numero de
Pacientes
Atendidos

2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 017

Fonte: Corréa Netto (2019)

Figura 2 — Caracteristicas epidemiolégicas do mieloma multiplo, tratados no Sistema Unico de

Saude (SUS) do Brasil, ao longo de 10 anos.

1.1.2 Caracteristicas Clinicas

No MM devido a proliferagao clonal dos plasmocitos na medula 6ssea, ha expressao de
uma proteina monoclonal quantificdvel em sangue e/ou urina, configurando os chamados MM
secretores (representando a grande maioria dos casos), associado a alguma disfuncdo organica,
denominados, sintomas CRAB — hipercalcemia, lesdo renal, anemia e lesdes liticas
(Dimopoulos et al. 2015; Moreau 2017; Moreau et al. 2017).

O MM ¢ uma doenga heterogénea, e muitos casos sdo precedidos por uma fase
conhecida como gamopatia monoclonal de significado indeterminado (do inglés- Monoclonal
Gammopathy of Undetermined Significance - MGUS) que pode estar presente em 3-4% da
populagdo acima de 50 anos. A maioria sdo assintomaticos e detectados frequentemente como
achado laboratorial incidental. Acredita-se que menos de 10% dos mielomas clinicamente
manifestos tiveram histéria prévia de MGUS, entretanto, estudos mais recentes defendem que

a fase de MGUS deve preceder todos os mielomas, sendo estimado em 1% ao ano o risco de
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progressdo dessa fase para o MM sintomatico (Berenson et al. 2010; Kyle et al. 2014;
Rajkumar et al. 2014).

O Mieloma multiplo assintomatico ou smoldering (SMM), é um estagio intermediario
entre MGUS e MM, com taxa de progressdo para a fase sintomatica de aproximadamente 10%
ao ano (Rajkumar e Kumar 2016).

Os sintomas mais comuns de apresentagdo do MM sdo fadiga e dor ossea (Figura 3). A
anemia ocorre em aproximadamente 75% dos pacientes e pode contribuir para a fadiga. Lesoes
Osseas podem ser detectadas em até 80% dos pacientes. Outros achados frequentes sao:
hipercalcemia (15%) e elevagdo de creatinina acima de 2mg/dL em 20% dos casos (Kyle et al.

2003; Willan et al. 2016).

Aspectos clinicos do Mieloma Multiplo — sintomas CRAB

HiperCalcemia: (presente em13% dos casos ao
diagnostico)

* Aumento da reabsorgdo dssea induzida pelos osteoclastos
* Aumento da reabsorgéo de célcio a nivel tubular renal

Lesdao Renal: (presente em 19 % dos casos ao diagnostico)

* Nefropatia de cadeia leve (“rim do mieloma”)

* Hipercalcemia (com ou sem nefrocalcinose)

* Doenca de depésito de imunoglobulina monoclonal

* Infiltragdo plasmocitaria nos rins

* Amiloidose concomitante

* Induzido por drogas (Anti-inflamatérios ndo estoroidais,
bisfosfonatos)

* InfecgBes recorrentes no trato urinério

Outros achados:

Sindrome de Compressdo Medular

(ocorre em 5% dos casos ao

diagndstico)

* Decorrente de plasmocitomas ou
fraturas patoldgicas

InfecgGes recorrentes
* Devido a hipogamaglobulinemia ou
leucopenia

Anemia: (presente em 35 % dos casos ao diagndstico)

* Infiltragdo da medula 6ssea por células plasmaticas

* Efeitos supressores mediados por citocinas na eritropoiese
(anemia de doenca crénica)

* Faléncia renal (diminuicdo da producdo de eritropoetina) Sintomas de hiperviscosidade

* Decorrentes de altos niveis de
paraproteinas circulantes

Dor Ossea (Bone pain) (presente em 58 % dos casos ao

diagnéstico)

* Aumento da atividade osteocldstica levando a les&es liticas
Gsseas, osteopose e fraturas patoldgicas

* Plasmocitomas ésseos

Fonte: Adaptado de Willan et al. (2016).

Figura 3 - Resumo dos sintomas CRAB e fatores pelos quais sdo provocados tais manifestagdes

nos pacientes portadores de mieloma multiplo.

Aproximadamente 1-2% dos pacientes com MM, apresentam doenga extramedular
(resumidas na Tabela 1) ao diagnostico e até 8% poderdo desenvolver tais achados ao longo

do curso da doenca (Varettoni et al. 2010; Short et al. 2011; Touzeau e Moreau 2016).
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Tabela 1 — Apresentagdes extramedulares do mieloma multiplo.

Apresentacio

extramedular

Plasmocitomas

0sseos

Doenga
extramedular

(EMM)

Leucemia de células

plasmaticas (LCP)

Plasmocitoma

Solitario (PS)

Definicao

Plasmocitomas dsseos surgindo
em continuidade com a medula
oOssea.

Tumoragao de partes moles
(plasmocitoma) ou infiltracao
por células plasmaticas em um
sitio anatdmico distante da
medula 6ssea.
Secundario a  disseminagdo
hematoggénica.

Variante agressiva do mieloma
caracterizada pela presenga de
células plasmaticas circulantes
em sangue periférico (> 20% e /
ou contagem absoluta > 2 x 10°/
L)
Infiltragdo Ossea ou

extramedular localizada por
células plasmaticas clonais sem

dissemina¢do tumoral sistémica.

Fonte: Adaptado de Touzeau e Moreau (2016)

Consideracdes especiais

Massas tumorais que afetam o esqueleto
axial: costelas, vértebras, cranio, esterno,

pélvis.

Afetam principalmente figado, pele, sistema

nervos central, derrame pleural, rins,

ganglios linfaticos, pancreas. Pode ser
desencadeada por procedimentos invasivos
(por exemplo, inser¢do de cateter, cicatrizes

cirurgicas).

Pode ser considerado EMM por causa do

envolvimento do sangue. A doenca
extramedular também ¢ muito comum em

pacientes com LCP.

O estudo da medula dssea e levantamento
esquelético sdo ambos normais. Os sintomas
CRAB estdo ausentes. A radioterapia focal ¢

o tratamento de escolha.

Legenda- CRAB: hipercalcemia, insuficiéncia renal, anemia, lesdes dsseas.

O MM também ¢ associado a importante disfungdo imunolégica, afetando o sistema
imune adaptativo e inato, e frequentemente se apresenta com hipogamaglobulinema e
imunoparesia (supressao de uma ou mais das imunoglobulinas nao envolvidas), levando a uma
maior propensdo a infecgcdes. A patogénese envolvida na reducdo da produgdo de
imunoglobulina policlonal por células plasmaticas normais (CP) ¢ complexa e estudos tém
relatado prejuizo imunologico causado pela desregulacdo do repertorio normal das células T e
B e do B-cell maturation agent (BCMA) em pacientes com MM. Nos casos de MGUS e SMM,

imunoparesia tem se mostrado um marcador prognéstico de progressao para MM sintomatico

(Serrig et al. 2017).
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1.1.3 Caracteristicas laboratoriais e dos exames de imagem

A presenga de uma proteina monoclonal (proteina M) em sangue ou urina ¢ a
caracteristica principal do MM, sendo vista em 82% dos pacientes na eletroforese de proteinas
séricas. A sensibilidade aumenta apara 93% quando se utiliza a imunofixacdo sérica e chega a
97% com a adigao das técnicas de ensaios de cadeia leve livre (FLC do inglés — Free light
chain) no soro ou nos estudos de urina de 24 horas. Sempre que uma suspeita de MM ¢ feita,
recomenda-se realizar os testes de screening com: eletroforese de proteinas séricas,
imunofixacdo sérica, e FLC em soro, além de eletroforese de proteinas ou imunofixacdo em
urina de 24 horas (Kyle et al. 2003; Rajkumar e Kumar 2016). A complementag¢do com todos
os testes, sempre que disponiveis € a situacao ideal, pois ajuda na diferenciacdo do diagnostico
entre as diversas patologias que podem cursar com producao de proteinas monoclonais, como
mostra a Tabela 2 (Willrich e Katzmann 2016).

A proteina M ¢ do tipo IgG em 50% dos casos, seguidos de IgA em 20%,
imunoglobulina de cadeia leve isolada em 20%, IgD em 2% ¢ IgM em 0,5%. Apenas 2-3% dos
MM ndo apresentam nenhum tipo de proteina M, utilizando-se as ferramentas diagnosticas
citadas acima e sdo chamados de MM nao secretores (Chawla et al. 2015). Quando da suspeita
de MM, além dos exames acima descritos, utilizados no rastreio do componente monoclonal
faz-se necessario os seguintes exames para o diagnostico: hemograma completo, dosagem dos
niveis de célcio sérico, niveis de creatinina, desidrogenose lactica (DHL), beta2-
microglobulina, velocidade de hemossedimentacdo VHS), além do estudo de medula o6ssea,
para os quais a combina¢do de aspirado medular/mielograma e bidpsia de medula dssea ¢

preferencial (Stifter et al. 2010).
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Tabela 2 - Sensibilidade diagndstica dos testes ou combinacdo de testes usados para triagem
de gamopatias monoclonais.

N Teste simples (Soro) (%) Combinacoes de Ensaios (%)
EPS IFE FLC EPS + EPS + IFE Testes
FLC + FLC (Soro +

(Soro); Urina)
MM 467 87,6 94,4 98,6 100 100 100
WM 26 100 100 73,1 100 100 100
SMM 191 94,2 98,4 81,2 99,5 100 100
MGUS 524 81,9 92,8 42,4 88,7 97,1 100
Plasmocitoma 29 72,4 72,4 55,2 86,2 89,7 89,7
POEMS 31 74,2 96,8 9,7 74,2 96,8 96,8
AL 581 65,9 73,8 88,3 96,2 97,1 98,1
LCDD 18 55,6 55,6 77,8 77,8 77,8 83,3

Fonte — Adaptado de Willrich e Katzmann (2016).

Legenda - EPS, eletroforese de proteinas sérica; IFE, Imunofixa¢ao/imunoeletroforese; FLC, free light chain por
nefelometria; MM, mieloma multiplo; WM, Macroglobulinemia de Waldenstrom’s; SMM, mieloma multiplo
smoldering; MGUS, gamopatia monoclonal de significado indeterminado; POEMS, polineuropatia,
organomegalia, endocrinopatia, proteina monoclonal, lesdes de pele; AL, amiloidose de cadeia leve (AL); LCDD,

doenga de deposito de cadeia leve.

Também ¢ fundamental a avaliagdo 6ssea, com no minimo radiografia de cranio, bacia,
coluna cervical, toracica e lombar, ossos longos, entretanto, atualmente o recomendado devido
a maior sensibilidade e especificidade, ¢ o uso de tomografia de corpo inteiro de baixa voltagem
ou Tomografia Computadorizada por Emissdo de Positrons (PET-CT), na busca de lesdes
osteoliticas. A Ressonancia Nuclear Magnética (RNM) de corpo inteiro ou coluna e pelve, pode
ser necessaria nos casos suspeitos de MM smoldering, para a busca de lesdes osseas focais,
assim como ¢ necessaria nos casos de lesdes osteoliticas que envolvam a coluna, para afastar
compressdo medular e determinar a necessidade de procedimentos como vertebroplastia ou
cifoplastia (Rajkumar e Kumar 2016).

Em 2014, o Internacional Myeloma Working Group (IMWG), atualizou os critérios

diagnosticos de MM, conforme apresentado na Tabela 3, incorporando como definidores de
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MM sintomatico, a presenga de plasmocitose medular acima de 60%, dosagem de FLC

mostrando uma relacdo da cadeia leve afetada versus ndo afetada >100, desde que a

concentragdo absoluta da cadeia leve afetada seja >100 mg/L, e pelo menos uma lesdo Ossea

focal que tenha acima de 5 mm avaliada por RNM.

Tabela 3 - Critérios diagnosticos revisados em 2014 para mieloma multiplo e mieloma multiplo
assintomatico pelo Internacional Myeloma Working Group (IMWG).

Mieloma Multiplo Sintomatico

Evidéncia de dano em orgaos-alvo que possa ser atribuido a

doenca proliferativa de plasmocitos:

Eventos definidores de Mieloma

Miiltiplo

Plasmocitos monoclonais na medula 6ssea > 10% ou bidpsia

diagnostica ou plasmocitoma extra-medular, associado a um dos

achados abaixo:

e Hipercalcemia — célcio sérico >1 mg/dL do limite superior
da normalidade ou >11 mg/dL;

e Insuficiéncia renal — clearance de creatinina 40 mL/min ou
creatinina sérica >2 mg/dL;

e Anemia—hemoglobina >2,0 g/dL abaixo do Limite superior
de normalidade ou < 10,0 g/dL;

e Lesoes oOsseas — =1 lesdo litica na radiografia, na
Tomografia computadorizada ou no exame de Tomografia

Computadorizada por Emissdo de Positrons (PET/CT)

Um ou mais dos seguintes biomarcadores de malignidade:

Eventos definidores de Mieloma

Multiplo Assintomatico ou Smoldering

Fonte — Adaptado de Rajkumar et al. (2014).

Plasmocitos monoclonais na medula ossea > 60%;

Relacdo da cadeia leve afetada versus ndo afetada >100, desde
que a concentracdo absoluta da cadeia leve afetada seja >100
mg/L;

Mais de uma lesdo focal > Smm na Ressondncia nuclear
magnética (RNM).

Ambos os critérios abaixo devem ser encontrados:
Plasmocitos monoclonais na medula éssea entre 10% e 60% e/ou
proteina monoclonal sérica (IgG ou IgA) >3 g/L ou proteina
monoclonal urindria >500 mg em 24h;

Auséncia de eventos definidores de MM ou de amiloidose.
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1.1.4 Alteracoes Moleculares e Citogenéticas

Embora o0 MM ainda seja considerada uma unica doenga, os estudos t&ém mostrado que
as neoplasias de células plasmaticas apresentam diferentes padrdes de alteragdes citogenéticas
ao diagndstico. Através de técnicas de hibridizacdo fluorescente “in situ” (FISH) feitas em
medula 6ssea, observou-se que cerca de 40% dos MM sao caracterizados por trissomias nas
células tumorais e 30% demonstram transloca¢des envolvendo o locus da cadeia pesada de
imunoglobulina (IgH) no cromossomo 14q32. Cerca de 15% apresentam concomitantemente
trissomias e translocagdes no IgH, (Rajkumar e Kumar 2016). Esta classificacdo tornou-se
fundamental na estratificacdo de risco dos pacientes, sendo atualmente utilizada como
determinante na escolha do tratamento (Rajkumar 2020).

Acredita-se que trissomias e translocagdes do IgH sejam as anormalidades citogenéticas
iniciais da doenga e ocorram ainda na fase de MGUS. Alteragdes citogenéticas chamadas de
secundarias {ganho do brago longo do cromossomo 1; dele¢do do brago curto dos cromossomos
1 17 13 [del(1p); del(17p); del(13)]; ativagdo do gene RAS e translocagdes envolvendo o gene
MYC} acontecem ao longo da evolu¢do da doenga e podem influenciar o curso evolutivo,
resposta ao tratamento e prognoéstico dos pacientes (Kumar et al. 2012; Bianchi e Anderson
2014). Esses eventos sdo apontados como os fatores desencadeantes no desenvolvimento e
evolugdao do MM.

Com o tratamento da doenga, e apos periodos de remissao obtidos com os tratamentos
instituidos, nota-se a erradicacdo de alguns clones, porém os tumores podem seguir varios
caminhos evolutivos no curso da doenga de um paciente.

Keats et al. (2012), utilizando-se de analises gé€nicas em amostras coletadas em
diferentes pontos durante o curso da doenga de 28 pacientes com mieloma multiplo,
descobriram que os genomas de pacientes com risco padrdo [cariotipos normais ou trissomias
isoladas, t(11;14) e t(6;14)] sofrem poucas mudancas ao longo do tempo. Contudo, aqueles
que ao diagnostico apresentam-se com alto risco citogenético, sofrem significativamente mais
mudancas ao longo do tempo. Nesse trabalho foi possivel demonstrar que os clones
aparentemente competem em si € se sobrepde aos demais com o passar do tempo e evolugao
da doenga, variando de acordo com a terapia utilizada, fazendo com que em dado momento

seja selecionado um clone mais resistente a terapia e que, em geral, levara a um

comportamento clinico mais agressivo.
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1.1.5 Prognostico e Estratificacdo de risco no Mieloma Multiplo

A sobrevida do paciente com mieloma multiplo tem aumentado nos ultimos anos, mas
apesar de todos os avangos e novas terapias, mantém-se como uma doenca incuravel, com uma
média de sobrevida de 5-7 anos. Os fatores que influenciam e definem o prognostico podem
ser relativos ao proprio paciente, ao estadio do tumor, alteracdes biologicas (citogenéticas) e
resposta a terapia. Dentre os fatores relacionados ao paciente, sdo considerados relevantes
clinicamente: a idade (>75 anos), o acometimento ou ndo da funcdo renal, € um pior
performance status (Eastern Cooperative Oncology Group - ECOG >2).

Os relacionados ao tumor incluem: estadio tumoral avangado de acordo com a
classificagdo de Durie-Salmon, altera¢des citogenéticas de alto risco [translocagdes: t(4;14),
t(14;16), t(14;20); delecdes - del(17), del(17p), caridtipos ndo hiperdipldides]; leucemia de
células plasmaticas, expressao gé€nica desfavoravel e nivel elevado de DHL (Bianchi e
Anderson 2014; Palumbo et al. 2015; Rajkumar e Kumar 2016).

A classifica¢dao do estadio tumoral do mieloma multiplo € realizada pelo sistema de
classificagdo de Durie-Salmon, vigente desde 1975 — Anexo 1 (Durie e Salmon 1975) e em
2005 foi elaborado o Internacional Staging System (ISS) (Greipp et al. 2005), que utiliza como
marcadores de atividade tumoral os niveis de f2-microglobulina (sp2M) e albumina sérica. Em
2015 o International Myeloma Working Group (IMWG) publicou uma revisdo do ISS
incorporando os achados citogenéticos e o nivel de DHL, como representado na Tabela 4, e
assim como no ISS original, as curvas de sobrevida global mostram diferencgas significativas
entre si, com taxas de sobrevida global em 5 anos de 82%, 62%, e 40%, conforme ISS I, II, ou
III respectivamente (Palumbo et al. 2015).

A doenga de alto risco (ISS III) ¢ mais comum em pacientes com idade avangada, baixo
performance status e indice de comorbidades aumentado. As principais caracteristicas clinicas
dessa doenga sdo presenca de doencga extramedular, inicio rapido dos sintomas clinicos, doenca
agressiva na recaida, presenga de células plasmaticas circulantes e policlonais reduzidas na

medula dssea, e altos niveis de cadeia leve livre no soro (Goldschmidt et al. 2019).
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Tabela 4 - Fatores de risco no mieloma multiplo, o Internacional Staging System e o 1SS
revisado (R-ISS).

Fatores progndstico Critérios

I: p2M < 3,5mg/L, albumina > 3,5 mg/dL
ISS (2005) e II: Nao preenche criterios para ISS I ou III
e III: B2M > 5,5mg/L
e  Altorisco: Presenca de del(17p) e /ou translocagédo t (4;14) e /ou translq

t (14;16)

Anormalidades

cromossdmicas/ FISH . .
e Risco padrao: Nao ter alteragdes de alto risco

e Normal: DHL sérico < LSN

DHL

e FElevado DHL sérico > LSN
O novo modelo de e I R-ISS: ISS -1, risco citogenético padrao, DHL normal
estratificacio para MM e II R-ISS: Nao preenche critérios para R-ISS I ou III
(R-ISS) e III R-ISS: ISS III e um dos seguintes: risco citogenético alto

ou DHL elevada

Fonte — Adaptado de Palumbo et al. (2015)
Legenda - FISH: hibridizagdo fluorescente “in situ”; f2M: f2-microglobulina; DHL:desidrogenase lactica; MM:

Mieloma multiplo, LNS: limite superior da normalidade.

1.1.6 Tratamento do Mieloma Multiplo

O tratamento do MM evoluiu nas ultimas décadas e com isso, a mediana de sobrevida
global (SG) dos casos de MM recém-diagnosticados melhorou progressivamente ao longo do
tempo, passando de 3,9 anos para os casos diagnosticados entre 2004 ¢ 2007, para 6,3 anos para
aqueles diagnosticados entre 2008 e 2012 e uma SG mediana que ainda nao foi alcangada nos
pacientes diagnosticados apds 2012 (Hoyos e Borrello 2019; Nandakumar et al. 2019).

A introducdo de novas classes de medicamentos como inibidores de proteassoma (IPs),
medicamentos imunomoduladores (IMiDs) e de anticorpos monoclonais (mAbs) tem sido o
principal determinante da melhoria observada da SG, juntamente com o aprimoramento e
melhoria dos cuidados de suporte instituido.

No entanto, a principal causa de morte em pacientes com MM ainda ¢ o
desenvolvimento de doenga resistente a medicamentos e progressao (D'agostino et al. 2019). O
tratamento do MM recém diagnosticado inicia-se por uma fase chamada de indugdo, que ¢
considerada a mais importante, seguida de transplante de células tronco hematopoiéticas
(TCTH) se paciente elegivel, consolidacdo e manutengdo, a depender da resposta inicial e

tratamento das recaidas.
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A escolha do tratamento varia de acordo com cada pais, dependendo da disponibilidade
de drogas, leitos para transplante, mas em geral, no esquema de indugdo sdo utilizados
esquemas compostos por 2 (terapia dupla) ou 3 drogas (terapia triplice), sendo uma delas
corticoide em altas doses. Os protocolos quimioterapicos mais comuns sdo: Lenalidomida e
Dexametasona (Rd); Bortezomib, Lenalidomida e Dexametasona (VRD); Bortezomib,
Talidomida e Dexametasona (VTD); Bortezomib, Ciclofosfamida e Dexametasona (VCD), e
nos ultimos dois anos a adi¢ao de anticorpos monoclonais como Daratumumab (anti-CD38),
Elotuzumab (anti-SLAMF7), novos inibidores de proteassoma como Carfilzomib e Ixazomib e
os novos imunomoduladores como a Pomalidomida (Rajkumar e Kumar 2016; (D'agostino et
al. 2019), além do grande avango nas pesquisas com CAR-T cells especificos para MM (Swan
etal. 2019).

Nos pacientes tratados em hospitais do Sistema Unico de Satde (SUS), de acordo com
as Diretrizes Diagnosticas e Terapéuticas do Mieloma Multiplo, regidas pela Portaria n° 708,
agosto 2015, os esquemas disponiveis sdo mais restritos e em geral composto por
Ciclofosfamida, Talidomida e Dexametasona (CTD) ou Talidomida e Dexametasona
(TalDexa), para os pacientes elegiveis a transplante de TCTH ou Melfalano, Talidomida e
Prednisona (MPT) ou Melfalano e Prednisona (MP) para os idosos ou ndo elegiveis, com taxas
de resposta, sobrevida global e sobrevida livre de progressao inferiores aos esquemas utilizados
no mundo, assim como, quando comparado aos pacientes tratados na medicina privado em
nosso proprio pais (Brasil 2015).

Os esquema de resgate sdo escolhidos de acordo com a disponibilidade e em geral,
utilizando-se de esquemas de drogas aos quais o paciente ainda ndo foi previamente exposto,
particularmente nos casos em que o retratamento ocorra antes de 2 anos do esquema inicial
(Palumbo e Anderson 2011; Bianchi e Anderson 2014; Bianchi et al. 2014; Rajkumar e Kumar
2016).

Embora a obtengdo de boas taxas de repostas seja um fator preditivo universalmente
reconhecido de bom resultado, o controle a longo prazo da doenca, ao invés da erradicagao
completa da mesma, ainda ¢ o objetivo de tratamento do MM nos dias atuais, que na pratica,
mesmo aqueles casos que negativam a doenga residual minima (DRM) acabam recaindo ao
longo do tempo, mantendo a natureza incuravel desta neoplasia.

O MM ¢ a neoplasia hematologica que mais sofreu avangos no tratamento nos ultimos
anos, com diversos medicamentos aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) dos
EUA nos ultimos 10 anos, como as combinagdes a base de Carfizomib, Datarumumab,

Elotuzumab, Ixazomib, Pomalidomida, € o uso de CAR-T cell. A eficacia e boa tolerabilidade
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dessas novas abordagens terapéuticas permitiu seu uso combinado em terapia de indugdo,
consolida¢dao e manutengao, resultando em resposta clinica melhor e sustentada, em niveis sem
precedentes, garantindo maior sobrevida global e livre de progressao (Bianchi e Anderson
2014; D'agostino et al. 2019). Sendo assim, as imunoterapias com anticorpos monoclonais tém
demonstrado um imenso potencial como mais uma ferramenta para o tratamento dos pacientes

(Figura 4).
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bbreviations: BiTEs, bi-specific T-cell engagers; CAR-T, chimeric antigen receptor T cells; mAb,
monoclonal antibody; MM, multiple myeloma; NK, natural killer.

Fonte — Braunstein e Diefenbach (2019)

Figura 4 — Atuais alvos terapéuticos para imunoterapia de pacientes com MM.

1.2 ASPECTOS GERAIS DO SISTEMA IMUNE NO CANCER

No campo da imunidade tumoral, vérios aspectos tém sido explorados no contexto de
terapias especificas cujo principal sdo moléculas que participam dos mecanismos de ativagdo e
inibi¢do da resposta imune. Em particular, os mecanismos de inibi¢do sdo promovidos por
moléculas co-inibidoras como CTLA-4, PD-1 / PD-L1, TIM-3 e LAG-3, as quais podem
efetivamente diminuir as funcdes efetoras dos linfécitos T necessdrias para destruicdo das
células tumorais (Sturgill e Redmond 2017).

As descobertas de mecanismos da resposta imune que sao fundamentais para efetiva
eliminagdo tumoral, assim como pelo escape tumoral tem sido foco no desenvolvimento de

novos alvos terapéuticos (So et al. 2008; Linch et al. 2015; Maly e Schirmer 2015).
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Virias proteinas tem sido descritas como importantes na interagdo entre os linfocitos T
e outras células do sistema imune, como células dendriticas, monécitos/macréfagos, linfocitos
B e neutrofilos (Cheuk et al. 2004; Bartkowiak e Curran 2015). Nesse contexto, para uma
eficaz ativacdo dos linfocitos T sdo necessarios dois eventos: (i) o primeiro sinal, envolvendo
o reconhecimento do peptideo do complexo de histocompatibilidade maior (MHC) por um
receptor especifico de células T (TCR) e (ii) o segundo sinal, que envolve a ligagdo do receptor
coestimulatorio CD28 pelos seus ligantes B7.1/ B7.2 (CD80 / CD86), sendo ambos conhecidos
como priming de células T naive (Sturgill ¢ Redmond 2017).

Além dos mecanismos da ativacdo inicial, uma sinalizagdo adicional é necessaria para
orientar a diferencia¢do das células T e potencializar o desenvolvimento de subconjuntos de
células efetoras e de memoria, eventos esses que possibilitardo uma robusta atividade de morte
tumoral in vivo. Os receptores do fator de necrose tumoral (TNFRs), incluindo TNFR induzido
por glicocorticoides (GITR; CD357), CD27, OX40 (CD134) e 4-1BB (CD137), sdo uma
familia de proteinas responsavel pela transdugdo desses sinais coestimuladores adicionais
(Sturgill e Redmond 2017). Alguns estudos clinicos em andamento mostram o potencial dessas
moléculas como novas abordagens terapéuticas contra o cancer. Na Figura 5, encontra-se
detalhamento de imunoterapicos em uso e de moléculas em fase de estudos clinicos (Moran et
al. 2013; Sturgill e Redmond 2017).

A sinalizacao através de receptores do fator de necrose tumoral (TNFRs) promove uma
cascata de eventos criticos, incluindo ativacgao, diferenciacdo e desenvolvimento de células T
de memoria. Os trabalhos tem analisado ndo s6 como as moléculas estdo expressas nas
membranas das células, assim como suas formas soluveis, buscando utilizar-se de anticorpos
agonistas ou antagonistas a essas proteinas (tanto as soliveis como as de membrana) para
promover o aumento da atividade das células T (Moran et al. 2013).

Os membros da superfamilia dos receptores de fator de necrose tumoral (TNFR), a

0X40 (CD134) e 4-1BB (CD137) sao proteinas coestimuladoras da resposta imune celular e
interagem com os seus ligantes (OX40L e 4-1BBL, respectivamente) (Maly e Schirmer 2015).
Inicialmente, essas proteinas foram descritas presentes em células T, cuja funcio ¢ promover a
proliferagdo e sobrevivéncia de linfocitos TCD4" e TCD8" (Cheuk et al. 2004; So et al. 2008;
Curti et al. 2013; Maly e Schirmer 2015).
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Fonte — Adaptado de Sturgill e Redmond (2017).
Figura S - Drogas com anticorpos monoclonais aprovadas ou em fase de testes, visando os

receptores de células T. Os receptores inibidores podem ser inativados usando anticorpos bloqueadores,

impedindo que os sinais negativos sejam transduzidos, impedindo a supressdo da ativag@o das células T. Estdo sob
investigagdo muitos anticorpos agonistas que tém como alvo receptores de ativacdo dentro da familia dos

receptores do fator de necrose tumoral (TNFRs).

O mecanismo de acdo de OX40 e 4-1BB, ¢ o modo como efetivamente interferem na
regulacdo da resposta imune tem sido amplamente estudado, assim como suas implicagdes na
génese de doencas autoimunes. A ideia central ¢ de que as duas moléculas sdo expressas em
células TCD4" ou TCD8" efetoras e¢ sdo capazes de desempenhar fungdes antagdnicas na
regulacdo da resposta imune, pois dependendo do estimulo antigénico podem ter a¢do protetora,
contra o surgimento e¢ desenvolvimento de neoplasias, assim como parecem ter efeitos
patogénicos no estimulo inicial de fendmenos autoimunes (So et al. 2008; Linch et al. 2015).

Foi demostrado que moléculas OX40 e 4-1BB podem ter alvos comuns e levarem por
exemplo, a ativa¢do de alguns genes como os da familia Bcl-2, que levardo ao aumento da
regulagdo de proteinas antiapoptoticas, promovendo uma maior proliferac¢do e sobrevivéncia de
células T CD4" e CD8", cursando com aumento de secre¢do de citocinas e diferenciagido de

células T citotoxicas (Cheuk et al. 2004).
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1.2.1 A Molécula Coestimuladora OX40 (CD134) e seu ligante OX40L (CD252)

A molécula OX40 (também conhecida como CD134 ou TNFRSF4) ¢ caracterizada
como um receptor expresso nas células T CD4" e CD8" durante o processo de ativagdo
antigeno-especifico. Sua expressdo ¢ estimulada apds a ligagdo do receptor de células T
(TCR/CD3), na presenca de citocinas inflamatorias, incluindo IL-1, IL-2 e TNF-a. Sua
expressao apos o estimulo antigénico € rapida, tendo uma duragdo um pouco maior nas células
TCD4" do que nas células TCD8". Na auséncia de sinais de ativagio poucas células T maduras
expressam 0X40.

Em humanos, uma proporcao significativa do infiltrado inflamatorio tumoral de células
TCD4" expressam a molécula OX40 e sdo capazes de reconhecer os antigenos tumorais.
Portanto, infere-se que um maior nimero de positividade destas células TCD4/0X40" numa
amostra tumoral poderia servir como um marcador progndstico no seguimento desses pacientes
apos o tratamento. Também, a ativagio de células TCD8" demonstram uma maior expressio da
molécula OX40 em modelos animais e humanos (Linch et al. 2015, Aspeslagh et al. 2016, Fu
et al. 2020).

A expressao de OX40 regula a expansdo das células T de memoria e efetoras, com acao
protetora sobre o surgimento de tumores e doengas infecciosas, todavia, sugere-se que tenha
um efeito negativo e contribua para a etiopatogenia de alergia e doengas autoimunes (Buchan
et al. 2018). Estudos com camundongos deficientes na expressao das moléculas
coestimuladoras OX40" e seu ligante (OX40L"), mostraram redu¢do da expansdo clonal de
linfécitos TCD4" e TCD8", confirmando a importincia da expressdo dessas moléculas (Moran
et al. 2013; Aspeslagh et al. 2016).

O ligante de OX40 (OX40L) ¢ uma proteina transmembrana do tipo II, sendo expresso
na membrana celular ou podem ser secretados e apresentados na forma solivel. OX40L ¢
expresso nas células dendriticas, monocitos, neutréfilos, mastocitos, células indutoras de tecido
linfoide, células musculares lisas, células endoteliais e células B ativadas (Fu et al. 2020)

(Figura 6).
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Figura 6 — Interacdo da molécula de OX40 expressa por linfocitos T com seu ligante (OX40L)

na membrana de células apresentadoras de antigenos (APC).

A interagao entre OX40 e OX40L induz a expansao e proliferagdo de células T e diminui
a imunossupressao das células T reguladoras (Treg) para melhorar a resposta imune ao antigeno
especifico. O OX40L pode deflagrar os sinais OX40 em células T ativadas, além de fornecer
sinais através das interagdes célula-célula e promover aumento da regulacao de proteinas anti-
apoptoética nas células T melhorando a sobrevivéncia destas, eleva a producdo de citocinas e
induz a expansdo da célula T CD4" de memoria.

As interacdes de OX40L expressos em células B com OX40 das superficies de células
TCD4", promove a expansdo e diferenciacdo de linfocitos T helper 2 (Th2). A interagdo
0X40/0X40L possibilita a ativagdo da célula NK, com aumento de produgao de citocinas e da
capacidade de citotoxicidade destas células, amplificando a andlise e destrui¢do das células
alvo. Os mastocitos, através da via OX40/0X40L podem induzir a proliferagdo de células T
Ademais, o0 OX40 desempenha um importante papel na hemostasia e desenvolvimento das
c¢lulas Treg (Deng et al. 2019; Fu et al. 2020).

Curti et al. (2013), realizaram um ensaio clinico fase [ usando um anticorpo monoclonal
de camundongo (mAb), agonista de moléculas OX40 em pacientes com canceres solidos
metastaticos e observaram uma regressao da lesdo metastatica em 12 de 30 pacientes. O OX40

como um potente alvo imunoestimulante, esquematicamente representado na Figura 7,
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fornecendo uma ferramenta que pode influenciar favoravelmente as propriedades antitumorais
das células T circulantes, células B e células Treg intratumorais (Curti et al. 2013; Fu et al.

2020).
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Fonte — Adaptado de Fu et al. (2020).

Figura 7 — Imagem esquematica dos possiveis beneficios da ligagdo do OX40-OX40L na

imunoterapia contra o cancer. Apos a apresentagio de antigenos tumorais, a ligagdo do OX40 pode promover
a sobrevivéncia celular CD4* e CD8" (ndo-regulatdria), sustentar a expressdo de proteina antiapoptotica (BCL-
XL, BCL-2 e BFL1), melhorar a produgdo de citocinas de IL-2, IL-4, IL-5 e IFN-y, amplificar as respostas imunes
de células T especificas contra antigenos tumorais (efeito boost) e aumentar a geragdo de células T de memoria

especifica contra o tumor.

1.2.2 A molécula coestimuladora 4-1BB (CD137) e seu ligante 4-1BBL

Enquanto a fung@o e o mecanismo de agdo do OX40 estdo mais bem compreendidos, as
acoes de outra molécula coestimuladora, a 4-1BB ¢ mais complexa e ainda com varias lacunas
a serem respondidas. O 4-1BB (CD137) é uma proteina transmembrana membro da
superfamilia do TNFR, com 50 a 55-k-Da, descoberta originalmente nas células T, mas pode
estar expressa em uma variedade de células do sistema imune como as células dendriticas
ativadas (DCs), mondcitos, neutrofilos, células B e células natural killer (NK), promovendo

uma func¢do efetora na ativagdo de todas estas células. Diferente das moléculas OX40, o 4-1BB
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promove um estimulo mais potente de coestimulagdo de células TCD8" e menos potente nas
células TCD4" (Cheuk et al. 2004; Vinay e Kwon 2011; Campana et al. 2014).

In vitro, os efeitos do 4-1BB sdo bastante diversos e incluem progressao do ciclo celular
em linfocitos, inducdo de producdo de citocinas, preven¢do da ativagdo dos mecanismos de
morte celular e indugdo de genes antiapoptéticos (Vinay e Kwon 2011). Alguns autores
mostraram que a expressio de 4-1BBL pelos mondcitos ¢ induzida por IL-1f,
lipopolisacarideos e phorbol myristate acetato (Schwarz et al. 2005). A ativacao dos mondcitos
pelo anti-4-1BB aumentou a producao de IL-8 e TNFa, porém causou a redu¢do dos niveis de
IL-10. Outro achado interessante, foi que a ligacdo de 4-1BB com o 4-1BBL expresso nos
monocitos levou a reducdo dos niveis de linfocitos B (Kienzle e Von Kempis 2000) (Figura 8).

Os linfécitos B tem um papel fundamental na regulagdo imune, pois além de secretarem
as imunoglobulinas e anticorpos especificos sdo importantes na otimizagao da resposta dos
linfocitos T. Os anticorpos produzidos pelas células B neutralizam os efeitos dos virus,
entretanto podem contribuir para a gravidade de doengas autoimunes, como lupus e artrite
reumatoide (Vinay e Kwon 2011). Foi demonstrado por Zhang et al. (2010b) que o 4-1BB
estava expresso nos linfocitos B quando monocitos de sangue periférico eram estimulados por
mitdgenos, mas nao quando linfocitos B purificados eram usados .

A expressao de 4-1BB também regula a ligagdo CD40/Anti-Ig quando em combinagao
com Interferon y (IFN-y), mas ndo quando se utiliza IL-2, IL-6, IL-15 ¢ TNF-a. Diante da
adigdo de IL-4, IL-10 ou IL-21 as células B expostas ao anti-CD40/anti-Ig observa-se a reducao
da expressdo dos niveis de 4-1BB (Vinay e Kwon 2011). A expressdo de 4-1BB foi
documentada em células Natural Killer (NK) ativadas, mas nao em células em laténcia. Apesar
da ativagao do 4-1BB, com seu agonista, nao ter demonstrado qualquer influéncia na fungao
citolitica das células NK sobre as células tumorais, in vivo, o tratamento com anti-4-1BB
provocou destruicdo e morte das células NK, presumidamente via aumento de producdo de

[FN-y (Vinay e Kwon 2011).
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Figura 8 — Mecanismos envolvidos na intera¢ao do 4-1BB e seu ligante (4-1BBL).

Estudos em modelo animal deficiente de 4-1BB, tiveram redu¢ao do nimero de células
NK, demonstrando a importancia do 4-1BB na regulagdo das células NK, muito embora ainda
nao elucidado através de qual o mecanismo de acao (Vinay e Kwon 2011). O bloqueio do
ligante do 4-1BB, o0 4-1BBL, ndo mostrou uma importante modificagdo do fendtipo destes
animais, no que se refere a autoimunidade (So et al. 2008).

As terapias agonistas 4-1BB promove respostas mais potentes e estimulam a
proliferacdo das células T citotoxicas CD8+ e o aumento da produgao de interferon gama (IFN-
v) € de granzimas. As células T CD4+ também podem ser estimuladas a expandir e produzir
citocinas pro-inflamatérias. O papel da estimulagdo 4-1BB nas células Treg, no entanto, ¢
controverso, pois a terapia com agonista 4-1BB pode inibir a diferenciacdo de células efetoras
convencionais em Treg, a0 mesmo tempo em que inibe a supressao de Treg, ou, por outro lado,

manter a expansao do Treg e sua capacidade de imunossupressao (Bartkowiak e Curran 2015).
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1.2.3 Proteina CD40 e seu ligante CD40L

O CD40 e seu ligante (CD40L) fazem parte da superfamilia do TNF. O CD40 ¢ uma
proteina do tipo I, constitutivamente expressa na superficie das células B, na membrana das
células apresentadoras de antigenos (APC), nas células epiteliais, células musculares lisas,
plaquetas e células progenitoras hematopoiéticas, além de serem expressas em alguns tumores,
tais como: mama, ovarios, figado, melanoma, linfomas e também no MM (Korniluk et al.
2014). A molécula de CD40 nao ¢ expressa em plasmodcitos maduros normais, mas somente nas
células plasmocitarias anormais do MM (Huang et al. 2015; Kaminska et al. 2016).

A ativacao do CD40 resulta na regulagdo de moléculas coestimuladoras (como CDS80 e
CD86) e no complexo receptor de histocompatibilidade maior, bem como na liberagdo de
citocinas inflamatorias (Ara et al. 2018). O CD40L, também chamado de CD154 ¢ uma
glicoproteina de membrana, do tipo II, com 39 kDa, expressa predominantemente nas células
TCD4" ativadas e plaquetas, sendo que mais de 95% do CD40L circulante é secretado pelos
granulos o apos ativagdo plaquetaria (Fanslow et al. 1994; Ara et al. 2018).

Hé evidéncias de que os sinais dados pela ligagdo do CD40L sdo essenciais para o
processo de maturacao e switching da classe de imunoglobulina apos a estimulagdo antigénica,
via células apresentadoras de antigenos e esse conhecimento veio através de pacientes com a
Sindrome do Hiper-IgM ligado ao X. Nessa sindrome, as células T ndo expressam CD40L
funcional e os individuos tendem a ter infecgdes bacterianas de repeticao desde muito cedo, por
déficit na imunidade humoral e ndo expressarem niveis adequados das imunoglobulinas de
outras classes que ndo a IgM (Fanslow et al. 1994). A ligagao entre CD40 e CD40L induz
proliferacdo e diferenciacdo em células B de memoria e troca de classe de imunoglobulina
(Figura 9).

As interagdes CD40-CD40L sdao importantes na indu¢do do aumento de moléculas de
apresentacdo dos antigenos e da producdo de citocinas, tais como IL-10 e IL-12, por
macrofagos, com subsequente aumento de ativagdo das células T e respostas antitumorais

(Banchereau et al. 1994; Huang t al. 2015).
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Fonte - Adaptado de Lederman et al. (1992)
Figura 9 - Intera¢do entre a molécula CD40 expressa nos linfocitos B com o seu ligante

(CD40L) na superficie dos linfocitos T CD4+ efetor (T helper — Th).

Foi demonstrado, entretanto, que em modelos animais 0 CD40 ¢ essencial ndo s6 para
a imunossupressao mediada pelas células supressoras mieloides (do inglés myeloid-derived
suppressor cells - MDSC), mas também para a expansdo de células Treg. O bloqueio da
interacao CD40-CD40L por anticorpo anti-CD40 inibiu o desenvolvimento de Treg e reforgou
a eficacia do sistema imunomodulador em modelos tumorais (Bergmann e Pandolfi 2006; Pan
et al. 2010).

Além da participagdo na regulagdo imunoldgica, evidéncias sugerem que a ligagdo do
CDA40 ao seu ligante, pode induzir de forma direta a apoptose de células tumorais € como
também induzir o crescimento tumoral, uma vez que células tumorais podem expressar o CD40.
Esse efeito paradoxal depende do nivel da sinalizacdo via CD40L: maior sinalizacdo induz a
morte das células tumorais, enquanto menor sinalizagdo promove o crescimento tumoral. O
papel indireto na promogao do crescimento tumoral ¢ resultado da angiogénese, que ¢ mediada
pelo fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento e transformacao
beta (TGF-) e outras quimiocinas. Em modelos animais, viu-se que o CD40-CD40L promoveu
angiogénese por induzir a producdo de VEGF a partir de células endoteliais e da ativagdo de

plaquetas (Huanget al. 2015).
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O CDA40L soluvel (sCD40L) ¢ um trimero funcional de 18 kDa, que ¢ liberado pelos
linfocitos T ativados e plaquetas. A fungao fisiopatologica do sCD40L tem sido investigada nas
doencas cardiovasculares e certas doengas autoimunes. Pacientes com angina instavel tém
niveis plasmaticos elevados de sCD40L, e o aumento de nivel sérico tem sido considerado um
importante fator na estratifica¢do de risco nas doengas cardiovasculares (Figura 10) (Danese et
al. 2004).

Nos tumores, a investigacao centrou-se no papel do sCD40L ligado a membrana em
relacdo as respostas antitumorais. Percebeu-se que as células mononucleares do sangue
periférico (do inglés peripheral blood mononuclear cell - PBMCs) de pacientes com cancer
tinham uma populagdo relativamente maior de MDSCs, definidas como células CD33"HLA-

DR, e essas expressavam niveis mais elevados de CD40 (Huang et al. 2015).
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Fonte: Adaptado de Danese et al. (2004)
Figura 10 - Efeitos pleiotropicos resultantes da interagdo de células T CD40L" ativadas,

plaquetas CD40L" ativadas ou CD40L soluvel com células imunes e ndo imunes.

A proliferagdo de células T e a producdo de IFN-y diminuiu quando as células T
estimuladas foram co-cultivadas com uma quantidade de MDSCs autéloga. A adicao de
MDSCs enriquecidas com sCD40L recombinante monomérico, teve um efeito inibidor na

proliferacdo de células T. Células PBMCs cultivadas in vitro com sCD40L também mostrou
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uma expansdo de células T reguladoras (CD4°CD25"&"Foxp3*), bem como inducio de
citocinas, como IL-10 e IL-6. Adicionalmente, mensurou-se niveis maiores de células TCD4"*
com expressao de PD-1 em pacientes com cancer do que em doadores saudaveis. O sCD40L
também inibiu a producdo de IL-12 na ativa¢do de mondcitos (Huang et al. 2015).

Em pacientes com cancer, o sCD40L ¢ proveniente principalmente das plaquetas
ativadas em propor¢ao maior do que de células T, evidéncia apoiada no fato de que pacientes
oncologicos tém ativagdo plaquetaria importante, bem como ativacao inadequada de células T.
Sendo assim, acredita-se que o bloqueio da produgdo de sCD40L possa melhorar as respostas
antitumorais (Huang et al. 2015).

Agentes antiagregantes, como aspirina e clopidogrel, demonstraram reduzir
significativamente a produgao de sCD40L em pacientes com diabetes tipo II e doencga arterial
coronariana estavel, condi¢des nas quais a ativagdo plaquetaria ¢ um fator primordial da
patogénese (Azar et al. 2006; Santilli et al. 2006). Uma analise retrospectiva de 682 pacientes
com cancer de prdstata, mostraram beneficio significativo com a combinagdo de drogas
antiagregantes e radioterapia, interferindo com o processo de angiogénese induzido pelo tumor,
dando mais suporte clinico as hipdteses aventadas, como exemplificado na Figura 11

(Bergmann e Pandolfi 2006).
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Fonte — Bergmann e Pandolfi (2006)
Figura 11 - A sinalizagdo via interagdo de CD40 e do seu ligante (CD40L) participa da

angiogénese.
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1.3 SISTEMA IMUNE NO MIELOMA MULTIPLO

Os pacientes com MM apresentam alteragdes no sistema imune (Figura 12), sendo as
principais: 1) déficit na producdo de imunoglobulina devido a redugdo dos progenitores de
células B da medula 6ssea; ii) alteracdo do perfil imunolégico das células T, caracterizada pelo
aumento do nimero de células T reguladoras (Treg), alteracdo da relagdo CD4/CDS8 e do
numero de células T CD4", dentre outros; iii) aumento de expressido do PD-L1, um dos ligantes
de inibi¢do da resposta imune, iv) niveis elevados de células supressoras derivadas da linhagem
mieldide (MDSCs), que tem a capacidade de inibir atividade funcional de linfocitos T, e estao
associadas a progressao da doenga e um desfecho clinico desfavoravel. Além disso, pacientes
com MM apresentam alteracdes na capacidade de apresentacdo de antigenos, com alguns
estudos que relataram niveis reduzidos de células dendriticas e macrofagos (Binsfeld et al.
2014; Rodriguez-Otero et al. 2017; Serrano-del Valle et al. 2019).

Embora muitas neoplasias linfoides, incluindo o MM, expressem HLA classe II e,
portanto, serem capazes de apresentacao direta de antigeno, a apresentacdo mediada por células
apresentadoras de antigenos (APC), continua sendo o mecanismo dominante e pode ser
potencializado utilizando-se de anticorpos monoclonais contra alvos tumorais especificos, desta
forma, o status funcional das APCs torna-se critico. As células dendriticas (DCs) isoladas de
pacientes com MM apresentam defeitos funcionais e expressam/produzem niveis mais baixos
de moléculas cruciais para a iniciagdo da resposta imune incluindo interleucina 12 (IL-12),
HLA-DR, CD40, CD86 ¢ CD80. Este fenotipo é provavelmente devido a exposicao a citocinas
produzidas pelas células tumorais e seu microambiente circundante, incluindo Fator de
Crescimento Transformador Beta, do inglés, Transforming Growth factor § (TGFp), IL-6 e IL-
10 (Rutella e Locatelli 2012).
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Figura 12 — Alteracdes descritas no sistema imune dos pacientes com MM e possiveis

abordagens terapéuticas.

No MM, as células Treg tém multiplos mecanismos de imunossupressao, incluindo a
producdo das citocinas anti-inflamatodrias, IL-10 e TGFf, e deplecao de IL-2 da medula dssea
e varios grupos correlacionaram a quantidade de células Treg em MM (CD4"CD25 FoxP3")
com estagio da doenga e resposta ao tratamento (brimnes et al. 2010; Rutella e Locatelli 2012).
Pacientes com MM que atingem remissao e sobrevida longa (ou seja, SLP por mais de 10 anos)
apresentaram elevado niimero de células efetoras (células T, células NK, CDs, plasmocitos
normais) e reduzido de Treg, enfatizando a importancia de um sistema imunologico ativo para
controlar a evolugdo e progressao da doenca (Rodriguez-Otero et al. 2017).

Dessa forma, o entendimento de que as moléculas coestimuladoras sdo necessarias e

indispensdveis a uma resposta imune adequada, trabalhando em sinergia e levando a
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amplificagdo da fungdo das células T efetoras, justifica-se avaliar a expressao destas moléculas
(0X40, 4-1BB e CD40) e de seus ligantes, as interagdes entre as diversas células do sistema
imune e como se comportam nos pacientes com mieloma multiplo. Uma melhor compreensao
de como essas moléculas coestimuladoras se apresentam no mieloma multiplo, podem
influenciar e ter impactos nas futuras aplicagdes clinicas e desenvolvimento de novos alvos
terapéuticos.

Estudos clinicos utilizando-se de agonistas para essas proteinas, ja estdo em curso, mas
o perfil genético da populacdo Brasileira, particularmente nos estados do Nordestes, nos quais
a miscigenacdo entre as racas negra, branca e indigena ¢ muito comum, pode influenciar a
resposta a essas novas terapias. Este € o primeiro estudo em Pernambuco a avaliar o perfil destas
proteinas em pacientes com neoplasia hematolégica, podendo contribuir como base para

estudos intervencionistas que em breve, espera-se, estejam disponiveis em nosso meio.
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2

2.1

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar os niveis de linfocitos B € T e das moléculas coestimuladoras OX40, CD40,

CD40L e 4-1BB no sangue periférico ¢ medula 6ssea dos pacientes com mieloma multiplo.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar os niveis de linfocitos B ¢ T e das moléculas coestimuladoras no sangue
periférico dos pacientes e controles;

Determinar os niveis soluveis de s4-1BB, sOX40 e sCD40L no sangue periférico dos
pacientes e controles;

Verificar se as concentragoes séricas de linfocitos B e T ¢ das moléculas
coestimuladoras OX40, CD40, CD40L no sangue periférico dos pacientes podem ser
possiveis marcadores prognoésticos e preditivos de morte;

Associar o perfil de expressao linfocitos B e T e das moléculas coestimuladoras em
sangue periférico com a sobrevida em 40 meses;

Associar os niveis percentuais de linfocitos B e T e das moléculas coestimuladoras em
sangue periférico com o escore progndstico ISS e dbito nos pacientes;

Associar os niveis percentuais de linfocitos B e T e das moléculas coestimuladoras na
medula dssea com o escore prognoéstico ISS e dbito nos pacientes;

Correlacionar os niveis de expressao CD20+, CD3+, OX40+, CD40+, CD40L+ entre

sangue periférico e medula dssea nos pacientes.
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3 MATERIAS E METODOS

3.1 DETALHAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo descritivo realizado no Hospital de Cancer de Pernambuco (HCP),
Laboratdrio de Pesquisa Translacional do IMIP e no A.C.Camargo Cancer Center. O periodo da
coleta dos dados clinicos e das amostras biologicas foi de maio de 2016 a dezembro de 2019.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do
Hospital de Cancer de Pernambuco (HCP) sob n°. CAAE 51156615.0.0000.5205 (ANEXO 4),
seguindo a Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Satide do Ministério da Satide. Todos os
participantes foram incluidos no estudo apos assinatura do Termo de Consentimento livre

esclarecido (TCLE - Apéndice 2).

3.2 POPULACAO DO ESTUDO

Pacientes: foram incluidos 40 pacientes com Mieloma Multiplo, com idade até 79 anos, estadio
clinico de Durie-Salmon — III A ou B.
Controles: os individuos controles foram homens e mulheres saudaveis com idade entre 40 a 79

anos, sem diagnostico prévio ou atual de doencas oncoldgicas, sem sinais clinicos de infecgdes aguda.

3.3 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

Para inclusdo no estudo, os pacientes receberam informagdes sobre o projeto e foram
incluidos no trabalho apos a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Foram incluidos de acordo com os critérios de inclusdo e excluséao.

3.3.1 Ciritérios de inclusao
e Pacientes com gamopatia monoclonal em investigacao de mieloma multiplo;
e Pacientes com bidpsias prévias de areas medulares ou extramedulares que foram
sugestivos ou compativeis com mieloma multiplo ou plasmocitoma extramedular;
e Pacientes virgens de tratamento, excetuando-se uso de corticoide em doses de até 1

mg/kg/dia de prednisona ou até¢ 10 mg/dia de dexametasona por até 10 dias.
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3.3.2 Ciritérios de exclusao
e Uso de imunossupressores ou com infec¢do ativa;
e Idade igual ou superior a 80 anos;
e Nao permitir as coletas de amostras de sangue ou medula 6ssea para as analises
sorologicas ou material inadequado para analise;
e Insucesso na coleta de material medular (aspirado medular seco) ou insucesso na
coleta de fragmento dsseo na biopsia de medula dssea (se um dos dois materiais

forem coletados, serdo incluidos no estudo);

3.4 PROCEDIMENTOS PARA CAPTACAO E ACOMPANHAMENTO DOS
PARTICIPANTES

Os pacientes foram selecionados no ambulatorio de hematologia do Hospital de Cancer
de Pernambuco, sendo incluidos apds o consentimento em participar do estudo e assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE — Apéndice 2).

O grupo controle foi coletado, apds a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE — Apéndice 3), sendo constituido de acompanhantes dos pacientes e
funcionarios do IMIP, que concordaram em participar da pesquisa e ap6s avaliagdo clinica para
selecionar os participantes elegiveis, seguindo os critérios de inclusdo para os controles com
idade de 40 a 79 anos que foram: auséncia de uso prolongando de imunossupressores, auséncia
de historia clinica de infec¢ao pelo virus da imunodeficiéncia humana 1 e 2 (HIV 1 e 2), e virus
linfotrépico humano 1 e 2 (HTLV 1 e 2); auséncia de sinais clinicos de infec¢do; auséncia de
historia clinica de hepatites virais e de doenca autoimune; e auséncia de historia prévia de
qualquer doenga cronica, dentre elas antecedente pessoal de qualquer tipo de tumor.

Os dados clinicos como desfecho e taxa de resposta foram coletados no momento do
diagnostico e ao longo do tempo do estudo. Amostra biologicas dos pacientes foram coletados
apenas ao diagnostico. Os critérios utilizados para categorizar o grau de resposta foram
baseados nos critérios do International Myeloma Working Group (IMWG) — (Anexo 2). Os
dados clinicos e de tratamento foram recuperados dos prontuérios.

No periodo de maio de 2016 a janeiro de 2019 foram identificados 54 pacientes, e
desses, foram incluidos 47 pacientes com diagnostico confirmado e apds assinatura do termo
de consentimento livre e esclarecido. Houve 4 perdas dos 47 pacientes incluidos, apos a revisao

do diagnostico, 03 pacientes apresentaram tumores ndo hematoldgicos e 01 paciente por falta
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de amostra suficiente para realizagao dos testes laboratoriais. Optou-se pela analise apenas dos
casos com estadio clinico de Durie-Salmon III, para melhor uniformidade dos casos. Detalhes

no fluxograma a seguir (Figura 13).

\ 4

[ (N=7) |

- Retirada do TCLE apoés assinatura (N=2)

- Impossibilidade de realiza¢do da citometria
de fluxo (N=1)

t Acima de 80 anos (N=4) ‘

Perdas (N=7)

hematoldgicos,
micos e de imagem e
uario médico

Motivos:
- Pacientes que apresentavam outros tipos
de tumores apds revisdo de bidpsia (N=3)

- Amostra de sangue insuficiente para
andlise (N=1)

- Excluidos pois Estadio clinico de DS < Il
- (N=3)

Legenda - TCLE: Termo de consentimento livre ¢ esclarecido; PPP- Plasma pobre em plaquetas
Figura 13 -Fluxograma de capta¢do dos pacientes acompanhados no ambulatorio de onco-

hematologia do Hospital de Cancer de Pernambuco, com suspeita clinica de mieloma multiplo.



Materiais e Métodos 34

35 TECNICAS DE COLETA, PROCESSAMENTO E TESTES
LABORATORIAIS

3.5.1 Coleta e preparacio de amostras biologicas

Nos pacientes com suspeita de mieloma multiplo, foram coletados 8 mL de sangue
periférico e 4 mL de aspirado medular, em tubo com anticoagulante acido etilenodiamino tetra-
acético - EDTA (BD Vacutainer®) para realizacdo de citometria de fluxo e ELISA.

As amostras de aspirado medular foram coletadas por médico hematologista, utilizando-
se agulhas do tipo Illinois. Os sitios de coleta foram esternal ou em cristas iliacas anteriores ou
posteriores de acordo com a preferéncia do médico ou situacao clinica do paciente.

A biodpsia de medula 6ssea foi realizada através da técnica por punc¢do com agulha
modelo Jamshidi, em umas das cristas iliacas posteriores, com expectativa de fragmento 6sseo
de pelo menos 2,0 cm, como preconizado pela literatura (Lee et al. 2008) mas devido a
fragilidade Ossea nestes pacientes evitou-se multiplas tentativas de coleta, aceitando-se
fragmentos menores que os acima descritos. Os fragmentos de medula ossea eram fixados em

formol tamponado e enviados ao servigo de patologia local.

3.5.2 Testes laboratoriais e de imagens

Os testes laboratoriais utilizados para o estadiamento e diagndstico de mieloma multiplo
faziam parte da rotina do servico de onco-hematologia do HCP e foram registrados no
formulario de coleta de dados da pesquisa (APENDICE A), baseando-se nos registros de
prontudrios dos pacientes ou através de busca no sistema eletronico do laboratério de analises
clinicas do HCP (laboratério CIAC - http://laboratoriociac.com.bt/).

Os valores de referéncia do laboratorio estdo detalhados no ANEXO 3. Os valores de
calcio utilizados na analise foram corrigidos de acordo com o nivel de albumina sérica,
conforme a formula: [Calcio corrigido = Calcio total + [0,8 x (4 — albumina)] (Tessier ¢ Rose
1958).

Como exames de imagem para screening de lesdes osteoliticas de mieloma multiplo
aceitou-se radiografias, tomografias, ressonancias ou PET-CT de acordo com o que havia sido
solicitado pela equipe e disponivel para consulta (Registrados no APENDICE A), assim como
a informagao ou nao de realizagdo de Ecocardiograma, para avaliar possibilidade de amiloidose

associada ou informagdo sobre a necessidade ou ndo de terapia dialitica de substitui¢ao.
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3.5.3 Determinac¢ao da concentracao soliveis de sCD40L, sOX40 e s4-1BB

Os testes foram realizados no Laboratorio de Pesquisa Translacional do IMIP. Um
volume de 3 mL de sangue total coletado com anticoagulante EDTA, foi centrifugado a 1800
RPM, por 5 minutos a uma temperatura de 4° C para obtencao do plasma rico em plaquetas.
Posteriormente, o plasma foi separado em aliquotas de 1 mL e centrifugado a 14000 RPM por
10 minutos para obtengdo do plasma pobre em plaquetas (PPP). Foram feitas aliquotas de 500
pL e congeladas em freezer a — 80°C, até a realizacdo dos testes laboratoriais.

Um volume total de 100 uL foram utilizados para a determinagdo das concentragdes
sérica de sCD40L, s4-1BB, sOX40, por enzyme immunosorbent assay (ELISA) utilizando os
kits Human sCD40L, s4-1BB, sCD134/0X40 Platinum ELISA (eBioscience, Vienna, Austria),
seguindo as instru¢des do fabricante. Para a leitura da absorbancia foi utilizado a leitora de
placas Human Reader HS (Human, Wiesbaden, Germany). A leitura das absorbancias foi
realizada em um comprimento de onda de 450 nm. As concentragdes foram expressas em

pg/mL.

3.5.4 Determinac¢ido da expressio de linfocitos T e B e da expressio de 0X40, CD40 e
CD40L na superficie celular dos leucocitos e linfocitos

A aliquota de 50 uL de sangue periférico foi adicionada em tubo de poliestireno de
citometria com 2 uL de soro humano AB+, e 2 mL de tampio de lise de hemacias (FACS®
Lysing Buffer, Becton Dickinson, Mountain View, CA) e incubado por 20 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, foram realizadas 2 lavagens consecutivas, adicionando 2
mL de phosphate buffered saline (PBS) 1x concentrado (pH 7,4) e centrifugando a 300 x g por
5 min a 22°C. Apos a segunda lavagem, foi descartado o sobrenadante e as células foram
marcadas com 5 pL. de anticorpos monoclonais (BD Biosciences, CA) anti-CD3 (células T),
anti-CD134 (0X40), anti-C40L, anti-CD40 e anti-CD20 (células B), conjugados a
fluorocromos diferentes, incubando-se a temperatura ambiente e protegido da luz por 20
minutos. Apds a incubagao, foi realizada uma tltima etapa de lavagem, em seguida foi realizada
a aquisi¢do no citdmetro de fluxo FACSVerse (BD Biosciences, CA) (Figura 14). Foram
adquiridos no minimo 20.000 eventos celulares na regido dos linfocitos. Os dados obtidos
analisados com o programa BD FACSuite™ (BD Biosciences, CA) e os resultados percentuais
foram comparados entre os pacientes e controles saudaveis. Os dados de citometria foram
expressos em valores percentuais e os resultados apresentados pelos pacientes foram

comparados aos dos controles saudaveis.
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Numa aliquota de 50 uL de medula dssea foi adicionado 2 mL de tampao de lise de
hemaécias (FACS® Lysing Buffer, Becton Dickinson, CA) e incubado por 20 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, realizava-se a lavagem com 2 mL de PBS e posteriormente
adicionava-se SuL dos anticorpos monoclonais anti-CD3, anti-CD20, anti-CD40, anti-CD40L,
anti-CD134 (0X40), incubando-se a temperatura ambiente e protegido da luz por 20 minutos.
Foi realizada duas etapas de lavagem e posteriormente a aquisicdo em citometro de fluxo
(FACSVerse, BD, Pharmigen®, San Diego, CA). Foram adquiridos entre 30.000-50.0000
eventos celulares em linfocitos ¢ a analise dos resultados efetuado no FACSuite (Becton
Dickinson, Sunnyvale, CA) e expressas em valores percentuais.

As subpopulacdes celulares foram avaliadas de acordo com cada marcador de interesse
em populagdo geral, ou subpopulacao de linfocitos. A Figura 14 mostra como foram realizadas
a andlises de populagdes CD20"¥, linfocitos CD20"™ ¢ CD20"e", As células CD20 low sio
células B que expressam baixos numeros de moléculas CD20 na membrana e as células CD20
high, elevados nimeros de moléculas na membrana. Essa separagdo ¢ realizada através da

intensidade de fluorescéncia do marcador CD20.
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Figura 14 - Exemplos dos painéis de citometria de fluxo de sangue periférico, delimitando os

percentuais de expressao. A) linfocitos totais, mondcitos e granulécitos; B) apos selecionou-se apenas o gate
de linfocitos; C) foram quantificadas os percentuais de expressao de subpopulagdes de linfocitos B (utilizando-se

o marcador CD20) e o subdividindo de acordo com o padrio de fluorescéncia entre CD20°%, CD20™:l ¢ CD2("igh,
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

3.6.1 Analises de associacao

A estatistica descritiva das varidveis categoricas foi apresentada em tabelas com
distribuicdo das frequéncias absolutas e relativas, enquanto as varidveis continuas foram
apresentadas como medidas de tendéncia central, mediana e interquartil (IQR).

Para as variadveis quantitativas, foi inicialmente aplicado o teste de normalidade de
Shapiro-Wilk. As varidveis quantitativas deste estudo foram apresentadas em valores de
mediana e intervalo interquartil (IQR: 25%-75%). O teste ndo paramétrico de Mann-Whitney
foi utilizado para comparagado entre dois grupos.

Analise por curva Receiver Operating Characteristic (ROC) foi realizada para calculo
dos melhores valores dos marcadores estudados associados com a ocorréncia de obito, de
acordo com o valor de maior acuracia obtido. Para a analise de correlagdo entre variaveis foram
determinados conforme o coeficiente de correlacdo de Sperman. Sera considerado os seguintes
niveis de correlagdo: correlagao fraca: (r) = 0,3 a < 0,5; correlagdo moderada: (r) > 0,52 0,8 ¢

uma forte correlagdo coeficiente (r) > 0,8.

3.6.2 Analise de sobrevida

A taxa de sobrevida global (SG) foi calculada em meses, a partir da data do diagnostico.
O teste de Log-Rank foi utilizado para comparagdo entre os grupos.

A analise dos dados foi realizada pelo software GraphPad Prism v8.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA). Para todas as analises foram considerados significativos valores de

p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 DESCRICAO DAS CARACTERISTICAS CLINICAS DOS PACIENTES

A 1dade dos pacientes variou de 43 a 79 anos, com mediana de 60 anos (51,2; 66,7).
Quando estratificados em faixa etaria, 45% dos pacientes eram idosos (maiores de 60 anos),
32,5% tinham entre 51 e 60 anos e 22,5% menos de 50 anos. A maioria dos pacientes eram do
sexo masculino 23 (57,5%), e quanto a cor da pele 26 pacientes (65%) se auto declararam
pardos.

A mediana de tempo de sintomas até a definigdo diagnostica foi de 6 meses (4;12). Os
pacientes foram seguidos por até 45 meses, com mediana de seguimento de 17,5 meses
(6,5;32,7). Dos 40 casos 10 casos (25%) evoluiram para 6bito e 30 sobreviveram (75%), alguns
ndo chegaram a iniciar terapia especifica para o MM, devido a condigdes de desempenho
comprometidas. A mediana de seguimento destes 10 casos que evoluiram para obito foi de 6
meses (3,7;8,7).

Segundo os critérios de estadiamento de Durie-Salmon (DS), foram 30 casos com DS
IITA (75%) e 10 pacientes estadio I1IB (25%). Segundo o escore International Staging System-
ISS, onze (11) casos apresentaram-se com ISS-1 (29,7%), 8 de ISS-2 (21,6%), e 18 de ISS-3

(48,6%), conforme mostra na Tabela 5.



Resultados 40

Tabela 5 - Descricdo das frequéncias das caracteristicas biologicas, desfecho clinico e
distribuicao dos casos conforme DS e ISS dos pacientes com mieloma multiplo.

CARACTERISTICAS ‘ N =40 (100%)
Idade (em anos) * 60 (51,2; 66,7)
Tempo de Seguimento (em meses) * 17,5 (6,5;32,7)
Faixa etaria (anos)

<50 9 (22,5%)

>50e<60 13 (32,5%)

> 60 18 (45%)
Sexo

Masculino 23 (57,5%)

Feminino 17 (42,5%)
Cor

Branca 5 (12,5%)

Parda 26 (65%)

Negra 9 (22,5%)
Obito

Sim 10 (25%)

Nao 30 (75%)
Classificacio Durie-Salmon (DS)

1A 30 (75%)

1B 10 (25%)
International Staging System (ISS) (n=37)

ISS -1 11 (29,6%)

ISS-2 8 (21,6%)

ISS1-3 18 (48,7%)

2 Mediana (P»s; P7s); Legenda: DS: Durie- Salmon; ISS: International Staging System

4.2 ANALISE DOS NiVEIS DE LINFOCITOS T, B (CD20+) NO SANGUE
PERIFERICO DE PACIENTES E CONTROLES

. Linfécitos B (CD20) e linfécitos T (CD3)

Os valores percentuais de linfocitos B mensurados por citometria de fluxo em sangue
periférico, foram analisados segundo dois parametros de expressao de moléculas de superficie,
CD20 e CD20"", e para ambos, nota-se uma redugdo significativa dos niveis de linfocitos B

nos pacientes com MM com relacdo aos controles saudaveis (p<0,0001; Figura 15).
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Figura 15 - Valores percentuais de linfocitos B CD20" e CD20"" e de linfécitos T em sangue

periférico de pacientes com mieloma multiplo (n=40) e de controles saudaveis. Os gréficos estdo

representados com média e desvio padrdo. Foi realizado teste de Mann Whitney, foi considerado significativo

p<0,05. NS: ndo significativo.

4.3 ANALISE DOS NiVEIS DE EXPRESSAO 0X40+, CD40+ ¢ CD40L NO
SANGUE PERIFERICO DE PACIENTES E CONTROLES

. Leucocitos totais com expressao de 0X40+, CD40+ e CD40L+

Comparativamente aos controles, os pacientes de MM apresentavam niveis elevados de

leucécitos OX40" (p=0,0012) e CD40L" (p=0,002) e niveis reduzidos de CD40" (p=0,0005), como

demonstrado na Figura 16.
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o Niveis de linfécitos T com expressio de 0X40+, CD40+ CD40L+

Comparativamente aos controles, os pacientes de MM apresentavam niveis elevados de
linfocitos T OX40" ((p< 0,001) e reduzidos de T CD40L" (p<0,001), e de linfocitos totais
CD40" (p<0,0006), como demonstrado na Figura 17.
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Figura 16 - Valores percentuais de leucocitos totais OX40", CD40*, CDL40" em sangue

periférico de pacientes com mieloma multiplo (n=40) e de controles saudaveis. Os gréficos estdo

representados com média e desvio padrdo. Foi realizado teste de Mann Whitney, foi considerado significativo

p<0,05.



Resultados 43

A) B)
10 1.5
p<0,0001 p<0,0001
+ s ——
S 2 1.0
5 o 3
(8}
= -
g 4 —_ 8
'S = 0.5
el (&)
w Ne)
£ 24 I ‘€ ;
0 T T 0.0 L _I_
Pacientes Controles Pacientes Controles
C)
= 207 p=0,0006
X
x _ R
< 154
[a]
(8}
2
8 10+
8
0
8
5 57 I
=
a3 I
0 1 1
Pacientes Controles

Figura 17 - Valores percentuais de A) OX40" ¢ B) CD40L" em subpopulagio de linfocitos T;
C) CD40" em linfocitos, no sangue periférico de pacientes com mieloma multiplo (n=40),

comparativamente aos niveis de controles saudaveis. Os graficos estio representados com média e

desvio padrdo. Foi realizado teste de Mann Whitney, foi considerado significativo p<0,05.

44 ANALISE DOS NiIVEIS SOLUVEIS DE s4-1BB, sOX40 e sCD40L NO
SANGUE PERIFERICO

A mediana dos niveis séricos de s4-1BB e sOX40 foi menor nos pacientes quando
comparada a dos controles (p<0,03 e p=0,02, respectivamente). Para os niveis de sCD40L, ndo

foi observada diferenca significante entre a mediana obtida dos pacientes e controles (Figura
18).
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Figura 18 - Dosagem sérica dos niveis de A) s4-1BB; B) sOX40 e C) sCD40L em sangue
periférico de pacientes com mieloma multiplo (n=40), comparativamente aos niveis de

controles saudaveis. Os graficos estdo representados com média e desvio padrdo. Foi realizado teste Mann

Whitney, foi considerado significativo p<0,05. NS: ndo significativo.

4.5 ANALISE DOS NIVEIS DE LEUCOCITOS, LINFOCITOS E DE
MOLECULAS 0X40+, CD40+ ¢ CD40L+ NO SANGUE PERIFERICO DE
ACORDO COM INTERNATIONAL STAGING SYSTEM (ISS)

Nas andlises de sangue periférico, ndo houve diferenca entre os grupos ISS1-2 e ISS 3
para os niveis de linfocitos B (CD20), linfocitos T, leucdcitos totais OX40" e CD40" (Figuras
19 A-D). O grupo de pacientes com [SS-3 apresentaram as medianas dos niveis de leucocitos
totais CD40L" e de linfocitos totais CD40" menores quando comparado ao grupo ISS1 e 2

(p=0,01; p=0,008, respectivamente) como mostrado na Figura 19 E-F.
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Figura 19 - Analises de expressdo de linfocitos B e T, moléculas OX40*, CD40", CD40L", em

sangue periférico de pacientes com mieloma multiplo de acordo com o International Staging

System (ISS). Os graficos estdo representados com média e desvio padrio. Foi realizado teste de Mann Whitney

para analise entre os grupos e foi considerado significativo p<0,05. NS: ndo significativo.

4.6

ANALISE DOS NIVEIS SOLUVEIS DE s4-1BB, sOX40 e sCD40L NO

SANGUE PERIFERICO DE ACORDO COM INTERNATIONAL STAGING

SYSTEM (ISS)

Nao foram observadas diferencgas significativas nas medianas dos niveis soluveis de s4-

1BB, sOX40 e sCD40L entre os grupos ISS1-2 e ISS3 (Figura 20).



Resultados 46

2
L

300 NS 200 NS
-y 3 150 |
£ 200 E
[o2]
o
= £ 100
@ $
~ 1004 g
< 50_
(2] (]
J_ 4
—— —_
0 T T 0 T T
ISS1e2 ISS 3 ISS1e2 ISS 3

400 NS

sCD40L (pg/mL)
N
8
1

100 E

—_—
ISS1e2 1SS 3

Figura 20 - Valores de niveis séricos soluveis expressos em pg/mL. A) s4-1BB; B) sOX40 e C)
sCD40L de pacientes com mieloma multiplo de acordo com o International Staging System (ISS). Os graficos

estdo representados com média e desvio padrio. Foi realizado teste de Mann Whitney para analise entre os grupos

e foi considerado significativo p<0,05. NS: ndo significativo.

47 ANALISE DOS NIiVEIS DE LEUCOCITOS, LINFOCITOS E DE
MOLECULAS 0X40+, CD40+ e CD40L+ ENTRE OS GRUPOS DE PACIENTES
QUE EVOLUIRAM PARA OBITO E SOBREVIVERAM

Nas analises de sangue periférico, foram observados niveis inferiores de leucécitos
totais OX40+ e CD40L+ no grupo de pacientes que evoluiu para o 6bito quando comparado ao
grupo que sobreviveram (p<0,05). Para as demais andlises, ndo foram observadas diferencas

significantes entre os grupos avaliados (Figura 21).
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Figura 21 - Niveis percentuais de CDs. A) CD20 linfécitos B; B) CD3 linfécitos T; C) OX40 D) CD40;

E) CD40L; F) Linfocitos CD40%; G) linfocitos T OX40 e linfécitos T CD40 em sangue periférico de pacientes

com mieloma multiplo de acordo com o 6bito. Os graficos estdo representados com média e desvio padrdo. Foi

realizado teste de Mann Whitney para analise entre os grupos e foi considerado significativo p<0,05. NS: ndo

significativo.
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4.8 ANALISE DOS NiVEIS SOLUVEIS DE s4-1BB, sOX40 e sCD40L ENTRE

OS GRUPOS DE PACIENTES QUE EVOLUIRAM PARA OBITO E
SOBREVIVERAM

Nao foram observadas diferengas significativas dos niveis de s4-1BB, sOX40 e sCD40L

no sangue periférico entre os grupos que evoluiram para o 6bito e sobreviveram (Figura 22)
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Figura 22 - Niveis séricos. A) s4-1BBs; B) sOX40 e C) sCD40L em pacientes com MM de acordo com o
obito. Os graficos estdo representados com média e desvio padrdo. Foi realizado teste de Mann Whitney para

analise entre os grupos e foi considerado significativo p<0,05. NS: ndo significativo.
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4.9 ANALISE DOS NIVEIS EXPRESSAO DE CD20+, CD3+, OX40+, CD40+
e CD40L+ NA MEDULA OSSEA

4.9.1 De acordo com International Staging System (ISS)

Nas amostras de medula 6ssea, ndo houve diferenga entre os grupos ISS1-2 e ISS3
analisando-se a mediana de expressdo de CD20", CD3", 0X40*, CD40" e CD40L" (Figura 23).
Nas analises de linfocitos T OX40+, verificou-se que um menor valor de mediana dos niveis

desses linfocitos no grupo ISS3 quando comparado ao grupo ISS1 e 2 (p=0,0017; Figura 23).
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Figura 23 - Valores percentuais de CDs. A) CD20* B) CD3*, C) 0X40", D) CD40*, E) CD40L" ¢ F)
linfocitos T/OX40*, em medula dssea de pacientes com mieloma multiplo, de acordo com o International Staging
System (ISS). Os graficos estdo representados com média e desvio padrdo. Foi realizado teste de Mann Whitney
para analise entre os grupos e foi considerado significativo p<0,05. NS: ndo significativo.
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4.9.2 Comparacio entre os grupos de pacientes que evoluiram para oObito e

sobreviveram
Nas amostras de medula 6ssea, ndo houve diferenga dos valores de mediana de expressdo de

CD20", CD3", OX40", CD40" ¢ CD40L" na medula d0ssea entre os grupos que foram para Obito e

sobreviveram (Figura 24).
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Figura 24 - Niveis percentuais de CDs. A) CD20*; B) CD3*; C) 0X40%, D) CD40" e CD40L" em medula
ossea de pacientes com mieloma multiplo de acordo com o 6bito. Os graficos estdo representados com média e

desvio padrio. Foi realizado teste de Mann Whitney para analise entre os grupos e foi considerado significativo

p<0,05. NS: ndo significativo.
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410 CORRELACAO DOS NIVEIS EXPRESSAO DE LEUCOCITOS,
LINFOCITOS E DE MOLECULAS OX40+, CD40+ e CD40L+ ENTRE O
SANGUE PERIFERICO E MEDULA OSSEA

Verificou-se que houve correlagdo moderada nos niveis de linfocitos B entre sangue
periférico e medula 6ssea (r=0,64 e p<0,001). Também foi observado uma fraca correlacao dos
niveis de linfocitos T (r=0,36 e p=0,01), leucdcitos/CD40L" (1=0,32 e p=0,04) e
linfocitos/CD40* (1=0,38 e p=0,01; Figura 25).
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Figura 25 - Correlagdo dos valores percentuais de linfocitos. A) linfécitos B; B) linfécitos T; C)
leucocitos OX40+; D) leucocitos CD40L+; E) leucdcitos CD40+; F) linfocitos/CD40+ e G) linfocitos T/OX40+
entre sangue periférico e medula dssea dos pacientes. Teste de correlagdo de Spearman. P<0,05
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4.11 ANALISE DA SOBREVIDA GLOBAL

Para determinar os valores de ponto de corte ideais (cut-off) para avaliar a capacidade

diagnostica de biomarcadores, foram realizadas analises por Receiver Operating Characteristic

(ROC). Na analise da area sobre a curva (AUC, area under curve) foi encontrada baixa

sensibilidade e especificidade de s4-1BB, sOX40, sCD40L e CD3, enquanto que para linfocitos
B (CD20) e B CD20'Y, linfocitos totais OX40", CD40", e CD40L", e de linfocitos T CD40" e

T OX40" foram encontrados valores com significancia estatistica de acordo com o nivel de

sensibilidade e especificidade.

Apenas os niveis dos marcadores calculados pela curva ROC que estabeleceram um

ponto de corte com significancia estatistica para a ocorréncia de mortalidade foram listados na

Tabela 6.

Tabela 6 — Parametros encontrados da curva ROC (Receiver Operating Characteristic)

~ Ponto de Sensibi- Especi- Valor de o
POPULACOES AUC corte (%) lidade ficidade p 1C95%
LINFOCITOS B 08891 <9110 0871 0,826 <0,0001  0,805—0,972
(Lclﬁggg‘gos B 09060  <1,085 0,864 0,739 <0,0001 0,832 - 0,979
gl}«:{lj{ﬁocnos TOTAIS 744 <2030 0,913 0,420 00012 0,616- 0,868
ggj{ﬁocnos TOTAIS 2614 <5415 0743 0.695 0,0006 0,644 - 0,878
ggﬂ&?ams TOTAIS 7393 <3,005 0.904 0.615 0,002  0,607- 03871
(L:g\ﬁ?(:nos TOTAIS 7648 <3,710 1,000 0.435 0,0004 0,648 - 0,880
LINFOCITOS T OX40°  0,7720  >1,695 0,727 0,619 0,0008 0,649 0,894
LINFOCITOS T CD40L* 09375  <02750 0,875 0.772 <0,0001 0,858 - 1,0

AUC=Area Under Curve; IC=Intervalo de confianca.
. Curva de sobrevida global dos pacientes de mieloma multiplo

Num seguimento de 45 meses, a mediana de sobrevida global foi de 72,3% em 17

meses, como demonstrado na Figura 26.



Resultados 53

-y

= 100

3]

>

©

-J

5

o 50

(3]

=

>

o

L

o

» 0 I | 1 | | 1

10 20 30 40 50
MESES
SGem 17 meses =72,3%

Figura 26 — Curva de sobrevida global dos pacientes portadores de MM do Hospital de Cancer

de Pernambuco. Log-rank test.

. Curva de sobrevida global segundo os pontos de cortes da curva ROC

Na andlise de linfocitos B, foi observado uma sobrevida em 78% dos pacientes no grupo
com niveis > 9,11% desses linfocitos quando comparado ao que obteve niveis de linfécitos B
<9,11% (p=0,31) como mostra Figura 27. Na andlise de linfécitos B CD20'¥, foi observado
uma sobrevida de 85% dos pacientes com nivel > 1,085% e de 68% <1,085% (p=0,36).

Na anélise de leucdcitos totais OX40", foi observado uma sobrevida de 85% dos
pacientes que obtiveram niveis >2,93% e de 62% com niveis <2,93% (p=0,03).

Na analise de leucocitos totais CD40", foi observado uma sobrevida de 81% dos
pacientes que obtiveram niveis> 5,41% e de 68% dos pacientes com niveis < 5,41% (p=0,46).

Na analise de linfocitos totais CD40L", foi observado uma sobrevida de 91% dos
pacientes com niveis > 3,09% e de 50% no grupo que apresentou niveis <3,09% (mediana de
17 meses; p=0,001) (Figura 27-E).

Na analise de linfocitos totais CD40+, foi observado uma sobrevida de 80% dos

pacientes com niveis > 3,71% e de 62% com niveis <3,71% (p=0,23). Na anélise de linfocitos
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T OX40+, foi observado uma sobrevida de 71% dos pacientes do grupo com niveis >1,69% e

de 77% no grupo com niveis <1,69% (p=0,67). Detalhes na Figura 27.
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5 DISCUSSAO

O mieloma multiplo ¢ uma doenca heterogénea, com caracteristicas clinicas e biologicas
distintas entre si. Associada a nossa diversidade genética, nivel socioecondmico baixo,
alteracdo de status nutricional, faz com que o perfil clinico e imunologico dos pacientes
atendidos no Hospital de Cancer de Pernambuco, possa ser ainda mais complexo e desafiador.
Os estudos envolvendo analises de moléculas mediadoras da resposta imune tem o proposito
de descobrir potenciais marcadores prognosticos e, por consequéncia, buscar novos alvos de
tratamento. Trata-se do primeiro estudo em Recife sobre os aspectos imunoldgicos dos
pacientes portadores de mieloma multiplo atendidos pelo Sistema Unico de Satde.

Dos pacientes analisados, foram observadas caracteristicas clinicas semelhantes ao
descrito na literatura, com mediana de idade de 60,5 anos. No Brasil, a mediana de idade como
descrito por Hungria (2007) com dados de 16 instituigdes brasileiras e Todaro et al. (2011) em
Sao Paulo, demonstraram mediana de 60,5 e 58,5 anos de idade, respectivamente (Hungria 2007;
Todaro et al. 2011). Entretanto, ¢ uma mediana de idade relativamente menor que os dados
descritos no continente Europeu por Palumbo et al. (2011) que descreveu uma mediana de 70
anos de idade ao diagndstico, e apenas 37% dos pacientes sendo diagnosticados abaixo dos 65
anos, enquanto em nossa casuistica, 55% dos casos tinham abaixo de 60 anos.

Mieloma multiplo ¢ um tumor raro em individuos com idade abaixo de 30 anos com
frequéncia de 0,5% dos casos e de 10,2% abaixo de 50 anos, diferindo de nossa amostra, na
qual 22,5% dos casos tinham idade abaixo de 50 anos (Kazandjian 2016; Miller et al. 2019).

Em relagdo ao sexo, houve predominio do sexo masculino (57,5%) em consonéncia ao
que ¢ encontrado na literatura, cuja prevaléncia foi maior em homens do que em mulheres, e
maior frequéncia de cor parda ou negra (87,5%) (Miller et al. 2019; Hsieh et al. 2019).

O risco MGUS e MM entre individuos de ascendéncia afro-americana (AAs) € de duas
vezes ou mais quando comparado aos caucasianos, com taxas similares de transformagdo de
MGUS para MM em ambas as ragas, com estudos descritivos, entretanto, sugerindo resultados
de sobrevivéncia similares ou piores em AAs. Acredita-se que essa maior incidéncia se deva a
presenca mais frequente de lesdes pré malignas (MGUS) em AAs. Na pretensao de elucidar tal
hipdtese, Landgren et al. (2014) conduziram uma coorte que incluiu 5.798 AAs e 28.939
pacientes europeus-americanos (EAs) no periodo entre 1973 e 2005 e seguiram-nos até 2006.

Os autores confirmaram que a incidéncia de MM em AAs foi o dobro que nos EAs no grupo
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geral, e trés vezes maior no grupo com idade menor que 50 anos. Os AAs também tinham uma
idade mais jovem quando diagnosticados com MGUS (Landgren et al. 2014). As diferengas
raciais descritas ndo podem ser atribuidas exclusivamente as diferencgas socioecondmicas e de
acesso ao cuidado e pelo menos em parte, provavelmente serdo devido a diferencas genéticas e
biologicas subjacentes mais profundas (Kazandjian 2016).

O International Staging System (ISS), uma classificagdo poderosa e reprodutivel de trés
estagios, ¢ indiscutivelmente o método mais fidedigno de prognostico (Moreau et al. 2017). Ele
vem sofrendo ajustes e incorporando outros parametros (R-ISS), mas se mantém como o escore
mais importante pois consegue refletir a sobrevida dos pacientes (uma vez que baseia em
marcadores laboratoriais de atividade da doenca), reduzindo os vieses durante o estadiamento.
Utilizando-se o ISS-R, a média de SLP foi de 66 meses para pacientes com R-ISS estagio 1, 42
meses para pacientes com Estagio 2 e 29 meses no estagio 3. A SG em 5 anos foi de 82%, 62%
e 40%, respectivamente. O tempo médio do SG nio foi alcangado para pacientes com ISS-R 1,
e foi de 83 e 43 meses para pacientes do ISS-R 2 e 3, respectivamente (Palumbo et al. 2015).
Avaliando-se dados mais antigos, que utilizaram-se do ISS tradicional, a SG esperada foi de
62, 44 e 29 meses, para os ISS-1 2 e 3, respectivamente (Greipp et al. 2005).

Semelhante a dados brasileiros publicados por Hungria et al. (2008), nos quais a maioria
dos portadores de MM apresentavam-se em estadio avangado no momento do diagnostico (ISS
1:6,4% 2:17,1% e 3:76,5%), em nossa casuistica também houve predomino do ISS- 3, com a
seguinte distribui¢do: 29,7%; 21,6% e 48,6%, para os ISS-1 2 e 3, respectivamente.

Nossa mortalidade foi de 25% ao longo do periodo de 45 meses de seguimento, e destes
30% acontecerem nos primeiros 3 meses do diagndstico. No MM a elevada mortalidade precoce
¢ justificada por muitas anormalidades na funcdo imune, inferindo uma significante
morbimortalidade por infecgdes. O risco de infecgdes normalmente se da por bactérias
capsuladas e ¢ muito maior nos periodos de doenga ativa, quando os pacientes estdo mais
imunossuprimidos pela combinagdo de doenga e efeitos imunossupressores do tratamento. Este
risco € maior nos primeiros 3 meses do diagndstico e pode contribuir significantemente para os
mais de 10% de mortalidade visto neste periodo (Pratt e Morris 2007; Xia et al. 2018).
Acreditamos que a maior mortalidade precoce, em nossa casuistica, esta relacionada com a
dificuldade de acesso e atraso no diagnostico, comuns em nosso meio € em nosso trabalho,
confirmado por uma mediana de 6 meses de intervalo entre os primeiros sintomas € o
diagnoéstico de MM.

Conforme descrito anteriormente, 0 MM ¢ um exemplo de desregulacdo imune, e

apresenta na imunoparesia secundaria ao déficit na produgdo e nos niveis das imunoglobulinas
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nao acometidas, uma das suas caracteristicas clinicas mais marcantes e relevantes, que se
acredita, seja secundaria a redu¢do dos progenitores de células B da medula 6ssea. Assim como
Rawstron et al. (1998), encontramos niveis inferiores de CD20 e CD20'%, em comparagio aos
controles. Esses autores observaram que pacientes com mieloma apresentavam supressdo de
c¢lulas B-progenitoras na medula como resultado do deslocamento das células normais de loci
especificos na medula 6ssea por células plasmaticas neoplasicas, sendo que ambas expressam
as moléculas de adesao CD38 e Syndecan-1. Além disso, a interagdo das células plasmaticas
de mieloma com células estromais da medula 6ssea, produzem fatores que induzem ativamente
apoptose das células B-progenitoras. Esses autores ndo encontraram populacdes
fenotipicamente distintas de células B no sangue dos pacientes com MM e nem de aumento nos
niveis de qualquer subconjunto de células B (Rawstron et al. 1998).

Corroborando esses dados, Pessoa de Magalhdes et al. (2013), demonstrou que ao
mesmo tempo em que ha uma deplecdo de células B nos pacientes com MGUS ¢ MM
sintomatico quando comparados a grupo controle, foi possivel demonstrar que naqueles
pacientes que conseguem obter controle da doenga, mantendo-a estavel e por longo tempo, ha
uma normalizagdo tanto na medula 6ssea quanto no sangue periférico da quantidade de células
B, devido ao aumento em medula 6ssea dos precursores normais de células B e homing de
células plasmaticas normais, bem como células B periféricas pré centro-germinativo.

Na andlise de correlacdo entre os dados de CD20 obtidos em sangue ¢ medula,
encontramos uma correlagdo moderada (r=0,64; p<0,001), reforcando os dados de que a
deplecdo de células B na medula 6ssea implica em niveis mais baixos no periférico, e
corroboram para o maior risco de infecgdes nesses pacientes.

Analisando-se os linfocitos T totais (CD3"), ndo foi possivel demonstrar diferengas
entre os valores séricos dos pacientes e controles em nossa casuistica. Entretanto, ¢ descrito que
no MM had alterag@o do perfil imunoldgico das células T, caracterizada pelo aumento do numero
de células T reguladoras (Tregs), alteracdo na relagio CD4/CDS e alteracdo do nimero de
células T CD4™

Pacientes com mieloma multiplo podem apresentar uma variedade de anormalidades
numéricas e funcionais das células T. Subconjuntos de células T sdo frequentemente anormais,
com inversdo da razdo CD4/CD8 (Mills e Cawley 1983) e uma propor¢ao anormal Th1/Th2
CD4" (Ogawara et al 2005). A andlise do receptor de células T (TCR) revelou uma grave
interrup¢do da diversidade do repertério global das células T (Mariani et al. 2001) com

expansdes oligoclonais marcadas de células TCD4" ¢ TCD8". Tais expansdes monoclonais de



Discussao 59

células TCD8" ocorrem em individuos saudaveis com idade crescente, mas s3o muito mais
exuberantes e frequentes em pacientes com paraproteinemia (Moss et al. 1996).

Os clones oligoclonais sdo persistentes, com um fenotipo de células T citotoxicas
(Raitakari et al. 2003) e maior frequéncia na medula dssea, e sua presenca se correlaciona com
maior sobrevida (Raitakari et al. 2003; Pérez-Andres et al. 2006). Nao esta claro se as células
T oligoclonais sdo dirigidas contra células plasmaticas malignas ou um alvo nao relacionado,
como antigenos virais, embora as respostas T-virus especificas nao parecam estar prejudicadas
no MM (Maecker et al. 2003).

As células supressoras derivadas da linhagem mieldide (MDSCs), com potencial de
inibir a fungdo celular T, estdo aumentadas no MM e seus niveis se correlacionam com o estagio
da doenca e o desfecho clinico. Foi demonstrado que as MDSC podem mediar a supressao de
respostas de células T especificas do mieloma através da inducdo de anergia de células T e
desenvolvimento de Treg no microambiente do MM (Malek et al. 2016).

A expressao do OX40 em sangue periférico, avaliada nos leucdcitos totais e na
subpopulagdo de linfocitos T dos pacientes em nosso estudo foi significativamente maior que
nos controles. O OX40 ¢ descrito por varios autores, como sendo expresso nos infiltrados
linfocitarios tumorais (TIL) do carcinoma de células escamosas da cabeca e pescogo, cancer de
ovario, cancer gastrico, carcinoma escamoso de pele, cancer de mama e cancer colorretal.

Um estudo realizado em pacientes com cancer gastrico por Martins et al. (2018),
mostrou niveis mais elevados de linfocitos T OX40 nos pacientes quando comparado aos
controles, e os estadios mais avancados apresentavam niveis séricos ainda mais alto de 0X40,
que aqueles com estadio mais precoces (Martins et al. 2018).

Apesar de nossos achados se assemelharem, demonstrando niveis mais elevados de
0X40 em leucocitos totais no sangue periférico com relagao aos controles, quando comparamos
0s pacientes entre si, em relacdo ao desfecho obito e nos com ISS menor (ISS-1 versus ISS-3),
verificamos que os niveis de linfocitos T OX40+ foram baixos, ao contrario dos dados relatados
no cancer gastrico por Martins et al. (2018). Nao foi possivel realizar coleta de amostras de
medula 6ssea de individuos saudaveis para comparar os niveis de OX40" encontrados na
medula dos pacientes.

No entanto, os dados obtidos dos niveis de OX40" no sangue podem nortear a
possibilidade de utilizar drogas agonistas de OX40 devido aos seus efeitos antitumorais, pois
desencadeia a inibicdo de células Treg, permitindo que as células dendriticas alcancem os
linfonodos drenantes e promova ativagdo e proliferagio de células TCD4" ¢ TCDS8*

antitumorais ampliando resposta imune humoral e celular contra o tumor (Deng et al. 2019).
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Os pacientes com MM em comparagdo aos quadros de MGUS e controles saudaveis,
apresentam niveis elevados de células Treg ativadas (CD45RA FoxP3" sugerindo que um
perfil imunossupressor na progressao do MGUS para o MM. A diferenca significativa entre
pacientes do MGUS e controles saudaveis mostra que no estagio inicial da mielomagénese,
anormalidades fenotipicas das células imunes vdo acontecendo nos pacientes, levando a
senescéncia celular e falha funcional (Wang et al. 2018). Outros autores demonstraram o papel
das células Treg na imunossupressao e evasao imune no MM (Braga et al. 2014; Frassanito et
al. 2015). Hipotetizamos que uma possivel explicagdo para a maior sobrevida dos casos com
niveis mais elevados de OX40 poderia estar relacionado redug@o dos niveis de células Treg.

A estimulagdo do OX40 em células Treg Foxp3" ativadas aboliu completamente a
capacidade das Treg de suprimir a proliferacao de células T e a producao de citocinas. Além
disso, a sinalizagdo OX40 para as Treg ndo parece afetar sua sobrevivéncia e proliferagdo, mas
parece reprimir a expressdo de Foxp3. Assim, o OX40 representa um potente regulador
negativo ndo s6 para Treg naturais Foxp3™, mas também para Treg geradas a partir de células
T efetoras ativadas, sugerindo que o OX40 controla um importante “checkpoint” na homeostase
das células Treg. O OX40 desempenha um papel duplo na ativagao de células T, sendo sem
davida uma molécula coestimuladora potente para células T efetoras, mas também um poderoso
regulador negativo do Foxp3™ Treg (Lesher e Song 2009).

Kim et al. (2016), verificaram em modelos experimentais de MM, que os niveis de
expressdes de OX40, 4-1BB e GITR em células TCD4" apresentavam redugdo quando
submetidos ao tratamento com talidomida. Houve uma maior diferenciagdo em células TCD4"
em Treg com redugdo na expressdo de OX40 e aumento de expressdo do GITR. Dessa forma,
a talidomida tem um papel relevante na diferenciacao de células T reguladoras.

Além disso, foram relatados que o uso da talidomida em associagdo ao corticoide
(TM/DX) foi responsavel pela reducdo da expressao de moléculas coestimuladoras em células
T efetoras, porém manteve-se preservada em células Treg, demonstrando que tratamento
combinado de TM/DX poderia melhorar ainda mais esses efeitos imunomoduladores através
da regulagdo da expressdo de GITR, OX40 ¢ 4-1BB em células TCD4" (Kim et al. 2017). Esses
dados reforcam a hipotese de que tratamento com imunomoduladores em pacientes com MM
que apresentam os niveis elevados de OX40 na membrana celular de leucécitos pode ter
impacto nesta mudanca de expressdao, demonstrando que a redugdo nos niveis de expressao de
0X40, com o tratamento seria importante para reconstituicdo da resposta imune contra as

células tumorais.
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Outros estudos fase I utilizando-se estes anticorpos agonista do OX40 estdo em curso e
comparativamente aqueles que promovem o bloqueio do CTLA-4 (Ipilimumab), o uso de anti-
0X40 demonstrou menor toxicidade e menor risco de desenvolvimento de doengas autoimunes,
colites, dentre outros, e teve como efeito adverso mais comum a leucopenia. Estudos com
bloqueio duplo ou triplo, combinando-se o anti-OX40 com anti-CTLA-4 e/ou anti-PD-1 estao
sendo realizados em diferentes tumores, dentre eles linfomas, leucemias e mieloma multiplo
(Linch et al. 2015).

Nos pacientes com MM observamos niveis baixos de OX40 soluvel, ao contrario do que
foi relatado por Sawada et al. (2019). Esses autores verificaram altos niveis soltiveis de sOX40
em pacientes com cancer colorretal avancado. Os mesmos achados foram descritos na
Leucemia de células T do adulto (ATL), por Tanaka et al. (2019), que verificaram altos niveis
de sOX40 no sangue de pacientes com ATL forma leucémica, sugerindo que niveis elevados
de sOX40 poderiam ser uteis como um marcador de diagndstico diferencial nesse tipo de
leucemia.

O 4-1BB ¢ expresso na superficie de células dendriticas (CD), que sao fundamentais na
apresentacao de antigenos e possuem a capacidade de estimular as células T naive (Swallow et
al. 1999; Cheuk et al. 2004). No MM ha descri¢do de defeitos em células dendriticas de sangue
periféricos (CD), como um nimero reduzido de células dendriticas plasmocitoides (PDCs),
CDs mieloides (MDCs) ou mondcitos em sangue periférico (Rodriguez-Otero et al. 2017,
Serrano-del Valle et al. 2019). Essa deficiéncia de CD poderia implicar, hipoteticamente, em
menor expressao de 4-1BB no MM e por consequéncia niveis reduzidos de s4-1BB, como os
encontrados em nossa casuistica.

Salih et al. (2001), mostrou que uma forma solavel de 4-1BBL estava presente em altos
niveis no soro de alguns pacientes com doencas hematologicas (linfomas, leucemias e
sindromes mielodisplasicas) e em baixos niveis em doadores saudéaveis, indicando que a
liberagdo de 4-1BBL soluvel da superficie celular regularia as intera¢des 4-1BB-4-1BBL entre
células in vivo. A conversao de 4-1BBL a uma forma soluvel ativa alteraria tanto as respostas
celulares proximais quanto distais, incluindo sobrevivéncia celular e respostas coestimulatorias
ou inflamatorias, que sdo mediadas através da via 4-1BB. Vérios subtipos de linfomas e
leucemias expressam 4-1BBL, porém a precisa fun¢do desta proteina nas neoplasias onco-
hematoldgicas ainda nao ¢ totalmente conhecida (Vinay e Kwon 2012; Campana et al. 2014;
Bartkowiak e Curran 2015).

Em cancer colorretal, Lima et al. (2020) publicou recentemente que os niveis de s4-1BB

apresentavam um decréscimo nos estagios mais avangados de doenga, quando comparados aos
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estagios mais precoces € os niveis mais baixos dessa molécula, estaria associada a progressao
do cancer colorretal. Wilcox et al. (2002), observaram que em modelo animal, a utilizagdo de
agonistas anti-4-1BB, aumentou a habilidade de células dendriticas em ativar in vitro a
proliferacdo de células T respondendo tanto a aloantigenos como a antigenos proprios. Também
se demonstrou in Vitro que a ativacao de células dendriticas pelo anti-4-1BB durante infecgoes
virais, levou a fosforilagdo da via STAT3, fortalecendo a resposta de células T CD8" e
promoveram a eliminagdo do virus (Zhang et al. 2010a). Esses achados demonstram que a
liga¢do do 4-1BBL ¢ importante para as células dendriticas efetoras (Vinay e Kwon 2011).

Células P815 transfectadas para expressar o 4-1BBL e co-incubadas com células B
humanas tiveram um aumento de sobrevida, aumento do indice de proliferagdo e desregulacao
dos niveis de TNF a e B, sugerindo que a expressao de 4-1BB nos linfocitos B ¢ funcional
(Zhang et al. 2010b, Vinay e Kwon 2011). A identificagdo de linfocitos B 4-1BB" nos centros
germinativos das tonsilas, indicam um possivel papel na imunidade humoral. A sugestao de que
4-1BB nos linfocitos B sdo fisiologicamente funcionantes, foi demonstrada utilizando-se
c¢lulas B de murinos tratadas com anti-4-1BB isoladamente ou em combinagdo com proteinas
indutoras de autoimunidade (Cheuk et al. 2004; Vinay e Kwon 2011). A reducao significativa
de linfocitos B em nossos pacientes também poderia explicar os niveis mais reduzidos de s4-
1BB.

O nivel de expressao de 4-1BBL nas células tumorais parece ser importante. Niveis mais
elevados destas moléculas coestimuladoras aparentam ser mais efetivos em induzir uma
resposta imune adequada antitumoral (Cheuk et al. 2004).

Outra molécula que tem demonstrado importancia na regulacdo imune contra células
tumorais, ¢ o CD40. Expressao substancial do CD40 foi detectada em uma variedade de
tumores sélidos, incluindo cancer de bexiga (78%), melanoma (57,7%), cancer de mama (53%),
cancer de pulmao (51,9%), cancer de c6lon (79%) bem como as malignidades da linhagem B.
Em grande parte destes tumores, a expressao CD40, mostrou-se associada a maior sobrevida;
no entanto, os resultados contrarios foram reportados nos canceres de pulmao e eso6fago, onde
expressdo elevada de CD40 correlacionou-se com prognostico ruim. Curiosamente, em
comparagdo ao tecido tumoral os tecidos normais apresentaram niveis muito baixos ou
nenhuma expressao de CD40, ressaltando o potencial do CD40 como um alvo imunologico
especifico do cancer (Piechutta e Berghoff 2019).

Nos tumores hematoldgicos, o0 CD40 ¢ amplamente expresso na superficie das células
tumorais de linhagem linféide B, e a sinalizacdo desregulada do CD40 ¢ sugerida como

contribuinte da linfomagénese. A sinalizacdo via CD40 constitutivo das células B induziu a
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ativacao seletiva e constitutiva da via NF-«xf, da proteina c-Jun N-terminal cinases (JNKs) e
cinases reguladas por sinal extracelular. Modelos murinos, com maior expressdao da proteina
LMP1/CDA40, desenvolveram linfomas de células B, mostrando assim que a interacao das vias
de sinalizagdo induzidas pela sinalizacdo CD40 constitutiva ¢ suficiente para iniciar um
processo tumorigénico (Hojer et al. 2014).

Os plasmocitos anomalos do MM expressam CD40, enquanto as células T helper (Th)
expressam o ligante CD40 (CD40L), e a medula 6ssea dos portadores de MM possuem niveis
significativamente aumentados das células T helper (Wang et al. (2017).

Wang et al. (2017) descobriram que as células Th da MO autoélogas ativadas permitia o
crescimento de células MM de forma in vitro e dependente de CD40L. As células do MM
secretavam quimiocinas que atraiam as c€lulas Th da MO, e a secrecdo foi aumentada pela
estimulacdo via CD40. Em paralelo, as células Th se localizavam proximas as células do MM
e contribuiam para a proliferagdo dos plasmocitos andmalos. Nos experimentos de cultura de
MO em soro autdlogo, com cerca de 14 dias, as células MM e células Th mutuamente
estimulavam umas as outras, e as células MM exigiram células Th para maior expansdo in vitro,
nos camundongos. Em nosso estudo, os pacientes com MM apresentaram niveis reduzidos de
leucocitos CD40" e linfocitos totais CD40" no sangue comparativamente aos controles.
Possivelmente, a redu¢do de CD40" foi devido aos niveis baixos de linfocitos B totais
encontrados nos nossos pacientes.

Nossos achados estdo em consonancia com Wang et al. (2017) com niveis mais elevados
de leucocitos CD40L" no sangue periférico dos pacientes com relagdo aos controles, porém
quando avaliamos no ambiente medular dos pacientes, ndo conseguimos demonstrar diferencas
significativas do CD40L entre os grupos nos pacientes com relagdo ao ISS ou evolugao para
obito.

Categorizando de acordo com ISS, constatou-se que os pacientes com ISS 1 e 2,
apresentavam niveis de expressdo de CD40 em linfécitos, e de CD40L nos linfocitos T,
superiores aos casos com ISS-3. E possivel que, os pacientes com doenca mais agressiva
apresentassem um ‘“‘esgotamento” de linfocitos T e, portanto, com expressdo reduzida desta
molécula coestimuladora, fundamental para a ativagao da resposta T.

Tumores imunologicamente "frios" sdo hipo-responsivos as células T e imunoterapias,
e alguns estudos iniciais demonstraram que anticorpos agonistas do CD40 promoveram
aumento da resposta dos linfocitos T citotdxicos contra antigenos tumorais pouco antigénicos,
promovendo uma efetiva resposta das células T (Moran et al. 2013). A combinacdo de um

agonista de CD40 com quimioterapia, foi apresentado por Byrne e Vonderheide (2016) e
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confirmaram a possibilidade de converter um tumor imunologicamente "frio" a um tumor com
rico infiltrado de células T, com a expansao das células T clonais e com diminui¢ao de células
Treg causando a destruicao tumoral com respostas imunes duradouras e sustentadas.

As respostas inatas e adaptativas do sistema imunoldgico sdo cuidadosamente
orquestradas por reguladores soluveis e ligados a membrana, que estabelecem os efeitos mais
eficientes para prevenir o desenvolvimento do cancer. As células tumorais, no entanto, também
sdo capazes de induzir uma variedade de fatores soluveis que favorecem o recrutamento e t€m
um efeito imunossupressor pois ajuda as células tumorais a evitar respostas imunes hospedeiras.
Acredita-se que as MDSCs e as Treg desempenham um papel critico na geragdo desses fatores
soluveis derivados do tumor.

Em relagdo ao mieloma multiplo, Tsirakis et al. (2012), demonstraram em estudo do
tipo caso controle, avaliando 56 pacientes que os niveis de SCD40L eram maiores nos casos
comparativamente aos controles, ¢ os niveis detectados pds tratamento em pacientes que
apresentavam respostas completas ou parciais eram menores, sugerindo que os niveis de
CD40/CD40L tinham relagao com a angiogénese nos pacientes.

Achados semelhantes foram reportados por Kaminska et al. (2016), que encontraram
niveis mais elevados de sCD40L sérico nos pacientes com MM do que em controles, assim
como, correlagdo positiva com estados mais avangados de doenga, nos quais as medianas
sCD40L eram de 595 1592 e 1790 pg/ml nos estddios I, II e III de Durie Salmon
respectivamente, e notou-se também que haviam diferencas estatisticamente significante entre
esses estadios. Estes autores, verificaram correlacdo positiva entre os niveis de sCD40L com
os niveis de IL-6 e seu receptor soluvel (sIL-6R), molécula de adesdo celular vascular solavel
1, do inglés soluble vascular cell adesion molecule 1 (sVCAM-1), fator de crescimento
derivado de plaquetas AB (PDGF-AB), alguns marcadores de atividade do MM (DHL e
percentual de células plasmocitarias em medula dssea) e B-tromboglobulina, indicando que os
niveis séricos de sCD40L podem estar relacionados com a angiogénese aumentada nos
pacientes com MM. Esta correlagao entre os niveis de sSCD40L e B-tromboglobulina sinalizam
que os niveis de sCD40L nos pacientes com MM derivam de ativagdo plaquetaria (Kaminska
et al. 2016).

Nas analises dos niveis soluveis de sCD40L, em relacao aos controles ndo conseguimos
demonstrar diferencas estatisticamente significante entre os grupos em nossa amostra, mas a
mediana era superior nos casos. E provavel que uma amostragem maior pudesse ter encontrado

resultados semelhantes aos de Tsirakis et al. (2012) e Kaminska et al. (2016).
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Nas analises por estratificagdo de acordo com o ISS ou evolugdo para o6bito, havia
tendéncia de mediana inferior dos niveis séricos de sSCD40L nos casos de ISS-3 ou naqueles
que foram a 6bito, opondo-se aos achados dos autores acima citados.

Nas andlises da sobrevida dos pacientes com MM, utilizando-se como ponto de corte o
nivel de melhor acuracia medida pela curva ROC, os marcadores que teriam melhor associagao
com a chance de sobrevivéncia seriam os niveis percentuais de expressao de OX40 >2,93% e
de CD40L >3,09%, mensurados em leucdcitos totais do sangue periférico ao diagnostico.

Segundo Massarelli et al. (2019), a alta expressdao do OX-40, mensurada por imuno-
histoquimica no infiltrado tumoral de pacientes com tumor de pulmao ndo pequenas células
(NSCLC), esta associada a prognostico favoravel e com melhor sobrevida global. Além disso,
verificou-se que havia sobreposicao entre células co-expressando o OX40 e PD-L1. Os niveis
altos de expressao de OX-40 potencialmente identificariam um subgrupo tinico de NSCLC, que
pode se beneficiar da co-estimulagdo com anticorpos agonistas OX-40 e potencialmente
aumentar a eficacia das terapias de checkpoint imunologico existentes.

A 1munoterapia contra o cancer ¢ pelo menos desde 2011, quando da aprovagao pelo
FDA do uso do anti-CTLA-4 para os casos de melanoma, uma abordagem que revolucionou o
tratamento oncologico. Foi demonstrado que um alto namero de células T citotdxica especificas
do tumor (TCL) esta associado ao aumento da sobrevida em pacientes com mieloma multiplo.
Xie et al. (2019), avaliaram a eficicia da lenalidomida em associacdo a vacinagao Eps8cocktail-
CTLs, verificando um estimulo efetivo na atividade antitumoral desta vacina com tendéncias
crescentes de expressdo para marcadores de células T (CD28, CD40L, 41BB e 0X40). Em
comparagdo com CTLs ndo estimulados e CTLs Eps8cocktail, as CTLs Eps8cocktail tratadas
com lenalidomida apresentaram atividade anti-mieloma superior em modelos de MM
humanizado, incluindo o atraso no crescimento da carga tumoral devido ao aumento da fungao
imunoloégica.

Pacientes com niveis CD40L > 3,09% em leucdcitos, apresentaram melhor sobrevida e
podemos supor, baseado nos achados de Xie et al. (2019), que esses casos apresentem um
maior numero de células TCD4" ativadas residuais, as quais até poderiam propiciar e ajudar no
crescimento tumoral das células do MM a nivel medular, mas conservariam sua capacidade
imunoldgica. Adicionalmente, as células T expressando CD40L podem fornecer sinais para
linfocitos B, induzindo a proliferacdo, switching de classe imunoglobulina, secre¢do de
anticorpos, resgate da capacidade de apoptose da célula B, além de um papel no

desenvolvimento de centros germinais ¢ na sobrevivéncia das células B da memoria. Estes
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fatos, justificariam e colaborariam para que os casos com maior expressio de CD40L
apresentem melhor desfecho clinico e serviria como marcador prognostico.

A escassez de dados na literatura encontrada até o presente momento sobre o perfil de
coestimuladores da resposta imune em tumores hematologicos, somada ao fato de que
diferentemente dos tumores solidos, o ambiente e as células tumorais, envolvem o proprio
sistema imune, torna 0 MM particularmente interessante e desafiador, e dificulta a comparagao
entre nossos dados e outros estudos. Além do que, resultados opostos ou contraditorios podem
ser encontrados ja que nao ha ainda uma padronizacdo na forma de avaliar esses marcadores e,
portanto, os resultados controversos poderiam ser decorrentes de tal fato. Apesar disso, os
resultados deste estudo mostram possiveis novos alvos terapéuticos para tratamento do MM.
Espera-se que a continuidade desta linha de pesquisa, com a ampliagdo dos numeros de

amostras e marcadores, possa esclarecer e fortalecer os resultados aqui obtidos.
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6

CONCLUSAO

Com os resultados desse estudo, conclui-se:

Os valores percentuais de expressio de linfocitos B (CD20") e das moléculas
coestimuladoras (0X40, CD40/CD40L) no sangue sao diferentes entre os pacientes e
controles;

A presenca do mieloma multiplo ndo promoveu mudanga dos niveis quantitativos de
linfocitos T no sangue dos pacientes, pois nao apresentaram diferenca dos niveis dessas
populagdes celulares com relagdo ao grupo controle;

Os pacientes apresentaram niveis reduzidos s4-1BB e sOX40 com relagdo aos controles,
mas nao foram capazes de predizer maior risco para progressao a Obito ou alguma
relagdo com o ISS;

Baixos niveis de leucocitos CD40L" e linfocitos totais CD40" no sangue periférico e
elevados de linfécitos T OX40" na medula 6ssea encontrados no grupo I1SS3 foram
relacionados a progressao da doenga;

Baixos niveis de leucdcitos totais de OX40" ¢ CD40L" encontrados no sangue de
pacientes que evoluiram para o dbito mostraram ser importantes na predi¢ao de desfecho
desfavoravel;

Os niveis de leucdcitos totais OX40" e CD40L" definidos a partir do ponto de corte
mostraram associagdo com sobrevida global;

As analises de sangue periférico e medula 6ssea ndo demonstram correlagdo suficiente
entre os niveis de expressdao das moléculas estudadas para que seja possivel inferir que
os resultados sejam equiparaveis entre as amostras de sangue periférico em substituicao
a medula 0ssea;

Foi possivel determinar os niveis de coestimuladores da resposta imune no sangue
periférico dos pacientes, sendo a forma de coleta menos invasiva para o paciente quando

comparada a coleta de medula dssea.
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Apéndice 1 — Formulario de pesquisa para coleta de dados clinicos, laboratoriais e

informagdes sobre exames de imagem

FICHA CLIiNICA DE PACIENTES COM MIELOMA MULTIPLO

Projeto: Estudo da expressdo das moléculas coestimuladoras OX40, 4-1BB e CD40 no mieloma multiplo.

Nome completo:

Idade ao diagnostico: Data de nascimento; / /

Sexo:  [I1=masculino 2= feminino] Ra¢a:  [Legenda: 1=branca; 2=negra; 3=parda; 4= asidtico; S=indigena]
Faixa etaria: [Legenda: 1=20 a 30; 2= 31-40; 3=41-50; 4=51-60; 5=61-70; 6=71-80; 7=acima de 81 anos]
Hospital de origem: [Legenda: 1-HCP; 2=HEMOPE; 3=HUOC; 4= IMIP; 5= outros]
Tempo do inicio dos sintomas até a primeira consulta com especialista: (em meses)
Data de entrada: / / Data do diagnostico: / /

Inicio do tratamento: / / Fim do tratamento: / /

Estadiamento Durie-Salmon: ISS:

Protocolo de tratamento utilizado: 1? linha: 2% linha: 3% linha:

[Legenda: 1= MPT; 2= CTD; 3= CYBORD; 4=M/Dexa/Tal; 5= DEXA ISOLADA; 6=PAD; 7= Tal/Dexa; 8= MP; 9=OUTROS]
Data da resposta: / / Resposta (IMWG): [Legenda: 1= RC- resposta completa 2= RPMB-Resposta

parcial muito boa 3= RP-resposta parcial 4=DE- doenga estavel 5=DP-doenga progressiva]

Manifestacdes clinicas ao diagnéstico

SIM NAO

-Alteracgiao da func¢io renal
-Hipercalcemia
-Anemia
-Trombocitemia
-Leucopenia

-Dor 6ssea

-Infecgdes de repeticiao
-Fratura patolégica
-Plasmocitoma
-Fraqueza

-Febre

-Perda de peso
-Sangramento

-Outras

Escala de lesdes Osseas ao raio X: [Legenda: 1= osso normal; 2= osteopenia/osteoporose; 3= lesdes osteoliticas; 4= fraturas patologicas]
Resssonancia OU tomograﬁas: [Legenda: 1= positivo — presenga de lesdes liticas ou plasmocitomas ~ 2=auséncia 3= nao relizada]
Ecocardiograma: [Legenda: 1= amiloidose sim 2= amiloidose ndo 3= nio realizado]

Insuficiéncia renal dialitica: [Legenda: 1=sim 2=ndo]]
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Exames laboratoriais

Exames pré tratamento Pés tratamento: reavaliaciio

Data: / / Data: / /

Glicose

Ureia (g/dl)

Creatinina (g/dl)

Calcio (g/dl)

Proteinas totais

Albumina (g/dl)

Globulina

Desidrogenase latica (DHL)

VHS

Eletroforese proteinas séricas

Fragdo albumina (g/dl)

Fragdo alfa 1-globulina (g/dl)

Fragdo alfa 2- globulina (g/dl)

Fragdo beta-globulina (g/dl)

Fragdo gama- globulina (g/dl)

1gG (g/dl)

IgM (g/dl)

IgA (g/dl)

Kappa

Lambda

Beta 2 microglobulina (mg/L)

Imunofixagéo sérica

TP (tempo de protrombina) /INR

TTPa (tempo de tromboplastina

fibrinogénio

Hemoglobina (g/dl)

Hematocrito (%)

Leucocitos /ml

Segmentados (%) e absoluto

Linfocitos (%) e absoluto

Mondcitos (%) e absoluto

Eosinofilos (%) e absoluto

Plaquetas (unid/mm?)

Numero de plasmoécitos no mielograma

Bence Jones na urina (g/24hs)

Imunofixagao urinaria
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Apéndice 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — paciente

Titulo: “Estudo da expressiao das moléculas coestimuladoras 0X40, 4-1BB e CD40 no mieloma

miltiplo.”

1) Introducio

Vocé estd sendo convidado (a) para participar como voluntdrio do projeto de pesquisa, o qual sera
realizado em parceria com outras instituigoes. Antes de vocé decidir se deseja ou nao participar, ¢é
importante que vocé entenda por que o estudo esta sendo realizado e o que ele envolvera se vocé
concordar em participar. Por favor, leia atentamente as informagodes a seguir e sinta-se & vontade em
perguntar.

2) Quais os objetivos deste estudo

O projeto possui trés objetivos principais:

1) Avaliar a expressdo de moléculas do sistema imunolégico em amostras do sangue e da medula
ossea, dos pacientes com mieloma multiplo pré e pos tratamento.

2) Revisdo de laminas e blocos de parafina de biopsias de medula 6ssea e realizagdo de imuno-
histoquimica e revisdo morfologica por um patologista com experiéncia em patologia
hematologica, para avaliar células e marcadores que tentam definir o comportamento do
mieloma multiplo

3) Correlacionar com os aspectos clinicos, laboratoriais, bem como os tratamentos instituidos para
o mieloma multiplo, obtidos através de um questionario médico com informagdes que serdo
pesquisadas e retiradas do seu prontudrio.

Os dados coletados nesta pesquisa referentes as entrevistas ficardo armazenados em pastas de
arquivo no computador pessoal e na Institui¢do Hospital do Cancer de Pernambuco (HCP), sob a responsabilidade
da pesquisadora e do orientador, no enderego abaixo informado por periodo de no minimo 5 anos.

As amostras de biopsias, ldminas e blocos de parafina (sobras do material utilizado para o diagndstico)
serdo enviadas para o Hospital A. C. Carmargo em Sao Paulo, para a revisdo do caso. O excedente sera
devolvido para ser arquivado no setor de Patologia do HCP.

Nao havera informacdo que o identifique e apenas os médicos participantes do estudo terdo acesso aos
seus dados. Os exames laboratoriais que serdo anotados pela pesquisa, serdo consultados no seu
prontuario médico e sdo os mesmos realizados de rotina pelo seu médico.

3) Riscos e beneficios dos procedimentos para as coletas dos exames

Serdo coletados 20 ml de sangue (5 tubos) no momento da aceitagdo da participagdo no estudo e mais 5
ml de amostra de medula 6ssea, pelo médico que estiver realizando o seu exame mielograma. Sempre
que possivel, coletaremos as amostras de sangue no mesmo momento de coleta de exames laboratoriais

de rotina pelo laboratorio da instituicdo.
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Estas coletas sdo seguras e apresentam baixos riscos, somente dor leve no momento da puncdo. Caso

ocorram sangramentos no local da coleta, sera orientado que o senhor(a) comprima com o dedo o local

da coleta por 5 minutos que o sangramento cedera, podendo ainda ser feito compressa com gelo no local.

Além disto, caso haja a formag¢do de um pequeno hematoma, ndo é necessaria nenhuma medida

especifica pois 0 mesmo desaparecera dentro de no maximo 7 dias.

O exame de mielograma, também ¢ um exame seguro ¢ ja faz parte de seus exames obrigatorios para

diagnostico e seguimento do mieloma multiplo. A bidpsia de medula dssea, sera realizada conforme

protocolo da instituigdo e sera sempre coletada por um médico hematologista. De todos ¢ o

procedimento de maior risco, podendo causar dor no momento da coleta, sangramento leve e raramente,

infecgdes. Qualquer anormalidade devera ser comunicada imediatamente ao médico assistente que o

acompanhe.

E importante frisar que todos os testes realizados ja fazem parte da rotina de investigagio e seguimento

de sua doenga e apenas coletaremos uma amostra um pouco maior para o estudo.

E provavel que as informagdes advindas do estudo, ndo tragam um beneficio direto ao seu tratamento,

uma vez que se trata de estudo experimental e ndo havera qualquer intervencao terapéutica pelo estudo.
4) Direitos do Participante

Sua participagdo ¢ voluntaria e vocé pode retirar seu consentimento ou ainda descontinuar sua

participagdo em qualquer momento, se o assim preferir, sem penalizagdo ou prejuizo de qualquer

natureza. N@o havera nenhum custo a vocé proveniente deste estudo, assim como ndo havera qualquer

tipo de remuneracdo pela sua participacdo. Ao assinar este termo voc€ ndo abre mao de nenhum direito

legal.

5) Confidencialidade

Apenas a equipe do estudo terd acesso aos seus dados. Seu anonimato ¢ garantido e possiveis

publicagdes cientificas resultantes deste estudo ndo o (a) identificard em nenhuma circunstancia como

participante. Os dados obtidos serdo tratados sob estritas condi¢des de confidencialidade.

Em caso de dividas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o Comité de Etica em

Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida Cruz Cabuga 1597 — Santo Amaro,

Recife-PE, CEP: 50.040-000, Tel.: (81) 32178197 — e-mail: cep@hcp.org.br ). Horario de funcionamento —

segunda a sexta-feira das 8-16 horas.

Para qualquer duvida relacionada ao estudo, por favor, sinta-se a vontade para entrar em contato com 0s

médicos responsaveis pela conducao do estudo (Reijane Assis— telefones (11) 3217-8014 ou 3217-8202

ou pelo email: reijaneaassis(@gmail.com
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Assinaturas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, ,CPF , abaixo assinado,

apos a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e ter tido a oportunidade de conversar e ter esclarecido as
minhas davidas com a pesquisadora responsavel, concordo em participar deste estudo como voluntario (a). Fui
devidamente informado(a) e esclarecido (a) pela pesquisadora sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos,
assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participagdo. Foi-me garantido que posso retirar
meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrup¢do de meu
acompanhamento/ assisténcia/tratamento).

Concordo que os dados coletados para o estudo serao usados para os fins descritivos acima, e que
serao mantidos sob sigilo e confidencialidade.

Ao assinar este termo de consentimento, ndo abrirei mao dos meus direitos legais.

Receberei uma copia assinada e datada deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Impressao Digital
(opcional)

Nome Completo do Paciente de Pesquisa

Assinatura do Paciente de Pesquisa Data

Nome Representante Legal e relagdo do Representante Legal com o paciente

Assinatura do Representante Legal Data

Assinatura do Responsével pela Obtencdo do Termo de Consentimento Data
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Apéndice 3 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - Controles

Titulo: “Estudo da expressiao das moléculas coestimuladoras 0X40, 4-1BB e CD40 no mieloma

miltiplo.”

1) Introducio
Vocé estd sendo convidado (a) para participar como voluntdrio do projeto de pesquisa, o qual sera
realizado em parceria com outras instituigoes. Antes de vocé decidir se deseja ou nao participar, ¢é
importante que vocé entenda por que o estudo esta sendo realizado e o que ele envolvera se vocé
concordar em participar. Por favor, leia atentamente as informagodes a seguir e sinta-se & vontade em
perguntar.
2) Quais os objetivos deste estudo?
1. Avaliar a expressdo de moléculas do sistema imunologico em amostras do sangue de
voluntarios saudaveis e comparar com os niveis encontrados no sangue de pacientes com
Mieloma Multiplo.
Os dados coletados nesta pesquisa referentes as entrevistas ficardo armazenados em pastas
de arquivo no computador pessoal e na Institui¢do Hospital do Cancer de Pernambuco (HCP), sob a
responsabilidade da pesquisadora e do orientador, no enderego abaixo informado por periodo de no
minimo 5 anos.
As amostras de sangue serdo analisadas em conjunto com a dos pacientes e nao havera informagao que
o identifique e apenas os médicos participantes do estudo terdo acesso aos seus dados.
1) Riscos e beneficios dos procedimentos para as coletas dos exames
Serdo coletados 20 ml de sangue (5 tubos) no momento da aceitacao da participacdo no estudo. Estas
coletas sdo seguras e apresentam baixos riscos, somente dor leve no momento da pun¢ao. Caso ocorram
sangramentos no local da coleta, serd orientado que o senhor(a) comprima com o dedo o local da coleta
por 5 minutos que o sangramento cederd, podendo ainda ser feito compressa com gelo no local. Além
disto, caso haja a formagdo de um pequeno hematoma, ndo é necessaria nenhuma medida especifica
pois o mesmo desaparecera dentro de no maximo 7 dias.
2) Direitos do Participante
Sua participagdo ¢ voluntaria e vocé pode retirar seu consentimento ou ainda descontinuar sua
participagdo em qualquer momento, se assim preferir, sem penalizagdo ou prejuizo de qualquer natureza.
Nao havera nenhum custo a voc€ proveniente deste estudo, assim como nao havera qualquer tipo de
remuneracdo pela sua participacio.

3) Confidencialidade
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Apenas a equipe do estudo tera acesso aos seus dados. Seu anonimato ¢ garantido e possiveis
publicacdes cientificas resultantes deste estudo ndo o (a) identificara em nenhuma circunstancia como
participante. Os dados obtidos sero tratados sob estritas condigdes de confidencialidade.

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o Comité de
Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no enderego: (Avenida Cruz Cabuga 1597 —

Santo Amaro, Recife-PE, CEP: 50.040-000, Tel.: (81) 32178197 — e-mail: cep@hcp.org.br ).

Horario de funcionamento — segunda a sexta-feira das 8-16 horas.
Para qualquer duvida relacionada ao estudo, por favor, sinta-se a vontade para entrar em contato com os
médicos responsaveis pela conducao do estudo (Reijane Assis— telefones (11) 3217-8014 ou 3217-8202

ou pelo email: reijaneaassis(@gmail.com.

Assinaturas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, ,CPF: , abaixo

assinado, apo6s a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e ter tido a oportunidade de conversar
e ter esclarecido as minhas duvidas com a pesquisadora responsavel, concordo em participar deste
estudo como voluntario (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pela pesquisadora sobre a
pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de
minha participagdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem
que isto leve a qualquer penalidade.

Concordo que os dados coletados para o estudo serdo usados para os fins descritivos acima, e que serdo
mantidos sob sigilo e confidencialidade.

Ao assinar este termo de consentimento, ndo estarei abrindo méo dos meus direitos legais.

Receberei uma copia assinada e datada deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Nome Completo do Controle Voluntario da Pesquisa

Assinatura do Paciente de Pesquisa Data

Assinatura do Responsavel pela Obten¢do do Termo de Consentimento Data
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Apéndice 4 - Imagem ilustrativa de alta expressdo de CD20"SH nos pacientes comparado aos

controles

Nos pacientes notou-se a ocorréncia de niveis mais elevados de expressdo de CD20 de alto
padrio de fluorescéncia (acima de 10*), denominado CD20"€" que ndo era visualizados nos controles,

como mostra a Figura 15, sendo exemplificado 4 casos e 4 controles.
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Figura dos histogramas mostram os valores percentuais de expressio de CD20"¢" dos pacientes (&

esquerda), nitidamente mais elevados que os dos controles (a direita).
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Anexo 1 - Estadiamento de Durie-Salmon

Estadios Critérios

e Baixa carga tumoral (< 0,6 células x 10'%/m?) *
Todos os seguintes:
0 Hemoglobina (Hb) maior que 10g/dL.

0 Calcio sérico menor ou igual a 12mg/dL.

Estadio I
0 Baixa taxa de producao de componente monoclonal
- IgG <5g/dL; IgA<3g/dL
0 Proteintria urindria monoclonal <4g/24h
0 Radiografia 6ssea normal ou lesdo dssea unica.
e Serfo admitidos nesse grupo os pacientes cujos dados ndo se encaixem
Estadio I1
nem no estadio I, nem no estadio III.
e Alta carga tumoral (> 1,2 células x 10'%/m?) *
Um ou mais dos seguintes
0 Hemoglobina (Hb) menor que 8,5g/dL.
0 Caélcio sérico maior que 12mg/dL.
Estadio II1I

0 Altas taxas de produgdo do componente monoclonal
o IgG>7g/dL; IgA >5g/dL
O - Proteinuria urinaria monoclonal >12g/24h
0 Multiplas lesoes liticas, fraturas
Os estadios serao subdivididos baseando-se na fungao renal:
A: Creatinina menor que 2 mg/dL

B: Creatinina maior ou igual a 2 mg/dL

*Total body myeloma cell number = total body M-component synthetic rate cellular M / component
synthetic rate

1012 células =~ 1 kg ou 2.2 Ibs; m2 = superficie corporea
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Anexo 2 — Critérios de Resposta segundo o International Myeloma Working Group (IMWG)

. RESPOSTA COMPLETA ESTRITA (sRC): Resposta completa conforme definigdo abaixo,
relacdo kappa:lambda livre no sangue normal e auséncia de plasmoécitos na medula dssea por
imunohistoquimica ou imunofenotipagem;

. RESPOSTA COMPLETA (RC): imunofixa¢do negativa (soro e urina), plasmocitos na
medula 6ssea < 5% e desaparecimento de plasmocitoma extradsseo, nenhum aumento no
tamanho e namero de lesoes liticas;

. RESPOSTA PARCIAL MUITO BOA (RPMB): proteina monoclonal detectavel por
imunofixa¢do, mas ndo por eletroforese de proteinas séricas ou redugdo > 90% no componente

monoclonal no soro e componente monoclonal na urina < 100mg/24h;

. RESPOSTA PARCIAL (RP): redugédo > 50% do componente monoclonal no soro e reducéo
> 90% do componente monoclonal na urina 24h ou < 200mg/24h;

. DOENCA ESTAVEL: nio preenche critérios para RC, RPMB (VGPR), RP ou DP

o DOENCA PROGRESSIVA (DP): aumento de 25% do pico monoclonal no soro (aumento

absoluto deve ser > 0,5g/dL) ou na urina (aumento absoluto deve ser > 200mg/24h); novas
lesoes dsseas ou de partes moles ou aumento de lesdes extradsseas ou de partes moles
previamente existentes; ou desenvolvimento de hipercalcemia (>11,5mg/dL) secundario ao

mieloma.

* ndo usaremos como critério a SRC por ndo termos disponivel a pesquisa de cadeia kappa/lambda livre a nivel de

SUS.
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Anexo 3 — Quadro representando os valores de referéncia do laboratorio terceirizado utilizado

pelo Hospital de Cancer de Pernambuco-Laboratorio CIAC.

Teste laboratorial

Valor de referéncia

Valor de referéncia por sexo

Valor de referéncia
por idade

Hemoglobina (g/dL) P;;E;;isﬁ’;_ 11 88
Leucécitos (mm?) 4-10,8 x10°

Segmentados (mm?) 2-7,02 x103
Linfécitos (mm?) 0,8-3,78 x103

Mondcitos (mm?)

0,16-1,21 x10°

Plaquetas (mm?)

140-450 x10°

Creatinina (mg/dL)

Homens: 0,7-1,3
Mulheres: 0,6-1,1

Ureia (mg/dL) 10-40
Desidrogenase Lactica
(DHL) U/L 125-243
Velocidade de Primeira hora:
Hemosedimentagdo Homens: 0 a 15
(VHS) - mm Mulheres: 0 a 20
Calcio sérico (mg/dL) 8,9-10
Beta 2 ,
microglobulinemia A€ 59 anos: 2000
>60 anos: 2600
(ng/mL)

Eletroforese de
proteinas séricas
Fragdes expressas em
g/dL

Proteina Total: 6-8
Albumina: 3,6-6,2
Alfal: 0,06-0,27
Alfa2: 0,44-1,07
Betal: 0,45-1,1
Beta2:0,2-0,54
Gama:0,48-1,34

IgG (mg/dL)

Homens >30 anos: 660-1690
Mulheres >30 anos: 650-1640

IgM (mg/dL)

>12 anos: 50-300

IgA (mg/dL)

Homens 11-60 anos: 57-543
Homens > 60 anos: 103-591
Mulheres 11-60 anos: 52-468
Mulheres > 60 anos: 90-532

Fonte: http://laboratoriociac.com.br/resultados-online/
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Anexo 4 - Parecer consubstanciado de Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Hospital de Cancer de Pernambuco

SOCIEDADE PERNAMBUCANA
DE COMBATE AO CANCER-
SPCC

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO DA EXPRESSAO DAS MOLECULAS COESTIMULADORAS OX40, 4-1BB E
CD40 NO MIELOMA MULTIPLO

Pesquisador: Reijane Alves de Assis

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 51156615.0.0000.5205

Instituicio Proponente: SOCIEDADE PERNAMBUCANA DE COMBATE AO CANCER -SPCC
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.412.599

Apresentacao do Projeto:

O completo entendimento do sistemaimune, as interagdes entre as células
efetoras e moléculas de coestimulagdo e os mecanismos pelos quais os tumores escapam

a imunovigilancia ainda sao fontes de muitas pesquisas e varias lacunas precisam ser
preenchidas antes de chegarmos a terapias capazes de corrigir ja no primeiro momento o
erro que leva ao surgimento das neoplasias. Recentemente, um foco importante de
pesquisas tem sido as moléculas coestimuladoras membros da superfamilia dos
receptores do fator de necrose tumoral, em particular o OX40 e o 4-1 BB e seus ligantes
soluweis, além do CD40 que esta expresso nas células apresentadoras de antigenos. O
entendimento de como estas moléculas estéo expressas nas diversas células do sistema
imune, em particular nos linféticos T efetores, tem propiciado o desenwlvimento de
anticorpos agonistas, com a possibilidade de otimizar a resposta imune contra células
tumorais.

O mieloma multiplo é a segunda neoplasia oncohematoldgica e caracteriza-se

pela proliferagcdo andémala de plasmdcitos, levando a produgdo clonal de determinada
subclasse de imunoglobulina e lesdes de orgéos alvos. E uma neoplasia de pacientes
idosos, muitas vezes com performance status e condigao clinica bastante depauperada

Endereco: Av. Cruz Cabuga, 1597

Bairro: Santo Amaro CEP: 50.040-000
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)3217-8005 Fax: (81)3217-8005 E-mail: cep@hcp.org.br

Pagina 01 de 04



Apéndices e Anexos

SOCIEDADE PERNAMBUCANA
DE COMBATE AO CANCER-
SPCC

Continuagao do Parecer: 1.412.599

dificultando as opgdes de tratamento.

Conhecer novas moléculas e como as mesmas poderdo ser utilizadas na pratica
clinica de forma a otimizar e melhorar a resposta ao tratamento é bastante desafiador, e

se torna fundamental a avaliagdo em diferentes populagdes e etnias, para aplicagdes

futuras destas novas drogas em desenwolvimento.

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar a expressdo de OX40, 4-1 BB e CD40 em pacientes com mieloma
multiplo.

Avaliacado dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O estudo nao oferece riscos aos pacientes pois todos as amostras do estudo ja fazem parte do que
rotineiramente & realizado nos pacientes em

inicio de tratamento de mieloma multiplo.

No caso dos controles o risco é apenas inerente a coleta de amostras através de pungéo venosa periférica,
ou seja, dor no momento da pungéo e

possivel sangramento no momento da coleta e formac&o de pequeno hematoma local, que se resolvera sem
maiores complicagoes.

Beneficios:

Nao havera beneficios diretos ou indiretos aos pacientes e controles, pois nenhuma intervengdo sera

realizada nos mesmos

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Pesquisa de relevancia para a populagado sobre os estudos moleculares do cancer.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Termos obrigatérios em conformidade

Recomendacgdes:
NENHUMA

Conclus6es ou Pendénciase Lista de Inadequacoes:
NENHUMA

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixorelacionados:
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Bairro: Santo Amaro CEP: 50.040-000
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SOCIEDADE PERNAMBUCANA

DE COMBATE AO CANCER-

SPCC

Continuagéo do Parecer: 1.412.599

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas |PB_INFORMACOES BASICAS DO _P 24/01/2016 Aceito
do Projeto ROJETO_627313.pdf 12:46:54
Projeto Detalhado / | projetomielomamultiploemoleculascoesti | 24/01/2016 [Reijane Alves de Aceito
Brochura muladorascorrigidospospendencia.pdf 12:46:17 Assis
Investigador
Orgamento cartaanuenciaorcamentofontepagadora. 24/01/2016 [Reijane Alves de Aceito

pdf 12:42:32 | Assis
TCLE / Termos de TCLEpacientesecontrolesversaocorrigid 24/01/2016 | Reijane Alves de Aceito
Assentimento / apendencias.pdf 12:42:00 [Assis
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto folhaderostoplataformabrasil. pdf 18/11/2015 |Reijane Alves de Aceito
18:48:10 | Assis
Declaragéo de cartaanuenciahematologia. pdf 15/11/2015 | Reijane Alves de Aceito
Pesquisadores 22:01:13 | Assis
Declaragéo de cartaanuencialMIP.JPG 15/11/2015 | Reijane Alves de Aceito
Pesquisadores 22:00:19 | Assis
Declaragéo de cartanuenciaorientadordrHugo.pdf 15/11/2015 | Reijane Alves de Aceito
Pesquisadores 22:00:05 |Assis
Declaragéao de cartaanuenciacoorientadordrmoacyrrego | 15/11/2015 |Reijane Alves de Aceito
Pesquisadores JPG 21:59:45 | Assis
Declaragao de cartaanuenciaHCP.JPG 15/11/2015 |Reijane Alves de Aceito
Pesquisadores 21:59:10 Assis
Declaragao de cartaanuenciaACCamargo. JPG 15/11/2015 |Reijane Alves de Aceito
Pesquisadores 21:58:53 Assis
Outros ANEXOSprojetomielomamultiploemolec 15/11/2015 | Reijane Alves de Aceito
ulascoestimuladoras. pdf 21:50:38 | Assis
Outros FICHACLINICAPROJE TOMIELOMAMU 15/11/2015 | Reijane Alves de Aceito
LTIPLOEMOLECULASCOESTIMULAD 21:50:19 [Assis
ORAS .pdf
Cronograma CRONOGRAMAPROJE TOMIELOMAM 15/11/2015 | Reijane Alves de Aceito
ULTIPLOEMOLECULAS COESTIMULA 21:49:37 |Assis
DORAS. pdf

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Enderecgo: Av. Cruz Cabugd, 1597

Bairro: Santo Amaro

CEP: 50.040-000

UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone: (81)3217-8005 Fax: (81)3217-8005

E-mail: cep@hcp.org.br
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SOCIEDADE PERNAMBUCANA
DE COMBATE AO CANCER-
SPCC

Continuagao do Parecer: 1.412.599

RECIFE, 17 de Fewereiro de 2016

Assinado por:
ISABEL CRISTINA LEAL

(Coordenador)
Enderecgo:Av. Cruz Cabuga, 1597
Bairro: Santo Amaro CEP: 50.040-000
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)3217-8005 Fax: (81)3217-8005 E-mail: cep@hcp.org.br
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